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在当前的有机小分子（最多 2000 Da）仪器分析领域中，存在两个相反

的趋势。首先，必须要开发出无需样品前处理或仅需极少样品前处理的

超快速分析方法，来应对不断增多的样品分析。而具有广阔前景的进展

包括（例如）免疫分析和诸如 DART、DESI 和 ASAP 等环境解吸电离方

法。其次，许多样品对检测灵敏度和分离能力的要求日益提高，导致需

要采用越来越复杂的分析平台。分析这类样品，除了经典的一维色谱以

外，还包括多维色谱法，例如中心切割（或多中心切割）和全二维液相

色谱等强大分析方法。采用这些方法分析复杂样品时，最重要的检测器

是质量分析器（例如，用于超高灵敏度目标分析的三重四极杆质谱以及

用于非目标分析的 qTOF-MS 或 IMS-qTOF-MS 等高分辨率质谱）。

全二维液相色谱 (LCxLC) 的发端可以追溯到两篇相隔 12 年的论文。

1978 年，Erni 和 Frei 介绍了使用 GPC 作为第一维、RPLC 作为第二维对番

泻苷提取物的二维分离。第一维的分析时间为 10 小时，采用两个 1.8 mL 
样品定量环，共采集 7 个 1.5 mL 的馏分，然后转移至第二维。但较长

的累积时间以及样品定量环内发生的混合导致第一维分离效果下降。不

过，该研究开发出了真正的全二维液相色谱分析技术。

随后，在 1990 年，Bushey 和 Jorgenson 首次采用真正的全二维液相色

谱分离蛋白质样品，其中第一维配备微径阳离子交换色谱柱，而第二维

则配备体积排阻色谱柱。该论文激起了人们对 LCxLC 的兴趣，近年来，

随着商用的全二维液相色谱系统的问世，相关出版物的数量大幅增加。

本基础导论的作者是多维液相色谱领域的两位顶尖科学家，对初学者而

言是非常好的入门教材。我确信多维液相色谱尤其适用于分析极性物质

以及气相色谱不能分析的物质，在代谢组学、非目标分析和聚合物分析

等领域具有极大的潜力。

前言 — OLIVER SCHMITZ 教授

Oliver J. Schmitz

德国杜伊斯堡-埃森大学化学系 
应用分析化学教授
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 “ ...但二维色谱非常便捷，因为它能够提供概览信息，否则这些信息只

能通过大量实验来获得”。这句话摘自 A.J.P. Martin 及其合作者发表于 
70 年前的一篇论文 (Biochem J., 1944, 38, 224)，它说明二维色谱分离并

非新概念，更重要地是，这说明了早期色谱工作者就已经意识到这些分

离方法的内在潜力。的确，如今已经无数次地证明，增加另一个分离维

度能够显著提高分离度。分离效果提升并不一定意味着快速：文章中提

到使用二维色谱在 Whatman 一号纸上分离羊毛水解产物中的氨基酸，

第一维分析需要 3 天，第二维分析需要 27 小时。

多年来，在空间维度上实现二维分离的原理已广泛应用于二维薄层色谱

和二维凝胶电泳，并且已发展成为多个学科中的主力技术。时间维度上

的二维技术开发难度要大得多，大多数研究活动均在 21 世纪伊始才受到

关注。其原因在于需要新的仪器及色谱柱等硬件技术的支持才能使二维

色谱分离展现出被预期的强大分离性能。如今，全二维 GC 即 GCxGC 已
被视作一种成熟的技术，广泛应用于分析极其复杂的混合物，例如石油

样品。GCxGC 的开发和商业化进程都比 LCxLC 要快，主要原因在于其流

动相，也就是载气更适用于两个维度。

大约十年前，液相色谱柱技术和仪器硬件得到了巨大发展。亚 2 µm 颗
粒和表面多孔颗粒的问世，以及耐受 1000 bar 甚至更高压力的液相色谱

仪的推出，为实现极致分析速度和分离度开启了全新的可能性。这不仅

为一维液相色谱提供了较高的峰容量，而且对于二维液相色谱的开发至

关重要。一方面，这些进展可应用于二维液相色谱仪；而另一方面，人

们很快意识到一维液相色谱现有的峰容量仍然不足以分离高度复杂的样

品。目前，对这类混合物的分析是通过高分离度的一维液相色谱联用具

有高分辨率、二级质谱和离子淌度功能的现代质谱仪来实现。不过，即

便是采用最强大的质谱仪也仍旧需要尽可能好的前端分离效果以得到更

精准的数据。此外，QA/QC 实验室日益需要更高的分离度和峰容量，而

这类质谱仪却并非成熟的工具。

Pat Sandra 教授

比利时根特大学 
名誉教授

Koen Sandra

比利时科特赖克 
色谱研究所生命科学部经理

前言 — PAT SANDRA 和 KOEN SANDRA
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二维液相色谱包括了本基础导论中所述的不同的二维技术，但其中 
LCxLC 无疑是影响最大的一种。将不同模式的液相色谱（RPLC、NPLC、
HILIC、IEC、SEC、SFC）进行组合可获得高正交性（此时二维分离空间

得到最充分的利用）。由于有更多种类的高分离效能色谱柱可以选择，

以及考虑到质谱的兼容性，通常会将 RPLC 作为第二维使用。根据具体

应用选择组合，这一点将在本基础导论中明确说明。应当说，对许多应

用而言，RPLCxRPLC 组合是一种极其强大的工具。本基础导论将在紫杉

烷分析的示例中说明，分离选择性的不完全正交并不会对获得优异分离

产生过多不良影响。RPLCxRPLC 中溶剂具有兼容性（当然 GCxGC 也是如

此！），因此其非常稳定，可作为开发稳定的通用方法（例如在药物分析

中）的基础方法。

由两位作者撰写一篇前言并不常见，更别说这两位作者来自同一家族

了。一名作者 (PS) 从事二维液相色谱工作已有十多年，并在多个研讨会

中推广该技术。较年轻的一位作者 (KS) 从事生命科学工作，通常面临要

求苛刻的分离。他曾对 LCXLC 持怀疑态度，并且不希望在非商品化的自

制仪器系统上开发和运行方法。然后，商品化仪器的出现彻底改变了这

一状况，如今他是二维液相色谱的积极倡导者，甚至将其与紫外检测配

合用于 QA/QC 环境中。下图显示了采用 SCXxRPLC-UV 得到的大肠杆菌

裂解液胰蛋白酶酶解物的典型结果图。令人激动的是，如今所有液相色

谱工作者都能以高度可重现的方式获得相似的结果。



IX

利用 Agilent 1290 Infinity 二维液相色谱解决方案通过  
SCXxRPLC 分离大肠杆菌胰蛋白酶酶解物得到的结果

我们确信二维液相色谱不久便会得到普及。本基础导论是二维液相色

谱初学者非常好的入门资料，也将为该领域中经验丰富的科学家带来启

发。本指南还为读者提供了若干应用，可在此基础上开发其他复杂混

合物的分析方法。我们谨向 Pete 和 Dwight 的出色工作致以最衷心的 
祝贺。

10-112 min (SCX)

20 s (RPLC)
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安捷伦科技公司非常荣幸能够与 Peter Carr 和 Dwight Stoll 合作出版本基

础导论。作为多维分离领域里的两位顶尖的科学家，他们是撰写关于二

维液相色谱基础导论的绝佳人选。

两位丰富的经验源自数十年来追求更高的色谱分离度、选择性和灵敏度

等性能的研究开发工作。同时，他们有着扎实的理论背景，根据经验推

导出了许多基本方程式。这一优势在本基础导论中得到展现，为那些对

二维液相色谱及其应用领域感兴趣的人提供了不可或缺的参考资料。

我们非常感激能够与作者开展合作，并确信感兴趣的读者将对这一迅速

发展的技术的理论和实际应用获得相当深入的理解。

本基础导论有一章专门介绍了二维液相色谱的应用，展示了生物制药、

食品和天然产物分析等领域中获得的数据和结果。如需了解更多应用， 
请使用安捷伦应用查找工具 (Agilent Application Finder)：  
www.agilent.com/chem/application-finder

序言与致谢

Jens Trafkowski

安捷伦科技公司 
二维液相色谱解决方案 
产品经理， 
德国瓦尔德布隆

http://www.agilent.com/chem/application-finder
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Peter W. Carr 于 1965 年毕业于布鲁克林理工学院并获化学学士学位，

在校期间师从 Louis Meites 教授；于 1969 年毕业于宾夕法尼亚州立大学

并获分析化学博士学位，导师是 Joseph Jordan 教授。他于 1965 年夏

至 1966 年在布鲁克海文国家实验室担任研究助理和助理研究员，并于 
1968 年在斯坦福大学医学院师从 David Glick 从事博士后研究。1969 年
他任教于佐治亚大学。1969 年至 1977 年，他在佐治亚大学（位于雅典

城）首先担任化学助理教授，后任化学副教授。

1977 年，Carr 教授开始任教于明尼苏达大学，并于 1981 年晋升为化

学教授。他是利兹-诺斯拉普公司 (Leeds and Northrup)、惠普公司、 
3 M  公司和安捷伦科技公司的顾问，并且是明尼苏达州阿诺卡的 
ZirChrom Separations Inc. 的创始人兼首任总裁。1986 年，他成为明

尼苏达大学生物处理技术高级研究院副主任。他曾于 1976 年担任环

境领域分析化学研讨会的主席，还是明尼苏达色谱论坛的创始人兼首

任会长，并曾任美国化学学会分析化学分会色谱与分离科学分部的主

席（1988-1989 年）。Carr 教授曾任 Analytical Chemistry、Talanta、
the Microchemical Journal、LC/GC、Journal of Chromatography、
Chromatographia 和 Separation Science and Technology 等杂志的顾问编

委。此外，他还加入了美国国家自然科学基金会和美国化学学会的多

个顾问委员会，并在美国化学学会会议上组织了许多研讨会。Carr 教授

是 1994 年 5 月 8 日至 13 日在美国明尼苏达州明尼阿波利斯举办的第

十八届液相色谱及色谱柱国际研讨会 HPLC 94 的程序委员会主席。他曾

荣获明尼苏达色谱论坛授予的 Leroy Sheldon Palmer 奖和芝加哥色谱讨论

组授予的 Merit 色谱奖。他还获得过美国微量化学学会授予的 1990 年
度 Benedetti-Pichler 奖、《分离科学》授予的 1993 年度 Eastern Analytical 
Symposium, Inc. 奖、Delaware Valley 色谱论坛授予的 1996 年度 Stephen 
Dal Nogare 奖、由 SUPELCO, Inc. 赞助的 1996 年度 ACS 色谱奖、1997 年

作者简介
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度 ISCO 奖以及东部分析科学论坛授予的 2000 年度分离科学奖。他于 
2002 年成为明尼苏达大学杰出教师委员会中的一员。他曾获 2004 年
度匹兹堡大会分析化学奖，还荣获 2009 年度美国化学学会分析化学

奖。他于 2010 年荣获色谱学会的 Martin 奖章以及美国康涅狄格州分离

科学学会和匈牙利分离科学学会的 Horvath 奖章。他荣获了 2013 年度 
LCGC 终身成就奖。他还荣获 2013 年度 ACS 分析化学分会授予的杰出教 
育奖。

Carr 教授和他的 100 名硕士和博士后学生发表了 400 余篇关于分析化

学各个领域的论文：电化学、离子选择电极、热化学、固定化酶和色

谱。他拥有 21 项关于化学分析和色谱的美国专利。他和他的学生 L. D. 
Bowers 合作撰写了题为 Immobilized Enzymes in Analytical Chemistry and 
Clinical Chemistry（分析化学和临床化学中的固定化酶）的专著。最近，

他的研究重心在于开发高速全二维液相色谱。其他研究领域包括亲和色

谱、生物分离、非线性色谱理论、开发具有化学稳定性和热稳定性的高

效液相色谱 (HPLC) 载体以及近期的超快速和全二维 HPLC。

Carr 教授在其职业生涯中在教授（主要是）高年级本科生和研究生方面

投入了大量精力。他开设了多年针对优等生和化学专业学生的独特的分

析化学本科课程。该课程在普通化学课程的第三季度开设。那段时间 
(1982-1985)，他建议系里开发计算机辅助教学设施，并与 John Evans 和 
Kent Mann 教授组成委员会，为该计划争取资金并雇佣员工。该设施已

成为现今最具活力的本科生教学活动的其中一个组成部分。

随后多年里，Carr 教授主要讲授大四的仪器分析课程。他对该课程的一

个重要贡献是建立了课程设计制度，要求每位学生提出一个化学分析问

题或是直接给学生分配一个问题，要求他们通过详尽的文献研究给出解

决方案。解决方案需形成书面材料并制作成海报，展示给全班同学观

看。学生的解决方案将构成期末考试的组成部分。该项目作为三次期中
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考试的其中一次，独特之处在于由三位专业分析化学家（包括当地环境

咨询实验室、3M 分析实验室及其他工业实验室的主任）组成的小组对

学生的解决方案进行评估。实际上，每位学生都要参加三次小规模的口

试。这些科学家和实验室主任在雇佣学士学历的化学分析人员方面拥有

多年经验，能够提供见解深刻的实践反馈。这一做法被 Carr 教授的继任

者沿用至今。

在本科生教学中，Carr 教授讲授关于化学平衡、分析化学统计学、热分

析、生物分析化学以及固定化酶和酶电极的分析用途的课程。此外，多

年来，他还开设了有关分离科学的基础课程，这些课程主要是针对分析

化学专业的研究生，也针对化学工程师、制药科学家、环境工程师和许

多生物科学家。该课程重点讨论了相平衡的热动力学、决定化学分离的

分子间相互作用以及传输和扩散过程中涉及的扩散和传质原理。他还讲

授关于电子仪器的数学实验/讲座课程，这些课程已成为分析化学专业研

究生所熟知的训练营。

Dwight Stoll 本科就读于曼凯托的明尼苏达州立大学，分别于 1999 年
和 2001 年获得植物生物学和生物化学学士学位。1999 年毕业后，他在 
ZirChrom Separations, Inc 担任技术员。在 ZirChrom，他很快熟悉了液相

色谱市场，并且迷上了分离科学对其他学科（例如生物学）的新分析方

法开发的作用。2000 年，他到明尼苏达大学进修化学相关课程，然后

于 2001 年开始攻读化学专业研究生。他在明尼苏达大学师从 Peter Carr 
教授，着手开发快速全二维液相色谱，借助高温和超快速梯度洗脱液相

色谱的原理改善二维分离的总体速度。在 2007 年拿到分析化学博士学

位之前，他曾休学九个月到圣奥拉夫学院担任兼职教员，讲授分析化学

和普通化学课程。2007 年毕业后，他在明尼苏达大学肺健康中心跟随 
Christine Wendt 博士进行了九个月的博士后研究，开始用液相色谱与质

谱联用分析人肺灌洗液中的低分子量成分。
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2008 年秋季，Dwight 获得古斯塔夫奥德罗普学院化学系的分析化学助理

教授一职，主要讲授定量和仪器分析课程，此外还指导一个主要由本科

生参与的充满活力的研究项目。他于 2014 年晋升为古斯塔夫学院副教

授。其在研项目包括开发用于中等和高复杂性样品的靶向和非靶向分析

的快速多维液相色谱。他的实验室的在研项目涉及多维分离方法的多个

方面，包括优化等度和梯度洗脱 HPLC、鉴定反相 HPLC 的选择性以及仪

器开发。

Dwight 是分离科学领域 40 篇同行评审论文和一部专著章节的作者或共

同作者，并且是两项专利的共同发明人。他还是当地、全国和国际会议

上 80 次报告的作者或共同作者，并讲授关于二维液相色谱的短期课程：

HPLC2013（阿姆斯特丹）；Pittcon 2104（伊利诺伊州芝加哥）。凭借对

多维气相色谱的贡献，他荣获了 2009 年度 John B. Phillips 奖，2011 年
又获得了 LCGC 的新兴色谱领军人物奖。2012 年，他入选了 LCGC 杂志

的编辑顾问委员会，该杂志是分离科学领域的权威期刊。2014 年，他入

选了 The Analytical Scientist 杂志评选的 40 位  40 岁以下顶尖分析科学家

名单；2015 年，又荣获美国化学学会分析化学分会分离科学杰出青年科

学家奖。
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现代二维液相色谱 (2D-LC) 的起源可以追溯到 20 世纪 70 年代末和 80 年
代初，那时原理循证实验与许多概念性和理论性研究都清楚地表明： 
2D-LC 比传统的一维液相色谱 (1D-LC) 的分离能力更强。20 世纪 90 年
代，2D-LC 在分离蛋白质组学和高分子化学领域中复杂而难以分离的物

质方面发挥了关键作用。然而，获得此类改善的分离效果往往是以分析

时间延长为代价（例如，数小时到数天），因此在当时二维液相只是应

用范围非常狭窄的小众分离技术。

十年来，液相色谱仪器组件的功能发生了翻天覆地的变化，如今，高分

离度 2D-LC 分离可以在一小时以内完成。除此之外，现代 1D-LC 的性能

局限逐渐凸显，分析人员需要以更短的时间、更出色的检出限分离更复

杂的样品，因此，当前 2D-LC 的研发工作得到了强大的动力。

以前，大多数 2D-LC 用户都必须使用现有的或不甚理想的 1D-LC 系统组

件自己组装仪器。如今这一状况也得到改变，现在可以从多家液相色谱

制造商购买用于配置 2D-LC 的商品化仪器。尽管这种情况免除了 2D-LC 
用户的仪器开发负担，但在 2D-LC 方法开发过程中仍有大量的实验变量

需要确定。在本基础导论中，我们将首先阐述 2D-LC 的基本工作原理，

然后讨论它比传统 1D-LC 具有更高分离潜力的原因。然后我们将介绍方

法开发过程中必须考虑的许多实际因素，并尽可能提供指导原则和开发

工具。最后，我们将简要讨论数据分析的主题，数据分析是任何 2D-LC 
工作流程的关键组成要素，并提供了多个应用领域的示例，在这些应用

中 2D-LC 被证明非常有用甚至有时是不可或缺的。

 

前言
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符号 

α 饱和系数

Β van Deemter 拟合系数

b 梯度斜率

β 平均峰展宽因子

C van Deemter 拟合系数

Dm 分析物在洗脱液中的扩散系数

dp 色谱柱填料粒径（直径）

∆φ 梯度组成的范围

εe 间隙孔隙率

εi 颗粒内孔隙率

F 洗脱液流速

fcov 覆盖度分数指标

G(p)a 柱上区域压缩因子

k 溶质保留因子

k0 初始洗脱液组成下的溶质保留因子 (φ0)

ke 溶质离开色谱柱时的溶质保留因子

kw 纯水中的溶质保留因子 (φ = 0)

L 色谱柱柱长

λ 1D 效率因子 

m 混合物中化学组分的数量

N 色谱柱塔板数

nC 峰容量

nC,2D 二维分离的峰容量

n*C,2D 二维分离的校正峰容量

n'C,2D 二维分离的有效峰容量

η 洗脱液粘度

nC,max 峰容量上限

σ 峰标准偏差

P 系统压力

Pmax 最大系统压力

p 观察到的色谱峰的平均数量

Φ 色谱柱渗透性

符号
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符号 

φfin 最终流动相组成

φ0 初始流动相组成

S log 溶质保留因子/洗脱液组分的斜率

T 柱温

tD 梯度延迟时间

tc 梯度洗脱循环时间

tg 组分由初始值线性变化为最终值的时间 (φfin)

t0 色谱柱死时间

tR 保留时间

tre-eq 再平衡时间

τ 交叉时间

ue 洗脱液填充速度

VD 梯度延迟体积

Vm 色谱柱死体积

Vσ 系统延迟体积

W 平均 4σ 宽度
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缩写词

1D 第一维（色谱柱或分离）*
2D 第二维（色谱柱或分离）*

1D-LC 一维液相色谱

2D-LC 二维液相色谱

CE 毛细管电泳

GC 气相色谱

GCxGC 全二维气相色谱

HILIC 亲水作用液相色谱

HPLC 高效液相色谱

id 内径

IEX 离子交换色谱

LCxCE 全二维液相色谱/毛细管电泳

LCxGC 全二维液相色谱/气相色谱

LCxLC 全二维液相色谱

LCxSFC 全二维液相色谱/超临界流体色谱

LC-LC 全二维液相色谱

mLC-LC 多中心切割二维液相色谱

sLCxLC 选择性全二维液相色谱

RPLC 反相液相色谱

RPxRP 全二维反相液相色谱

SEC 体积排阻色谱

SFC 超临界流体色谱

* 与其他符号配合使用的指代数字 1 和 2 表示第一维或第二维。例如，
1nc 代表第一维的峰容量；2F 代表第二维的洗脱液流速。

缩写
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第一章旨在介绍使用二位液相色谱 (2D-LC) 进行分析的主要原因，并展示  
2D-LC 相对于一维方法的优势。此外，我们将回顾 2D-LC 的一些发展历

史，并介绍该技术最适合解决哪些化学分析难题。您需要熟悉一些重要

的二维分离技术特定的新术语和符号，以便阅读之后的章节。最后，我

们将介绍两种形式的二维分离（全二维与中心切割）以及它们不同的实

现形式（在线与离线、即停即走）。首先要说明的是，本基础导论仅讨

论时间上的二维分离，不涉及空间上的二维分离（例如薄层色谱和平板

凝胶电泳中遇到的情况）。

二维液相色谱是传统液相色谱技术（包括一维等度和梯度洗脱的液相色

谱）的重要补充。恰当地使用多维分离能够大大提高传统一维液相色谱 
(1D-LC) 的分离能力。图 1.1 展示了 2D-LC 系统与 1D-LC 系统的关系。

传统分离是在第一维 (1D) 色谱柱上进行。可以是等度或梯度洗脱分离。

然后，1D 色谱柱中的流出物进入第二维 (2D) 色谱柱，要使第二维色谱柱

对样品的总体色谱分离效果产生实际影响，则该色谱柱必须具有与 1D 色
谱柱截然不同的分离选择性。实际上，2D 分离色谱柱及其相应的检测器

可被当作是  1D 色谱柱中流出物的化学选择性分析系统。由于第二根色谱

柱的选择性与第一根不同，因此 1D 色谱柱上完全或部分叠加的相邻色谱

峰在 2D 色谱柱上得到分离的可能性将会大大增加。只要在进样过程中 
1D 色谱柱分离的化合物不会发生或极少发生再混合，那么第二维的分离

能力不是与第一维分离能力的加和，实际上是乘积关系。

二维液相色谱简介 1

1.1  
二维液相色谱的含义
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我们将在第 2 章“二维液相色谱的原理”中探究此现象的原因和过程。

因此，在理想情况下（不发生再混合且选择性不同），2D 分离的分离能

力远高于 1D 分离。

泵 自动进样器 检测器

色谱柱

一维色谱图

二维色谱图

泵

阀
（进样器）

色谱柱

检测器

泵 自动进样器

色谱柱
检测器
（可选）

图 1.1 2D-LC 系统与 1D-LC 系统的关系 — 传统的 1D-LC 检测器可以被视作由第二个色谱仪

和传统检测器组成的化学选择性检测器
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二维液相色谱可以划分为差异显著的两种主要类型。全二维液相色谱 
 （以 LCxLC 表示）是将 1D 色谱柱的流出物连续转移至 2D 色谱柱。相比之

下，中心切割色谱 (LC-LC) 则是将 1D 流出物选择性地（部分地）转移至 
2D 色谱柱。我们还将介绍这两大类别下的若干子类，包括选择性二维色

谱 (sLCxLC) 和多中心切割  2D-LC (mLC-LC)。

LCxLC 强大的分离能力在图 1.2 所示的色谱图中得到了充分展现。从中

可以看到，仅需 30 分钟就可从复杂的生物样品中分离出数百种组分。

在如此短的分析时间内获得如此高的分离能力，远远超出了目前任何一

种传统 1D-LC 方法的能力，后者无论使用多小的色谱柱填料粒径，无论

仪器采用多高的操作压力，都无法做到这一点。
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图 1.2 典型的全二维 2D-LC 色谱图展示了对复杂生物样品的分离结果 

2D-LC 的真正优势在于它是一种能够大幅提高分离能力同时不会明显延

长分析时间的分离模式。说明 2D-LC 的性能显著优于 1D-LC 的两个重要

分析示例如图 1.3 和图 1.4 所示。
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图 1.3 将在线 LCxLC 色谱图 1D 蓝色条带中的色谱峰注入 2D 色谱柱中。看起来是一个色谱

峰，实际上却包含至少九种组分。该样品为玉米种子提取物，在下列 1D 条件下进行分离：

2.1 × 50 mm Discovery HS-F5 柱，5 µm；A：20 mM 磷酸盐，20 mM 高氯酸钠，pH 5.7； 
B：乙腈；梯度程序：23 min 内由 5% B 增至 70% B；40 °C；0.1 mL/min；进样量 10 µL；
检测波长 220 nm。2D 条件：2.1 × 50 mm ZirChrom-CARB 柱，3 µm；A：20 mM 高氯酸水

溶液；B：乙腈；梯度：在 17.4 s 内由 0 增至 74% B；110 °C，进样量 34 µL，检测波长 
220 nm。摘自参考文献 2
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图 1.4 将在线 LCxLC 色谱图 1D 蓝色条带中的色谱峰注入 2D 色谱柱中。这表明 LCxLC 具有

更强的分离能力，从中可以看到大峰尾部中的多个小峰，大大缓解了电喷雾电离质谱中经

常存在的离子抑制问题。所有条件均与图 1.3 相同；摘自参考文献 2

在本基础导论中，我们将使用 Schoenmakers 等人于 2012 年提出的标准

化符号3。在他们的术语体系中，1D 和 2D 分别指一维和二维；而 1D 和 
2D 则分别代表第一维和第二维。将在本章及随后章节中广泛采用表 1.1 
和缩写词中列出的术语。我们建议您花一些时间熟悉这一新词汇表。
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1.2  
二维分离的术语
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缩写 说明

1D 第一维（色谱柱或分离）

2D 第二维（色谱柱或分离）

1D-LC 一维液相色谱

2D-LC 二维液相色谱

LCxLC 全二维液相色谱

LC-LC 中心切割二维液相色谱

mLC-LC 多中心切割二维液相色谱

sLCxLC 选择性二维液相色谱

表 1.1 二维分离的术语

事实上，2D 液相分离已经出现了很长一段时间。与 Archer Martin 共同

发明液液分配色谱的 Anthony Synge 曾给出了一个非常好的例子。在其

诺贝尔奖获奖演说4 中，他展示了从马铃薯提取的 19 种氨基酸的二维纸

色谱分离5。然而，首款真正意义上的 2D-LC 仪器直至 1978 年才开发出

来6。然而，直到 Bushey 和 Jorgenson7 于 1990 年发表使用体积排阻色

谱 (SEC) 和离子交换色谱 (IEX) 实现蛋白质的 14 种组分混合物的全二维

液相色谱分离的工作，该技术才真正开始迅速发展。在该项工作中，他

们使用 SEC 作为第二维；得到各个 SEC 色谱图需要 6 分钟，且需要采集 
59 幅 2D 色谱图才可覆盖整个第一维 IEX 分离。与图 1.3 相比，各个 2D 
梯度分离在 21 秒内完成，并且仅用 30 分钟即可采集到 90 幅色谱图。

由于在第二维使用了高效快速的分析手段，因而极大提高了方法的分离 
效能。

文献搜索结果（截至 2013 年）表明，有 3600 余篇论文在其摘要部分提

到了二维液相色谱。此外，2012 年，有 80 多篇论文直接涉及 2D-LC 技
术，大约 300 篇论文在摘要部分提到了 2D-LC。绝大多数 2D-LC 论文都

涉及蛋白质和多肽的分析；频率第二高的是利用 2D-LC 进行药物分析，

再次是进行聚合物分析和表征。食品分析处于聚合物分析之后的第四

位，最后一个领域是环境分析。

1.3  
二维液相色谱的一些历史 
回顾

1.4  
二维液相色谱的应用领域
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对于手握锤子的人来说，剩下的问题就是找到需要敲的钉子。自然而然

产生的问题是，哪些问题最适合用 2D-LC 来解决？迄今为止，二维液相

色谱的绝大多数应用都是处理非常复杂的天然存在的混合物（如生物细

胞、血液、尿液、环境样品等）以及处理合成聚合物（尤其是共聚物）

时不可避免地产生的复杂混合物。第二个相当重要的领域是寻找各种生

物条件下的生物标记物。更具体地说，2D-LC 用于蛋白质组学和代谢组

学分析，在这些领域中通常使用蛋白质或小分子化合物的浓度变化情况

作为早发性疾病状态的指示。与质谱结合使用时，2D-LC 可提供大量可

供研究的定性和定量数据。第三个应用领域在我们看来还有待进一步发

展，那就是通用型分析仪。该技术的高分离能力将不需要或仅需极少的

方法开发即可对相对简单的混合物（例如，少于 20 种组分的混合物）中

的一些组分进行定量分析。

然而，应当明确的是，2D-LC 的效用，尤其是其适合解决的分析问题的

范围，主要取决于该技术能将分析速度提高到多快。因此，大量最新

研究工作都集中于提高 2D-LC 的分析速度，我们将在第 2 章“2D-LC 的
原理”中着重讨论这一问题。在第 1.3 节“二维液相色谱的部分历史回

顾”中，我们比较了 Bushey 和 Jorgenson 实现 2D 分离花费的时间（大

约 6 小时）与 Stoll 所用的时间（大约 30 分钟）。毋庸置疑，分析时间

对分析方法适用的问题范围具有重要影响。

简而言之，虽然我们在本文中只介绍 2D-LC；但很显然，可以在某一维

度采用液相色谱，而第二分离维度采用超临界流体色谱 (LCxSFC)、毛细

管电泳 (LCxCE) 或气相色谱 (LCxGC)。全二维气相色谱 (GCxGC) 是一种

更加成熟的二维分离技术，后续章节中介绍的许多基础概念都是受益于

早期 GCxGC 研究的影响。当然，熟悉 GCxGC 的用户能够更快的熟悉在

线 LCXLC 的基本内容。将液相色谱与截然不同的模式相结合很有实际意

义，这点将在第 2 章“2D-LC 的原理”中详细讨论。最大的难题来自于

液相色谱与其他分离模式的连接；不过，这些替代性模式组合均已取得

了一定程度的成功，只是尚未解决某些重要的兼容性问题。如果您感兴

趣，可以参阅介绍 LC 与 GC 联用8、LC 与 SFC 联用9 以及 LC 与 CE 联用

的论文10。

1.4.1  
各种分析问题

1.5.1  
二维色谱分离的模式

1.5	  
二维液相分离的类型
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文献中已有介绍的最常见的液相色谱组合模式列于表 1.2 中。

