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非连续样品分级和级联装置以及具有该装

置的双在线多维液相色谱系统

(57)摘要

公开了一种非连续样品分级和级联装置以

及具有该装置的双在线多维液相色谱系统。根据

本公开内容的实施方案的非连续样品分级和级

联装置包括：供应待分析样品的样品供应模块；

和与样品供应模块连接并被连续供应样品的样

品分级模块，该样品分级模块设定通过等分由样

品供应模块供应样品的总样品供应时间而获得

的多个单位样品供应时间，设定通过等分多个单

位样品供应时间的每一个而获得的多个单位分

级间隔，并且级联/储存每个单位样品供应时间

内相应的单位分级间隔期间供应的样品，从而获

取多个级分。
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1.一种基于单位分级间隔以时间顺序分级和级联样品的方法，其包括以下步骤：

‑接收待分析的样品并将样品储存在第一样品供应阀的样品储存回路中，其中样品从

样品供应模块的样品注射器中供应，其中样品供应模块包括：

第一样品供应阀，其与第一泵和样品注射器连接；和

第二样品供应阀，其与所述第一样品供应阀连接；

其中第一样品供应阀包括：

第一样品入口，其与所述样品注射器连接；

第一样品出口，其设置在所述第一样品入口附近；

第一溶剂入口，其与所述第一泵连接；

第一溶剂出口，其设置在所述第一溶剂入口附近并与所述第二样品供应阀连接；和

第一样品储存回路连接端口和第二样品储存回路连接端口，其与样品储存回路的两端

各自连接；

其中将样品储存在样品储存回路中，以处于使第一样品储存回路连接端口和第二样品

储存回路连接端口分别与第一样品入口和第一样品出口连接的状态；

其中第二样品供应阀包括：

第二样品入口，其与所述第一溶剂出口连接；

第二样品出口，其设置在所述第二样品入口附近并与样品分级模块连接；和

样品分离柱，其具有第一端和第二端，其中第一端与所述第二样品入口连接，第二端与

所述第二样品出口连接；

‑从所述第一泵供应第一溶剂并将储存在样品储存回路中的样品注射到第二样品供应

阀的样品分离柱中；

其中在使第一样品储存回路连接端口和第二样品储存回路连接端口分别与第一溶剂

入口和第一溶剂出口连接的状态下，将第一溶剂注射到样品储存回路中并将样品注射到样

品分离柱中；

‑从所述第一泵供应第一溶剂并分离和洗脱注射到样品分离柱中的样品；

‑将分离和洗脱的样品连续引入到样品分级模块中；和

‑在单位样品供应时间期间，将样品分级模块中分离和洗脱的样品注射到多个级分储

存回路的每一个中持续单位分级间隔，并通过多次重复单位样品供应时间来非连续分级、

级联和储存样品；

其中样品分级模块包括多个级分储存回路，其对应于单位分级间隔的数目而设置；

其中在总样品供应时间的单位样品供应时间中以相同顺序设置单位分级间隔以获得

多个级分；

其中总样品供应时间是样品分离柱中分离和洗脱的样品从第二供应阀的样品分离柱

供应至样品分级模块并储存在所述多个级分储存回路的整个持续时间；

其中单位样品供应时间是总样品供应时间以时间顺序的均分；和

其中单位分级间隔是单位样品供应时间以时间顺序的最终级分数的均分。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述样品分级模块还包括：

第一分级阀，其与第二样品供应阀连接，以在将分离和洗脱的样品连续引入到样品分

离柱的步骤中接收来自第二样品出口的样品；
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第二分级阀，其设置在所述第一分级阀附近；和

多个级分储存回路，其对应于单位分级间隔的数目而设置，每个级分储存回路的一端

与所述第一分级阀连接，另一端与所述第二分级阀连接，以在单位样品供应时间期间，将样

品分级模块中的样品注射到多个级分储存回路的每一个中持续单位分级间隔，并通过多次

重复单位样品供应时间来非连续分级、级联和储存样品的步骤中，在总样品供应时间期间

的每个单位样品供应时间中以相同时间顺序设置的单位分级间隔中级联和储存由样品分

离柱供应的分离的样品，和

其中在单位样品供应时间期间，将样品分级模块中的样品注射到多个级分储存回路的

每一个中持续单位分级间隔，并通过多次重复单位样品供应时间来非连续分级、级联和储

存样品的步骤包括：

同时转换第一分级阀和第二分级阀，以对应于在单位样品供应时间期间相继顺序的单

位分级间隔，将样品分离柱中分离和洗脱的样品注射到多个级分储存回路的每一个中；和

在每个单位样品供应时间重复转换的步骤，以在多个级分储存回路中非连续分级、级

联和储存在样品分离柱中分离和洗脱的样品。

3.根据权利要求2所述的方法，其中所述第一分级阀包括：

级分入口，通过所述级分入口由第二样品供应阀连续引入样品分离柱中分离和洗脱的

样品；

多个第一级分储存回路连接端口，其设置在所述级分入口附近，每一个第一级分储存

回路连接端口与所述多个级分储存回路的一端连接；和

第一连接通道，其将所述级分入口和所述多个第一级分储存回路连接端口中的一个连

接成对应于所述单位分级间隔彼此连通；以及

所述第二分级阀包括：

多个第二级分储存回路连接端口，其与所述多个级分储存回路的另一端分别连接；

级分出口，其设置在所述多个第二级分储存回路连接端口附近，并与所述多个级分储

存回路之一的另一端连接以排出级分；和

第二连接通道，其将所述级分出口和所述多个第二级分储存回路连接端口中的一个连

接成对应于所述单位分级间隔彼此连通。

4.根据权利要求1所述的方法，其还包括以下步骤：

‑设置总样品供应时间；

‑设置单位样品供应时间；和

‑设置单位级分间隔。

5.一种控制双在线多维液相色谱系统的方法，其包括：

‑通过非连续样品分级和级联装置，基于单位分级间隔以时间顺序分级和级联样品，以

获得多个样品级分，所述非连续样品分级和级联装置包括样品供应模块和样品分级模块，

所述样品供应模块包括：第一样品供应阀，其与第一泵和样品注射器连接；供应第一溶剂的

第一泵；和第二样品供应阀，其与所述第一样品供应阀连接，以接收由第一样品供应阀供应

的样品；所述第二样品供应阀用于分离和洗脱注射到样品分离柱中的样品；所述样品分级

模块与第二样品供应阀连接，以接收分离和洗脱的样品，所述样品分级模块在单位样品供

应时间期间，将分离和洗脱的样品非连续地分级、级联和储存到多个级分储存回路的每一
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个中持续单位分级间隔；其中样品分级模块包括多个级分储存回路，其对应于单位分级间

