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摘　要　多维液相色谱已成为复杂样品研究的重要工具。本文在介绍多维液相色谱原理与方法的基础上 ,重

点讨论了二维液相色谱接口切换技术的近期发展 ,并对其应用现状进行了总结分析。
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1　引　　言

现代色谱法已成为分析化学中复杂体系组分分离和分析的强有力工具。对于复杂样品的分离 ,一

种分离模式往往不能提供足够的分辩率 ,组合不同的分离模式构建多维系统是解决这一问题的有效途

径。1984年 Giddings[ 1 ]提出多维分离的概念以来 ,随着色谱方法的完善、控制及微加工技术的发展 ,多

维分离技术得到较快的发展 ,并已在生命科学、环境科学等诸多领域得到应用。全二维气相色谱是最先

商品化的多维分离技术 ,在石油样品的分离、天然药物中有效成分研究等方面已表现出明显的优势。与

其他色谱分离技术相比 ,多维液相色谱因其高的分辩率及快速自动化等特点 ,具有更广阔的应用前景 ,

已成为复杂样品研究的重要工具。多维液相色谱实现的关键技术在于样品在两种分离模式之间的转

换 ,接口与控制技术是束缚该项技术应用的瓶颈。目前 ,已发展了多种柱间切换模式。本文在介绍二维

液相色谱原理与方法的基础上 ,系统地总结了二维液相色谱柱间切换技术的近期发展 ,并对其应用现状

进行了总结分析。

2　二维液相色谱原理

二维液相色谱 (2D2LC)是将分离机理不同而又相互独立的两支色谱柱串联起来构成的分离系统。

样品经过第一维的色谱柱进入接口中 ,通过浓缩、捕集或切割后被切换进入第二维色谱柱及检测器中。

二维液相色谱通常采用两种不同的分离机理分析样品 ,即利用样品的不同特性把复杂混合物 (如肽 )分

成单一组分 ,这些特性包括分子尺寸、等电点、亲水性、电荷、特殊分子间作用 (亲和 )等 ,在一维分离系

统中不能完全分离的组分 ,可能在二维系统中得到更好的分离 ,分离能力、分辨率得到极大的提高。完

全正交的二维液相色谱 ,峰容量是两种一维分离模式单独运行时峰容量的乘积 [ 2～4 ]。假如两种分离系

统都有 100的峰容量 ,那么良好的二维系统理论上可产生 10000的峰容量。

二维液相色谱大多使用两支或多支色谱柱 ,并通过柱结合技术实现样品的柱间切换。柱切换通常

可分为部分和整体切换两种模式。按切割组分是否直接进入二维中 ,二维分离又可分为离线和在线两

种方式。早期的中心切割技术 ,大都先在容器中收集一维洗脱产物 ,再进样到第二维中。随着现代仪器

的发展和适应自动化分离的需要 ,目前二维色谱大多采用在线方式 ,使一维洗脱产物 (部分或全部 )直

接进入到第二维柱系统中进行分离分析。

部分模式即采用中心切割技术 ,只使第一维分离的部分感兴趣的组分进入第二维中进一步分析。

为了将样品有效地转移到下一维柱系统中 ,必须先在第一维分离模式中用标准物进行实验 ,根据得到的

分离信息设计切换程序。部分模式不能得到样品所有组分的信息 ,此外 ,还有操作繁琐、样品易损失与

污染及可能降低分辨率等缺点。

整体模式即全多维液相色谱模式 ( comp rehensive HPLC)。基于 Giddings[ 5 ]的理论 ,一般认为全多维
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分离应满足 3个条件 : ( 1)样品的每一部分都受到不同模式的分离 ; (2)所有样品组分以相等的比例

