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摘摇 要摇 双回路技术是一套机械传动组件和流路系统,具有自动进样和馏分收集的双重功能。 本研究基于双

回路技术设计了一种二维液相色谱在线 /离线接口,用以有效连接两种不同分离模式构建分离系统,提高系统

峰容量,并对其功能进行了评价。 以 4 种芳香族化合物为分离对象,利用设计的接口连接 1 套液相色谱系统,
实现了进样、馏分收集、再进样纯度分析的多重操作集成; 连接 2 套液相色谱系统,采用强阳离子交换模式对

5 种蛋白质样品进行初步分离,收集难分离组分,并通过再次进样到反相色谱模式的分离系统中,组分得到良

好分离。 进一步基于此接口连接 1 套强阳离子交换系统和 1 套微柱反相色谱系统,对牛血清白蛋白酶解产物

进行在线二维分离,以 1 mAU 为积分阈值,共识别 292 个色谱峰。 新型在线 /离线接口可灵活实现样品微量

制备、难分离组分的精细拆分和复杂样品的二维分离,为二维色谱系统的构建及分离研究提供了有力工具。
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1摇 引 言

二维液相色谱技术以其高峰容量、高分辨力的特点,成为近年来蛋白质分析[1,2]、中药成分分

析[3,4]、代谢组学研究[5]的重要方法之一。 二维接口是二维液相色谱系统的核心,常见的接口形式可分

为离线接口和在线接口两大类。 离线接口[6,7]依次收集第一维的馏分,随后通过转移进行第二维分析。
在线接口的形式多种多样,是二维接口发展的主要趋势。 定量环接口[8,9] 利用定量环存储第一维的样

品,通过阀切换将样品切入第二维分析。 对于停流接口[10],第一维洗脱产物直接转移到第二维色谱柱

柱头,转动切换阀,第二维开始分析,此时第一维停流。 对于平行柱接口[11],利用两支同样的色谱柱交

替富集第一维的样品,并作为第二维的分析柱使用; 对于捕集柱接口[12],第一维的洗脱产物富集到捕

集柱柱头,切换阀后,第二维流动相将捕集柱上的样品反冲到第二维色谱柱上进行分析。 此外,还有一

些特殊的接口形式,如真空辅助溶剂蒸发接口[13]、液滴微流控接口[14] 等。 已报道的这些接口中,离线

接口结构简单,对设备要求不高,并可以对第一维馏分进行相应的浓缩、合并、脱盐等操作,但转移过程

中易造成样品损失、污染; 定量环接口结构简单,但第二维样品有效样品量偏低,影响检测灵敏度; 停

流接口,第二维不受分析时间限制,可以充分发挥系统分辨率,但第一维停流往往容易使样品扩散; 平

行柱接口避免了停流接口的扩散问题,但第二维分析时间受到第一维分离时间的限制; 捕集柱接口有

在线富集的功能,可很好的保证第二维样品浓度,但捕集效率不稳定是不可忽略的问题,且第二维分析

时间同样受到第一维限制。 总体上,这些接口有各自的优点,但也都受到一定的限制,应用范围有限,不
能满足多种分离目的灵活切换的需求; 且自动化、集成化程度不高,不适合分析时间长、数量大的样品。

在本研究组前期工作的基础上[15,16], 本研究设计了一种兼有样品收集、进样功能的新型在线 /离线

接口,可完成样品微量制备、难分离组分的精细拆分和复杂样品的二维分离。 分别以芳香族化合物、蛋
白质样品、蛋白质酶解产物为分析对象,对接口进行系统的评价,获得了良好的结果。
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2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

iChrom 5100 高效液相色谱仪,包括 P5102 高压恒流泵、D5101 紫外鄄可见检测器、M5102 系统组织

器、W5100 色谱数据工作站等(大连依利特分析仪器有限公司); FE20 pH 计(瑞士 Mettler Toledo 公

司); C52鄄1346I 两位六通切换阀(瑞士 Valco 公司); Biobasic SCX 色谱柱(250 mm 伊4. 6 mm i. d. ,
5 滋m, 300 魡, 美国 Thermofisher 公司); Supersil ODS2 色谱柱(250 mm 伊4. 6 mm i. d. , 5 滋m, 120 魡,
大连依利特分析仪器有限公司),SinoChrom C8 色谱柱(150 mm伊4. 6 mm i. d. , 5 滋m, 300 魡, 大连依利

