








进样浓度为100 ng/mL的氨磺必利标准溶液，比较直接进样分析

与使用富集柱和稀释泵（泵Ｂ）的2D-LC分析在保留时间和色谱响应上

的差异，以确定合适的富集柱切入时间。图2为按前述色谱条件进行分

析的色谱图，表明设定合适的富集柱切入时间，以及使用稀释泵可以有

效去除样品中的杂质成分，明显改善被测组分的色谱峰型。

· 仪器和色谱条件

配置浓度分别为10、25、50、100、200 ng/mL的氨磺必利系列标准溶液，按照色谱条件进行分析。以色谱峰面积为纵坐标y，标准溶液质

量浓度（ng/mL）为横坐标x，绘制标准曲线。在10 - 200 ng/mL范围内的线性方程为y = 1.54x ‒ 0.91，线性相关系数r = 0.9998，表明相关性

良好。

对血清样品进行加标回收率测试，加标浓度分别为50 ng/mL和

100 ng/mL，各自平行测定3次，回收率在73.7% - 76.8%之间。加标血

清样品的叠加谱图如图3所示。

以50 ng/mL加标血清样品进样，测定氯磺必利的色谱峰高，并采

集实测基线噪声，按照信噪比S/N=3和S/N=10计算方法检出限和定量

限，结果为检出限7.28 ng/mL，定量限24.27 ng/mL，满足AGNP推荐

的100 ‒ 320 ng/mL的药物监控范围要求。

· �D-LC方法的线性范围

· �D-LC方法的回收率、检出限和定量限

本文基于依利特EClassical 3200 HPLC系统，以中心切割模式构建2D-LC系统，同时在样品接口处增加旁路，以辅助泵调节第一维洗脱

下的样品溶剂强度，使样品能够有效地富集在富集柱上。以二维模式分析血清中的氨磺必利，12 min内可以完成样品分析，能够在较短的时

间内在线去除血清中大部分的基质干扰，减少了血清样品的前处理流程，确保待测组分的分离度和检测灵敏度。此外，仪器系统价格、使用

及维护成本均远低于LC-MSMS联用系统，适于在临床血药浓度监测领域推广使用。

· 结论

依利特2D-LC应用案例
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*本解决方案的主要内容已发表在《色谱》Vol �� (����)，�，���-���

图�. ��� ng/mL氨磺必利（amisulpride）标准溶液色谱图

（ａ）单独进样直接分析；（ｂ）使用富集柱和输液泵Ｂ.

