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摘要    与一维分离模式相比, 多维色谱分离技术的最大特点是可极大地提高峰容

量. 近几年, 随着蛋白质组学的出现尤其是表达谱的开展, 对分离技术提出更高的

要求. 多维高效液相色谱系统以其快速、高效、自动化程度高以及易与质谱等其他

技术联用等优势再一次成为研究应用的热点. 本文结合本课题组在多维色谱方面的

工作介绍了多维色谱技术的发展及应用, 重点介绍在蛋白质组学平台中的应用.  
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1  引言 

多维分离技术, 即采用不同的分离模式, 通过在

线或离线的方式进行偶联, 从而实现对复杂样品的

分离. 该技术因其潜在的高峰容量, 在复杂样品的分

离分析中备受关注. 早在 20 世纪 80 年代, Giddings 
就建立了多维分离系统的数学模型[1,2], 指出满足一

定的条件下, 多维分离系统的峰容量应为各单维分

离模式峰容量的乘积, 即如果联用的 n 维分离模式的

峰容量分别为 N1, N2…Nn, 则总峰容量为 N1×N2…
Nn. 我国科学家早在 90 年代, 对多维气相色谱进行

了研究, 对双柱系统分析未知样品能提供交叉信息

进行了试验, 采用模糊数学方法和领域专家的逻辑, 
编制智能定性软件, 对包括重叠峰在内的流出峰进

行定性, 通过空气毒物卤代烃化合物对双柱智能定

性方法进行了验证[3]. 并针对复杂混合物样品分离应

采用统一方法、多柱系统, 提出了智能多柱系统的概

念, 探讨了智能多柱系统选择性优化原则和多柱系

统 选 择 性 优 化 方 法 [ 4 ] .  在 液 相 色 谱 的 多 维 
分离系统的研究方面, 起步较早而且比较成功的是

Jorgenson 和其合作者, Jorgenson 等人早在 1990 年在

研究 “中心切割 ”技术的基础上第一次实现了“全 

二维切割”[5], 他们用两个定量管和一个八通阀实现

了离子交换色谱(IE)和体积排阻色谱(SEC)的在线连

接. 自此, 以八通阀[5,6]、四通阀[7]、十通阀[8]为代表

的接口模式偶联的全二维或多维色谱模式纷纷被设

计运用. 然而, 随着微量样品的分析需要特别是毛细

管柱的使用, 大体积样品管已经不能满足需要, 人们

开始探索新的接口和新的多维模式. 20 世纪 90 年代, 
作为功能基因组学的重要支柱—— 蛋白质组学的出

现, 使得多维色谱的研究再次成为色谱学家研究的 
热点.  

本文以本课题组在多维液相色谱方面的研究工

作为主线, 评述了多种多维色谱模式及其在从小分

子到大分子分离分析上的应用, 重点是在蛋白质组

学中的应用.  

2  反相高效液相色谱-毛细管电泳 
毛细管电泳(CE)技术因其具有快速和所需样品

量少等优点在多维色谱偶联中经常被用作第二维分

离模式, 接口技术是影响高效液相色谱(HPLC)与 CE
联用的关键技术之一. 各种针对接口的研究相继出

现, 例如 Jorgenson等设计的光门阀[9]与流动阀[10]. 我
们在发展反相高效液相色谱(RPLC) 和 CE 联用分离 
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平台方面也进行了许多成功的尝试, 设计了一种动

态脉冲接触式接口技术[11], 在设计原理上有新的突

破. 以两根毛细管的接触实现进样, 该设计提高了进

样效率, 缩短了样品的冲洗时间, 减少谱带展宽, 以
此接口为核心的 RPLC-CE 二维分离系统在对中药提

取物的分离中展现了高的分离效能. 另一种新型的

样品堆积式接口[12,13]用来连接毛细管反相液相色谱

(cRPLC)和 CE, 从而对中药中成百上千个组分进行 
高效分离. 为了隔绝第二维电泳所使用的万伏正高

压对第一维分离的影响而设计研发了重力进样接 
口[14], 如图 1 所示. 该接口可保证第一维流出组分稳

定地进到CE, 同时为了实现CE与基质辅助激光解吸

离子化(MALDI)质谱的联用, 设计了 CE-MALDI 样

品沉积接口, 凭借重力进样接口和CE-MALDI-MS接

口构建了(HPLC-CE-MALDI-MS)二维分离系统 , 并
使用该系统分析了鼠肝蛋白质样品. 
 

