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培训教程
(UPLC基础)
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内容提要

HPLC 原理回顾

UPLC 基本原理

HPLC 与 UPLC 的异同

小结
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什么是HPLC?

高效液相色谱法

—HPLC(High Performance Liquid 
Chromatography ) 

—是一种区别于经典液相色谱,基于仪器方法的高效能分
离手段:

o高性能色谱柱,高精度输液泵,高灵敏度检测器…

—广泛应用于各个领域:

o医药,环保,石化,生命科学,食品工业,农业…

—无论在技术上,理论上,还是在应用上仍有较大的发展空

间
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色谱分离原理

分离是一个
物理过程。

固定相(Stationary Phase)
流动相(Mobile Phase)
进样 (Injection)
洗脱 (Elution)
相互作用(Interaction)
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HPLC的流程

  

  
 

溶剂
(流动相)

泵

进样器

色谱柱
(固定相)

检测器

废液

数据系统
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HPLC的图形结果

色谱图(Chromatogram)
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,横坐标为时间

←色谱峰

时间(分)

基线
↓

峰高

峰宽

响
应

值
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HPLC分离原理公式与术语

这是一张由仪器提供的表示分离状况的色谱图

这张色谱图含有丰富的信息
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洗脱体积和峰宽

V0 = 无保留化合物的洗脱体积,等于一个柱体积
V1 = 化合物1的洗脱体积
V2 = 化合物2的洗脱体积
W2= 化合物2的峰宽(以体积计)

这些是导出理论和定义所必需的基本测量
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分离度(R)的定义式

简单说来,分离度即是两峰相对于其峰宽分开得有多远
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R:分离程度的量度
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此处是几个计算分离度的实例
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分离度方程式
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分离度方程式描述了分离度与分离因子,柱效和保留因子
之间的关系
它是评价一张色谱图以及决定如何解决、开发和优化分离
方法的依据
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保留因子(K′ ):保留能力的量度
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k′ 是样品与填料作用强度的直接量度
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分离因子(α ):峰分离程度的量度
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α是两个化合物在同一套色谱系统上保留差异
的数值表述



©2007 Waters Corporation    14

理论塔板数(N):分离效率的量度
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理论塔板数或柱效是一个数值,它表示作为保留时间函数

的峰展宽的量度
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关于柱效或塔板数

塔板数是综合反映色谱柱和仪器性能的关键指标

取决于下列两个参数:

—保留时间

—峰宽

窄峰 高塔板数

峰形越均匀 塔板数越高

分析型HPLC典型的塔板数值(5σ)约为100,000/米

UPLC典型的塔板数值 (5σ) 高达 200,000 /米
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塔板数值

塔板数值受下列因素影响:

—机械因素

o仪器

o联接 (端口接头, 锥箍)

o柱装填的好坏

—化学因素

o色谱因素 (溶剂)

o填料的生产制造质量
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a b 5 %峰高处的峰宽

色谱峰对称性的测量方法

a
b

•USP 拖尾因子（Tailing Factor）:

Tf＝

•不对称因子 (Assymmetry Factor):

As＝

a
b)(a

2
+
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HPLC 实验的基本类型

等度

—ISO 相同的

—在整个运行过程中溶剂组成保持不变

—(60:40 甲醇/水)
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HPLC 实验的基本类型

梯度

—在运行过程中溶剂组成变化

—渐变或台阶式变化

• 100% H20/ 0% MeOH 到

0% H2O/100% MeOH
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梯度曲线轮廓图

用于 Waters HPLC 系统

%B

时间瞬间

凸线

凹线

线性
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关于色谱系统的反压

什么是反压(back pressure)

–流动相流经管路及色谱柱时会有阻力,即所谓的反压, 

又称系统反压或系统压力

–Waters习惯用的压力单位是Psi(磅/平方英吋)

–其它单位有:Bar,Mpa(1Bar=0.1Mpa=14.5Psi)

影响系统反压的主要因素:

–流动相的溶剂组成

–温度

–流速
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反压与溶剂组成的关系

Pressure vs. Organic-Water Percentage
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流动相的粘度是产生反压的主要原因
有机溶剂－水的粘度随组成而改变
其压力随组成变化如下图所示
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反压与流速的关系