第一维 第二维

反相* 反相

离子交换 反相

体积排阻 反相

正相 反相

HILIC 反相

亲和色谱 反相

临界点色谱 反相

临界点色谱 SEC

离子交换 SEC

表 1.2 液相色谱模式的常见组合（* 号表示具有不同的分离选择性）

这些组合中的某些组合难以实现，因为两个维度使用的流动相不兼容（溶

剂不混溶或其他因素引起）；某些组合则简便易行，例如，离子交换与反

相分离的组合。不同分离机理组合（例如，正相色谱与反相色谱组合）

的优势在于它们所得到的选择性差异往往会比差异极大的反相色谱柱组

合所能得到的选择性差异还要大。我们将在第 4 章“LCxLC 中的方法开

发”对 2D-LC 中成对使用的液相色谱类型进行更详细的比较。

2D-LC 的实现途径有很多种，主要可以分为两大类。本文将简要介绍这

两种类型。如果您希望了解各种类型的更多详情，请参阅最近发表的全

面的综述文章11。

1.5.2  
各种液相色谱机理的组合

1.6  
二维液相色谱的工作模式
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中心切割二维色谱模式的目的与全二维色谱模式差别很大。在中心切

割色谱中，目标是一个或多个色谱峰，采集相应色谱峰的馏分并将其进

样至第二根色谱柱中。可以采集单个馏分的整个色谱峰，也可根据需

要选择靠近色谱峰前部、中部或尾部的馏分（参见图 1.5）。中心切割  
2D-LC 对于分离那些不太复杂并且含有保留特性非常相近的化合物的样

品非常适用。相比全二维液相色谱，这种模式的系统构建和方法设置通

常比较简单，使用成本也比较低。这种模式可以根据第二维分析时间的

长短对第一维中的多个色谱峰进行采样，并在第二维中依序分析。若第

一维中需要采样的峰保留时间间隔小于第二维分析时间，则会产生第二

维分析不完全的风险，这种情况下建议使用配备多个定量环的多中心切

割 (LC-LC) 系统。

LC1

LC2

图 1.5 中心切割 2D-LC 实现方式的示意图

在这种类型的方法中，对 1D 色谱柱中流出的每个色谱峰均进样分析。尽

管对整个 1D 分离的馏分进行采样，但并不需要将第一根色谱柱的所有流

出物都转移至第二根色谱柱。例如，您可以对 1D 色谱柱流出的部分液流

进行连续分流，将部分液流输送至废液瓶中，而将其余液流输送至进样

阀中（参见图 1.1 和图 1.2）。这种形式的 2D-LC 称作全二维色谱，通常

用 LCxLC 表示 3。

1.6.1.1  
中心切割二维液相色谱

1.6.1  
基于分析的峰数量的分类

1.6.1.2  
全二维液相色谱
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图 1.6 全二维液相色谱实现方式的示意图

在线 2D-LC 是指在采集 1D 色谱柱流出的目标组分后立刻将其进样到 2D 
色谱柱进行分析（参见图 1.1）。这种形式的 2D-LC 可以进行十分快速的

自动化分析，并且在样品测试过程中无需操作人员介入。倘若第一维采

用自动进样器，则可同时分析多个样品。其主要局限性在于这种模式的

最高理论分离能力不及整体分析速度慢得多的离线 2D-LC 模式。然而，

其单位运行时间内的总分离能力通常优于离线 LCxLC。正如将在第 2 章 
 “2D-LC 的原理”详细介绍的那样，由于馏分需要从 1D 色谱柱立刻转移至 
2D 色谱柱，所以各个馏分的 2D 分析时间必须等于 1D 流出物的馏分收集

时间。为了使 2D-LC 的总分析时间保持在可接受的范围内，意味着必须

频繁采集馏分并且快速完成各个馏分的 2D 分离。而这样一来，又会极大

地限制各个 2D 分离的分离能力。

LC1

来自第一维的

第一个色谱峰

来自第一维的

第二个色谱峰

来自第一维的

第三个色谱峰

[min]

[s]全二维液相色谱 (LCxLC)

LC1

LC2

LC2

1.6.2.1  
在线二维液相色谱

1.6.2  
基于实施时间的分类
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图 1.7 示例：使用多中心切割 2D-LC 分析色谱峰后半段的共流出组分。上图为 1D 分离得

到的色谱峰，中图为该色谱峰的放大视图，将峰的后半段分为四个馏分并分别进行 2D 分
析。下图为 4 个馏分在第二维分离的色谱图，可以看到掩埋于主峰当中的重要杂质得到了

良好分离

在离线形式的 2D-LC 中，采集 1D 流出物的馏分，并在 2D 分离之前将其

储存起来。当然，这会导致总分析时间比在线二维色谱要长；但是，
2D 分析时间不再需要与馏分采集时间相等，而是通常会长得多。因此，

第二维能够获得更高的分离能力，从而使该二维方法的总体分离能力得

到提升。离线 2D-LC 方式经常与采用某些特殊形式的质谱检测器搭配

使用。另外需要注意的是：相比于传统的停流-再分析  2D-LC，在离线  
2D-LC 中，1D 分离是连续运行的。将馏分收集储存起来以备 2D 分离

的过程中，可能导致某些痕量物质在收集容器中损失并可能发生污染

和分解。在某些情况下，需要部分或完全去除洗脱液。这种方法比在

线 LCxLC 繁琐得多，由于需要大量手动操作干预，也提高了方法出错的 
风险。

1 2 3 4

16.516.3 16.7
0

20 放大的主峰与潜在的杂质

1 2 3 4

16.616.416.2 16.8 17.0 17.2
0

20
40
60
80

时间 [min]

mAU

主峰与潜在的杂质

0.80.40 1.2 1.6

0

40

80

120

160

0.80.40 1.2 1.6

0

20

40

60

0.80.40 1.2 1.6
-6

-2

2

6

0.80.40 1.2 1.6

-5

0

5

10
主峰

主峰

主峰主峰

杂质 1

杂质 1
杂质 2

杂质 1

杂质 2

1 2 3 4

1.6.2.2  
离线二维液相色谱
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在停流-再分析的工作模式中，1D 和 2D 分离交替运行。也就是说，运行

一段时间的 1D 分离，采集流出物，然后停止 1D 分离并对采集的 1D 流出

物进行 2D 分离。MudPIT（多维蛋白质鉴定技术）方法13 就是一种“停

流-再分析”的色谱形式。即使在停流的情况下，样品组分也会在 1D 色
谱柱上不断进行轴向扩散，因此 1D 分离能力会有一定程度的下降14。因

此，一般而言，停流-再分析模式与在线和离线色谱相比，在分离能力和

分析时间方面均有一定劣势。当需要分析的组分为扩散系数较低的大分

子时，停流-再分析的模式并不会显著影响第一维分离能力。因为它允

许第二维采用更长的运行时间，因此总体分离能力很出色，第二维较长

的分析时间也有利于该方法与质谱仪联用。然而，不可避免的是，各个 
2D 分离所花费的时间越长，总体分析时间也会越长。毫无疑问，在线 
LCxLC 基本上是最快的一种分析方式。

一种比较易于理解的说法是：LCXLC 分析是在 1D 分析过程中连续采集一

系列 2D 色谱图，这些二维分析结果被分别记录为单独的色谱图，其中

一个坐标是从 2D 分析开始时的保留时间，另外一个对应坐标记录了检测

器信号响应强度。最终，所有这些数据被重新组合成一个 N2D 谱图，其

中的 N 是由第一维切换至第二维并进行 2D 分析的馏分总数量。图 1.8 能
够很清晰地说明这点，其中表明，所示的 3D 图必须由系列 2D 色谱图构

建得到。将色谱数据重新排列，以第二维分析时间作为一个坐标，另外

的坐标对应第一维的馏分收集时间和在该时间段内二维分析记录得到的

检测器信号响应强度。然而，对于如何处理数据以生成三维图片，即如

图 1.2 所示的色谱图，需要做进一步解释。这一问题由 Adahchour 等人15  

1.6.2.3  
停流-再分析二维液相色谱

1.7  
二维液相色谱图的生成
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以图形化方式给出了非常出色的解释（参见图 1.8）。将 1D 中的较大

峰作为分析对象，其包含了三个分离度较差的化学组分，分别为 1（绿

色）、2（黄色）和 3（粉色）。第 1 步，在共流出的 1D 色谱峰范围内以

相等的时间间隔采集馏分。这通常被称作调制或采样过程，目的是对 1D 
色谱峰进行分段。第 2 步，所有馏分进行快速的 2D 分析并用得到的色

谱图来替代表示 1D 色谱图，每个色谱图中都包含若干色谱峰。从图中

可以看出，绿色、黄色和粉色色谱峰峰高在 1D 坐标上先升高，然后降

低。第 3 步，将 2D 色谱图重新排列，并按照对应峰的等高线，颜色等

信息转换为直观可视的平面图。也可使用其他类型的图形表示，包括顶

点图形（仅将每个色谱峰的顶点对应在两个维度的保留时间表示在平面

谱图上）以及气泡图，其中圆（以色谱峰顶点为圆心）的面积与绘制的

色谱峰大小成正比。
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图 1.8 将采集到的 2D 色谱图组合为复合 2D-LC 色谱图。在第 1 部分中，显示的绿色、黄

色和粉色色谱峰由未分离的复合色谱峰组成，其经过调制或采样形成一系列 2D 色谱图。

在第 2 部分中，对这些色谱图进行转换，从而更好地显示该系列，各个黄色、绿色和粉色

色谱峰随 1D 复合色谱峰先增高后下降。在第 3 部分中，显示了 2D 色谱图的三种不同的视

图，包括彩色等高线图、简单等高线图和 3D 图

1

2

3

一维色谱图
（第一根色谱柱出口）

原始二维色谱图
（第二根色谱柱出口）

1. 调制

三维图

3. 可视化

二维等高线图

2. 变换

第二维色谱图并排堆叠

第二维

第
一
维

第二维

第
一
维
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在本基础导论开篇的“引言”中，我们指出本文主要是面向已经拥有相

当丰富的一维液相色谱经验的研究人员。有些概念对于理解多维色谱来

说至关重要。其中包括峰容量的概念以及梯度洗脱色谱的基本知识。这

些概念在多维色谱中的应用非常普遍，以至于我们感觉甚至是一些在一

维色谱方面有丰富经验的人员对这些概念可能也一知半解。因此，在学

习二维液相色谱-的原理之前，我们先回顾一下这些概念。如果您已经熟

悉这些概念，可以跳过第 2.2 节“峰容量及相关概念”和第 2.3 节“梯

度洗脱液相色谱和 2D-LC 的基础知识”，这两节内容对于不熟悉这些概念

的人相当重要；强烈建议您阅读这些章节。我们将在第 2.2 节里介绍峰

容量的概念，将在第 2.3 节里回顾一维梯度洗脱色谱中的保留能力、峰宽

和峰容量的基础知识，强调了它们在反相色谱中的作用。将在第 2.3 节
的最后介绍在 1D 梯度洗脱中如何选择填料粒径、色谱柱柱长和洗脱液速

度以及系统压力和色谱柱柱温来优化峰容量。我们还将介绍梯度洗脱在 
LCxLC 起着重要作用的原因。

本章的核心内容是第 2.4 节“LCxLC 峰容量的基本原理”。其中介绍了 
2D 相对于 1D 方法的主要优势，即乘积法则。乘积法则表明，在理想条

件下，2D 分离的峰容量等于 1D 峰容量乘以 2D 峰容量。将介绍 2D-LC 的
两个基本问题，即空间覆盖度问题（也称作正交性问题）和采样不足问

题（也称作再混合问题），还引入了峰容量校正因子，用于将理论峰容量

校正为实际或有效的峰容量。得到了有效峰容量后，我们将考虑如何优

化在线 LCxLC 分离的峰容量。这点主要从 1D 采样时间的角度进行考虑，

在线 LCxLC 中的采样时间等于各个 2D 分离所需要的时间。我们将从理

论和实验两方面说明最佳采样时间，2D 运行时间相当短，通常为 12 至 
20 秒。因此，有可能在仅仅 30 分钟的时间内获得 1000 以上的有效峰

容量。

二维色谱简介 
二维液相色谱的原理

2

2.1	  
引言
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我们将为您简要介绍二维色谱中乘积法则的概念。乘积法则是衡量二维

色谱中每一维分离能力的公式。选择峰容量（以 nC 表示）来衡量分离能

力是最方便的方法。峰容量的定义是分离窗口内可以容纳的最大色谱峰

数量，分离窗口是指最后洗脱的色谱峰与第一个洗脱的色谱峰之间的时

间差。显然，当所有色谱峰都能得到完全均等的良好分离时才能纳入最

大的数量，如果有些峰没能得到良好分离，则会浪费掉一些分离空间。

很明显，峰容量是一个理论数值，是基于假设和推测得到的，因为事实

上洗脱出来的色谱峰不可能得到同等程度的分离。在峰容量理论中，通

常将界定峰得到分离所需的分离度数值定为 1.0。这相当于相邻色谱峰

顶点之间以 4 倍峰标准偏差 (4σ) 得到精确分离。

在图 2.1 中，我们通过两幅色谱图说明峰容量的概念。色谱图 A 显示了

在等度条件下获得的峰容量。我们假设第一个色谱峰在死体积处洗脱出

来。在相同色谱柱、相同流速、相同柱温并保持塔板数不变的情况下，

色谱图 B 显示了预期的梯度洗脱色谱图。这里，我们假设所有色谱峰具

有大致相同的峰宽；这种情况在梯度色谱中很常见（参见第 2.3.2 节“梯

度洗脱下的峰宽”）。很明显，与等度色谱图相比，梯度色谱图中可纳入

更多的色谱峰。这就是为何要在二维液相色谱中将分离的一个维度或两

个维度采用梯度洗脱的其中一个主要原因。实际上，使用梯度洗脱有很

多原因，我们将在重点介绍仪器的第 3 章“二维液相色谱的实施”中进

行详细讨论。

2.2  
峰容量及相关概念
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图 2.1 等度 (A) 与梯度洗脱 (B) 峰容量的比较。两根色谱柱具有相同的塔板数，并且所有色

谱峰的分离度均为 1.5。所有色谱峰具有相同的峰面积，第一个色谱峰在色谱柱死时间时

洗脱出来

由于假定所有色谱峰具有相同的峰宽，因此梯度洗脱中的峰容量计算公

式十分简洁，参见公式 2.1。

 

nC = 1 +
t R,last – t R,first

4RSσ
= 1 +

t R,last – t R,first

W
公式 2.1 梯度洗脱中的峰容量

通常情况下，取 Rs 等于 1，当所有色谱峰的峰宽不尽相同时，我们使用

平均 4σ 宽度 (W) 给出公式 2.1 的右侧形式。在对峰容量进行理论处理

或研究的情况下，峰高的数值是会发生变化的，或者在使用了不同的峰

解卷积或多元曲线分辨方式对峰处理的情况下，Rs 值被认定为是能使任

何两个共流出峰峰顶得到分辨所需要的 Rs 值的总平均值，在绝大多数实

验工作中，Rs都使用同一个均一值。

在许多实际工作中，可以调整分析方法的梯度起始和最终的流动相比

例，使得第一个色谱峰在色谱柱死时间 (t0) 时或临近色谱柱死时间时洗

脱出来，最后一个色谱峰在最终梯度强度达到色谱柱末端时 (tD + t0 + tg) 
洗脱出来。考虑到公式 2.1 中的第二项通常远大于第一项，因此我们可

以按照公式 2.2 对峰容量进行估算。

nC ≈
tg

W
公式 2.2 梯度洗脱中峰容量的估算公式

吸光度 [mAU] A

等度

1 2 3 4 50
时间 [min]

15
20
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30
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40

10
5
0

吸光度 [mAU] B

梯度

1 2 3 4 50
时间 [min]
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50

40

10

0
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该公式非常有用。例如，假设梯度为 30 分钟且典型峰宽 (4σ) 为 20 秒，

我们就能快速估算出最佳情况下的峰容量为 90 左右。

峰容量概念的真正问题在于它是一个假设概念。在实际样品中，色谱峰

之间的间隔没有规律，是随机的。另外，色谱峰的峰高也不可能全部相

同。众所周知，具有相同峰高和峰宽的两个相邻色谱峰在分离度刚好为 
0.5 时可以使两峰顶点之间的峰谷值为一无穷小值（达到基线分离）。但

是，峰高不同的色谱峰则需要更大的分离度，两个峰高差异越大，达到

“无穷小峰谷值”所需要的分离度的数值也越大。

为了解峰容量假设对实际结果的影响，Davis 和 Giddings16 建立了 1D 色
谱的色谱峰叠加统计理论，现在该理论的应用已经扩展到了多维色谱。

他们使得一系列色谱峰的相对保留时间按泊松分布进行变化。在一维分

离中，他们发现观察到的色谱峰的平均数量  (p) 可能与混合物中化学组分

的数量 (m) 以及峰容量 (nC) 相关，可表示为公式 2.3。

p = m × exp –   m
nC

公式 2.3 观察到的色谱峰的平均数量与组分数量和峰容量的关系

m/nC 数值相当重要，在以后的论述中会反复出现，这个值被称为饱和系

数，用符号 α 表示。α 值低则表示仅有少量色谱峰位于分离空间内。也

就是说色谱峰饱和度较低。这种情况下便可实现轻松分离。从另一角度

说，α 较低时发生色谱峰叠加的可能性小于 α 较高时。分离的难度并不

是由于组分的绝对数量导致的，而是由于组分数量对于分离区域内的分

离能力（以峰容量衡量）的需求导致的。在梯度 1D 色谱中，峰容量与

所有色谱峰所需的平均分离度之间存在定量关系，而与其相对保留时间

无关。而这一概念也适用于多维分离，其中峰容量与所需的平均分离度

至少存在定性关系。
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图 2.2 上图显示了峰容量为 100 时，色谱峰的平均数量相对于组分数量的曲线，其中色谱

峰平均数量最高仅为峰容量的 37%。下图显示了当峰容量为 100 时，单峰的平均数量相对

于组分数量的曲线，其中单峰平均数量最高仅为峰容量的 18%。分析包含大量组分的天然

混合物时需要极高的峰容量（例如，在蛋白质组学、代谢组学和环境样品分析中）已成为 
2D-LC 引人关注的首要推动力量

Davis-Giddings 理论的一个重要推论就是使用被分析物组分数量对色谱峰

数量作图，可以看出该曲线在 p = 0.37*nc 时有最大值。（参见图 2.2）。
所以，假设我们使用一个效能较好的 30 分钟梯度获得了峰容量为 100 
的分析方法，使用它来分析一个含有 100 个组分的样品，通常来说，如

果没有经过任何的针对选择性的特别优化，我们将只能分离得到 37 个
色谱峰。这 37 个色谱峰中的每个峰都可能含有一个组分，两个组分甚

至是更多组分，更关键的问题在于，通过这样的分析方法，我们通常平

均可以得到多少个纯峰（仅含有单个组分的色谱峰）？根据这个理论预

测，纯峰的数量应等于 0.18*nC（参见图 2.2）。即，利用峰容量为 100 
的方法分析 100 种组分的混合物时，观察到的 37 个色谱峰中将有 18 个
是单组分，其他 19 个色谱峰是双组分峰或多组分峰。由于只有单组分
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峰才能通过简单的方法（即，利用单变量检测器而非二极管阵列检测器

或质谱仪）分析且无需采用任何数学手段辅助解析谱图，显然我们需要

极高的峰容量才可最大程度减少所需的方法开发工作量。图 2.2 显示一

旦 m 大于 0.5nC，单组分峰的数量将急剧减少。对该问题的更详细分析

表明，当 α=1 时，所有组分的相邻色谱峰之间得到良好分离的概率仅为 
13.5%，要使 99% 的目标组分与相邻色谱峰都得到良好分离，需要 nC ≥ 
200m。很显然，如果不通过方法开发调整色谱峰分布，就需要极高的峰

容量才可实现常见的复杂混合物的分离，如图 2.3 所示。

图 2.3 使未知混合物中所有色谱峰得到分离的概率达到特定值 P 所需要的峰容量 nc，该混

合物中包含 m 种组分（使用参考文献 17 中的公式 9 计算得到）

根据上述章节，应当清楚，峰容量这一点在 2D-LC 中非常重要。在尽

可能短的合理分析时间内，梯度洗脱分离能够得到的峰容量明显大于等

度分离。在 2D 分离的第一维或第二维使用梯度洗脱的优势有很多，当

然使用梯度洗脱困难或更合适使用等度洗脱的情况也很多。搞清这些问

题需要对仪器有比较详细的了解，我们将在第 3 章“二维液相色谱的实

施”中用较长的篇幅进行深入探究，因为理解这些问题对于完成高质量

的 LCxLC 工作至关重要。不过，这里需要提出一个非常需要关注的问

概率 [P]
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题：梯度洗脱与等度洗脱之间的主要操作差异在于，在梯度洗脱中，仪

器和色谱柱在每次分析结束后均需要再平衡至初始的流动相组成。这对

于我们如何实现 2D 色谱具有极其重要的影响，尽管在较短的分析时间内

采用等度洗脱要容易得多，但是在许多情况下我们发现在第二维采用梯

度洗脱更可取。对于第一维分析，不使用梯度洗脱的原因就更少了，因

此，我们认为在介绍 2D-LC 的原理之前必须对梯度洗脱的一些基本知识

有非常清晰的理解。

在等度色谱中，流动相组成在整个分离过程中保持不变。保留时间 (tR) 
只与色谱柱死时间 (t0) 和溶质保留因子 (k) 有关，如公式 2.4 所示。

tR = t0  1 + k 
公式 2.4 溶质保留时间与色谱柱死时间和被分析物保留因子的关系

相比之下，在梯度洗脱模式中，人为改变流动相的洗脱强度，使其从初

始较弱的洗脱液组成变为较强的洗脱液。通常使用简单的线性梯度，

这意味着洗脱液强度或组成与时间呈线性函数进行改变。有关梯度洗

脱的多数理论文献都关注的是线性梯度。请查阅 Snyder 和 Dolan 关于

梯度洗脱的专著深入了解相关知识，本文不再过多讨论18。显然，溶质

的瞬时保留因子不再像等度洗脱中那样是个常数，而是在整个分离过程

中大约呈指数减小的趋势。根据反相色谱梯度洗脱的线性溶剂强度理

论 (LSST)，保留时间、仪器参数与被分析物保留之间的关系如公式 2.5  
所示。

tR = t0 + tD +   ln b  k0 –    + 1t0

b
tD

t0
公式 2.5 保留时间、仪器参数与被分析物保留之间的关系

2.3.1  
梯度洗脱中的保留时间
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公式 2.5 中包含多个重要术语；它们与一些附加术语均在表 2.1 中进行

了定义。

表 2.1 讨论梯度洗脱液相色谱时会用到的符号和术语汇总

从该公式中得出的最重要的信息是，保留时间与初始保留因子 (k0) 的对

数有关，而在等度色谱中两者则是线性关系（参见图 2.4）。这一结果是

因为溶质保留因子在整个梯度运行过程中不断减小。因此，在由死时间

和最强保留溶质被洗脱之间的确定时间内，采用梯度洗脱能够比等度洗

脱分析更宽保留特性范围的被分析物。我们还应该特别注意到公式中包

含的延迟时间项  (tD)。这是指流动相组成的变化需要花费一定时间才能

从混合点到达色谱柱头。在梯度洗脱仪器的设备中，样品不会随着流动

相经过混合点，而是在混合点后尽可能靠近色谱柱的地方引入样品，这

样可以尽量避免峰在色谱柱外的展宽。梯度延迟的影响可以通过某些手

段补偿：比如人为在梯度运行开始后的一小段时间再进行进样，这种方

式叫做延迟进样。梯度延迟的概念在 2D-LC 系统的第二维中极其重要，

这一问题将在第 3 章“二维液相色谱的实施”中予以讨论。

符号 定义 单位 衍生关系

tR 有时表示为 tR,g 保留时间 时间

t0 色谱柱死时间 时间 t0 = Vm  /F

Vm 色谱柱死体积 体积

F 洗脱液流速 体积/时间

tD 梯度延迟时间 时间 tD = VD  /F

VD 梯度延迟体积 体积

S 被分析物保留因子的对数值对洗脱液组成作图曲线的 
斜率值

无量纲

kw 纯水中的被分析物保留因子 (φ = 0) 无量纲

k0 初始洗脱液组成下的被分析物保留因子 (φ0) 无量纲 k0 = kwexp(-Sφ0)

tg 组分由初始值线性改变为最终值的时间 (φfin) 时间

∆φ 梯度组成的范围 无量纲 ∆φ =φfin- φ0

b 梯度斜率 无量纲 b = S ∆φ t0  / tg
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图 2.4 保留时间相对于保留因子的曲线。等度结果以紫色圆点和紫色实线显示。梯度（非

线性）结果以蓝色圆点表示。条件：F = 1 mL/min；Vm = 1.2 mL；VD = 0.5 mL；tg = 30 min； 
S =12；k0 或 k = 10、20、30、40、50、70、100

根据等度洗脱模式中保留因子的计算方法（参见公式 2.4），我们可以类

比得到计算梯度洗脱中“表观（或实际）保留因子”的计算方法（如公

式 2.6 所示）。

kg ≡
tR,g – t0

t0
公式 2.6 表观或实际保留因子

假设延迟时间为零或使用适当的延迟进样方法，将使得梯度保留因子 (kg) 
与溶质在初始流动相条件下的保留因子之间呈对数关系 (k0)。

采用梯度洗脱时，峰宽、色谱条件和被分析物性质之间的关系也是重要

的考虑因素。事实上，正是峰宽和保留因子之间的关系使梯度洗脱的峰

容量远高于等度洗脱。等度色谱中峰标准偏差的公式如公式 2.7 所示。

σiso =
t0

 N
 1 + k 

公式 2.7 等度色谱中峰标准偏差的计算
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2.3.2  
梯度洗脱中的峰宽
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梯度洗脱采用的公式如公式 2.8 所示。

σgrad =
t0

 N
G  p  1 + ke 

公式 2.8 梯度洗脱中峰标准偏差的计算

这些公式中各项的定义列于表 2.2 中。很明显，两个公式密切相关。梯

度压缩因子 G(p) 用于反映色谱谱带在流经色谱柱时靠近柱头的一端的洗

脱强度大于远离柱头一端。在非常慢的梯度（组分缓慢增加）中，洗脱

过程接近于等度，G(p) 趋近于 1；而在快速梯度过程中，可以观察到的

最重要影响是峰宽减半；但是，由于扩散影响导致在极快速梯度中 G(p) 
只能减小到一个趋近于 0.58 的极限值。谱带后端的柱上压缩效应确实存

在，但它对于第二维分离的影响远不如谱带在色谱柱头产生的色谱聚焦

效应带来的影响大，样品聚焦效应通常在第二维中具有重要作用。

表 2.2 在梯度洗脱液相色谱中讨论峰宽时所需的符号和术语。此处未定义的术语的定义列

于表 2.1 中 (* 0.58 < G(p) < 1.0)

等度与梯度液相色谱之间的真正差别在于 k 和 ke 的含义不同。ke 是谱带

流出色谱柱时表观的溶质保留因子。根据表 2.2 所示的公式，该值取决

于 k0 和 b。这两个数值都取决于被分析物本身，但是对于具有大致相同

符号 定义 单位 衍生关系

σ 峰标准偏差 时间

t0 色谱柱死时间 时间 参见表 2.1

N 色谱柱塔板数 无量纲 N = (tR/σ)2

k 保留因子 无量纲

G(p)* 梯度压缩因子 无量纲

G =
1 + p + 

(1 + p)2

p2 

3

p 无量纲 p= k0b/(1+k0)

ke 组分离开色谱柱时的 
保留因子

无量纲
  ke =

k0

bk0 + 1
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的分子量的被分析物而言，k0 的变化幅度远大于 b。实际上，当 k0 很大

时（实际情况中经常如此），ke 的限值为 1/b，如公式 2.9 所示。

 
公式 2.9 溶质保留因子的限值

因此，公式 2.8 可以改写为公式 2.10。

σgrad =
t0

 N
G  p        tg + S∆φt0

S∆φt0

公式 2.10 峰标准偏差与溶质保留因子的限值

使用 ke 的演化公式绘制的 σgrad 相对于 k0 和 S 的曲线如图 2.5 所示。该曲

线提供的最重要的信息是，当 k0 大于约 20 时，具有大致相同的 S 值的

所有色谱峰具有大致相同的峰宽。小分子（如苯）的 S 值为 6 左右。采

用胰蛋白酶对蛋白质进行消化得到的多肽的 S 值在 20 至 40 的范围内。

图 2.5 梯度洗脱色谱中色谱峰 σgrad 值（分钟）相对于初始保留因子 (k0) 的曲线。被分析物的 
S 因子显示在图例中。其他条件为：t0 = 0.5 min，tD = 0 min，tg = 15 min，N = 3000，∆φ = 
0.75。与 S 值对应的 b 值为 0.20、0.27、0.33、0.40、0.67 和 1.33。该曲线提供的最重要

的信息是，当 k0 大于约 20 时，具有大致相同的 S 值的所有色谱峰具有大致相同的峰宽

ke ≈
1
b

=
tg

S∆φt0
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选择小分子量药物的典型 S 值（例如 12），可以模拟梯度洗脱分离，得

到如图 2.6 所示的色谱图。所有色谱峰具有相同的峰面积。很明显，

随着保留时间的延长，峰宽略有增加但很快趋于一个定值，可以从近乎

一致的峰高推断。这点与等度色谱中的情况截然不同，在等度洗脱中其

峰宽（假定所有色谱峰具有相同的塔板数）随保留时间的延长而不断增

加。这是梯度色谱的一个重要特点。它直接导致梯度色谱的峰容量比等

度色谱更高。

图 2.6 使用公式 2.5 和 2.8 生成的色谱图。k0 值取为 1、10、40、150、500、1500、3000 
和 10000。所有其他条件与图 2.5 所示相同，且 S = 12

