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液相色谱法的原理

浙江省疾病控制中心

任一平

内 容

一、液相色谱的原理

二、液相色谱的实验

三、液相色谱的应用

1906‘s  - Mikhail Semenovich Tswett (1872-1919)
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碳酸钙吸附剂和石油醚

1940‘s - 分配色谱和纸色谱

1950‘s - 气相, 薄层，凝胶过滤色谱

梯度洗脱色谱

M.S. Tswett. Ber. Dtsch. Bot. Ges. 24: 384-393 (1906)

1960‘s - 商业高效液相色谱.

历史回顾
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基本概念

一、色谱流出曲线和色谱峰

二、定性参数

三、柱效参数

四、相平衡参数

五、分离参数

一、色谱流出曲线和色谱峰

1、色谱流出曲线

定义：样品被流动相冲洗，通过色谱柱，流经检测器，所得到
信号-洗脱时间曲线

2、基线

A、噪音：各种未知的偶然因素引起的基线起伏现象。

B、漂移：基线随时间朝某一方向的缓慢变化。

定义：检测器中只有流动相通过或虽有组分通过而不能为
检测器所检出时，所给出的流出曲线称为基线。
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3、色谱峰
定义：流出曲线上的突起部分称为色谱峰

W 0.05h                A+B
Fs=———— = ————

2A             2A
Fs=0.95 – 1.05为正常峰， Fs < 0.95 为前延峰， Fs > 1.05为拖尾峰。

二、定性参数

2、保留体积

保留体积：VR 从进样开始到某个组分在柱后出现浓度极大值时所需流

动相的体积。

死体积：V0由进样器到检测器出口未被固定相所占的空间 。包括：柱

体积和柱外体积。

调整保留体积： V’R扣除死体积后的保留体积。

V’R= VR— V0

1、保留时间

保留时间：tR 从进样开始到某一组分的色谱峰顶的时间间隔，即从进

样到柱后某一组分出现浓度极大值的时间间隔。

死时间：t0不被固定相保留的组分的保留时间。

调整保留时间： t’R组分由于溶解于固定相或被吸附等缘故，而比不

溶解或不被吸附的组分在柱中多停留的时间。

t’R= tR— t0

三、柱效参数

1、区域宽度:σ
a、标准偏差：讨论标准正态分布曲线

时，
将X=±1时的峰宽之半为标准偏差。正常
的标准偏差为峰高0.607倍（0.607h）处

的峰宽之半。

b、半峰宽：W h/2

W h/2 =0.355 σ

c、峰宽:W

W  =4 σ =  1.699 W h/2

2、理论（塔）板数与理论塔板高度

取决于固定相的种类、性质、填充状况、柱长、流动相的种类

和流速及测定柱效的所用物质性质。

a、理论塔板数n
tR                                   tR                            tR             

n = (———)  2 =5.54 (———)2 =16 (———)2

σ W h/2                 W 

b、理论塔板高度H：定义为每单位柱长的方差。
σ 2 L

H = ———— = ————
L                 n

c、折合塔板高度h：折合塔板高度与固定相粒径（d p）有关因素引

起的峰展宽的衡量。
H

h= ———
d p

四、相平衡参数
1、分配系数K（狭义分配系数）：

在一定温度时，达到平衡后，组分在固定相中浓度（C s）与流动
相中的浓度（Cm）之比。

C s
K = ——

Cm

a、分配系数与保留时间的关系：
V s tR— t0 t’R              V s 

tR  =   t0 （1+K —— ） 或 ———— = —— = K ——
V m                           t0 t0 V m 

分配系数大的组分在色谱柱中停留时间长

b、分配系数与保留时间的关系：
V s

VR  =   V0 （1+K —— ）
V m

2、容量因子： к
定义：在达到平衡后，组分在固定相中的量（Ws）与流动相中

的量（Wm）。
V S K =CC/CM代入 CSVS  WS     

к = K——— = ———— = ——
V M         CMVM    WM

tR  =   t0 （ 1+ к ）

t’R  =   t0 к

K取决于组分、固定相、流动相的性质及温度有关，而与体积VS,Vm无关。

而к除与性质及温度有关外，还与体积VS,Vm有关。

3、选择性因子：α
定义：相邻两组分的分配系数或容量因子之比。

K2 к2
α = ——— = ———

K1 к1
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五、分离参数
1、分离度 R
定义：相邻两峰分开的距离与平均峰宽的比值。

