


一.引言
高效液相色谱（HPLC）是药物分析、食品科学、环境科学等科研领域的基础分离分析平台，技术体系成熟、

设备普及度高，可满足常规基质样品的定性、定量分析需求。但对天然提取物、复杂环境水体、生物大分子检测

等高干扰、多共流峰的复杂体系，一维HPLC分离选择性不足，易出现目标物色谱峰重叠、基质效应显著、痕量组

分检出受限等问题，难以支撑前沿科研、方法学开发及高精准度检测研究。

在线多中心切割二维液相色谱（Online Multi-heart-cut 2D-LC）作为正交分离型高端色谱技术，依托多维色

谱分离原理、阀组流路精准切换、与在线驻留技术，可实现一维预分离净化-多目标组分精准切割-二维深度分离-

同步在线检测的全流程。

本方案针对生物大分子检测、中药分析等领域的复杂样品检测需求，提供在线多中心切割二维液相色谱

（2D-LC）的完整仪器配置，适配科研领域复杂基质样品的多次切割分离-定量一体化需求。

在线多中心切割2D-LC系统的核心逻辑是通过第一维色谱柱（1D）实现样品初步分离，依据一维色谱保留时

间，通过多中心切割阀分时、分段、精准截取单一或多个目标色谱组分，将切割组分导入定量环完成临时驻

留，随后切换流路，将定量环中组分转移至第二维色谱柱（2D）进行深度分离。此方案适用于中药成分分析、

生物大分子检测等领域，精准分离复杂样品中多个目标组分，有效解决一维液相色谱（1D-LC）分离能力不足、

共洗脱峰干扰等问题，最终实现目标组分的精准定性分析与定量。
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二.系统方案设计

设计原理

仪器硬件配置
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仪器系统组成：通过专用Kromstation二维

液相系统软件将上述仪器整合兼容，可实时在线

监测一维色谱图、中心切割阀控表、二维输出图

谱等数据，实现切割与二维运行数据的关联分

析。

第一维系统：一维泵、自动进样器、一维柱

温箱O3220L、检测器①；

第二维系统：二维泵、二维柱温箱O3230L、

切换阀、多中心切割阀站、检测器②。

具体流程如下：

1）上样/一维分离阶段（V1阀实线位）：一维流动相进入自动进样器将样品注入流路，样品流经一维柱，目

标物被一维柱初步分离；

2）切割阶段（V1阀实线位）：将待测目标组分按预设时间程序依次切割进入定量环中，通过多中心切割阀

控制定量环的交替运行，避免切割过程中的组分混合，实现多个切割组分的临时驻留；

3）洗脱/二维分离阶段（V1阀实线位）：阀自动切换，二维泵启动洗脱模式，用梯度流动相洗脱定量环中的

目标物，目标物随流动相进入二维分析柱进行精细分离，分离后的目标物进入检测器进行定量检测。

流路与阀切换逻辑
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图1 仪器配置连接实物图

图2 仪器流路连接示意图



本配置针对复杂基质样品检测设计，结合多中心切割阀组、定量环驻留技术、全流程自动化控制，实现在线

切割驻留、多次分离及数据溯源于一体的科研级分析平台。系统中核心部件为多中心切割阀，从技术理念上

看，上述设计流路最大限度减少了切割阀工作时的瞬间压力波动，确保系统的稳定运行，并延长色谱柱使用寿

命。

技术优势

⑴一维条件

流动相：A：乙腈；B：0.1%三氟乙酸；A/B=70/30

一维柱：C18 1.8μm，ID2.1×100 mm

流速：0.4 mL/min

⑵二维（分析/定量）条件

二维流动相：A：乙腈； B：0.1%甲酸；A/B=60/40

分析柱：CHIRALPAK IH 5μm，ID 4.6×250mm

流速：1.0 mL/min

检测波长：275/220 nm

进样体积：10μL

柱温：40℃

分析时间：25min/针

三.在线多中心切割二维液相色谱系统检测中药药物紫草素成分的应用案例

将紫草素标准液（1.0μg/mL）按照上述二维实验条件测试，其色谱图如下：

典型谱图

色谱条件
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图3 样品第一维色谱图

图4 样品中心切割后第二维色谱图



第一维色谱条件下难以完全分离，可在合适时间段对所需要的目标物质（E与F）进行中心切割至定量环中，

转移至第二维进行细分离，E与F的分离度得到显著提升。

在第一维色谱图完成后基于时间模式，采样可通过设定目标峰的时间事件来触发切割阀工作。软件根据【恒

温器】与【阀控板】的中心切割时间协同控制阀组的运行，分别将预设时间段内目标物转移至多组定量环中驻

留，完成多组分切割后设置【触发采集】将目标物依次洗脱至第二维色谱系统进行分离、检测。

多中心自动切割程序设置
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图5 样品第一维色谱图

图6 多中心切割阀控板程序 图7 多中心切割恒温器阀组时间程序
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通过上述恒温器切换阀与多中心切割阀时间程序的协调运行，将6组紫草素分析物质分别在5.2min、

6.3min、7.7min、10.5min、12.5min及14.3min切入定量环驻留，再依次将6组定量环中物质洗脱至第二维色

谱柱中分离、检测，得到多中心切割后的第二维色谱图如下：

图8 样品多中心切割后第二维色谱图

本解决方案提供了在线多中心切割二维液相色谱的完整仪器配置、阀切换方案及应用参数、案例，具备可行

性和扩展性。方案可用于科研项目实施，有效解决复杂的天然药物成分、生物医药类样品的检测难题，为项目

顺利开展提供坚实的技术支撑，助力项目验收与成果转化。

四.总结

上述仪器配置方案适用于分析多个目标组分或单个特殊组分的深入分离，大大改善了分离性能，为复杂样品

的分析提供解决方案。

结论
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