特分析仪器有限公司)。
苯乙酮、甲苯、乙苯、芴、尿素、碳酸氢铵(分析纯,天津科密欧化学试剂有限公司); 甲醇、乙腈(色

谱纯,美国 Tedia 试剂公司); 细胞色素 C(Cytochrome C, Cyt C)、核糖核酸酶 A(RNase A)、核糖核酸酶

B(RNase B)、鸡卵清白蛋白(Chicken egg white albumin, CEA)、牛血清白蛋白(Bovine serum albumin,
BSA) 均 购 自 Sigma鄄Aldrich 公 司; 三 氟 乙 酸 ( Trifluoroacetic acid, TFA )、 二 硫 苏 糖 醇 ( 98% ,
Dithiothreitol, DTT)购自北京百灵威科技有限公司; 碘乙酰胺(99% , Iodoracetamide, IAA, Amresco 公

司); 实验用水为超纯水(Milli鄄Q,美国 Millipore 公司)。
2. 2摇 实验方法

2. 2. 1摇 4 种芳香族化合物的微量制备摇 样品:苯乙酮、甲苯、乙苯、芴(2伊10-7 g / mL)。 进样量为 20 滋L。
收集条件: 1#馏分 2. 5 ~ 3. 5 min,2#馏分 5. 0 ~ 6. 0 min,3#馏分 7. 0 ~ 8. 0 min,4#馏分 13. 0 ~ 14. 0 min。
再进样条件:收集到 4 组馏分各 1 mL,浓缩至约 0. 3 mL,再依次进样,进样量为 100 滋L。 色谱条件:
Supersil ODS2 色谱柱 ( 250 mm伊4. 6 mm i. d. , 5 滋m); 流动相为甲醇鄄水 ( 85 颐 15, V / V); 流速

1. 0 mL / min; 检测波长 254 nm。
2. 2. 2摇 5 种蛋白质的精细拆分摇 (1)样品制备摇 分别称取 BSA 2. 3 mg、Cyt C 2. 0 mg、RNase A 2. 0 mg、
RNase B 4. 1 mg 和 CEA 2. 3 mg,用 1 mL 乙腈鄄水(2颐 98, V / V, 含 0. 1% TFA)溶解, 0. 22 滋m 滤膜过滤,
备用。 (2)第一维强阳离子交换色谱(Strong cation exchange chromatography, SCX) 摇 Biobasic SCX 色谱

柱(250 mm 伊4. 6 mm i. d. , 5 滋m, 300 魡); 流动相 A 为 10 mmol / L 磷酸盐缓冲液(pH 5. 37); 流动相 B
为流动相 A+1. 0 mol / L NaCl(pH 5. 37); 梯度洗脱条件: 0 ~ 30 min,10% ~30% B; 30 ~ 40 min, 50%
B, 流速 1. 0 mL / min; 进样量 20 滋L; 检测波长 214 nm。 (3)第二维反相色谱(Reversed鄄phase chroma鄄
tography, RP) 摇 SinoChrom C8 色谱柱(150 mm伊4. 6 mm i. d. , 5 滋m, 300 魡); 流动相 A 为乙腈鄄水
(2 颐 98, V / V)+0. 1% TFA; 流动相 B 为乙腈鄄水(98 颐 2, V / V) +0. 1% TFA; 梯度洗脱条件: 0 ~ 3 min,
5% B; 3 ~ 5 min, 5% ~ 25% B; 5 ~ 17 min, 25% ~ 75% B; 17 ~ 20 min, 75% ~ 5% B。 流量

