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纳升液相色谱仪器的研究进展
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摘要：小型化是液相色谱分离技术发展的重要趋势之一，包括仪器外形尺寸的小型化、分离材料粒径的小型化以及

色谱柱内径的小型化。 色谱柱内径的减小能够降低样品和流动相的消耗，具有更高的质量灵敏度，特别适合用于

复杂样品体系的分离分析。 纳升液相色谱一般是指使用内径小于 １００ μｍ 的毛细管色谱柱，流速范围在每分钟几

十至几百纳升的色谱技术。 由于流速很低，色谱柱体积很小，柱外效应显著，因此对色谱仪器系统各个模块的性能

以及系统柱外效应的优化提出了较高的要求。 纳升液相色谱的输液装置需要能够准确稳定地输送纳升级流速，具
有梯度输液模式，且拥有一定的耐压能力，以适应不同规格的色谱柱类型；进样装置需要能够进行准确重复的进样

过程，进样体积及进样方式适合毛细管色谱柱，同时不产生明显的柱外效应；检测装置需要具有较高的灵敏度，且
具有较小的柱外扩散；管路与连接系统需要稳定、可靠、易操作，并能够最大限度地减小柱外体积，适配纳升级流

速。 鉴于目前大多数纳升液相色谱系统与质谱检测器联用，因而本文主要从输液装置、进样装置、管路与连接 ３ 个

方面对相关技术领域的研究论文、技术专利以及仪器厂商的宣传文件等进行了检索与归纳，综述了这些模块的技

术路线与研究进展，同时简要介绍光学吸收型检测装置的优化思路与研究进展，并对部分商品化的纳升液相色谱

系统进行了对比。
关键词：小型化；纳升液相色谱；柱外效应；输液装置；进样装置；管路与连接
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　 　 液相色谱技术经过一个多世纪的发展，已成为

应用最广泛的分离分析技术之一。 液相色谱原理、
分离技术、液相色谱仪器的不断创新，扩展了液相色

谱的应用范围，为分析化学家带来更加高效的分离

工具。 在液相色谱的众多发展方向中，降低色谱柱

的内径所带来的优势使其得到了长期的关注与研

究［１－６］。 色谱柱内径的降低可减少样品和流动相的

消耗，不仅特别适合样品量受限时的分离分析，而且

符合绿色化学的发展理念。 当色谱柱单位截面积的

进样浓度大于常规色谱柱时，样品的稀释效应会小

于常规色谱柱，展现出更高的检测灵敏度［７］。 色谱

柱内径的降低也会使色谱柱的温度控制更加容易，
降低高压分离带来的温度效应［８］。 此外，由于分离

流速的降低，更易于与质谱仪联用。 然而，柱外效应

是限制这一发展方向的主要问题，且色谱柱内径越

小，柱外效应的影响越显著［９］。
　 　 纳升液相色谱是伴随着色谱柱内径的不断降低

而出现的技术。 “纳升”往往指的是流速范围每分

钟几十至上百纳升，样品量几纳升至上百纳升，有时

也包括检测池体积几纳升至几十纳升，其使用的色

谱柱内径一般介于 １０ ～ １００ μｍ 之间［１０］。 目前，纳
升液相色谱已成为蛋白质组学［１１］、代谢组学［１２］、脂
质组学［１３］ 等领域的重要研究工具，并且在食品分

析［１４］、药物分析［１５］、环境污染物分析［１６］等常规分析

领域有所应用。
　 　 相较于使用常规流速与常规尺寸色谱柱的液相

色谱技术，纳升液相色谱技术发展缓慢，主要是受限

于稳定可靠的仪器系统的研发［１７］。 在纳升液相色

谱系统中，溶剂输送装置需要产生准确、稳定的纳升

级流速，并且能够实现纳升级的梯度输液；进样装置

需要能够在不产生明显柱外效应的情况下实现准确

重复进样；检测装置需要在纳升级流速下不产生明

显的柱外效应，且具有较高的灵敏度；管路及连接也

需要进行优化以最大限度地减小色谱峰展宽，适配

纳升级的分析流速。 对这些模块的研究和改进是提

高纳升液相色谱系统的性能，使其能够在更多应用

领域发挥作用与优势的关键。
　 　 目前，纳升液相色谱系统多与质谱仪串联使用，
应用紫外检测器或荧光检测器的相对较少。 一些商

品化仪器甚至仅将输液泵和自动进样器进行集成，
不配置检测器。 因此，本文主要从输液装置、进样装

置、管路及连接 ３ 个方面综述构成纳升液相色谱仪

器主要模块的研究进展，对检测装置仅作简要介绍，

并对部分商品化的纳升液相色谱系统的技术路线及

性能参数进行了对比。

１　 溶剂输送装置

１．１　 气动放大泵

　 　 气动放大泵是最早应用于纳升液相色谱中的输

液系统。 在 ＭａｃＮａｉｒ 等［１８，１９］ 对超高效分离填料的

研究中，分别用直径 １􀆰 ５ μｍ、１􀆰 ０ μｍ 的颗粒装填到

３０ μｍ 内径的不同长度毛细管中，由于反压可达

１００ ＭＰａ 左右，故使用多级的气动放大装置，以恒压

模式进行毛细管色谱柱的装填与评价。 虽然这种输

液装置能够产生非常大的输液压力，并可利用稳定

气源实现稳定地输液，但气动放大泵在往复运动或

补充流动相时会产生较大的脉动，且难以通过直接

控制输出流速实现梯度输液，限制了其进一步的实

际应用。 目前，这种模式的输液装置一般在需要极

高压力下装填纳升色谱柱时才会有所应用［２０］。
１．２　 分流输液装置

　 　 分流是实验室研究中最常使用的一种纳升流速

输液技术［２１］，也是部分商品化仪器所采用的技术。
分流的原理是利用三通装置将常规输液泵的输出流

速进行分流，分流比为两条流路阻力比的倒数。 其

优势在于结构比较简单，易于实现，利用细内径毛细

管调整分离流路和废液流路的阻力比，即可将毫升

或微升级流速分流为纳升级流速。 对于等度的分离

条件来说，尽管分流比很大，但可以将废液流路中的

流体回流至溶剂瓶中，节省流动相消耗。 然而在梯

度分离模式下，由于梯度的混合过程在分流三通之

前，无法将废液流路的流动相回收利用，因而流动相

浪费较多。 尽管分流技术能够简单快速地实现纳升

级流速的输出，但由于不同的色谱柱具有不同的反

压，因而无法在更换色谱柱或色谱柱状态变化后维

持恒定的分流比，分流重复性难以保证。 此外，在梯

度运行过程中，由于两条流路总体积的不同，二者的

流路阻力会随流动相比例的变化而发生非同步变

化，从而使分流比和分流流速无法保持恒定。
　 　 主动分流调节技术能够缓解系统分流比的改

变，如图 １ 所示。 图 １ａ［２２］和图 １ｂ［２３］ 中的分流装置

由固定分流比和可调分流比两部分组成，且分别使

用压力传感器和流量传感器来反馈调控可调流路的

阻尼。 当系统阻力出现变化，使总分流比发生改变

时，通过调整可调分流比部分的阻尼，维持总分流比

的恒定。 图 １ｃ［２４］ 则是通过电磁比例阀 （ ｅｌｅｃｔｒｏ⁃
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图 １　 主动分流调节技术示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｆｌｏｗ⁃ｓｐｌｉｔｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ

　 ａ． ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｆｅｅｄｂａｃｋ； ｂ． ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｆｅｅｄ⁃
ｂａｃｋ； ｃ． ｅｌｅｃｔｒｏ⁃ｍａｇｎｅｔｉｃ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｖａｌｖｅ （ ＥＭＰＶ ） ｆｌｏｗ⁃
ｓｐｌｉｔｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｆｅｅｄｂａｃｋ．

ｍａｇｎｅｔｉｃ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｖａｌｖｅ， ＥＭＰＶ）直接调整分

流比，并利用在线流量计的反馈信号控制分流输出

流速。 上述技术的应用尽管缓解了分流过程中压力

变化的影响，但未能解决梯度输液过程中的流动相

浪费问题。
１．３　 不分流输液装置

　 　 不分流的纳升流速输液装置由于能够极大地节

省流动相，且流速稳定性较高，是纳升流速输液装置

研制与应用的主流。 目前主要有两种基本结构，一
种是基于双柱塞交替输液的连续输液泵结构［２５，２６］，
一种是基于高精度电机驱动的注射泵结构［２７］，如图

２ 所示。
　 　 连续输液泵的工作原理与常规 ＨＰＬＣ 或 ＵＨ⁃
ＰＬＣ 的输液泵相近，每种流动相由高精度电机驱动

两个柱塞交替输送，根据流路连接以及柱塞的交替

方式，又可分为串联与并联结构。 与常规输液泵不

同的是，由于纳升流速的输出容易受到影响，因此在

每种流动相的出口处需设置在线流量传感器，根据

实时测量的流速值反馈调控电机的转速，提高纳升

流速的准确性和稳定性。
　 　 注射泵的工作原理是每种流动相仅由单一柱塞

输送，当泵腔内溶剂输送完全后，此次输液过程结

图 ２　 不分流纳升输液装置示意图
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ ｓｐｌｉｔｌｅｓｓ ｎａｎｏｌｉｔｅｒ ｆｌｏｗ ｓｙｓｔｅｍｓ

ａ． ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｆｌｏｗ ｐｕｍｐ ｔｙｐｅ； ｂ． ｓｙｒｉｎｇｅ ｐｕｍｐ ｔｙｐｅ．

束，开始吸液过程并准备下一次输液。 这种注射泵

的泵头由于只有一个出口，一般利用高压切换阀来

选择泵头出口与溶剂瓶还是与系统相通。 同时，也
同样需要在每种流动相的出口处设置在线流量传感

器，反馈调控纳升级的输出流速。 这种结构的最大

问题是稳定输液时长受到泵腔容积的限制，无法实

现长时间连续输液。 但由于纳升液相色谱常用的流

速为每分钟几百纳升，且分析时间多在 １ ～ ２ ｈ 以

内，因此增大泵腔的容积则能够满足大多数的色谱

分离需求。 Ｓｈａｒｍａ 等［２８］构建了一种便携式纳升梯

度液相色谱系统，泵头总容积为 ７４ μＬ，若输液泵以

８００ ｎＬ ／ ｍｉｎ 的流速运行，理论最长运行时间可超过

９０ ｍｉｎ。
　 　 目前商品化的纳升液相色谱系统多数采用不分

流的纳升流速输液装置，两种结构的优缺点见表 １。
尽管商品化纳升液相色谱输液泵均利用在线流量传

感器反馈调节电机转速，从而提高流速的准确性，但
使用时需要注意的是，在线流量传感器只能保证校

准流动相的流速准确性。 若更换流动相，则需要以

更换后的流动相对在线流量传感器进行重新校准。
　 　 在“十二五”国家重大科学仪器设备开发专项

的支持下，本团队承担了“多微生物色谱仪及液质
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表 １　 两种不分流纳升输液装置的优缺点
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓｐｌｉｔｌｅｓｓ ｎａｎｏｌｉｔｅｒ ｐｕｍｐｓ

Ｐｕｍｐ ｔｙｐｅ Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ
Ｓｙｒｉｎｇｅ ｐｕｍｐ ｃｏｍｐａｃｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｓｔａｂｌｅ ｄｕｒｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｎｏ

ｃｈｅｃｋ ｖａｌｖｅ ｉｎ ｐｕｍｐ ｈｅａｄ， ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ
ｌｉｍｉｔｅｄ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｔｉｍｅ ｄｕｅ ｔｏ ｐｕｍｐ ｃａｖｉｔｙ， ｉｎｅｖｉｔａｂｌｅ
ｓｙｓｔｅｍ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｎｇ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ ｅｖｅｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｆｌｏｗ ｐｕｍｐ ｎｏ ｌｉｍｉｔ ｔｏ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｔｉｍｅ， ｆａｓｔ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ， ｈｉｇｈｅｒ ｆａｉｌｕｒｅ
ｒａｔｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｈｅｃｋ ｖａｌｖｅｓ

联用关键部件的研制”项目的子任务“超高压微纳

液相色谱系统的研制”。 本团队［２９］在此项目的研究

工作中，研制了一种注射式纳升梯度输液泵，泵腔总

容积可达 １８０ μＬ。 该纳升输液泵利用 ２ 个高精度

直驱电机作为动力源，同时使用刚性的柱塞连接装

置，确保电机的运动精度可直接传递至输液柱塞。
在其流路结构设计上取消了传统的单向阀模块，采
用耐超高压的二位十通阀作为输液吸液状态转换的

接口，解决了纳升级的流体微渗问题，使输液泵耐压

超过 １００ ＭＰａ。 流速与梯度输液测试结果表明，在
５００ ｎＬ ／ ｍｉｎ 条件下的流速准确性、稳定性以及梯度

偏差均低于 １％。 以 ＢＳＡ 酶解液及 Ｈｅｌａ 细胞蛋白

质酶解液进行评价，评价结果与进口仪器相当，可应

用于蛋白质组学的分析研究中。

图 ３　 电渗泵结构示意图
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｏｓｍｏｔｉｃ ｐｕｍｐ

１．４　 基于其他物理现象的输液装置

　 　 由于纳升流速比较微小，一些能够产生轻微形

变或位移的物理现象，也可以用于驱动液体流动，实
现无分流的纳升流速输液。
　 　 电渗泵是研究较多的一种微流量泵，其原理是

利用载流的电渗现象驱动流动相运动［３０］，载流微通

道可为空管［３１］、填充柱［３２］、整体柱［３３］、多孔膜［３４］等

形式，如图 ３ 所示。 通过控制驱动电压的极性，控制

载液的流动方向，配合阀结构实现输液和吸液。
Ｚｈｏｕ 等［３５］利用整体柱作为载流微通道，构建了一

种二元梯度电渗泵，最大输出流速为 ４９０ ｎＬ ／ ｍｉｎ。

尽管电渗泵能够实现纳升流速的输送，装置成本较

低，但由于最大输液压力一般不超过 ４０ ＭＰａ，且输

液的流速与色谱柱背压有关，是一种恒压泵，因此应

用受到一定限制。
　 　 磁致伸缩泵［３６］ 是通过外加磁场改变磁致伸缩

体的形状，驱动柱塞或隔膜的前后运动，再配合阀结

构，实现输液和吸液。 磁致伸缩体的形变量较小，通
过设计隔膜或柱塞与磁致伸缩体的直径比，调节输

出的流速范围。 磁致伸缩泵的优点是机械结构简

单，流速下限低。 但目前尚无用该泵进行梯度输液

的研究，且磁致伸缩体的形变控制比较复杂，离实际

应用还有一段距离。
　 　 热膨胀泵［３７］ 是一种基于液体受热膨胀的物理

现象驱动流动相流动的输液泵，由于液体受热膨胀

量较小，因而能够输出纳升级的流速。 张祥民等［３８］

研制了一种可实现梯度输液的热膨胀泵，在 ５００
ｎＬ ／ ｍｉｎ 的流速条件下，流速重复性的 ＲＳＤ 为 ４％，
色谱分离保留时间的重复性 ＲＳＤ 为 ２％。
　 　 本团队［３９］基于物质发生固液相变时能够产生

