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摘要：二维液相色谱（２Ｄ⁃ＬＣ）因具有较高的峰容量，在复杂样品的分离分析中获得了广泛的关注。 然而，制备型

２Ｄ⁃ＬＣ 以纯化高纯单体为目标，在方法开发和设备构成等方面与分析型 ２Ｄ⁃ＬＣ 有较大的不同，目前尚未得到充分

的开发，在大规模的制备纯化中应用较少。 本文以一套制备液相色谱模块为分离系统，以稀释泵、切换阀和捕集柱

阵列为接口，构建了新型的制备型 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统，旨在规模化纯化多个活性成分。 以烟叶中可以用作医药原料的烟

碱、绿原酸、芦丁和茄尼醇等组分为目标物，考察了不同类型填料对样品的捕集效率、过载条件下的色谱保留行为

等，优化了制备色谱条件。 进而利用在线 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统实现了烟叶提取物的纯化，通过一次运行获得了 ４ 个高纯化

合物。 该系统具有中压色谱纯化成本低、系统在线运行自动化程度高、稳定性好及容易放大等优点。 烟叶中活性

化学成分的回收利用对促进烟草行业的发展及带动地方农业经济开发具有重大的意义。
关键词：制备型二维液相色谱；高纯化合物；烟草；捕集柱阵列；中压色谱
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　 　 二维液相色谱（２Ｄ⁃ＬＣ）因其较高的峰容量，在
复杂样品的分析和鉴定中发挥了重要作用，商品化

的分析型 ２Ｄ⁃ＬＣ 仪器在天然产物、蛋白质组学、代
谢组学以及环境等领域获得了日益广泛的应

用［１，２］。 对于复杂天然产物的分离纯化，由于设备

构成复杂、样品溶解度、两维溶剂兼容性等问题的存

在，制备型 ２Ｄ⁃ＬＣ 发展缓慢［３］。
　 　 基于多位选择阀和样品环的接口是 ２Ｄ⁃ＬＣ 的

主要接口形式，Ｑｉｕ 等［４－６］构建了多种制备型 ２Ｄ⁃ＬＣ
系统，包括反相、反相色谱（ＲＰＬＣ×ＲＰＬＣ）和正相、
反相色谱（ＮＰＬＣ×ＲＰＬＣ）等组合模式；朱靖博等［７］

以两位八通阀和捕集柱阵列为接口构建了反相⁃反
相 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统，用以纯化木质素；Ｚｈａｎｇ 等［８］ 构建

了以两位十通阀和定量环为接口的制备 ２Ｄ⁃ＬＣ 系

统，以质谱信号为导向进行药物杂质的纯化；Ｒｅｚａ⁃
ｄｏｏｓｔ 等［９］构建了两位六通阀和样品环的中心切割

２Ｄ⁃ＬＣ 系统用于纯化紫杉醇；Ｍａｒｌｏｔ 等［１０］对由液液

色谱（逆流色谱）构建的制备 ２Ｄ⁃ＬＣ 技术进行了综

述，其中多位选择阀是主要的接口类型。
　 　 常规制备型 ２Ｄ⁃ＬＣ 由于切换阀和系统设计，多
以实验室规模纯化少量物质以进行结构鉴定和药效

活性评价为目标，较难以同样的系统设计放大到工

业化规模［１１－１３］。 因此，本文构建以四位切换阀和捕

集柱阵列为接口，通过创新设计的系统切换流路，实
现多组分的在线二维制备。 该系统具有易于放大到

生产规模的优点。
　 　 烟草是中国重要的经济作物之一，在烟草的种

植和生产加工过程中，产生了大批烟叶废弃物。 一

方面，烟叶废弃物的传统处理方式对环境造成了一

定的压力和污染；另一方面，烟叶中已知含有 ３００ 多

种化合物［１４］，其中的生物碱、糖类、氨基酸、有机酸

等是重要的医药、食品原料。 因此，本文以烟叶为样

品，对所构建的制备型 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统进行验证，为烟

叶中药效活性物质的高效生产奠定技术基础。

１　 实验部分

１．１　 仪器

　 　 制备型 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统为自主研发设备，由 ３ 台

ＨＴ７０５０Ａ 制备型恒流泵、ＨＴ７０５０Ａ 紫外可见光检测

器、ＨＴ７０５０Ａ 收集器（带有 １０×３０ 试管架）和 ２ 支分

离柱 Ｃ１８（４６０ ｍｍ×１５ ｍｍ ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５０ μｍ）构成分离