(100%或稍低一些 ,即并不要求 100%分析物 ,只要分流的部分能代表所有样品组分信息即可 )转移到

二维及检测器中 ; (3)在一维中已得到的分辨率基本上维持不变。“基本”指通过测量全二维中第一维

轴上的某个特殊峰所对应的第一维的分辩率与一维情况相比减少不超过 10%。其中 ,第一条和第三条

说明了传统的中心切割技术与全二维的区别。Schoenmakers等 [ 6 ]认为在二维分离之前进行分流也可称

为全二维分离 ,进一步拓宽了全二维分离的概念。

在全二维系统中 ,从一维洗脱出来的不连续的组分 ,有规则间隔的进入下一维分离模式中。 Frei

等 [ 7 ]采用 SEC /RPLC分离植物萃取物 ,建立了二维液相色谱的基本框架。Jorgenson等 [ 8 ]改进了 Frei

的方法 ,使一维洗脱产物全部进入第二维系统中 ,实现了真正意义上的全二维液相色谱分离。一维洗脱

产物进入第二维系统 ,要考虑两者的兼容性。Murphy等 [ 9 ]指出对同步采样来说 ,从一维洗脱出来的组

分的任一个峰要在下一维中至少进样 3次 ;而对非同步采样 ,则至少要进行 4次采样。进入第二维分离

的采样时间越短 ,整个系统的选择性就越高。

基于不同的分离目的 ,可以采用不同分离机理的柱系统构建多维液相色谱分离系统 ,离子交换色谱

( IEC)、反相色谱 (RPLC)、亲和色谱 (AC)、尺寸排阻色谱 ( SEC)和正相色谱 (NP)等分离模式皆可以组

合用于特殊目的的分离。对于两种分离模式的组合 ,不仅应考虑分离选择性、分辨率、峰容量、柱容量及

分析速度等因素 ,对于生物样品的分离、样品回收率和活性等因素也可能非常重要。在实际多维分离系

统的构建过程中 ,必须综合考虑不同因素的影响 ,选择合理的分离模式和柱系统。

3　二维液相色谱切换技术

将一维分离的样品组分有效地转移到第二维柱系统中的过程在切换接口中完成 ,可根据需要使用

不同的接口形式。使用捕集柱捕集一维洗脱产物、使用样品环储存一维洗脱产物、使用平行柱交替分析

样品是几种常用的接口切换技术。此外 ,分流及溶剂置换也是接口与切换系统设计中通常需要考虑的

问题。针对不同的色谱柱系统 ,需选择合适的切换接口形式。为了达到更好的切换与分离效果 ,不同的

切换技术也可以组合使用 [ 10 ]。不管是哪种接口形式 ,接口中选用的阀一般有 4、6、8、10和 12通道等。

其中全二维液相色谱系统的接口切换阀通常由 2个 4通或 2个 6通、1个 8通、1个 10通、1个 12通构

成 , 1个 6通多用于部分模式的二维系统中 ,如适当控制二维系统的流速、分析时间和样品环的体积等

也可用于全二维液相色谱系统中。

3. 1　捕集柱切换技术

Sweeney等 [ 11 ]在二维液相色谱中 , 采用低温捕集柱连接第一和第二维色谱柱 ,实现中心切割 ,用低

分子质量的聚苯乙烯聚合物评价了捕集与分离效果 ,结果显示从一维切割的 32个连续的部分可被很好

　图 1　使用捕集柱的二维液相色谱切换技

术 [ 13 ]

Fig. 1　The Interface of two2dimensional liguid

chromatography (2D2LC) with trap columns[ 13 ]

地捕集 ,回收率很高 ,没有明显的损失。Chen等 [ 12 ]等用毛

细管等电聚焦和毛细管 RPLC组成二维分离系统 ,接口采

用两个 6通阀 ,在两个阀之间连接 6个 15 cm ×180μm i.

