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多柱色谱技术进展
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摘要：在色谱分析过程中，利用串联、并联或串并联结合的方式将多根色谱柱组合起来，可以实现高通量和高分辨
的分离效果。相比于传统单柱色谱技术，多柱技术很好地满足了批量样品分析和复杂生物样品分离分析的需求，
因此引起了广泛关注。该文对多柱技术在多维分离、芯片色谱、毛细管电泳、固定相筛选以及串联色谱等领域的应
用进行了综述，并对其发展前景进行了展望。
关键词：多柱色谱；串 ／并联色谱柱；高通量；芯片色谱；多维色谱；综述
中图分类号：Ｏ658 文献标识码：Ａ 文章编号：1000－8713（2019）02－0123－09

Ｍｕｌｔｉ－ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
ＷＡＮＧ Ｘｉａｏｆｅｉ，ＳＵＮ Ｋａｉｙｕｅ，ＺＨＡＮＧ Ｂｏ*

（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ＆Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｘｉａｍｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ 361005，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｍｕｌｔｉ－ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕ－
ｔｉｏｎ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐａｒａｌｌｅｌ，ｓｅｒｉａｌ ｏｒ ｐａｒａｌｌｅｌ－ｓｅｒｉａｌ ｃｏｌｕｍｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ． Ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｗｉｔｈ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｉｎｇｌｅ－ｃｏｌｕｍｎ ｂａｓｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｍｕｌｔｉ－ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｅｌｌ ｓａｔｉｓ－
ｆｉｅｄ ｔｈｅ ｎｅｅｄ ｆｏｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｂａｔｃｈ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｏ－ｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄ ｔｈｅｒｅ－
ｆｏｒｅ ａｔｔｒａｃｔｅｄ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｉｎｔｅｒｅｓｔｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ，ｗｅ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｉｎ
ｍｕｌｔｉ－ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｃｈｉｐ ｃｈｒｏｍａ－
ｔｏｇｒａｐｈｙ，ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ－ｐｈａｓｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ａｎｄ ｓｅｒｉａｌ ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ－
ｐｈｙ． Ｗｅ ａｌｓｏ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉ－ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｍｕｌｔｉ－ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｐａｒａｌｌｅｌ ／ ｓｅｒｉａｌ ｃｏｌｕｍｎｓ；ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ；ｃｈｉｐ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ；ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｒｅｖｉｅｗ

色谱技术自 20世纪初出现以来，在物质分离和
纯化领域发挥了重要作用。现今随着固定相合成工
艺的进步和仪器制造技术的发展，色谱性能得到了

显著的提升。例如亚 2 μｍ和核壳色谱固定相的出
现，以及耐压性能更强、死体积更小色谱仪的研制，
都显著提高了液相色谱的分离性能和效率［1－3］。此
外，芯片和微流体技术在色谱领域的应用也使色谱

分离系统越来越小型化［4－7］。在快速发展的色谱技
术中，同时利用多根色谱柱进行分离分析逐渐得到

了关注［8］。在面对批量样品和复杂生物样品的分

离分析时，传统的单柱色谱技术往往无法满足分离

能力和分析通量的挑战，而串联或并联的多柱组合

色谱技术则能很好地满足这样的需求［8］。例如，在
复杂生物样本分析中，基于多柱的多维分离已广泛

应用于蛋白质组学和代谢组学研究［9－11］；使用多柱

并行分离，一次操作可同时处理数个样品，可以显著

提高药物分析和手性固定相筛选的工作通量［12］；此

外，基于微流控芯片技术，在芯片上刻蚀多个分离通

道，可以实现高通量的微分离分析［13，14］（见图 1）。
多柱技术的发展获益于色谱柱技术的创新以及
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图 1 典型多柱技术应用示例
Ｆｉｇ． 1 Ｔｙｐｉｃａｌ ｍｕｌｔｉ－ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