体积变化，研制了一种相变泵。 若物质发生固液相

变时体积增大，则可通过对固态物质加热使其发生

相变，利用体积膨胀的作用，驱动流动相。 实验测试

这种相变泵的最低输出流速可低至 １００ ｎＬ ／ ｍｉｎ，输
液压力可达 ８０ ＭＰａ。 但由于均匀、精确且迅速的控

温过程难以实现，流速的稳定性并不理想。
　 　 基于不同原理实现纳升流速的输液装置汇总见

表 ２。

２　 进样装置

　 　 样品的进样过程不仅影响定量结果的重现性和

准确性，同时也会因为柱外效应，对色谱分离效果产

生影响［４０－４２］。 特别是对于纳升液相色谱，随着色谱

柱尺寸的明显减小，进样量也需要随之大幅降低，以
避免发生质量超载或体积超载［４３］。 根据估算［１０］，
纳升色谱柱的进样体积一般在几纳升至几百纳升之

间。 因此，适合纳升液相色谱系统的进样方式主要

有纳升体积进样和捕集进样两种模式。
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表 ２　 纳升流速输液装置汇总
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎａｎｏｌｉｔｅｒ ｐｕｍｐｓ

Ｔｙｐｅ Ｄｒｉｖｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
ｒａｎｇｅ ／

（ｎＬ ／ ｍｉｎ）

Ｍａｘｉｍｕｍ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ／

ＭＰａ

Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｄｅｌｉｖｅｒｙ
ｏｒ ｎｏｔ

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｐｎｅｕｍａｔｉｃ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｐｕｍｐ ｐｎｅｕｍａｔｉｃ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ １２－１．７×１０６ ９００ ｎｏ ［１８，１９］
Ａｃｔｉｖｅ ｆｌｏｗ ｓｐｌｉｔｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ ｓｐｌｉｔ ｒａｔｉｏ ｉｓ ｉｎｖｅｒｓｅｌｙ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｔｏ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｉｏ ５０－２．５×１０６ ４０ ｙｅｓ ［２２－２４］
Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｆｌｏｗ ｐｕｍｐ ｈｉｇｈ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｍｏｔｏｒｓ ｄｒｉｖｉｎｇ ｄｏｕｂｌｅ ｐｉｓｔｏｎｓ ｉｎ ２０－１×１０５ １００ ｙｅｓ ［２５，２６］

ｓｅｒｉｅｓ ／ ｐａｒａｌｌｅｌ
Ｓｙｒｉｎｇｅ ｐｕｍｐ ｈｉｇｈ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｍｏｔｏｒ ｄｒｉｖｉｎｇ ｓｉｎｇｌｅ ｐｉｓｔｏｎ ２０－２×１０３ １２０ ｎｏ ［２７－２９］
Ｅｌｅｃｔｒｏｏｓｍｏｔｉｃ ｐｕｍｐ ｅｌｅｃｔｒｏｏｓｍｏｔｉｃ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ０－５×１０４ ４０ ｎｏ ［３４，３５］
Ｍａｇｎｅｔｏｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｐｕｍｐ ｍａｇｎｅｔｏｓｔｒｉｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ － １３０ ｋＮ ｎｏ ［３６］
Ｔｈｅｒｍａｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｐｕｍｐ ｔｈｅｒｍａｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ １０－５×１０４ １０ ｎｏ ［３７，３８］
Ｐｈａｓｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｕｍｐ ｖｏｌｕｍｅ ｃｈａｎｇｅ ｄｕｒｉｎｇ ｐｈａｓｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｏｒ ｓｏｌｉｄ ｍｉｎｉｍｕｍ １００ ８０ ｎｏ ［３９］

－： ｎｏｔ ｐｒｏｖｉｄｅｄ．

２．１　 纳升体积进样

　 　 常规 ＨＰＬＣ 的进样体积一般为几微升至几百微

升，通过切换阀上的外置定量环即可完成进样过程，
且不会对色谱分离造成明显影响。 但对于纳升液相

色谱系统来说，常规外置定量环的体积过大，若使用

细内径的管路制作纳升体积的定量环，则定量环的

反压过大，难以使样品顺利进入。 因此外置定量环

的进样模式不适合纳升液相色谱。
　 　 在 ２０ 世纪末，由于机械加工水平的限制，出现

了一些纳升体积的进样方式，如中心切割［４４］、分流

进样［４５］、柱上聚焦［４６］ 等。 随着机械加工精度的提

升，目前已经可以加工出内置纳升体积定量环的进

样阀。 如 ＶＩＣＩ 公司的 Ｃ４Ｎ⁃４００４ 系列商品化进样

阀可实现 ４、１０、２０ ｎＬ ３ 种纳升体积进样，测试表明

使用 ４ ｎＬ 进样阀的样品峰面积相对标准偏差优于

１％ ［４７］。 Ｓｈａｒｍａ 等［４８］研制了一种便携式纳升液相

色谱系统，通过对切换阀内的转子进行设计和精密

加工，使切换阀不仅具有 ６０ ｎＬ 体积的进样功能，同
时还具有纳升注射泵流动相输出与吸入的切换功

能，极大地缩小了系统尺寸，如图 ４ 所示。 内置定量

环式进样阀的主要问题是定量环体积固定，若需进

样其他体积，一般需要更换转子，甚至更换整个进样

阀，使用不方便。 Ｇｅｒｈａｒｄｔ 等［４９］发明了一种具有可

变体积内置定量环的进样阀，该进样阀转子的转动

角度连续可变，通过在转子上加工较长的样品和流

动相通道，使转子上的内置定量环区域大小可调，从
而控制内置定量环的进样量，如图 ５ 所示。
　 　 定时进样模式也可以用于实现纳升体积进样，
当进样阀上的定量环中引入样品后，通过控制进样

阀处于“ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ”位置的时间来控制进样体积，进
样体积为该时间与流速的乘积。 这种进样模式的样

图 ４　 集成式进样阀装置示意图
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｖｅ

　 ａ． ｌｏａｄｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ ｆｒｏｍ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ
ｔｏ ｐｕｍｐ； ｂ． ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｍｐｉｎｇ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ ｔｏ
ｃｏｌｕｍｎ．

图 ５　 可变体积进样阀示意图
Ｆｉｇ． ５　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ⁃ｖｏｌｕｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｖｅ
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品扩散较低，可降低色谱峰拖尾。 Ｐｒüß 等［５０］ 对比