隔的数目而设置；其中在总样品供应时间的单位样品供应时间中以相同顺序设置单位分级

间隔以获得多个级分；其中总样品供应时间是样品分离柱中分离和洗脱的样品从第二供应

阀的样品分离柱供应至样品分级模块并储存在所述多个级分储存回路的整个持续时间；其

中单位样品供应时间是总样品供应时间以时间顺序的均分；和其中单位分级间隔是单位样

品供应时间以时间顺序的最终级分数的均分；

‑以相继顺序将级分供应至柱选择模块；

‑以相继顺序将级分从柱选择模块供应至双柱阀；

其中所述双柱阀包括第一反相液相色谱柱、第二反相液相色谱柱、第一固相萃取柱和

第二固相萃取柱，其中第一固相萃取柱与第一反相液相色谱柱连接，第二固相萃取柱与第

二反相液相色谱柱连接；

其中以相继顺序将级分从柱选择模块供应的步骤将级分以交替方式供应至第一固相

萃取柱和第一反相液相色谱柱或第二固相萃取柱和第二反相液相色谱柱。

6.根据权利要求5所述的方法，其中基于单位分级间隔以时间顺序分级和级联样品以

获得多个样品级分的步骤包括：

‑接收待分析的样品并将样品储存在第一样品供应阀的样品储存回路中，其中样品从

样品注射器中供应，

其中第一样品供应阀包括：

第一样品入口，其与所述样品注射器连接；

第一样品出口，其设置在所述第一样品入口附近；

第一溶剂入口，其与所述第一泵连接；

第一溶剂出口，其设置在所述第一溶剂入口附近并与所述第二样品供应阀连接；和

第一样品储存回路连接端口和第二样品储存回路连接端口，其与样品储存回路的两端

各自连接；

其中将样品储存在样品储存回路中，以处于使第一样品储存回路连接端口和第二样品

储存回路连接端口分别与第一样品入口和第一样品出口连接的状态；

其中第二样品供应阀包括：

第二样品入口，其与所述第一溶剂出口连接；

第二样品出口，其设置在所述第二样品入口附近并与样品分级模块连接；和

样品分离柱，其具有第一端和第二端，其中第一端与所述第二样品入口连接，第二端与

所述第二样品出口连接；

‑从所述第一泵供应第一溶剂并将储存在样品储存回路中的样品注射到第二样品供应

阀的样品分离柱中；

其中在使第一样品储存回路连接端口和第二样品储存回路连接端口分别与第一溶剂

入口和第一溶剂出口连接的状态下，将第一溶剂注射到样品储存回路中并将样品注射到样

品分离柱中；

‑从所述第一泵供应第一溶剂并分离和洗脱注射到样品分离柱中的样品；

‑将分离和洗脱的样品连续引入到样品分级模块中；和

‑在单位样品供应时间期间，将分离和洗脱的样品注射到多个级分储存回路的每一个
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中持续单位分级间隔，并通过多次重复单位样品供应时间来非连续分级、级联和储存样品。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述样品分级模块包括：

第一分级阀，其与第二样品供应阀连接，以在将分离和洗脱的样品连续引入到样品分

离柱的步骤中接收来自第二样品出口的样品；

第二分级阀，其设置在所述第一分级阀附近；和

多个级分储存回路，其对应于单位分级间隔的数目而设置，每个级分储存回路的一端

与所述第一分级阀连接，另一端与所述第二分级阀连接，以在单位样品供应时间期间，将样

品分级模块中的样品注射到多个级分储存回路的每一个中持续单位分级间隔，并通过多次

重复单位样品供应时间来非连续分级、级联和储存样品的步骤中，在总样品供应时间期间

的每个单位样品供应时间中以相同时间顺序设置的单位分级间隔中级联和储存由样品分

离柱供应的分离的样品，和

其中在单位样品供应时间期间，将样品分级模块中的样品注射到多个级分储存回路的

每一个中持续单位分级间隔，并通过多次重复单位样品供应时间来非连续分级、级联和储

存样品的步骤包括：

同时转换第一分级阀和第二分级阀，以对应于在单位样品供应时间期间相继顺序的单

位分级间隔，将样品分离柱中分离和洗脱的样品注射到多个级分储存回路的每一个中；和

在每个单位样品供应时间重复转换的步骤，以在多个级分储存回路中非连续分级、级

联和储存在样品分离柱中分离和洗脱的样品。

8.根据权利要求7所述的方法，其中第一分级阀包括：

级分入口，通过该级分入口从第二样品供应阀连续引入样品分离柱中分离和洗脱的样

品；

多个第一级分储存回路连接端口，其设置在级分入口附近，每个第一级分储存回路连

接端口与多个级分储存回路的一端连接；和

第一连接通道，其将所述级分入口和所述多个第一级分储存回路连接端口中的一个连

接成对应于所述单位分级间隔彼此连通；以及

所述第二分级阀包括：

多个第二级分储存回路连接端口，其与所述多个级分储存回路的另一端各自连接；

级分出口，其设置在所述多个第二级分储存回路连接端口附近，与多个级分储存回路

之一的另一端连接以排出级分；和

第二连接通道，其将级分出口和所述多个第二级分储存回路连接端口中的一个连接成

对应于所述单位分级间隔彼此连通。

9.根据权利要求8所述的方法，其还包括以交替方式平衡所述第一固相萃取柱和所述

第一反相液相色谱柱或者所述第二固相萃取柱和所述第二反相液相色谱柱的步骤。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述柱选择模块包括：

柱平衡阀，其与第一级分出口连接以提供通道，通过该通道发生以交替方式将所述多

个级分供应至所述第一固相萃取柱或所述第二固相萃取柱的步骤，和以交替方式平衡所述

第一固相萃取柱和所述第一反相液相色谱柱或者所述第二固相萃取柱和所述第二反相液

相色谱柱的步骤；和

柱选择阀，其与所述柱平衡阀连接，以接收所述多个级分的供应并以交替方式将所述
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多个级分供应至所述第一固相萃取柱或所述第二固相萃取柱，以便在所述第一固相萃取柱

中用所述第一反相液相色谱柱或者在所述第二固相萃取柱中用所述第二反相液相色谱柱

洗脱所述级分。

11.根据权利要求10所述的方法，其还包括以下步骤：

‑通过与第一级分出口和第二泵连接的第二级分入口，在柱平衡阀供应第二溶剂；

‑通过与第三泵连接的第三溶剂入口，在柱平衡阀引入第三溶剂；

其中所述柱平衡阀包括：第二级分入口，其与所述第一级分出口以及供应第二溶剂的

第二泵连接；第三溶剂入口，其与引入第三溶剂的第三泵连接；第二级分出口，其设置在所

述第二级分入口附近，并选择性地与所述第二级分入口和所述第三溶剂入口连接；和第三

溶剂出口，其设置在所述第三溶剂入口附近，并选择性地与所述第二级分入口和所述第三

溶剂入口连接；

在所述第二级分入口与所述第三溶剂出口连接的情况下，注入了所述第二溶剂的级分

经由所述柱选择阀被供应至所述第一固相萃取柱或所述第二固相萃取柱；并且

在所述第三溶剂入口与所述第三溶剂出口连接的情况下，所述第三溶剂经由所述柱选

择阀以交替方式平衡所述第一固相萃取柱和所述第一反相液相色谱柱或者所述第二固相

萃取柱和所述第二反相液相色谱柱。

12.根据权利要求11所述的方法，其还包括在柱选择阀引入第四溶剂的步骤；

其中所述柱选择阀包括：

级分和第三溶剂入口，其与所述第三溶剂出口连接，用于引入所述级分或所述第三溶

剂；

第四溶剂入口，其与第四泵连接，用于引入所述第四溶剂；

级分和第三溶剂出口，其设置在所述级分和第三溶剂入口附近，并选择性地与所述级

分和第三溶剂入口以及所述第四溶剂入口连接；和

第四溶剂出口，其设置在所述第四溶剂入口附近，并选择性地与所述级分和第三溶剂

入口以及所述第四溶剂入口连接，

当所述级分和第三溶剂入口与所述级分和第三溶剂出口连接时，所述级分被供应至所

述第一固相萃取柱，然后在所述第四溶剂入口与所述级分和第三溶剂出口连接的情况下，

所述第四溶剂在所述第一固相萃取柱中用所述第一反相液相色谱柱洗脱所述级分，并且在

所述级分和第三溶剂入口与所述第四溶剂出口连接的情况下，所述第三溶剂平衡所述第二

固相萃取柱和所述第二反相液相色谱柱，并且

当所述级分和第三溶剂入口与所述第四溶剂出口连接时，所述级分被供应至所述第二

固相萃取柱，然后在所述第四溶剂入口与所述第四溶剂出口连接的情况下，所述第四溶剂

在所述第二固相萃取柱中用所述第二反相液相色谱柱洗脱所述级分，并且在所述级分和第

三溶剂入口与所述级分和第三溶剂出口连接的情况下，所述第三溶剂平衡所述第一固相萃

取柱和所述第一反相液相色谱柱。

13.根据权利要求12所述的方法，其中所述双柱阀包括：

第一固相萃取柱连接端口和第一固相萃取柱通道端口，其各自与所述第一固相萃取柱

的两端连接；

第一固相萃取柱入口，其与所述级分和第三溶剂出口连接，并选择性地与所述第一固
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相萃取柱连接端口和所述第一固相萃取柱通道端口连接；