图 2 典型多维气相色谱（ＭＤＧＣ）系统配置图［27］

Ｆｉｇ． 2 Ｔｙｐｉｃａｌ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＭＤＧＣ）ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｓ［27］
1Ｄ：ｆｉｒｓｔ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ；2Ｄ：ｓｅｃｏｎｄ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ；ΔＰ：ｐｎｅｕｍａｔｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ；ＩＮＪ：ｉｎｊｅｃｔｏｒ；ＤＥＴ：ｕｎｉｖｅｒｓａｌ，ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｏｒ ｍａｓｓ－

ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｏｒ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ．

分离 ／检测接口的改进，多柱色谱分析技术的应用可
以更好地解决分离科学所面临的挑战，例如提高效

率、减少消耗和降低环境污染，这也符合绿色分析化
学的原则［15］。在本文中，我们讨论了多柱色谱技术
的研究及应用，指出多柱技术不仅能够提高分离性

能和效率，还可以为生命科学与生物医药研究提供

更深入、更全面的数据，多柱色谱技术将是未来分离
科学发展的重要方向之一。

1 多维色谱系统中的多柱技术

为了获得更大的峰容量和更高的分离效率，多

维色谱系统多数由一系列不同且相对独立的正交色

谱分离系统组成，包括二维气相色谱（ＧＣ×ＧＣ）、二
维液相色谱（ＬＣ×ＬＣ）和二维液相色谱气相色谱混
合系统（ＬＣ×ＧＣ）。多维色谱至少需要两根色谱柱，
是典型的多柱技术应用形式，已被广泛应用于科研

与生产中。
1．1 多维气相色谱系统
基于两根分离性能正交的气相色谱柱构建 ＧＣ

×ＧＣ系统（见图 2），可使分辨率、灵敏度都得到数
倍增加。ＧＣ×ＧＣ系统可以提供复杂挥发性样品的
更丰富的成分信息［16］，因此在天然产物、石油化工
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和烟草等成分复杂样品的分析中，ＧＣ×ＧＣ 平台得
到了广泛应用［17－24］。在每一维分离中，色谱柱长
度、直径和固定相种类的选择是决定 ＧＣ×ＧＣ 分离

图 3 二维阵列毛细管液相色谱系统［39］

Ｆｉｇ． 3 Ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ａｒｒａｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｙｓｔｅｍ［39］

ａ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎ ａｒｒａｙ－ｂａｓｅｄ 2Ｄ－ＬＣ ｓｙｓｔｅｍ；ｂ． ｐｏｓｔ－ｃｏｌｕｍｎ ｍｉｃｒｏ ｖａｌｖｅ ａｔ ｏｐｅｎ ｓｔａｔｅ；ｃ． ｐｏｓｔ－ｃｏｌｕｍｎ ｍｉｃｒｏ ｖａｌｖｅ ａｔ
ｃｌｏｓｅ ｓｔａｔｅ．

性能的关键因素［25－27］。除了柱型的选择，多维分离
系统间的接口是影响 ＧＣ×ＧＣ发展与应用的另一个
关键技术，接口技术与色谱柱中载气的压力和速度

密切相关，进而影响到色谱系统的分离能力。Ｋｈａｎ
等［16］设计了一种全二维气相色谱系统，通过改善接

口，引入了第二维压力调谐系统，并证明通过第二维

的压力调谐，可以调控极性和非极性化合物在第二

维分离系统中的出峰位置。Ｙａｎ 等［28］设计了一种
全新的并行全二维气相色谱系统（2ＧＣ×2ＧＣ），它
整合了两个相对独立的二维柱系统，通过反向热调

制（ｃｏｎｔｒａ－ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｔｈｅｒｍａｌ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ）控制两
个 ＧＣ×ＧＣ分离系统，使峰容量比单个 ＧＣ×ＧＣ 系
统加倍，并对啤酒花精油中的复杂成分进行分析。
结果表明，基于 4 种正交分离性能的色谱柱，2ＧＣ×
2ＧＣ可提供全面互补的化合物信息。随着新型接
口和分析策略的研制和发展，基于不同选择性柱型