了该进样模式与部分定量环进样模式下样品分离时

的色谱峰展宽，在谱带展宽方面，定时进样模式的结

果更好。
２．２　 捕集进样

　 　 虽然通过理论计算，适合纳升液相色谱的进样

体积应该在纳升级，但直接纳升体积进样方式不仅

可能受到进样装置的限制，对样品的浓度也有一定

的要求。 在生化分析领域，样品的浓度往往很低，纳
升体积进样并不适用。 捕集进样方式能够以微升级

体积进样，并在捕集柱上对样品进行浓缩，也可以在

捕集柱上实现除盐、调整 ｐＨ 等操作，是纳升液相色

谱应用最多的一种进样方式［５１］。 其原理是利用低

洗脱能力的流动相将较大体积的样品在捕集柱的柱

头上进行样品的富集，之后通过阀切换，以较高洗脱

能力的流动相将样品洗脱至分析柱上进行后续分

离。 由于捕集柱的富集浓缩作用，样品谱带展宽较

小。 Ｌｅｏｎｈａｒｄｔ 等［５２］研究发现，使用较短的捕集柱、
较高的捕集流速更有利于大体积样品的在线浓缩。

表 ３　 纳升液相色谱进样方式对比
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ ｆｏｒ ｎａｎｏ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
Ｂｕｉｌｔ⁃ｉｎ ｓａｍｐｌｅ
ｌｏｏｐ

ｓｉｍｐｌｅ， ｒｏｂｕｓｔ， ｎｏ ｓａｍｐｌｅ ｌｏｓｓ ｌｉｍｉｔｅｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｐｅａｋ ｃａｐａｃｉｔｙ， ｎｏ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ

［４７，４８，５８，５９］

Ｖａｒｉａｂｌｅ⁃ｖｏｌｕｍｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｖｅ

ｒｏｂｕｓｔ， ｎｏ ｓａｍｐｌｅ ｌｏｓｓ， ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅ

ｈｉｇｈｅｒ ｍａｃｈｉｎｉｎｇ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｎｏ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ

［４９］

Ｔｉｍｅｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ， ｓｉｍｐｌｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， ｎｏ ｐｒｏ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ

［５０］

Ｔｒａｐｐｅｄ ｏｎ ａ
ｖｅｎｔｅｄ ｃｏｌｕｍｎ

ｓａｍｐｌｅ ｗａｓｈ， ｇｒｅａｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ，
ｓｍａｌｌ ｄｅａｄ ｖｏｌｕｍｅｓ， ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｐａ⁃
ｒａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ

ｉｎｔｅｒｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｏｗ， ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｓｐｒａｙ， ｌｉｍ⁃
ｉｔｅｄ ｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓ， ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｓａｍｐｌｅ ｌｏｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｐ
ｃｏｌｕｍｎ

［５３，６０］

Ｔｒａｐｐｅｄ ｂｙ
ｃｏｌｕｍｎ ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ

ｓａｍｐｌｅ ｗａｓｈ， ｇｒｅａｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ， ｒｏ⁃
ｂｕｓｔ， ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ

ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｓａｍｐｌｅ ｌｏｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｐ ｃｏｌｕｍｎ， ｍｏｒｅ
ｍｏｄｕｌｅｓ

［５４，６１，６２］

ＴＡＳＦ ｇｒｅａｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ， ｓｍａｌｌ ｄｅａｄ ｖｏｌ⁃
ｕｍｅｓ， ｌｏｗｅｒ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ

ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ｂａｓｅｌｉｎｅ ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ

［５６，５７，６３］

ＴＡＳＦ： ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｏｎ⁃ｃｏｌｕｍｎ ｓｏｌｕｔｅ ｆｏｃｕｓｉｎｇ．

　 　 捕集进样主要有两种流路连接方式，如图 ６ 所

示。 一种是样品通过进样阀进样后，由纳升分离泵

驱动样品捕集，捕集柱后连接排空切换阀。 捕集时，
排空阀打开，捕集后的流动相从排空阀排出；分析

时，排空阀关闭，捕集柱与分析柱相连，进行样品的

洗脱［５３］。 另一种是样品通过进样阀进样后，由上样

泵驱动样品捕集，捕集后进行阀切换，使捕集柱与纳

升分离泵、分析柱相连，进行样品的洗脱［５４］。 两种

流路结构相比，前者可节省一个上样泵和一个六通

切换阀，但捕集过程与分离过程的系统压力变化较

大，对系统的快速升压提出更高的要求；后者的系统

图 ６　 捕集进样方式的示意图
Ｆｉｇ． ６　 Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｓ ｏｆ ｔｒａｐｐｉｎｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
　 ａ． ｔｒａｐｐｉｎｇ ｏｎ ａ ｖｅｎｔｅｄ ｃｏｌｕｍｎ； ｂ． ｔｒａｐｐｉｎｇ ｂｙ ｃｏｌｕｍｎ ｓｗｉｔｃ⁃
ｈｉｎｇ．

压力稳定性更好，但装置成本较高。 在使用捕集进

样方式时，也需要注意低保留组分在捕集柱上的损

失问题，以及引入捕集柱所引起的梯度延迟问题。
　 　 除了上述利用低洗脱能力的流动相对样品进行

捕集进样的方法以外，也可以利用温度的控制实现

大体积样品的捕集进样。 由于纳升色谱柱的直径很

小，可以实现快速的温度变化［５５］，从而实现温度辅

助柱上样品聚焦（ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｏｎ⁃ｃｏｌｕｍｎ
ｓｏｌｕｔｅ ｆｏｃｕｓｉｎｇ， ＴＡＳＦ） ［５６］。 样品进样后，对色谱

柱前端的 ７ ｍｍ 长度进行制冷，使其温度在 ３０ ～ ４５
ｓ 内降低至 ５ ℃，实现样品的捕集。 之后再对这段

色谱柱进行快速升温至 ６０ ℃，释放捕集的样品进行

后续分离分析。 通过这种方式，能够显著降低色谱

峰的展宽。 将 ＴＡＳＦ 进样方式与基于低洗脱能力流

动相的捕集进样方式结合，可以进一步提高捕集效

果，增大进样体积［５７］。
　 　 表 ３ 对比了上述几种纳升 ＬＣ 的进样方式。

·１７０１·
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３　 管路及连接

　 　 管路与连接方式是产生柱外效应的重要部

分［６４－６６］，不适合的管路与不正确的连接方式会显著

影响纳升液相色谱的分离结果，这也是很多纳升液

相色谱系统得不到理想实验结果的主要原因。
　 　 系统内接触流体的管路材质常用不锈钢、
ＰＥＥＫ（聚醚醚酮，ｐｏｌｙ⁃ｅｔｈｅｒ⁃ｅｔｈｅｒ⁃ｋｅｔｏｎｅ）、石英

毛细管、钛合金、ＭＰ３５Ｎ（一种镍铬钴合金）等。 不

锈钢管路机械强度高，多用于纳升输液泵内部各组

件间的连接，内径尺寸多为 ０􀆰 １２７ ｍｍ （０．００５ 英

寸）或 ０􀆰 １７８ ｍｍ （０．００７ 英寸），但由于其对生物样

品的兼容性不好，进样后的各连接管路几乎不使用

不锈钢材质。 此外，由于不锈钢还可能释放金属离

子进入流动相中，影响色谱柱或样品，在一些输液泵

的设计中也使用其他材质替代不锈钢管路。 在连接

纳升液相色谱系统间各个模块时，ＰＥＥＫ 与石英毛

细管是最常用的两种管路材料，其生物兼容性较好，
且较不锈钢管路更易弯曲，方便使用。 ＰＥＥＫ 管路

外径一般为 ０􀆰 ７９４ ｍｍ （１ ／ ３２ 英寸），内径一般不超

过 ０􀆰 １２７ ｍｍ （０．００５ 英寸），但 ＰＥＥＫ 材质不耐受

四氢呋喃、二氯甲烷、二甲亚砜等有机试剂。 石英毛

细管外径一般为 ３６０ μｍ，内径一般在 ２０ ～ １００ μｍ
之间，但石英毛细管易碎，增加了系统的不稳定性。
一种解决方案（ＰＥＥＫｓｉｌ）是将 ＰＥＥＫ 材质包裹在石