（ tR2– tR1）
R = ————————

（ W1 + W2）/2

1         ___      α- 1                      k'
R  = ━━━√ n  （━━━━）（━━━━━）

4             α K' + 1

式中： R ----------- 用于判断两个组分之间的分辩率。
n ----------- 为理论塔板数。
α ----------- 用于测量柱子分离组分 1 和组分 2 的能力。

称为分离因子。
K’ ----------- 为溶质保留的量度。称为容量因子。

以上方程式称之为基本方程式，是液相色谱中控制分离的关键。
式中分离因子α，理论塔板数 N 和容量因子 K ' 是独立的。可通过
着三项的变化来控制分离度 R s。

基 本 分 离 方 程 式

选择性柱效 保留值

基本方程式的意义
1、分离因子α的改变通过流动相和固定相的组成。

这一改变主要是通过实验来实现。

2、容量因子 K' 的改变是通过改变流动相的溶剂强

度。在反相分配色谱中常使用甲醇和水的不同配比来
调节流动相的洗脱强度。 又如在正相吸附色谱中，
选用正己烷和氯仿的配比来改变洗脱强度。K'值范围
大约是：1≤K'≤10，其中最佳值为：2≤K'≤5。

3、理论塔板数 N 的提高靠减小柱子填料的平均粒
度，加长柱子和降低流动相的流动速度。增大 N 值
使峰变窄，峰高增大。

A、柱子填料的改进。采用了小于 10 μm 的填料进
入实用阶段，产生了高效柱子，最高可达 80000 块
板/米以上。目前采用了 3 μm 的球型填料。

B、1973 年以后由于采用了湿法装柱技术，大大地

改善了柱内填料的均匀度。

C、在柱子一定的情况下，设法降低 H 值。其中降低

流动相的流速也是一种有效的方法。

0.4 0.5 0.6 0.7

0.8 1.00 1.25

不同R值的两组分分离

R=1.5可以得到基线分离

各组份的容量因子（K’）随溶剂洗脱强度的变化增大或缩小

增加流动相的洗脱强度，降低了洗脱物的容量因子

对于反相色谱，增加10％的有机组成等于降低每个色谱峰的K’值的1/2 到2/3。

溶剂洗脱强度弱

溶剂洗脱强度弱
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分离选择性

改变流动相的组成
改变不同流动相
改变流动相pH值
改变柱温
应用改变固定相特殊的化学效应
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不同柱效与选择性的比较

柱效低
选择性一般

柱效低
选择性好

柱效高
选择性差

柱效高
选择性一般
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计算柱效 塔板数的测定

如何改善分离度

选择合适的分离参数

1、调节流动相的洗脱强度

溶剂的种类

溶剂的强度变化

2、更换色谱柱

3、改变分离温度

更换流动相的种类
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调节流动相的洗脱强度
更换色谱柱

提高色谱柱的理论塔板数的因素

40 ℃

65℃

100 5

温度对分离的影响

Time in Minutes

塔板理论

色谱过程是物质在相对运动着的两相间连续分配平

衡的过程。若两组分的分配系数不等，则被流动相携
带移动的速度不等，而实现分离

基本假设为：
1、色谱柱中存在许多塔板，组分在塔板间快速达到分配平衡。

2、样品的组分都加在第0号塔板上，忽略扩散。

3、流动相是间歇式进入色谱柱，一次一个塔板体积。

4、在所有塔板上分配系数相等，与组分的量无关。

色谱流出曲线与定量参数

C 0
C= ─────── e  

σ × （2π）1/2

C 0
C= ─────── e  

σ × （2π）1/2

(t-t
0
)2

- ───
2σ2

(V-V
0
)2

- ───
2σ2

色谱峰高：当t=t0时,浓度C为极大值，此值为峰高h
色谱峰面积：

A=1.065 × W 1/2×h

式中：
C 为浓度

C 0 为组分的的量
σ为标准偏差或
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提高理论塔板数的因素