系统，由多个切换阀和 ４ 支捕集柱构成 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统

接口，通过自主开发的 ｈｔ２Ｄ⁃Ｐｒｅｐ 色谱工作站控制

仪器在线自动运行。 装填了 Ｃ１８、ＷＡＸ 和 ＬＨ⁃２０ 填

料的捕集柱（５０ ｍｍ×３０ ｍｍ ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５０ μｍ）、各系统

模块及色谱柱均由苏州汇通色谱分离纯化有限公司

提供。 分析型液相色谱为 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 液相色谱仪。
１．２　 试剂

　 　 无水乙醇（分析纯，永华化学股份有限公司）；
甲酸、三氟乙酸（ＴＦＡ）、磷酸二氢铵、磷酸氢二铵

（均为分析纯，上海蒂凯姆实业有限公司）；烟草粉

末（上海烟草集团有限责任公司技术中心）。
１．３　 色谱条件

　 　 第一维液相色谱（ １Ｄ⁃ＬＣ） 　 分离柱 Ｃ１８（４６０
ｍｍ × １５ ｍｍ ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５０ μｍ）； 流 动 相： Ａ 为 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸铵溶液（ｐＨ ６􀆰 ５）， Ｂ 为乙醇；检测波

长：ＵＶ ２１０ ｎｍ；柱温：室温；梯度洗脱程序：０ ～ ５
ｍｉｎ，５％ Ｂ；５ ～ ４０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ ～ ５５％ Ｂ；４０ ～ ４１ ｍｉｎ，
５５％ Ｂ；４１ ～ ５０ ｍｉｎ，５５％ Ｂ ～ １００％ Ｂ；５０ ～ ７０ ｍｉｎ，
１００％ Ｂ；流速 １０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；稀释液：０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶

液，流速 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
　 　 第二维液相色谱（ ２Ｄ⁃ＬＣ） 　 分离柱 Ｃ１８（４６０
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ｍｍ×１５ ｍｍ ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５０ μｍ）；流动相：Ａ 为 ０􀆰 １％ 甲酸

水溶液，Ｂ 为乙醇；检测波长：ＵＶ ２１０ ｎｍ；柱温：室
温；梯度洗脱程序：０～５ ｍｉｎ，５％ Ｂ；５～４０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ
～５５％ Ｂ；４０ ～ ５０ ｍｉｎ，５５％ Ｂ ～ １００％ ；５０ ～ ７０ ｍｉｎ，
１００％ Ｂ；流速 １０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
　 　 分析型色谱　 Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ ｉ􀆰 ｄ􀆰 ，
５ μｍ）；流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；流动相（烟碱、绿原酸和芦

丁）： Ａ 为 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶液（ｐＨ ６􀆰 ５）， Ｂ 为乙醇；
梯度洗脱程序： ０ ～ ５ ｍｉｎ，５％ Ｂ；５ ～ ２５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ～
５５％ Ｂ；２５～３５ ｍｉｎ，５５％ Ｂ～１００％ ；３５～４５ ｍｉｎ，１００％
Ｂ；洗脱梯度（茄尼醇）： ０～５ ｍｉｎ，９０％ Ｂ～１００％ Ｂ；５
～１５ ｍｉｎ，１００％ Ｂ。
１．４　 样品处理方法