d.填充 5μm多孔 C18填料的反相柱 ,以捕集 12个等电点不

同的组分 ,并将其进一步洗脱到第二维 C18毛细管柱中 ,采

用质谱检测。此方法对复杂蛋白质组分表现出良好的富集

效果和分离能力 ,对低丰度蛋白的分离效果更为明显。Da2
vis等 [ 13 ]以强阳离子交换和反相色谱构建二维系统 ,结合

LC2MS检测分析复杂肽水解混合物 ,如图 1所示。接口 6

通阀中外接 50 mm ×2. 1 mm i. d.的捕集柱 ,进样 20 m in后

捕集物被有机溶剂梯度洗脱到第二维分析柱中。与一维

LC2MS相比 ,二维系统可以提供更大的信息量。

3. 2　样品环储存切换技术

一维洗脱产物可使用两个样品环交替地储存转移到第二维中 ,通过改变样品环的体积可以改变第
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　图 2　使用样品环的二维液相色谱切换技

术 [ 14 ]

Fig. 2　The Interface of 2D2LC with two samp le

loop s[ 14 ]

二维的进样体积。样品环的体积由第一维色谱柱的流速和

第二维色谱柱的运行及平衡时间决定。Op iteck等 [ 14 ]采用

配两个样品环的 8通阀组合阳离子交换和反相色谱两种模

式构建二维液相色谱分离系统 ,如图 2所示。当其中一个

样品环储阳离子柱的洗脱产物时 ,另一个样品环内的分析

物被转移到反相柱中。Stroink等 [ 15 ]用 SEC组合 RPLC分

离血清中的脑啡肽 ,第一维采用 30 mm ×416 mm i. d.的

SEC柱 ,第二维采用 125 mm ×2. 0 mm i. d.的反相柱 ,接口

采用两个电控 6通阀 ,并在其间连接两个 300μL的样品

环 ,检出限达到 5 ng。

3. 3　平行柱交替分析切换技术

平行柱交替分析切换技术在第二维中使用两支或多支

色谱柱 ,当其中的一支色谱柱进样时 ,第二支色谱柱正在洗

脱 ,其原理如图 3所示。Unger等 [ 16, 17 ]以 35 mm ×4. 6 mm i. d.离子交换柱作第一维分离系统 ,两个平行

　图 3　使用平行柱的二维液相色谱切换技

术 [ 18 ]

Fig. 3 　 The Interface of 2D2LC with parallel

columns[ 18 ]

