
第 13 章 高效液相色谱法 

教学时数：6 学时 

教学要求： 

1. 熟悉 HPLC 的基本原理。 

2. 了解高效液相色谱法的优点及使用范围； 

3. 理解常用检测器的原理、优缺点及适用范围； 

4. 理解各种分离方式（液固色谱；液液色谱；键合相色谱；离子交换色谱；离子对色谱；

排阻色谱）的原理、适用的分析对象及选择原则。 

教学重点与难点： 

1. 高效液相色谱法。高效液相色谱法的特点。高效液相色谱与气相色谱的异同点。 

2. 高效液相色谱仪的组成及工作原理。 

3. 高效液相色谱的固定相及流动相。 

4. 高效液相色谱的分离方式（液固色谱；液液色谱；键合相色谱；离子交换色谱；排阻

色谱）。 

5. 色谱分离方式的选择。 

 

13－1 概述 

高效液相色谱法是以气相色谱为基础，在经典液相色谱实验和技术基础上建立的一

种液相色谱方法。 



经典 LC 与 HPLC 比较 

 

HPLC 特点：高压、高速、高效、高灵敏度、样品回收方便  

与气相色谱法比较，HPLC 的优点： 

1. 分析对象广   气相色谱只限于分析气体和沸点较低的化合物；HPLC 不受样品

挥发性和热稳定性的限制，适用于高沸点、热稳定性差、摩尔质量大的物质。原

则上讲，几乎可以分析除永久气体外所有的有机和无机化合物。  

2. 流动相对分离起作用   气相色谱的流动相仅起运载作用，对组分不产生相互作

用力；HPLC 的流动相对组分产生相互作用力，相当于增加了一个控制和改进分

离条件的参数。 

3. 经常在室温条件下操作    气相色谱法一般在较高温度下进行 

一. 液相色谱分离原理及分类 

液相色谱分离原理：液相色谱的分离系统也由两相—固定相和流动相组成。被分离

混合物由流动相液体推动进入色谱柱中。根据各组分在固定相及流动相中吸附能力、分

配系数、离子交换作用或分子尺寸大小的差异进行分离。 

色谱分离的实质是样品分子与溶剂（流动相）及固定相分子间的作用力，作用力的

    
  