的多维 ＧＣ系统将为复杂挥发性样品的分析提供更
多物质信息。
1．2 多维液相色谱系统
在二维液相色谱系统（ＬＣ×ＬＣ）的操作过程中，

第一维色谱分离后，各个组分经过浓缩、捕集或分流
后分别进入第二维分离系统进一步分离；与一维液

相色谱系统相比，二维液相色谱系统具有更高的峰

容量和分离度［29］，近年来在复杂体系的分离中得到

了广泛应用，如蛋白质分离分析［30，31］、代谢组学分
析［32］、中药成分分析［33，34］和生物样品中农兽药残留
检测［35］等。二维液相色谱有离线分离和在线分离
两种分析策略，离线二维分离具有更广的溶剂选择、
成本低和峰容量大等优势［34］，不受流动相兼容性的

约束［33］，在线分离则需要解决不同分离维度间流动

相与流速的兼容性等挑战［36］。
但随着全二维液相色谱概念的提出，以及方法

学［37］、系统控制［35］和微加工技术［38］的改进，全多维
液相色谱技术弥补了传统技术的不足，得到了迅速

发展，并已广泛应用于生命科学、环境科学等领域。
相对于多维气相色谱，多维液相色谱系统有更多不

同分离机理的色谱柱可供选择，如离子交换色谱

（ＩＥＣ）、反相色谱（ＲＰＬＣ）、亲和色谱（ＡＣ）、尺寸排
阻色谱（ＳＥＣ）和正相色谱（ＮＰ）等，通过构建丰富
多样的多维正交分离系统，可以实现特定的分离目

的。Ｌｉｕ等［39］建立了二维毛细管阵列 ＬＣ×ＬＣ系统，
包含一根强阳离子交换毛细管柱（ＳＣＸ）作为第一
维分离系统、10 个微型三通阀和 10 根反相毛细管
柱（ＲＰＬＣ）阵列作为第二维分离系统，结合基质辅
助激光解析电离质谱（ＭＡＬＤＩ）检测，从肝癌组织中
检测到数千种多肽，并鉴定出 1 202 种蛋白质（见图
3）。ＬＣ×ＬＣ系统也广泛应用于复杂基质样品的分
离检测，Ｚｅｎｇ 等［40］成功构建了多通道二维色谱系
统，并通过分离纯化蓝莓提取物中的生物活性物质

验证了其分离能力；ＬＣ×ＬＣ分离也应用于聚合物中
单 ／双官能团物质检测，基于这些信息可以更准确地
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判断聚合物的功能特性［41］。基于多柱策略的多维
色谱法已越来越多地受到分析人员的青睐，并广泛

应用于诸多研究领域中复杂样品的分离分析。随着
接口技术和检测技术的发展和成熟，多维色谱法将

得到更为广泛的应用。

2 芯片色谱中的多柱技术

基于芯片的微型色谱分离系统可以减少样品和

试剂消耗，并且还大幅减少了分析时间和成本［42］，

因此已成为新兴的研究方向［43－46］。随着微流控技
术、微加工技术的发展和改进，基于芯片的多柱技术
也得到了发展和应用。
芯片液相色谱发展相对较慢，这主要是因为难