的 14 mm ×416 mm i. d.反相柱作为第二维分离系统 ,通过

一个 10通阀完成切换 ,两支反相柱如同样品环一样交替地

储存一维洗脱产物。他们采用该系统分离蛋白质样品 ,采

用等时间切割 ( 1次 /m in) ,每部分交替进入两个反相柱。

在一维中不能被分离的蛋白质在二维中大部分可得到分

离 ,总峰容量可达 600。保留时间的 RSD小于 1% ( n =

15) ,峰面积的 RSD小于 15% ( n = 15) ,蛋白质的平均检出

限为 300 ng,总分析时间小于 20 m in。Op iteck等 [ 18 ]使用两

个 4通阀将一维洗脱产物导入第二维中 ,并用两支平行的

RPLC交替捕集分析。Unger等 [ 19 ]对原系统加以改进 ,为满

足二维的分辨率 ,及不减少进样速率和降低一维分离 ,使用

4个平行的 14 mm ×416 mm i. d.的反相柱作第二维。总的

峰容量理论计算可得 3000,保留时间的 RSD小于 0. 5% ,

峰高和峰面积的 RSD在 5%～25%之间 ,总蛋白质的检出限可达 50 ng。

3. 4　几种切换技术的比较及其他辅助切换技术

捕集柱切换技术利用捕集柱预先捕集第一维洗脱产物 ,可以方便地控制其中感兴趣的组分进入第

二维系统中 ,常用于部分模式。因此 ,在结合亲和色谱的二维液相色谱系统中常用捕集柱切换接口。而

使用两个样品环和平行柱都是交替地储存、转移样品到下一维系统中 ,其中平行柱还同时起着分离样品

的作用 ,常用于整体模式。采用平行柱交替捕集分析切换接口形式 ,一维洗脱产物在第二维柱上富集 ,

不保留的盐分等随流动相流出 ,对一维洗脱产物的切换体积没有要求。而采用样品环储存形式 ,还要考

虑样品环的容量。使用大体积样品环 ,增加了系统的死体积 ,显然不利于快速分析。使用微柱或毛细管

柱时 ,采用低流速 ,减小了储存在样品环中的体积 ,因此 ,样品环储存切换接口更适于微柱二维液相色谱

系统。相比而言 ,平行柱交替捕集分析技术更适于由常规柱组成的二维液相色谱系统。不管采用哪种

切换接口形式 ,都要使两种分离模式相匹配 ,要精确控制第二维的进样量 ,分流及溶剂置换等辅助切换

技术经常用于二维分离系统。

分流是控制匹配二维分离系统流动相流量的常用技术。例如 SEC /RPLC组成的二维系统 ,当 SEC

的流速为 10μL /m in时 ,如果 RPLC的分析时间是 5 m in,在这段时间内 SEC柱的洗脱产物为 50μL。假

设 RPLC的进样体积为 20μL,这样 60%的 SEC洗脱产物将不能进入反相色谱柱。使用分流器可使

SEC洗脱产物的一部分在进入 RPLC之前转移到废液系统或进行收集。在此例中 ,在 SEC和 RPLC之

间使用 40∶60的分流器可转移 SEC 6μL /m in的流量到废液中 ,剩下的 4μL /m in的流量转移到样品环
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中 ,满足 RPLC系统 5 m in要求的 20μL 进样量。在 Jorgenson等 [ 20 ]的系统中 , SEC的流速是

11μL /m in,使用分流器后 ,只有 1μL /m in的流量转移到 RPLC中。为了获得高的进样频率 , Jorgenson

等 [ 21 ]采用 90 cm ×100μm i. d.强阴离子交换柱作为第一维 ,以低流量 33 nL /m in通过阴离子交换柱 ,并

使用 3个分流器与两个切换阀连接 (如图 4)。调节流量使一定量的一维洗脱产物储存在样品环中 ,再

　图 4　使用分流技术 [ 21 ]

Fig. 4　U se flow sp litting technology[ 21 ]

通过调节流量以 6μL /m in进入 3 cm ×100μm i. d.的第二

维反相柱 ,可以得到更好的分析效果。

在组合不同色谱模式构建二维液相系统时 ,必须考虑

溶剂的匹配问题。使用捕集柱和平行柱交替分析接口 ,第

一维洗脱产物在柱上富集 ,而不保留的盐分和多余的一维

流动相进入废液装置。而采用样品环储存切换接口 ,第一

维洗脱产物储存在样品环中 ,切换后进入第二维色谱柱中 ,

因此要特别注意流动相的匹配情况。溶剂置换技术可以使

二维系统中两种分离模式的流动相体系匹配。其方法是在

第一维洗脱之后加调节器 ,稀释或导入其他溶剂调节第一

维流动相使之产生与后续分离相匹配的流动相后再进入切

换接口中。如在 Jorgenson等 [ 20 ]的 SEC /RPLC /CZE三维系统中 ,开始 RPLC流动相只含 6%的已腈 ,而

SEC流动相则含 85%的甲醇 ,即使只有 5μL的 SEC洗脱产物进入第二维中 ,在 RPLC分析中也会导致

溶剂峰的显著变型。因为第一维 SEC流动相的高甲醇浓度使得其分流部分很难直接进入 RPLC柱 ,因

此在进入 RPLC之前必须进行溶剂置换。为此 , SEC洗脱产物与适当组成的缓冲溶液按一定比例稀释 ,

最后大约 17%浓度的甲醇溶剂进入 RPLC的样品环中 ,完成最终分离。

4　二维液相色谱的应用

二维液相色谱在环境分析 [ 22～24 ]、聚合物分析 [ 25, 26 ]中的应用越来越多 ,尤其在生命科学如蛋白质组

学的研究。Regnier等 [ 27 ]认为 ,由于细胞组成的复杂性 ,针对全部蛋白质的分离 ,采用一维电泳或液相

色谱的分离模式不可能达到理想的分离效果。而二维聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( 2D2PAGE)利用蛋白质等