为简单起见，我们假设调整初始洗脱液组成使第一个色谱峰在 t0 后很快

洗脱出来，而调整其最终组成使最后一个色谱峰在 tg + t0 时洗脱出来。因

此，公式 2.1 中的分子处于最大值。我们假设可使用公式 2.9 所示的近似

形式，在这种情况下 k0 足够大，使 ke 能够准确表示为 1/b，如公式 2.11  
所示。

nC = 1 +  N
4G  p  

S∆φtg

tg + S∆φt0

 N
4

≈
S∆φtg

tg + S∆φt0

公式 2.11 使用公式 2.9 的近似形式计算峰容量
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2.3.3  
梯度洗脱的峰容量
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我们使用公式 2.11 计算基于单个峰（通常为最后一个色谱峰）或所有色

谱峰的平均值的峰容量。要知道的是，这一估算值有时仅为近似值：在

计算中通常将 G(p) 估算为 1.0，即通常忽略柱上区域压缩的有利影响。

很明显，峰容量取决于若干仪器和色谱柱参数（t0 和 tg）。它取决于与

溶剂有关的参数 (S)。当然，S 也会由于固定相和流动相的化学性质而

变化。有一种倾向是将 ∆φ 视作一个主要仪器变量。在我们看来，这是

错误的：为了使第一个溶质在靠近 t0 时洗脱出来且最后一个溶质在靠近  
t0 + tg 时洗脱出来，必须同时调整 φ0 和 φfin，它们的值取决于被分析物组

的性质，特别是保留特性最低和最高的被分析物的 k0 值。

图 2.7 峰容量取决于梯度时间和使用公式 2.11 计算得到的被分析物的 S 值，计算时取  
G(p) = 1。S 值列于图例中。除 tg 以外的所有其他变量均如图 2.4 和图 2.5 所示。可以看出

峰容量刚开始快速增加，然后逐渐接近某个上限，在此限值以上，峰容量几乎不再提高。

这些曲线告诉我们，如果想优化峰容量，增加柱长确实为一个有效的方法，因为它会导致

梯度时间相应延长

图 2.7 表明对于柱长和流速固定的色谱柱，峰容量随梯度时间而增加，

但很快会到达某个限值。达到 90% 峰容量所需的梯度时间由公式 2.12 
确定。

 
tg

t0
≥ 9S∆φ

公式 2.12 达到峰容量上限的 90% 所需的梯度时间
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峰容量限值由公式 2.13 计算。

nC,max ≈  N
4 S∆φ

公式 2.13 峰容量限值的计算公式

这些公式（包括图 2.7）明确表明，峰容量和得到峰容量的速度与色谱

柱柱效 (N) 和溶剂组的特性（S 和 ln kw）密切相关。因此，为获得较高

的峰容量，我们需要性能良好的色谱柱。对于被分析物而言，具有较大 
S 值和保留范围变化较宽的被分析物会容易获得更高的峰容量。图 2.7 
中的曲线所显示的峰容量与梯度时间的函数关系已经得到了很多实验的

证实。即峰容量刚开始随梯度时间的延长而快速增加，之后曲线变平缓

而峰容量最终将不再增加。这一情况在 LCxLC 系统第一维使用缓慢梯度 
 （15 至 60 分钟）和第二维使用快得多的梯度（数十秒）时均得到了验

证。尽管实验数据可能不会与公式 2.11 精确匹配，但曲线中存在相同的

极限特征。

很明显，由 nc/tg 计算可以得出结果：峰容量的生成速率随时间增加而下

降（参见第 2.3.4 节“优化 1D 梯度峰容量梯度峰容量”）。这一现象将与 
 “采样不足”问题（将在第 2.4.2 节中讨论）一起产生作用从而使得在 2D 
分析中存在一个“使得峰容量达到最大值”（将在第 2.4.3 节“采样不足

的结果”中提到的）的最佳 2D 梯度时间。

尽管公式 2.11 很有用，但我们也不得不指出上述将峰容量与梯度时间

建立关联的方法存在一个非常严重的缺陷。公式 2.11 假设除了梯度时

间之外所有分离条件（色谱柱柱长、流速、初始和最终流动相组成、死

时间和塔板数）均固定不变。实际上如果允许其他条件随梯度时间增加

而改变，则一定可以显著提高峰容量（参见第 2.3.4 节“优化 1D 梯度峰
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容量”）。或许公式 2.11 最严重的局限性在于 L 固定不变，因此 N 也不

变。我们非常确信在适当的 30 分钟梯度时间的条件下能够获得 20000 
以上的塔板数。因此，我们估计在梯度时间 30 分钟下更合理的 N 值为 
20000 而非至少 3000。这导致峰容量的上限值变为 149 (6)、194 (8)、
237 (10)、278 (12)、425 (20) 和 708 (40)，其中括号内是相关的 S 值。

这一峰容量与图 2.7 中的结果相比有显著提高。

与优化在线  2D-LC 紧密相关的另一个重要方面是峰容量的生成速率。该

参数由两个独立因素控制，这两个因素都相当重要。

• 峰容量与梯度时间之间的关系

•  在达到下一梯度之前再平衡 (tre-eq) 系统所需的时间

再平衡时间包括冲洗梯度混合系统使其流出物达到梯度中所用的初始组

成所需的时间，以及彻底冲洗色谱柱以使相同溶质实现可重现的分离所

需的时间。我们发现许多类型的 RPLC 色谱柱需要用大约二至三倍体积

的初始洗脱液进行冲洗才可使其保留时间完全可重现。尚不清楚 HILIC 
或离子交换色谱柱再平衡需要多长时间。对于 HILIC 或离子交换色谱 
(IEX) 而言，所需的体积可能会比反相方法大得多。

梯度洗脱循环时间 (tc) 的定义是梯度时间与再平衡时间之和，因此峰容量

的生成速率最好表示为 nc/tc 而非 nc/tg。如上所述，梯度时间决定了峰容

量。图 2.8 所示的数据来自通过实验测量 2nc 值与 2tg 之间的函数，实验采

用小 (2.1 x 33 mm) 色谱柱测定几个小分子量的化合物，在高温和极高的流

速 (3 mL/min) 下进行操作。实验得到的 tre-eq 实际上为 3 秒，但一系列曲

线计算得到的一系列 tre-eq 值处于 2 至 5 秒的范围内。这证明可以通过优

化得到最优的峰容量生成速率。随后我们将看到，这一现象也会极大地

影响 2D 峰容量相对于在线 LCxLC 第一维采样时间的曲线中的最佳值。

2.3.3.1  
生成最大峰容量的最佳速率
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图 2.8 2nc 对 2tg 的实验数据。数据来自 Huang 等人  19 — 采用含碳涂层的氧化锆制得的 2.1 x 
33 mm (id) 色谱柱，在流速 3 mL/min、柱温 110 °C 的条件下使用乙腈/水进行梯度洗脱。

在 LCxLC 分析过程中采集玉米种子样品的数据。圆点为实验数据，最佳拟合曲线方程为  
2nc = 50.0 2tg/(9.16 + 2tg)，其中 2tg 以秒计

图 2.9 计算得到的峰容量生成速率值相对于梯度时间的曲线。将图 2.8 的数据与公式 2.11 
所示的公式进行拟合，计算得到该曲线。将图例中给出的再平衡时间与计算峰容量所用的

梯度时间相加，计算得到运行时间。峰容量生成速率定义为 2nc/ 2tc
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由于种种原因（在第 3 章“二维液相色谱的实施”中将会详细介绍），

很难完全优化在线 LCxLC 1D 梯度所用的色谱条件。具体而言，第一维采

用的流速 (1F) 通常远低于使峰容量达到最大时的流速。在传统的 1D 分
析中显然不存在 2D 分离对 1F 的限制。可采用许多方法最大程度提高梯

度洗脱中的峰容量18,20，但是一般而言，最佳方法是采用 Poppe 使用的方 
法21：这一方法最初是为了通过在等度分析中获得最大的塔板数从而提高

梯度方法的峰容量而设计22。Poppe 的基础概念必须要满足两个条件。

•  色谱柱柱长和流速同时改变，从而使操作压力始终处于某个所需的最

大值

•  色谱柱柱长和流速同时改变，从而使分析于某个所需的时间范围内完

成。该时间范围由色谱柱死时间 (t0) 和保留时间最长的色谱峰的保留

因子确定

在使用固定填料粒径并且采用恒定的温度、洗脱液组成同时保证流动相

粘度恒定的情况下，如果遵守上述规则，得到的将是所用系统选择和填

料粒径条件下具有最大的 N/t0 值23 的方法。

可采用下列方式使用 Poppe 的优化方法对梯度洗脱进行优化22。首先，

我们使用公式 2.1 对峰容量而非塔板数进行优化。由于该公式取决于保

留时间最短和最长的溶质的保留时间，因此我们必须考虑与被分析物有

关的数据，特别是 S 和 kw 值。其次，时间范围是基于梯度时间而非色

谱柱的死时间的。第三，梯度峰容量取决于色谱柱柱长和洗脱流速，以

及初始和最终洗脱液组成。如果还想优化温度，则必须输入其他相关参

数。有关实现此类优化的计算程序，请访问网站 http://homepages.gac.
edu/~dstoll/calculators/optimize.html（2014 年 11 月 1 日开放访问）。

进行峰容量梯度优化的最重要的一个经验是在不同的梯度时间长度下选

择不同长度的色谱柱。让色谱柱柱长、流速（洗脱线速度）和洗脱液组

成随梯度时间而改变是非常重要的。涉及分离胰蛋白酶肽段的此类研究

结果如图 2.10 所示。这些曲线提供的关键信息是，有必要随梯度时间的

延长而逐渐增加填料粒径，从而最大程度提高峰容量。可以使用尽可能

小的填料粒径以在极短的时间内获得最大的峰容量，但是采用较长的梯

2.3.4  
优化 1D 梯度峰容量



32

度时，必须增加填料粒径。此外，必须明白的是，由于要保持系统一直

处于最大工作压力，沿这些 Poppe 曲线中的任何一条（图 2.10 中的曲线

上任意一点的压力都保持在 400 bar），从左向右（即向上）移动时，随

色谱柱长度增加分析流速逐渐降低，所以随着曲线从左向右移动对应的

分析时间（梯度时间）也逐渐延长。

曲线表明，采用最长的梯度时间（远大于 1000 秒）和最长的色谱柱在

较低的洗脱液速度下可获得最高的峰容量。此外，梯度时间越长、色

谱柱越长且其中所用的填料粒径越大，则得到的峰容量越高。相比之

下，在极短的梯度时间（远小于 100 秒）下采用较小的填料粒径和极短  
(< 5 cm) 的色谱柱并以高洗脱液速度进行操作能够获得最有时效的分离。

图 2.10 展示梯度时间与优化峰容量之间关系的 Poppe 梯度曲线。斜虚线是由常数 tg 组成

的线。所用的条件假设 van Deemter 参数 A = 1.04，B = 16，C = 0.033，无量纲的流阻系

数 = 500，柱温 = 40 °C，且 Pmax = 400 bar。摘自参考文献 22。曲线表明，采用最长的梯

度时间（远大于 1000 秒）和最长的色谱柱在较低的洗脱液速度下可获得最高的峰容量。

此外，梯度时间越长、色谱柱越长且其中所用的填料粒径越大，则得到的峰容量越高。相

比之下，在极短的梯度时间（远小于 100 秒）下采用较小的填料粒径和极短 (< 5 cm) 的色

谱柱并以高洗脱液速度进行操作能够获得最有时效的分离
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色谱柱柱温和最大操作压力均对峰容量均有重要影响，在极短的梯度时

间下尤其如此。这些结果如图 2.11 所示。在高速区域（tg < 100 秒）

中，操作压力对峰容量的影响很小，但提高柱温却能带来正面影响。但

是，在获得最高峰容量的长梯度时间下，高温的影响很小，并且在梯度

过长的情况下，提高色谱柱柱温最终将产生不利影响。

从这些图表中可以获得大量有关 2D-LC 的重要信息。

•  在较长时间范围（15 分钟或更长）内完成的 1D 分离中，通常应采用

较长的色谱柱 (> 15 cm) 以及较低的流速和中等填料粒径（几乎肯定不

是 1.8-µm 颗粒），才可在最大系统压力下获得最高峰容量

•  随着梯度时间的延长，应增加色谱柱柱长并降低流速，以保证在可允

许的系统耐压范围下运行方法

•  应使用 40 至 60 °C 的中等温度（只要不存在柱上样品分解）以降低洗

脱液粘度

•  色谱柱的内径应当为 2.1 mm 或更小，我们在仪器硬件的讨论中将会

说明原因（参见第 3 章“二维液相色谱的实施”）

•  为实现快速 2D 梯度分离（10 至 60 秒），应使用小粒径填料（1.8 µm 
全多孔硅胶或 2.7 µm 核壳型填料）

•  应使用色谱柱可耐受的最高柱温，以使 2D 色谱柱在极高的流速下运

行。可使用 3 mL/min 的流速，这对于最大程度减少 2D 系统冲洗和色

谱柱再平衡极其重要
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图 2.11 在图 2.10 所示的胰蛋白酶消化肽段研究中，柱温和压力对峰容量和分析时间的

影响。在这种情况下，填料粒径固定为 2 µm。a) Pmax = 400 bar，T = 40 °C；b) Pmax = 
1000 bar，T = 40 °C；c) Pmax = 400 bar，T = 100 °C。摘自参考文献 22。关于图 2.10 的所

有备注也适用于此处。结果表明，在以增加速度为目的的情况下，提高色谱柱柱温比提高

系统压力能够更有效地加快分析速度。这意味着第二维应当采用较短的色谱柱填充粒径较

小的填料，在高温和高洗脱液速度下运行。但是，在以追求峰容量为目的的情况下，提高

柱温是不利的，而提高压力则有积极作用

与等度液相色谱相比，梯度洗脱除了使 2D-LC 具有更高的峰容量（其对

于 2D-LC 非常重要）以外，还具有若干其他优势，这些优势对第二维分

析尤其重要。

•  通过使 2D 梯度运行到极强的洗脱液组成（例如，RPLC 中高比例有机

相），可以使所有馏分在下一个 2D 分析之前从色谱柱上洗脱。这对于

避免 2D 分离中所谓的 wrap around 现象至关重要：如果流动相的洗脱

强度过小，无法在一个 1D 馏分分析开始前洗脱掉所有组分，这些未来

得及洗脱的组分最终将在之后的分离中的某一个时间被洗脱下来，相

应色谱峰将与错误的 1D 馏分产生关联，从而得到错误的 1D 保留时间

以及错误的 2D 保留时间。使用梯度洗脱能够减小发生此类情况的可 
能性

log tG/nc

2.01.81.6 2.2 2.8 3.0 3.2 3.42.62.4

0.0

log nc

0.5

1.0

1.5
2.0

2.5

3.0

3.5

4.0
4.5

-1.0
-0.5

105 s

104 s

103 s

102 s

10 s

106 s 107 s

b

a

c

2.3.5  
LCxLC 中梯度洗脱的其他优势
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•  采用 2D 梯度的另一个重要优势在于这种方式有可能将 1D 馏分中所含

的组分聚焦于 2D 色谱柱的柱头上。这对于减轻等度色谱中存在的谱带

稀释展宽至关重要

不得将样品聚焦效应与第 2.3.2 节“梯度洗脱中的峰宽”所讨论的柱上

压缩效应混淆，柱上压缩效应由因子 G(p) 表示。样品聚焦效应则截然不

同。它长期以来一直被用于样品预浓缩装置，以允许大体积进样23。实

现预浓缩的方法之一是在样品定量环中放置捕集柱，如果使用在该固定

相上对样品洗脱能力极弱的溶液冲洗则会使得样品在捕集柱头聚集成一

个非常窄的谱带。设想样品溶解于大量没有洗脱能力的溶液中并流入色

谱柱的情况：样品谱带前缘接触到固定相后，前进速度立即大大下降。

如果样品与最初存在于色谱柱中的溶剂（优选为极弱的洗脱液）混合程

度极小，则这一现象尤其突出。样品后缘以流动相速度移动，从而使

样品谱带体积得到压缩，即样品聚焦于色谱柱顶端并得到较大程度的浓

缩。大致上，样品浓度随上样溶剂相对于洗脱溶剂的溶质保留因子之比

增加而提高（且谱带有效体积减小）。因此，上样溶剂需要为弱溶剂，

而洗脱溶剂则需要为强溶剂。为使该效应更好的发挥作用，样品进入

色谱柱时的保留因子必须相当大，至少为 10 或更大。如果是这样，则 
20 µL 样品将被压缩 10 倍，体积变为 2 µL。这样样品在从进样到经过洗

脱流出 1D 色谱柱并被转移到 2D 色谱柱上的过程中，几乎所有的区域扩

散现象都可避免。从而显著降低 2D-LC 分析中样品在第一维分析时产生

的稀释效应程度25, 26。

现在我们来看看 2D-LC 分离过程中发生的情形。当 1D 色谱柱等度运行

时，我们必须确保 1D 洗脱液是 2D 色谱柱上的弱洗脱液。然而，如果 
1D 色谱柱在梯度条件下运行时，我们必须确保 1D 洗脱液在 2D 色谱柱上 
 （尤其在 1D 梯度结束时）仍为弱洗脱液。在 RPxRP 中，选择保留性能远

高于 1D 色谱柱的 2D 色谱柱将很有用。例如，可使用 RP 氰基或 RP 极性

基团封端的低比表面积填料固定相作为 1D 色谱柱，并用高比表面积填料

的高载量 C18 固定相作为 2D 色谱柱。
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我们将在第 3 章“二维液相色谱的实施”中更详细地讨论使用捕集柱和

在进样至 2D 色谱柱之前用极弱的洗脱液专门对样品进行预稀释。

考虑二维分离中峰容量的最佳方法之一是将一维分离想象为一系列线性

的方块，如图 2.12 所示，每个方块代表一个单位的峰容量，然后对各个 
1D 方块的化学成分进行二次分离，如图 2.13 所示。有点类似于停在路

上的汽车和停在停车场的汽车。

图 2.12 一维分离峰容量的的示意图

图 2.13 二维分离峰容量的的示意图

该方法能够非常快速地导出多维分离的一个最重要概念，即乘积法则，

如公式 2.14 所示。这里，nC,2D 表示 2D 分离的峰容量，1nC 和 2nC 分别表

示第一维和第二维的峰容量。

nC,2D = 1nC × 2nC
公式 2.14 峰容量相乘的乘积法则

乘积法则的重要之处在于它表明 2D 分离的峰容量得到了极大提高，而使

用串联色谱柱所得的峰容量最多相当于两根色谱柱之和。

2.4  
LCxLC 中峰容量的基本原理

第一维分离

第一维分离

第
二
维
分
离
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公式 2.14 表明，如果 1nC 为 50 且 2nC 为 20，则 nC,2D 等于 1000。从一开

始就必须了解，乘积法则仅提供了理论最高峰容量的估计值，并且仅适

用于特定的理想情况下。根据 Giddings27 所述，乘积法则的含义如下：

•   “首先，该法则表明混合物组分经过两步或多步分离（机理），在这些

分离过程中他们的分离和保留取决于不同因素”

•   “第二个标准是，当两种组分在任何一个步骤中得到分离时，它们在整

个分析过程完成前始终处于分离状态。”

Giddings 法则的表述相当简练，实际应用时需要予以详细说明。它们可

以转换为如下实践指南：

A.  样品组分的保留特性必须由两种（或多种）不同的（正交）理化性质

所决定，并且两套分离体系必须通过互补机理实现物质分离

B.  组分分离后的时间位置要求由两个时间坐标（1tR 和 2tR）确定而不仅

仅是两个保留时间之和。这一限制条件将简单的串联色谱柱形式排除

在外

C.  样品成分必须散布于整个分离区域中

D.  一旦物质在第一维得到分离，2D 分离过程中必须确保不发生再混合 
 （即，额外的峰展宽）

假定我们在两个维度使用相同类型的固定相和包括 pH 在内都相同的流

动相组成。可以看到在二维分离平面上的两个维度保留时间会对应出一

条很完美的对角线（参见图 2.14 的左图）。由于无法满足上述限制条件 
(A)，这种情况下不会实现分离的大幅改善。这是在两种分离机制存在着

良好相关性（非正交的）时会发生的情形。这一情况将在两个不同的条

件下出现。首先，两个维度都利用样品中的同一类决定保留的性质来进

行分离，例如，两根色谱柱都仅仅只按被分析的分子大小而不是同时兼

2.4.1  
空间覆盖度对乘积法则的 
限制
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顾利用电荷，氢键或亲和性等特征进行分离。其次，如果分离体系可以

根据被分析物的两类或几类不同性质进行分离，但是被分析的组分实际

上仅具有一种可用于产生分离的性质，这种情况出现于分离一些比如简

单同系物（如烷基苯），或苯系物（苯，联苯，对三联苯）或均聚物（甘

氨酸，二聚甘氨酸，三聚甘氨酸）的类似混合物时。显然，需要分离系

统的各个维度与决定被分析物保留特性的不同性质相互作用，并且需要

被分析物组中包含至少两种此类不同性质。这是被分析物组分分散的必

要条件。如果溶质性质的差异足够大，则组分将散布在整个分离区域

中，如图 2.14 中的右图所示。这种情况被称为高正交分离。但是通常

我们得到的分离仅仅是部分正交的（参见图 2.14 的中图）。

图 2.14 不同相关程度的分离机制对第一维和第二维保留曲线中散点（正交性）的影响

关于上述的正交性可以继续深入从统计学或数学的角度进行解释，最终 
只有在非常理想的情况下才能得到如 Giddings28 所预测的分离效果： 
a) 两个保留条件之间具有极小的相关性；b) 样品组分尽可能散布于整个

分离区域中；以及 c) 数据点群集的数量极少，从而避免出现没有组分占

据的稀疏区域和被过于密集组分占据的区域交替出现的现象。在理想的

分离轴 2 分离轴 2 分离轴 2

分
离
轴

 1

完全相关的分离 部分相关的分离 正交分离
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有序二维色谱图中（参见图 2.15 中的图 A），根据 Giddings27,28 设想的二

维峰容量概念，所有色谱峰的间距相等，结构中不存在间隙，也就不存

在群集。这些条件将使最大数量的单组分色谱峰分布于该分离区域中。

可能发生的各种不同的情形如图 2.15 所示。请注意：在所有图中，有 
100 种根据不同性质进行保留和分离的组分。
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图 2.15 

图 A：根据 Giddings 所述的理想分布，表明所有分析物具有相同的分离度，不存在间隙或

群集28。

图 B：一种非理想分布的结果，有时被称作香蕉拼图 29。该色谱峰布局中存在数据群集和

间隙。图 B 与图 A 的比较结果表明，由于组分在第一维上产生保留的性质的不连续变化而

导致聚落的产生，从而导致平均分离度明显降低。这一现象在聚合物分离中很常见。

图 C：聚类图的数据点沿整个区域的长度和宽度散布，但存在巨大的间隙。由于浪费了非

常大的区域，因此峰容量大大减小。

图 D：完全正交分离，所有保留特性点无规则分布于整个区域内。图 B 和 C 中损失的大量

峰容量得到恢复，但我们仍能看到巨大的间隙，其存在是由于保留特性的无规律性。我们

是否应计算此类未使用的区域？
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图 2.16 利用 RPxRP 分离玉米种子提取物获得的二维分离区域中的保留坐标（绿色点）。将

分离区域的覆盖度分数作为紫色边界中所含的方块数量与蓝色边界中所含的方块数量之比

进行计算。摘自参考文献 30

一种可用于计算和定量分析二维分离区域使用情况的方法，也就是所谓

的表面覆盖率的方法如图 2.16 所示。该方法由 Stoll31 提出，是对 Gilar32 
之前提出的方法的一种改进。Gilar 概念非常有用也非常重要，其并非

简单地依赖正交性概念，并且提出了用色谱峰填充可用区域的观点。与 
Gilar 方法不同，Stoll 改进方法不使用方格，而是将整个区域按照各个轴

的相对峰容量的比例进行划分。另外，Stoll 改进方法围绕所有已被占据

的方格的周围绘制矩形轮廓，因此有许多未被占据的方格点也被纳入其

中。这样一来，Stoll 方法就非常类似于如图 2.17 所示的 Davis 的最小  α 
凸包方法33，显然两种方法会给出类似的结果。在 Gilar 方法和 Stoll 改
进的 Gilar 方法中，将分离区域划分为一定数量的方块，按照某个既定的

半主观但是合理的规则确定方块的数量；然后确定哪些未被占据的方块

被已占据的方块围绕，再计算表面覆盖度分数。在如何定义合适的方块

大小以及确定是否将某个被占据方块围绕的空方块包含在占据区域中，

存在大量的主观性问题。很显然，如何确定方块大小将是确定被占据的

方块部分的影响因素之一。是否将被占据方块围绕的未占据方块包含在

内的问题也是影响因素之一。无论计算表面覆盖度时遵循什么规则，其

目的都是调整固定相和流动相条件，使表面覆盖度分数尽可能地接近于

一。在任何情况下，显然图 2.14 中右图的正交分离度更高，与图 2.14 
中左图的高度相关的分离相比，获得了更高的覆盖度。
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图 2.17 用于测定覆盖度分数指标的 Davis 最小 α 凸包方法示意图。摘自参考文献 33

人们采用了大量截然不同的方法用于衡量正交性或表面覆盖分数。对这

些方法进行综述和解释不在本文的讨论范围内31-34。对于最佳方法，甚

至对于最佳方法所应具有的特性，人们尚未达成共识。较好的方式是根

据不同样品的特性选择合适的评价方法，例如，包含大量分离聚集区域

样品分离结果（例如图 2.15 中图 B 和 C 所示）可能最好采用某种方法

进行描述，而那些没有明显聚集区域的样品分离结果（参见图 2.15 中的 
图 D）可能最好采用另一种方法进行描述。无论如何计算覆盖度指标，

我们都希望选择 1D 和 2D 分离条件使得尽可能多的分离区域被样品按照

其不同性质的分离占据。

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
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第 2.4 节“LCxLC 中峰容量的基本原理”中所述的限制条件 D 要求在 2D 
分离过程中，第一维实现的任何分离均不得损失，否则会违反乘积法

则。暂时回到第 1 章“二维液相色谱简介”中的图 1.1 和图 1.2。为实

现在线或离线 2D-LC，必须采集 1D 洗脱液并暂时储存，直至采集到所需

的样品体积。问题在于，除非采集到的馏分体积仅占色谱峰洗脱液体积

的极小一部分，否则将不可避免地发生一定程度的再混合。Murphy、
Schure 和 Foley 率先以定量化的方式研究了这一问题35。他们的基本思路

如图 2.18 所示，其中设想采集到的馏分体积相当于大约 4σ 峰宽。根据

馏分采集的时间（称为采样时段）相对于峰顶点的位置来看，这种情况

下将很可能发生一定程度的再混合。

Murphy-Schure-Foley 准则认为“在全二维液相色谱中，必须在 1D 色谱峰

峰宽 8σ 的时段内采集至少三到四个馏分进行第二维分析，才可最大程度

减小定量环中的再混合效应以及总峰容量的损失。”

图 2.18 采样不足（再混合）问题的起因35。如果第二个样品在 2.9 分钟开始出峰而第一个

馏分采集时段在 3 分钟结束，则由 1D 色谱柱实现的这两个色谱峰的所有分离组分都将得到

保留。然而，如果放宽采样窗口时间，在 2.6 至 3.2 分钟内采集一个馏分，则 1D 分离实现

的分离度将由于色谱峰的再混合而导致损失

采样不足将导致分离信息和峰容量的损失，图 2.19 的三幅分图很有说服

力地显示了这一点。采样速率由每 8σ 四次降至每 8σ 一次得到的等高线

图表明，最初我们能够看到三个清楚的峰顶点（图 A），然后是两个峰

2.4.2  
采样不足或再混合问题
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顶点（图 B），最后只能看到一个峰顶点（图 C）。显然峰容量发生了损

失，乘积法则不再适用于估算分离能力。需要知道的是我们损失的是第

一维的峰容量，并且该损失程度与采样过程的精度有关。

尽管本文中图 2.19 所示的示例使用 2D 等高线图展示峰容量的损失，但是

在简单的 1D 色谱图中也可以看到由于采样速率不足造成的类似影响（参

见图 2.20）。

请记住，本文一开始将 2D-LC 理解为在普通的 1D-LC 系统中增加基于化

学选择性的检测器。

在图 2.20 的图 A 中，以极高的速度 (N = 40/8σ) 对一组具有随机时间分

布和峰高的 100 个色谱峰进行检测，我们能够看到 51 个得到分离的峰

顶点，但是随着采样速率的降低，采样时间间隔当中的所有信号将被合

并，从而导致很多能在高采样频率下被看到的峰顶点消失不见。甚至在 
Murphy 推荐的最小速率 N = 4 个样品/8σ（图 2.20 中的图 B）下，我们

也能看到峰顶点数量产生了不容忽视的损失。
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图 2.19 采样速率对 LCxLC 中能观察到的色谱峰数量的影响的图解说明30

图 2.20 一维色谱中采样速率的影响。图 A 对应于极快（理想）的采样速率，N = 40。在

这种情况下，尽管样品中包含 100 种组分，但只能观察到间距不规则的 51 个峰顶点。

图 B 对应于 Murphy-Schure-Foley 推荐的采样速率，N = 4。我们已经能够看到由于采样不

足而导致峰顶点减少。图 C 和 D 分别对应于 N = 2 和 N = 1 时严重采样不足的情况，峰顶

点数量以及分离能力发生了严重损失。感谢 Joe Davis 教授提供该图

尽管 Murphy-Schure-Foley 准则很有用，但它显然只是一种半定量的方

式。随后，Davis、Stoll 和 Carr36 开发出一个定量化的采样不足因子，用

于校正 nC,2D。Davis-Stoll-Carr 方法允许被分离组分的保留时间随机分散
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于 2D 区域内，从而可以合并考虑无规采样时段的影响因素。此外，该方

法允许不同组分具有不同的峰高。他们利用电脑模拟的随机实验开发出

用于计算平均峰展宽因子 (<β>) 的公式 2.15。

< β > =  1 + 3.35  ts / 1W  2

公式 2.15 计算平均峰展宽因子

在公式 2.15 中，ts 为采样时间，1W 为 1D 峰宽的 4σ 平均值。<β> 将用

作乘积法则（公式 2.14）的校正因子。因此，将公式 2.2 和公式 2.15 结
合，可以得到公式 2.16。

n*C,2D =
1nC × 2nC

< β >
=

1nC × 2nC

  1 + 3.35  ts × 1nC/1tg  2

公式 2.16 将峰容量的估计值与峰展宽因子相结合

在公式 2.16 中，n*C,2D 为校正后的 2D 峰容量。右边的形式由使用公式 2.2 
估算 1W 值而得到。以 Murphy-Schure-Foley 速率（每 8σ 四个样品）进