第一反相液相色谱柱端口，其与所述第一反相液相色谱柱连接，并与所述第一固相萃

取柱连接端口连接或断开；

第二固相萃取柱连接端口和第二固相萃取柱通道端口，其各自与所述第二固相萃取柱

的两端连接；

第二固相萃取柱入口，其与所述第四溶剂出口连接，并选择性地与所述第二固相萃取

柱连接端口和所述第二固相萃取柱通道端口连接；和

第二反相液相色谱柱端口，其与所述第二反相液相色谱柱连接，并与所述第二固相萃

取柱连接端口连接或断开。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述双柱阀还包括：

第一出口，其设置在所述第一固相萃取柱通道端口附近，并与所述第一固相萃取柱通

道端口连接或断开；和

第二出口，其设置在所述第一出口附近，并与所述第二固相萃取柱通道端口连接或断

开。
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非连续样品分级和级联装置以及具有该装置的双在线多维液

相色谱系统

[0001] 本申请是申请日为2016年10月31日、申请号为201680078937.8、发明名称为“非连

续样品分级和级联装置以及具有该装置的双在线多功能液相色谱系统”的中国专利申请的

分案申请。

技术领域

[0002] 本公开内容涉及非连续样品分级和级联装置以及具有该装置的双在线多维液相

色谱系统，更具体地，涉及用来实现低的样品复杂性和高的级分均一性的非连续样品分级

和级联装置以及具有该装置的双在线多维液相色谱系统。

背景技术

[0003] 对在特定条件下人体中表达的全套蛋白质的大规模研究的蛋白质组学中，液相色

谱系统与质谱联用(LC‑MS/MS)已成为非常重要的技术。

[0004] 在这样的技术中，涉及在分析蛋白质之前将其水解成小片段、肽的自底向上或鸟

枪法蛋白质组学技术得以广泛使用。

[0005] 自底向上或鸟枪法蛋白质组学方法被证明是有用的，但不可避免地导致样品复杂

性。例如，当由约20000个基因组表达的蛋白质被水解成肽时，获得数千万个肽。此外，人体

中的蛋白质具有广泛的浓度动态范围(1010)。因此，为了进行具有降低的样品复杂性的有效

蛋白质组学分析，需要具有高分辨率的分离方法。

[0006] 作为解决这一问题的技术，二维液相色谱技术应运而生。该技术包含两种不同分

离方法的级联。

[0007] 二维液相色谱的成功存在两个关键因素：第一个是每种分离方法的分离效率，第

二个是分离正交性。

[0008] 分离正交性是指各种分离模式的独立性，这意味着样品混合物通过各种分离模式

由不同的生理化学性质而分离。

[0009] 近年来开发并广泛使用的二维分离方法之一是包括以下步骤的方法：根据碱性pH

下的疏水性程度对样品进行分级，并且根据酸性pH条件下的疏水性程度再次分离经分离的

级分(二维反相液相色谱‑反相液相色谱，2D  RP‑RPLC)。

[0010] 基本上，通过疏水性分离混合物的两种分离模式不具有分离正交性，但是不同pH

条件下的肽根据独特的氨基酸组成而具有不同的电荷分布，并且因此甚至相同的肽也可以

具有不同程度的疏水性。由此，2D  RP‑RPLC方法具有分离正交性。

[0011] 然而，2D  RP‑RPLC方法不具有完全的分离正交性。图1示出了在以pH  10进行RPLC

分离、再以pH  2.6进行各级分的RPLC分离、并使用质量分析仪进行分析之后，各种分离方法

的洗脱时间处的经鉴别的肽的分布。参见图1，观察到在许多区域没有发现肽，这意味着2D 

RP‑RPLC方法没有利用二维分离的所有分离空间。

[0012] 为解决这一问题而开发的方法是在分级后进行非连续级联。参照图2a，分级后的
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非连续级联包括：在碱性pH下以第一维RPLC分离的洗脱顺序分级成96个级分(第1级分至第

96级分)，并且非连续级联成24个级分。在1号至24号成为24个级分后，25号被级联成第一级

分，26号被级联成第二级分。结果，1号、25号、49号和73号级分被级联成第一级分，2号、26

号、50号和74号被级联成第二级分，24号、48号、72号和96号被级联成最后的第24级分。当以

这种方式进行非连续级联时，二维分离的整个分离空间可以得到充分利用，如图2b所示。

[0013] 通过使用分级和非连续级联技术，2D  RP‑RPLC实现了高分离正交性。

[0014] 然而，该级联过程由研究人员手动执行，需要大量的人力和时间。此外，为了在酸

性pH下对离线方法中获得的级分进行LC‑MS/MS实验，需要许多手动步骤来减少级分的体积

并再次溶解在适用于LC‑MS/MS实验的溶剂中，因而在此过程中造成样品损失并影响实验的

再现性。因此，需要开发用来自动执行进样之后的步骤的液相色谱系统。

[0015] 相关文献

[0016] [非专利文献]

[0017] 非专利文献1：M  Gilar等人,Anal  Chem,2005,77,6426‑6434

[0018] 非专利文献2：J.M.Park等人,Sci.Rep.5,18189；doi:10.1038/srep18189(2015)

发明内容

[0019] 技术问题

[0020] 因此，本公开内容旨在提供非连续样品分级和级联装置以及具有该装置的双在线

多维液相色谱系统，用于通过自动操作具有低的样品复杂性和高的分级均一性的非连续样

品分级和级联过程来提高分级的再现性并防止样品损失。

[0021] 技术方案

[0022] 根据本公开内容的一个方面，提供了一种非连续样品分级和级联装置，其包括供

应待分析样品的样品供应模块，和与样品供应模块连接的样品分级模块，该样品分级模块

被连续供应样品，设定通过等分由样品供应模块供应样品的总样品供应时间而获得的多个

单位样品供应时间，设定通过等分由多个单位样品供应时间中的每一个而获得的多个单位

分级间隔，级联并储存每个单位样品供应时间内相应的单位分级间隔期间所供应的样品以

获取多个级分。

[0023] 样品分级模块可以包括与样品供应模块连接的第一分级阀，样品被引入第一分级

阀中；设置在第一分级阀附近的第二分级阀；和对应于单位样品供应时间内的多个单位分

级间隔的数目设置的多个级分储存回路，每个级分储存回路的一端与第一分级阀连接，另

一端与第二分级阀连接，以级联并储存每个单位样品供应时间内相应的单位分级间隔期间

按顺序供应的样品。

[0024] 第一分馏阀可以包括：级分入口，通过该级分入口从样品供应模块引入样品；多个

第一级分储存回路连接端口，其设置在级分入口附近，各自与多个级分储存回路的一端连

接；和第一连接通道，其将级分入口和多个第一级分储存回路连接端口之一连接成对应于

单位分级间隔彼此连通；以及第二分馏阀可以包括：多个第二级分储存回路连接端口，其与

多个级分储存回路的另一端各自连接；级分出口，其设置在多个第二级分储存回路连接端

口附近，并与多个级分储存回路之一的另一端连接以排出级分；和第二连接通道，其将级分

出口和多个第二级分储存回路连接端口之一连接成对应于单位分级间隔彼此连通。
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[0025] 样品供应模块可以包括：第一样品供应阀，其与第一泵和样品注射器连接，其中第