流速对反压的影响是线性关系
流速增加，反压亦增大
下图的实验条件：

–2.1×30mm Symmetry C18柱,20℃
Pressure vs. Flow Rate at 20?C
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反压与温度的关系

温度对反压的影响是反比关系
温度升高,反压降低,对某些流动相的影响更大一些

Pressure vs. Temperature

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

5000

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0

Degrees, C

ps
i

50% MeOH
50 % ACN
100% H2O
100% MeOH
100% ACN



©2007 Waters Corporation    25

筛板

球形颗粒 无定形颗粒

填充床 (固定相)

色谱柱的装填

填充色谱柱的
流动方向



©2007 Waters Corporation    26

颗粒度分布

具名义值的填料有一个颗粒度分布的范围

—例如: 4 μm (2 – 10 μm)

窄的分布会给出较高的性能

3 5 7 4  5  6微米
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用于HPLC色谱柱的典型填料

硅胶

—二氧化硅

—无规则或球形

铝

—氧化铝

—无规则或球形

聚合物

—聚苯乙烯二乙烯基苯

—球形

杂化

—硅胶和聚合物的结合

—球形



©2007 Waters Corporation    28

广泛用于 HPLC 的柱填料

C18

—也叫作 ODS 或 RP18

oOctaDecyl Silane

—超过全部应用的 70%

—反相键合在硅胶基质上

—“Waxed(上蜡的)” 硅胶颗粒

—非极性的
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HPLC C18 柱有各种不同品牌

一个独立的生产厂商能制造出许多不同品牌的C18 柱

—XBridge, SunFire, Atlantis,…

每一个品牌被设计成达到不同的色谱目的

—高效能

—没有拖尾

—独特的选择性

—高疏水性

—高硅醇基活性
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反相色谱柱选择性图表
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杂化填料技术



©2007 Waters Corporation    31

色谱柱几何概况

直径

—较小的直径增加灵敏度

—较大的直径增加柱容量

长度

—较长的柱子具有较高的分离能力和柱容量

—较短的柱子具有较快的分离速度和较低的柱容量
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如何得到尖锐的色谱峰

色谱图上被分析物的峰

柱内被分析物的谱带
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色谱柱接头

ACQUITY UPLC
0.080 – 0.090″
Parker/Swagelok 
制式

其它
Waters® 色谱柱

0.120 – 0.130″
Waters 制式
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柱外谱带扩展

额外的谱带
扩展体积
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0.009"<0.005" 0.020"

过长的管路也会造成谱带展宽

较尖锐的峰得到较
好的分离度和检测
灵敏度

被分析物的量都一样,因此峰面积也一
样,但是峰高却不相同

样品在管路内的谱带扩展
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UPLC 理论和原理

Ultra Performance LC 

—分离科学的一个新进展

UPLC 使用与HPLC同样的理论和原理

基于更细的(1.7 µm) 颗粒化学

—更快的分析速度

—增加灵敏度

—增大组份分离度

—增高系统反压



©2007 Waters Corporation    37

Ultra Performance LC™

Acquity一词源
自拉丁文“acutus”，
意味着有更出色、
更细致地解决问题
的能力，及快速、
敏锐的智能

速度

灵敏度

分离度

创新

重新定义色谱科学
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超高效液相色谱的定义

超高效液相色谱（Ultra Performance LC™）

—是分离分析科学中的一个全新类别

—涵盖了小颗粒填料、非常低系统体积及快速检测手段等
全新技术

—与HPLC的理论及原理相同

—在全面提升HPLC的速度、灵敏度及分离度诸品质的同

时，保留其原有的实用性及原理

—给实验室带来了新奇而强大的能力
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对当今HPLC的科学描述

HPLC的分离质量被色谱柱化学所驱动同时又受其制约

—优化的柱化学能够给色谱过程带来增加速度、灵敏度
和分离度的诸多好处

颗粒度是柱效能的最主要贡献者

当前遇到的挑战是 HPLC 仪器不能实现小颗粒填料的诸

多利益
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颗粒尺寸的演变

10 min

八十年代至今
3.5 - 5µm  球形微孔填料
柱压：1500-4000 psi(110-280 bar)
柱效：80,000 - 115,000/米

七十年代早期
10µm无规则微孔填料
柱压：1000-2500 psi(70-180 bar)
柱效：40,000 /米

10 min

六十年代后期
40µm薄壳无孔填料
柱压：100-500 psi (7-40 bar)
柱效：5000 /米

10 min
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仅靠加快流速来完成的快速色谱结
果是丧失分离度

* 50 mm 柱
* 较高的流速

2.0 mL/min

1

2

0.0

3.0 mL/min.