　 　 取 ２０ ｇ 烟草粉末于烧瓶中，加入 ２００ ｍＬ 甲醇⁃
水（９０ ∶１０， ｖ ／ ｖ）溶液，超声提取 ２ ｈ 后经定性滤纸过

滤残渣，旋蒸浓缩至约 ５０ ｍＬ，供 ２Ｄ⁃ＬＣ 分离纯化。

２　 结果与讨论

２．１　 二维制备液相色谱系统的构建

　 　 烟草中含有较多化学成分，以烟碱、芦丁、绿原

酸和茄尼醇的含量较高［１５］。 在 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统的构建

过程中，根据样品性质，选择合适的色谱分离模式，
并考虑同步纯化多个组分的技术特征，开发了基于

捕集柱阵列的 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统，包括两个流动相泵、１ 个

进样泵、１ 个稀释泵、多个两位四通阀、两个混合器、
捕集柱阵列、色谱检测器、第一维制备柱（Ｃ１）、第二

维制备柱（Ｃ２）和其他连接管线组成，系统配置见图

１，原型机实物图如图 １ｃ 所示。
　 　 运行１Ｄ⁃ＬＣ 时，流路方向如图 １ａ 所示，泵 Ａ 和

泵 Ｂ 输送流动相经混合器混合后，经阀 Ａ 到达阀

Ｃ；样品由进样泵输送到阀 Ｃ，由流动相输送至分离

柱 １；样品经 Ｃ１ 分离后，洗脱液经过阀 Ｂ 到达混合

器 ２，与稀释泵中的溶剂混合后，经过阀 Ａ 到达捕集

柱阵列；通过切换捕集柱阵列中的阀，选择性地将洗

脱液导向捕集柱 １～４，即分成 ４ 个馏分；馏分流经捕

集柱，其中的目标组分被捕获，溶剂经过阀 Ｂ 到达

馏分收集器，并切换至废液。
　 　 运行２Ｄ⁃ＬＣ 时，流路方向如图 １ｂ 所示，以捕集

柱为上样柱，通过切换捕集柱阵列的四通阀选择组

分进行第二维分离。 泵 Ａ 和泵 Ｂ 输送流动相在混

合器 １ 混合后，经阀 Ａ 到达捕集柱阵列；切换捕集

柱阵列阀，选择捕集柱 １ 为上样柱；流动相输送捕集

柱 １ 中的样品，经阀 Ｂ、阀 Ａ、阀 Ｃ 到达 Ｃ２；捕集柱 １

中的组分，在分离柱 ２ 上分离后，其洗脱液经检测器

和阀 Ｂ 到达馏分收集器；馏分收集器根据紫外检测

器信号设定的阈值，自动收集馏分。

图 １　 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统的结构图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｙｓｔｅｍ
　 ａ． ｆｉｒｓｔ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ １Ｄ⁃ＬＣ） ｏｐｅｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｓｅｔｕｐ； ｂ． ｓｅｃｏｎｄ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ２Ｄ⁃
ＬＣ） ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｔｕｐ； ｃ． ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ．

　 　 为了实现规模化生产，系统可靠性至关重要。
研制过程中使用了结构相对简单的两位四通阀替代

多位阀，各管路连接简单，维护方便；同时，该系统所

有液路都有出口，即使出现切换错误也不会导致液

路封闭引起局部的超高压、泄露等安全生产危险。
２．２　 ２Ｄ⁃ＬＣ 分离条件考察

　 　 在进行在线 ２Ｄ⁃ＬＣ 制备级样品纯化之前，考察
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各维色谱条件以及载样量是进行纯化工艺开发的重

要步骤。 首先，考察了二维系统中第一维色谱柱的

载样量，如图 ２ 所示。 烟草提取物样品在上样量为

１ ｇ 和 ５ ｇ 时，一维色谱图呈现出过载现象（图 ２ａ ～
ｃ），上样量为 １０ ｇ 时出现严重过载现象（图 ２ｄ），经
延长梯度时间至 ７０ ｍｉｎ，优化了各组分的分离，烟
叶提取物的色谱峰在整个梯度时间内较为均匀，属
于可接受的制备色谱过载行为（图 ３ａ）。

表 １　 ２Ｄ⁃ＬＣ 接口中捕集柱的捕集效率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｒａｐｐｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｐ ｃｏｌｕｍｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ２Ｄ⁃ＬＣ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ％

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃ１８

Ｕｎｄｉｌｕｔｅｄ Ｄｉｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ｗａｔｅｒ Ｄｉｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ０．１％ ＴＦＡ
ＷＡＸ （ｕｎｄｉｌｕｔｅｄ） ＬＨ⁃２０ （ｕｎｄｉｌｕｔｅｄ）

Ｎｉｃｏｔｉｎｅ ６５．４１ ５４．０２ ４７．０３ １０．６８ ４３．９７
Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ３２．７０ ５６．３７ ３６．１４ １００ ７６．１０
Ｒｕｔｉｎ ３８．３０ ８８．３０ ９５．６７ － －
Ｓｏｌａｎｅｓｏｌ ６１．７７ ９６．１３ ９４．３０ － －
－： ｎｏｔ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ．

　 　 其次，考察了采用不同类型填料的捕集柱对 ４
种烟叶成分的捕集效果。 由于一维馏分中含有有机

试剂，导致馏分中的目标组分在捕集柱上无保留或

保留较弱，如表 １ 所示。 在馏分不稀释的状态下，捕
集柱填料为 Ｃ１８时，对绿原酸、芦丁和茄尼醇的捕集

效率仅为 ３２􀆰 ７０％、３８􀆰 ３０％ 和 ６１􀆰 ７７％；馏分经水稀

释 ５ 倍后，再上样到捕集柱上，则捕集效率显著提

高，分别为 ５６􀆰 ３７％、 ８８􀆰 ３０％ 和 ９６􀆰 １３％； 馏 分 经

０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶液稀释，Ｃ１８填料对芦丁和茄尼醇的

吸附效率较好；烟碱在不稀释条件下，使用 Ｃ１８填料

的捕集效率最高。 因此，捕集柱 １、２、４ 以 Ｃ１８为填

料，捕集烟碱组分时不进行稀释，捕集芦丁和茄尼醇

时，使用 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶液稀释；对于绿原酸组分，
以 ＷＡＸ 为填料时的捕集效率高，但难以洗脱下来；
使用 ＬＨ⁃２０ 填料时，在不稀释的条件下，捕集效率