以在芯片微通道内构建稳定均一的柱床。而采用通
道表面涂覆［47，48］、原位整体柱［49，50］技术的芯片色谱
系统，其分离性能和样品负载量又远小于颗粒填充

柱床系统［45］。Ｎａｇｙ 等［51］报道了一种多通道液相
色谱芯片的简单制造方法，该方法采用无柱塞技术，

在芯片通道内填充了常规色谱固定相颗粒，单个芯

片上可以同时制备 3 ～ 12 个平行的色谱分离柱，从
而获得了较高的样品分析通量。Ｈｕａｎｇ 等［52］构建
了基于纳米银－氧化石墨烯（Ａｇ ／ ＧＯ）纳米材料的阵
列式多通道玻璃芯片前处理装置，并结合 ＨＰＬＣ－
ＦＬＤ 法同时对草鱼中的双酚 Ａ（ＢＰＡ）和壬基酚
（ＮＰ）进行痕量检测，ＢＰＡ 和 ＮＰ 分别可以达到 113
和 92倍的富集。这一基于芯片的阵列色谱柱可以
重复使用至少 15 次，且该方法的检出限显著降低。
Ｓｈｉｎｔａｎｉ等［53］报道了一种小型化多通道高效液相
色谱系统，包括单个高压梯度泵、基于芯片的样品进
样单元、单片硅胶毛细管柱阵列和基于光纤的多通
道 ＵＶ 检测单元。该系统可同时分离检测多个样
品，并可获得高重现性的分离效果（ＲＳＤ＜0. 9％），在
组学分析和组合化学中有应用潜力。为了解决芯片
通道内柱床填充均一度的问题，Ｈｕｆｔ等［54］提出了一
种低压颗粒柱床填充技术：在分离通道旁开出微米

尺寸的旁路通道，实现高质量柱床快速填充。此技
术为芯片多柱填充提供了新的解决方案。基于此技
术，Ｈｕｆｔ等［55］继而开发出了并行多柱的芯片 ＨＰＬＣ
系统，可以实现自动样品加载、梯度生成、分离、荧光
检测和样品回收等步骤。Ｎａｇｙ等［56］通过 ＣＯＭＳＯＬ
Ｍｕｌｔｉｐｈｙｓｉｃｓ软件模拟多柱并行芯片色谱系统中的
压力和速度分布，找到最优的通道几何形状和压力

条件，并使用 12道并行芯片色谱系统验证了模拟结

果。这种方法大大缩短了复杂几何形状多柱芯片色
谱系统的设计和制作时间（见图 4）。与传统色谱仪
器相比，芯片色谱系统需要更高的加工精密度和集

成度、更高的信噪比、更快的响应和更小的检测尺
寸，因而对微加工技术提出了更高要求。同时，随着
微纳分析技术的发展，多柱芯片色谱系统除满足常

规化学分离外，在不久的将来还有望实现化学反应、
样品前处理、筛选和后处理等多级单元操作的集成。

图 4 基于芯片的多柱色谱分离系统［56］

Ｆｉｇ． 4 Ｍｕｌｔｉ－ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ
ｏｎ ｍｉｃｒｏｃｈｉｐ［56］

（ａ）Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎｄ （ｂ）ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｃｒｏｃｈｉｐ ｗｉｔｈ 12 ｐａｒａｌｌｅｌ Ｃ18 ｐａｃｋｉｎｇｓ （0. 1 ｍｍ×0. 03 ｍｍ×10
ｍｍ，ａｓ ｗｉｄｔｈ×ｈｅｉｇｈｔ×ｌｅｎｇｔｈ）．

3 多柱毛细管电泳技术

毛细管电泳（ＣＥ）又称高效毛细管电泳
（ＨＰＣＥ），以毛细管作为分离通道，由高压直流电场
驱动，广泛应用于生物大分子的分离，如蛋白质分析

和 ＤＮＡ测序。在高通量测序方法出现之前，ＤＮＡ
测序是一个繁琐的过程［57］。20世纪 90年代早期研
制出毛细管阵列电泳和配套的检测系统［58－62］，第一

代商品化 96道毛细管电泳测序仪在 1998 年出现，
如 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ ＭｅｇａＢＡＣＥ 1000 和 ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ
3700 ＤＮＡ 分析仪［57］。多柱阵列 ＣＥ 提高了 ＤＮＡ
测序的效率，降低了测序成本，并实现了自动化，可

以轻松实现 ＤＮＡ的高通量测序（见图 5）。
多柱 ＣＥ技术也被用于目标分析物的富集以提
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高检测灵敏度。Ｂｒｉｔｚ－Ｍｃｋｉｂｂｉｎ 等［63］描述了基于
96通道毛细管阵列电泳和紫外检测的嘌呤代谢物
富集和检测系统，该系统具有高灵敏度和高通量的