英毛细管外，使其兼具了二者的优点。 因为常规的

切割 ＰＥＥＫ 或石英毛细管的方式会使其受损，一般

只使用预切长度。 尽管连接管路的内径越小，柱外

效应越小，且一些厂家有更细内径的石英毛细管产

品，如 １０ μｍ 或小于 １ μｍ［６７］，但连接管路的阻力

会随着内径的降低而显著升高，甚至超过整个系统

的耐压［４２］，因此对于每分钟几百纳升的流速条件，
２０ μｍ 通常是纳升液相色谱连接管路内径的下限。
　 　 纳升液相色谱的连接接头主要有两种形式，一
种是刃环密封的连接方式，一种是端面密封的连接

方式。 刃环密封的连接方式是从常规 ＨＰＬＣ 系统延

续而来的，通过刃环外表面与锥孔内表面、刃环内表

面与管外壁的两级密封方式，实现流路的连接。 由

于目前纳升液相色谱系统的连接孔多为适配外径

１􀆰 ５８８ ｍｍ （１ ／ １６ 英寸）的管路、１０⁃３２ 螺纹的螺丝，
若使用外径 ０􀆰 ７９４ ｍｍ （１ ／ ３２ 英寸） ＰＥＥＫ 管或外

径 ３６０ μｍ 的石英毛细管，则需要使用套管结构来

辅助连接，如图 ７ａ 所示。 刃环密封的连接方式最主

要的问题是容易产生死体积［６８］。 理想的连接方式

是刃环与管路前端的距离刚好适合连接孔且管路前

端与连接孔底端紧密相连。 但实际连接时，管路前

端与连接孔底端的紧密程度靠螺丝旋进的深度调

整，深度过小，端面密封不好，深度过大，容易使刃环

对管路造成挤压或损坏，不易控制，对操作者的经验

要求较高。 端面密封的连接方式是通过特殊设计的

管路前端及接头结构，使得螺丝在旋入连接孔时，直
接将管路前端挤压在连接孔的底端，实现端面密封。
密封的程度可以通过旋转螺丝的扭矩进行控制，不
会对管路造成损伤，如图 ７ｂ 所示。 目前 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司的 Ｖｉｐｅｒ 系列［６９，７０］ 和 ＩＤＥＸ
公司的 ＭａｒｖｅｌＸ 系列［７１］ 均采用这种设计。 Ｓｔａｎｋ⁃
ｏｖｉｃｈ 等［６５］测试发现，这种连接方式可以显著降低

色谱峰展宽。 由于这种连接结构需要具有特殊设计

的管路前端，因此均为预切长度或定制长度的管路，
无法根据实际需求随时调整。

图 ７　 连接方式
Ｆｉｇ． ７　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ

　 ａ． ｆｅｒｒｕｌｅ ｓｅａｌ； ｂ． ｅｎｄ ｆａｃｅ ｓｅａｌ．
　 ＰＥＥＫ： ｐｏｌｙ⁃ｅｔｈｅｒ⁃ｅｔｈｅｒ⁃ｋｅｔｏｎｅ； ＰＴＦＥ： ｐｏｌｙｔｅｔｒａｆｌｕｏｒｏｅｔｈｙｌ⁃
ｅｎｅ．

４　 检测装置

　 　 纳升液相色谱系统可使用的检测器类型主要有

光学吸收型检测器［７２］、荧光检测器［７３］、质谱检测

器［７４］等。 其中，质谱检测器应用最广泛，但与光学

吸收型检测器相比，有关质谱检测器对柱外效应贡

献的研究相对较少［７５，７６］，色谱柱出口与质谱检测器

入口之间的连接管路是其柱外效应的重要组成部

分［７７］。 对于使用电喷雾离子源的质谱检测器

（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ， ＥＳＩ⁃
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ＭＳ），将毛细管柱末端制成尖锐的锥形，直接用于电

喷雾离子源中，避免使用额外的连接管路，可以有效

避免柱后展宽［７８，７９］。
　 　 光学吸收型检测器是基于样品流过流通池时吸

收光强的多少进行定量，流通池的光程和池体积分

别影响检测的灵敏度和样品在池内的扩散［８０］。 由

于同样使用毛细管色谱柱，毛细管电泳系统、毛细管

电色谱系统所使用的流通池设计思路也可用于纳升

液相色谱系统中［８１］。 与毛细管电泳系统、毛细管电

色谱系统相似，对于纳升液相色谱系统来说，柱外效

应及样品的扩散对于分析检测结果的影响更大，因
此通常采取减小光程，牺牲灵敏度的流通池设计策

略。 柱上检测是这一类系统中最常用的流通池设

计，通过去掉毛细管色谱柱末端的聚合物保护层，使
光线直接穿过毛细管壁［８２］ 或毛细管柱［８３］ 进行检

测。 这种检测方式的灵敏度很低，流通池光程仅与

毛细管内径相当。 为了提高检测灵敏度，可通过在

毛细管中鼓泡［８４，８５］、毛细管径向多重反射［８６］、毛细

管轴向 Ｚ 型池［８７，８８］等方式，在不显著增加流通池体

积的前提下（ ＜１００ ｎＬ），增大光程。 更小的池体积

结构也往往意味着更低的通光量，会增加噪声对检

测灵敏度的影响。 对于基于轴向照射设计的流通

池，为了提高光通量，可以使用 Ｔｅｆｌｏｎ ＡＦ 作为池内

壁材料，利用其折射率低于液相色谱常用流动相的

特性， 实 现 液 芯 波 导 （ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｃｏｒｅ ｗａｖｅｇｕｉｄｅ，
ＬＣＷ）全反射技术，可减小流通池内的光能损失，降
低噪声水平，提高信噪比［８９－９２］。

５　 商品化纳升液相色谱系统

　 　 商品化纳升液相色谱系统目前几乎全部为国外

公司的产品，各产品的主要差异在于输液装置的设

计及指标参数上。
　 　 最早的商品化纳升液相色谱是由荷兰 ＬＣ
Ｐａｃｋｉｎｇｓ 公司（后被 Ｄｉｏｎｅｘ 收购，目前属于 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）在 １９９８ 年推出的 Ｕｌｔｉ⁃
Ｍａｔｅ ＮａｎｏＬＣ 系统。 该系统的输液装置基于分流

的原理，利用预设分流比的流速选择模块进行流速

范围的配置（与图 １ｂ 原理相近）。 根据所使用的流

速选择模块的不同，流速范围有 ５０ ｎＬ ／ ｍｉｎ ～ １
μＬ ／ ｍｉｎ、５００ ｎＬ ／ ｍｉｎ～１０ μＬ ／ ｍｉｎ、１０～１６０ μＬ ／ ｍｉｎ
３ 种可选。 该系列的最新产品 ＵｌｔｉＭａｔｅ ３ ０００ ＲＳＬ⁃
Ｃｎａｎｏ 使用双柱塞串联连续输液模式（与图 ２ａ 原