一泵供应第一溶剂；和第二样品供应阀，其与第一样品供应阀连接以接收由第一样品供应

阀供应的样品，并将该样品供应至级分入口。

[0026] 第一样品供应阀可以包括：第一样品入口，其与样品注射器连接；第一样品出口，

其设置在第一样品入口附近；第一溶剂入口，其与第一泵连接；第一溶剂出口，其设置在第

一溶剂入口附近并与第二样品供应阀连接；以及第一样品储存回路连接端口和第二样品储

存回路连接端口，其与样品储存回路的两端各自连接；并且在第一样品储存回路连接端口

和第二样品储存回路连接端口各自与第一样品入口和第一样品出口连接的情况下，样品可

以储存在样品储存回路中，并且在第一样品储存回路连接端口和第二样品储存回路连接端

口各自与第一溶剂入口和第一溶剂出口连接的情况下，第一溶剂可以被注入样品储存回路

中以将样品供应至第二样品供应阀。

[0027] 第二样供应阀可以包括：第二样品入口，其与第一溶剂出口连接；第二样品出口，

其设置在第二样品入口附近并与级分入口连接；和具有两端的样品分离柱，其每一端各自

与第二样品入口和第二样品出口连接，使得样品在第二样品出口处被洗脱，并且在样品分

离柱中洗脱的样品可以被供应至级分入口。

[0028] 根据本公开内容的另一个方面，提供了一种双在线多维液相色谱系统，其包括：非

连续样品分级和级联装置，该装置被连续供应待分析的样品，设定通过等分供应样品的总

样品供应时间而获得的多个单位样品供应时间，设定通过等分多个单位样品供应时间之一

而获得的多个单位分级间隔，并且供应通过级联并储存每个单位样品供应时间内相应的单

位分级间隔期间供应的样品所获取的多个级分；双柱阀，其与第一反相液相色谱柱和第二

反相液相色谱柱连接，并且具有与第一反相液相色谱柱连接的第一固相萃取柱以及与第二

反相液相色谱柱连接的第二固相萃取柱；和柱选择模块，其设置在非连续样品分级和级联

装置与双柱阀之间，以便以交替方式将由非连续样品分级和级联装置供应的级分以相继顺

序供应至第一固相萃取柱和第一反相液相色谱柱或者第二固相萃取柱和第二反相液相色

谱柱。

[0029] 非连续样品分级和级联装置可以包括：供应样品的样品供应模块；和样品分级模

块，其与样品供应模块连接以连续接收由样品供应模块供应的样品，从而获取多个级分并

以相继顺序将多个级分供应至柱选择模块。

[0030] 样品分级模块可以包括：第一分级阀，其与样品供应模块连接，样品被引入第一分

馏阀中；第二分级阀，其设置在第一分馏阀附近；和多个级分储存回路，其对应于单位样品

供应时间内的多个单位分级间隔的数目而设置，每个级分储存回路的一端与第一分馏阀连

接，另一端与第二分馏阀连接，以级联并储存每个单位样品供应时间内相应的单位分级间

隔期间以相继顺序供应的样品。

[0031] 第一分馏阀可以包括：第一级分入口，通过该第一级分入口由样品供应模块引入

样品；多个第一级分储存回路连接端口，其设置在第一级分入口附近，与多个级分储存回路

的一端各自连接；和第一连接通道，其将级分入口和多个第一级分储存回路连接端口之一

连接成对应于单位分级间隔彼此连通；以及第二分馏阀可以包括：多个第二级分储存回路

连接端口，其与多个级分储存回路的另一端各自连接；第一级分出口，其设置在多个第二级

分储存回路连接端口附近，并与多个级分储存回路中的一个的另一端连接以排出级分；和
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第二连接通道，其将第一级分出口和多个第二级分储存回路连接端口之一连接成对应于单

位分级间隔彼此连通。

[0032] 样品供应模块可以包括：第一样品供应阀，其具有与样品注射器连接的第一样品

入口；第一样品出口，其设置在第一样品入口附近；第一溶剂入口，其与第一泵连接；第一溶

剂出口，其设置在第一溶剂入口附近；以及第一样品储存回路连接端口和第二样品储存回

路连接端口，其与样品储存回路的两端各自连接；以及第二样品供应阀，其具有与第一溶剂

出口连接的第二样品入口；第二样品出口，其设置在第二样品入口附近并与第一级分入口

连接；和样品分离柱，其具有两端，每一端各自与第二样品入口和第二样品出口连接，使得

样品在第二样品出口处被洗脱。

[0033] 柱选择模块可以包括：柱平衡阀，其与第一级分出口连接，以提供以交替方式将多

个级分供应至第一固相萃取柱或第二固相萃取柱的通道，并以交替方式平衡第一固相萃取

柱和第一反相液相色谱柱或者第二固相萃取柱和第二反相液相色谱柱；和柱选择阀，其与

柱平衡阀连接以接收多个级分的供应并以交替方式将该多个级分供应至第一固相萃取柱

或第二固相萃取柱，使得在第一固相萃取柱中用第一反相液相色谱柱或者在第二固相萃取

柱中用第二反相液相色谱柱洗脱级分。

[0034] 柱平衡阀可以包括：第二级分入口，其与第一级分出口以及供应第二溶剂的第二

泵连接；第三溶剂入口，其与供应第三溶剂的第三泵连接，通过该第三溶剂入口引入第三溶

剂；第二级分出口，其设置在第二级分入口附近，并选择性地与第二级分入口和第三溶剂入

口连接；和第三溶剂出口，其设置在第三溶剂入口附近，并选择性地与第二级分入口和第三

溶剂入口连接；在第二级分入口与第三溶剂出口连接的情况下，注入了第二溶剂的级分可

以经由柱选择阀被供应至第一固相萃取柱或第二固相萃取柱，并且在第三溶剂入口与第三

溶剂出口连接的情况下，第三溶剂经由柱选择阀以交替方式平衡第一固相萃取柱和第一反

相液相色谱柱或者第二固相萃取柱和第二反相液相色谱柱。

[0035] 柱选择阀可以包括：级分和第三溶剂入口，其与第三溶剂出口连接，通过该级分和

第三溶剂入口引入级分或第三溶剂；第四溶剂入口，其与供应第四溶剂的第四泵连接，通过

该第四溶剂入口引入第四溶剂；级分和第三溶剂出口，其设置在级分和第三溶剂入口附近，

并选择性地与级分和第三溶剂入口以及第四溶剂入口连接；和第四溶剂出口，其设置在第

四溶剂入口附近，并选择性地与级分和第三溶剂入口以及第四溶剂入口连接；当级分和第

三溶剂入口与级分和第三溶剂出口连接时，级分可以被供应至第一固相萃取柱，然后在第

四溶剂入口与级分和第三溶剂出口连接的情况下，第四溶剂可以在第一固相萃取柱中用第

一反相液相色谱柱洗脱级分，并且在级分和第三溶剂入口与第四溶剂出口连接的情况下，

第三溶剂可以平衡第二固相萃取柱和第二反相液相色谱柱；并且当级分和第三溶剂入口与

第四溶剂出口连接时，级分可以被供应至第二固相萃取柱，然后在第四溶剂入口与第四溶

剂出口连接的情况下，第四溶剂可以在第二固相萃取柱中用第二反相液相色谱柱洗脱级

分，并且在级分和第三溶剂入口与级分和第三溶剂出口连接的情况下，第三溶剂可以平衡

第一固相萃取柱和第一反相液相色谱柱。

[0036] 双柱阀可以包括第一固相萃取柱连接端口和第一固相萃取柱通道端口，其各自与

第一固相萃取柱的两端连接；第一固相萃取柱入口，其与级分和第三溶剂出口连接，并选择

性地与第一固相萃取柱连接端口和第一固相萃取柱通道端口连接；第一反相液相色谱柱端
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口，其与第一反相液相色谱柱连接，并与第一固相萃取柱连接端口连接或断开；第二固相萃