特性。在 Ｃｈｅｎｇ等［64］的研究中，以 2～20 根并行毛
细管电泳阵列对样品中汞离子（Ｈｇ2＋）和甲基汞

（ＭｅＨｇ）进行富集和分离，显著降低了目标物的检
出限；他们指出，通过使用并行毛细管电泳阵列可以

提高灵敏度，且灵敏度的提高与分离柱数成正比，同

时分离效率和分辨率不受平行多柱的影响。
多柱毛细管电泳系统具有一系列优势。其由高

压直流电场驱动，且无需使用固定相颗粒填充柱床，

更容易实现多柱联用而无需考虑柱型和输液系统。
基于以上因素，多柱 ＣＥ系统已逐渐成熟并商业化，
并已为生命科学研究做出了显著的贡献。

图 5 双色共焦荧光毛细管阵列扫描仪的示意图［59］

Ｆｉｇ． 5 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ－ｃｏｌｏｒ，ｃｏｎｆｏｃａｌ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ａｒｒａｙ ｓｃａｎｎｅｒ［59］

4 高通量手性固定相的筛选

手性色谱是目前使用最广泛的拆分对映体的方

法［65］，目前约有 1 300 种手性色谱固定相（ＣＳＰ），
其中约 170 种已经商品化［66］，并不断有新型 ＣＳＰ
被开发应用。为了满足新型手性化合物分离分析的
需求，开发快速的 ＣＳＰ筛选方法非常重要。通过使
用短柱和提高柱效缩短单次分离时间［67，68］、单次运
行多次进样［69，70］、快速超临界流体梯度［71，72］和平行
多柱筛选［73］均能有效提高分析通量。
通过色谱柱的序列自动切换进行筛选是一种广

泛使用的策略［74，75］，但这种方法一次只能测试一种

流动相条件。为了提高筛选效率，多柱切换和平行
柱筛选方法已经广泛应用并可以提供更准确、更快
速的 结 果［76］。如 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ 公 司 的 Ｅｋｓｉｇｅｎｔ
Ｅｘｐｒｅｓｓ ＬＣ 系统、Ｓｅｐｉａｔｅｃ 公司的 Ｓｅｐｍａｔｉｘ 系统
都能够提供 8柱并行的筛选容量。这些并行多柱筛
选系统可以显著缩短方法开发的时间，并减少溶剂

消耗量。Ｚｈａｎｇ 等［77］开发了一种快速手性柱筛选
的新策略，它基于多柱平行分离筛选和圆二色

（ＣＤ）检测器，集成了一个 ＨＰＬＣ 自动进样器、一个
输液泵、5个并行手性柱和 5 个紫外检测器，可以同
时对 5 种手性柱进行筛选，包括 Ｃｈｉｒａｌｐａｋ ＡＤ、
Ｃｈｉｒａｌｐａｋ ＡＳ、Ｃｈｉｒａｌｃｅｌ ＯＪ、Ｃｈｉｒａｌｃｅｌ ＯＤ、Ｗｈｅｌｋ－
Ｏ1手性色谱柱。与广泛使用的顺序柱切换方法相
比，该系统的筛选速度提高了 5倍（见图 6）。同样，
Ｗａｎｇ等［78］提出了一种针对 3种不同手性色谱柱的
筛选方法，这些色谱柱分别填充了具有互补选择性

的大环糖肽手性固定相；作者研究了偶联柱的保留

性和选择性，并与单个或多种混合手性固定相进行

了比较。
需要指出，基于多柱并行筛选策略只需几个小

时即可完成固定相筛选，而传统的顺序筛选方法往

往需要数天才能选出理想的固定相。多柱并行
ＨＰＬＣ方法的自动筛选策略将显著提高生物医药等
领域对映体拆分的效率。
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图 6 带有圆二色光谱检测器的 5柱并行筛选 ＨＰＬＣ系统［77］