1

2

Time in Minutes 3.0 未达到 Rs = 3的要求
(限制条件)

5 µm 反相色

谱柱

33
21

.
,
=Rs

32
21

.
,
=Rs
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什么是 van Deemter 曲线
• 曲线是如何创建的?

• 对色谱意味着什么?

2
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0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

线速度 µ [mm/sec]

H
 (µ

m
)
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28

0 4

5 µm 颗粒

2.5 µm  颗粒

(50/50, 乙腈 / 水流动相) 

H
E
T
P
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用 HETP 表示柱效

H = HETP (Height Equivalent to Theoretical Plate)
{要求 H 尽可能小,这样就可以往柱子里‘装’更多的‘板’}

N= # Plates

(来自蒸馏理论)
5 块板 10块板

(较大的 H)                    (较小的 H)
“较厚” “较薄”

L 柱长HETP
L  N =

Plate
HETP
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三项加和得到最终的 “van Deemter 曲线”
它能够预报在色谱柱内将会发生的谱带展宽

van Deemter 曲线
颗粒度的影响

线速度

H
ET

P

低 HETP => 优化的塔板数

{mm/sec}

C 项
(质量传递)

B 项
(轴向扩散)

C 项B项

µ

µdpc
µ
bdpaH 2)()( ++=
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van Deemter 曲线与塔板数和
流速的关系

最佳线速度与流速
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u = L / t 0

HETP      Plates
HETP       PLATES

H

塔板数和流速的关系
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1.0 2.0 3.0
流速
{mL/min}

HETP 与线速度的关系 N
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线速度与流速的换算

线速度

mm/sec 1 2 4 6 8 10
流速

1.0mm ID
mL/min
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0.15
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0.200.130.07
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1.5

7.0

流速

2.1mm ID
(mL/min)

流速
4.6 mm ID

LC/MS

u (mm/s)

2.1 x 20 mm, 1.7 µm

2.1 x 20 mm, 2.5 µm

2.1 x 20 mm, 5 µm
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“Narrow-bore”



©2007 Waters Corporation    47

van Deemter曲线的提示

颗粒度越小柱效越高

—颗粒度控制着分离的质量

曲线上有一个最佳流速

更小的颗粒度：

—使最高柱效点向更高线速
度方向移动

—有更宽的线速度范围

降低颗粒度不但可以增加柱
效，同时也增加分离速度

van Deemter 曲线的挑战

如果填料的颗粒继续演变……
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未来的色谱:更小的颗粒度

被仪器及色谱柱被仪器及色谱柱
的耐压限所限制的耐压限所限制



©2007 Waters Corporation    49

更小颗粒度所面临的挑战

色谱柱的性能
—颗粒耐压及柱结构
—颗粒度分布
系统的压力限
系统体积
检测的可行性
—流动池的优化
—检测的速度
系统控制及数据管理

5μm填料颗粒
一根头发宽度可放12个

1.7μm UPLC 填料颗粒
一根头发宽度可放33个

60μm人的头发 （非常细的）
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小颗粒带来生产力

扩展范围

5µm x 4.6mm ID  = 1mL/min

3.5µm  x 4.6mm ID  
= 1.7mL/min
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柱长与颗粒度的比值
(最大分离能力的标记)

1970s  ~ 30+ min.

1980s 10-15 min.

1990s 5-10 min.

2004 ~1-2 min.

58,820  
m 1.7

mm100 

29,500  
m 1.7

mm50 

33,000  
m3 
mm100 

30,000  
m 5
mm150 

30,000 
m10 

mm300 

=

=

=

=

=

μ

μ

μ

μ

μ

2x  最大分离能力

=
d
L

p
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保持/改善分离度的同时提高速度
A
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©2007 Waters Corporation    53

固定 L/dp 的峰表

峰 10 5 3 1.7
1
2 4.22 5.86 4.93 5.92
3 1.54 2.69 2.29 2.25
4 7.46 10.04 9.11 10.3

分离度

颗粒度 (µm)

