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第七章 液相色谱

（Liquid chromatography）



2

第一节 色谱原理与分类

色谱是根据混合物中，溶质在互不混溶的两相之间分配
行为的差别，引起移动速度的不同而进行分离。

分离精度高，设备简单，操作方便
n 定量分析与检测；
n 制备分离和纯化；
n 最重要的纯化技术。

一. 分离依据

二．应用
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三. 层析原理

固定相（stationary phase）
流动相（mobile phase）

互不混溶的
两相：
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洗脱曲线



• 装柱：将经预处理并经过洗脱剂平衡过的吸附剂
加入色谱柱的 过程。

• 上样：或加样，指将待分离的样品加到色谱柱的
操作。

• 洗脱：把加到柱上的待分离样品，在吸附剂吸附
后，用洗脱液或洗涤剂冲洗柱子，实现被吸附样
品分离的过程。

四、色谱分离常用术语



1）基线：在实验条

件下，色谱柱后仅有
纯流动相进入检测器
时的流出曲线称为基
线，稳定的基线为水
平直线。
2）峰高：色谱峰顶

点与基线的距离。
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死时间

柱长

3）保留值(Retention value, R)

a 死时间(Dead time, t0) ：不与固定相作用的物质从进样到出

现峰极大值时的时间，它与色谱柱的空隙体积成正比。由于该

物质不与固定相作用，因此，其流速与流动相的流速相近。据

t0 可求出流动相平均流速



b. 保留时间tr：试样从进样到出现峰极大值时的时间。它

包括组份随流动相通过柱子的时间t0和组份在固定相中滞留

的时间。

c. 调整保留时间 ：某组份的保留时间扣除死时间后的保

留时间，它是组份在固定相中的滞留时间。即

由于时间为色谱定性依据。但同一组份的保留时间与

流速有关，因此有时需用保留体积来表示保留值。

d. 死体积V0：色谱柱管内固定相颗粒间空隙、色谱仪管

路和连接头间空隙和检测器间隙的总和。

'
rt



h. 区域宽度：用于衡量柱效及反映色谱操作条件下的动

力学因素。通常有三种表示方法：

标准偏差σ：0.607倍峰宽处的一半。

半峰宽W1/2：峰高一半处的峰宽。W1/2=2.354 σ

峰底宽W：色谱峰两侧拐点上切线与基线的交点间的距离

。W= 4σ

色谱曲线的意义：

ü色谱峰数=样品中单组份的最少个数；

ü色谱保留值——定性依据；

ü色谱峰高或面积——定量依据；

ü色谱保留值或区域宽度——色谱柱分离效能评价指标；

ü色谱峰间距——固定相或流动相选择是否合适的依据。



色谱图即色谱柱流出物通过检测器时所产生的
响应信号对时间的曲线图，其纵坐标为信号强
度，横坐标为保留时间。

←色谱峰

保留时间（分）

基线
↓

峰高

峰宽

响
应
值
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五、色谱分类

根
据
原
理
分
类

吸附色谱
溶质通过固定相时，分子吸附在
上面，后解吸，必须更换流动相

离子交换层析
靠各物质与固定相之间的离子交
换能力的不同而分离；

疏水色谱
靠各物质与固定相之间的疏水作
用的强弱不同而分离；
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靠各物质的大小或形状不同而
分离。

凝胶色谱：

亲和色谱
生物大分子与各种配基的生物识
别能力的差异而分离；
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根据流动相与固定相分类

流动相的相
状态

气相层析法
液相层析法 ★
超临界流体层析法

固定相有固体、液体和以固体为载体的液体薄层
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柱层析法(Column chromatography)

固定相的形状

根据固定相或层析装置形状的不同，液相层析又分为：

纸层析法（Paper chromatography）
薄层层析法(Thin-layer chromatography)

多用
于分
析

――易于放大，适合于大量制备放大。
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径向流层析

易放大；

柱效率高；

适宜大规模生产

优点：

柱设备造价高；
实际应用少

缺点：
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洗脱展开(elution derelopment)
迎头分析(frontal analysis)
顶替展开(displacement development)

分离操作方式：

√洗脱展开：料液中的

溶质根据其在固定相和流
动相（洗脱液）间分配行
为的不同，在层析柱出口
处被展开形成相互分离的
层析峰
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迎头分析法：与固定床相同，各个溶质按其在固
定相和流动相间分配系数的大小次序穿透，最先
穿透的组分能以纯粹的状态得到部分回收，之后
均为双组分或双组分以上的混合物。

置换展开：采用的洗脱液中含有与固定相的亲和
力比料液中各个组分都大的物质，称为顶替剂。
顶替剂将料液中所含溶质按其与固定相亲和力的
大小不同从柱中次序顶替出来。可浓缩，适于处
理大量稀溶液。
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第二节常用的层析介质

应根据层析分离法
而选用或制取。

定义：用于层析分离技术的分离介质，总称层析剂。

一.层析剂

层析剂

基质

表面的活性功能团
（或活性中心）

化学惰性物质，对目标物质
和杂质都无法作用。
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①应不溶于流动相（溶剂和展开剂），并具有较