1. 0 mL / min; 进样量 20 滋L; 检测波长 214 nm。
2. 2. 3摇 BSA 酶解产物的二维分离摇 (1)样品制备摇 称取 1. 0 mg BSA 溶于 8 mol / L 尿素和 100 mmol / L
NH4HCO3缓冲液(pH 8. 0)中; 加入 8 滋L 1 mol / L DTT,60 益水浴反应 2 h; 加入 20 滋L 1 mol / L IAA,常
温下避光反应 0. 5 h; 随后使用 100 mmol / L NH4HCO3将样品中尿素浓度稀释至 1 mol / L,并按质量比

1 颐 25加入胰蛋白酶,37 益 下反应过夜; 最后,将得到的蛋白质酶解液调至酸性,除盐后冻干,待用。
(2)第一维强阳离子交换色谱摇 Biobasic SCX 色谱柱(250 mm伊4. 6 mm i. d. , 5 滋m, 300 魡); 流动相 A
为 10 mmol / L 磷酸盐缓冲液(pH 2. 2); 流动相 B 为流动相 A+0. 5 mol / L NaCl(pH 2. 2); 梯度洗脱程

序: 0 ~ 10 min, 0% B; 10 ~ 30 min,0 ~ 100% B; 30 ~ 60 min,100% B; 60 ~ 70 min,0% B。 流速

0. 5 mL / min; 进样量 100 滋L; 检测波长 214 nm。 (3)第二维反相色谱 摇 XBP C18 色谱柱(150 mm 伊
0. 3 mm i. d. , 5 滋m, 实验室自制); 流动相 A 为乙腈鄄水(2 颐 98, V / V) +0. 1% TFA; 流动相 B 为乙腈鄄
水(98颐 2, V / V) +0. 1% TFA; 梯度洗脱条件: 0 ~ 10 min, 0% B; 10 ~ 70 min, 5% ~ 35% B; 70 ~
80 min, 100% B; 80 ~ 95 min, 0% B。 流速8. 0 滋L / min; 进样量5 滋L; 检测波长 214 nm。
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3摇 结果与讨论

3. 1摇 在线 /离线接口的设计

双回路技术采用一套机械传动组件和流路系统,实现双重功能。 本研究基于一套三维机械传动装

置控制样品针以及一套样品托盘、活塞、两位三通阀和同一套流路系统,利用 2 个两位六通切换阀,设计

了一种全新的接口,如图 1 所示。 通过活塞、样品针吸入样品至阀 A 的定量环,控制阀 A 的位置状态,
实现 LC鄄A 系统的自动进样; 也可通过阀 B 和阀 A 的连接和控制,经过样品针,实现对 LC鄄B 系统分离

馏分的收集,形成两个可控、互不干扰的回路。 同时,设计了配套的色谱数据工作站,可集成化控制接口

Pump

Valve A Valve B
LC鄄A LC鄄B

Needle

Sample & fraction

Waste

Valve C
Pump

Waste

Syringe Solvents

Pump

图 1摇 在线 /离线接口流程示意图

Fig. 1摇 Schematic diagram of online / offline interface

中各个阀的状态和多套液相色谱仪,结合序列

分析和外部触发两种方式,可灵活实现在线 /
离线功能。
3. 2摇 接口的功能实现

进样和馏分收集功能:通过电路和软件程

序控制,控制阀 A 在实线状态,阀 B 在实线状

态,移动样品针到指定的样品瓶,通过活塞将

样品吸入阀 A 的定量环中,完成上样; 切换阀

A 到虚线状态,可将样品推入 LC鄄A 系统中进

行色谱分析,实现进样。 此时,通过切换三通

阀 C,利用活塞吸入清洗溶剂,再切换阀 C,推
动活塞,可实现清洗样品针; 同时也可以通过阀 B 连接的泵,推入溶剂,清洗样品针外侧,避免交叉污染。
切换阀 B 到虚线状态,LC鄄B 系统分析的样品,通过阀 B,连接阀 A,通过样品针可以收集到指定的样品瓶

中,实现馏分收集功能。 再次控制阀 A 到实线状态、阀 B 到实线状态,可重复上述功能。
3. 2. 1摇 样品的微量制备功能摇 当 LC鄄A 和 LC鄄B 是同一系统,利用接口完成进样后,继续通过接口按时