图�. 不同加标浓度的血样分析色谱图（氨磺必利，amisulpride）

（ａ）加标浓度��� ng/mL；（ｂ）加标浓度�� ng/mL



依利特2D-LC应用案例

维生素D（简称VD）是一种脂溶性维生素，最主要的成分是维生素VD3 与VD2。一般成年人经常接触日光

不致发生缺乏病，婴幼儿、孕妇、乳母及不常到户外活动的老人要增加维生素D 供给量到每日10 μg（相当于

400 国际单位）。缺乏维生素D 儿童可患佝偻病，成人患骨质软化症。

维生素D存在D2、D3等多种形式，它们的化学结构高度相似，传统一维HPLC难以完全分离。使用2D-LC，

通过两套不同分离机制的色谱柱，如反相+亲水相互作用色谱，显著提高分辨率，避免峰重叠导致的假阳性或

定量误差。2D-LC将自动化与高效前处理整合，避免了传统液-液萃取或固相萃取步骤繁琐、易引入误差的缺陷

。在线2D-LC系统可集成净化功能（如第一维使用限制访问介质柱去除蛋白质），实现自动化在线净化-分离联

用，减少人工操作，提升通量。

本文依据GB 5009.296-2023《食品安全国家标准 食品中维生素D的测定》，基于依利特EClassical 3200L 

HPLC系统建立VD3 与VD2的2D-LC检测方法。

测定维生素D的2D-LC流程如图１所示。利用色谱工作站实现系统自动化分析。

1、除杂质过程：初始条件下进样，切换阀处于1-2位通路，P3320L泵（泵1）工作，将从Supersil C8分析柱

上洗脱的非待测组分被排入废液流路。

2、富集过程：P3320L泵（泵1）继续工作，当开始从Supersil C8柱洗脱待测组分时，阀切换至1-6位通路，

使Supersil C8柱出口与富集柱相通。

3、分析过程：样品富集结束后，阀切换回1-2位通路，P3320泵（泵2）工作，将富集柱上的待测组分洗脱至

第二维Supersil ODS2色谱柱上进一步分离。

案例二、�D-LC分析食品中的维生素D

ELITE HPLC
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图�. 测定VD的�D-LC流程

· 工作流程



基于EClassical 3200L HPLC的2D-LC系统配置清单见表1，色谱条件见表2。

· 仪器和色谱条件

图2、图3分别为VD在一维和二维上的色谱峰。图2仅出现一个VD峰，表明VD3 与VD2并没有被分开；而图3则显示在二维上，VD3 、VD2

的色谱峰有着良好的基线分离。

· 维生素D标准溶液在�D-LC上的色谱图

依利特2D-LC应用案例
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Supersil C8（3μm，120Å，4.6 x 150 mm）

SinoPak C18（3μm，120 Å，4.6 x 150 mm)

Supersil ODS2 （5μm，300 Å，4.6 x 10 mm）

组成：A乙腈/水（19/1，v/v）；B乙腈/甲醇（3/1，v/v）

流速：1.0 mL/min

梯度：0 min, 80% B；16-19 min, 100% B；20-55 min, 80% B 

组成：A（乙腈/水，19/1，v/v）：B（甲醇）= 95 : 5（v/v）

流速：1.0 mL/min

第一维分析柱

第二维分析柱

富集柱

一维

二维

100 μL

264 nm

25ºC

0 - 20.2 min, 阀1-2位通；20.2 - 21.5 min，阀1-6位通；21.5 - 55 min，阀1-2位通；

色谱柱

流动相

进样量

检测波长

柱温

阀切换

P3220L二元高压恒流泵

P3220二元高压恒流泵

S3220L自动进样器

O3230L恒温箱

OS3230-06S041柱温箱系统切换套件

D3210L 多波长UV-vis检测器

D3210分析池

Kromstation色谱工作站

Supersil C8 3μm 4.6*150mm 分析柱

SinoPak C18 3um 4.6x150mm分析柱

Supersil ODS2 5um 4.6x10mm 富集柱

1

1

1

1

1

2

2

1

1

1

1

泵

进样器

柱温箱

检测器

色谱工作站

色谱柱

部件 名称 数量

图�. �D-LC的一维中的VD色谱图（�� μg/mL） 图�. �D-LC的二维中的VD（�� μg/mL）色谱图（两个色谱峰分别为VD� 与VD�）

表�. �D-LC系统配置清单

表�. 实验所用色谱条件



依利特2D-LC应用案例

连续进样浓度为50 μg/mL 的VD标准溶液7次，计算VD3和VD2的保留时间和峰面积等测定数据的相对标准偏差（RSD），结果如图4

和表3所示。

依据GB 5009.296-2023《食品安全国家标准食品中维生素D的测定》第二法“在线柱切换-反相液相色谱法（二维液相色谱法）分离维

生素D2、D3”，基于依利特EClassical 3200L HPLC系统建立的VD3和VD2的2D-LC检测方法，可以自动实现二维系统的阀切换完成VD3和

VD2的分离，且实验结果具有良好的重复性和分离度，满足对维生素D 同分异构体的分离检测需求。

ELITE HPLC
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1

2

3

4

5

6

7

RSD

47.117

47.112

47.000

47.261

47.327

47.740

47.486

0.6%

49.748

49.748

49.621

49.889

50.052

49.087

49.748

0.7%

10621.480

10470.863

10519.704

10480.513

10376.377

10195.095

10232.635

1.5%

10735.997

10609.640

10634.681

10628.605

10503.172

10642.630

10703.788

0.7%

1.809

1.836

1.860

1.891

1.934

1.991

2.121

/

序号 VD2保留时间（min） VD3保留时间（min） VD2峰面积（mAU·S） VD3峰面积（mAU·S） 分离度（Rs）

图�. VD标准溶液（�� μg/mL）的�D-LC色谱图（连续进样�次，两个色谱峰分别为VD�和VD�）

· 方法精密度

· 结论

表�. �D-LC分离维生素D�和D� 结果（连续进样�次）
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