取柱连接端口和第二固相萃取柱通道端口，其各自与第二固相萃取柱的两端连接；第二固

相萃取柱入口，其与第四溶剂出口连接，并选择性地与第二固相萃取柱连接端口和第二固

相萃取柱通道端口连接；和第二反相液相色谱柱端口，其与第二反相液相色谱柱连接，并与

第二固相萃取柱连接端口连接或断开。

[0037] 双柱阀还可以包括：第一出口，其设置在第一固相萃取柱通道端口附近，并与第一

固相萃取柱通道端口连接或断开；和第二出口，其设置在第一出口附近，并与第二固相萃取

柱通道端口连接或断开。

[0038] 有益效果

[0039] 本公开内容的实施方案提供了一种非连续样品分级和级联装置，该装置级联并储

存每个单位样品供应时间内相应的单位分级间隔期间供应的样品以自动获取多个级分，从

而降低样品复杂性并增加级分均一性，并且进一步改善分级的再现性并防止样品损失。

附图说明

[0040] 图1是显示在pH  10下进行RPLC分离、再次在pH  2.6下进行各级分的RPLC分离、并

使用质量分析仪进行分析后所识别的肽分布的图。

[0041] 图2是示出样品分级后的非连续级联的图。

[0042] 图3是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统而获取第

一级分的操作图。

[0043] 图4是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统而获取第

二级分的操作图。

[0044] 图5是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统而获取第

十级分的操作图。

[0045] 图6是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统将第一级

分供应至第一固相萃取柱的操作图。

[0046] 图7是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统将第一级

分供应至第一反相液相色谱柱并平衡第二固相萃取柱和第二反相液相色谱柱的操作图。

[0047] 图8是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统将第二级

分供应至第二固相萃取柱的操作图。

[0048] 图9是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统将第二级

分供应至第二反相液相色谱柱并平衡第一固相萃取柱和第一反相液相色谱柱的操作图。

具体实施方式

[0049] 为了完整理解本公开内容、通过实施本公开内容而获得的其操作优点和目的，参

照附图来说明本公开内容的优选实施方案和附图中的陈述。

[0050] 在下文中，将通过参照附图说明本公开内容的优选实施方案来详细描述本公开内

容。在每幅图中呈现的类似附图标记表示类似的元件。

[0051] 图3是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统而获取第

一级分的操作图；图4是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统
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而获取第二级分的操作图；图5是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相

色谱系统而获取第十级分的操作图；图6是显示通过根据本公开内容的实施方案的双在线

多维液相色谱系统将第一级分供应至第一固相萃取柱的操作图；图7是显示通过根据本公

开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统将第一级分供应至第一反相液相色谱柱并

平衡第二固相萃取柱和第二反相液相色谱柱的操作图；图8是显示通过根据本公开内容的

实施方案的双在线多维液相色谱系统将第二级分供应至第二固相萃取柱的操作图；以及图

9是显示通过根据本公开内容实施方案的双在线多维液相色谱系统将第二级分供应至第二

反相液相色谱柱并平衡第一固相萃取柱和第一反相液相色谱柱的操作图。

[0052] 参照图3至图5，根据本公开内容的实施方案的双在线多维液相色谱系统100包括：

非连续样品分级和级联装置200，其被连续供应待分析的样品以获取多个级分，并供应该多

个级分；双柱阀400，其与第一反相液相色谱柱(COL1)和第二反相液相色谱柱(COL2)连接，

并具有与第一反相液相色谱柱(COL1)连接的第一固相萃取柱(SPE1)和与第二反相液相色

谱柱(COL2)连接的第二固相萃取柱(SPE2)；以及柱选择模块300，其被设置在非连续样品分

级和级联装置200与双柱阀400之间，以便以交替方式将由非连续样品分级和级联装置200

供应的多个级分以相继顺序供应至第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)

或者第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)。

[0053] 参照图3至图5，根据该实施方案的非连续样品分级和级联装置200的作用在于从

由样品注射器S连续供应的样品中获取多个级分。

[0054] 下面将描述根据该实施方案的多个级分。

[0055] 首先，通过等分供应样品的总样品供应时间来设定单位样品供应时间。此外，通过

等分每个单位样品供应时间来设定单位分级间隔。另外，通过级联并储存在每个单位样品

供应时间内相应的单位分级间隔期间供应的样品来获取多个级分。

[0056] 例如，当总样品供应时间为100分钟时，通过将总样品供应时间等分为五而获得的

单位样品供应时间为20分钟的间隔。也就是说，第一单位样品供应时间对应于0至20分钟，

第二单位样品供应时间至第五单位样品供应时间分别对应于20分钟至40分钟、40分钟至60

分钟、60分钟至80分钟和80分钟至100分钟。

[0057] 此外，第一单位样品供应时间至第五单位样品供应时间可以具有通过等分为十而

获得的单位分级间隔。例如，在第一单位样品供应时间期间，第一单位分级间隔对应于0至2

分钟，第二单位分级间隔至第十单位分级间隔分别对应于2分钟至4分钟、4分钟至6分钟、6

分钟至8分钟、8分钟至10分钟、10分钟至12分钟、12分钟至14分钟、14分钟至16分钟、16分钟

至18分钟和18分钟至20分钟。此外，在第二样品供应时间期间，第一单位分级间隔对应于20

至22分钟，第二分级间隔至第十分级间隔分别对应于22分钟至24分钟、24分钟至26分钟、26

分钟至28分钟、28分钟至30分钟、30分钟至32分钟、32分钟至34分钟、34分钟至36分钟、36分

钟至38分钟和38分钟至40分钟。

[0058] 在该实施方案中，通过级联并储存在第一单位样品供应时间至第五单位样品供应

时间内相应的第一单位分级间隔至第十单位分级间隔期间供应的样品来获取多个级分。例

如，通过级联并储存在第一单位样品供应时间至第五单位样品供应时间内的第一单位分级

间隔(即，0至2分钟、20分钟至22分钟、40分钟至42分钟、60分钟至62分钟、80分钟至82分钟)

期间供应的样品来获取第一级分。第二级分至第十级分通过与获取第一级分的操作相同的
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操作获得，并且在此省略其详细描述。