 
 
图 1  RPLC-CE 重力进样接口示意图[14] 
 

微流控电泳芯片以其适合微量样品的操作, 满
足快速分析的要求等特点成为近年来研究的热点 , 
同时实现高效液相色谱与微流控芯片电泳联用又是

一个新挑战. 我们在芯片上设计了微孔作为两维分

离的口, 直接将第一维的毛细管色谱柱插入该微孔, 
同时利用微流控芯片的进样方式, 通过电压在两个

状态间的反复切换使样品从第一维到第二维进行转

移和分离, 从而实现 RPLC 与微流控芯片电泳的在线

联用 [15,16]. 该二维分离系统采用激光诱导荧光(LIF)

为检测器, 对异硫氰酸(FITC)荧光素标记的肽段混合

物进行了成功分离, 证明了该体系强大的分离能力.  
RPLC-CE 两维分离系统在快速蛋白质组学研究

中显示了优越性, 但是在系统通量方面还存在不足, 
可以通过发展并行的多维分离方法, 例如液相色谱

毛细管柱阵列与芯片上的电泳阵列相结合, 从而实

现快速且高通量的分离分析平台.  

3  反相高效液相色谱-毛细管等电聚焦 
等电聚焦(IEF)是重要的分离技术之一, 用于分

离 pH 梯度中不同等电点的两性离子分子. 蛋白质分

子属于两性分子, 因此 IEF 在蛋白质组学领域得到广

泛应用. 毛细管等电聚焦(CIEF)结合了常规凝胶 IEF
的高分离能力和现代毛细管电泳的特点. 由于小内

径可较平板凝胶更为有效地散热, 可以施加高电场, 
使分离时间缩短 , 分离效率得到很大提高 . 另外 , 
CIEF 实验中使用的 pH 环境与 CE 模式相比也比较温

和 , 以便使样品都得到离子化 . 这些独特之处使

CIEF 技术近年来获得了迅速发展. 随着涂层技术的

成熟、两性电解质质量的提高以及管径的进一步减小, 
CIEF 的分离效率也将进一步提高[17]. 激光诱导荧光

是一种非常灵敏的检测方法, 在极端条件下, 甚至可

以进行单分子检测. 而且, 荧光分析的动态线性范围

较宽, 可进行定量分析, 在定量蛋白质组学研究方面

有很大的潜力[18].  
我们将毛细管反相液相色谱和 CIEF 偶联, 结合

LIF 检测组成一个全二维系统[19], 二者分离机理正交, 
对蛋白质有极高的分辨能力, 能将蛋白聚焦在极窄

的条带内 ,  使样品浓缩几个数量级 .  这个特点使

CIEF 非常适合于作为多维分离体系的后一维, 当样

品在前一维被稀释后, 通过 CIEF 得到浓缩, 极大地

提高灵敏度. 另外, CIEF 的样品容量较其他毛细管电

泳模式大得多, 进样时整根毛细管充满样品, 有利于

低浓度组分的聚焦, 而且与 cRPLC 的流出体积匹配. 
全柱成像激光诱导荧光检测(WCID)能避免检测时移

动带来的问题, 使 CIEF 的分辨率不会损失在检测过

程中, 是近年来在 CIEF 中应用较多的检测技术[20]. 
对多维系统来说, 阵列技术在提高系统通量上作为

第二维是最佳选择. 基于以上方面考虑, 我们自行设

计并制作了用于阵列毛细管的扫描式全柱成像 LIF 检 
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图 2  阵列毛细管的扫描式全柱成像 LIF 检测装置示意图[21] 
 
测装置, 如图 2 所示, 研制开发了多用途的激光诱导

荧光检测器, 发展了基于 RPLC-CIEF 和全柱检测荧

光技术的二维分离检测平台, 对复杂的蛋白质样品

进行了高效、快速的分离鉴定[21]. 该体系有望在比较

蛋白质组学和定量蛋白质组学研究中发挥潜力. 我
们进一步发展了靶上酶解技术, 成功地将分离系统

与 MALDI 质谱进行联用, 为蛋白质组学研究增添了

新的思路和手段[22].  