达到了 ７６􀆰 １０％，因此，对于绿原酸的捕获，捕集柱填

料采用 ＬＨ⁃２０。
　 　 最后，考察了 ４ 个目标成分的峰分布情况，以确

定适宜的捕集柱捕获条件。 将第一维分离馏分根据

出峰情况手动分成 ７ 段（见图 ３ １Ｄ⁃ＬＣ），经分析型

ＬＣ 分析，其色谱图如图 ３⁃Ｆ１～Ｆ７ 所示，结合标准品

进行定性鉴定，确定了馏分 １（Ｆ１）含有烟碱、馏分 ３
（Ｆ３）含有绿原酸、馏分 ４ （Ｆ４） 含有烟碱、馏分 ５
（Ｆ５）含有芦丁、馏分 ７（Ｆ７）含有茄尼醇。 Ｆ４ 中的

烟碱含量远低于 Ｆ１ 组分，因此，舍弃此组分，在线

２Ｄ⁃ＬＣ 制备采用 ４ 根捕集柱分别捕获 ４ 个组分，其
中 ２ 号捕集柱填料为 ＬＨ⁃２０，用以捕获绿原酸，其余

图 ２　 不同载样量及流动相梯度条件下烟草提取物的
一维分离色谱图

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ １Ｄ⁃ＬＣ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ
ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｓ
ａｎｄ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ

　

　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （４６０ ｍｍ× １５ ｍｍ
ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５０ μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ： ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ （ｐＨ ６􀆰 ５）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ： ｅｔｈａｎｏｌ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅ⁃
ｌｅｎｇｔｈ： ２１０ ｎｍ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ： ０－５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ； ５－
２５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ－５０％ Ｂ； ２５－３５ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ－１００％ ； ３５－５０ ｍｉｎ，
１００％ Ｂ； ｃ， ｄ． ０－ ４０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ－ ６０％ Ｂ； ４０ － ５０ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ－
１００％ Ｂ．

３ 根捕集柱填料为 Ｃ１８，分别捕获烟碱、芦丁和茄

尼醇。
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图 ３　 一维液相色谱纯化烟叶提取物及馏分分析色谱图

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ １Ｄ⁃ＬＣ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｏｂａｃｃｏ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 １Ｄ⁃ＬＣ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： Ｃ１８（４６０ ｍｍ×１５ ｍｍ ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５０ μｍ）； ｍｏ⁃
ｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ： ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ｐＨ ６􀆰 ５）； ｍｏ⁃
ｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ： ｅｔｈａｎｏｌ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ： ０－５ ｍｉｎ， ５％
Ｂ； ５－４０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ－ ５５％ Ｂ； ４０－ ４１ ｍｉｎ， ５５％ Ｂ； ４１－ ５０ ｍｉｎ，
５５％ Ｂ－１００％ Ｂ； ５０－７０ ｍｉｎ， １００％ ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２１０
ｎｍ； ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄ： １０ ｇ．
　 Ｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ
ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５ μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ： ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ （ ｐＨ ６􀆰 ５）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ： ｅｔｈａｎｏｌ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
ｐｒｏｇｒａｍ： ０－５ ｍｉｎ，５％ Ｂ； ５－２５ ｍｉｎ，５％ Ｂ－５０％ Ｂ；２５－３５ ｍｉｎ，
５０％ Ｂ－ １００％ ；３５ － ４５ ｍｉｎ，１００％ Ｂ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２１０
ｎｍ．