好的化学稳定性和机械强度。

②具有较大的表面积，且粒度均匀。

③对分离大分子生物活性物质时，要求层析剂有

一定的孔度，且要求基质对生物活性物质（如

酶等）无毒性。

④能耐受生物降解作用，且具有好的热稳定性。

层析剂特点：
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Ø 无机物质层析：氧化铝，硅胶，活性碳。
Ø 多糖类层析剂：琼脂糖，葡聚糖，纤维素。
Ø 合成类层析剂：聚丙稀酰氨凝胶。

l 有碱性、中性和酸性之分，碱性氧化铝在碱性
下稳定，酸性氧化铝在酸性下稳定。

l 氧化铝活性与含水量有关，含水量多，活性低
。在400℃、6hr下，可得活性I-II级的层析剂。

l 可反复使用多次，多用于吸附层析剂。

分类：

二.无机物质层析剂

1、氧化铝
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具有多孔性的硅氧烷交联结构：

Si O Si OH

O

O

O

O

Ø骨架表面有很多硅醇－Si－OH基团，能吸附很多水

分，水分多以游离状态存在，加热即除去。
Ø在高温500℃下，硅醇结构被破坏，硅胶失去活性。

2、硅胶
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极性弱>极性强；芳香族>脂肪族；
分子量大>分子量小；不饱和>饱和。

3、活性炭

粉末状活性炭：
颗粒状活性炭

是一种憎水的吸附层析剂，适于从水溶液
中吸附非极性物质。

吸附特性：

吸附能力很强，对
流体阻力大；
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1.样品上柱量大；
2.分离效果好；
3.来源较易，价格便宜；
4.适于大量制备柱的分离；
5.因生产原料不同，制备方法各异，吸附能

力不易控制，应用不广。

特点：

三.多糖类层析剂

琼脂糖；葡聚糖

纤维素；复合型多糖



24

①最常用的基质之一；

②水溶性线性多糖，由琼脂或海藻中获得；

③可直接成球，但热和化学稳定性差，用环氧氯丙烷

交联后稳定性↑；

④调节交联剂和琼脂糖的比例可以控制凝胶珠体的孔

度大小，琼脂糖不应变干，否则发生不可逆变化；

⑤ agarose软，怕压；

⑥带有大量“－OH”，亲水性好，可进行化学修饰，

与某些“接枝手臂”或配基共价结合。

⑦商品名为sepharose。

1、琼脂糖（agarose）

三、多糖类层析剂
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2、葡聚糖（dextran）

Ø是α－1，6相连的葡萄糖聚合物。

Ø由环氧氯丙烷交联葡聚糖得到的珠粒，商品名
为sephadex.

Ø由于多糖骨架上有大量羟基使得它的亲水性比
sepharose还强。
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（1）sephadex凝胶在反复干燥和溶胀之后，结

构和层析性质没有很大变化；
（2）化学和热稳定性好，可以高压消毒，且性

质不变。

特点

（1）氧化剂会引起基质部分降解；
（2）低交联度的sephadex凝胶，较脆；高交联度的
sephadex，孔度低，使得很多生物大分子不能通透。
（3）可作为分子筛，用于凝胶过滤。

缺点
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l物质结构不均一；由微晶型结构和
无定型结构两部分组成。
l缺乏孔度。

3．纤维素（cellulose）

l纤维素是β－1，4相连的D－葡萄糖的线性聚合物

l被广泛用于蛋白质物质纯化。

特点

缺点

n内部呈不均匀球状结构，具有高孔度和亲水性。

n机械强度好，可进行化学修饰。

改进----大孔型珠状纤维素：
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Ø 经二次交联制备的刚性琼脂糖凝胶，
Ø 常用于高效离子交换层析和高效亲和层析
的载体。

Ø 缺点：不稳定。

4、复合型多糖

ü是将dextron共价交联到高度交联的agarose

珠体上制备刚性凝胶；
üΦ24~44μm，分离精度高；
ü适用于高效液相层析。P>200atm。

Superdex

Superose：
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由丙烯酰胺与交联剂N,N’-甲叉双丙烯酰胺共聚得

到，具有烷烃的骨架和许多羧酰胺侧链：

四. 合成类层析剂

1、聚丙烯酰胺凝胶

CH2
CH CH2

CH CH2

CONH2CONH2

亲水性好，在pH＝1～10范围内

稳定，不为生物降解。
优点：

机械强度差。缺点：
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亲水性好，化学稳定性与机械强
度好， pH =1～13，范围宽。

2、 Trisacryls凝胶－新型的聚丙烯酰胺类凝胶

在高pH下，缓慢水解。缺点：

优点：
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从层析过程热力学和动力学出发，理论模型
主要有三种：

第三节 色谱过程的基本原理

平衡模型√

理论板模型√

轴向扩散模型
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认为溶质的分配平衡不能瞬间完成，而需要
一定的柱高，即在此柱高内溶质在两相
间达到一次平衡。