经经典典LLCC  HHPPLLCC  
  

柱柱之之内内径径  11~~55ccmm  ~~00..44ccmm  

长长度度  5500~~110000ccmm  1155~~5500ccmm  

填填充充材材料料粒粒度度  115500µµmm~~220000µµmm                        44µµmm~~1100µµmm  

使使用用压压力力  11~~1100aattmm  5500~~220000aattmm  

分分离离时时间间  00..55hh~~天天  ~~1100mmiinn  



大小，决定色谱过程的分离行为。 

根据分离机理可分为：液－固吸附色谱法、液－液分配色谱法、离子色谱法和凝胶

色谱法。 

13－2 高效液相色谱仪 

高效液相色谱仪一般都具备贮液器、高压泵、梯度洗提装置（用双泵）、进样器、

色谱柱、检测器、恒温器、记录仪等主要部件。 

图 高效液相色谱仪的流程 

一. 高压输液泵及梯度洗脱装置 

1. 高压输液泵 

高压输液泵是液相色谱仪的关键部件，其作用是将流动相以稳定的流速或压力输送

到色谱系统。输液泵的稳定性直接关系到分析结果的重复性和准确性。 

基本要求：⑴ 流量准确可调，0.1～10ml/min 

              ⑵ 耐高压，40～50 MPa 

              ⑶ 液流稳定，无脉动 

              ⑷ 死体积小，要求小于 0.5ml 

2. 梯度洗脱装置 

梯度洗脱是使流动相中含有两种或两种以上不同极性的溶剂，在洗脱过程中连续或



间断改变流动相的组成，以调节它的极性，使每个流出的组分都有合适的容量因子，并

使样品中的所有组分可在最短的分析时间内，以适用的分离度获得圆满的选择性分离。    

内梯度：利用两台高压输液泵，将两种不同极性的溶剂按一定比例送入梯度混合室，

混合后进入色谱柱。 

外梯度：一台高压泵，通过比例调节阀，将两种或多种不同极性的溶剂按一定的比

例抽入高压泵中混合。 

三. 进样装置 

通常使用耐高压的六通阀进样装置。 

四. 色谱柱 

色谱柱是色谱仪最重要的部件（心脏）。通常用后壁玻璃管或内壁抛光的不锈钢管

制作的，对于一些有腐蚀性的样品且要求耐高压时，可用铜管、铝管或聚四氟乙烯管。 

柱子内径一般为 1～6 mm。常用的标准柱型是内径为 4.6 或 3.9 mm ，长度为 15～

30 cm 的直形不锈钢柱。填料颗粒度 5～10 μm ，柱效以理论塔板数计大约 7000～

10000。 

发展趋势是减小填料粒度和柱径以提高柱效。 

五. 检测器 

1. 紫外吸收检测器 

 紫外吸收检测器是目前 HPLC 中应用最广泛的检测器。它灵敏度高，线性范围宽，

对流速和温度变化不敏感，可用于梯度洗脱，它要求被检测样品组分有紫外吸收，使用

的洗脱液无紫外吸收或紫外吸收波长与被测组分紫外吸收波长不同，在被测组分紫外吸

收波长处没有吸收。 

2. 光电二极管阵列检测器（PDAD） 



3. 示差折光检测器（DRD） 

示差折光检测器也称折光指数（RI）检测器，是一种通用型检测器，只要被测组分

与洗脱液的折光指数有差别就可使用。 

4.  电导检测器 

是离子色谱法应用最多的检测器，依据物质在某些介质中电离后所产生电导变化来

测定电离物质的含量。受温度的影响较大，需放在恒温箱中。pH>7 时不够灵敏。 

5. 荧光检测器 

荧光检测器是一种专用型检测器，灵敏度在目前常用的 HPLC 检测器中最高，在

HPLC 中应用较多。仅次于紫外吸收。它用于能激发荧光的化合物。 

6. 蒸发激光散射检测器 

13-3 高效液相色谱法的主要分离类型 

一. 液固吸附色谱法 

1. 基本原理：利用溶质分子占据固定相表面吸附活性中心能力的差异 . 