4  多维高效液相色谱 
目前 HPLC 在蛋白质组学研究中占有十分重要

的地位, 是一种主导技术, 因为 HPLC 在可靠性、重

现性和使用范围方面有明显优势 [23,24]. 反相液相色

谱具有分析速度快、分离效率高、流动相组分与质谱

匹配等优点, 通常被选为多维色谱分离中最后一维

的分离模式. 而多种不同的 HPLC 模式(IE、SEC、亲

和色谱(AC))等可以作为样品的预分离模式.  
Shotgun 技术是蛋白质组学中应用很广的典型的

多维液相技术 , 开创了多维直接蛋白质鉴定技术

(MUDPIT)的先河. Yates 等人设计组装制成双向柱

(biphase)[25,26], 将强阳离子交换填料和反相色谱的填

料装填在一根色谱柱内, 采用迭代的方式对样品进

行分离检测. 该技术的中心理念是先将蛋白质酶解

成肽段, 然后经过双向柱分离, 分离后的肽段通过质

谱得到串级信息, 最后数据库搜索匹对得到蛋白质

信息. 美国戴安公司将这一技术做成了商品化仪器

即 LC-Packings 纳升级二维 HPLC 系统, 并推广到各

实验室, 在近几年的蛋白质鉴定研究中发挥了重大

作用. 我们进一步优化了系统分离条件, 并将这一系

统运用到肝癌高转移潜能的C57鼠模型(LCI-D20, 即
将转移性肿瘤切块接种到鼠肝并培育 20 天后的鼠模

型)等组织样品的蛋白质组学研究中[27~30]. 在原有的

二维分离之前增加一维预分离也是提高分离效率的

手段之一, 我们进一步详细考察了二维与三维分离

效果以及预分离前后的酶解时机对最后鉴定结果的

影响, 得到大量有价值的实验数据与经验[31]. 为了提

高系统性能、降低成本, 实验室自行研制了大口径颗

粒固定化型无塞整体预柱, 被接在反相柱的柱前, 进
行肽段馏分的在线除盐与浓缩 [32,33]. 由于这些自制

预柱不仅制作工艺简便易行、机械强度高、通透性好, 
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而且样品负载量大、回收率高, 非常适合于在线样品