理论板模型

理论板模型

理论板(theoretical plate)：将溶质达到一次

分配平衡的层析柱段称为一个理论板。

理论板当量高度(height equivalent to a theoretical 
plate)：一个理论板的层析柱的高度。
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已知：1. 每个理论板上溶质分配均达到平衡

设高度为L的层析柱的理论板数为N，
则：HETP=L/N
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nmns mCC ,, =

流动相溶质浓度

Vs，Vm：每块理论板内固定相和流动相的体积

N

VV
Vs

01 −
=

N

V
Vm

0=

V1：层析柱体积

V0：层析柱内的空隙体积，即流动相体积

对于线性分配平衡

固定相溶质浓度

第n块理论板
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已知：

ε

ε−
=

−
=

1

0

01

V

VV
H

1

0

V

V
=ε

(床层空隙率)

流入的溶质量＝流出的溶质量＋积累量

nsnmnmnm dC
N

VV
dC

N

V
dQCdQC ,

01
,

0
,1,

−
+⋅+⋅=⋅−

液相残留

第n段物料衡算：

固相吸附
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因为
nmns mCC ,, = nmns dCmdC ,, ⋅=

dtuAdQ ⋅⋅= (A：柱截面积，u：流速) 

( ) ( )

( )
dt

dC

N

mH

dt

dC

V

VV
m

NuA

V

dt

dC

N

VVm

N

V

uA
CC

nmnm

nm
nmnm

,,

0

010

,010
,1,

1
1

1

⋅
+

=



















 −
+

⋅⋅
=








 −
+

⋅
=−−

τ

τ==
⋅ u

L

uA

V0
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因为料液脉冲输入，则边界条件为：

000, 0, ttCCm ≤<=

进料时间为t0，料液中溶质浓度为 C0, t>t0后输入

不含溶质的流动相

0,01,, === − tCC nmnm

00, ,0 ttCm >=



38

若N值很大，溶质的洗脱曲线可用Gauss分布近似
，即：

( )

( )[ ]
( )



















+

+−
−

+

⋅
=

N

mH

mHt

N

mH

tC
C nm 22

2

22

00
,

12

1
exp

12 τ

τ

πτ

或：

( )

( )[ ]
( )



















+

+−
−

+

⋅
=

N

mH

mH

N

mH

C
C nm 2

2

2

00
,

12

1
exp

12

θ

π

θ

τθ t=

τθ 0
0

t
=
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mH
tR

R +== 1
τ

θ

散度：

( )
N

mH
2

2 1+
=θσ

底线处切线峰宽：

( )
N

mH
W

+
==

14
4 θσ

1/2高度处峰宽：

θσ354.2
2/1 =W

洗脱曲线的各个无因次特性值。
平均洗脱时间：



40

理论板数：

2









=

θσ

θ RN

或：
2

16 







=

W
N Rθ

1. 理论板数N越大，洗脱峰窄，溶质分离程度好。
2. 对于实测洗脱峰，可精确测量，
N可采用下式计算

2

/1 2

54.5













=

W
N Rθ

说明：
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第三节分离度

一、分离度(Resolution)又称分辨率：

两种洗脱曲线相邻的溶质相互分离的程度。

( )
21

12
2

WW
R

RR

s
+

−
=

θθ

分离度是两个相邻洗
脱峰之间的距离与两
个峰宽的代数平均值
之比。

θR1 θR2
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为提高溶质之间的分离度Rs：

采用增大峰间距离或降低峰宽。

1. 洗脱曲线为Gauss分布，

2. 分配平衡为线性，

3. 利用两种溶质测得的理论板数相等。

假设：
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( )
( )HmHm

NmmH
Rs

21

2/1
12

22 ++

−
=

对于两个相邻的洗脱组分：

假定，W1=W2,  m1=m2

( )
( )

( )

( )
2

22

/1

2

/1
12

2

/1
12

14
14

HETPHm

LmmH

Hm

NmmH
Rs

+

−
=

+

−
=

HETP↓, Rs ↑N↑, Rs ↑
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Rs>1时溶质分离较好。

为实现溶质的良好分离
，值应为1～1.3之间。
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二、描述层析柱性能的两个参数

容量因子(capacity factor)：k’

固定相与流动相间溶质分配量之比

Hm
VC

VC

m

m
Hmk

m

s ⋅
⋅

⋅
=⋅=′ ＝＝

液

固

液

固

m

s

C

C
m＝

液

固

V

V
H =
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(蒸馏的相对挥发度，

萃取中的萃取因子) 1

2

k

k

′

′
=α

则 ( )
2/1

2

12

14
N

k

kk
Rs ′+

′−′
=

或：
( )

2/1

2

2

1

1

4

1
N

k

k
Rs ′+

′







 −
=

α

α

选择性 (selectivity)： α

洗脱峰相邻的两种溶质的容量因子之比。
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1. N↑,R↑

2. α↓R↓。

所以α较小时，必须N↑，才能得到较大的R。

说明：



• 凝胶过滤层析中待分离的物质可以分为
哪几类，分离方式可以分为哪几类？

• 色谱分离中的各参数如何影响分离效率
？

• 如何确定凝胶过滤层析的实验操作参数
？