1、柱子填充良好

2、较长的柱子

3、流速较低

4、柱填料颗粒较小

5、流动相粘度小（可提温）

6、样品分子小

7、柱外效应小

速率方程式的含义

H = A+B/u+Cmu+Csmu+Csu

涡流扩散 +纵向分子扩散（在液相色
谱中可忽略不计）+传质速率（流动流动
相传质、停滞流动相传质、固定相内传质）

= A+Cmu+Csmu+Csu

板高曲线

初始
带宽

最终
带宽

A

线 速 度

H
E
T
P

A = 涡流扩散

仔细填充柱子
使用均一的载体

扩散1（涡流扩散）

B

B = 纵向扩散

在液相中影响小
在低流速中影响大

线速度

H
E
T
P μ

扩散2（纵向扩散） 扩散3（传质抗阻）

滞流的
流动相

流动相

固定相

C . u

在低流速下可以降低传质阻力

使用小颗粒载体可以降低传质阻力

H
E
T
P

线速度

C = 传质阻力（流动流动相传质 + 停滞流动相传质 + 固定相内传质）
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总扩散

h = A +   C  u

B
u

.

H
ET

P 
  

B
u

C . u

A

线速度

A = 涡流扩散

B = 自由分子扩散

C = 传质阻力

The Van Deemter Equation

+

总扩散=涡流扩散+纵向扩散+传质阻抗

通过下述方法降低谱带宽度

使用均一的载体（填料）

仔细填充柱子

选择粒度小的载体

优化流速或粘度

减小进样量

降低系统死体积

降低输出回路响应时间

进样体积vs对峰形的影响

手动进样阀 - 六通阀

To
Waste

Sample Loop
(Fixed Volume)

From

To
Column

Sample
Syringe

上
样

进
样

To
Column

Pump

From 
Pump

To 
Waste

六通进样阀

柱外效应

1、样品体积

2、连接管路的体积

3、色谱柱进口设计

4、色谱柱出口设计

5、检测池体积 ( < 10 μL )

6、检测器/信号输出回路响应时间 ( < 1 sec )

正相吸附色谱
液-固色谱（吸附色谱）

反相吸附色谱

正相分配色谱
液-液色谱（分配色谱)  

反相分配色谱
液相色谱

阳离子交换色谱
离子交换色谱

阴离子交换色谱

凝胶色谱（排阻色谱）

亲和色谱

液相色谱法的分类
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吸附色谱也称为液固色谱。（Absorption chromatogrraphy）

分离原理：按溶质分子（样品）和溶剂分子（流动相）在吸
附剂（固定相）的表面活性中心相互竟争吸附。这种竟争吸附同
时表现在不同溶质分子的不同官能团对吸附剂（固定相）表面吸
附-解吸作用的强弱上。

溶质在吸附剂上保留的强弱与溶质分子的官能团极性以及基
团数量有关。因此吸附色谱极适用于族组分分析。此外溶质吸附
过程必然与吸附剂表面活性中心的分布有关，当溶质分子的结构
与吸附中心所分布的结构相吻合时，吸附就很强，吸附色谱的这
一特点适用于分离几何异构体。

吸附色谱适用于分子量在 100-1000 之间的，溶于有机溶剂
的有机物及非离子型分子。

吸 附 色 谱 正相保留

样品分子 强溶剂分子

X和Y极性官能团

使用正相色谱（NPC）的理由 正相色谱的特征

正相方法建立的推荐方法
常用的全多孔微粒硅胶
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NPC的溶剂强度和选择性