预处理. 在线富集时, 短而粗的预柱更能和较高富集

流速相匹配, 样品洗脱时也不会引起过高的柱压降. 
通过比较, 我们认为实验室自制预柱在富集性能及

重现性方面完全可代替商业产品, 应用在实际样品

测定中, 分析不同样品使用不同预柱, 可防止样品间

相互污染, 而且成本低. 目前, 我们大多采用自制的

预富集柱和自行填充的毛细管反相分析柱[16], 不仅

大大降低了研究成本, 而且因为我们对自行制作的

分析柱填料和性能充分了解, 更加提高了实验的可

靠性和灵活性.  
在蛋白质组学研究中, 质谱是最主要的检测手

段, 原因在于它可以提供蛋白质的结构信息(氨基酸

序列)以进行特异性较高的蛋白质鉴定. 电喷雾离子

化(ESI)和 MALDI 是两种常用的针对蛋白质或肽段

等生物大分子的软电离技术. 二者离子化机理不同, 
对氨基酸组成和排列顺序不同的肽段的电离偏好不

同, 因此二者可提供互补信息. 鉴于此, 我们实验室

发展了 ESI 和 MALDI 联合使用的并行分析策略, 并
将之与两维液相色谱分离平台联用对复杂蛋白质样

品进行鉴定[34], 相对于单独的 ESI 或 MALDI 鉴定, 
在未重复分离过程和延长实验时间的前提下能够提

供更全面、置信度更高的样品信息, 提高了可信度.  
在蛋白质鉴定方面提出了“四步法”, 即依次按照以下

四步鉴定蛋白：PMF, 串级, 离子强度得分以及色谱

保留时间 [35,36]. 因为肽段在反相液相色谱的保留时

间主要与组成肽段的氨基酸的疏水性质有关, 因此

通过对肽段的氨基酸的疏水残基的保留时间求和 , 
就可以预测它的保留时间. 通过增加预测保留时间

这一辅助信息可以提高鉴定蛋白的数量和可信度.  
蛋白质组学的样品通常都是复杂样品体系, 其

组分种类多、含量差别大、已知信息量少. 以人类细

胞为例, 从组织和细胞中直接提取的蛋白质, 种类高

达上万种, 而高丰度蛋白质与低丰度蛋白质在浓度

范围上相差六个数量级甚至更高, 与疾病相关的低

丰度蛋白质含量少, 有的低于仪器的最低检测限, 造
成低丰度蛋白质难以检测. 增大上样量是解决该问

题最直接的方法, 但是增大上样量的同时, 样品中高

丰度蛋白质的量也随之增加, 这势必造成其信号压

制低丰度蛋白质的信号, 损失了仪器的分辨能力. 实

验证明如果不将高丰度蛋白质在检测之前除掉, 中
低丰度蛋白质在其信号压制下很难检测. 因此从复

杂样品中将高丰度蛋白质去除是检测低丰度蛋白质

的一个前提条件. 一个理想的去除高丰度蛋白质的

研究技术平台应当具有三方面的功能：(1) 最大限度

的除去高丰度蛋白质; (2) 富集检测中低丰度蛋白质; 
(3) 具有通用性、低成本和快速灵活的特点. 目前蛋

白质组学通常所采用的免疫亲和技术因其可作用的

对象范围窄、成本高等局限性不能满足以上需要, 新
技术和新方法的突破成为众望所归. 我们提出并建

立了基于多维色谱分离的方法去除高丰度蛋白质的

新技术平台 [37,38]. 首先使用鼠肝为对象对蛋白质提

取条件作了对比研究[39], 然后采用可溶性的蛋白质

样品对系统的可行性进行验证, 并初步优化试验条

件, 进一步运用到人肝蛋白质中高丰度蛋白质的去

除工作中. 图 3 是分离鼠肝可溶性蛋白质的二维拟合

图, 图上标示了部分高丰度蛋白质. 只有将高丰度蛋

白质分离之后, 中低丰度的蛋白质才有机会得以检

测分析.  
 

 
 
图 3  二维液相分离鼠肝可溶性蛋白质拟合图[37] 
 

现有的多维液相色谱分离模式在蛋白质组学的

研究中发挥了重大作用, 然而也存在自身缺点. 因为

每一维分离模式都是采用单根柱子进行分离, 也就

是说下一维只有对上一个一维馏分分离完毕, 才能

接下来对下一个馏分进行分离, 如此循环, 直至将所

有馏分分离完毕. 所以这种单根串联模式势必限制

了系统的通量, 造成分离时间的延长. 相反, 如果第

二维采用阵列并行式分离, 将第一维的馏分依次洗

脱到第二维的多根分离柱头, 让这些并行的第二维

分离柱同时完成分离任务, 无疑大大缩短了分离时

间, 提高了系统通量. 据此, 我们自行搭建了阵列式
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二维液相色谱分离-质谱检测技术平台[40,41], 实物图

照片如图 4 所示. 该平台以 SCX 为第一维色谱分离

模式, 以并行的 18 根 cRPLC 为第二维分离模式,  
SCX 柱采用阶梯式盐梯度洗脱, 洗脱下来的组分通

过两个十通阀的切换被依次保留在 18 个自制预富集

柱的柱头, 进行样品的浓缩和除盐, 再反冲到相应的

反相色谱柱头, 然后利用多通道式接口在并行式 18
根反相色谱柱上同时完成色谱分离. 色谱流出物通

过一个自行设计加工的接口并行式点样到 MAIDI 靶

板上, 进行质谱鉴定. 该系统使分离时间缩短了 18
倍, 实现真正的蛋白质组学研究所需的高通量分析.  
 