[0059] 此外，尽管该实施方案将总样品供应时间设定为100分钟和第一单位样品供应时

间至第五单位样品供应时间，并在每个单位样品供应时间内设定十个单位分级间隔，但本

公开内容的保护范围不限于此，并且可以对总样品供应时间、单位样品供应时间和单位分

级间隔进行不同地设定。

[0060] 根据该实施方案的非连续样品分级和级联装置200包括供应样品的样品供应模块

210；样品分级模块250，其与样品供应模块210连接以连续接收由样品供应模块210供应的

样品，从而获取多个级分并以相继顺序将多个级分供应至柱选择模块300。

[0061] 根据该实施方案的样品供应模块210的作用在于将样品连续供应至样品分级模块

250。

[0062] 样品供应模块210包括第一样品供应阀220，其与供应第一溶剂的第一泵P1以及样

品注射器S连接；和第二样品供应阀240，其与第一样品供应阀220连接以接收由第一样品供

应阀220供应的样品，并将该样品供应至样品分级模块250。

[0063] 第一样品供应阀220的作用在于接收由样品注射器S供应的样品，将样品储存在样

品储存回路221中，然后接收由第一泵P1供应的第一溶剂并将储存在样品储存回路221中的

样品供应至第二样品供应阀240。

[0064] 为此，第一样品供应阀220包括：第一样品入口222，其与样品注射器S连接；第一样

品出口223，其设置在第一样品入口222附近；第一溶剂入口226，其与第一泵P1连接；第一溶

剂出口227，其设置在第一溶剂入口226附近并与第二样品供应阀240连接；以及第一样品储

存回路连接端口224和第二样品储存回路连接端口225，其与样品储存回路221的两端各自

连接。

[0065] 尽管未示出，但是在与样品储存回路221的两端各自连接的第一样品储存回路连

接端口224和第二样品储存回路连接端口225分别与第一样品入口222和第一样品出口223

连接的情况下，样品通过样品注射器S被供应至第一样品入口222并连续地储存在样品储存

回路221中。

[0066] 此外，在第一样品储存回路连接端口224和第二样品储存回路连接端口225各自与

第一溶剂入口226和第一溶剂出口227连接的情况下，第一溶剂通过第一泵P1被注入第一溶

剂入口226中，并且储存在样品储存回路221中的样品被连续供应至第二样品供应阀240。在

这种情况下，第一泵P1将第一溶剂供应至第一溶剂入口226，其中第一溶剂为pH  7.5的99％

溶液A(10mM三乙基碳酸氢铵(TEAB)水溶液)和1％溶液B(10mM三乙基碳酸氢铵(TEAB)乙腈

溶液)的混合溶液。

[0067] 此外，第二样品供应阀240的作用在于将由第一样品供应阀220供应的样品连续注

入样品分离柱243中，并将注入到样品分离柱243中的样品连续供应至样品分级模块250。

[0068] 第二样品供应阀240包括：第二样品入口241，其与第一溶剂出口227连接；第二样

品出口242，其设置在第二样品入口241附近并与第一级分入口261连接；以及样品分离柱

243，其具有两端，分别与第二样品入口241和第二样品出口242连接，使得样品在第二样品

出口242处被分离和洗脱。

[0069] 储存在样品储存回路221中的样品通过第一溶剂、经由第一溶剂出口227和第二样

品入口241被注入样品分离柱243中。此外，注入到样品分离柱243中的样品通过由第一泵P1
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供应的第一溶剂得以分离和洗脱，并沿着第二样品出口242供应至下述样品分级模块250。

在这种情况下，第一泵P1将第一溶剂供应至第一溶剂入口226，其中第一溶剂为由99％降至

50％的溶液A(10mM三乙基碳酸氢铵(TEAB)水溶液)和由1％增至50％的溶液B(10mM三乙基

碳酸氢铵(TEAB)乙腈溶液)的混合溶液。如上所述，通过逐渐增加第一溶剂中溶液B的浓度

使样品容易在样品分离柱243中洗脱。

[0070] 根据该实施方案的样品分级模块250的作用在于从由样品供应模块210连续供应

的样品中获取十个级分。

[0071] 样品分级模块250包括：第一分级阀260，其与样品供应模块210连接以允许样品经

由其被引入；第二分级阀280，其设置在第一分级阀260附近；以及多个级分储存回路284a至

284j，其一端与第一分级阀260连接且另一端与第二分级阀280连接。

[0072] 在该实施方案中，由于每个单位样品供应时间具有十个单位分级间隔，因此对应

于单位样品供应时间内相应的单位分级间隔数目来设置十个级分储存回路284a至284j。

[0073] 此外，第一分馏阀260包括：第一级分入口261，通过该第一级分入口261从第二样

品出口242引入样品；多个第一级分储存回路连接端口262，其设置在第一级分入口261附近

并各自与多个级分储存回路284a至284j的一端连接；以及第一连接通道263，其将第一级分

入口261与多个第一级分储存回路连接端口262之一连接成对应于单位分级间隔彼此连通。

在该实施方案中，对应于十个级分储存回路284a至284j的数目设置十个第一级分储存回路

连接端口262。

[0074] 此外，第二分馏阀280包括：多个第二级分储存回路连接端口282，其与多个级分储

存回路284a至284j的另一端各自连接；第一级分出口281，其设置在多个第二级分储存回路

连接端口282附近并与多个级分储存回路284a至284j之一的另一端连接以排出级分；以及

第二连接通道283，其将第一级分出口281与多个第二级分储存回路连接端口282之一连接

成对应于单位分级间隔彼此连通。在该实施方案中，对应于十个级分储存回路284a至284j

的数目设置十个第二级分储存回路连接端口282。

[0075] 首先，下面将描述在第一单位样品供应时间(0至20分钟)内的第一单位分级间隔

至第十单位分级间隔期间获取第一级分至第十级分的操作。

[0076] 如图3所示，在第一单位分级间隔(0至2分钟)期间获取第一级分的操作如下。

[0077] 在多个第一级分储存回路连接端口262中，将第一连接通道263连接至与第一级分

储存回路284a的一端连接的第一级分储存回路连接端口262，并且在多个第二级分储存回

路连接端口282中，将第二连接通道283连接至与第一级分储存回路284a的另一端连接的第

二级分储存回路连接端口282。

[0078] 此外，在第一溶剂出口227和第二样品入口241连接的情况下，第一溶剂由第一泵

P1供应至样品分离柱243，使得样品在样品分离柱243中分离和洗脱，并且在样品分离柱243

中经分离和洗脱的样品通过第二样品出口242经由第一级分入口261被供应至第一级分储

存回路284a并储存在第一级分储存回路284a中。

[0079] 此外，如图4所示，在第二单位分级间隔(2分钟至4分钟)期间获取第二级分的操作

如下。

[0080] 在多个第一级分储存回路连接端口262中，将第一连接通道263连接至与第二级分

储存回路284b的一端连接的第一级分储存回路连接端口262，并且在多个第二级分储存回
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路连接端口282中，将第二连接通道283连接至与第二级分储存回路284b的另一端连接的第