分配色谱也称为液液色谱
（Partitionchromatogrraphy）

由 Martin 和 Synge 于 1941 年首先提出的。

分离原理：在液液色谱中，一个液相作为流动
相，而另一个液相（固定相）分散在惰性载体上。
这种分离是基于样品组分在固定液（涂布在载体上
的液相）和流动相（流经固定相的液相）之间分配
的不同。其基本原理是物质在两种液相之间的分配
，如同互不相溶的液体在一个分液漏斗中进行简单
的分批抽提相类似。

分 配 色 谱

非离子样品反相分离示意图 改变保留值

———————————————————————————
减少保留时间 增加保留时间

———————————————————————————
提高柱极性（氰基、C4） 降低柱极性（ C8、C18）

降低流动相极性 提高流动相极性

（提高%B-增加有机溶剂） （降低%B-增加水）

（减少极性有机溶剂） （增加极性有机溶剂）

提高温度 减少温度

———————————————————————————

反相方法建立的推荐步骤

1、调增%B，使1 < k <10

2、检测峰拖尾活塔板数低的现象

3、如必要，调增选择性

a.微调%B

b.改变有机溶剂

c.混合有机溶剂

e.改变柱类型

d.改变温度

4、优化柱条件（柱长、粒度、尺寸，流速）

改变选择性的方法

改变溶剂强度 优点：简单方便，在1 < k <10范围内通过改变%B寻找合适的a.

缺点：控制〈时改变溶剂有效，尤其对于等度洗脱时k（末峰）》
k（首峰）的样品。

改变溶剂类型 优点：当仅改变%B不足时，改变a值的有效办法（a值的变化可能
比仅改变%B要大.

缺点：由于需要更多的实验，故不如改变%B方便。

混合不同溶剂 优点：分离一对以上的关键峰对时，可提供中间选择性；扩散了
改变溶剂类型的应用范围。

缺点：需要大量实验—不方便。

改变柱类型 优点：在改变选择性方面与改变%B的效果相当。当仅有一种溶
剂类型（如CAN）可用时，改变柱类型则非常有用。

缺点：不方便，因为必须安装新柱，并需要新平衡。

改变柱温 优点：如柱温可控制，则非常方便。
缺点：a随柱温的变化通常小于其他条件。
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改良的溶剂选择三角形
（MeOH、CAN、THF)

酸性

基于乙腈、甲醇与四氢呋喃的选
择优化方案

硅烷键合相的Si-O-Si键的水解
C18硅烷键合相的种类

溶剂强度选择性 HPLC的微粒类型
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不同类型的填料 常用的化学键合相

常用溶剂的极性参数 Snyder的溶剂选择分组

离子交换色谱（Ion-Exchang chromatogrraphy）

离子交换色谱离子交换色谱是一种应用较早的色谱技术，在二十年代

初就被采用，如沸石等用于水的软化和处理。由于交联聚苯乙烯离子交
换树脂的出现而得以发展。

它是在分析核酸物质、氨基酸和糖类等的应用中逐渐发展起来的。

原理；典型的离子交换剂，或是有着酸性基团，如磺酸或羧酸（分离

阳离子）；或是含有碱性基团，如氨基或四级铵盐（分离阴离子）。离
子交过程。可以表示如下：

阴离子交换： ～ R+ Y - + X- ========  ～ R+ X- + Y-

阳离子交换： ～ R- Y + + X+ ========  ～ R- X+ + Y+

反应式中：X-（ X+ ） ------ 被交换离子
Y-（ Y+  ）------ 流动相中的反离子
R-（ R+ ）------ 离子交换剂上的交换基（离子基）

离子交换色谱 凝 胶 色 谱

凝胶色谱（Gel-Permeation chromatography）

原理：

它按分子量的大小进行分离，填料由多孔材
料组成，被分离的物质中的小分子化合物可进入
小孔，导致在柱子中停留较长时间。而大分子化
合物因其完全不能进入填料的多孔中，便很快地
流出。那些中等分子化合物因其只能进入填料的
较大孔中而在小分子流出后流出柱子。
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凝胶排阻色谱机理 亲合色谱
亲合色谱（Affinity Chromatography）

