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色谱分离与在线检测技术已经成为当今分析化学的一门重要学科，而因其衍生出的

相关产品也日益丰富。对色谱工作者来说，在面对具体方法开发中如何获得适当的

分离度则成为关注的焦点。本文仅从网络上的资源收集简要介绍反相液相色谱法的

建立思路。 
 

一一一一、、、、    基本术语基本术语基本术语基本术语    
读者可跳过本部分内容，直接阅读实例讲解部分 

 在评价色谱分离的品质时，通常用以下相关术语来反映色谱特征（如图 1.）： 
 

 
 

图 1. 典型色谱图 
 

1. 保留因子保留因子保留因子保留因子(k)： 
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用于反映化合物的色谱保留性质，跟化合物性质有密切关系。如图 1，设 tR1 

=3.65min, t0 =1.20min,  则峰 1的保留因子为：(3.65-1.20)/1.20=2.04 
 

2. 拖尾因子拖尾因子拖尾因子拖尾因子(Tf) 
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图 2. 典型拖尾峰 

  在理想情况下，色谱峰为高斯型对称峰，其拖尾因子为 1.0，但在实际情况中，由
于化合物的二次保留等其他因素，色谱峰大多会呈现一定程度的拖尾。如图 2中，
该色谱峰的拖尾因子可计算得：{(41.5-37.0)+(37.0-35.0)}/{2*(37.0-35.0)}=1.63. 
 

3. 理论塔板数理论塔板数理论塔板数理论塔板数（N） 
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图 3.  峰高与峰宽的关系 
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注意：在上式中W为图 3中的Wb，为基线峰宽(4σ)，W0.5 为峰高一半处的峰

宽Wh(2.335σ), 并非峰宽的一半(2σ)。 
 
设图 1中峰 1的基线峰宽为 0.25min, 则塔板数为：16*(3.65/0.25)^2=3410 
 

4. 分离因子分离因子分离因子分离因子(α) 
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  又称两个色谱峰的相对保留值。只有当 α>1时，两个色谱峰才有分离的可能性。 
  设在图 1中峰 2的保留时间为 6.50min, 则分离因子为: (6.50-1.20)/(3.65-1.20)=2.16 
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      5.  分离度分离度分离度分离度 (Rs) 

                                                    
12

12

2
WW

tt
R

RR

s
+

−
=                (6) 

 分离度用于评价色谱分离的品质，通常当 Rs>1.5时，则认为两峰达到基线分离
（完全分离）。设在图 1中峰 2的基线峰宽为 0.45min，则峰 1与 2的分离度
为：2*(6.50-3.65)/(0.25+0.45)=8.1 
 
上式为分离度的定义公式，用于精确计算两个色谱峰的分离度，而由此可推出

如下为色谱工作者的经验公式： 
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      该式为经验公式，其目的在于描述分离度与理论塔板数、分离因子和保留值三
者之间的关系，多用于指导色谱分离方法的建立，而不用于具体计算。 

    

二二二二、、、、分析方法的建立分析方法的建立分析方法的建立分析方法的建立（（（（实例讲解实例讲解实例讲解实例讲解））））    

     
      简要介绍了色谱的基本术语，下面用实例来介绍分析方法的建立过程。 

1.1.1.1. 准备工作准备工作准备工作准备工作    

       在进行方法开发的时候，应记住良好的方法要具有以下三个要素： 

� 能提供适当的分离度（通常要求 Rs>1.5） 

� 方法运行时间要适中，以利于日常分析 

� 方法应具有稳定性，可以在不同实验室之间移植 

      在进行方法开发之前，应该对所分析样品和仪器设备进行信息剖析： 

� 样品的来源（单一化合物，生物样品，提取物等）及是否前处理； 
� 样品的溶解度； 
� 所分析化合物的结构（是否有官能团，发色基团等）及酸碱性； 
� 化合物的分子量（常规小分子，M<1000；生物大分子及聚合物，

1000<M<10,000）； 
� 仪器配置（柱类型，监测器类型，可否梯度洗脱）； 
� 方法要求（定性，定量，制备，指纹图谱） 

2.2.2.2. 建立步骤建立步骤建立步骤建立步骤    

在了解了上述信息后，即可进行方法开发了： 

本例是对含有 5个苯取代化合物的样品进行分离。通过对样品的结构解析，得
到如下信息：5个化合物为中性分子，分子量都低于 200，在甲醇等有机溶剂中溶
解，不溶于水。含有苯环，在 254nm处有明显的紫外吸收。在了解以上信息后，
并综合文献，选择了 Eclipse(Agilent)  C18色谱柱, 规格 4.6×150mm, 填料粒径
5µm。液相色谱仪为 Agilent 1200 型，配置 Chemstation 工作站，VWD检测器，
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四元低压梯度泵，柱温箱和自动进样器。流动相选用乙腈-水系统。样品直接用甲
醇稀释定容。 