２．３　 在线制备 ２Ｄ⁃ＬＣ 法分离烟叶成分

　 　 制备 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统中配备了 ４ 支捕集柱，在线运

行一维液相色谱时，按照目标组分出峰时间区间切

换阀，使 ４ 根捕集柱分别捕获含有 ４ 个目标组分的

馏分（ 见图４ １ Ｄ⁃ ＬＣ） ，并存储在其中。待第一维

图 ４　 在线制备 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统纯化烟叶中的活性成分
Ｆｉｇ． ４　 Ｏｎｌｉｎｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ２Ｄ⁃ＬＣ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｘｔｒａｃｔ
　 １Ｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （４６０ ｍｍ×１５ ｍｍ ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５０ μｍ）；
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ： ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ｐＨ ６􀆰 ５）；
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ： ｅｔｈａｎｏｌ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ： ０－５ ｍｉｎ，
５％ Ｂ； ５－４０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ－５５％ Ｂ； ４０－４１ ｍｉｎ， ５５％ Ｂ； ４１－５０ ｍｉｎ，
５５％ Ｂ－１００％ Ｂ； ５０－７０ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２１０
ｎｍ； ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄ： １０ ｇ．
　 ２Ｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （４６０ ｍｍ×１５ ｍｍ ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５０ μｍ）；
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ： ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ Ｂ： ｅｔｈａｎｏｌ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ： ０～５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ； ５
～ ２５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ～５０％ Ｂ； ２５～３５ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ～１００％ ； ３５～４５ ｍｉｎ，
１００％ Ｂ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２１０ ｎｍ．
　 Ｐｕｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ： Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ｉ􀆰 ｄ􀆰 ， ５
μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ： ０􀆰 １％ ＴＦＡ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ Ｂ： ｅｔｈａｎｏｌ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ４： ０
－５ ｍｉｎ， ９０％ Ｂ－１００％ Ｂ； ５－１５ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍ
ｆｏｒ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ： ０－５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ； ５－２５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ－５５％ Ｂ；
２５－３５ ｍｉｎ， ５５％ Ｂ－１００％ ； ３５－４５ ｍｉｎ， １００％ Ｂ．
　 Ｆｏｒ ｐｅａｋｓ， ｓｅｅ Ｔａｂｌｅ ２．
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运行完成，切换阀模块，依图 １ｂ 所示流路运行，４ 支

捕集柱捕获的馏分（组分Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ）依次进入第

二维进行分离。 第二维色谱柱上分离的组分，由馏

分收集器收集，采用 １􀆰 ３ 节分析型色谱进行纯度分

析，结果见图 ４ 和表 ２，共有 ５ 个组分相对纯度较高

（＞８０％），其中包括一个未知成分。 此外，该 ２Ｄ⁃ＬＣ
系统还收集到多个其他组分，但纯度较低。 在未来

有需求时，可以进一步优化二维制备色谱各维的色

谱条件，实现更多高纯组分的纯化以及结构鉴定。
表 ２　 烟草分离组分的色谱保留时间和纯度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ｐｕｒｉｔｉｅｓ
ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ

Ｐｅａｋ Ｎｏ．
ｉｎ Ｆｉｇ．４

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｐｕｒｉｔｙ ／ ％

１ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ３．２３ ９６．９６
２ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ １２．８９ ９８．２３
３ ｒｕｔｉｎ １８．１２ ９５．７１
４ ｓｏｌａｎｅｓｏｌ ８．５９ ８１．０１
５ ｕｎｋｎｏｗｎ ９．９１ ８６．８３
６ ｕｎｋｎｏｗｎ １１．９４ ４１．８２
７ ｕｎｋｎｏｗｎ １３．２４ ４５．２４

　 　 通过分离烟叶中的 ４ 个主要活性成分，验证了

系统简单可靠，且各模块控制及在线监测系统运行

正常。 经过第二维分离后，获得的烟碱、绿原酸、芦
丁的纯度均大于 ９５％，而茄尼醇的纯度大于 ８０％
（与市售对照品纯度相当）。 以上结果验证了该在

线 ２Ｄ⁃ＬＣ 系统可以有效地实现目标组分的纯化。

３　 结论

　 　 本文构建了基于捕集柱阵列的在线制备型 ２Ｄ⁃
ＬＣ 系统，以制备液相色谱模块为分离系统，以稀释

泵、切换阀和捕集柱阵列为接口，成功地应用于分离

烟草样品中的烟碱、绿原酸、芦丁、茄尼醇等化合物。
通过一次上样获得了 ４ 个纯度较高的组分，实现了

烟叶中活性成分的同步分离纯化。
　 　 该系统采用四通阀代替了常规制备 ２Ｄ⁃ＬＣ 中

的多位选择阀，并进行了创新的接口设计，结合捕集

柱阵列模式，能灵活地选择性分离烟草中的目标化

合物，实现多个高纯化合物的规模化生产。 同时，采
用了中压色谱系统，以 ５０ μｍ 粒径填料为分离介

质，系统压力低，对设备的要求大大降低，更易实现

自动化操作和放大到制备规模，在烟草的快速分离

制备和工业化生产方面具有广阔的应用前景。 此

外，该系统的概念设计和运行模式也可以应用到其

他天然产物的分离纯化中，实现复杂成分的高效

纯化。
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