电点和分子尺寸的差异进行正交分离 ,分辨率高 ,重现性好 ,尤其是与质谱技术的联用是蛋白质组研究

的重要工具。2D2PAGE在蛋白质组研究中也有其局限性 ,如有限的动态范围、存在歧视效应、操作繁

琐 ,不易实现自动化等。而多维液相色谱克服了二维凝胶电泳的缺陷 ,避开了相对分子质量和等电点的

限制 ,通过不同分离模式的偶联 ,消除了存在于 2D2PAGE的歧视效应 ,可以实现对样品分子尺寸大小差

异较大的蛋白质、低丰度的蛋白质以及疏水性蛋白质等的分析。同时易与质谱连接 ,具有高灵敏度、分

析速度快和自动化程度高等优点 [ 28 ]。因此 ,二维液相色谱作为 2D2PAGE技术的一个重要补充 ,在蛋白

质组研究中发挥着重要的作用 [ 8, 12～21, 29～37 ] (见表 1)。

表 1　二维液相色谱在蛋白质组研究中的应用举例
Table 1　App lications of two2dimensional liquid chromatography for the research of p roteom ics

分离模式 (检测 )
Separation mode

( detector)

接口形式
Interface

阀
Valve

样品
Samp les

特点
Properties

文献
References

IEC /RP (MS) 1个捕集柱
One trap column

1个 6通
One 62port valve

人肺纤维原细胞蛋白水
解物 Protein digest m ix2
tures derived from human
lung fibroblasts

中心切割技术 Heart
cutting

13

IMAC /RP (MS) 亲和捕集柱
AC trap column

2个 10通
Two 102port valve

牛奶蛋白水解
Tryp tic digests of m ilk

IMAC捕集磷酸化
肽 ,自动化 IMAC se2
lect phosphorylated
pep tides, automated

29

AC /RP (MS) 亲和捕集柱
AC trap column

2个 6通
Two 62port valve

重组蛋白药物 Recombi2
nant p rotein drugs

固定胰岛素柱作为
酶解反应器 Immobi2
lized tryp sin column
acted as enzyme reac2
tor for digestion

30
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续表 1 ( continued Table 1)

分离模式 (检测 )
Separation mode

( detector)

接口形式
Interface

阀
Valve

样品
Samp le

特点
Properties

文献
References

AC / IEC /RP (MS) 亲和捕集柱
AC trap column

3个 10通
Three 102port valve

人血红蛋白初级结构鉴
定 Exam ination of p rotein
p rimary structure of hemo2
globin

自动化 Automated 31

IEF /RP (MS) 6个捕集柱
Six trap column

2个 6通
Two 62port Valve

Saccharomyces细胞萃取
蛋白水解物 Tryp tic digest
of soluble p rotein extract
from saccharomyces

低丰度蛋白
Low2abundance
p roteins

12

IEC /RP (L IF) 1个样品环
One samp le loop

1个 8通
One 82port valve

猪甲状腺球蛋白水解产
物 Tryp tic digest of porcine
thyroglobulin

分流调节流量 ,峰容
量 1050 Flow sp lit,
PC = 1050

21

IEC /RP (L IF) 1个样品环
One samp le loop

1个 8通
One 82port valve

猪甲状腺球蛋白水解产
物 Tryp tic digest of porcine
thyroglobulin

峰容量 ( PC) = 2028 32

SEC /RP /CZE 1个样品环
One samp le loop

1个 6通
One 62port valve

F ITC标记的卵清蛋白水
解 产 物 F ITC2Tagged
ovalbum in digest

三维系统 , 分流与
溶剂置换 3D, Flow
sp lit, solvent dilution

20

IEC /SEC (UV) 2个样品环
Two samp le loop s

1个 8通
One 82port valve

标准蛋白、人血清、马血
清 Standard p roteins、hu2
man serum、horse serum

峰容量 ( PC) = 126 8

IEC /RP (UV orMS) 2个样品环
Two samp le loop s

1个 8通
One 82port valve

标准蛋白及 E. coli溶解
液 Standard p roteins and
escherichia eoli cell lysate

峰容量 ( PC) = 512 14

SEC /RP (UV) 2个样品环
Two samp le loop s

2个 6通
Two 62port valve

血清中的脑啡肽 Enkeph2
alins in album in

中心切割技术 Heart
cutting

15

SEC /RP
(UV and MS)