行采样，因此 ts = 2σ。公式 2.15 表明在该采样速率下，校正后的峰容

量将比乘积法则得到的理论值小约 36%。显然，分析人员必须多次采集

各个峰以最大程度减小采样不足造成的不利的再混合影响。我们来考虑

一下 Murphy-Schure-Foley guideline 准则的结果。假设我们进行 30 分钟

的 1D 分离且理论的峰容量为 100。根据公式 2.2，我们对大约 0.3 分钟 
 （18 秒）处的平均 1W (= 4 1σ) 进行估算。这意味着应当每 18/2 或 9 秒
钟采集一个样品。尽管在支持理论研究的实验中已获得了每个 2D 分离仅

需 6 秒的速度，但实际的  2D-LC 尚未达到如此之快的速度。因此我们看

到 Murphy-Schure-Foley 准则非常严格，即使严格满足这一准则的需求也

会损失 36% 的峰容量，而在实际操作中，严格满足这个准则也几乎是不

可能的。

作为后文详细讨论的铺垫，我们指出在线  LCxLC（仅配备一根 2D 色谱

柱）中，2D 分析时间必须等于第一维采样时间。这意味着进行梯度洗

脱时，梯度时间与系统再平衡时间之和必须等于 ts。考虑到这样一个事
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实，即梯度洗脱得到的峰容量随梯度时间缩短而迅速减少（参见公式 
2.10 和图图 2.9），因此 Murphy-Schure-Foley 准则极大限制了在线 LCxLC 
的峰容量。Murphy-Schure-Foley 准则未对离线 LCxLC 的第二维设定任何

时间限制，因为样品在 2D 分析之前处于储存状态。然而，它要求采集许

多样品，随后再进行分析。在上述峰容量为 100 的 30 分钟分离中，我

们将必须采集和分析 200 个样品。这远远多于任何典型的离线工作中的

分析数量。此外，如果我们假定每个 2D 分离仅需一分钟即可完成，则整

个 2D 分离将需要三小时以上。

基于上述讨论，显然几乎所有的在线和离线 LCxLC 均在第一维严重采样

不足的条件下完成。这意味着在实际工作中，公式 2.15 中的第二项才是

主要影响因素，在这些条件下，公式 2.16 可近似表示为公式 2.17。

n*C,2D ≈
2nC × 1tg

1.83 × ts
公式 2.17 校正后的 2D 峰容量的近似计算

在本文中，我们使用公式 2.2 估算 1W 的值。这将得到非常重要的结果 
 （参见公式 2.17），即第一维峰容量对校正后的  2D 峰容量  (n*C,2D ) 没有影

响。该结果清晰地显示于图 2.21 中，其中按照公式 2.16 绘制 n*C,2D 相
对于 1nC 的曲线。在极小的 1nC 值下，第一维色谱峰很宽，很容易得到

充分采集；但是随着 1nC 的增加，采样不足的问题显著增加，直至达到

公式 2.17 适用的限制形式。公式 2.16、公式 2.17 和图 2.21 表明，校

正的 2D 峰容量随 1nC 的增加而快速接近极限，并且校正后的极限峰容

量随第一维梯度时间而线性增加。使用实验获得的采样时间、第二维循

环时间 (2tc) 和第二维峰容量 (2nC) 值，我们可以估算出在 50 分钟的分析

时间内可获得 1400 的校正峰容量。该峰容量远远超出经过彻底优化的  
1D-LC 所能达到的值。

2.4.3  
采样不足问题的后果
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显然，采样不足问题极其严重地限制了峰容量，其可能发生在 LCxLC 的
特定时间下，尤其是在线分离中。在某种程度上，这一限制也意味着

没有必要努力实现尽可能高的 1D 峰容量，因为 1D 峰容量达到某个值以

后，将不会提高校正后的 2D 峰容量。

需要重点注意的是，我们在这些计算中尚未考虑覆盖度分数。我们将在

第 2.4.4 节“最大程度提高校正后的 2D 峰容量”中予以考虑，但在此之

前，我们现在需要考虑另一个非常重要的概念，即存在一个能够使 2D 峰
容量最大化的最佳采样时间。

图 2.21 校正后的峰容量相对于第一维峰容量的曲线，使用公式 2.16 并根据图中所示的值

和条件进行计算。每条曲线对应于一种 1D 梯度时间

该计算的主要现实意义在于，除非 1D 梯度时间大于 30 分钟，否则将 1D 
峰容量提高到大约 100 以上时将不会显著提高校正峰容量。

在第 2.3.3 节“梯度洗脱的峰容量”对梯度洗脱峰容量的讨论中，很显

然，峰容量作为梯度时间的函数首先几乎呈线性增加，但随后减速并缓

慢接近某个常数（参见公式 2.12 和公式 2.13）。1D 和 2D 峰容量均表现

出大致相同的

校正后的二维峰容量
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时间依赖性。我们已经指出在线 LCxLC 中的 2D 梯度循环时间 (2tc) 必须

等于 1D 采样时间，或者说是 2D 梯度时间与 2D 仪器及梯度再平衡时间之

和，如公式 2.18 所示。

ts = 2tc = 2tg + 2tre–eq

公式 2.18 采样时间的计算

将这些因素与 LCxLC 校正后的 2D 峰容量随 ts 增加而减小的现象综合考

虑，我们将看到在线  LCxLC 中作为采样时间的函数的 n*C,2D 存在最佳值，

如图 2.22 所示。

图 2.22 采样时间对在线 LCxLC 校正后的峰容量的影响。1D 梯度时间显示于图例中。相应

的 1D 峰容量分别为 227（60 分钟）、190（30 分钟）和 143（15 分钟）1。2D 再平衡时间

为 3 秒。2D 峰容量的计算方法为：2nC = 44  2tg / 6.3s + 2tg 。

最佳的 2D 循环时间在大约 8 至 12 秒的范围内，并随 1D 梯度时间的增加而增加

可以看到，最佳采样间隔时间在大约 8 至 12 秒的范围内，并随 1D 梯度

时间的增加而增加。图 2.22 给出的最重要信息是：在采样不足和 2D 梯
度时间对 2D 峰容量的影响的综合作用下，校正后的 2D 峰容量与采样时

校正后的二维峰容量

10 20 30 40 50 60 700
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间是密切相关的。在多篇论文中，建议应当刻意降低第一维分离的效果 
 （例如，使用较大颗粒的色谱柱或非最佳流速进行分析），从而故意使 1D 
峰展宽，不至于对第二维分离提出苛刻的要求。然而关于这种做法在实

际操作中是否能够改善色谱峰的定量分析结果，人们尚未达成一致。

几项理论研究表明，为了获得良好的准确度和精密度，对于第一维中的

每一个色谱峰，应当至少保证 3 次采样。

对于此类高速分离的实际效果，将在关于实施 LCxLC 所需仪器的第 3 章 
 “2D-LC 的实际操作”中予以讨论。

考虑到 2D-LC 需要比 1D-LC 更复杂的仪器且更难以优化，因此 2D-LC 应
当仅用于其分离能力具有明显优势的情况下。您只需要简单地比较 1D 
和 2D 方法的理想峰容量即可。然而，为公平地比较 1D 和 2D 色谱的峰

容量，我们提出31 应考虑采样不足问题和分离区域被样品覆盖的比例，

对理想的 2D 峰容量进行校正。可以通过用校正后的峰容量（n*C,2D，在

公式 2.16 中）乘以覆盖度分数指标 (fcov ≤1) 得到公式 2.19 来实现。

n'C,2D = 
1nC × 2nC × fcov

< β >
公式 2.19 有效 2D 峰容量的计算

这一新型峰容量被称作有效  2D 峰容量，以符号 n’C,2D 表示。许多研究组

采用公式 2.15 估算采样不足因子，但对于覆盖度分数指标似乎没有取

得任何新的共识，因为各个研究组都有其自身的指标和局限性33, 34。我

们将在后文回到这一比较问题上。就当前的目的而言，将使用 Stoll31 对 
Gilar 方法32 的改进方法，这两种方法基本能够准确表示实际覆盖计算方

式和正交度计算方式之间的差异。

2.4.5  
有效峰容量
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Huang 等人 19 使用公式 2.19 对 1D 和在线 LCxLC 进行了详细对比。他

们使用玉米种子的多组分提取物作为样品，测定了以 1D 和 2D 梯度时间

对 2D 分析中两个维度的峰容量及覆盖度分数之间的函数关系。结果如 
图 2.23 所示。可以看出，最佳的 2D 循环时间介于 12 至 21 秒之间。

在图 2.24 显示的另外一种结果表现形式：其中我们绘制了四个不同 2D 
循环时间下的有效 2D 峰容量相对于 1D 或 1D 梯度时间的曲线。该图显

示：在 10 分钟的 1D 分析时间内，2D 的有效峰容量即可达到与 1D 峰容

量相当的水平，如果使用进一步优化的采样时间设置，则 2D 在十分钟之

内得到的有效峰容量会远远超过 1D 梯度洗脱所得到的峰容量。显然，

在线 LCxLC 的分离能力可以在极短的时间内远远超过经过高度优化的 1D 
色谱。对于图 2.22 和图 2.23 所示的最佳 2D 循环时间之间的差异需要

做一些解释。首先，色谱条件并不完全一样。其次，也是更重要的，

Huang 等人发现 fcov 校正因子在较短的 2D 循环时间下显著减小，从而使

有效峰容量曲线中的最佳采样时间向较长的时间一边移动。

图 2.23 利用玉米种子提取物获得的在线 LCxLC 的有效峰容量是 2D 循环时间（= 1D 采样时

间）和 1D 梯度时间的函数。摘自参考文献 19

2.5.1  
峰容量和检测到的峰数量

2.5  
1D 梯度洗脱与在线 LCxLC 
的比较
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图 2.24 有效 2D 峰容量相对于 LCxLC 中的 1D 梯度时间和 1D 方法的梯度洗脱时间的曲线。

开圆表示 1D 分离的有效峰容量。封闭符号代表在线 LCxLC。2D 循环时间在图例中给出。
2D 再平衡时间为 3 秒。请注意，除 2D 循环时间为 6 秒时采集到的数据以外，在梯度时间

大于 5 分钟时，所有 2D 结果均优于 1D 结果。摘自参考文献 19

比较 1D 和 2D-LC 分离时应当考虑的另一个因素是 1D 分离中色谱柱出口

的检测灵敏度与 2D-LC 分离中 2D 色谱柱出口处的检测灵敏度的比较。

在大多数色谱分离的典型条件下，由色谱柱洗脱下来的被分析物的浓度

小于（即，稀于）进样点处的浓度。这意味着，除非采用某些措施抵消

这一稀释过程，否则在 2D-LC 系统中，由 2D 色谱柱洗脱下来的被分析

物的浓度将小于从 1D 色谱柱洗脱下来的浓度，这样显然会影响检测和定

量结果，以低含量物质作为目标分析物时尤其如此。有关这一效应的更

多量化研究，请参阅 Schure25 与 Schoenmakers 及其合作者26 的研究。实

际上，这一问题可通过精心选择进样至 2D 色谱柱的 1D 流出物的体积以

及 2D 流速而得到缓解。通常，较大的进样量有助于最大程度减小检测灵

敏度之间的差异，但是必须注意进样量不得过大，否则将影响 2D 峰形，

我们将在第 3 章“2D-LC 的实际操作”中更详细地讨论这一问题。类似

地，较低的 2D 流速可最大程度减少被分析物稀释，但这样也会影响 2D 
分离速度，从而最终导致分离性能的损失。如果需要实现最高的检测灵

敏度，则可以考虑使用光程较长的紫外流通池或高灵敏度质谱检测器。

有效峰容量
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目前为止，应当从本章获得两点最重要的信息：

•  作为 2D-LC 用户，必须根据本文的建议使用公式 2.16 进行校正（即，

基于 <β> 的采样不足校正和某种形式的 fcov 校正）。否则，您将大大

高估 2D-LC 的峰容量，并落入陷阱，在应当采用 1D-LC 梯度分离（其

更易于操作和优化）的情况下使用了 2D-LC。细节决定成败

•  即使进行了这些校正，在采用最佳的 2D 循环时间的情况下，2D-LC 的
有效峰容量仅需几分钟就可以超过经过全面优化的 1D-LC 所能达到的

峰容量

2.6	  
总结
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要成功地建立 LCxLC 方法，需要在常规 1D-LC 方法开发时不会遇到的几

个因素之间进行权衡、折中考虑。在本章节中，我们将讨论建立 LCxLC 
方法的实际环节。其中包括：

•  LCxLC 所需组件及其典型特性

•  泵梯度延迟体积对 LCxLC 性能的影响

•  选择第一和第二维色谱条件应考虑的相关因素（色谱柱规格、类型、

粒径等）

•  检测方面的考虑因素

随着 2D-LC 分离能力的增加，其复杂性也随之增大，主要体现在仪器设计

和方法开发这两方面，建立一个 2D-LC 方法涉及的参数比建立常规 1D-LC 
方法所需调整的参数数量的两倍还要多。在本章中，我们将讨论与 2D-LC 
系统每个组件相关的重要实际考虑因素，并尝试清晰地阐明 2D-LC 方法

设置的最佳方案。

因为 LCxLC 的许多应用都需要在一维或二维分离中使用梯度洗脱条件，

所以我们首先来探讨一下这种洗脱模式的一些重要实际问题。由于市场

上可以买到的设备或您实验室的现有设备在性能特性方面存在一定的可

变因素，所以对您而言，了解这些特性对 LCxLC 方法所用泵系统的影响

就非常重要。

色谱泵系统输液的精准能力会影响 LCXLC 方法的性能，主要会影响两个

维度中保留时间的重现性。如果要将大量样品的数据进行综合分析，重

现性将是个重要指标，因为所有数据中相应的色谱峰必须位于每张色谱

图的相同位置上。但更有意义的指标是 2D-LC 系统中二维分离所用泵系

统的梯度延迟体积。

2D-LC 的实际操作3

3.1  
设置 LCxLC 系统

3.1.1  
梯度延迟体积对再平衡时间

影响的一般性问题
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图 3.1 显示了能够进行梯度洗脱的液相色谱仪的基本组件。要注意的

是，在溶剂混合点和色谱柱之间的流路组件会导致在设定的溶剂变化时

间和实际作用在色谱柱头的溶剂变化之间存在一段时间（和体积）上的

延迟。实际上，该体积比根据混合器到进样器和色谱柱之间的连接管路

体积简单计算所得值要大得多，这意味着大部分体积是由混合元件本身

造成的。

图 3.1 HPLC 系统基本部件的示意图，重点注意洗脱液的流路及混合点前后的组件

在如 RPLC 这种模式中使用两种粘度比较相似的溶剂时（例如，乙腈和

水），仅需要较小的体积即可实现溶剂的良好混合。但是，在进行随时

间变化流动相比例的输液模式下，则必须要使用较大的混合体积才能消

除由于溶剂输液表现差异导致的瞬时波动。在使用某些老式 HPLC 系统

时，甚至可以观察到在往复活塞泵输液冲程末期造成的溶剂输液湍流。

图 3.2 比较了两种梯度延迟体积明显不同的两种泵系统在一定时间内能

运行的梯度循环数量。红色曲线显示了由仪器控制软件设定的溶剂组

检测器

计量泵

色谱柱

“强”溶剂

混合器

“弱”溶剂 计量泵

进样器
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分变化，蓝色虚线为色谱柱入口观察到的真实溶剂组成随时间变化的曲

线。梯度起始处蓝色虚线和红线之间的差值即为我们所指的梯度延迟时

间  (tD)。该延迟时间是梯度延迟体积（VD，这是特定泵系统的特性参数）

和流速 (F) 的函数，见公式 3.1。

tD = 
VD

F
公式 3.1 延迟时间与梯度延迟体积和流速的关系

实际上，在色谱柱入口出现的溶剂混合延迟不会造成太大的不利影响，

因为这种延迟是可以预计的。在短时间内运行多次梯度循环的更大障碍

是梯度结束时从泵系统中冲洗强溶剂（RPLC 中的有机成分）所需要的时

间比 td 长得多。我们称该时间为冲洗时间（t冲洗），一般将其简单假设为 
2 x tD。精确的倍数取决于仪器混合器的结构，这里是导致延迟的主要原

因。图 3.2 显示了在 LCxLC 系统第二维常用的条件下，冲洗时间对梯度

通量的影响，Vd 值代表了低体积 (50 µL) 和高 (1000 µL) 体积的梯度混合

系统。在高延迟体积系统中，我们发现，使用快速溶剂梯度时的大部分

分析时间都用在等待为下一次梯度运行进行准备的系统重新平衡过程。

我们将在第 3.1.4 节“配置第二维的注意事项”中深入讨论这个问题，此

处顺便提请注意，此因素基本上限制了在快速在线 LCxLC 系统的第二维

中梯度延迟体积大于 100 μL 以上的泵的使用。
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另一方面，几十微升 VD 的小延迟体积系统，在流速 1 到 3 mL/min 范围

内生成的 tD 值为几秒。公式 3.1 清楚地告诉我们，第二维分离中的高流

速极为有益，甚至可以强制使用。这意味着，即使采用快速溶剂梯度，

大部分分析（周期）时间都花费在梯度洗脱本身，系统的重新平衡只占

很少时间，如图 3.2 所示。这一因素在 LCxLC 系统的第一维中也相当重

要，但是原因不同。我们还将在第 3.1.6 节“配置第一维的注意事项”

中更详细地讨论这个问题。

图 3.2 两种不同泵系统在 2 分钟内可运行梯度数的性能比较。系统 A 的梯度延迟体积为 
50 µL，系统 B 的延迟体积非常大 — 1000 µL；流速假设为 2 mL/min

1 1.5

A%B

B%B

1 1.5
时间 [min] 

时间 [min]
tg = 30 s

F = 2 mL/min

tD= 1.5 s
tflush= 3.0 sVD = 50 µL
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tD= 30 s
tflush= 60 s

VD = 1000 µL

0.5
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在这里顺便介绍通用的 LCxLC 系统示意图，所有主要组件都将在后面的

章节中依次讨论。图 3.3 显示了常规 LCxLC 系统中所包含的各组件。

图 3.3 在线 LCxLC 系统主要组件的结构图

与所有色谱方法一样，开发 LCxLC 方法的过程主要是考虑在将两个色谱

维度联合时必须对哪些因素进行权衡。尽管关于 LCxLC 的方法开发指南

远不如 1D-LC 那么详尽，但至少在文献37,38 中可以找到初步指南。表 3.1 
给出了建立 LCxLC 方法必须做出的决策顺序 — 这里以 14 种紫衫烷（核

心结构见图 3.4）的分离为例，因为该样品对于分离有明确要求并且其化

学性质也被我们所熟知。

3.1.2  
通用的 LCxLC 系统示意图

二维
液相
色谱阀

色谱柱

泵 自动进样器 检测器

色谱柱

第一维

第二维

检测器

泵

3.1.3  
LCxLC 方法开发过程实例 
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表 3.1 LCxLC 方法开发的决策表

图 3.4 紫衫酚的结构 — 图 3.5 中所示分离的化合物是一类结构类似的物质

在表 3.1 中，我们列出了系统中每个部分的色谱条件，简要讨论了每一

步所做的权衡。在随后的章节中，我们将详细解释每个例子中所做的折

衷措施以及这些权衡的依据。针对方法开发我们并没有一套所谓正确的

条件，也没有建立这些条件的运算方法，将来一定会有某些应用与此处

讨论的开发方法完全不同。但是，这里所讨论的应该是方法开发中一般

遵循的最优方案了。此混合物的 LCxLC 分离结果见图 3.5。

步骤 综合考虑 条件

选择 2D 分离条件 2D 速度与效率 2D 色谱柱：4.6 x 50 mm (1.8 µm) 
Agilent ZORBAX Plus Phenyl-Hexyl 
2F：4.0 mL/min 
ACN 在 0 到 20 s 内从 20% 梯度增加至 33%

选择接口样品环体积和取样时间 检测灵敏度与取样不足的影响 样品环体积：40 µL 
2t 循环：30 s

选择 1D 分离条件 分离速度与 1D 峰底宽 1D 色谱柱：2.1 x 150 mm (3.5 µm) 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 
1F：0.060 mL/min 
MeOH 在 0 到 37 min 内从 30% 梯度增加至 100%

HO
OH

OH

O O

O
OO

O O
O

O O

N

O

H

H



60

图 3.5 14 种紫衫烷类标准品（各 10 µg/mL）的 LCxLC 分离， 
UV 检测 (228 nm)，条件如表 3.1 所述

如我们在第 2.4 节“LCxLC 中峰容量的基本原理”中所讨论，在 LCxLC 
中，2D 分离的整体速度和效率对 LCxLC 系统的整体性能有很大影响。基

于这一部分的重要性，我们建议从选择 2D 色谱柱的尺寸和相应的操作条

件开始方法的开发进程。由于 2D 分离通常必须快速完成（尤其是对于在

线 LCxLC 而言），2D 色谱柱一般应该较短 (<5 cm) 和较细（2.1 mm ID，
由于多方面的技术原因，我们不建议使用 1 mm 或更细的色谱柱，请参

阅下文）。

表 3.2 和表 3.3 列出了色谱柱所能达到的最大流速（根据柱长和内径），色

谱柱采用 2.7 µm 核—壳填料，40 °C，最大操作压力为 500 或 1000 bar。
在讨论的本实验中，我们选择了 500 和 1000 bar 的压力限，在使用耐压

上限为 600 或 1200 bar 的泵进行测试时，可以有一些允许压力上浮的空

间。相应的色谱柱死时间 (t0) 与最大流速一起列在括号中。这两条因素

是决定选择使用色谱柱规格的最重要因素 — 在限定了合理的 tg/t0 的梯度

洗脱模式或者给定了预期 k 值范围的等度洗脱中，色谱柱死时间将最终

决定 2D 分离的整体速度。不同柱长与内径组合的色谱柱在这一条件下的

可操作性以不同颜色类别来标示。这里的主要考虑因素有：

第二维时间 [s]

50 10 15 20 25 30 35 40 45

5

10

15

20

第一维时间 [min]

3.1.4.1  
色谱柱考虑因素

3.1.4  
第二维配置的考虑因素
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•  流速不必很高，以免浪费过量溶剂 — 本文实验中我们选择 3 mL/min 
作为合理的上限值

•  流速不可太低，否则梯度冲洗时间（t冲洗）相比于梯度本身的时间会过

长（请参阅第 3.1.1 节）— 这里，我们选择 1 mL/min 作为合理的下限

值，这相当于对于一台 VD 为 50 µL 的系统来说，t冲洗为 6 秒

在表 3.2 和表 3.3 中，不能实现的条件组合用红色标记，最佳条件组合用

绿色标记，临界条件组合用黄色标记。表 3.2 和表 3.3 假定使用的填料粒

径为 2.7 µm（对其他类似条件的研究也有一定指导作用），如果我们将柱

内径固定在 2.1 mm，并考察不同柱长与粒径的组合时，柱长分别为 3、
5 和 7.5 cm，粒径分别为 1.8，2.7 和 3.5 µm，结果如表 3.4 和表 3.5 所
示。从这些列表中，我们得出了以下的重要结论。

•  即使 VD 值非常低，快速 2D 分离也不能使用 1.0 mm ID 的色谱柱，因

为可操作的流速太低，无法获得满足分析需求的 t冲洗值。虽然在较高

的温度和压力条件下此限制可以得到某种程度的改善，但即便如此，

还是不能使用小粒径的 1.0 mm ID 色谱柱

•  很明确，2.1 mm ID 的色谱柱是大多数条件下的最佳选择，大粒径长柱

和小粒径短柱都能够实现合理的流速

•  强烈建议使用小粒径（即，小于 2.7 µm）色谱柱，但需要用 UHPLC 泵
或高于 40 °C 的温度，色谱柱短于 3 cm，当然也可以把这些手段进行

任意的组合使用
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表 3.2 在最大压力 500 bar，柱温 40 °C，使用 2.7 µm 核-壳填料条件下可实现的最大流速* 
 （色谱柱死时间以秒计）。 
*  其他条件：流动相，20/80 乙腈/水；εe = 0.38，εi = 0.20，请参阅符号列表。无量纲的色

谱柱渗透性能是基于色谱柱孔隙率计算的，为 500

表 3.3 在最大压力 1000 bar，柱温 40 °C，使用 2.7 µm 核-壳填料条件下可实现的最大流速* 
 （色谱柱死时间以秒计）。 
*  其他条件：流动相，20/80 乙腈/水；εe = 0.38，εi = 0.20，请参阅符号列表。无量纲的色

谱柱渗透性能是基于色谱柱孔隙率计算的，为 500

表 3.4 在最大压力 500 bar，柱温 40 °C，使用 2.1 µm 柱内径条件下可实现的最大流速* 
 （色谱柱死时间以秒计）。 
*  其他条件：流动相，20/80 乙腈/水；εe = 0.38，εi = 0.20，请参阅符号列表。无量纲的色

谱柱渗透性能是基于色谱柱孔隙率计算的，为 500

流速 [mL/min]

色谱柱内径 [mm]

1.0 2.1 3.0 4.6

L [cm]

3.0 0.63 (1.1) 2.8 (1.1) 5.7 (1.1) 13 (1.1)

5.0 0.38 (3.2) 1.7 (3.2) 3.4 (3.2) 8.0 (3.2)

7.5 0.25 (7.1) 1.1 (7.1) 2.3 (7.1) 5.3 (7.1)

流速 [mL/min]

色谱柱内径 [mm]

1.0 2.1 3.0 4.6

L [cm]

3.0 1.3 (0.57) 5.5 (0.57) 11 (0.57) 27 (0.57)

5.0 0.75 (1.6) 3.3 (1.6) 6.8 (1.6) 16 (1.6)

7.5 0.50 (3.6) 2.2 (3.6) 4.5 (3.6) 11 (3.6)

流速 [mL/min]

粒径 [µm]

1.8 2.7 3.5

L [cm]

3.0 1.2 (2.6) 2.8 (1.1) 4.7 (0.68)

5.0 0.74 (7.1) 1.7 (3.2) 2.8 (1.9)

7.5 0.49 (16) 1.1 (7.1) 1.9 (4.2)
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表 3.5 在最大压力 1000 bar，柱温 40 °C，使用 2.1 µm 柱内径条件下可实现的最大流速* 
 （色谱柱死时间以秒计）。 
*  其他条件：流动相，20/80 乙腈/水；εe = 0.38，εi = 0.20，请参阅符号列表。无量纲的色

谱柱渗透性能是基于色谱柱孔隙率计算的，为 500

表 3.2、表 3.3、表 3.4 和表 3.5 中的信息对缩小粒径、柱内径和柱长不

同组合的选择范围非常有用。但是这一考虑只是针对分离整体速度的

方面，完全忽略了这些色谱柱的柱效（即，塔板数，N）和/或峰容量 
(nC)。正如我们在第 2.3.3 节“梯度洗脱的峰容量”中所讨论，估算梯度

洗脱条件下的峰容量需要结合样品组分的性质进行考虑，因此一般条件

下很难做到。除包括温度 (T) 和压力 (P) 的操作条件外，我们还可以先从

考察塔板数 (N) 受上述柱参数的影响程度开始。柱效 (N) 与主要操作变

量之间的关系包括：粒径 (dp)、洗脱液速度 (ue，也就是流速，F)、柱长 
(L)、柱温 (T)，柱上的压力 (P)。如果您有兴趣了解下列公式的推导及其

意义，请参见参考文献 23。这里我们将列出相关的最后公式供参考，并

对在 LCxLC 系统 2D 分离中这些关系的含义进行讨论。

为了有效地使用这些公式，我们从以下的问题开始：什么样的粒径、柱

长和洗脱液流速值能够在柱效 (N) 或峰容量 (nC) 方面为我的 2D 分离提供

最佳的性能？为了便于讨论，我们先进行一下合理假设：能够提供最大

塔板数 (N) 的色谱柱也能提供最大峰容量 (nC)；接着再进一步假设，我们

会将梯度时间与色谱柱死时间之比 (tg/tm) 保持在 10。例如，如果我们想

要在 2D 梯度时间 (tg) 为 30 秒的条件下选择最佳的 dp、L 和 ue (F) 值，可

立刻将色谱柱的死时间 (tm) 确定为 3 秒。确定 tm 之后，在特定操作温度 
(T) 和压力 (Pmax) 下，dp、L 和 ue (F) 的最佳值可以根据公式 3.2、公式 3.3 
和公式 3.4 获得，其中 Φ 是无单位的色谱柱渗透性（一般约为 500），

流速 [mL/min]

粒径 [µm]

1.8 2.7 3.5

L [cm]

3.0 2.5 (1.3) 5.5 (0.57) 9.3 (0.34)

5.0 1.5 (3.6) 3.3 (1.6) 5.6 (0.94)

7.5 1.0 (8.0) 2.2 (3.6) 3.7 (2.1)
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η 为洗脱速度，Dm 是被分析物在洗脱液中的扩散系数，B 和 C 是 Van 
Deemter 拟合系数，λ 是间隙 (εe) 与总柱孔隙 (εtot) 之比。

mdP = (λt0)1/4 D1/2ΦηB/C
1/4

Pmax
公式 3.2 最佳粒径的计算

mL = (λt0)3/4 D1/2Pmax
B/C

1/4

Φη
公式 3.3 最佳柱长的计算

ue = D1/2Pmax
B/C

1/4

Φη λt0

m

公式 3.4 最佳流动相填充速率（流速）的计算

本文中的这些关系式在计算 dp、L 和 ue (F) 值时非常有用，可针对相当于

目标梯度时间（以秒计）的色谱柱死时间提供最大的可能塔板数 (N)，我

们可以对不同操作温度和压力组合进行上述计算。要知道：我们不可能

用这些公式表征当今所有液相色谱填料技术中的可变参数，因此，我们

选择了描述填料（具体细节请见图中的说明）的常用参数，并指出填料

类型的不同（例如，全多孔相比表面多孔填料），将导致图中这些参数

的值发生改变。尽管如此，我们还是相信，从这些结果中观察到的趋势

是可靠的（真实的），可以作为方法开发选择的指南。图 3.6、图 3.7 和 
图 3.8 显示梯度时间的计算结果范围为 5-60 秒，温度/压力的各种组合为 
25/500、25/1000、100/500 和 100/1000 (°C/bar)。图 3.6 表明最佳的 
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粒径参数选择将随梯度时间的延长以及温度的升高而增大。图下方的