理相近），可实现无分流的纳升输液，流速范围 ２０

ｎＬ ／ ｍｉｎ～５０ μＬ ／ ｍｉｎ，耐压可达 ８０ ＭＰａ。 该输液装

置内同时集成了一个三元低压梯度微升泵，可用于

样品的捕集过程以及二维色谱，扩展了应用范围。
ＥＡＳＹ ｎＬＣ 系列纳升液相色谱系统目前也是 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司的产品 （ 原属于丹麦

Ｐｒｏｘｅｏｎ 公司），该系统将输液泵和自动进样器集成

在一台仪器内，极大地减小了仪器所占的空间。 输

液装置使用无分流的双注射泵配置（与图 ２ｂ 原理

相近），单泵的泵腔容积为 １４０ μＬ，其最新型号

ＥＡＳＹ ｎＬＣ １２００ 的流速范围是 ２０ ～ ２ ０００ ｎＬ ／ ｍｉｎ，
耐压可达 １２０ ＭＰａ。 该产品也多作为 ＯＥＭ（ｏｒｉｇｉ⁃
ｎａｌ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）出现在其他公司的纳

升液相色谱⁃质谱联用系统中，如 Ｂｒｕｋｅｒ 和 Ｖａｒｉａｎ。
　 　 Ｅｋｓｉｇｅｎｔ 公司（现属于 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ 公司）的纳升

液相色谱产品是 ＮａｎｏＬＣ 系列。 该产品的输液装置

同样配置了无分流的双注射泵，且使用一种微流体

流速控制技术（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｆｌｏｗ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＭＦＣ）对
输出流速进行控制。 最新的 Ｅｋｓｐｅｒｔ ｎａｎｏＬＣ ４００
可通过更换流速模块，实现 ３ 个流速范围的选择，整
体流速范围为 １００ ｎＬ ／ ｍｉｎ ～ ５０ μＬ ／ ｍｉｎ，耐压 ６９
ＭＰａ。
　 　 Ｗａｔｅｒｓ 公司的 Ａｃｑｕｉｔｙ Ｍ⁃Ｃｌａｓｓ 系统是由

ｎａｎｏＡｃｑｕｉｔｙ 系统升级而来的纳升液相色谱系统。
该系统的输液装置使用二元双柱塞往复连续输液

泵，通过流量传感器的闭环反馈控制，可实现 ２００
ｎＬ ／ ｍｉｎ～６ μＬ ／ ｍｉｎ 的输出流速，开环控制模式最大

可实现 １００ μＬ ／ ｍｉｎ 的流速。 系统的最大耐压超过

１００ ＭＰａ，可用于快速分析。 Ａｃｑｕｉｔｙ Ｍ⁃Ｃｌａｓｓ 系统

中除了具有纳升输液装置和定量环式的进样装置

外，还具有可用于样品捕集的辅助溶剂输送装置、捕
集阀管理装置，以及最大可容纳 ７ ２９６ 个样品的样

品管理器。
　 　 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司的纳升液相色谱系统始于 １１００ 系

列，其输液装置由双柱塞串联泵系统构成，在流动相

混合器之后依次连接电磁比例阀和流量传感器（与
图 １ｃ 原理相近），纳升流速的控制由电子流速控制

（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｆｌｏｗ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＥＦＣ）系统实现。 由于该

输液装置采用分流原理且分流发生在流动相混合之

后，因此流动相的消耗量较大。 该系列的升级产品，
１２００ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 系列的纳升输液装置依然采用相似的

工作原理，虽然流速下限从 １１００ 系列的 １ μＬ ／ ｍｉｎ
降低至 １００ ｎＬ ／ ｍｉｎ，但依然存在流动相消耗量较大

的问题。 该输液装置可以通过更换硬件，实现毫升

·３７０１·
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工作模式的切换。
　 　 岛津公司 ｎａｎｏ Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ 纳升液相色谱系

统的输液装置也是采用了分流的设计原理，但其分

流过程发生在梯度混合之前，因而也可以节省流动

相的消耗。 通过回流流速控制 （ ｒｅｆｌｕｘ ｆｌｏｗ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ， ＲＦＣ）系统，利用纳升流量传感器监控分流后

每种流动相的输出流速，反馈调控电机转速，使两种

流动相以纳升流速进行梯度混合。 该输液系统可以

在 ４０ ＭＰａ 的范围内实现 １ ｎＬ ／ ｍｉｎ ～ ５ μＬ ／ ｍｉｎ 的

输出流速。
　 　 表 ４ 对部分商品化纳升液相色谱系统的指标进

行了对比。
表 ４　 部分商品化纳升液相色谱系统的指标参数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｎａｎｏ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｙｓｔｅｍｓ

Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ Ｍｏｄｅｌ

Ｐｕｍｐ
Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
ｒａｎｇｅ ／

（μＬ ／ ｍｉｎ）

ｍａｘｉｍｕｍ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ／

ＭＰａ

Ｆｌｏｗ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
（ＲＳＤ ／ ％）

Ｄｅｌａｙ
ｖｏｌｕｍｅ ／

ｎＬ

Ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ
Ｌｏｗｅｓｔ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ｖｏｌｕｍｅ ／ μＬ

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ
（ＲＳＤ）

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ ＲＳＬＣｎａｎｏ ０．０２－５０ ８０ ０．２ （３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ） 　 ２５ ０．０１ ０．４％ （ ｆｕｌｌ ｌｏｏｐ， １ μＬ）
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ＥＡＳＹ⁃ｎａｎｏ ＬＣ １２００ ０．０２－２ １２０ ０．４ １０００ ０．１ ０．２％ （ｐｉｃｋ⁃ｕｐ， ５ μＬ），
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ３．０％ （ｐｉｃｋ⁃ｕｐ， ０．１ μＬ）
ＡＢ Ｓｃｉｅｘ Ｅｋｓｐｅｒｔ ｎａｎｏＬＣ ４００ ０．１－５０ ６９ ０．３５ （５００ ｎＬ ／ ｍｉｎ） ２５ ０．１ ０．５％ （ ｆｕｌｌ ｌｏｏｐ ），

１％ （ｐｉｃｋ⁃ｕｐ， ＞１ μＬ）
Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｍ⁃Ｃｌａｓｓ ０．２－１００ １００ － １０００ ０．１ １％ （０．２－１．９ μＬ），

０．５％ （２－１０ μＬ）
Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ｎａｎｏ ０．０１－４ ４０ ０．７ ３００ － －

Ｓｈｉｍａｄｚｕ Ｎａｎｏ Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ ０．００１－５ ４０ － － － －