Ｆｉｇ． 6 Ｃｕｓｔｏｍｉｚｅｄ ＨＰＬＣ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｆｉｖｅ－ｃｏｌｕｍｎ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ （ＣＤ）ｓｉｇｎａｌ ｐｏｏｌｉｎｇ［77］

5 高通量分离纯化技术

面对样本数量巨大的分析任务时，发展高通量

技术成为必然［79，80］。通过加大流动相流速、使用粒
径更小的填料和长度更短的色谱柱可以实现快速分

离，但这都是以增加背压和降低进样量为代价的；另

一种提高分离通量的方法是使用多柱技术［81，82］。
面向制药工业对高通量分析的需求［83］，市面上已有

Ｅｋｓｉｇｅｎｔ Ｅｘｐｒｅｓｓ 8008 通道和 ＮａｎｏｓｔｒｅａｍＶｅｌｏｃｅ
24通道液相色谱系统，能够在使用多根不同固定相
的色谱柱时，执行快速的梯度分离［84，85］。

Ｇｒｏｓｓ 等［86］报道了基于双柱的平行 ＨＰＬＣ 系
统，单次进样后将样品送入两根色谱柱，使用不同的

洗脱条件和单个多波长检测器检测，通过分析芳香

族化合物对该平行柱系统进行了测试；结果表明，与

传统的单柱方法相比，该系统可获得更高的分离选

择性和定量精度，使用传统单柱方法分析 8 种目标
物（苯甲醚、苯、苯甲酰胺、氯苯、乙苯、间甲酚、邻甲
酚和甲苯）时，在 ＺｉｒＣｈｒｏｍ ＰＢＤ和 ＣＡＲＢ两种固定
相色谱柱中均存在显著出峰重叠，但当以双柱平行

方式使用相同两种固定相色谱柱进行分析定量时，

能够实现较高的定量精度（通常 ＲＳＤ ＝ 2％）。在另
一项研究［87］中，通过在等度洗脱条件下分离 15 种
磺胺类药物，考察串联和平行多柱技术的性能，并指

出多柱串联技术优于平行多柱技术。
在纯化工艺中，多柱技术也有广泛的应用，这些

多柱技术可以分为连续、半连续过程［88－90］。多柱纯
化系统操作中通常有许多变量，因此方法优化变得

相当复杂。因此，进化算法（ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｌｇｏ－
ｒｉｔｈｍ）等先进的优化技术也被应用于多柱色谱纯化
过程开发中［91］。Ｈｅｉｎｏｎｅｎ 等［92］设计了一种内部
循环的 4柱平行纯化工艺，并以木质纤维素水解产

物的分离纯化验证了模型，不仅实现电解质和非电

解质的同步分离，还获得了优良的分离性能：硫酸的

回收率和纯度分别达到 98％和 94％，单糖为 85％和
95％，乙酸为 88％和 93％；该纯化方法不仅单糖产率
高，洗脱液消耗量是单柱平行分批纯化法的 1 ／ 20。
光学检测器由于具有多通道检测容量，已在大

多数多柱色谱中广泛采用；而质谱检测器由于其在

定性和定量方面的双重优势，也被尝试应用于多柱

色谱系统中。在复杂生物样本的分析中，通过使用
两个集成的 ＬＣ 单元（每个单元带有自动进样器和
输液泵组件），可以充分利用色谱柱的平衡时间来

提高质谱仪的检测通量和使用效率［93］。该分析策
略也被用于基于质谱的蛋白质组学研究中，可以消

除色谱柱的再生 ／平衡时间延迟，使分析通量提高一
倍［94］。基于此分析策略，Ｌｉｖｅｓａｙ 等［95］进一步引入
了 4个平行色谱柱，这种自动化四柱系统在所考察
的液相色谱条件下的使用覆盖率接近 100％，显著提
高了质谱检测器的利用率。
另一种提高质谱检测通量的方法是使用多个喷

雾针的离子化系统，该方法可以同时获得每支并行

色谱柱的数据，从而实现在单次色谱运行时间内同

时分析多个样品［96］（见图 7）。基于此分析策略，
Ｙａｎｇ等［97］在 ＨＰＬＣ 系统中并联 4 个分析柱，同时
在三重四极杆质谱仪上连接四通道的多路电喷雾接