透明蓝色方框显示的粒径目前还未商品化，因此这些最佳条件在实验上

无法实现。同样，图 3.7 和图 3.8 分别显示了不同柱内径下的最佳柱长

和最佳流速的选择（T = 60 °C，ΔP = 500 bar，虚线，或 1000 bar，实

线），同时仍用蓝色框提示这些条件实验中无法实现（如 L)，或不理想 
 （如 F）。这些图有助于了解最佳参数随梯度时间的变化趋势。

图 3.6 在不同的操作条件组合下，最佳粒径的选择受梯度时间的影响程度。蓝色方框显示

的条件采用目前商品化的材料还无法在实验中实现。

假设：tg/t0 比值固定为 10；无单位的 Van Deemter 参数为 1.0、5.0 和 0.05；Dm (40 °C)，
1.0 x 10-5 cm2/s；εe，0.38；εi，0.30

dp [µm]

10 20 6030 40 500
0

tg [s]

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8

在高温下可使用尺寸更接近最佳值的颗粒

100/1000100/50025/100025/500
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图 3.7 在不同的操作条件组合下，最佳柱长的选择受梯度时间的影响程度。蓝色方框显示

的条件采用目前商品化的色谱柱还无法在实验中实现。

假设：tg/t0 比值固定为 10；无单位的 Van Deemter 参数为 1.0、5.0 和 0.05；Dm (40 °C)，
1.0 x 10-5 cm2/s；εe，0.38；εi，0.30

图 3.8 使用不同柱内径时最佳流速的选择受梯度时间的影响程度，假设柱温为 60 °C，最

大压力为 500 bar（虚线）或 1000 bar（实线）。蓝色方框显示的条件在实际操作中不适合 
使用。

假设：tg/t0 比值固定为 10；无单位的 Van Deemter 参数为 1.0、5.0 和 0.05；Dm (40 °C)，
1.0 x 10-5 cm2/s；εe，0.38；εi，0.30

L [cm]

10 20 6030 40 500
0

tg [s]

1

2

3

4

5

6

7

8
在高温下可使用尺寸更接近最佳值的颗粒

100/1000100/50025/100025/500

F [mL/min]

10 20 6030 40 500
0

tg [s]

1

2

3

4

5

4.6 mm3.0 mm2.1 mm1.0 mm
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但是，需要从不同的角度来有效地理解温度和压力对这些色谱条件参数

最佳组合的影响。表 3.6 和表 3.7 列出了梯度时间为 15 或 30 秒时，

dp、L 和 F 的最佳组合，假设梯度延迟体积为 50 µL，压力限为 500 或 
1000 bar。从这些结果中我们得到了下列一些重要的观察结论：

•  最明显的结论就是：最佳条件超出了目前商品化色谱系统和色谱柱的

极限。这意味着无论第二维如何配置，都一定会有某种程度上的性能

损失，损失的程度主要取决于色谱柱的规格选择

•  将柱温从 25 °C 升高到 100 °C，或将有效工作压力从 500 bar 提高到 
1000 bar，可以得到类似的性能提升，在这些条件下实际塔板数可以

增加约 50%

•  如果温度和压力都能够增加，与只改变其中一个参数相比，可再使实

际塔板数增加 50%

•  在中间压力和温度（例如，选择 60/500）下操作，得到的性能提升相

当于温度或压力其中一项进行极端改变时所得的结果

条件：温度 [°C] / 压力 [bar]

25/500 25/1000 100/500 100/1000 60/500

dp [µm] 0.8 0.7 1.2 1.0 1.0

L [cm] 0.9 1.1 2.1 2.5 1.4

色谱柱内径 [mm] 3.0 3.0 2.1 2.1 3.0

F [mL/min] 1.5 1.7 1.7 2.0 2.3

t冲洗  [s] 4.0 3.5 3.5 3.0 2.6

N 5500 7800 9000 12700 7100

表 3.6 梯度时间 15 秒时的最佳参数*，泵系统梯度延迟体积为 50 µL。 
*  其他条件：流动相，40/60 乙腈/水；εe = 0.38 εi = 0.20； 
无单位的色谱柱渗透性（根据所用的填充速度）为 500
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条件：温度 [°C]/压力 [bar]

25/500 25/1000 100/500 100/1000 60/500

dp [µm] 0.8 0.7 1.2 1.0 1.0

L [cm] 0.9 1.1 2.1 2.5 1.4

色谱柱内径 [mm] 3.0 3.0 2.1 2.1 3.0

F [mL/min] 1.5 1.7 1.7 2.0 2.3

t冲洗  [s] 4.0 3.5 3.5 3.0 2.6

N 5500 7800 9000 12700 7100

表 3.7 梯度时间 30 秒时的最佳参数*，泵系统梯度延迟体积为 50 µL。 
*  其他条件：流动相，40/60 乙腈/水；εe = 0.38 εi = 0.20； 
无单位的色谱柱渗透性（根据所用的填充速度）为 500

由于表 3.6 和表 3.7 中所列的任何 dp、L 和 F 组合在实际操作中都不可能

实现，所以我们在表 3.8 和表 3.9 中提出了针对每种温度和压力组合（2D 
梯度时间为 15 或 30 秒）的一套尽可能最佳的各性能指标折衷组合。这

些参数组合能够提供以目前已商品化的粒径和柱长条件可获得的最佳性

能，请注意我们在进行这些选择时尽量采用了合理的流速和梯度冲洗时

间。这种情况下不同条件（T/P 组合）之间的最终性能差异远比表 3.6 
和表 3.7 中列出的完全优化条件更具有吸引力。首先，与 25 °C/500 bar 
条件限制下相关的低塔板数主要由 3 cm 的最小柱长所造成，用 3 cm 色
谱柱获得较短色谱柱死时间（1.5 秒）的唯一办法是使用大粒径填料。

但是，在需要高洗脱速度实现高速分离的情况下，由于大粒径填料内外

的传质速度慢，色谱峰严重变宽，从而使所得塔板数极低。将柱温升高

到 100 °C，可以使塔板数增加 9 倍，而将操作压力提高到 1000 bar，柱

效可以提升 4 倍。压力升高得到的改善不如完全优化条件下明显，同样

是由于柱长的限制，色谱柱死时间要达到 1.5 秒，需要使用 2.7 µm 粒径

的填料。以上结果提示，将提高温度和压力的优点相结合，可以实现最
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显著的性能提升，可以使用 3 cm 柱长的亚 2 µm 色谱柱。如果不能实现

使用如此高的温度和压力，实际可选择 60 °C/500 bar。与 25/1000 的选

项相比，提供了具有相对最出色的性能。对表 3.8 和表 3.9 比较显示，梯

度时间 30 秒可以获得略高的最佳性能。

条件：温度 [°C]/压力 [bar]

25/500 25/1000 100/500 100/1000 60/500

dp [µm] 5.0 2.7 2.7 1.8 3.5

L [cm] 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

色谱柱内径 [mm] 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1

F [mL/min] 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4

压力 [bar] 260 900 340 760 320

t冲洗  [s] 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

N 320 1100 2800 5530 1100

相比最佳条件的 
性能损失百分比

94 86 69 56 85

表 3.8 梯度时间 15 秒时的最佳折衷参数*，泵系统梯度延迟体积为 50 µL，最短柱长 3 cm。 
*  其他条件：流动相，40/60 乙腈/水；εe = 0.38 εi = 0.20； 
无量纲的色谱柱渗透性能是基于色谱柱孔隙率计算的，为 500

条件：温度 [°C]/压力 [bar]

25/500 25/1000 100/500 100/1000 60/500

dp [µm] 2.7 1.8 1.8 1.8 3.5

L [cm] 3.0 3.0 3.0 5.0 5.0

色谱柱内径 [mm] 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1

F [mL/min] 1.2 1.2 1.2 2.0 2.0

压力 [bar] 450 1000 380 1050 450

t冲洗  [s] 5.0 5.0 5.0 3.0 3.0

N 1900 3900 7600 10200 2200

相比最佳条件的 
性能损失百分比

76 65 40 43 78

表 3.9 梯度时间 30 秒时的最佳折衷参数*，泵系统梯度延迟体积为 50 µL，最短柱长 3 cm。 
*  其他条件:流动相，40/60 乙腈/水；εe = 0.38 εi = 0.20； 
无量纲的色谱柱渗透性能是基于色谱柱孔隙率计算的，为 500
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我们多次强调了 2D 溶剂系统中获得小延迟体积的重要性，因为 VD 对 2D 
分离的效率，以及 LCxLC 系统的整体性能有很大影响。表 3.10 显示了实

际分离中，不同类型泵的梯度延迟体积对不同分析时间所得组分的分离

程度的影响。对于每种类型的泵（即，传统和现代的），我们都展示了

一般条件下第一维和第二维所得的结果。这些值都表明了一点，即，梯

度延迟体积超过 500 µL 时，要实现极快速梯度分离是绝对不现实的，延

迟体积小于 100 µL 则非常理想，尤其是在 LCxLC 系统的第二维中。

表 3.10 在典型的第一维和第二维分离条件下，梯度延迟时间对有效* 分析时间内所得分离

程度的影响。 
* 假设主要影响的是冲洗时间，即 2td

除了泵混合器系统的性能以外，配置第二维时主要考虑的其他因素包括

柱外（即，系统）扩散对 2D 峰宽和峰形的影响。假设大多数 2D 分离都

是以梯度洗脱模式进行，使峰变宽的柱前因素已最小化，柱后使峰变宽的

主要来源是连接色谱柱与检测器的管路、检测元件的体积（例如，UV 或 
DAD 检测器中的流通池，或 LC-MS 系统中的雾化室），以及检测器响应

时间。

快速梯度洗脱条件下获得的 LCxLC 系统第二维典型色谱图（30 mm x 
2.1 mm ID 色谱柱，填充 1.8 µm SB C18 颗粒，柱温 60 °C，流速 2 mL/min）
如图 3.9 中图 A 所示。在这些条件下，窄峰谱带的洗脱液体积（由 4σ 
峰宽计算）约为 10 µL，与峰谱带展宽相关的体积也应当在一个非常小的

范围内。这意味着为了避免观察到的峰宽明显增加，与峰展宽相关的柱

3.1.4.2  
仪器考虑因素

泵类型 梯度延迟体积  
(Vd, [µL])

流速 [mL] 梯度延迟时间 (td) 分析时间 适用于分离的分析组分

老式
1000 0.25 4 min 30 min 74 %

1000 3.0 20 s 60 s 33 %

现代
100 0.25 24 s 30 min 97 %

100 3.0 2 s 30 s 88 %
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后连接管路和检测器流通池的体积也必须很小。表 3.11 显示了在不同的

柱长和内径组合中，可将 2D 色谱柱连接到检测器的合理连接管路体积。

使用 0.003 英寸 (0.075 mm) 内径的管路比较有利，因为体积较小，对峰

谱带展宽的贡献也会相应较小。但是，其在第二维中的使用很受限制，

因为推动洗脱液经过管路产生的压力与流速的四次方（而不是平方）成正

比。至于流通池体积的影响，图 3.9 比较了使用标准  Agilent 1290 Infinity 
DAD 流通池和 Vσ = 600 nL 超低延迟体积流通池所得色谱图中的 2D 峰宽

和峰形。从这里我们可以看出，减少流通池体积对这些窄峰的峰宽（更

窄）和峰形（更对称）都有明显影响，而更大的管路体积对峰宽的影响

大于对峰形的影响。

图 3.9 在快速梯度洗脱条件下，使用两种不同 DAD 流通池所得 2D 色谱图的比较。色谱条

件：色谱柱，2.1 x 30 mm，SB C18，1.8 µm；温度 60 °C；梯度洗脱：12 秒内从 2% 增加

到 100 %；流速 2 mL/min.；柱后连接管路：25 cm x 0.005 英寸内径；进样 40 µL：硝基丙

烷 (1)，硝基戊烷 (2) 和邻苯二甲酸二丙酯 (3) 水溶液

[mAU]

3 6 159 120
0

时间 [s]

50
100
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300
350
400
450

A

[mAU]

3 6 159 120
0

时间 [s]

50
100
150
200
250
300
350
400
450

B

1

2

3

流通池
色谱柱

流通池
色谱柱

峰 σ 2 (s2) 对称性

1 0.018 0.67
2 0.010 0.67
3 0.011 0.66

峰 σ 2 (s2) 对称性

1 0.015 0.76
2 0.0080 0.81
3 0.0087 0.77

标准流通池 – Vσ = 1 µL 超低扩散流通池 – Vσ = 0.6 µL
 

峰宽减少约 20%
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内径 [英寸] / [mm]

长度 [cm] 0.003/0.075 0.005/0.12 0.007/0.17

5 0.2 0.6 1.2

10 0.5 1.3 2.5

20 0.9 2.5 5.0

30 1.4 3.8 7.4

表 3.11 不同柱长和内径连接管路的体积 [µL]

在许多方面，我们都把 LCxLC 系统中二维分离之间的接口看做是系统的

核心，因为这部分硬件的选择和性能直接影响着第一维和第二维分离的

很多方面，以及系统的总体性能。这里所指的接口包括如下部分：

•  具体的阀设计（文献中列出了多种选择）和操作模式；

•  用于收集 1D 洗脱液并将其转移到第二维所用的取样环。在下面的子章

节中，我们将依次讨论其中的每个环节，回顾这些因素如何影响 LCxLC 
系统性能

理论上，接口阀的功能很简单 — 其目的就是收集 1D 洗脱液，并将其转移

到 2D 柱上并对 1D 柱尚未分离的样品组分进行分离。但是在一次 LCXLC 分
析中，阀需要在高压条件下进行几十次或几百次快速精准的切换还是很

困难的。在 Erin 和 Frei 于 1978 年首次展示在线 LCXLC 分离之后，这种

挑战使得接口阀的设计不断改进和发展。图 3.10 中的 A 图显示了早期

研究中所用的 2 位/8 通阀的流路图。我们可以看出，其中一个样品环

将收集 1D 洗脱液（与冲洗入 2D 柱的流向相同），而另一个样品环则从

与其冲洗相反的流向进行收集。这样，一个样品环采用被称为“正进正

出”(FIFO) 的方式操作，而另一个样品环则以“正进反出”(FILO) 的方

式操作。Van der Horst 和 Schoenmakers39 曾经证明，这种操作的不对称

性可能导致峰形、峰宽和保留时间的差异，具体情况与两个样品环中填

装的 1D 馏分的特性有关。在他们的论文中，他们认为用 2 位/10 通阀 

3.1.5  
二维分离之间接口配置的 
考虑因素

3.1.5.1  
接口阀设计
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 （如图 3.11 所示）可以消除这些差异。两个样品环都可以从相同的方向

进行收集和冲洗。从这个意义上说，这种设计是对称的。但遗憾的是，

为使流路完整，他们采用了一个小的桥式连接器使每个样品环的流路

增加了小量体积，在其中一个流路中此连接器位于样品环之前，而另一

个流路中则位于样品环之后，从这个意义上来说，这种设计又是非对称

的。这也会导致 2D 的保留时间中出现很小但是很致命的可检测到的保留

时间偏移，这取决于样品流经了哪个流路。表 3.12 列出了典型 2D 流速

下的保留时间偏移和桥式连接管线的体积。我们可以看出，在 2 mL/min 
的实际 2D 流速下，可以预期的保留时间偏移大约为 40 ms，约为 LCxLC 
中典型快速 2D 色谱图中峰宽的 10%。图 3.12 中的图 A 和 C 显示，在 
2D 分离高度可重现时，此类保留时间的波动很容易观察到。在 LCxLC 阀
技术的最新进展中，安捷伦科技公司开发出一种称为双 2 位/4 通的完全

对称的阀设计（见图 3.13），可以让两个样品环在同一方向收集/冲洗，

无需使用在 2 位/10 通阀设计中会引发问题的桥式连接管线。使用该阀

两个样品环的 2D 分离一致性得到了显著提高，如图 3.13 中图 B 和 D 所
示。在复杂 LCxLC 色谱图中进行峰鉴别和归属时，2D 保留时间和峰形的

一致性非常有用。
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图 3.10 LCxLC 中所用 2 位/8 通阀两个位置的流路

2 

1 

3 

4 

5 

6 7 

8 

第一维色谱柱 第二维泵

第二维色谱柱

废液

定量环

定量环

2 

1 

3 

4 

5 

6 7 

8 

第一维色谱柱 第二维泵

第二维色谱柱

废液

定量环

定量环



75

图 3.11 LCxLC 所用 2 位/10 通阀的流路

流速 [mL/min] 桥体积 [µL] 保留时间偏移 [ms]

1 1.3 78

2 1.3 39

3 1.3 26

表 3.12 采用图 3.11 所示的阀设计时，不同流路体积引起的预期保留时间偏移

2 1 
3 

4 

5 

6 7 
8 

9 

10

第一维色谱柱

第二维泵 第二维色谱柱

废液

定量环

定量环
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图 3.12 两种不同阀设计的样品环之间 2D 保留时间一致性对比。采用图 3.11 所示阀设计所

得结果见图 A 和 C，采用图 3.13 所示阀设计所得结果见图 B 和 D

图 A 和 C：非对称的 2 位/10 通阀（见图 3.11）  
图 B 和 D：对称的双 2 位/4 通阀（见图 3.13）  
图 A 和 B 显示了 LCxLC 分离的等高线图，被测试化合物溶解于第一维流动相中持续直接注

入阀中，因此化合物在图中呈条状。图 C 和 D 为 3 次连续 2D 分离所得的叠加色谱图
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图 3.13 LCxLC 设计的双 2 位/4 通阀对称流路

用 1D 流速 (1F) 乘以取样时间 ts 计算所需要的贮存体积，从而可以确定需

要连接在图 3.3 所示的接口阀上的定量环的体积。

2Vinj.= ts × 1F
公式 3.5 计算需要的贮存体积

但是，与常规的 1D 色谱中的情况一样，在管线中流动相液流中心的线速

度是四周线速度的两倍，因此 1D 洗脱液填充到样品环中时，如果选择使

用公式 3.5 计算得到的准确样品环体积进行收集，将导致某种程度的样

品损失。为了消除此影响，通常选择的样品环体积要比用公式 3.5 计算

的体积高大约 30%，才能得到最精确的结果。当然，这并非绝对规律，

实际上在需要纯定性结果时，可以使样品环满溢。最后，应该注意，两

个样品环的体积不需要高度准确，但必须精确一致，以保持两个流路尽

可能相似。

开发 LCxLC 方法最困难的地方可能在于：在方法的各参数之间存在很多

相互影响关系，需要做一些折衷，其中有些非常重要，必须进行折衷考

虑。有一个特别重要的相互影响存在于 1D 流速 (1F) 和 2D 进样体积 (2Vinj.)
之间，我们将在第 3.1.5.1 节“接口阀设计”中讨论。这些参数的重要

性可以通过表 3.13 更好地了解，表中显示了所需的接口样品环体积与 1F 
和取样时间 (ts) 的函数关系。不同取样体积用不同颜色标记，由于在第

1

4 

5 

6
7

2 
3 

8 

第一维色谱柱

第二维泵

第二维色谱柱

废液

定量环

定量环

3.1.5.2  
样品环体积

3.1.5.3  
1D 流速和 2D 进样体积之间

的关系
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二维分离中要得到最佳性能必须用非常小体积的色谱柱（参见第 3.1.4 节 
 “第二维配置的考虑因素”），所以选择绿色标示出的采样体积会比较合

适。例如，填充全多孔填料的 30 mm x 2.1 mm ID 规格色谱柱，柱体积

仅为 60 µL 左右。绿色标示的体积 (< 15 µL) 进样到这样的小体积柱上，

如果适当注意 2D 洗脱液和所注入 1D 流出液的溶剂强度，将不会造成严

重的峰展宽等效应影响。对黄色标示的体积需要非常留意两维条件的组

合（例如，在一维分离中选择 IEX，而在另一维选择 RP，以便最大限度

地减少溶剂强度的影响，或用弱溶剂对 1D 流出液进行预稀释），否则 2D 
柱的性能将受到严重影响。标红色的体积几乎完全不可取，一方面是由

于溶剂强度问题，另一方面是由于所需的样品环将产生较大的额外延迟

体积，降低 2D 的分离速度。

取样时间 [s]
1F [mL/min] 10 20 30 60

0.025 4.2 8.3 13 25

0.05 8.3 17 25 50

0.1 17 33 50 100

0.2 33 67 100 200

0.5 83 167 250 500

1.0 167 333 500 1000

表 3.13 不同 1D 流速和取样时间组合条件下相关的进样体积 [µL]

从表面上看，表 3.13 中列出的体积似乎没有问题，因为我们可以为接口

简单地选择使用小体积的样品环。但如果要对 1D 分离全面取样，这么

小的体积必然伴随着极低的 1D 流速和/或非常短的取样时间。从表 3.14 
中可以看出这一挑战的严重性，表中列出了计算出的 1D 梯度延迟时间 
(1tD)，该时间为 1D 泵系统梯度延迟体积 (1VD) 和 1D 流速 (1F) 的函数。此

处可接受的 1td 值 (< 1 min) 用绿色标示。很明显，这是一种考虑到 2D 分
析总时间所做的设定，愿意增加 1D 分离开始时的延迟时间，可能更重要
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的牺牲是增加强溶剂从泵系统中冲洗（1t冲洗）结束时的重新平衡时间，

见图 3.2。黄色高亮标示的值代表临界值，是否采用这个临界值，很大

程度上取决于整个 LCxLC 分析时间。红色的值是不可取的，除非是在 
LCxLC 分析时间大约为几个小时的特殊情况下。

第一维梯度延迟时间 [µL]
1F [mL/min] 20 100 200 1000

0.025 0.8 4 8 40

0.05 0.4 2 4 20

0.1 0.2 1 2 10

0.2 0.1 0.5 1 5

0.5 0.04 0.2 0.4 2

1.0 0.02 0.1 0.2 1

表 3.14 不同 1D 流速和 1D 梯度延迟体积组合下的第一维梯度延迟时间 [s]

同样，表面上我们似乎只需简单地选择 1VD 为 20 到 100 µL 的液相色谱系

统并使用 0.5 到 1.0 mL/min 的 1F 流速进行操作即可，但通常并非如此简

单。首先，目前（从 2013 年开始）所用的大多数 HPLC 泵系统，1Vd 的
体积都 > 500 µL。只有最新一代的泵系统，我们才看到 1VD 体积降到了 
50 到 200 µL 的范围。第二，使用较大 1F 值时存在的主要问题是会导致

接口处样品环的取样体积过大，正如我们在本节上文中所讨论。所以，

在大多数情况下，选择 1F 和 ts 时需要慎重权衡。

LCxLC 方法开发中最具限制性的难点之一，是注入到 2D 柱中构成样品溶

剂的 1D 流出液与选择用于 2D 柱的洗脱液初始强度或性质之间存在的兼

容性问题。举个简单的例子，假设在 LCxLC 系统的二维分离中使用了两

个不同类型的 RP 柱（如常规 C18 固定相和极性嵌入固定相），这两根色

谱柱都是以梯度洗脱模式操作。那么在 LCxLC 分离中，为了洗脱 1D 柱上

强保留的化合物，1D 洗脱液中将含有大量有机溶剂。这通常会使得含有

高比例有机相（例如，50% 体积）的相对大体积溶剂（几十微升）被注

入小 2D 柱，而其梯度洗脱则是采用比注入样品弱得多（例如，有机溶剂

3.1.5.4  
进样到第二维的样品溶剂 
强度的影响
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体积为 10%）的溶剂组成开始。从而导致 2D 峰（至少是较早洗脱的那

些峰）严重变形，由于被分析物被样品溶剂（来自于 1D 流出液）而非 2D 
洗脱液进行洗脱，保留时间会缩短。这种问题引发了多种解决方案的研

究，下面讨论的方案都各有优劣。

•  使用通常比  1D 柱保留性更强（强得越多，效果越好）的  2D 柱  — 此方

法可使这个问题最小化，因为通常 1D 柱所用的洗脱液比较弱，而 2D 
柱所用的洗脱液会较强。总的来说这是个非常好的办法和不错的指导

原则40

•  使  2Vinj. 最小化，从而最大限度减少样品溶剂对  2D 分离的影响 — 该方

法通过减少进样的 1D 流出液体积（而 2D 柱上的体积是不变的）使问

题最小化。在某种情况下（例如，进样 1 µL 到 30 mm x 2.1 mm ID 色
谱柱），样品溶剂的组成将无关紧要。当检测器灵敏度不成问题时，

该方法非常有效。在 LCxLC 系统中要实现如此小的进样体积需要使

用内径非常小的 1D 柱（例如，0.5 mm ID，相对于 2.1 或 4.6 mm ID 
2D 柱），或对 1D 液流进行大比率分流（如 9:1），使其小部分进样到 
2D 柱上，或者两种方法都用。无论是在哪种情况下，检测器的灵敏度

都会受影响，因为当第一维使用非常小的色谱柱时，可以进样的样品

质量会相当小，如果采用分流，则样品中的绝大部分还没有到达第二

维就已经被损失掉了
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•  在接口中使用捕集柱41,42 — 该方法能够有效地将 1D 柱洗脱出的被分析

物从 1D 流出液中富集出来，然后以窄谱带将其进样到 2D 柱。从理论

上看，这种方法完全消除了溶剂强度问题，但其代价是成本的提高，

而且可能带来分析效果的损失。捕集效率与捕集柱的体积呈正相关，

捕集柱的体积与 2D 色谱柱本身进行比较时是不可忽略的，在 2D 梯度

延迟体积中增加一个额外的部分，对于快速的 2D 分离将产生较大影

响。捕集柱体积和填料的很小变化都会导致 2D 分离中保留时间和峰形

出现变化，这种影响也与所使用的捕集机理有关。虽然有许多研究团

队都证明了捕集的概念，但在这里我们尚未确定针对其性能的任何长

期而系统的研究用以证明这种方法在几百次的 LCxLC 实际分析中足够

稳定。这是一个在未来应引起更多重视的研究领域

图 3.14 显示了第二维进样溶液的溶剂强度对分析结果的影响。此实例的

被分析物是苯妥英（在实验条件下为中性），色谱柱为 2.1 x 30 mm C18 
柱。图 A 显示了小体积 (1 µL) 样品（含 35% 体积比的 ACN）注入小柱 
 （2.1 x 30 mm）时的典型峰形和峰宽，所模拟的 LCxLC 分离条件为 35% 
ACN：65 % 稀磷酸水溶液，1.0 mL/min。由于进样体积比柱体积小得

多，即使样品溶液和洗脱液的溶剂强度相同，也仍旧可以获得良好的色

谱表现。图 B 显示了进样溶液的溶剂强度略高 (45% ACN) 于大体积样品

时，柱效受到了严重的影响，这比实际 LCxLC 实验中所常用的实际进样

体积 (20 µL) 更有代表性。此时，2D 分离将被完全破坏。图 C 显示了即

使用大进样体积，只要样品中 ACN 的体积百分比至少比 2D 洗脱液的组

成比例低 10%，2D 柱还是可以保持卓越的性能。显然，要为其他分离模

式（例如，HILIC）开发出类似的指导原则和梯度洗脱条件，还需要做更

多的工作。
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图 3.14 注入 2D 柱的样品溶剂强度对 2D 分离质量的影响示例。所有色谱图均使用传统 1D 仪
器和一根 2.1 x 30 mm 核-壳 C18 柱获得，流动相为 35/65 ACN/磷酸溶液，流速 1.0 mL/min

图 A 显示，进样 1 µL 苯妥英样品（溶于 35/65 ACN/磷酸溶液中）时，得到了出色的峰形

图 B 显示了进样 20 µL 含 45% ACN 上样溶液对样品分析结果的破坏性影响，这是 LCxLC 
实验中很可能遇到的情况

图 C 显示了即使进样体积大到 75 µL，只要样品中所含的有机溶剂比 2D 洗脱液中的少至少 
10 %，仍可以得到卓越的峰形
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第一维仪器组件（如泵、检测器）的某些要求与第二维类似，而其他的

则完全不同。主要的区别来源于在线 LCxLC 分离中 1D 分离总是比 2D 分
离有更多的时间。表 3.15 对一般要求以及典型参数组进行了对比，但要

知道不同 LCxLC 方法之间存在相当多的区别。

表 3.15 LCxLC 系统中相关的第一维和第二维典型仪器参数比较

在系统设置或方法开发过程中，我们强烈建议 1D 柱后使用某种类型的

检测器，如图 3.3 所示。虽然该检测器的信号最终不用于定性或定量，

但我们在实践中发现，这种 1D 检测器实时反映了 1D 泵系统和色谱柱的性

能，这是非常重要的。但一定要注意，确保通过第一个检测器的流路（例

如，UV 检测器流通池和连接管路）不会使 1D 的峰宽增加太多。正如在

第 3.1.6 节“第一维配置的考虑因素”中所讨论，我们建议在第一维中使

用窄径柱（例如，1.0 或 2.1 mm 内径柱），以最大限度地减少 1D 流出液

中注入第二维的样品体积。这种小柱，尤其是如果其分离效果非常好的

话，得到的峰体积通常会非常小，甚至小于某些 UV 检测器所用的大体积

流通池的体积，这会造成严重的峰展宽，为了避免这种情况的发生，应

该使用较小体积的流通池。

3.1.6  
第一维配置的考虑因素

第一维 第二维

一般要求 典型数值 一般要求 典型数值

色谱柱规格 更长，内径与第二维一致或更小 2.1 × 150 mm 更短，内径与第一维一致或更大 2.1 × 30 mm

泵梯度延迟体积 最好小于 200 µL 100 µL 必须小于 200 µL 100 µL

泵流速范围 低流速对于最小化取样体积非常

重要

20 至 200 µL/min 提高流速限值可提供更大的操作

灵活性

1 至 3 mL/min

泵承压能力 高耐压不是首要考虑因素，因为

色谱柱最好能够在其最佳流速下

操作

< 600 bar 提高压力限值可提供更大的操作

灵活性

< 1200 bar

系统扩散性 最好采用小体积 在体积和时间上均要求尽可能小

柱温 高温条件下更适合使用有机相含

量低的洗脱液，但温度不能太高

以免分析物在长时间的分析过程

中发生降解

30 至 50 °C 较高的温度可以使用更高的洗脱

液速度和流速，从而提高了 2D 分
离的通量

40 至 100 °C

3.1.7.1  
第一维检测器

3.1.7  
检测方面的考虑因素
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比起由于极小的峰洗脱体积在检测器中导致的扩散会影响 1D 的峰宽，
2D 的峰展宽可能会更明显，因为它们不仅只有非常小的峰洗脱体积（大