间直接收集全部馏分或者按出峰信号收集感兴趣的馏分; 然后对所收集馏分在线进行二次分析,或离

线浓缩处理后再分析,获得馏分的纯度信息,进一步完成后处理,实现样品的微量制备。
3. 2. 2摇 难分离组分的精细拆分功能摇 通过接口连接两套不同的色谱系统,通过 LC鄄B 系统对样品进行

第一级分离; 根据分离的结果,选择性地将难分离组分收集; 进一步采用 LC鄄A 系统进行第二级分离,
根据样品浓度选择直接在线进样或者离线处理后再进样。 通过两级分离,可以完成对样品的精细拆分。
3. 2. 3摇 复杂样品的二维分离功能摇 对于复杂样品,通过接口构建二维色谱系统进行高效分离。 离线模

式,通过 LC鄄B 系统进行第一维分离,将样品全部收集,并通过离线方式对馏分进行合并、浓缩、除盐等

处理后,通过接口依次进入到 LC鄄A 系统中进行第二维分析。 在线模式,通过接口同时连接一套常规分

析系统(LC鄄B)和一套微量色谱系统(LC鄄A),以图 1 为例,当阀 A 和阀 B 均处于虚线位置,利用 LC鄄B 完

成第一维分析,馏分收集至托盘的样品瓶中; 切换阀 B 到实线位置,利用三通阀 C 和活塞清洗管路和样

品针,避免交叉污染; 由于第二维是微量系统,样品无需进一步浓缩,切换阀 A 到实线位置,选择需要的

馏分,直接上样到定量环中; 再次切换阀 A 到虚线位置,馏分进入 LC鄄A 系统完成第二维分析; 此过程

全程通过软件实现自动化控制,无人为干扰。
3. 3摇 接口的评价

3. 3. 1摇 样品的微量制备摇 近年来,越来越多的稀有样品通过分析型液相色谱完成微量制备,如生物样

品活性组分的提取[17]、中药组分对照品的制备[18]。 本研究中,利用一套液相色谱系统,连接新设计的

接口,按照 2. 2. 1 节所述实验条件,对 4 种芳香族化合物进行了分离。 图 2A 是 4 种化合物的分离谱图,
各组分得到了基线分离。 按照图上标注虚线位置为起始点收集 4 组馏分,并离线进行浓缩后,再依次进

样到同一套色谱系统分析,叠加谱图如图 2B 所示,各馏分纯度高且保留时间与目标物一致。 此实验说

明,利用接口的进样鄄收集鄄再进样,按照预设域值在线收集对应馏分,通过再次进样分析可以获得馏分

的纯度信息,完成样品的微量制备。
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图 2摇 (A)分离 4 种芳香族化合物色谱图; (B)4 组馏分再进样叠加谱图。 1. 苯乙酮; 2. 甲苯; 3. 乙

苯; 4. 芴

Fig. 2摇 (A) Chromatogram of 4 kinds of aromatic compounds; (B) Stacked chromatogram of 4 fractions.
1. Acetophenone; 2. Toluene; 3. Ethylbenzene; 4. Fluorene

3. 3. 2摇 难分离组分的精细拆分摇 利用新构建的接口连接两套液相色谱系统,按照 2. 2. 2 节所述步骤分

离 5 种蛋白质样品,结果如图 3 所示。 BSA 和 CEA 属于酸性蛋白质,由于采用了 pH 5. 37 的流动相进

行洗脱,所以在 SCX 模式下,BSA 和 CEA 几乎没有保留,在系统死时间出峰,其余 3 种蛋白质样品分离

效果良好。 直接按照保留时间,在控制软件设定收集的时间窗口,将图中峰“1+2冶的馏分收集,切入第

二维 RP 模式,BSA 和 CEA 得到了基线分离。 通过设计的接口,可以连接二维系统,并根据一维分离情
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图 3摇 5 种蛋白质样品的分离谱图

1. 牛血清白蛋白; 2. 鸡卵清白蛋白; 3. 核糖核酸酶 B;
4. 核糖核酸酶 A; 5. 细胞色素 C

Fig. 3摇 Chromatogram of 5 kinds of proteins
1. Bovine serum albumin (BSA); 2. Chicken egg white albumin
(CEA); 3. RNase B; 4. RNase A; 5. Cytochrome C