 
 
图 4  阵列式二维液相色谱系统实物图照片[41] 

 
目 前 以 shot-gun 技 术 为 中 心 发 展 起 来 的

MUDPIT, 都是先将蛋白质酶解成肽段, 然后经过多

维分离, 质谱鉴定, 即bottom-up路线. 这条路线在大

规模鉴定未知蛋白质方面发挥了巨大作用, 尤其在

鉴定低丰度蛋白质方面成绩突出. 然而, 相比双向凝

胶电泳为代表的“top-down”技术路线, 前者也有着固

有的缺点, 因为这项技术完全以酶解后肽段的串级

信息为基础进行蛋白质鉴定, 因而损失了关于完整

蛋白质的分子信息, 尤其在翻译后修饰(PTMs)方面

提供的信息量少. 酶解产生的更为复杂的肽段不仅

给色谱分离造成困难, 而且对质谱扫描速度提出挑

战. 因此, 如何利用多维液相色谱模式分离完整蛋白

质成为大家关注的焦点之一. 目前, 国际上仅几个课

题组报道液相色谱模式分离完整蛋白质 [42,43]. 我们

在已有多维色谱平台研究的基础上, 进一步构建了

SCX/cRPLC 全二维液相色谱平台, 用于完整蛋白质

的分离[44], 同时发展快速靶上酶解技术, 实现液相色

谱分离与质谱鉴定的偶合. 该技术已在人肝蛋白质

组学中得到运用. 酶解技术是连接分离和质谱鉴定

的桥梁和关键, 该平台采用离线的靶上酶解. 我们还

发展了以磁性纳米球为基体的固定酶技术 [45,46]. 这
些离线的酶解技术一般与 MALDI 质谱联用. 为了缩

短分析时间, 在线酶解技术成为新的目标, 于是以整

体柱微反应器为代表的新酶解技术应运而生 [47~49]. 
然而要真正实现在线酶解, 还有一些具体的技术壁

垒需要克服, 比如, 酶解需要的碱性 pH 值与液相分

离时的酸性环境不匹配, 酶解微反应器的记忆效应

等. 随着技术进步和工艺改进, 真正的在线酶解偶合

电喷雾质谱鉴定将成为可能. 我们在原有的阵列式

二维液相色谱分离肽段的基础上加紧研究制作的新

工艺新方法, 把阵列式二维分离平台拓展运用到完

整蛋白质样品的分离中, 目前已经取得阶段性成果. 

5  结束语 
多维液相色谱技术已经广泛的运用到从小分子

到大分子的分离分析中. 在仪器硬件方面, 商品化的

色谱仪器日益完善, 但目前以进口为主, 如何研制我

们自己的有自主知识产权的关键设备同时开发相应

的分离分析方法已成为当下关注的焦点之一, 也是

提高我国科技能力的一个重要方面. 在技术方法方

面, 尽管新技术新方法不断涌现, 但是还不能完全满

足实际应用的需要, 尤其是缺少与蛋白质组学中的

临床疾病相关的技术方法. 然而, 随着多维色谱分离

技术的提高, 分离方法的不断进步, 具有高通量高分

离能力的多维液相色谱必将在蛋白质组学等领域发

挥更大作用. 
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The development of multidimensional liquid chromatography 

GAO MingXia & ZHANG XiangMin* 

Chemistry Department, Fudan University, Shanghai 200433, China 
 
Abstract: Compared to the one-dimensional separation mode, the greatest advantage of multidimensional liquid 
chromatography is to achieve a higher peak capacity. With the advance of proteome and the development of expres-
sion profiling, the new separation technology with high-throughput becomes more and more important. The multi- 
dimensional high performance liquid chromatography is getting affractive due to its advantages, such as high speed 
and efficiency, automation and easy combination with other technologies. This review introduces technological pro-
gress on the multi-dimensional liquid chromatography and its applications. Significant contributions from our re-
search are focused, especially in the field of proteome. 

Keywords: multidimensional chromatography, proteome, mass spectrometer, review 
 