一、原理：亲合色谱法是将配体固定在固定载体上，并
且将其装入色谱柱中，当样品（被分离物）通过色谱柱
时，由于配体合相对应的蛋白质分子具有专一性的亲合
作用，将这种蛋白质吸附在柱中，而其它组分不产生这
种专一的结合被直接流出色谱柱。而后再利用洗脱液将
吸附在柱中的蛋白质洗脱下来。

二、固定载体与配体
固定载体一般采用纤维素、葡聚糖凝胶、琼脂糖凝

胶、聚丙烯酰胺凝胶合多孔玻璃等。
配体的选择需符合两个条件：其一与被分离物具有

适合的亲合力；其二具有与固定载体牢固结合的基团。

五种类型色谱的应用

色谱类型 应 用

液固色谱
杀虫剂、激素、染料、石油化工、植物抽提物、前列腺素、
抗氧化剂、激素对映体、止疼药、镇定剂、芳香族异构体、
血液类脂物、有机酸、有机碱。

液液色谱

各种维生素、芳香多环烃类、甾体化合物、杀虫剂、除草剂、稀
土金属、抗菌素、环氧树脂、种草药成分、辅酶、医药产品原料、
多氯联苯、石油化工添加剂、硝基化合物、偶氮化合物、激素。

离子交换
胺类、羧酸、氨基酸、核酸、酚类、金属元素、细胞代谢
物、糖类、生物碱、嘌呤化合物、有机碱、核酸。

凝胶色谱
蛋白质、酶的纯化、肽类、激素、高聚物、尼龙多聚体、
色素、芳香酸、类脂体、酚类、烃类、维生素。

亲合色谱
抑制剂、辅酶、抗原、病毒细胞、多糖、糖蛋白、组蛋白、受体
和载体蛋白、互补碱基序列、活性的氨基酸、肽类、蛋白质、核
碱、核苷、核苷酸、核糖核酸和脱氧核糖核酸。

溶于水溶液
大于2000 ┏━━━━━━━━━→凝胶过滤色谱（水溶液）
┏━━━┫
┃ ┗━━━━━━━━━→ 凝胶渗透色谱（有机溶剂）
┃ 溶于有机溶剂
┃
┃ 分子量不同的中性化合物
┃ ┏━━━━━━━━━→ 凝胶过滤色谱（水溶液）
┃ ┃非离子型化合物
┃ 溶于水溶液 ┣━━━━━━━━━━━━━→反相液液色谱

样品的分子┫ ┏━━━━━┫ 溶于 Na OH  水溶液
┃ ┃ ┃离子型┏━━━━━━→ 阳离子交换色谱
┃ ┃ ┗━━━┫溶于HCL水溶液
┃ ┃ ┗━━━━━━→ 阴离子交换色谱
┃ ┃
┃ ┃
┃ ┃ 分子量明显不同
┗━━━┫ ┏━━━━━━━━━━━━━→ 凝胶渗透色谱
小于2000  ┃ ┃溶于烃类溶剂（己烷、辛烷）

┃ ┣━━━━━━━━━━━━━→ 液固吸附色谱
┃ ┃溶于芳香溶剂（苯）
┃ ┣━━━━━━━━━━━━━→ 液固吸附色谱
┃ ┃
┗━━━━━┫溶于二氯甲烷、氯仿┏━━→ 反相吸附色谱
溶于有机溶剂┣━━━━━━━━━┫

┃ ┗━━→正相液液分配色谱
┃ 溶于甲醇、乙醇
┗━━━━━━━━━━━━→反相液液分配色谱

根据分子量选择色谱分离类

根据分子量选择柱子 液相色谱
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HPLC整机
HPLC整机