2. 固定相：是固体吸附剂，有下列两类：极性（硅胶、氧化铝）、非极性（活性炭）。 

3. 液固吸附色谱流动相：各种不同极性的一元或多元溶剂。 

流动相的基本要求： 

⑴ 能溶解被分离的样品 

⑵ 与所用检测器相匹配 

⑶ 粘度尽可能小，以获得高的柱效 

⑷ 价格便宜、毒性小、易于纯化 

流动相的选择原则： 

    极性大的试样用极性较强的流动相；极性小的则用低极性流动相。 



4. 分析对象：适用于分离相对分子质量中等的油溶性试样，对具有官能团的化合物和异

构体有较高选择性.而对强极性或离子型的样品，有时会发生不可逆吸附，不能得到满意

的结果。 

二. 液-液分配色谱 

液-液分配色谱的固定相与流动相均为液体（互不相溶）。 

1. 基本原理 

主要基于样品分子在流动相和固定相间的溶解度不同（分配作用）而实现分离的液

相色谱分离模式。 

分析对象：分析同系物及含有不同官能团的多组分的混合物。 

2. 固定相 

固定相是固定液涂抹在载体上制成。载体有全多孔型载体、表面多孔型载体、全多

孔型离子载体；固定液：β,β-氧二丙腈，聚乙二醇，十八烷和角鲨烷。 

3. 流动相 

要求：对固定相的溶解度尽可能小。对于亲水性固定液，应选择疏水性流动相；反

之，相反。 

三. 化学键合相色谱 

化学键合相色谱是在化学键合固定相上进行物质分离的一种液相色谱方法。 

化学键合固定相：以化学反应的方法将功能分子结合到惰性载体上(全多孔或薄壳

型微粒硅胶)。 

化学键合固定相分类：根据在硅胶表面 (具有≡Si－OH 基团) 的化学反应不同，键

合固定相可分为：硅氧碳键型 ( ≡ Si－O－C ) ；硅氧硅碳键型 (≡Si－O－Si－C ) 硅碳

键型（≡Si－C）和硅氮键型（≡Si－N）四种类型。 



1. 反相键合相色谱法 

（1） 分离机制：疏溶剂作用理论。 

（2）固定相：极性小的烷基键合相，如C8柱，C18柱（ODS柱——HPLC约 80%问题）。 

（3）流动相：极性大的甲醇-水或乙腈-水。反相键合相色谱法中，流动相极性 > 固定

相极性。 

2. 正相键合相色谱法 

（1）分离机制：依靠溶质分子与固定相之间的静电力、诱导力、或氢键作用力。 

（2）固定相：极性大的氰基、氨基和二醇基键合相。 

（3）流动相：非极性或极性小的溶剂＋适量的有机极性调节剂 （氯仿、醇、乙腈等）。

3. 离子性键合相色谱法 

（1）固定相：以薄壳型或全多孔微粒型硅胶为基质，化学键合各种离子交换基团。 

(2) 流动相：一般为缓冲溶液。 

化学键合固定相的优点：改变流动相的组成和种类，可有效分离各种类型化合物

（极性、非极性和离子型），适合于梯度淋洗。 

四. 离子交换色谱法 

1. 离子交换色谱的分离原理 

     在离子交换色谱中，样品离子对离子交换剂上带固定电荷的活性交换基团之间发生

离子交换，不同的样品离子对离子交换剂的亲和力不同，或者说相互作用不同，作用弱

的溶质不易被保留，先从柱中被冲洗出来，反之，作用强的，保留较长，较晚淋洗出来。 

阳离子交换：R—SO3H  +M+  = R—SO3 M  + H +  

阴离子交换：R—NR4OH  +X-  = R—NR4 X + OH- 

2. 固定相：阳离子交换树脂或阴离子交换树脂。 



3. 流动相：阴离子离子交换树脂作固定相，采用酸性水溶液；阳离子离子交换树脂作固

定相，采用碱性水溶液。 

4. 分析对象：离子或可解离的化合物、氨基酸、核酸等。 

五.  排阻色谱法 

1. 基本原理：立体排阻，按分子大小分离。小分子可以扩散到凝胶空隙，由其中通过，

出峰最慢；中等分子只能通过部分凝胶空隙，中速通过；而大分子被排斥在外，出峰最

快；溶剂分子小，故在最后出峰。 

2. 固定相：凝胶(具有一定大小孔隙分布)。  

3. 流动相：要求能溶解样品，粘度低，与检测器相匹配。 

4. 分析对象：分离大分子物质，分离范围是相对分子质量 2000∼2,000,000。 

13－4 色谱分离方法的选择 
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13-5 毛细管电泳 

一. 高效毛细管电泳的基本原理 

当带电离子以速度 ν 在电场中移动时，受到大小相等、方向相反的电场推动力和平

动摩擦阻力的作用。 

物质离子在电场中差速迁移是电泳分离的基础。 

毛细管电泳仪器： 

 

 

 

 

 



本章小结 

1. 高效液相色谱法是以气相色谱为基础，在经典液相色谱实验和技术基础上建立的一种

液相色谱方法。其特点：高压、高速、高效、高灵敏度 

2. 液相色谱是根据被分离混合物各组分在固定相及流动相中吸附能力、分配系数、离子

交换作用或分子尺寸大小的差异进行分离。根据分离机理可分为：液－固吸附色谱

法、液－液分配色谱法、离子色谱法和凝胶色谱法等。 

3. 高效液相色谱仪一般都具备贮液器、高压泵、梯度洗提装置（用双泵）、进样器、色

谱柱、检测器、恒温器、记录仪等主要部件。常用检测器有可变波长可见——紫外

检测器，荧光检测器、示差折光检测器。 

4. 在选择固定相与溶剂系统后，影响 HPLC 效率的因素主要有：流动相的线速度、颗粒

直径、柱直径及溶质的扩散等。 