约几十微升），它们的峰持续时间也非常小（半峰宽可能低于 200 ms），
这意味着 2D 检测器必须达到最小 40 Hz 的采样速率（每秒 40 个数据

点），如果能高于 80 Hz 最好。这对现代 UV 吸光度检测器而言并非难

题，但对于某些类型的 MS 检测器可能是个大问题。2D 色谱峰的小体积

意味着也必须慎重考虑检测元件（如，UV 检测器中的流通池）的体积，

确保其体积与色谱峰洗脱体积相比，也较小。

除了要考虑上述检测频率和检测元件体积以外，如果使用 MS 检测，2D 流
动相的流速也是个重要问题。在第 3.1.4 节“第二维配置的考虑因素”

中，我们探讨了 LCxLC 系统中 2D 分离的效率与 2D 色谱柱内径、流速，

以及泵系统的梯度延迟体积之间的复杂相互关系。为了便于讨论，我们

假设，能够完全进入到配置有电喷雾离子源质谱仪 (ESI-MS) 中的流速上

限是 0.25 mL/min。从第 3.1.4 节“第二维配置的考虑因素”中，我们了

解到优化 LCxLC 峰容量的 2D 流速最好超过 1 mL/min。如果在第二维中

使用 2.1 mm 内径的色谱柱，需要与 MS 接口兼容的高流速，液流的一部

分必须分流，在 MS 入口前转入废液，或者选择更窄的 2D 柱，更低的 2D 
流速，牺牲某些 LCxLC 分离性能，或者两种办法都用。

3.1.7.2  
第二维检测器

3.1.7.3  
MS 检测的特殊考虑因素
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虽然本手册的重点是 LCxLC，但中心切割 2D-LC（用 LC-LC 表示）也是本

文可提及的非常强大的技术。与 LCxLC 相比，LC-LC 中只有一部分 1D 流
出液被从特定的 1D 峰中捕获，并转移到第二维中进一步分离。因此，

LC-LC 是目标性更强的 2D-LC 方法，尤其是需要得到 1D 色谱图中少量峰

的极高分离度信息时非常有用。图 3.15 显示了可以用于进行 LC-LC 分离

的双 2 位/4 通阀配置。

图 3.15 进行 LC-LC 分离所需要的双 2 位/4 通阀配置

在下列 LC-LC 分离的实例中，先采用 1D 分离将活性药物成分 (API) 与
几个杂质进行分离，见图 3.15。然后，将 20.75 到 21.00 分钟之间共 
15 秒 1D 馏分捕获到如图 3.15 所示阀上固定的 80 µL 定量环中，并立刻

进样到第二根色谱柱中进一步分离。 

3.2  
中心切割 2D-LC 方法
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图 3.16 显示，在第一维中与 API 共洗脱的另一个杂质 (G)，很容易地被 
2D 条件分离分开了。本实例中所用的色谱条件见表 3.16。

表 3.16 通过 LC-LC 从药物 API 中分离杂质所用的色谱条件。源自安捷伦应用简报  
5991-0834EN

图 3.16 在常规 1D 分离中 API 和几个杂质的分离状况。源自安捷伦应用简报 5991-0834EN

参数 第一维 第二维

色谱柱
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18， 
2.1 x 150 mm，1.8 µm 

Agilent ZORBAX Eclipse Plus Phenyl-Hexyl，
3.0 x 50 mm，1.8 µm 

流动相 乙腈，0.1% 甲酸的水溶液 甲醇，0.1% 甲酸的水溶液

流速 0.2 mL/min 3.0 mL/min

温度 25 °C 60 °C

转移体积 80 µL 80 µL
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图 3.17 图 A 显示了 1D 色谱图中 API 主峰的全视图，取样窗口从 20.75 到 21.00 分钟。图 B  
显示了对 1D 分离中与 API 共洗脱杂质 (G) 进行的 2D 分离。源自安捷伦应用简报 5991-0834EN
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除了上面讨论的仪器参数方面的主要考虑外，开发 LCxLC 方法的过程还

必须从选择分离模式（即，分离机制）和每个分离维度的特定固定相化

学性质开始。在一定程度上，色谱柱规格和其他仪器参数的选择取决于

所选择的分离模式和色谱柱，所以要根据下列因素对这些决定进行略微

修正。

Giddings 很早就在 LCxLC 的方法开发中指出44：分离模式有大量可能的

组合，导致固定相化学性质会有更多的组合可能。但在我们看来，绝大

多数可能的模式组合会由于一些原因，在多数情况下远非理想组合，从

而很幸运地简化了方法过程中的过多开发。在表 4.1 中，通过将各种重

要的操作特性指定分数，我们可以尝试对一些感兴趣的模式组合进行打

分。对该比较的深入讨论可以参考综述文章40。尽管很难找到具有足够

正交性以帮助提升 LCxLC 分离效果的 RPLC 柱组合，除了这一个重要特性

之外，特定的 RPXRP 组合在其他方面显然具有非常大的吸引力。基于这

个原因，在我们的实验工作和本节及以后的讨论中，我们把这种组合模

式作为重点。毫无疑问的是，表 4.1 中一些其他的模式组合在解决特殊

分离问题上将非常有效，这可能完全改变评分方案，使得 RPxRP 组合不

再具有明显的胜出优势。但我们相信，RPxRP 组合将可能与大量 LCxLC 
方法应用的其他组合一样好，或者更好。我们认为，RPxRP 组合有巨大

的应用潜力，比如其在二维分离中使用不同 pH 的缓冲液条件，从而能使

可离子化分析物的电离状态发生显著的变化。尽管针对这类理论已经有

了一些简单的研究32，但对此能做的工作还有很多。在今后的十年中，

我们预期，随着针对 RPxRP 相对于其他模式组合限制性进行更多的基础

研究，我们对其他模式组合的看法将发生改变。

LCxLC 中的方法开发4

4.1  
分离模式的可能组合
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表 4.1 LCxLC 不同模式组合的比较40。每种类型实例的参考文献列于该栏标题中。缩写： 
IEC — 离子交换；RP — 反相；SEC — 尺寸排阻；NP — 正相；HILIC — 亲水相互作用； 
AC — 亲和色谱；LCCC — 临界点色谱

我们在这里说明，RPxPR 组合尤其具有吸引力，很可能是唯一可行的模

式组合，我们将讨论图 4.1 所列的溶质组性质。这是一组吲哚的醋酸衍

生物，其中某些不带电荷，某些在特定 pH 范围内带正电荷，某些带负

电荷，而某些甚至可能是两性化合物。这些化合物称为植物生长激素，

参与植物生长和发育的许多环节。一个样品中所含被分析物的化学性质

差异巨大排除了离子交换与 RPLC 组合的可能性。同样，所有这些化合

物都在相同的分子量范围内，这也排除了尺寸排阻与 RPLC 组合的可能

性。这些被分析物中的大多数在 NPLC 常用的低极性溶剂中溶解度很低

或几乎不溶解。这些因素让我们认真地考虑了在 LCxLC 分离的两个维度

中都使用 RPLC。

模式
IECxRP 
[45]

SECxRP 
[46]

NPxRP 
[47]

RPxRP 
[2]

HILICxRP 
[48]

HILICxHILIC  
[43]

ACxRP 
[49]

SECxNP 
[50]

SECxIEC 
[7]

LCCCxRP 
[51]

正交性 ++ ++ ++ + + - ++ + + ++

峰容量 + + + ++ + + - - -- +

峰容量/时间 - -- + ++ + + - -- -- +

溶剂兼容性 + + -- ++ + ++ + + + -

适用性 + + - ++ + - + - - -

分值 4 3 1 9 5 2 2 -2 -3 2
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图 4.1 植物中发现的与吲哚-3-醋酸相关的 26 种代谢物结构
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过去二十多年来，许多团队都曾致力于建立 RPLC 保留机制的数学模 
型52,53。其中最全面的工作是由 Snyder 和 Dolan，及其合作者们完成的研

究54，他们建立了一个根据色谱选择性把反相柱按不同性质分类的极为有

用的系统。此系统基于所谓的选择性的“疏水减法模型”(Hydrophobic 
Subtraction Model)，后文中将简称为 HSM。在这里，该系统可以帮助我

们了解哪些反相柱可以配对成 1D 和 2D 柱，用于提高获得大比率 2D 分离

间距（由 fcov 值表示）的可能性。这里，如何开发出色谱柱分类系统的

细节并不重要（详见参考文献 55）。重点是不同的 RPLC 固定相和被分

析物之间的相互作用可以用如下五个性质进行描述：包括被分析物的疏

水性 (η’ )、空间位阻 (σ’ )、氢键的碱性 (β’ )、氢键的酸性 (α’ ) 和离子交换

特性 (κ’ )。固定相的疏水性  (H) 是控制保留性和选择性的主要因素。其

他因素的图解如图 4.2 所示。用这 5 个因子足以精确地解释较常见固定

相（如，烷基键合硅胶）的选择性，但对于要准确描述苯基、氟代 - 和
某些极性嵌入固定相选择性的系统，还需要增加两个额外的因子，即，

其与 π 电子相互作用的能力，及其受偶极相互作用影响的程度。

4.2  
选择 RPxRP 中的固定相
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图 4.2 分析物和由 HSM 量化的 RP 固定相之间不同物理化学相互作用的图示。 
摘自参考文献 55

Snyder 等给出了探针溶质相对于乙苯的保留因子 (α) 比值，见公式 4.1。

ln(α)  = ln  
k溶质

k乙苯
   = Hη'– S*σ' + Aα' + Bβ' + Cκ'

公式 4.1 保留因子比值

其中 H、S*、A、B 和 C 都是与图 4.2 所述被分析物特性相关的固定相特

征补偿系数。大写的拉丁字母代表固定相特性，对于极常见的基于 B 型
硅胶的普通 C18 色谱柱来讲，除了 H 项的值是接近 1 的以外，其他项的

值都是接近于 0 的。与典型 C18 填料不同的固定相，其 H 因子可能大

于或小于 1，取决于其疏水性相比于一般  C18 是更大还是更小。其他因
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子可正可负，取决于其相对于原型 C18 固定相是增加还是降低了溶质的

保留性（见表 4.2）。举例说明，在特定 pH 条件下，一种固定相获得了

大于标准  C18 固定相的负电荷。该固定相将具有正 C 因子，因而相对于

标准的  C18 固定相，它对阳离子的保留性将增强。Snyder-Dolan 分类系

统的最强大之处也许在于其测量了 640 多种不同 RPLC 柱的特性，并可

从互联网上免费查阅，请访问 www.hplccolumns.org，从 2014 年 11 月 
1 日开放访问56,57。

表 4.2 色谱柱选择性参数随色谱柱性质和柱类型变化的平均值（摘自参考文献 54）

平均柱参数

色谱柱性质或类型 H S* A B C (pH 2.8)

B 型硅胶 C18（封端） 1.00 0.01 -0.07 -0.01 0.05

色谱柱性质的改变引起的 B 型硅胶 C18 柱参数变化

1 C3 至 C18 0.40 0.09 0.27 0.02 0.18

2 不封端到封端 0.02 0.03 -0.38 0.02 -0.22

3 6 至 30 nm 孔隙 -0.20 -0-05 -0-16 0.09 0.14

4 0.9 至 2.9 µmol/m2 0.37 0.10 0.19 -0.07 0.16

每种色谱柱类型的柱参数平均值

5 B 型硅胶 C18 1.00 0.01 -0.07 -0.01 0.05

6 B 型硅胶 C8 0.83 0.00 -0.11 0.02 -0.02

7 A 型硅胶 C18 0.84 -0.06 0.12 0.05 0.78

8 EPG 0.68 0.00 -0.54 -0.17 -0.65

9 极性基团封端 0.94 -0.02 -0.01 0.01 -0.14

10 聚合型烷基硅胶（A 型） 0.94 0.04 0.42 -0.02 0.69

11 氰丙基 0.41 -0.11 -0.58 -0.01 0.07

12 苯基丙基 0.60 -0.16 -0.23 0.02 0.07

13 键合氧化锆 1.03 -0.01 -0.43 0.05 2.08

14 氟烷基 0.70 -0.03 0.10 0.04 1.03
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使用 HSM 的另一个重要因素是由于它将固定相性质进行了与流动相中

有机相所占比例相独立的初始评估。固定相受流动相性质的影响程度不

是那么简单，因为我们知道固定相会吸收一定量的有机改性剂。非常重

要的是要注意，C 项受流动相 pH 的影响极大。C 项的测量可以在 pH 2.8 
和 7.0 条件下进行。还应该注意到，网站上报告的值都是使用 50:50 乙
腈/水混合液（含 60 mM 磷酸盐缓冲液）在这两个 pH 条件下测定的。

可以对两种反相固定相的总选择性指标、色谱柱选择性因子 (Fs) 进行比

较，如公式 4.2 所示。

公式 4.2 色谱柱选择性因子

为了使用 Fs 准确预测一组典型被分析物在选择性上的相似性，我们必须

给每项增加一个代表性的权重因子，见公式 4.3。

公式 4.3 包含权重因子的色谱柱选择性因子

但是，这些权重因子必须谨慎使用。例如，如果给定样品中含不带电荷

的分析物，那么 C 项的权重因子就应设置为零，而 Fs 指标都要相应改

变。如果两个固定相的 Fs 值小于 3，则两个固定相之间的平均选择性差

异将小于大约 0.03。反之，如果 Fs 大于 50，则可以认为这两种固定相

差异非常大，可能对 2D-LC 对有用。必须记住，溶质组的化学性质和固

定相的特性都将决定二维分析中组分覆盖率有多高。因此，虽然某固定

相可能对某一混合物相当适合，但针对另一种混合物则可能完全不能提

供高覆盖率。上述提及的网站56,57 均提供了根据与特定目标色谱柱的相

似或不同，在整个色谱柱数据库中进行筛选的能力。

4.2.1  
使用 HSM 判断 LCxLC 中的 
固定相适用性 Fs = [(H1 – H2)2 + (S*1 – S2)2 + (A1 – A2)2 + (B1 – B2)2 + (C1 – C2)2 ]1/2

Fs = [(12.5  (H1 – H2))2 + (100  (S*1 – S2))2 + (30  (A1 – A2))2 + (143  (B1 – B2))2 + (83  (C1 – C2))2 ]1/2
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目前已经有基于大量固定相品种的可视化 HSM 数据表：将 S*，A、B 和 
C 参数对 H 进行归一化处理，从而在不损失任何信息的情况下将原有的

五个属性减少为四个。因此，原则上我们可以将所有信息显示为一组 4 
个 3 参数（三角）图形（S-C-A、S-C-B、S-A-B 和 C-A-B）。这些图形

如图 4.3 所示。原来固定相的 A 相通常不是很重要，因为只有相对很少

的被分析物（例如，酰胺类）是具有很强形成氢键倾向的碱性结构。

所以，在图 4.4 中，我们展示了一个优化过的 S-C-B 三角形，其中的数

据分布更靠近中心，并且在图中表示出了三种选定的固定相种类。这几

种选定的固定相将根据其在三角坐标中的关系，计算出其相对于 Agilent 
Zorbax SB C18 色谱柱的 Fs 值。使用 Snyder-Dolan 探针化合物在这些色

谱柱上进行测试，结果色谱图清晰的显示了这些固定相之间的相似性和

差异性（见图 4.5）。

4.2.2  
使不同固定相之间的差异图

像化的固定相选择性三角形
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图 4.3 366 种反相柱的选择性分类 — a) S-B-C；b) S-A-C；c) A-B-C；d) S-A-B 三角形。摘

自参考文献 58。这些曲线中的每一点都代表着一种固定相，其中，在三角形选择性空间中

的特定点位置由三个因子对特定固定相选择性的相对贡献决定（例如，S、B、C — 见文中

对这三个因子的解释）。紫色点表示一般  C18 类固定相的位置
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图 4.4 使用 S-B-C 三角形，通过参考文献 58 中所述的第二种方法计算所得权重因子获得的 
648 种反相柱的选择性分类，可在有效选择性空间内进行一定的扩展调整，实现更好的可

视性。重点标出了三个特定的固定相的坐标，以及其他两个固定相与 Agilent ZORBAX SB-
C18 相比计算的 Fs 值

图 4.5 采用三种不同的色谱柱（其中两种非常相似）通过分离用于 Snyder-Dolan HSM 测试 
16 种探针化合物并进行比较。 
化合物：1) N,N-二甲基乙酰胺，2) N,N-二乙基乙酰胺，3) 去甲替林，4) 阿米替林， 
5) 对硝基酚，6) 苯妥英，7) 乙酰苯，8) 氰苯，9) 5-苯基戊醇，10) 苯甲醚， 
11) n-丁基苯甲酸，12) 甲苯，13) 顺式查尔酮，14) 乙苯，15) 反式查尔酮，16) 甲灭酸。 
色谱条件：50/50 ACN/60 mM 磷酸盐缓冲液，pH 2.8；35 °C

0.1

0.8
0.9

0.7

0.6
0.5

0.1
0.2

0.3
0.4

0 1

1 0
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 10

0.3

0.4
0.5

0.6

0.9
0.8

0.7

0.2
0.1

cB

cS

cC

ZORBAX SB-C18
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (FS-13)
ZORBAX Bonus RP (FS-266)

3 6 9 12 150
0

时间 [min]

50
100
150

3,4,1

1

1 23

2 3,4,5,6

4,5,6
7,89,10 11

7,8
9 10 11 12

12

13

1314

14,16,15

15,16

2
6 7 8

5 10 912 14,13 15 11 16

ZORBAX Bonus RP (FS-266)

ZORBAX SB-C18

ZORBAX Eclipse XDB-C18 (FS-13)

200
250
300
350
400
450
500



98

表 4.3 列出了 2D-LC 针对不同类型样品的应用，以及分离模式和所用的

固定相。这并不是最全面的信息，但它概括了已成功用于 LCxLC 的各种

分离模式和固定相。

表 4.3 代表性的 LCxLC 最近应用以及所用的分离模式

在第 2.4 节“LCxLC 中峰容量的基本原理”中，我们指出了尽可能多的利

用 2D 分离空间在最大化乘积法则（描述 LCxLC 分离的峰容量增加）效

果方面的巨大潜力。从图 4.760 中的色谱图上可以看出，尽管在 LCXLC 系
统的二维分析中分别使用了具有高度选择性差异的固定相，2D 分离空间

还有相当一部分没有被峰占用（这里用两个标记 A 和 B 的三角形表示）。

在此工作中，作者在 LCxLC 系统的第二维采用了称为全梯度的方法，获得

了中药样品分离的色谱图。不同 LCxLC 洗脱模式的比较见图 4.6。用于在

空间上扩展沿对角线分布的色谱峰以利用更多 2D 分离空间的所谓从动梯

度模式（图 4.6 中图 D）最初由 Bedani 等 64 首次报导，Li 和 Schmitz 对其

做了进一步完善。图 4.8 清楚地显示，使用设计得当的从动梯度可以非常

有效地将色谱峰扩展到之前无峰的 A 区域。进一步推测，通过控制梯度

还可以将峰进一步扩展到 B 区域。

4.2.3  
使用不同分离模式的典型性

应用

模式/固定相

应用 第一维 第二维 参考文献

小分子药物 RP/C18（低 pH） RP/C18 (pH 8.6) 59

表面活性剂 HILIC/Zic-HILIC RP/C8-Aqua 48

中药 RP/CN RP/C18（低 pH） 60

脂类 银离子 RP/C18 49

类胡萝卜素 NP/未涂渍硅胶 RP/C18 61

多肽 RP/C18 (pH 1.8) RP/C18 (pH 10) 62

多肽 IEX/磷酸盐改性的氧化锆 RP/C18（低 pH） 45

聚甲基丙烯酸甲酯 RP/C18 SEC/C18（临界点色谱） 63

4.3  
通过利用分离空间或从动梯

度优化性能



99

图 4.6 在 LCxLC 分离的第一维和第二维中使用的不同类型梯度曲线。摘自参考文献 60

图 4.7 第二维中使用全梯度，对中药 (TCM) 提取物的 LCxLC 分离。 
A 和 B 标记的大部分区域中都没有色谱峰
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图 4.8 与图 4.7 中相同的 TCM 提取物的 LCxLC 分离，但在第二维中使用的是从动梯度。 
现在图 4.7 中的 A 区域已有很多谱峰。虽然 B 区域还没有被完全占据，但可以推测， 
进一步调节从动梯度曲线也可以实现色谱峰向 B 区域扩展

这里需要注意的一点是，使用从动梯度方案时要避免色谱峰的误识别。

因为相邻的 2D 分离梯度稍加变化时，相邻 2D 色谱图中同一化合物的洗

脱也会沿 2D 坐标轴出现保留时间的轻度偏差。在处理色谱图时，要特别

注意这些潜在可能产生的位移，避免将这两个峰归属为不同的化合物。

在运行 2D-LC 方法时，由于对于传统的 1D 分离而言，2D 分离更加复

杂，所以我们会很自然的考虑到运行成本的问题。在这里我们会将这

些考虑因素分为两个方面进行讨论。首先，在选择操作参数时，应考虑

方法的稳定性和操作成本。在第 2.4 节“LCxLC 中峰容量的基本原理”

中关于 2D 方法优化的讨论是高度理论性的，应作为指导性原理，但不

是绝对原则。例如，图 2.22 显示，在特定情况下使用 10 秒的取样时

间 (sampling time) 可以得到 3500 的 2D 峰容量，但如果取样时间增加至 
30 秒，则 2D 峰容量将降至 2500。从峰容量的角度来看，30 秒不是最

佳时间，但从方法稳定性的角度来看，取样时间 30 秒可能更好，因为

这样 2D 柱的进样频率不会太高（与 10 秒取样时间相比，只有 30% 的
进样和阀切换率）。同样，在第 3.1.4 节“第二维配置的考虑因素”中关
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于 LCxLC 第二维操作参数的大部分讨论也是集中在以峰容量为量度的方

法性能上。在某种情况下，考虑其他性能指标（例如流动相的消耗）也

非常重要，在这种情况下，可能首选的是峰容量较低但溶剂消耗较少的 
方法。

这里要考虑的第二点是，虽然因需要一些额外的部件导致 2D 仪器的前期

投入通常比较昂贵，但开发出有效的 2D 方法即可弥补前期成本，它相比

于常规的类似方法能够更节省。例如，如果一个 2D 方法可以取代多个 
1D 方法用以分离不同的关键化合物对（例如，在一次分析中完成非手性/ 
手性分离，而非一次非手性分离再加一次手性分离），或者如果可以采

用性能更好的 2D 分离取代高成本的质谱检测，那么从长远来看，该 2D 
方法将更加经济。

LCXLC 系统的配置具有很大的灵活性，这些配置的选择是和样品性质高

度相关的，因此很难形概括出第 3 章“2D-LC 的实际操作”和第 4 章
“LCxLC 中的方法开发”中更多的系统化的方法开发相关的指导原则。

所以，我们觉得最有效的方法是以真实的方法开发过程为实例来阐述一

些 LCXLC 方法开发过程进行必要参数选择的思路。

在进行药物活性成分 (API) 的稳定性研究时，通常会在加热、pH、光照

等极端条件下使之发生强制降解。有时这些研究产生的样品非常复杂，

需要用 LCxLC 进行分离。下文列出了分离 UV 光照后低分子量 API 降解

产物时开发的条件。

正如我们在第 4.1 节“分离模式的可能组合”中所讨论，两种 RP 固定相

结合非常有吸引力，因为第一维和第二维使用的洗脱液具备固有的兼容

性，同时这些固定相还具有多种选择性组合。在第 4.2.2 节“使不同固定

相之间的差异图像化的固定相选择性三角形”中，我们讨论了使用选择

性三角形指导互补 RP 固定相的选择，结果表明 Agilent ZORBAX SB C18 和 
Agilent ZORBAX Bonus-RP 固定相组合，在 RPxRP 分离中具有潜在的强大

能力，在本应用中我们使用了这一组合。

4.5  
方法开发案例研究

4.5.1  
案例研究 1 — 光敏活性药 
物成分降解产物的分离 

4.5.1.1  
第 1 步 — 选择分离模式和 
固定相
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在第 3.1.6 节“第一维配置的考虑因素”和第 3.1.4 节“第二维配置的考

虑因素”中，我们讨论了选择第一维和第二维所用色谱柱尺寸时的考虑因

素。利用这些指导原则，并设定目标分析时间约为 15 分钟，我们选择了

下列色谱柱尺寸和初始洗脱条件，确保能在给定时间内从色谱柱上洗脱所

有样品组分。

第一维

•  Agilent ZORBAX Bonus-RP，2.1 x 100 mm，3.5 µm

•  35-70-95-95-35-35 %B，分别对应 0-22-24-26-26.01-30 分钟，A 溶剂

为 10 mM 高氯酸水溶液，B 溶剂为乙腈

•  流速：0.080 mL/min

• 柱温：40 °C

第二维

•  Agilent Poroshell 120 SB-C18，2.1 x 30 mm，2.7 µm

•  0-0.20-0.21-0.25 分钟内使用从动梯度模式改变 %B，溶剂 A 为 10 mM 
高氯酸，溶剂 B 为乙腈

•  流速：3.0 mL/min

•  柱温：60 °C

在第 3.1.5 节“二维分离之间接口配置的考虑因素”中，我们讨论了在选

择取样时间和 2D 进样体积时要考虑的一些因素。在这个例子中，我们为

两维之间的接口配置了 20 µL 的样品环，将取样时间设置为 15 秒。此参

数组合与进入样品环的 0.080 mL/min 流速相匹配，从而确保每 15 秒即

可用 20 µL 的 1D 流出液完全充满样品环。

4.5.1.2  
第 2 步 — 选择色谱柱尺寸 
和洗脱条件

4.5.1.3  
第 3 步 — 配置接口
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用图 4.9 所示的从动梯度法调整 2D 洗脱条件，最大限度地利用分离空

间。所得 RPxRP 色谱图如图 4.10 所示。我们看到，在第一维分离中部

分或完全重叠的几个峰，通过 2D 分离很轻松地实现了分离。通过最少

的方法开发步骤，我们很快获得了关于此样品的更多信息。

图 4.9 在第二维中采用从动梯度曲线，最大限度地利用 2D 分离空间

图 4.10 采用图 4.9 所示第二维中的从动梯度，对光降解后的萘普生（浓度为 1 mg/mL）进

行的 RPxRP 分离。彩色强度表示 210 nm 下的吸光度。API 主峰出现在大约 14.5 min/10 s 
处。可以看出在第一维中与 API 共洗脱的主要降解峰在第二维中出现在 API 峰后，实现了

良好的分离

4.5.1.4  
第 4 步 — 调节洗脱条件 
最大限度地利分离空间
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虽然我们推荐了 RPXRP 可以作为最常用的组合方式，但在某些特定情况

下，亲水相互作用液相色谱 (HILIC) 和 RP 也是 LCxLC 应用中非常出色的

一对组合，因为这两种分离模式的保留机制具有互补性。在下面的研究

实例中，我们总结了 Elsner 和 Schmitz 等 48 开发 HILICxRP 方法分离复杂表

面活性剂混合物的工作。此工作中分离的表面活性剂类化合物的一般结

构见图 4.11。

图 4.11 采用 HILICxRP 方法分离的 5 种不同表面活性剂的一般结构 

分析物化学性质的多样性和类型如图 4.11 所示，在这个例子中使用 HILIC 
与 RP 分离模式配对是很好的选择。在这种情况下，HILIC 分离通常能够

根据分析物的极性和乙氧基聚合度对混合物进行分离，而 RP 分离则是基

于特定分析物类型中烷基链的长度对分析物进行分离。

4.5.2  
案例研究 2 — 离子型和 
非离子型表面活性剂的 
分离

O–

O–
AS
C12–C14

AES
C12–C14

AE
C12–C18

AG
C12–C14

甜菜碱

C8–C18

O–

O
OH

n

O
O

n

O

O

阴离子

醇类

 糖基化

两性离子

O
S

O
O

O

OH

n
HO

H
O

O

OH

O

N
H

O

O

S

N

4.5.2.1  
第 1 步 — 选择分离模式和 
固定相



105

在这个例子中，分离的目标是根据功能基和链长度使混合物中的所有 
主要成分实现基线分离。因此，此工作的重点倒不一定必须是分离速度 
本身。

第一维

• SeQuant，瑞典，ZIC-HILIC，2.1 x 250 mm，5 µm

•  5-5-20-40-40 %B，0-40-50-90-110 分钟，以乙腈为 A 溶剂， 
50 mM 醋酸铵 (pH 5.3) 水溶液为 B 溶剂

•  流速 0.025 mL/min

•  柱温：室温

第二维

•  Reprospher C8-Aqua，4.6 x 30 mm，3 µm，(Dr. Maisch GmbH)

•  50-50-70-95-95-50-50 %B，0-3-6-36-42-48-60 秒， 
用 50 mM 醋酸铵 (pH 5.3) 水溶液作为 A 溶剂，甲醇为 B 溶剂。

•  流速：3.0 mL/min，分流，与 MS 离子源兼容

•  柱温：室温

在这个例子中，我们为两维之间的接口配置了 25 µL 的样品环，将取

样时间设置为 60 秒。此参数组合可使第一维馏分百分之百充满样品

环。请特别注意，2D 进样体积与 2D 柱体积的比率（25 µL/600 µL，或 
0.042）比“案例研究 1 - 光敏活性药物成分降解产物的分离”中使用的

值（即，80 µL/60 µL，或 1.3）要小得多，但这对于避免 2D 峰严重变宽

非常必要，如果含高比例有机相（~80% 乙腈）的大体积 1D 流出液进样

到使用相对较弱洗脱液（~75% 甲醇）的 2D 柱上，就很容易出现峰变宽

的情况。的确，这也是 HILIC 和 RP 模式组合的局限性之一，必须采用相

对小的 2D 进样体积（限制了 2D 分离相对于第一维的检测灵敏度）。采

用此处所述条件得到的分离结果如图 4.12 所示，这是一个 HILIC 和 RP 分
离互补的完美实例，有效地利用了 2D 分离空间。

4.5.2.2  
第 2 步 — 选择色谱柱尺寸 
和洗脱条件

4.5.2.3  
第 3 步 — 配置接口
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图 4.12 几种不同类型表面活性剂复杂混合物的 HILICxRP 分离，用 MS 检测。 
标记的峰显示分离并检测出了 110 种不同的表面活性剂。摘自参考文献 88
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在多维分离的实践中，数据分析是最具挑战性的工作之一，尤其是非目