通常在方法开发之前建议先运行一个全范围的线性梯度洗脱（如 0-100%乙

腈），它会给后续是否采用等度洗脱还是梯度洗脱提供非常重要的信息。在本例

中，首先运行一个梯度持续时间 25min，乙腈浓度范围为 5-100%，流速为
1.0ml/min，检测波长为 254nm，柱温为 30oC。色谱图如下： 

 
图 4.  初始梯度运行结果 

 

在上述的条件下，所有色谱峰的平均保留因子(k’
___

)约在 4~5之间。 
在对上述图谱解析时，会运用到 Snyder-Dolan 提出的“1/41/41/41/4 规则规则规则规则”： 

� 当所有色谱峰的保留范围小于小于小于小于全梯度时间范围的 1/4（即 25%）时，则建议采用等度洗

脱，若大于大于大于大于 1/4时，则建议采用梯度洗脱。 

在图 4中，第一个化合物峰 1的保留时间为 17.046min, 最末一个化合物峰 5的保留
时间为 19.008min, 整个梯度时间为 25min，计算可得： 
∆tR/tG(19.008-17.046)/25=0.08<0.25, 则可以运用等度洗脱进行分离。 

再仔细分析图谱，发现整个保留范围约在乙腈的高浓度范围内(约 70%~75%),  但实
际上由于系统的梯度滞后及柱死体积的因素，实际浓度约在 60%~65%之间，为使
保留因子在 1~20范围内，先选择 60%乙腈进行等度洗脱，其他条件不变。色谱图
如图 5所示： 
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图 5.  60%乙腈 

 
  在 60%乙腈洗脱条件下，所有峰的保留值范围在 2.43~3.86之间，符合保留因子
在 1~20的条件，但峰 1与 2完全重叠，4与 5也未完全分离。分离结果不理想，
分离条件需要优化。 
 
在前面公式(7)中，提到分离度与柱效（塔板数），选择性（分离因子）和保留值
有重要关系，其中柱效跟柱子本身有关，选择性与保留值则与溶剂强度，种类和柱

类型有关，但通常在方法开发过程中，不建议频繁更换色谱柱，而是选定一根色谱

柱后，依次通过改变溶剂强度，溶剂类型，柱温和流速来获得适当的分离度。按照

溶剂强度改变 10%，则保留值改变 2~3倍的规则（简称 3倍原则，当然这只是一
个粗略的经验值，不完全符合所有情况，但在方法开发中能起到不小的作用），接

下来运行了 50%和 40%的乙腈浓度分离条件，色谱图如图 6和 7所示： 
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图 6. 50%乙腈 

 
  在 50%乙腈条件下，所有峰的保留值则变化为 4.82~8.15，仍满足 1<k<20的要求
（但与三倍原则稍有出入，变化倍数位 1.98~3.35），同时可观察到峰 1与 2基本
达到基线分离，但 4与 5则重叠更加严重，仍无法满足分离要求。 
 

 
图 7. 40%乙腈 

 
在 40%乙腈的条件下，所有峰的保留值变化为 10.18~19.04，满足 1<k<20的要求，
同时也大致符合三倍原则（实际变化倍数为 2.11~2.33），同时可发现峰 1与 2的
间距更大，但 4与 5则完全重合，仍无法满足分离要求。可能会有读者说：可以降
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低乙腈浓度使 4与 5分离，但此时降低乙腈浓度会使保留时间延长，不利于日常分
离，而且随着保留时间增大，峰宽也会随之变大，仍不会获得满意的分离度。而且

通过上述三个等度试验后，基本上可以确定峰 4与 5无法在乙腈/水体系下达到基
线分离。 
 
另外，根据 Snyder 提出的理论：在二元流动相（如甲醇/水，乙腈/水）等度洗脱时，化

合物的保留值的对数值与流动相中有机相的浓度成线性关系（仅为经验规则），用数学公

式表示既如下：  
 
                                                         ϕSkk w −= lnln        （8） 
 
式中 k为化合物在特定条件下的保留值， kw 为化合物在流动相为水的条件下的保

留值（外推理论值），S为化合物分子特性常数， φ为有机相在流动相中的含量。 
通过上述三个试验后，可做出 lnk对 φ的线性曲线，如下图所示： 
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图 8.   lnk-φ曲线（乙腈-水体系） 

 
由曲线上可以看出峰 4与 5几乎近于重合，故此可以推断峰 4与 5在乙腈/水系统
中为难分离峰对。 
 
接下来，可以考虑用溶剂种类来改变分离效果。 
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图 9.  溶剂强度换算表 

 

 
 

图 10.  溶剂选择三角形 
 

 在反相色谱法中，常用溶剂为甲醇、乙腈和四氢呋喃，这三种溶剂基于偶极矩作
用力、氢键和供（吸）电子的作用提供不同的选择性，在相同溶剂强度下，可对色

谱分离起到不同的分离效果，如图 9和 10所示。但四氢呋喃的紫外吸收强、易形
成过氧化物、平衡较慢，且不与 PEEK管兼容，所以大多不轻易使用。在上述考虑
下，选用甲醇作为有机相来试图改善分离效果。通过图 9 中，可以看出 70%甲醇
与 60%乙腈强度相当，故选择 70%甲醇进行试验，结果如图 11所示： 
 