峰 10 5 3 1.7
1 13465 34883 41936 86087
2 24316 65209 76885 153625
3 24184 64468 77871 152450
4 13487 35144 46233 85613

峰高

颗粒度 (µm)
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峰容量 (P) 
梯度分离能力的量度
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w w
Contaminant 

Peak

w

w

w
t

P g+= 1

梯度区间

平均峰宽w = 峰宽

↑↓PW
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ACQUITY UPLC 分离能力小结

van Deemter 方程和曲线预言了UPLC 的
分离能力

ACQUITY UPLC 

—在保持分离度的同时扩展了线速度范围 ,同
时减少了分析时间
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HPLC 组分数 : 5
2.2 µm@0.7 mL/min
完全分离 : 6.00 分钟
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组分数 : 5
1.7 µm@1.4 mL/min
完全分离 : 0.60 分钟以 2倍流速,10x速度

0.6 分钟对 6.0 分钟
(0.85 mL 对 4.2 mL)

UPLCTM

Ultra Performance LC 速度
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Ultra Performance LC 
速度, 灵敏度和分离度

峰高
5.0 µm 19300
1.7 µm 44165

Minutes
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灵敏度: 3X (300%) 增长

速度: 9X (900%) 更快的分离

分离度: 1.7 (70%) 增加
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Minutes0.00 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

PC = 360
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UPLC 与 HPLC的异同

相同:

—相同的色谱原理

—同样的色谱理论

相异:

—填料颗粒度

—系统工作压力

—色谱分离能力

相互关联:

—UPLC以HPLC的极限为起点,全面提升液相色谱的

性能

—UPLC是分离科学的新领域
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HPLC和UPLC比较(在HPLC系统上)

1

2
3

4

ACQUITY UPLCTM BEH C18
2.1 x 50 mm, 1.7 µm

F = 0.3 mL/min
PSIMAX = 4,200

T (4) = 1.63
N (4) = 5,400

Rs (2,3) = 0.97

XTerra® MS C18
2.1 x 50 mm, 2.5 µm

F = 0.5 mL/min
PSIMAX = 3,950

T(4) = 1.30
N (4) = 4,100

Rs (2,3) = 1.10
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非优化的线速度,差的峰形和柱效

咖啡因代谢物
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在ACQUITY UPLC上优化线速度

1

2 3

4
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ACQUITY UPLCTM BEH C18
2.1 x 50 mm, 1.7 µm

Alliance® 2695
F = 0.3 mL/min
PSIMAX = 4,200

T (4) = 1.63
N (4) = 5,400

Rs (2,3) = 0.97

ACQUITY UPLCTM BEH C18
2.1 x 50 mm, 1.7 µm

ACQUITY UPLCTM

F = 0.6 mL/min
PSIMAX = 8,400

T (4) = 1.02
N (4) = 10,100
Rs (2,3) = 2.25 A

U
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HPLC
非优化的线速度

UPLC
优化的线速度

咖啡因代谢物



©2007 Waters Corporation    61

从HPLC 到 UPLC
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用ACQUITY 做 HPLC

10.0

Rs = 1.86

Rs = 2.30 2.1x100mm 5µ Hybrid C18

Time in Minutes0.0 10.0

Rs = 3.01

Rs = 6.45

2.1x100mm 5µ Hybrid C18

ACQUITY (HPLC) 

HPLC1

2
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用ACQUITY做HPLC 和 UPLCTM

0.25

A
U

FS

10.0

Rs = 3.01

Rs = 6.45

2.1x100mm 5µ Hybrid C18

ACQUITY (HPLC) 