二级分储存回路连接端口282。

[0081] 此外，在第一溶剂出口227和第二样品入口241连接的情况下，第一溶剂由第一泵

P1供应至样品分离柱243，使得样品在样品分离柱243中分离和洗脱，并且在样品分离柱243

中经分离和洗脱的样品通过第二样品出口242经由第一级分入口261被供应至第二级分储

存回路284b并储存在第二级分储存回路284b中。

[0082] 此外，如图5所示，在第十单位分级间隔(18至20分钟)期间获取第十级分的操作如

下。

[0083] 在多个第一级分储存回路连接端口262中，将第一连接通道263连接至与第十级分

储存回路284j的一端连接的第一级分储存回路连接端口262，并且在多个第二级分储存回

路连接端口282中，将第二连接通道283连接至与第十级分储存回路284j的另一端连接的第

二级分储存回路连接端口282。

[0084] 此外，在第一溶剂出口227和第二样品入口241连接的情况下，第一溶剂由第一泵

P1供应至样品分离柱243，使得样品在样品分离柱243中分离和洗脱，并且在样品分离柱243

中经分离和洗脱的样品通过第二样品出口242经由第一级分入口261被供应至第十级分储

存回路284j，并储存在第十级分储存回路284j中。

[0085] 此外，在第二单位样品供应时间至第五单位样品供应时间(20分钟至40分钟、40分

钟至60分钟、60分钟至80分钟、80分钟至100分钟)之中，可以通过在第一单位样品供应时间

(0至20分钟)内的第一单位分级间隔至第十单位分级间隔期间反复地进行获取第一级分至

第十级分的操作来获取第一级分至第十级分。例如，通过级联并储存在第一单位样品供应

时间至第五单位样品供应时间内的第一单位分级间隔(即，0至2分钟、20分钟至22分钟、40

分钟至42分钟、60分钟至62分钟、80分钟至82分钟)期间供应的样品来获取第一级分。

[0086] 同时，为了分离并分析通过样品分级模块250获得的第一级分至第十级分，将第一

级分至第十级分供应至第一反相液相色谱柱(COL1)或第二反相液相色谱柱(COL2)。

[0087] 为此，根据该实施方案的柱选择模块300的作用在于以交替方式将由样品分级模

块250供应的第一级分至第十级分以相继顺序供应至下述双柱阀400中提供的第一固相萃

取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)、或者第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色

谱柱(COL2)。

[0088] 此外，柱选择模块300的作用在于将第一级分至第十级分供应至第一固相萃取柱

(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)或者第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱

(COL2)中的一种，并进行级分分离和分析，同时对第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相

色谱柱(COL1)或者第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)中的另一种进行

平衡操作。

[0089] 柱选择模块300包括：柱平衡阀310，其与第一级分出口281连接，以提供以交替方

式将多个级分供应至第一固相萃取柱(SPE1)或第二固相萃取柱(SPE2)的通道，并以交替方

式平衡第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)或者第二固相萃取柱(SPE2)

和第二反相液相色谱柱(COL2)；以及柱选择阀330，其与柱平衡阀310连接，以接收多个级分

的供应，并以交替方式将该级分供应至第一固相萃取柱(SPE1)或第二固相萃取柱(SPE2)，

以便在第一固相萃取柱(SPE1)中用第一反相液相色谱柱(COL1)或者在第二固相萃取柱
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(SPE2)中用第二反相液相色谱柱(COL2)分离并洗脱级分。

[0090] 根据该实施方案的柱平衡阀310的作用在于提供以交替方式将第一级分至第十级

分供应至第一固相萃取柱(SPE1)或第二固相萃取柱(SPE2)的通道。

[0091] 柱平衡阀310包括：第二级分入口311，其与第一级分出口281和供应第二溶剂的第

二泵P2连接；第三溶剂入口313，其与供应第三溶剂的第三泵P3连接以允许第三溶剂被引

入；第二级分出口312，其设置在第二级分入口311附近并选择性地与第二级分入口311和第

三溶剂入口313连接；以及第三溶剂出口314，其设置在第三溶剂入口313附近并选择性地与

第二级分入口311和第三溶剂入口313连接。

[0092] 参照图6，在第二级分入口311与第一级分出口281连接并且第二级分入口311与第

三溶剂出口314连接的情况下，储存在第一级分储存回路284a中的第一级分被供应至下述

双重选择阀的第一固相萃取柱(SPE1)。此外，参照图8，在第二级分入口311与第一级分出口

281连接并且第二级分入口311与第三溶剂出口314连接的情况下，储存在第二级分储存回

路284b中的第二级分被供应至下述双重选择阀的第二固相萃取柱(SPE2)。

[0093] 如上所述，在第一级分出口281、第二级分入口311和第三溶剂出口314连接的情况

下，可以以交替方式将储存在第一级分储存回路至第十级分储存回路284a至284j中的第一

级分至第十级分供应至第一固相萃取柱(SPE1)或第二固相萃取柱(SPE2)。

[0094] 在这种情况下，通过置于连接第一级分出口281和第二级分入口311的管线中的第

二泵P2将第二溶剂供应至由第一级分储存回路284a至第十级分储存回路284j排出的第一

级分至第十级分。此处，第二泵P2供应第二溶剂，即0.2％三氟乙酸(TFA)水溶液。此外，第一

泵P1将第一溶剂供应至第一溶剂入口226，其中第一溶剂为99％的溶液A(10mM三乙基碳酸

氢铵(TEAB)水溶液)和1％溶液B(10mM三乙基碳酸氢铵(TEAB)乙腈溶液)的混合溶液。此外，

由第一泵P1供应的第一溶剂与由第二泵P2供应的第二溶剂的量的比例可以是1:9。

[0095] 这是因为第二溶剂被注入供应至第一固相萃取柱(SPE1)或第二固相萃取柱

(SPE2)的第一级分至第十级分中，以稀释并酸化第一级分至第十级分，从而防止第一固相

萃取柱(SPE1)或第二固相萃取柱(SPE2)中第一级分至第十级分的损失，并减少有机溶剂的

组成。

[0096] 此外，参照图7，在储存于第一反相液相色谱柱(COL1)中的第一级分的分离和分析

操作过程中，在第三溶剂入口313和第三溶剂出口314连接的情况下，第三溶剂经由柱选择

阀330平衡第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)。此外，参照图9，在储存于

第二反相液相色谱柱(COL2)中的第二级分的分离和分析操作过程中，在第三溶剂入口313

和第三溶剂出口314连接的情况下，第三溶剂经由柱选择阀330平衡第一固相萃取柱(SPE1)

和第一反相液相色谱柱(COL1)。

[0097] 尽管在该实施方案中将0.1％的甲酸水溶液用作第三溶剂，但第三溶剂不限于此，

并且包括任何能够平衡第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)、或第二固相

萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)的水溶液。

[0098] 根据该实施方案的柱选择阀330的作用在于接收由柱平衡阀310供应的多个级分

并以交替方式将该多个级分供应至第一固相萃取柱(SPE1)或第二固相萃取柱(SPE2)。此

外，柱选择阀330的作用在于向第一固相萃取柱(SPE1)供应第四溶剂，以便在第一固相萃取

柱(SPE1)中用第一反相液相色谱柱(COL1)洗脱级分，或向第二固相萃取柱(SPE2)供应第四
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溶剂，以便在第二固相萃取柱(SPE2)中用第二反相液相色谱柱(COL2)洗脱级分。

[0099] 柱选择阀330包括：级分和第三溶剂入口331，其与第三溶剂出口314连接以能够经

由其引入级分或第三溶剂；第四溶剂入口333，其与供应第四溶剂的第四泵P4连接以能够经

由其引入第四溶剂；级分和第三溶剂出口332，其设置在级分和第三溶剂入口331附近并选

择性地与级分和第三溶剂入口331以及第四溶剂入口333连接；以及第四溶剂出口334，其设

置在第四溶剂入口333附近并选择性地与级分和第三溶剂入口331以及第四溶剂入口333连

接。

[0100] 如图6所示，描述了平衡第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)的

操作，在级分和第三溶剂出口332、级分和第三溶剂入口331、以及第三溶剂出口314和第二

级分入口311相连接的情况下，第一级分被供应至第一固相萃取柱(SPE1)。此外，如图7所

示，在第四溶剂入口333与级分和第三溶剂出口332相连接的情况下，第四溶剂在第一固相

萃取柱(SPE1)中用第一反相液相色谱柱(COL1)洗脱第一级分，并且在级分和第三溶剂入口

331、第四溶剂出口334以及第三溶剂出口314相连接的情况下，第三溶剂被引入第二固相萃

取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)中，以平衡第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液