方法开发系统

单活塞高压溶剂泵
溶剂泵工作示意图

溶剂泵性能指标

具有高性能数字反馈控制3200微步

从0.001 至 30毫升/分钟的宽阔流速范围

具有极佳重复性的梯度微流色谱

维持在线脱气或不需要溶剂脱气

双溶剂泵，高压混合保证了每次均有最佳梯度性能
动态的均匀混合

在0-6,000磅/平方英寸的压力下保持+/-0.1%的重现性

波长可编程检测器



17

紫外检测器光学原理 波长可编程检测器光学原理

166 可编程紫外/可见光检测器

★ 190-700 纳米波长范围。

★配有氘灯和可选择的钨灯光源。

★经自动校准后，具有± 2 纳米波长的精确度。

★波长的重现性为± 0.05 纳米。

★在254纳米处，波宽为< 5纳米。

★信号噪音为< 2 ×10-5 吸收单位（分析流动池，1毫
升/分甲醇）。

★基线漂移< 1 ×10-4 吸收单位/小时。

★可通过带有数字模拟输出系统控制中心或带有数字
数据采集的32 克拉软件控制。

二极管阵列检测器光学原理

168 二极管阵列紫外/可见光检测器

·

★波长范围：190-600 纳米。

★配有氘灯光源。

★经自动校准后，波长精确度为± 1 纳米。

★ ± 0.02纳米波长的重现性。

★可编程波宽为4-410 纳米。

★信号噪音< 1 ×10-4 吸收单位，（分析流动池，1毫
升/分甲醇)。基线漂移：< 2 ×10-3 吸收单位/小时。

★共有512个二极管，1纳米/二极管。

★在运行或者完成后分析期间，即时峰纯度检测功能
提供鉴定峰纯度的生动显示。

DAD检测器的三维分析
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即时峰纯度检测 响应时间与噪音的关系

检测精度与响应时间的关系 紫外检测器对流动相UV吸收的要求

其他检测器

★荧光检测器

★电化学检测器

★化学发光检测器

★蒸发光散射检测器

★示差折光检测器

★质谱检测器

荧光检测器
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蒸发光散射检测器 MICRO  BORE 微流色谱

什么是微流色谱

* 分为：微内径1.0mm(micorbore),窄内径2.0mm
(narrowbore)。

* 标准的工作量：50-100µL/min。

* 所使用的管道内径：0.003-0.007英寸。

* 所使用的流动池体积：2-5微升。

优特点

高分辨率：可达10000的理论塔板数

高灵敏度：可检测100 fmolde 肽类。

良好的重现性：RSD （变异系数）：0.25%，
STD.（标准偏差）:  0.15%。

高分离速度：比一般分离快30%。

低成本消耗：节约流动相成本90%以上。

有利环保：少使用有毒溶剂。

50 µL/min流量下的蛋白分离

200 µL/min流量下的梯度洗脱 微流技术
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二维蛋白质分离制备系统（HPLCHPLC-- 22--D D 
Protein PrepProtein Prep））

•灵敏度高，有利于低丰度蛋白质的检测

•容易自动化，可直接与质谱连接

•分辨率高，可获得蛋白质表达谱比较的更精细信息；

•配上收集器可进行馏分收集

•重现性很好

•可获得覆盖面广的蛋白质信息

System Gold HPLCSystem Gold HPLC-- 22--D Protein D Protein 
Prep Prep 系统系统

proteolysis

peptides

Mass
Spectrometry

System Gold HPLCSystem Gold HPLC-- 22--D Protein D Protein 
Prep Prep 系统系统

proteolysis

peptides

Mass
Spectrometry

System Gold HPLCSystem Gold HPLC-- 22--D Protein D Protein 
Prep Prep 系统系统

传统的传统的22--D Protein Gel ElectrophoresisD Protein Gel Electrophoresis

proteolysis elution

peptides

Mass
Spectrometry

System Gold HPLCSystem Gold HPLC-- 22--D Protein Prep D Protein Prep 
系统系统