况,选择性的将部分馏分切入第二维,实现难分离组

分的精细拆分。
3. 3. 3摇 复杂样品的二维分离 摇 BSA 酶解产同时具

有疏水、亲水等成分。 采用设计的接口连接两套液

相色谱系统,第一维采用 SCX 模式,充分发挥上样量

高的优势; 为了减少离线浓缩的二次处理步骤,第二

维直接采用微柱 RP 模式,通过设定序列表全自动在

线分离。 如图 4A 所示,采用 SCX 模式,样品响应可

分为两个区域,区域玉(5 ~ 20 min),组分响应少且

不高,按照出峰分 2 个馏分进入第二维; 区域域
(24 ~ 36 min)有集中的、较强响应,后续按每0. 5 min
一个馏分连续收集并全部依次进入第二维分析。 由

于第一维 SCX 模式采用了高盐的流动相,第二维 RP
模式前 10 min 设置了较低比例有机相(2% 乙腈)的
洗脱,一方面起到在线除盐的作用,另一方面可以更

好兼容两维的流动相。 二维分析结果如图 4B 所示,样品得到了较好的分离效果,以 1 mAU 为积分阈

值,共识别色谱峰 292 个。 此外,整个二维分析用时约 45 h,基于设计的接口,配合色谱数据工作站,全
过程实现了自动化分析,消除了人为操作带来的误差。

4摇 结 论

以双回路技术为基础,设计了一种二维色谱在线 /离线接口。 采用 4 种芳香族化合物、5 种蛋白质

样品和 BSA 酶解产物对设计的接口进行了系统地评价。 结果表明,通过接口连接不同色谱系统,不仅

可以实现基本的自动进样和馏分收集功能,还可利用色谱数据工作站设定程序实现样品的微量制备、难
分离组分的精细拆分和复杂样品的二维分离。 该接口功能强大、自动化程度高,为二维液相色谱的集成

化控制及复杂样品的分析提供了有力工具。
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图 4摇 (A)BSA 酶解产物 SCX 分离谱图; (B)BSA 酶解产物二维分离谱图

Fig. 4摇 (A) SCX chromatogram of a tryptic digest of BSA; (B) 2D鄄LC chromatogram of a tryptic digest of BSA
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Design and Evaluation of Online / offline Interface Based
on Double Loop for Two鄄dimensional Chromatography

TANG Tao1,3, ZHANG Wei鄄Bing2, ZHANG Zheng2, XIA Ming鄄Zhu*1, GONG Xue鄄Dong1, WANG Feng鄄Yun1, LI Tong3
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Abstract摇 By using a double loop technique based on a set of mechanical transmission components and a flow
path system, a double function of injection and fraction collection was realized. On the basis of double loop
technique, a novel type of online / offline interface for two鄄dimensional liquid chromatography was designed to
construct an efficient separation system coupling two different separation modes with a higher peak capacity,
and the functions of the interface were evaluated. By means of connecting the interface to an HPLC system,
the multiple functions of injection, fraction collection and injection again were fulfilled for preparation and
purity analysis of 4 kinds of aromatic compounds. As for combination of 2 sets of HPLC system, 5 kinds of
protein samples were separated preliminarily by strong cation exchange chromatography, and the components
difficult to separate were collected and injected into reversed phase chromatographic system for further
separation. Furthermore, the interface was applied to coupling two chromatographic systems in both strong
cation exchange mode and microcolumn reversed鄄phase mode for the two鄄dimensional separation of bovine
serum albumin enzymatic digest. When 1 mAU was set as the integral threshold, a total number of 292 peaks
were identified. With the help of the online / offline interface, the preparation of microscale samples, fine
separation of hardly separated samples and two鄄dimensional separation of complex samples were achieved
flexibly. The result indicated that the system was a potent tool for the construction of two鄄dimensional
chromatographic system and separation research.
Keywords 摇 Double loop; Online interface; Offline interface; Fraction collection; Auto sampler; Two鄄
dimensional liquid chromatography
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