相色谱柱(COL2)。

[0101] 在该实施方案中，第四泵P4将第四溶剂供应至第四溶剂入口333，其中第四溶剂为

从99％降至60％的溶液C(0.1％甲酸的水溶液)和从1％增至40％的溶液D(0.1％甲酸的乙

腈溶液)的混合溶液。如上所述，第四溶剂中溶液D浓度的逐渐增加使得第一级分能够容易

地在第一固相萃取柱(SPE1)中洗脱，或使得第二级分能够容易地在第二固相萃取柱(SPE2)

中洗脱。

[0102] 此外，如图8所示，描述了平衡第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱

(COL1)的操作，在第四溶剂出口334、级分和第三溶剂入口331、第三溶剂出口314和第二级

分入口311相连接的情况下，第二级分被供应至第二固相萃取柱(SPE2)；然后如图9所示，在

第四溶剂入口333与第四溶剂出口334相连接的情况下，第四溶剂在第二固相萃取柱(SPE2)

中用第二反相液相色谱柱(COL2)洗脱第二级分，并且在级分和第三溶剂入口331与级分和

第三溶剂出口332相连接的情况下，第三溶剂被引入第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液

相色谱柱(COL1)中，以平衡第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)。

[0103] 同时，根据该实施方案的双柱阀400的作用在于对第一反相液相色谱柱(COL1)和

第二反相液相色谱柱(COL2)之一中的级分进行分离和分析，同时对另一个柱进行平衡。

[0104] 双柱阀400包括与第一反相液相色谱柱(COL1)连接的第一固相萃取柱(SPE1)和与

第二反相液相色谱柱(COL2)连接的第二固相萃取柱(SPE2)。级分通过第一固相萃取柱

(SPE1)被供应至第一反相液相色谱柱(COL1)或者通过第二固相萃取柱(SPE2)被供应至第

二反相液相色谱柱(COL2)。

[0105] 此外，双柱阀400以交替方式将第一级分至第十级分供应至第一反相液相色谱柱

(COL1)或第二反相液相色谱柱(COL2)，并且该双柱阀400与柱选择阀330流体连通，该柱选

择阀330对第一反相液相色谱柱(COL1)和第二反相液相色谱柱(COL2)之一中的级分进行分

离和分析，同时对另一个柱进行平衡。

[0106] 为此，双柱阀400包括：第一固相萃取柱连接端口412和第一固相萃取柱通道端口

413，其各自与第一固相萃取柱(SPE1)的两端连接；第一固相萃取柱入口411，其与级分和第
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三溶剂出口332连接并选择性地与第一固相萃取柱连接端口412和第一固相萃取柱通道端

口413连接；第一反相液相色谱柱端口414，其与第一反相液相色谱柱(COL1)连接并与第一

固相萃取柱连接端口412连接或断开；第二固相萃取柱连接端口432和第二固相萃取柱通道

端口433，其各自与第二固相萃取柱(SPE2)的两端连接；第二固相萃取柱入口431，其与第四

溶剂出口334连接并选择性地与第二固相萃取柱连接端口432和第二固相萃取柱通道端口

433连接；以及第二反相液相色谱柱端口434，其与第二反相液相色谱柱(COL2)连接并与第

二固相萃取柱连接端口432连接或断开。

[0107] 参照图6，描述了将第一级分供应至第一固相萃取柱(SPE1)的操作，在第一固相萃

取柱连接端口412、第一固相萃取柱入口411、级分和第三溶剂出口332、级分和第三溶剂入

口331以及第三溶剂出口314相连接的情况下，第一级分被供应至第一固相萃取柱(SPE1)。

此外，双柱阀400还包括第一出口451，其设置在第一固相萃取柱通道端口413附近并与第一

固相萃取柱通道端口413连接或断开，并且在将第一级分供应至第一固相萃取柱(SPE1)并

浓缩时，盐通过第一出口451被排出。

[0108] 此外，参照图7，为了将第一级分注入第一反相液相色谱柱(COL1)中并对第一级分

进行分离和分析，在第一反相液相色谱柱端口414、第一固相萃取柱连接端口412、第一固相

萃取柱通道端口413和第一固相萃取柱入口411相连接的情况下，第四溶剂沿着第四溶剂入

口333以及级分和第三溶剂出口332被引入第一固相萃取柱(SPE1)中，并在第一固相萃取柱

(SPE1)中洗脱第一级分，并且将第一级分供应至第一反相液相色谱柱(COL1)。此外，为了同

时平衡第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)并对第一级分进行分离和分

析，在第二反相液相色谱柱端口434、第二固相萃取柱连接端口432、第二固相萃取柱通道端

口433和第二固相萃取柱入口431相连接的情况下，第三溶剂沿着级分和第三溶剂入口331

以及第四溶剂出口334被引入第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)中，以

平衡第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)。

[0109] 此外，参照图8，描述了将第二级分供应至第二固相萃取柱(SPE2)的操作，在第二

固相萃取柱连接端口432、第二固相萃取柱入口431、第四溶剂出口334、级分和第三溶剂入

口331以及第三溶剂出口314相连接的情况下，第二级分被提供至第二固相萃取柱(SPE2)。

此外，双柱阀400还包括设置在第二固相萃取柱通道端口433附近并与第二固相萃取柱通道

端口433连接或断开的第二出口453，并且在将第二级分供应至第二固相萃取柱(SPE2)并浓

缩时，盐通过第二出口453被排出。

[0110] 此外，参照图9，为了将第二级分注入第二反相液相色谱柱(COL2)中并对第二级分

进行分离和分析，在第二反相液相色谱柱端口434、第二固相萃取柱连接端口432、第二固相

萃取柱通道端口433和第二固相萃取柱入口431相连接的情况下，第四溶剂沿着第四溶剂入

口333和第四溶剂出口334被引入第二固相萃取柱(SPE2)中，并在第二固相萃取柱(SPE2)中

洗脱第二级分，并且第二级分被供应至第二反相液相色谱柱(COL2)。

[0111] 此外，为了同时平衡第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)并对第

二级分进行分离和分析，在第一反相液相色谱柱端口414、第一固相萃取柱连接端口412、第

一固相萃取柱通道端口413和第一固相萃取柱入口411相连接的情况下，第三溶剂沿着级分

和第三溶剂入口331以及级分和第三溶剂出口332被引入第一固相萃取柱(SPE1)和第一反

相液相色谱柱(COL1)中，以平衡第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)。
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[0112] 在前述方案中，以交替方式将第一级分至第十级分供应至第一固相萃取柱(SPE1)

和第一反相液相色谱柱(COL1)或者第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)，

然后进行分离和分析，并同时平衡第一固相萃取柱(SPE1)和第一反相液相色谱柱(COL1)或

者第二固相萃取柱(SPE2)和第二反相液相色谱柱(COL2)。

[0113] 对于本领域技术人员显而易见的是，本公开内容不限于所公开的实施方案，并且

可以在不脱离本公开内容的精神和范围的情况下对其进行各种修改和变化。因此，这样的

修改或变化落入所附的权利要求内。

[0114] 工业实用性

[0115] 本公开内容可以通过自动操作具有低的样品复杂性和高的级分均一性的非连续

样品分级和级联过程来提高分级的再现性并防止样品损失。
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