　 －： ｎｏｔ ｐｒｏｖｉｄｅｄ．

６　 结论

　 　 以更少的样品消耗、更短的分析时间和更高的

灵敏度，分析更加复杂的样品，是环境、药物、组学等

研究领域分析工作者的不断追求。 纳升液相色谱使

用极细内径的色谱柱且易于与质谱仪联用，已得到

越来越广泛的应用。 性能良好且稳定重复的仪器系

统是获得可靠结果的基本要素之一。 然而从纳升液

相色谱的出现发展至今，尽管有多种输液方式、进样

方式、连接方式的出现，纳升液相色谱依然主要用于

一些精密的研究应用中，无法与常规高效液相色谱

的应用范围相比。 这主要是由于一些纳升液相色谱

仪器的设计以及使用方面的问题依然需要进一步提

升或解决，如纳升级别的液体微渗、流速稳定性的保

证及故障诊断、细内径管路或色谱柱的堵塞、系统柱

外效应的控制、易用且可靠的管路连接方式等等。
商品化的纳升液相色谱仪器解决了部分上述问题并

进行了一些结构优化，但用户需要面对其高昂的价

格及维护成本。 由于降低色谱柱内径是液相色谱发

展的一个重要趋势，因而更低流速的稳定溶剂输送

技术、更低柱外效应的系统设计、更高稳定性的仪器

集成依然是纳升液相色谱的主要研究方向。
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［２５］　 Ｗａｔｅｒｅｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ． ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｍ⁃Ｃｌａｓｓ Ｓｙｓｔｅｍ．
［２０２１⁃０６⁃０４］ ． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｗａｔｅｒｓ． ｃｏｍ ／ ｗａｔｅｒｓ ／ ｅｎ ＿ ＵＳ ／
Ｂｅｓｔ⁃ＵＰＬＣ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ｓｙｓｔｅｍ⁃ｆｏｒ⁃ｎａｎｏ⁃ｔｏ⁃ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ⁃ｓｅｐａｒａ⁃
ｔｉｏｎｓ ／ ｎａｖ．ｈｔｍ？ ｌｏｃａｌｅ＝ｅｎ＿ＵＳ＆ｃｉｄ＝ １３４７７６７５９

［２６］　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ． ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ ＲＳＬＣｎａｎｏ Ｓｙｓｔｅｍ．
［２０２１⁃０６⁃０４］ ． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ． ｃｏｍ ／ ｇｌｏｂａｌ ／ ｅｎ ／
ｈｏｍｅ ／ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ／ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ／ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃
ｌｃ ／ ｈｐｌｃ⁃ｕｈｐｌｃ⁃ｓｙｓｔｅｍｓ ／ ｕｌｔｉｍａｔｅ⁃３０００⁃ｒｓｌｃｎａｎｏ⁃ｓｙｓｔｅｍ．ｈｔｍｌ

［２７］　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ． ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １２００ Ｓｙｓｔｅｍ． ［ ２０２１⁃
０６⁃０４］ ． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ． ｃｏｍ ／ ｇｌｏｂａｌ ／ ｅｎ ／ ｈｏｍｅ ／
ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ／ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ／ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｌｃ ／ ｈｐｌｃ⁃
ｕｈｐｌｃ⁃ｓｙｓｔｅｍｓ ／ ｅａｓｙ⁃ｎｌｃ⁃１２００⁃ｓｙｓｔｅｍ．ｈｔｍｌ

［２８］　 Ｓｈａｒｍａ Ｓ， Ｐｌｉｓｔｉｌ Ａ， Ｂａｒｎｅｔｔ Ｈ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１５，
８７（２０）： １０４５７

［２９］　 Ｙａｎｇ Ｓ Ｄ， Ｄｏｎｇ Ｚ Ｙ， Ｈａｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ２０１９， ３７（５）： ５５８
杨三东， 董智勇， 韩雪， 等． 色谱， ２０１９， ３７（５）： ５５８

［３０］　 Ｌｉ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｘ Ｙ， Ｐｕ Ｑ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ， ２０１９，
１０６０： １

［３１］　 Ｇａｏ Ｍ， Ｇｕｉ Ｌ． Ｍｉｃｒｏｍａｃｈｉｎｅｓ， ２０１６， ７（９）： １６５
［３２］　 Ｃｈｅｎ Ｌ Ｘ， Ｍａ Ｊ Ｐ， Ｇｕａｎ Ｙ Ｆ． Ｍｉｃｒｏｃｈｅｍ Ｊ， ２００３， ７５（１）：

１５
［３３］　 Ｌｙｎｃｈ Ｋ Ｂ， Ｃｈｅｎ Ａ， Ｙａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｓｅｐ Ｓｃｉ， ２０１７， ４０

（１３）： ２７５２
［３４］　 Ｍａｔｈｉ Ｓ， Ｎａｇａｒａｌｅ Ｒ Ｋ． Ｊ Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍ Ｓｏｃ， ２０１６， １６３（８）：

Ｈ６５７
［３５］　 Ｚｈｏｕ Ｌ， Ｌｕ Ｊ Ｊ， Ｇｕ Ｃ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１４， ８６（２４）：

１２２１４
［３６］　 Ｚｈａｎｇ Ｃ Ｇ， Ｈｕａｎｇ Ｗ Ｐ． Ｃｈｉｎａ Ｐａｔｅｎｔ， ２０１１２００７１４２３􀆰 ４．

２０１１⁃１１⁃３０
张晨光， 黄文平． 中国专利， ２０１１２００７１４２３􀆰 ４． ２０１１⁃１１⁃３０

［３７］　 Ｅｒｉｃｓｏｎ Ｃ， Ｈｊｅｒｔéｎ Ｓ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， １９９８， ７０（２）： ３６６
［３８］　 Ｔａｏ Ｑ， Ｗｕ Ｑ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｍ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１０， ８２（３）： ８４２
［３９］　 Ｌｉ Ｔ， Ｚｈａｎｇ Ｗ Ｂ， Ｔａｎｇ Ｔ． Ｃｈｉｎａ Ｐａｔｅｎｔ， ２０１１２０３３８１１１􀆰 ５．

２０１２⁃０６⁃０６

李彤， 张维冰， 唐涛． 中国专利， ２０１１２０３３８１１１􀆰 ５． ２０１２⁃０６⁃
０６

［４０］ 　 Ｓｃｈｕｌｔｚｅ⁃Ｊｅｎａ Ａ， Ｂｏｏｎ Ｍ Ａ， Ｂｕｓｓｍａｎｎ Ｐ Ｊ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｊ
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１７， １４９３： ４９

［４１］ 　 Ｇｉｌａｒ Ｍ， ＭｃＤｏｎａｌｄ Ｔ Ｓ， Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｊ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ
Ａ， ２０１５， １３９０： ８６

［４２］ 　 Ｇｒｉｎｉａｓ Ｊ， Ｂｕｎｎｅｒ Ｂ， Ｇｉｌａｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
２０１５， ２（４）： ６６９

［４３］ 　 Ｗｅｒｒｅｓ Ｔ， Ｓｃｈｍｉｄｔ Ｔ Ｃ， Ｔｅｕｔｅｎｂｅｒｇ Ｔ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，
２０２１， １６４１： ４６１９６５

［４４］ 　 ＭｃＧｕｆｆｉｎ Ｖ Ｌ， ＮｏｖｏＴｎｙ Ｍ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， １９８３， ５５（３）： ５８０
［４５］ 　 Ａｌｅｘａｎｄｅｒ Ｊ Ｎ， Ｐｏｌｉ Ｊ Ｂ， Ｍａｒｋｉｄｅｓ Ｋ Ｅ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， １９９９，

７１（１３）： ２３９８
［４６］ 　 Ｍｉｌｌｓ Ｍ Ｊ， Ｍａｌｔａｓ Ｊ， Ｌｏｕｇｈ Ｗ Ｊ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， １９９７，

７５９： １
［４７］ 　 Ｌｉｎｇ Ｂ Ｚ， Ｘｕ Ｙ， Ｙａｏ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉａ， ２０１５， ７８

（７ ／ ８）： ５４３
［４８］ 　 Ｓｈａｒｍａ Ｓ， Ｐｌｉｓｔｉｌ Ａ， Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｒ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，

２０１４， １３２７： ８０
［４９］ 　 Ｇｅｒｈａｒｄｔ Ｇ Ｃ， Ｆａｄｇｅｎ Ｋ． ＵＳ Ｐａｔｅｎｔ， ２０１３０２０６２４０Ａ１． ２０１３⁃

０８⁃１５
［５０］ 　 Ｐｒüß Ａ， Ｋｅｍｐｔｅｒ Ｃ， Ｇｙｓｌｅｒ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，