标 LCxLC 分析。目前，在有效性和易用性两方面，对二维液相色谱数据

进行处理的工具仍落后于相应的一维数据处理工具。尤其是 LCxLC 分离

模式，存在一些不同于一维液相色谱的独特挑战，因此，下面的讨论将

重点关注这种操作模式。

一些原理各不相同的方法已被用于分析 LCxLC 分离产生的数据：

A.  数据可被当作一系列一维色谱图来处理，每张色谱图都按照传统的数

据处理方式进行或多或少的分析65,66。随后，这些一维色谱图必须重

新整合为一张或能以多种形式显示的二维色谱图（见图 1.8）

B.  二维分析的连续色谱图数据流直接被输出为 2D 图像，然后采用不同

的图像和特征分析技术进行处理67-69

C.  数据的高阶表达（两个色谱维度加上一个表示各个波长或各个 m/z 的
坐标系），被作为三线性（或更高阶）的数据结构进行处理，并采

用平行因子分析 (PARAFAC)、广义秩消法 (GRAM) 或多元曲线分

离 - 交替最小二乘法 (MCR-ALS) 等化学计量学方法进行分析。这

是一个需要深入研究的领域。主要开展该方法研究的两个课题组包

括 Synovec70-72 课题组，他们重点研究带有 MS 检测的 GCxGC，以及 
Rutan73,74 课题组，他们的研究重点则是带有 DAD 检测的 LCxLC。虽

然原则上讲，GCxGC 和 LCxLC 均可应用化学计量学方法，但是这两种

不同类型的色谱方法还是各自具有不同的挑战。虽然实际上这可能是

分析二维色谱数据最强大的方法，但目前尚且没有将这些方法应用于 
LCxLC 数据的商品化软件或开源软件。而且，执行这些方法涉及到的

许多问题都与 LCxLC 分析所用仪器的特性有关，这些问题还有待解决 

LCxLC 中的数据分析 5

5.1  
引言
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此处我们对该方法不作赘述，因为它需要有关化学计量学因子分析方法

的详细知识，而且目前它还远未用于常规应用，请参见第 7 章“二维液

相色谱的未来”。

方法 A 和 B 都涉及一些常规步骤，包括：

•  基线校正

•  噪音评估

•  数据平滑（过滤）

•  峰检测（包括找到峰起始、结束和到达最高点的时间，以及测定其基

线以上的峰高）

•  合并/对齐相同来源的二维色谱峰，以使其可以重新在第一维中表现为

一个峰

•  峰面积/体积测定，或者其他形式的定量分析

•  鉴别色谱图中一个或几个峰的化学性质

•  比较不同样品（可选功能）

在第一种方法中，某些峰合并的模式必须基于第一维色谱中连续的临近

组分进行，以合并属于相同一维母色谱峰的所有子二维色谱峰。事实

上，这是一个具有挑战性的难题，尤其是当所用的检测器不能为区分不

同化学成分提供广泛的定性信息时。为了在后面的章节中使讨论保持简

洁，我们假设使用的是单变量检测器（例如，单通道 UV 检测器，或者在 
MS 中采用 SIM 模式）。

请看图 5.1 所示数据的结构，这些数据是在具有代表性的在线 LCxLC 条
件下运行得到的一系列二维色谱图。这些数据通过模拟的分析获得，在

该模拟分析中一维色谱柱中未注入样品，这个结果表明，想要更好地对

峰进行识别和定量，就必须去除二维检测器的基线干扰。当我们使用

吸收型检测器时，会看到单一的二维色谱图基线变化是非常复杂且巨大

5.2  
基线检测
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的，并且当一维洗脱液的组分随一维梯度分离变化时，二维色谱图的基

线也随之变化。因此，数据分析的第一步就是某种形式的基线扣除。遗

憾的是，在整个 LCxLC 分析中，基线并不会像我们期望的那样具有良好

的重复性，因此，我们开发出了比简单的空白基线扣除校正更高级的方

法。这些方法通常是将整个一维色谱图拟合为一个多项式75，并最终从

色谱图中适当差减这个多项式，或者使用中值滤波器从变化缓慢的基线

中辨认出色谱峰76。

这些基线校正技术中最强大的一种是 Filgueira 的正交背景校正 (OBGC)  
法77。许多在使用 DAD 检测器时所观察到的 LCxLC 背景是该检测器对洗

脱液折光率变化的敏感性造成的；然而，我们发现，MS 检测器的总离

子流响应也会产生与使用 DAD 检测器时所观察到的类似的复杂背景。幸

运的是，选定离子的信号会更纯净，但您必须确定您所要寻找的目标组

分，这种局限性使得该方法只能比较有效地应用于目标化合物的检测。

图 5.1 LCxLC 背景的结构，由从虚拟分析中获得的三张单一二维色谱图来说明，这些色谱图

采自一维分离中梯度的不同时间点。样品溶剂中从一维转移到二维（区域 A）的乙腈的量

分别对应于 10%（蓝色曲线）、30%（紫色曲线）和 50%（红色曲线）。区域 B 是大多数

色谱峰洗脱的区域，而区域 C 则展示了系统的冲洗峰
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为了确定基线上方的小尖峰是否足够大到能被视为一个色谱峰，我们需

要对短期噪音进行评估。仔细观察图 5.1，虽然我们没有向一维色谱柱

中注入任何样品，但我们仍在基线上发现了许多这样的小尖峰（其中一

些的高度上超过了数毫吸收单位 (mAU)）。已有多种方法可用来确定噪

音，然后用该值设置一个阈值，超过该阈值的信号即被识别为真正的色

谱峰65。该阈值通常被设为噪音水平的三倍。

已经有多种技术被成功地应用于一维色谱的分析，包括不同的多项式拟

合、傅立叶域，以及调谐滤波器和小波滤波器。与 Savitsky-Golay 多项式

滤波器相比，我们更倾向于使用调谐高斯滤波器。当然，我们也推荐非

常窄（3 到 5 个点）的中值滤波器，它可以很好地抑制脉冲噪音。

在任何一维色谱图中，色谱数据系统确定峰起点、终点和最大值时间点

最常见的方法之一，就是检查色谱图的一阶和二阶时间导数77。该方法

也被多个科研团队用于二维液相色谱分析。峰高一般通过将最大值周围

的几个点拟合一个二次多项式，或者将半峰宽以上的多个点拟合为 Gauss 
方程的方法来测量。

图 5.2 高斯峰曲线（棕色）及其对时间的一阶导数（紫色）和二阶导数（蓝色，乘以 -1）。 
请注意，一阶导数在峰最大值处为零，而二阶导数在 tR + σ 和 tR - σ 处为零。我们经常将  
tR ± 2σ 作为色谱峰的起点和终点。只测量信噪比大于 3 的色谱峰。而且,有时我们还需要

为二阶导数设定阈值，尤其是当我们在处理具有高度弯曲基线的色谱图，或者当我们试图

从另一个色谱峰的肩峰上寻找一个色谱峰的起点时

5.3  
测定噪音水平

5.4  
数据平滑与过滤

5.5  
峰检测

4.2 4.4 4.5 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 6.0 时间

0.2

信号

0.0

-0.2

-0.4

-0.6

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2



111

Reichenbach 及其团队开发出了一种与现有方法完全不同的峰检测方法69,78。 
相比于通过分析一系列二维色谱图，并使用与处理简单的一维色谱相同

的方法定位色谱峰的上述传统方法，他们的方法是基于三维图像进行的。

假设该三维图像是一处被完全淹没的地方，水平面以上看不到任何陆地。

现在我们逐渐将水排出。色谱峰会按照其峰高的顺序依次显露出来，即

最高的色谱峰最先出现，然后是第二高的，依此类推。 

该方法被称为排水算法。该算法首先把信号强度从最大到最小分类排

序，然后依次对它们进行处理。该算法从最高峰（即序列中信号强度最

大的峰）的峰顶处启动检测，并依次添加所有较小的邻近数据点，直至

没有可加宽色谱峰的更小数据点（见图 5.3）。从信号序列中提取的每

个数据点都与上一个与其邻近的数据点进行比较。如果上一个邻近数据

点的值与它相等或较大，则提取的数据点就被归属为其最大的邻近数据

所在的峰。当然，假如提取的数据点比其邻近的数据点大，就说明它应

属于另外一个色谱峰。该程序一直重复，直到所有数据点都处理完成。

该方法的最大优点之一，就是不需要使用任何导数来定位色谱峰的起点

和终点，但也正是因为这个原因，与经典的峰检测方法相比，它的灵敏

度较低；很显然它不能完全消除噪音的影响，这可能会造成假峰产生。

一款用于二维液相色谱数据处理的商品化软件包 (LC Image) 使用了排水 
算法。

图 5.3 峰顶点及其周围紧邻的较小数据点的图解 
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确定每个色谱峰下的面积通常要使用梯形法则。当我们必须处理两个 
 （或更多个）未完全分离的色谱峰时会遇到不少困难。在面对两个等高  
(Rs < 1.5) 色谱峰这种最简单的情况下，有两个选择必须考虑（见图 5.4）。 
峰 1 的面积可以通过从峰谷到从融合峰之前水平延伸至融合峰之后的基

线（见图 5.4 中的基线类型 1）画一条垂线来界定。或者，您也可以假

设从峰起点到峰谷点画一条线来形成基线，如图 5.4 中的基线类型 2。

图 5.4 测量峰面积时建立基线的两种方法

当 1D 色谱峰被适当取样，而且，假如该色谱峰的馏分未被过度稀释造成

其 S/N 降到峰检测阈值以下，则相同的化合物会在一系列 2D 色谱图中

的相同 2D 保留时间点处表现为一个色谱峰。由于这些单独的 2D 色谱峰

均来自同一个 1D 色谱峰，我们可以将它们归并为一个二维色谱峰。如

果 2D 峰的保留时间总是完全相同，这项工作就是极其轻松的，但事实上

却很少出现这种情况。而且，分离很差 (Rs < 1) 的相邻大峰会显著影响

目标峰峰顶点的位置，转移到 2D 色谱柱的溶剂的组分也会在两个 2D 分
离间出现轻微变化，并且在 LCxLC 系统第二维的条件下，随着 2D 色谱

柱的老化，其保留性能会不可避免地发生变化。针对这些情况，已经有

一些算法能够确定何时可以对 2D 色谱峰进行归并，并将它们与原来的

保留时间（即 1D）相对应。色谱峰归并过程的一个实例见图 5.5。可参

考 Peters 等人，及 Stevenson 等人的工作 65,66，了解归并算法的详细内

容。根本问题是，对于一个给定的 1D 母峰，所有一系列子峰的 2D 保留

时间并不完全相同。请看图 5.5 的上部，我们可以在椭圆形区域 1 中看

5.6  
峰面积测定

基线类型 1

A1 A2 A1 A2

基线类型 2

5.7  
归并来自同一第一维母峰 
的第二维子峰
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到标记为 a-b-c 和 d-e-f 的两个点群，以及在区域 2 中的第三个点群 g-h-
i-j-k。问题是，a-b-c 是否确定属于相同的主峰？以及它应不应该与 d-e-f 
合并？有两个独立的标准用于判定这些问题。第一，即使峰 a、b 和 c 的
保留时间不相同，但如果在它们的起点和终点间有足够的重叠，就可以

说它们实际上属于相同的母峰。根据时间的重叠可以确定 a-b-c 和 d-e-f 
的合并。然而，第二个标准是，基于母峰的单态性原则，我们不能合并

这两组峰。观察图 5.5 的下部，我们会发现在 a-b-c 群有一个明显的最大

值，在 d-e-f 群还有一个最大值，因此，如果将两组峰合并，就会使一个

对应的母峰拥有两个顶点，实际上这对于一个色谱峰来说是不合理的。

图 5.5 用于说明的理论色谱图。在图的下部，绿色圆圈展示了在第二维的峰值数据点， 
而绿色圆点为仪器采集到的非峰值数据点
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在三维坐标系中，峰的积分实际上应采用体积单位，但我们最常见的是

仅简单合计上述归并的每个二维峰的面积或峰高。一些商品化的二维液

相色谱数据分析软件可以计算峰体积。

现在极少有比较一维液相色谱和 LCxLC 峰大小测量精密度的实验工作。

Stoll 等人31 报告了对 6 种化合物的一维液相色谱和 LCxLC 峰进行这种比

较的结果。很明显，二维方法的平均精密度比一维方法差。然而，当我

们将这些数值与典型的一维 LC/MS 定量分析相比时，结果是基本相当

的，而且我们应当注意到，二维液相色谱的使用主要针对复杂的样品分

析，这些样品分析无法使用简单的一维 LC/UV 方法完成，而必须使用一

维的 LC/MS 方法，所以二维 LC/UV 方法与一维 LC/MS 方法在某种程度

上具有一定的可比性。

溶质 一维峰面积的 RSD% 二维峰体积的 RSD%

酪氨酸 0.2 1.6

5-羟基色氨酸 0.4 1.5

色氨酸 0.3 4.5

吲哚-3-乙酸 2.2 3.0

吲哚-3-丙酸 1.2 8.0

吲哚-3-乙腈 0.6 4.7

表 5.1 一维液相色谱与二维液相色谱中色谱峰大小精密度的比较（数据来自参考文献 31）

相比较而言，有关二维液相色谱精密度的理论研究已有很多73,79,80。这

些研究指出，与一维液相色谱相比，有许多固有的问题会使多维色谱的

定量分析复杂化。第一，任何 1D 峰通常都会被调制为若干 2D 子峰，因

此，每个子峰必须小于其完整的母峰。这自然会降低其信噪比。第二，
1D 系统参数（梯度、柱温等）以及色谱柱在不同运行之间的变化将导致 
1D 峰的保留时间发生变化，这反过来会导致相对取样位置的波动，进而

对 2D 峰的大小产生一些影响，并可能会使子峰面积的总和发生变化。

第三，快速的 2D 分析色谱图中的基线在整个梯度洗脱中会出现很大的变

化，并且短期噪音增强。第四，在 Stoll 的研究31 中，2D 峰与其 1D 峰相

比拖尾情况更加严重，因此更难将它们准确整合。

5.8  
总峰大小

5.9  
一维液相色谱和 LCxLC 定量

性能的比较
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请注意，二维色谱图的总峰大小对应于一个体积值。它可以通过两个不

同的途径得到。最简单且最直接的方法是仅将所有构成母峰的各子峰的

面积相加。这被称为矩量法。然而，有两个科研团队79,81 已研究出另外

一种方法，即将子峰的面积拟合为未知的总峰面积、保留时间和峰标准

偏差 (σ) 的一个高斯函数。为此，我们需要从每个母峰中获得至少三个

子峰。如果有至少三个子峰，高斯拟合方法就能给出极其精确的结果，

完全摆脱了对调制时间比和取样相对位置的依赖。Stoll 的工作基于更简

单的矩量法。我们也可以使用子峰的峰高来定量；但是，一份报告81 表

明，该方法的精确度不如使用子峰面积的方法。很显然，在定量分析方

面我们还需要做更多的研究。在第 7 章“二维液相色谱的未来”中，我

们将会相当详细地深入探讨该问题，尤其是在多元化学计量学方法的使

用方面。
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正如我们在第 1.4 节“二维液相色谱的应用领域”部分所描述的，二维

液相色谱有许多可能的应用。本章介绍了一些不同应用，举例说明了应

用二维液相色谱可以解决许多应用领域的分离难题。各种二维液相色谱

研究一般通过不同分析任务、不同固定相组合和适当检测技术的应用来

进行阐释。很显然，我们无法覆盖所有可能的应用，但此处展示的应用

亦可帮助您很好地了解现在和将来我们可以籍此实现什么。

本章仅选择性地介绍了生物制药、食品和天然产物等领域的一些二维液

相色谱应用，您还可以通过 Agilent Application Finder 访问更多应用： 
www.agilent.com/chem/application-finder

紫杉醇（见图 6.1）是最好的天然来源化学治疗成分之一。它可以从短

叶红豆杉的树皮和细胞培养物中获得。我们希望能够种植出紫杉醇含量

尽可能高的短叶红豆杉，因为紫杉醇的天然产量非常低。因此，准确分

析紫杉醇含量非常必要，但同时也非常困难，因为它的浓度很低并且样

品基质复杂。

图 6.1 紫杉醇的结构

二维液相色谱的应用6

6.1  
天然产物和中草药提取物 —  
紫杉烷的分析
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Jens Trafkowski

二维液相色谱解决方案产品经理 
安捷伦科技 
德国瓦尔德布隆

http://www.agilent.com/chem/application-finder
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图 6.2 清楚地说明了基质对一维液相色谱分离产生的极大影响，以及显

著增加峰容量的必要性。优化的一维方法是否能实现满意的分离现在还

是个疑问。因此全二维液相色谱方法是理想的选择。在本例中，在分离

被分析物和基质，以及分离各种目标分析物这两个维度中均使用了反相

色谱柱 (RPxRP)。鉴定、定性确证和定量分析使用 DAD，或使用单四极

杆质谱在 APCI 正负离子模式下进行。

图 6.2 紫杉烷标准品混合物（每种标准品 10 µg/mL）和短叶红豆杉提取物一维分析结果比较
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图 6.3 展示了两种不同提取物的二维分离与标准品分离的比较。两种最

受关注的紫杉烷类成分 — 三尖杉宁碱 (10) 和紫杉醇 (12) 在两种提取物

中均存在，并可进行定量。有了这些信息，我们就可以确定哪些候选植

物中这些重要的紫杉烷类成分含量最高，并进行选种。

图 6.3 紫杉烷标准品混合物（每种标准品 4 µg/mL）和提取物的全二维 (LCxLC) 分析结果比较
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柑橘油在化妆品中应用广泛。然而，广泛应用于个人健康护理产品的精

油中含有具有致癌性的呋喃香豆素，因此，测定其在精油中的含量非常

重要。精油本身具有高基质干扰效应，并且其分析通常无法达到充分的

分离，因此，我们可以使用二维液相色谱来实现最佳分离。对于这类基

质，高度正交的正相色谱和反相色谱 (NPxRP) 组合虽然在操作上具有挑

战性，但会得到非常好的分离结果。检测使用了 DAD 和单四极杆质谱在 
APCI 正离子模式下进行。

图 6.4 市售呋喃香豆素的结构

选择 5-MOP 作为目标化合物，通过使用 UV 光谱进行确证，四个样品中

有三个都可以检出并测定出它的含量。该致癌化合物的存在表明，我们

需要更深入地检测一些化妆品中的该类成分，以评估这些产品对消费者

的潜在危害。应用全二维液相色谱，不仅可以实现定性分析，还能进行

定量分析，这是风险评估中的一条非常重要的标准。

6.2  
天然产物分析 — 柑橘油 
提取物的分析
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图 6.5 柑橘油的全二维液相色谱分析。 
1 5-香叶草氧基补骨脂素 
2 未知物 
3 5-香叶草氧基-7-甲氧基香豆素 
4 5-异戊烯基氧基-7-甲氧基香豆素 
5 5-香叶草氧基-8-甲氧基补骨脂素 
6 未知物 
7 5,7-二甲氧基香豆素 
8 未知物

 9 5-MOP  
10 5-香叶草甲氧基补骨脂素 
11 未知物 
12  5-异戊烯基氧基-8- 

(2,3-环氧基异戊烯氧基)补骨脂素

13 5,8-二甲氧基补骨脂素 
14  5-(2,3-环氧基异戊烯氧基)补骨脂素
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近几年来，药品市场已经开始从经典的小分子药物向生物药物，如单克

隆抗体 (mAb)、融合蛋白或治疗性蛋白等转变。因此，蛋白质组学工作

流程现在必须能够对这些分子量非常大的蛋白质进行肽谱分析，这是一

项高度复杂的分析挑战。

图 6.6 蛋白质赫赛汀的结构和氨基酸序列。特征肽标记为 T1-T62

在本应用中，曲妥单抗（商品名为赫赛汀，一种 150 kDa 的 mAb），使

用胰蛋白酶酶解后采用全二维液相色谱进行分析。通过应用强阳离子交

换和反相色谱的组合 (SCXxRP)，实现了 100 多种肽的最佳正交分离。将 
DAD 检测用于标准品分析，肽的定量分析和鉴定采用 QTOF MS。除了 
SXCxRP，还应用 HILIC 和 RP 组合来获取更多数据，尤其是可以用于从其

天然形态中分离脱酰胺肽。虽然全二维 HILICxRP 将两种真正正交的技术

连接起来，但它通常会导致调制阀中残留高浓度的乙腈。这会造成分离

6.3  
生物制药 — 单克隆抗体的 
分析
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性能的损失，以及早洗脱的肽在第二维中无法保留，因为乙腈在反相色

谱中具有很强的洗脱能力。因此，一维分离的流速被降到 50 µL/min，而

二维分离的流速被升高到 4 mL/min，并且增加了一个额外的三通，使用

水来稀释第一维的流出物。

将该方法用于测定多肽的应激相关变化，如图 6.7 所示。即使是低水平

的氧化或 pH 应激变化，也可采用该分析设置进行测定。

图 6.7 分析未处理和氧化处理的赫赛汀胰蛋白酶酶解物的 LCxLC 等值线图

除了联用 SCX 和 RP 固定相，亲水相互作用液相色谱 (HILIC) 与 RP 固定

相的组合也可实现很好的正交性。HILICxRP 与 SCXxRP 相比的优势在

于，HILIC 分离所使用的盐类比 SCX 分离更少，因此这两维的联用更容易

实现，并且不再需要脱盐步骤。二维 LC-DAD-QTOF 系统的设置如图 6.8 
所示。
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图 6.8 配备二极管阵列检测器和 QTOF MS 的二维液相色谱系统的结构图

HILIC 与 RP 组合面临的主要困难是这二维分离中使用的洗脱液之间不匹

配。两者的保留机制差异显著，并且 HILIC 分离需要使用含高比例乙腈

的流动相，而 RP 分离使用含高比例水相的流动相。通过将第一维的流

速降低至 50 µL/min 并将其分流进入第二维来解决这一不匹配问题。尽

管使用分流会使设置更复杂，但其带来的分析优势远比轻微增加的复杂

性带来的不便更加重要。

图 6.9 使用 HILICxRP 分离 mAb 胰蛋白酶酶解多肽得到的 LCxLC 色谱图
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SCXxRP 和 HILICxRP 分离都得到了令人满意的单克隆抗体分析结果。我

们相信，二维液相色谱在生物药物的鉴定、定量分析和纯度控制，以及

常规的肽谱分析方面，必将占有越来越重要的地位。

脂肪醇聚氧乙烯醚这类化学物质是非离子表面活性剂，广泛用于许多个

人健康护理产品 (PHCP) 中。除了从 C12 到 C18 的不同链长外，乙氧基

化的程度和不同乙氧基化化合物的组合是指示产品质量和产品鉴定的重

要因素。

图 6.10 脂肪醇聚氧乙烯醚化合物的结构式

HILIC 和 RP 的组合是实现该高难度分离的理想方法。在第一维 (HILIC) 
中，化合物的分离基于其乙氧基化程度实现，而在第二维 (RP) 中，它们

的分离则根据其疏水性尾部的长度进行。如图 6.11 所示，二维分离显示

出近乎完美的正交性。

图 6.11 脂肪醇聚氧乙烯醚工业级混合物的二维分离，脂肪醇链长为 C12 到 C18，乙氧基化

度为 3 - 20

6.4  
化学品 — 工业级表面活性剂
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采用 ELSD 检测这些工业级表面活性剂，因为这些分析物大多数没有紫

外吸收。鉴于该检测器具有较高的灵敏度和数据采集速率，它在整个分

析中都是一款非常有用的工具。此外，使用质谱进行检测可提高检测灵 
敏度。

药物分析中最重要的任务之一就是杂质的测定。杂质通常与药物的主要

化合物或活性药物成分 (API) 相似，但是其在药品中的含量只允许在一定

限定值以下。明确区分不同的化合物是非常重要的，尤其是当它们的化

学性质非常相似时。因此，要确保最佳的质量控制，我们必须使 API 和
杂质得到良好的分离。

在本应用中，我们使用中心切割二维液相色谱来检测额外的杂质。在采

用原始方法得到的谱图中，我们确定了 6 种杂质，如图 6.12 所示。

图 6.12 原始一维液相色谱杂质谱图

现在我们关注的问题是是否有额外的杂质与主峰共流出。我们对主峰

进行中心切割并在第二维中进行分析，结果发现了两种其他杂质，如 
图 6.13 所示。杂质 H 可以通过添加该化合物的标准品来确证。

6.5  
药物 — 杂质测定
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图 6.13 主色谱图（蓝色）和中心切割色谱图（绿色）。对 20.75 - 21.00 min 间的主峰进行

中心切割。压力尖峰是由取样开始和结束时的阀切换造成的。延迟由延迟体积和色谱柱体

积导致

多酚是众所周知的天然抗氧化剂，存在于许多常用于制作果汁、葡萄

酒，或其他饮料（如啤酒或柠檬汁）的水果中。由于具有抗氧化能力，

多酚是自由基清除剂，并具有积极的抗癌作用。这些产品的基质通常高

度复杂，因此，二维液相色谱是分析啤酒、果汁或葡萄酒等饮料样品的

理想方法。

下述应用测定了果汁和红葡萄酒中的多酚。通过联用两种不同反相分离

的全二维液相色谱进行定性和定量分析。样品经微孔滤膜过滤后直接进

样分析。图 6.14 展示了标准品混合物的三维谱图，说明了两种固定相的

不同分离性能。

图 6.14 多酚标准品混合物的 LCxLC 分离色谱图
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6.6  
食品检测 — 饮料中的多酚
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标准品混合物中含有 26 种多酚类成分，两维分离中均获得了良好的保

留时间重现性（RSD 在第二维中通常优于 0.5%）。由于二维分离均可获

得精密和准确的保留时间，我们可以鉴定实际样品中的多种化合物。而

且，鉴定的化合物可采用其 DAD 谱图进行确证，如图 6.15 所示。

图 6.15 包含红葡萄和绿葡萄、苹果、黑加仑、樱桃、曼越橘、石榴和越桔果汁的混合抗氧

化果汁的分离

橄榄油中的酚类化合物具有重要作用，兼具抗氧化和调味功能。因此，

在这种亲脂性很强的基质中，要很好地分离和测定这些结构通常非常类

似的物质并不容易，而全二维液相色谱是理想的方法。

使用包括 QTOF 检测在内的方法，可以表征和区分不同来源的橄榄油。

除了可以通过与确定的标准品比较来鉴定酚类物质外，该方法还可分离

出许多其他物质，从而可以在随后的分析中对这些物质进行鉴定。
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6.7  
食品检测 — 初榨橄榄油的
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图 6.16 采用质谱检测分离橄榄油 A-D 的 LCxLC 色谱图

针对 2D 梯度洗脱，该方法基于样品基质的亲脂性和被分析物的特殊化学

性质，使用了一个特别优化的从动梯度程序。

图 6.17 采用特有的从动程序的 2D 梯度

根据酚类成分的不同含量，可以表征和比较这四种橄榄油。
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图 6.18 每种橄榄油峰检测间的差异，以及所分析橄榄油的平均值（紫色圆圈表示百分响应

比该物质的平均百分响应更高的峰；灰色圆圈表示低于平均百分响应的峰；每个圆圈的面

积表示了样品与平均值间的差异度的数量级）

由于生产过程的高度差异性，不同类型的啤酒可以基于不同种类的化合

物中的成分差异进行区分。为了实现不同化合物和不同化合物类别的分

离，使用反相色谱柱可以很好地分离多酚，而其他强极性大分子化合物 
 （如糖类）可以采用 SEC 或 IEX 更好地分离。

本研究中尝试了三种不同的色谱柱组合，如图 6.19 所示。采用这些组合

分析所得到的峰型模式在二维色谱图中看起来截然不同。这些结果有助

于我们根据具体的分析和样品的特性选择“最佳”的色谱柱设置。
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6.8  
食品检测 — 啤酒的分析
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图 6.19 采用三种不同的色谱柱组合，分析比较两个不同的啤酒样品（A 和 B）所得到的 
LCxLC 色谱图：A) SECxRP，B) IEXxRP，和 C) RPxRP

SEC 分离结果

RP 分离结果

SEC 分离结果

RP 分离结果啤酒 A 啤酒 B

IEX 分离结果

RP 分离结果 啤酒 A 啤酒 B

IEX 分离结果

RP 分离结果

C18 分离结果

PFP 分离结果 啤酒 A 啤酒 B

C18 分离结果

PFP 分离结果
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该基础导论中介绍的应用只是众多二维液相色谱潜在应用的冰山一角。

无论是分析天然产物、食品、复杂混合物的指纹图谱，还是广泛的药物

和生物药物应用，二维液相色谱都将在分析领域占据越来越重要的地

位。为了实现这一愿景，尽量降低使用该技术的门槛至关重要。这将使

缺乏经验的用户也能够开始使用二维液相色谱。

我们期待着出现更多的应用，包括复杂的聚合物分析，以及啤酒等饮料

的鉴定分析等。一个潜力巨大的领域，就是涉及复杂体系的代谢组学和

脂质组学等的工作流程领域。

下列表格总结了前文所介绍的应用中使用的色谱条件，并且说明了这些

应用中所使用的丰富多样的色谱组合。

6.9  
应用方法总结
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天然产物和中草药提取物 - 紫杉烷的分析

第一维色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，2.1 × 100 mm，3.5 µm（部件号 959793-902）
溶剂 A 水

溶剂 B 甲醇

流速 60 µL/min
梯度 0 min 时 30% B 

1.5 min 时 55% B 
36 min 时 85% B 
37 min 时 100% B 
45 min 时 100% B 
后运行时间 30% B 5 min

柱温 30 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHT Plus Phenyl-Hexyl，4.6 x 50 mm，1.8 µm（部件号 959941-912）