平行柱捕集
Two parallel
columns

2个 4通
Two 42port valve

卵清蛋白和血清蛋白水
解产物 Tryp tic digest of
ovalbum in and serum albu2
m in

峰容量 ( PC) = 495 33

SEC /RP (MS) 平行柱捕集
Two parallel
columns

2个 4通
Two 42port valve

牛血清白蛋白水解产物
Tryp tic digest of bovine se2
rum album in

峰容量 ( PC) = 520 34

SEC /RP (UV orMS) 平行柱捕集
Two parallel
columns

2个 4通
Two 42port valve

E. coli细胞中的蛋白
Proteins from the lysis of
Escherichiacoli cells

峰容量 ( PC) = 800 18

IEC /RP (UV) 平行柱捕集
Two parallel
columns

1个 10通
One ten2port valve

标准蛋白及人纤维原细
胞萃取物 Standard p ro2
teins and extraction from
human fibroblasts

RAM预处理 ,峰容
量 600 RAM used in
samp le p reparation,
PC = 600

16
17

IEC /RP (MS) 平行柱捕集
Fore parallel
columns

4 ×10通
Fore ten2port valve

人血滤液水解 Pep tide
extraction from human he2
mofiltrate

第二维采用 4个平
行的反相柱 ,峰容量
3000, 自动化 Fore
parallel columns, PC
= 3000, automated

19
35

AC /RP (UV) 3 ×10通
Three 102port valve

发酵液中的重组抗体和
抗体碎片 Recombinant
antibodies and antibody
fragments in fermentation
broth

中心切割
Heart cutting

36

SEC / IEC /R I 1 ×6通
One 62port valve

多糖和寡糖 Poly2and oli2
gosaccharides

37

　PC: peak capacity; L IF: laser2induced fluorescence detector; R I: refractive index detector; IEC: ion exchange chromatography; AC: affinity
chromatography; SEC: size exclusion chromatography; RP: reversed phase; UV: ultoariolet; MS: mass spectrometry

5　展　　望

二维液相色谱采用柱结合模式 ,柱间切换接口的设计对样品的分离效果及整个系统的性能都有很

大影响 ,因此设计和优化切换模式是二维液相色谱研究的重点。不同分离模式之间的匹配组合、与质谱

的联用和自动化分析等也是二维液相色谱研究的重要内容和方向。芯片上的多维色谱分离顺应分析仪

器的微型化趋势 ,在生物样品分离分析中显示出极大的优势 [ 38～43 ]。随着色谱联用技术的不断发展完
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善 ,二维液相色谱在蛋白质组研究、制药及临床等领域必将起到更大的作用。
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The Sw itch ing Techn ique of Two2d im en siona l

L iqu id Chroma tography and Its Applica tion s

W ang Zhicong1, 2 , Zhang Q inghe2 , Zhao Zhongyi1 , Zhang W eibing3 2 , L i Tong2

1 ( Faculty of M ateria l Science and Chem ical Engineering, China U niversity of Geosciences, W uhan 430074)
2 (D alian Institu te of Chem ical Physics, Ch inese A cadem y of Sciences,

D alian Elite A na ly tica l Instrum ents Co. , L td. , D alian 116011)

Abstract　Multidimensional liquid chromatography has been one of the important tools for the study of

comp lex m ixtures. Based on the theory and technology of multidimensional chromatography, this article discus2
ses the recent developments of the switching technique in the interface of two2dimensional liquid chromatogra2
phy, and illustrates its app lications which emphases on the research of p roteom ics.

Keywords　Two2dimensional liquid chromatography, switching technique, interface, p roteom ics, review
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