２００３， １０１６（２）： １２９
［５１］ 　 Ｒｏｇｅｂｅｒｇ Ｍ， Ｍａｌｅｒｏｄ Ｈ， Ｒｏｂｅｒｇ⁃Ｌａｒｓｅｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｐｈａｒｍ

Ｂｉｏｍｅｄ Ａｎａｌ， ２０１４， ８７： １２０
［５２］ 　 Ｌｅｏｎｈａｒｄｔ Ｊ， Ｈｅｔｚｅｌ Ｔ， Ｔｅｕｔｅｎｂｅｒｇ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｍａ⁃

ｔｏｇｒａｐｈｉａ， ２０１５， ７８（１ ／ ２）： ３１
［５３］ 　 Ｌｉｃｋｌｉｄｅｒ Ｌ Ｊ， Ｔｈｏｒｅｅｎ Ｃ Ｃ， Ｐｅｎｇ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ，

２００２， ７４（１３）： ３０７６
［５４］ 　 Ｋｏｃｈｅｒ Ｔ， Ｐｉｃｈｌｅｒ Ｐ， Ｄｅ Ｐｒａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ， ２０１４，

１４（１７ ／ １８）： １９９９
［５５］ 　 Ｃｏｌｌｉｎｓ Ｄ， Ｎｅｓｔｅｒｅｎｋｏ Ｅ， Ｃｏｎｎｏｌｌｙ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ，

２０１１， ８３（１１）： ４３０７
［５６］ 　 Ｇｒｏｓｋｒｅｕｔｚ Ｓ Ｒ， Ｗｅｂｅｒ Ｓ Ｇ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１４， １３５４：

６５
［５７］ 　 Ｇｒｏｓｋｒｅｕｔｚ Ｓ Ｒ， Ｈｏｒｎｅｒ Ａ Ｒ， Ｗｅｂｅｒ Ｓ Ｇ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，

２０１５， １４０５： １３３
［５８］ 　 Ｚｈａｏ Ｘ Ｆ， Ｘｉｅ Ｘ Ｆ， Ｓｈａｒｍａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１７， ８９

（１）： ８０７
［５９］ 　 Ａｇｇａｒｗａｌ Ｐ， Ｌｉｕ Ｋ， Ｓｈａｒｍａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，

２０１５， １３８０： ３８
［６０］ 　 Ｃｒｉｓｔｏｂａｌ Ａ， Ｈｅｎｎｒｉｃｈ Ｍ Ｌ， Ｇｉａｎｓａｎｔｉ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｔ，

２０１２， １３７（１５）： ３５４１
［６１］ 　 Ｙａｎｇ Ｊ Ｓ， Ｑｉａｏ Ｊ， Ｋｉｍ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１８， ９０

（５）： ３１２４
［６２］ 　 Ｌｅｅ Ｊ Ｈ， Ｈｙｕｎｇ Ｓ⁃Ｗ， Ｍｕｎ Ｄ⁃Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓ，

２０１２， １１（８）： ４３７３
［６３］ 　 Ｗｉｌｓｏｎ Ｒ Ｅ， Ｇｒｏｓｋｒｅｕｔｚ Ｓ Ｒ， Ｗｅｂｅｒ Ｓ Ｇ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ，

２０１６， ８８（１０）： ５１１２
［６４］ 　 Ｇｒｉｔｔｉ Ｆ， ＭｃＤｏｎａｌｄ Ｔ， Ｇｉｌａｒ Ｍ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１５，

１４１０： １１８
［６５］ 　 Ｓｔａｎｋｏｖｉｃｈ Ｊ Ｊ， Ｇｒｉｔｔｉ Ｆ， Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ Ｐ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｓｅｐ Ｓｃｉ，

２０１３， ３６（１７）： ２７０９
［６６］ 　 Ｇｕｎｎａｒｓｏｎ Ｃ， Ｌａｕｅｒ Ｔ， Ｗｉｌｌｅｎｂｒｉｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ

Ａ， ２０２１， １６３９： ４６１８９３
［６７］ 　 Ｍｏｌｅｘ． Ｐｏｌｙｍｉｃｒｏ Ｃａｐｉｌｌａｒｙ Ｔｕｂｉｎｇ． ［２０２１⁃０６⁃０４］ ． ｈｔｔｐｓ： ／ ／

ｗｗｗ．ｍｏｌｅｘ．ｃｏｍ ／ ｍｏｌｅｘ ／ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ／ ｆａｍｉｌｙ ／ ｐｏｌｙｍｉｃｒｏ＿ｃａｐｉｌ⁃

·５７０１·
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ｌａｒｙ＿ｔｕｂｉｎｇ？ ｐａｒｅｎｔＫｅｙ＝ｐｏｌｙｍｉｃｒｏ
［６８］　 Ｍａｊｏｒｓ Ｒ Ｅ． ＬＣ ＧＣ Ｎ Ａｍ， ２０１４， ３２： ８４０
［６９］　 Ｂｕｅｒｇｅｒ Ｄ， Ｓｃｈａｄｌ Ｍ， Ｒｉｃｈａｒｄｓｅｎ Ｔ． ＵＳ Ｐａｔｅｎｔ，

２０１９０１７６０５４Ａ１． ２０１９⁃０６⁃１３
［７０］　 Ｈｏｃｈｇｒａｅｂｅｒ Ｈ， Ｓａｔｚｉｎｇｅｒ Ａ， Ｂｕｅｒｇｅｒ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＵＳ Ｐａｔｅｎｔ，

２０２００１１６６７９Ａ１． ２０２０⁃０４⁃１６
［７１］　 Ｇｒａｈａｍ Ｖ， Ｂｅｅｍｅｒ Ｅ， Ｅｌｌｉｓ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＵＳ Ｐａｔｅｎｔ，

２０２００２９２１０８Ａ１． ２０２０⁃０９⁃１７
［７２］　 Ｓｈａｒｍａ Ｓ， Ｔｏｌｌｅｙ Ｄ， Ｆａｒｎｓｗｏｒｔｈ Ｐ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ，

２０１５， ８７（２）： １３８１
［７３］　 Ｐｒｉｋｒｙｌ Ｊ， Ｆｏｒｅｔ Ｆ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１４， ８６： １１９５１
［７４］　 Ｓｃｏｌｌｏ Ｅ， Ｎｅｖｉｌｌｅ Ｄ， Ｏｒｕｎａ⁃Ｃｏｎｃｈａ Ｍ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，

２０１８， １８（３ ／ ４）： １７００３３９
［７５］　 Ｓｐａｇｇｉａｒｉ Ｄ， Ｆｅｋｅｔｅ Ｓ， Ｅｕｇｓｔｅｒ Ｐ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，

２０１３， １３１０： ４５
［７６］　 Ｂｕｃｋｅｎｍａｉｅｒ Ｓ， Ｍｉｌｌｅｒ Ｃ Ａ， Ｖａｎ Ｄｅ Ｇｏｏｒ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏ⁃

ｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１５， １３７７： ６４
［７７］　 Ｓｔｏｌｌ Ｄ Ｒ， Ｂｒｏｅｃｋｈｏｖｅｎ Ｋ． ＬＣ ＧＣ Ｎ Ａｍ， ２０２１， ３９（６）： ２５２
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