0.30

A
U

FS

Time in Minutes0.0 10.0

Rs = 4.71

Rs = 9.15

2.1x100mm 1.7µ Hybrid C18
同样时间,分离度更高

ACQUITY UPLCTM

2

3
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ACQUITY UPLCTM

10.0

0.30

A
U

FS Rs = 4.71

Rs = 9.15

2.1x100mm 1.7µ Hybrid C18

0.33

A
U

FS

Time in Minutes0.0 3.5

Rs = 3.52

Rs = 1.82
2.1x30mm 1.7µ Hybrid C18 

与 HPLC分离度相同, 但时间缩短

ACQUITY UPLCTM

ACQUITY UPLCTM3

4
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ACQUITY UPLCTM

0.33

A
U

FS

Time (min)0.0 3.5

2.1x30mm 1.7µ Hybrid C18 
与 HPLC分离度相同, 但时间缩短

1.6

0.25

A
U

FS

Time (min)0.0

2.1x30mm 1.7µ Hybrid C18 
流速加倍，相似分离度，更短分离时间

1.6

0.25

A
U

FS

Time0.0

ACQUITY UPLCTM4

5
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HPLC 和 UPLC

10.0

2.1x100mm 5µ Hybrid C18

ACQUITY (UPLC)TM

HPLC

1.6

0.25

A
U

FS

Time (min)0.0

1

5
2.1x30mm 1.7µ Hybrid C18 

流速加倍，相似分离度，更短分离时间
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实例:三环抗抑郁药

等度分析

—HPLC 对比 UPLC

方法传递

—HPLC 5 µm 颗粒到 UPLC BEH 1.7 µm 颗粒

优点

—减少分析时间 (提高速度)

—增加灵敏度

—增加分离度
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HPLC 等度分析
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0.7 mL/min.
2.3X 运行时间缩短

XTerra® 2.1 x 50 mm 5.0 μm MS C18 于 HPLC系统

4000 psi
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ACQUITY UPLC等度分析

ACQUITY UPLC BEH C18 2.1 x 50mm 1.7 µm 于 ACQUITY UPLC 系统

—流速增至 1.1 mL/min

—XTerra 柱不能做

o 导致反压 >6500 psi
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XTerra 用于ACQUITY UPLC系统
XTerra 2.1 x 50mm 2.5 μm. 
4.0 分钟梯度, 0.5 mL//min.

ACQUITYUPLC BEH C18 2.1 x 50mm 1.7 μm. 
4.0 分钟梯度,0.5 mL/min.

ACQUITY UPLC BEH C18 2.1 x 50mm 1.7 μm.
0.8分钟梯度,1.0 mL/min
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XTerra 2.1 x 50 mm 用于
ACQUITY UPLC 系统

被分析物 (三环类抗抑郁药):
1. 去甲多虑平
2. 去甲丙咪嗪
3. 去甲阿米替林
4. 多虑平
5. 丙咪嗪
6. 阿米替林
7. 曲米帕明
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ACQUITY UPLC BEH C18 2.1 x 50 mm 用于
ACQUITY UPLC 系统
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XTerra 2.5 µm 柱与 ACQUITY 
UPLC 1.7 µm 柱的比较
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ACQUITY UPLC 柱对速度的优化

AU

0.000

0.005

0.010

0.015

0.020

0.025

0.030

0.035

0.040

0.045

0.050

0.055

0.060

Minutes
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30 1.40 1.50

P
ea

k1

P
ea

k2

P
ea

k3

P
ea

k4

P
ea

k5

P
ea

k6

P
ea

k7

被分析物 (三环类抗抑郁药):
1. 去甲多虑平
2. 去甲丙咪嗪
3. 去甲阿米替林
4. 多虑平
5. 丙咪嗪
6. 阿米替林
7. 曲米帕明
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灵敏度和分离度的优势
从HPLC 到 UPLC
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HPLC

UPLC

5 µm – 标准流通池 (17 µL)
峰容量 = 36

1.7 µm – 光引导流通池 (0.5 µL)
峰容量 =80

5 µm – 微径流通池 (4 µL)
峰容量 =46

HPLC

Rs=1.4

2.1 x 50 mm ACQUITY UPLC 柱, 1.0 mL/min,在 0.8 分钟内,5% 到 35% ACN

Rs=1.8

Rs=2.5
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灵敏度和分离度的优势
从HPLC 到 UPLC
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UPLC™

5 µm
HPLC

在Alliance上同样
运行48秒钟梯度

Rs=1.4
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Rs=2.5
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Rs 增加1.8倍
峰高增加1.7 倍

Rs 增加1.3倍
峰高降低2.4倍
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UPLC 小结

分离分析的质量受到色谱柱化学的驱动和限制

—优化的化学品能够使色谱过程得到增加速度、灵敏度
和分离度的益处

颗粒度是色谱柱性能的首要考虑因素

小于2 µm 的颗粒需要在比传统HPLC高出两倍以上的压
力下运行

ACQUITY UPLC系统将仪器和柱化学结合,可以获得色

谱理论的益处
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