              液相色谱方法开发（实例讲解） 

  

2010©   未经许可，不得复制。转载请注明出处。 

如有问题请联系：ybsmart2004@163.com  

10 

 
图 11. 70%甲醇 

 
 可以发现，甲醇改变了出峰顺序，峰 1比峰 2后流出，峰 3与 4完全重叠，峰 5
与 4 达到基线分离。所有峰的保留因子位于 2.49~4.36（同 60%乙腈相当）。然后
试想是否可以通过甲醇浓度来改变峰 3与 4的分离效果，接下来，又运行 60%甲醇
的洗脱试验，结果如图 12 
 

 
图 12. 60%甲醇 
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 可以观察到在 60%甲醇条件下，峰 1与 2重叠，峰 3与 4分离度有所增加。所有
峰的保留值在 5.24~10.16范围内（大致相当 50%乙腈），且大致符合三倍原则。
再根据公式（8）绘制 lnk-φ线性图，如图 13所示： 
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图 13. 甲醇-水体系中 lnk-φ曲线  

 
 从图 13中可以看出峰 3与 4的曲线几近重合，所以在甲醇-水体系中峰 3与 4为难
分离峰对。 
 
 接下来，又试验了四氢呋喃-水的分离效果，通过查阅图 9，选择 45%和 35%四氢
呋喃进行分离，结果如图 14和 15 
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图 14.  45%四氢呋喃 

 

 
图 15.  35%四氢呋喃 

 
 在上述两次试验中，峰 4与 5都完全重叠，说明在四氢呋喃水体系中，峰 4与 5
为难分离峰对。 
 
 通过三种溶剂的比较，可以看出在乙腈和四氢呋喃-水溶液中，峰 4与 5为难分离
峰对，而在甲醇-水体系中，峰 3与 4为难分离峰对，说明单一有机溶剂无法达到
完全分离所有峰，此时则可考虑用多元有机溶剂来改善分离度，在接下来的试验中
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可采用的溶剂组合为：1. 甲醇-乙腈-水  2. 甲醇-四氢呋喃-水。基于前面讨论中关于
四氢呋喃的不足之处，在后续试验中选择了体系 1进行试验。 
 
首先，基于前面的试验结果和估计，先采用 60%乙腈与 70%甲醇溶液等体积混合
以形成新的流动相：甲醇-乙腈-水（35:30:35）进行分离（其他条件不变），结果
如图 16所示 
 

 
图 16.  甲醇-乙腈-水（35:30:35）分离效果 

 
 可以观察到，在此条件下峰 3，峰 4和峰 5之间的分离度已经有所改善，但峰 1与
2 的分离度较差，随之考虑温度可能会对分离有改善，保持前述条件不变，将柱温
由原来 30oC上升到 40oC，结果如下： 
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图 17.  柱温对分离效果的影响 

 从图 17中，可以看出柱温上升，所有峰的保留时间向前推移，但选择性并不发生
变化，峰 1与 2较 30oC条件下发生更多重叠，而后面三个峰之间的分离度也有变
差的情况，因此可以说明通过改变温度对分离效果影响不明显（但对离子化合物则

能明显改善分离度）。 
 
 于是将柱温仍回复到 30，接下来考虑通过改变乙腈和甲醇的相对含量来改善分离
度。由前述甲醇-水体系可知，当甲醇含量降低时，有助于峰 3与 4的分离，于是
将甲醇含量降低到 30%进行试验，结果如下图： 
 

 
图 18. 甲醇-乙腈-水（30:30:40）分离效果 
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 从上面结果看到，峰 1与峰 2完全达到基线分离，峰 4与 5的分离度较前面有所
改善（从 1.02到 1.21）。通过后来的试验，当流动相为：甲醇-乙腈-水
（34:28:38）时，峰 4与 5的分离度能达到最好的分离度（1.33），见图 19 
               

 
图 19. 甲醇-乙腈-水(34:28:38)分离效果图 

 
 

三三三三、、、、总结总结总结总结    

    

      1. 在方法开发之前，尽量查找文献，以获得更大帮助。同时要详细了解所分析
样品的性质。 

      2. 对每次试验结果，要详细分析，尽量从中获得最多信息，以指导后续研究工
作。如上面单一溶剂分离试验，实际上在进行完乙腈和甲醇的分离比较后，就没有

再必要进行四氢呋喃的试验了，直接进入多元溶剂的分离效果研究工作。要记住方

法开发的一个宗旨就是：以最短时间和最低成本获得满意的结果。 

     3. 要明确方法开发的最终目的。方法优化是无止境的，有些时候可能并不能达
到美仑美奂，要清醒的认识到在什么样的情况下必须做到适可而止。在本例中峰 4
与 5始终无法达到分离度为 1.5的要求，但这不影响对峰 2的定量分析和四个杂质
的监测，因此这一结果也能算得上是“满意”的分离度了，故而方法优化就到此结

束了。 