口（ＭＵＸ），同时在 4种不同的生物基质中检测并测
定氯雷他定及其代谢物，结果符合美国食品和药物

管理局（ＦＤＡ）验收标准的精度和准确度。后续的
工作中，该小组［98］还进一步构建了并联 8 柱液相色
谱－蒸发光散射检测－质谱（ＬＣ－ＥＬＳＤ－ＭＳ）系统，由
ＬＣＴ飞行时间质谱仪和八通道多路电喷雾接口组
成，可用于天然产物库的建立与表征，为制药工业和

天然产物研究提供了高通量筛选的有力工具。并行
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多柱策略可以显著提高分离分析和制备纯化的通

量，多柱技术的发展和多通道质谱检测接口的创新

都将大大扩展多柱色谱的应用领域。

图 7 四通道 ＬＣ－ＭＳ接口整体系统布局［96］

Ｆｉｇ． 7 Ｏｖｅｒａｌｌ ｓｙｓｔｅｍ ｌａｙｏｕｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｕｒ－ｗａｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ ＬＣ－ＭＳ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ［96］

6 串联多柱色谱技术

通过多柱的串联耦合来调节固定相种类与组成

是提高色谱分离度的相对简单的解决方案。该方法
使用兼容的洗脱条件和常规仪器，可以在不同类型

的色谱柱上实施［99］。串联耦合柱（ＳＣＣ）液相色谱
系统仅需配备单个泵系统和单个检测器，且在柱与

柱之间不需要任何装置来存储洗脱液，因而仪器结

构简单、易于实现。同时，在等度洗脱模式下，不同
选择性的色谱柱可以产生一定的梯度效应，能够显

著缩短分析时间，这一优势在复杂混合物的分离分

析中也得到了证实［100－111］。
降低色谱柱直径是提高分析灵敏度的常用方

法，但内径减小会限制上样量，进而会限制灵敏度的

增加，串联耦合内径逐渐减小的色谱柱则可弥补这

个不足。ｄｅ Ｖｒｉｅｓ 等［112］设计了一个四柱串联且内
径逐渐减小（2. 1、1. 0、0. 5、0. 15 ｍｍ 逐级递减）的
柱系统；注射 80 μＬ 血浆，同时分析咪达唑仑和 1′－
羟基咪达唑仑，以此对该装置进行评价，结果表明其

具有稳健的分离性能；与经典的捕集－洗脱法相比，
灵敏度提高了 10 ～ 50 倍；与直接 ｍｉｃｒｏ－ＵＨＰＬＣ 方
法相比，灵敏度提高了 250～500倍。

7 结论与展望

作为一种新颖的分离分析策略，多柱色谱技术

可以解决复杂基质分析、大批量样品分析和手性固
定相筛选等分析难题。与传统的单通道色谱不同，
多柱色谱系统通常需要一个稳定的多通道流动相输

送系统，以控制每个色谱柱中流动相的参数，如速

率、成分和温度。然而目前常见的两种方案，即分流

策略和多泵驱动策略，往往占用较大空间，且不能满

足稳定性的需求。实现稳定的多通道流动相输送是
多柱色谱技术发展的主要挑战。

另一方面，多柱色谱中使用的色谱柱应具有良

好的重现性，如稳定的背压和分离度。基于当前的
色谱柱制造工艺，即便使用相同生产批次的色谱柱，

也会存在柱间差异，而从大量色谱柱中挑选性能一

致的色谱柱并非易事。因此，开发快速、成本低和性
能稳定一致的制柱技术是重要且紧迫的任务。
尽管多通道光学探测器已经成熟，但它们的同

步定性和定量能力弱于质谱检测器。目前，多通道
质谱检测方法仍处于起步阶段。因此，发展新型多
通道质谱检测器和检测策略，将显著支撑和推进多

柱色谱技术的发展和应用。
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