溶剂 A 水 + 0.008% 甲酸

溶剂 B 乙腈 + 0.004% 甲酸

流速 4 mL/min

空闲流速 0.4 mL/min
初始梯度 0 min 时 20% B 

0.3 min 时 33% B 
0.31 min 时 20% B

梯度调制/从动 下限： 0 min 时 20% B 
37 min 时 55% B 
42 min 时 85% B

上限： 0.3 min 时 33% B 
37 min 时 85% B

调制范围 9 - 37 min
柱温 40 °C
调制时间 0.4 min（60% 定量环充填）

定量环设置 两个 40 µL 定量环，正进正冲连接

进样量 5 µL（进样程序，与 10 µL 水进行三明治式进样）

注射针清洗 冲洗端口 5 s（甲醇）

样品温度 12 °C
二维 DAD 检测 信号 228/8 nm，参比 370/60 nm 

80 Hz
质谱检测 配备 APCI 的单四极杆 

干燥气流速 5 L/min 
干燥气温度 320 °C 
雾化器压力 50 psi 
蒸发器温度 380 °C 
毛细管电压 3000 V（正离子和负离子模式） 
电晕电流 4 µA（正离子模式），15 µA（负离子模式） 
快速扫描 250 - 1000 m/z 
碎裂电压 120 V
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天然产物分析 - 柑橘油提取物的分析

第一维色谱柱 Agilent ZORBAX RX-SIL，1.0 x 150 mm，3.5 µm（定制填充）

溶剂 A 己烷/乙酸乙酯 95/5 (v/v)
溶剂 B 乙酸乙酯

流速 35 µL/min
梯度 0 min 时 0% B 

35 min 时 40% B 
36 min 时 70% B 
60 min 时 90% B 
后运行时间 0% B 10 min

柱温 25 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，3.0 × 50 mm，1.8 µm（部件号 959757-302）

溶剂 A 水

溶剂 B 乙腈

流速 2.2 mL/min
空闲流速 0.3 mL/min
初始梯度 0 min 时 0% B 

0.38 min 时 100% B 
0.39 min 时 0% B

梯度调制/从动 无从动梯度

调制范围 2.5 - 52 min

柱温 40 °C
调制时间 0.5 min
定量环设置 两个 20 µL 定量环，正进正冲连接

进样量 纯油：0.4 µL 
油混标：0.8 µL

注射针清洗 冲洗端口 6 s 
（乙酸乙酯/异丙醇/丙酮）

样品温度 15 °C
二维 DAD 检测 信号 315/4 nm，参比 500/50 nm 

80 Hz
质谱检测 配备 APCI 的单四极杆 

干燥气流速 7 L/min 
干燥气温度 340 °C 
雾化器压力 55 psi 
蒸发器温度 410 °C 
毛细管电压 3000 V（正离子和负离子模式） 
电晕电流 4 µA（正离子模式），15 µA（负离子模式） 
快速扫描 150 - 700 m/z 
碎裂电压 90 V
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生物制药 - 单克隆抗体的分析 I

第一维色谱柱 MIC-15-Polysulfoethyl-Asp，1.0 x 150 mm，5 µm（PolyLC 有限公司）

溶剂 A 5 mM 磷酸盐，pH 3，在 5% 乙腈溶液中

溶剂 B 5 mM 磷酸盐，pH 3，在 5% 乙腈 + 400 mM NaCl 溶液中

流速 60 µL/min

梯度 0 min 时 3% B 
30 min 时 25% B 
50 min 时 45% B 
55 min 时 100% B 
58 min 时 100% B 
后运行时间 3% B 13 min

柱温 25 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，4.6 × 50 mm，3.5 µm（部件号 959943-902）

溶剂 A 水 + 0.1% 磷酸

溶剂 B 乙腈 

流速 3.5 mL/min

空闲流速 0.5 mL/min

初始梯度 0 min 时 2% B 
0.43 min 时 35% B

梯度调制/从动 梯度调制 0.43 min 时 35% B 到 50 min 时 65% B 再到 51 min 时 100% B

调制范围 1 - 53 min

柱温 55 °C

调制时间 0.5 min

定量环设置 两个 40 µL 定量环，正进正冲连接

进样量 20 µL

注射针清洗 冲洗端口 6 s（5 mM 磷酸盐，pH 3，在 5 % 乙腈溶液中）

样品温度 4 °C

二维 DAD 检测 信号 214/4 nm，参比 360/100 nm 
80 Hz
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生物制药 - 单克隆抗体的分析 II

第一维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD 300-HILIC，2.1 x 100 mm，1.8 µm（部件号 858750-901）

溶剂 A 水，50mM 甲酸铵，pH 4.5

溶剂 B 90% 乙腈 + 10% 溶剂 A

流速 50 µL/min

梯度 0 min 时 90% B 
75 min 时 45% B 
80 min 时 0% B 
85 min 时 0% B 
后运行时间 90% B 20 min

柱温 30 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，4.6 × 50 mm，3.5 µm（部件号 959943-902）

溶剂 A 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B 乙腈

流速 4 mL/min

空闲流速 0.25 mL/min

初始梯度 0 min 时 0% B 
0.35 min 时 60% B

梯度调制/从动

调制范围 12 - 69 min

TCC 30 °C

调制时间 0.45 min

定量环设置 两个 40 µL 定量环，正进正冲连接

进样量 3 µL

注射针清洗 冲洗端口 5 s（水/乙腈 25/75）

样品温度 4 °C

一维 DAD 检测 信号 280/4 nm，参比 400/100 nm 
10 Hz

质谱检测 喷射流，ESI+ 
干燥气流速 10 L/min 
干燥气温度 340 °C 
雾化器压力 45 psi 
蒸发器温度 400 °C 
毛细管电压 3500 V 
喷嘴电压 1000 V 
碎裂电压 175 V 
棒状图数据采集速率 8 谱图/s 
扩展动态范围 2 GHz 
分辨率 10000 (m/z 1000)
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化学品 - 工业级表面活性剂同系物的测定

第一维色谱柱 ZIC-HILIC，2.1 x 250 mm，5 µm，SeQuant，Sweden

溶剂 A 水，50 mM 乙酸铵

溶剂 B 乙腈

流速 25 µL/min

梯度 0 min 时 97% B 
10 min 时 97% B 
60 min 时 85% B 
100 min 时 85% B 
120 min 时 70% B 
140 min 时 70% B 
160 min 时 97% B 
后运行时间 97% B 20 min

柱温 25 °C

第二维色谱柱 Reprospher C8-Aqua，4.6 x 30 mm，5 µm（Dr. Maisch 有限公司）

溶剂 A 水 + 10 mM 乙酸铵

溶剂 B 甲醇

流速 3 mL/min

空闲流速

初始梯度 0 min 时 50% B 
0.1 min 时 70% B 
0.65 min 时 95% B 
0.75 min 时 95% B 
0.80 min 时 50% B 
1.00 min 时 50% B

梯度调制/从动 无梯度从动

调制范围 全范围

柱温 50 °C

调制时间 1 min

定量环设置 两个 40 µL 定量环，正进正冲连接

进样量 5 µL

注射针清洗 使用甲醇清洗 6 s

样品温度 8 °C

ELSD 检测 蒸发器温度 80 °C 
雾化器温度 70 °C 
采样速率 40 Hz 
气体流速 1.3 SLM
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药物 — 杂质测定

第一维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，2.1 × 150 mm，1.8 µm（部件号 959759-902）

溶剂 A 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B 乙腈 + 0.1% 甲酸

流速 200 µL/min

梯度 0 min 时 5% B 
30 min 时 95% B 
35 min 时 95% B 
后运行时间 5% B 15 min

柱温 25 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus Phenyl-Hexyl，3.0 × 50 mm，1.8 µm（部件号 959757-312）

溶剂 A 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B 甲醇 + 0.1% 甲酸

流速 3 mL/min

空闲流速 无

初始梯度 固定梯度： 
0 min 时 5% B 
10 min 时 15% B

梯度调制/从动 不适用于中心切割二维液相色谱

调制范围 不适用

柱温 60 °C

调制时间 不适用

定量环设置 一个 80 µL 定量环和一根短接毛细管

进样量 3 µL

注射针清洗 使用甲醇清洗 6 s

样品温度 8 °C

一维 DAD 检测 信号 254/4 nm，参比 360/16 nm 
20 Hz，10 mm 最大光强流通池

二维 DAD 检测 信号 254/4 nm，参比 360/16 nm 
20 Hz，60 mm 最大光强流通池
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食品检测 — 饮料中的多酚

色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，2.1 x 150 mm，1.8 µm

溶剂 A 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B 乙腈 + 0.1% 甲酸

流速 100 µL/min

梯度 0 min 时 5% B 
30 min 时 95% B 
40 min 时 95% B 
后运行时间 5% B 15 min

柱温 25 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus Phenyl-Hexyl，3.0 x 50 mm，1.8 µm

溶剂 A 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B 乙腈 + 0.1% 甲酸

流速 3 mL/min

空闲流速 不适用

初始梯度 0 min 时 0% B 
0.5 min 时 60% B 
0.51 min 时 0% B 
0.65 min 时 0% B

梯度调制/从动 0 min 5% B 到 30 min 50% B 
0.5 min 15% B 到 30 min 95% B 
0.51 min 5% B 到 30 min 50% B 
0.65 min 5% B 到 30 min 50% B

调制范围 全范围

柱温 60 °C

调制时间 0.65 min

定量环设置 两个 80 µL 定量环

进样量 5 µL

注射针清洗 使用甲醇清洗 6 s

样品温度 8 °C

二维 DAD 检测 信号 260 nm/4 nm，参比关闭 
80 Hz，60 mm 最大光强流通池
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食品检测 — 初榨橄榄油的质量控制

第一维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus Phenyl-Hexyl，2.1 × 150 mm，1.8 µm（部件号 959759-912）

溶剂 A 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B 甲醇 + 0.1% 甲酸

流速 50 µL/min

梯度 0 min 时 5% B 
60 min 时 95% B 
80 min 时 95% B 
后运行时间 5% B 30 min

柱温 25 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus，C18，3.0 × 50 mm，1.8 µm（部件号 959757-302）

溶剂 A 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B 乙腈 + 0.1% 甲酸

流速 3 mL/min
空闲流速 不适用

初始梯度 0 min 时 5% B 
0.35 min 时 15% B 
0.36 min 时 5% B 
0.5 min 时 5% B 
后运行时间 5% B 30 min

梯度调制/从动 不适用

调制范围 全范围

柱温 60 °C
调制时间 0.5 min
定量环设置 两个 60 µL 定量环，正进正冲连接

进样量 20 µL

注射针清洗 使用甲醇清洗 6 s
样品温度 6 °C
二维 DAD 检测 DAD 与 MS 之间 1:1 分流  

信号 260 nm/4 nm，参比 360 nm/100 nm 
信号 280 nm/4 nm，参比 360 nm/100 nm 
80 Hz

质谱检测 ESI- 
气体流速 9 L/min 
气体温度 300 °C 
雾化器压力 60 psi 
鞘气流速 12 L/min 
鞘气温度 350 °C 
毛细管电压 -4500 V 
喷嘴电压 -300V 
采集速率 10 谱图/s
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食品检测 - 啤酒的分析 I

第一维色谱柱 TOSOH TSKgel Super Oligo PW，6.0 x 150 mm

溶剂 A 20% 甲醇水溶液 + 50 mM 乙酸铵

溶剂 B 甲醇

流速 100 µL/min

梯度 0 min 时 0% B 
60 min 时 0% B 
65 min 时 20% B 
70 min 时 20% B

柱温 40 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHT SB-Aq，3.0 x 50mm，1.8 µm（部件号 827975-314）

溶剂 A 水

溶剂 B 乙腈

流速 2 mL/min

空闲流速 不适用

初始梯度 0 min 时 0% B 
0.5 min 时 20% B 
0.51 min 时 0% B 
0.65 min 时 0% B

梯度调制/从动 不适用

调制范围 全范围

柱温 50 °C

调制时间 0.65 min

定量环设置 两个 40 µL 定量环

进样量 5 µL

注射针清洗 不适用

样品温度 不适用

二维 DAD 检测 信号 210 nm/4 nm，参比关闭 
信号 254 nm/4 nm，参比关闭
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食品检测 - 啤酒的分析 II

第一维色谱柱 Agilent ZORBAX 300-SCX，2.1 x 150 mm，5 µm（部件号 883700-714）

溶剂 A 水 + 10 mM 乙酸铵（等度）

溶剂 B 不适用

流速 80 µL/min

梯度 总运行时间 25 min

柱温 40 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHT SB-Aq，3.0 x 50 mm，1.8 µm（部件号 827975-314）

溶剂 A 水

溶剂 B 乙腈

流速 2 mL/min

空闲流速 不适用

初始梯度 0 min 时 0% B 
0.5 min 时 20% B 
0.51 min 时 0% B 
0.65 min 时 0% B

梯度调制/从动 不适用

调制范围 全范围

柱温 50 °C

调制时间 0.65 min

定量环设置 两个 40 µL 定量环

进样量 5 µL

注射针清洗 不适用

样品温度 不适用

二维 DAD 检测 信号 210 nm/4 nm，参比关闭 
信号 254 nm/4 nm，参比关闭
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食品检测 - 啤酒的分析 III

第一维色谱柱 Agilent ZORBAX Poroshell 120 SB-C18，2.1 x 150 mm，2.7 µm（部件号 683775-902）

溶剂 A 水

溶剂 B 乙腈

流速 100 µL/min

梯度 0 min 时 0% B 
20 min 时 50% B 
30 min 时 50% B

柱温 40 °C

第二维色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD SB-Phenyl，3.0 x 50 mm，1.8 µm（部件号 857700-312）

溶剂 A 水

溶剂 B 乙腈

流速 2.5 mL/min

空闲流速 无

初始梯度 0 min 时 0% B 
0.5 min 时 20% B 
0.51 min 时 0% B 
0.65 min 时 0% B

梯度调制/从动 不适用

调制范围 全范围

柱温 50 °C

调制时间 0.65 min

定量环设置 两个 40 µL 定量环

进样量 5 µL

注射针清洗 不适用

样品温度 不适用

二维 DAD 检测 信号 210 nm/4 nm，参比关闭 
信号 254 nm/4 nm，参比关闭
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 “很难预测，尤其是对于未来。”Yogi Berra

多年来我们已经很清楚，分析非常复杂的样品时（例如，含有超过 100 
至 200 种成分），二维液相色谱的性能大大超出最高性能的一维液相色

谱，尽管需要以很长的分析时间为代价（长达数十小时，见图 7.1）。对

于某些涉及复杂样品的非目标分析的重要应用（如代谢组学和蛋白质组

学分析），二维方法一直以来都超越一维方法占据着主导地位。然而，

我们必须承认，绝大多数液相色谱方法仅被用于分离可能只含有 10 至 
30 种成分的中等复杂样品。假如二维液相色谱以某种形式与一维液相色

谱竞争，用于分析含有 10 至 100 种成分的样品，那么二维液相色谱甚

至可能会取代某些一维液相色谱方法。我们对一维和二维液相色谱的历

史认识如图 7.1 所示，该图强调了该领域的最新发展趋势。

图 7.1 不同液相色谱方法在样品复杂性和所需分析时间方面的分离能力。摘自参考文献 82

二维液相色谱的未来 7

7.1  
展望

样品复杂度 [化合物编号]
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当我们从广义上思考分析化学时，可归纳出以下三个二维液相色谱已经

发挥着重要作用，或者可能在将来发挥更大作用的领域。

A.  发现（或者说非目标分析）— 蛋白质组学和代谢组学研究项目是这类

问题的代表。在这些研究中，我们会挖掘全部数据（由所有的色谱

峰和所有的多变量信号组成），以寻找健康/疾病状态的一些指标（生

物标记物），以及研究治疗（营养、给药状态）对这些指标的影响等

等。这些基本上都是大型的研究项目，涉及许多不同的样品、治疗手

段和时间点。此类方法的标志性特征是涉及的样品非常复杂，并且在

项目的初始阶段对关键被分析物进行鉴定并不是十分必要。很显然这

些研究需要很高的峰容量和更短的分析时间。虽然在线全二维液相色

谱可能是最佳选择，但类似于 MudPIT 等的“停流分析”模式在某些

情况下可能是更好的折衷方案

B.  目标分析 — 此类分析中需要鉴定的目标被分析物是已知的。目标被分

析物的含量通常较低，且存在于含有多种成分的复杂基质中，因此潜

在干扰物较多。解决这类问题的最佳选择是中心切割二维液相色谱或 
sLCxLC。生物、环境和法医学来源的样品分析是这类问题的代表

C.  分析引擎  — 该想法涉及一台非常强大的分离设备，它几乎不需要进

行任何方法开发即可分析各种相对简单的、仅包含少量组分（如少于 
20 种组分）的样品。它必须具有非常高的峰容量，以克服第 2.2 节
“峰容量及相关概念容量与相关概念”中讨论的统计难题，并且它所

使用的固定相和分离机理组合应该可以适用于尽可能广泛的样品类

型。我们几乎可以肯定，这将需要使用具有不同选择性色谱柱组合的 
RPxRP，并配合使用固定梯度和 pH，以减小方法开发的需求。该系

统还可能包括一些高度自动化的通用预分离步骤，它也可能包括两个

以上的分离维度以提高峰容量。sLCxLC 可能依旧是最佳解决方案。

这个方案只需极少的方法开发过程即可成功地应用于多种药物的稳定

性分析
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很明显，对于上述 A 类别中的问题，我们别无选择，只能使用多维分

离。而对于 B 类问题，您必须记住，由于相互作用的变量更多，尤其是

需要使两种不同类型的色谱协同工作，二维液相色谱的方法开发将更加

复杂。因此我们可以预期，通常方法开发将耗费更多时间。但另一方

面，我们也有可能通过二维液相色谱方法开发获得更高的绝对峰容量，

因此，该优势将是方法开发的时间投入获得的良好回报。为了获得更强

大的方法优势来提高方法开发的时间投入所获得的回报，我们必须要有

足够数量的样品分析工作来补偿方法开发的成本。虽然我们对二维液

相色谱的优化和应用已或多或少有一些研究，但离解决所有问题还很遥

远。要使二维液相色谱开发的效率和有效性达到近年来一维液相色谱开

发的水平，我们还有许多工作要做。

在我们看来，对一维和二维液相色谱进行平行比较有两个途径。其中一

个主要是理论上的，可回答的问题包括：哪项技术可以在最短的时间内

提供给定的峰容量或所观察到的峰数量？第二个角度更实际一些，主要

提出一些针对实际问题的见解，包括：哪项技术的单次分析成本最低？

哪项技术/方法更稳定？哪项技术的方法开发时间最短？在下面的内容

中，我们将略微详细地讨论这些问题。 

在第 2.5 节“1D 梯度洗脱与在线 LCxLC 的比较”中，我们展示了在 5 - 
10 min 的分析时间内，使用在线 LCxLC 分离玉米种子提取物的有效峰容

量超过了高度优化的一维梯度分离的峰容量。最近的一项理论研究83 表

明，当第一维严重采样不足时（这种情况在实际分析中极其常见，尤其

是在第一维经过了优化的情况下），通过公式 7.1 能够很好地估计交叉时

间  (τ)：

τ ≈
1.83  2tc

2nc  ƒcov  1λ
 nc,1D(tg,1D)

公式 7.1 交叉时间的计算

7.2  
影响比较一维和二维液相色

谱的理论因素
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交叉时间是二维色谱方法中有效的二维方法峰容量与对应所需要比较的一

维方法峰容量相等时的总分析时间。二维色谱的总分析时间通过公式 7.2 
中定义的 1D 效率因子 (1λ) 与 1D 梯度时间相关联。

1tg
1tg

1tg + 1tre-eq t2D, anal

1λ ≡ =

公式 7.2 1D 效率因子的计算

类似地，一维效率因子与一维分析时间相关，如公式 7.3 所示。

tg,1D tg,1D

tg,1D + t1D,re-eq t1D, anal
λ1D ≡ =

公式 7.3 一维效率因子与一维分析时间的关系

公式 7.1 中的所有术语已在其他地方定义（见符号和缩略语）。采用 
公式 7.4 中公式 2.11 右侧形式的公式，我们现在可以估算一维峰容量。

a  tg,1D a  λ1D  t1D,anal

b + tg,1D b + λ1D  t1D,anal

nc,1D ≈ =

公式 7.4 估算一维峰容量

在公式 7.4 中替换公式 7.1 中的 nc,1D 并求解 τ，我们将得到公式 7.5 中所

示的简单结果。

2tc  a b
2nc  1λ  ƒcov λ1D

τ = 1.83 –

公式 7.5 通过替换计算交叉时间
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这些公式告诉我们，通过最小化 2tc/2nc 和 λ1D，以及最大化 fcov 和 1λ，能够

最大限度地缩短使二维方法达到出色性能的时间。很明显，代表最大一

维峰容量的 a（见公式 2.11 和公式 2.13）越大，交叉时间就越长。很显

然，对 fcov 的依赖意味着交叉时间将取决于样品。因此，我们必须在获

得最高峰容量的同时尽量实现速度最快的二维分离。坦白地说，我们并

没有寄希望于主要通过第二维分离来提高分析效率。在可预见的未来，

略超过 2 个单位每秒的 2D 峰容量产生速度将是我们可以预期得到的最佳

速度。据此，采用公式 7.5 计算出了表 7.1 中的值。

fcov 1λ λ1D a b τ [min] %∆**

0.6 0.7 0.9 100 50 2.7

0.8 0.7 0.9 100 50 1.8 -34

0.6 0.85 0.9 100 50 2.1 -24

0.6 0.7 0.95 100 50 2.8 2

0.6 0.7 0.9 200 50 6.3 134

0.6 0.7 0.9 100 100 1.8 -34

表 7.1 系统参数对交叉时间的影响，假设 2nc/2tc = 2 峰/s。变化的参数用粗体表示。 
** 这是与第一行给出的时间结果相比，交叉时间的百分比变化

第一行代表每个参数的适当值。然后改变参数，每次一个，将其改为一

个稍大但在合理范围内的的期望值。最后一列是第一行交叉时间的变化

百分比，倒数第二列是以分钟为单位的估计交叉时间。很明显，对于

时间在数秒到大约 2-3 分钟范围内的分析，一维液相色谱具有绝对的优

势。如果能够接受更长的分析时间，则应该认真考虑是否使用二维液相

色谱。

从动梯度（见第 4.3 节“通过使用分离空间或从动梯度优化性能”部

分）等技术的确能使 ƒcov 更接近 1.0，大概可将其从当前约为 0.4 - 0.6 的
一般值提高到差不多 0.8 - 0.9；但是，这只能使 τ 降低 30-50%，或反过

来说，在 τ 固定的情况下，将有效二维峰容量提高 30-50%。
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在公式 7.1 中值得注意的是，对于一维方法而言，其峰容量是相对独立

的数值，但是对于二维方法，在第一维分离中获得的峰容量的变化会显

著影响方法的整体表现。这主要是由于在二维方法存在严重采样不足的

情况下，其有效峰容量和第一维峰容量有关，而一维方法则不存在类似

问题（见第 2.4 节“LCxLC 中峰容量的基本原理”）。这意味着如果我们

通过使用更小粒径的填料、更高的压力、更高的柱温或使用最佳流速等

途径增加一维方法的峰容量，交叉时间也会增加，从而使得二维方法与

一维液相色谱相比的优势不再明显。但不管怎样，在分析时间足够长的

前提下，二维液相方法的分离能力始终高于一维液相方法，因此，在非

常复杂的发现类问题范畴内，二维液相色谱将始终占有优于一维液相色

谱的主导地位。

如果我们回顾过去十年左右的时间，会发现大多数液相色谱分离都是在

等度条件下进行的。这是以下几个原因造成的结果。

•  以前的梯度洗脱仪器不像现在这样可靠，并且需要使用体积比现在大

得多的梯度混合器

•  基于梯度洗脱的理论和实际应用的通用方法开发指导原则还未完整 
建立18

•  还有可能是最重要的一点，即由于色谱柱需要很长时间进行再平衡，

梯度洗脱在很多情况下比等度洗脱慢得多。以前，推荐使用 10 - 20 倍
柱体积的初始洗脱液冲洗色谱柱来进行平衡，但是现在，至少对于 
RPLC，使用 2 - 3 倍柱体积的洗脱液进行冲洗通常就足以获得可重现的

结果84-86

最后一个原因可能是梯度洗脱成为常规应用的最大障碍。但是，人们分

离更复杂样品的需求，以及对实现这一目标所需的更强大的梯度洗脱能

力的需求，极大推动了梯度洗脱的应用，因此现在市场上的绝大多数液

相色谱仪器均为梯度仪器。这种历史趋势的示意图如图 7.1 所示，该图

还扩展地包含了二维液相色谱可能的应用趋势。

7.3  
影响比较一维和二维液相色

谱的实际因素
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二维液相色谱的应用也需要实现类似的进步，以克服该技术实现普遍应

用和常规应用所面临的障碍。分析所需的二维液相色谱仪器现在已经变

得更加稳定，并且可从多个主流仪器制造商处购得。但是，更全面、更

精确，并且易于使用的方法开发指南的建立仍处于初始阶段。就像对于

梯度洗脱一维液相色谱一样，人们针对二维液相色谱当前存在的局限性

的一些普遍观念也可以被颠覆。

在过去的十年中，我们在硬件和软件的设计和应用方面已经取得了巨大

进展，尤其是针对二维液相色谱的应用。硬件发展的首要成就是分析级

泵系统的性能改进，现在其压力范围可达 1300 bar (20000 psi)，梯度延

迟体积低于 100 µL，并且在超快速（例如 < 15 s）洗脱条件下可达到前

所未有的精密度。另外，恒流输送泵可以满足二维分析中的流速需求，

同时可以保证压力稳定，从而减少了压力波动对于柱寿命的影响。这

些性能特点对于提高二维液相色谱与一维液相色谱相比的竞争力非常重

要，尤其是对于分析时间在 10 - 60 min 范围内的中等时间分析。但是，

对于二维液相色谱来说非常重要的超快 2D 分离速度目前仅与质谱实现了

半兼容，因为在样品进入 MS 接口之前，它们仍然需要对分析流速进行

分流。

相比一维液相色谱，二维液相色谱的性能还有很大的提升空间，要实现

二维液相色谱的常规应用，我们还有很多开发工作有待完成。 

使用单变量（如单波长 UV）检测器进行二维色谱分离，我们能够以类似

一维色谱与多变量（如 DAD 或 MS）检测器联用的方式通过数学手段对

无法色谱分离的峰进行区分。即是说可以利用数据本身的某些数学特性 
 （比如光谱或 m/z 差异）通过数学手段来实现二次分离。

以配备 DAD 检测器的一维液相色谱为例。想象一下，有两个组分产生了

完全重叠的峰（相同的保留时间，以及相同的峰形/宽），但是这两个组

分具有可以相互区分的吸收光谱。理论上来讲，利用一些数学方法，仍

然能够将上述色谱峰分离为两个组分峰。当然，光谱的差别越大，定量

7.4  
二维液相色谱仪器的发展

7.5  
二维液相色谱的其他挑战和

机遇

7.5.1  
二维分离方法的数据结构优势
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的精密度和准确度就会越高；类似地，两个峰的色谱分离度越高，获得

可接受结果所需的光谱差异也就越小。现在我们以使用单波长检测器获

得的二维色谱图为例。即使两个组分在 1D 色谱柱上完全重叠，只要它们

在第二维分离中未完全重叠，我们就仍然能够分析它们。 

此时我们需要指出的是，许多种不同的数学方法都可以利用第二个分离

维度（或多变量检测器）提供的额外信息实现数学曲线分离。这些数据

结果的双线性结构让我们能够使用两种强大的化学计量学方法，即平行

因子分析  (PARAFAC) 和广义秩消法或广义秩消失因子分析  (GRAM)。与

不是基于因子分析的方法相比，这些技术有许多非常重要的优点。 

•  GRAM 和 PARAFAC 均可以为基线建模，因此不需要再通过空白分析来

评估基线

•  两者均不受检测器噪音的影响

•  即使存在未知干扰，也可获得精密、准确的定量结果

现在让我们来看看二维液相色谱与多变量检测器联用在未来的应用趋

势。这些数据本来就具有三线性而非双线性结构。与联用式一维色谱技

术相比，LCxLC-DAD 等二维联用式方法拥有巨大的、公认的优势。这就

是所谓的三线性优势。将 PARAFAC 和 GRAM 方法应用于组分数量已知

的数据结果，可得到一个绝对唯一的答案。也就是说，在实验数据和建

模数据间，不存在具有一组更小残差的其他答案。但是我们必须知道采

用这些技术进行分段分析的数据中，在分段过程中对信号有贡献的组分

的数目。这是进行实际数据分析所面临的主要困难。我们所说的答案是

指将数据结构分解为一组 1D 和 2D 色谱峰（保留时间、曲线）的结果，

以及其中每个因子都代表一种化学成分或背景信号组分的光谱曲线。
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为了使因子分析方法有效，我们必须假设数据是绝对线性的。这样才不

会产生色谱超载和非线性检测器响应。此外，在单一的二维色谱图结果

中，第二维相同的化合物的色谱峰峰形或保留时间不可以有变化，并且

如果数据集中包括不同样品的一系列分析，那么相同化合物在任一维度

中都不可以出现保留或峰形的变化。实际上，使用 PARAFAC 和 GRAM 
算法时，即使色谱峰保留仅出现十分之几的变化，也会使 σ 值产生灾难

性的后果。很显然这些都是非常严格的要求。当满足这些要求时，三线

性优势是非常强大的，并且通过对数据进行数学处理，可能会极大提升

分离性能，在样品的实际二维液相色谱物理分离中，分离性能也会随之

提升87。这些优势突出展示于图 7.2 中。在 1D 和 2D 分离中所有目标组

分完全重叠的情况下，我们看到通过 PARAFAC 可以找出三个组分。
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图 7.2 应用 PARAFAC 算法分析 2D-LC-DAD 数据。该图由 Robert Allen 博士提供。 
图 A：第一维色谱图，其中绿色区域指示了随后要进行数学处理的峰。 
图 B： 定义目标空间区域的二维等高线图。 
图 C：图 B 标示区域的放大图，表明只观察到一个峰最大值。 
图 D：通过 PARAFAC 找到的图 C 所示区域中的组分的吸收光谱。 
图 E：由 PARAFAC 确定的严重重叠的 1D 色谱峰曲线。绿色曲线是检测器在 220 nm 处观察

到的，通过 PARAFAC 分离了红色、蓝色和紫色的峰。 
图 F：通过 PARAFAC 分离得到的严重重叠的 2D 色谱峰曲线。绿色曲线是检测器在 220 nm 
处观察到的峰，通过 PARAFAC 分离了红色、蓝色和紫色的峰
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