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摘要：根据前期得到的梯度液相色谱保留时间计算公式，在不指定溶剂强度模型形式的前提下，探讨了梯形梯度洗
脱的一些特点。对于溶质在梯形梯度坡度上流出时的情形，推导得到溶质流出色谱柱所对应的流动相组成（φＲ）随
梯度斜率（Ｂ）变化的表达式。该公式表明，在该情形中φＲ 将会随着Ｂ 值的增加而增加。对于溶质在梯形梯度最
后一个等度区间流出时的情形，如果初始和终止流动相组成保持不变而仅有梯度的斜率发生变化时，从理论上证
明了溶质保留时间（ｔＲ）与梯度斜率的倒数（１／Ｂ）之间呈线性关系。实验中以Ｃ１８色谱柱为固定相，甲醇－水为流动
相，联苯为样品，测定了不同流动相组成以及梯形梯度条件下的保留时间，所得到的实验值与理论值吻合，从而验
证了理论方法的正确性。
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色 谱 第３１卷

　　梯度洗脱是液相色谱的一种基本操作模式，在
复杂样品如中药和蛋白等的分离中有着非常广泛的

应用［１－５］。在梯度洗脱中，流动相的洗脱强度将会
随着流动相组成的改变而发生变化，这就使得溶质
的保留因子（ｋ）是流动相组成（表示为强洗脱溶剂
在流动相中的体积分数，φ）的函数。在许多反相液
相色谱的实验中，ｋ与φ 的关系符合线性溶剂强度
（ｌｉｎｅａｒ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｓｔｒｅｎｇｔｈ，ＬＳＳ）模型［６，７］，即

ｌｎ　ｋ＝ｌｎ　ｋ０－Ｓφ （１）
其中ｋ０ 是溶质在１００％弱洗脱溶剂中的保留因子，

Ｓ是与溶剂洗脱强度相关的参数。而在另一些色谱
模式如离子交换液相色谱中，ｌｎ　ｋ－φ曲线则会表现
出非线性的特点［８，９］。与等度洗脱相比，梯度洗脱
分离机理往往会更为复杂［１０］。

　　梯形梯度是梯度洗脱的一种重要操作模式，其
梯度曲线见图１，其中ｔ为时间，Φ（ｔ）为在输液系统
中设定的流动相组成随时间变化的梯度程序。当

ｔＰ，１＝０时，梯形梯度可转化为单线性梯度；而当

ｔＰ，１＝ｔＰ，２时，梯形梯度则转化为单阶梯梯度。由此
可见，单线性和单阶梯梯度均可看作梯形梯度的特
例，这就使得梯形梯度在梯度液相色谱的研究中有
着重要的理论与应用价值。在前期的工作中，作者
基于理想色谱模型推导得到适合任意形式的溶剂强

度模型以及梯度曲线形状的保留时间计算公

式［１１－１３］。本文则是在该工作的基础上，在不指定溶
剂强度模型数学形式的前提下，对梯形梯度洗脱的
特点展开研究，从而为其在实践中的应用从理论上
提供指导。

图１　梯形梯度
Ｆｉｇ．１　Ｌａｄｄｅｒ－ｌｉｋｅ　ｇｒａｄｉｅｎｔ

１　理论部分

１．１　溶质在梯形梯度坡度上流出时的情形

　　在前期的工作中，我们得到适用于任意形式的
溶剂强度模型和梯度曲线形状的梯度液相色谱保留

时间公式［１１］

ｔＤ
ｋ（φ０）

＋∫
　ｔ　Ｒ
－ｔ０－ｔＤ

０

ｄξ
ｋ［Φ（ξ）］

＝ｔ０ （２）

其中ｔＤ 为梯度延迟时间，即流动相通过连接混合器
和色谱柱的管线到达色谱柱入口端所需要的时

间［１４］；ｔ０ 为死时间；φ０ 为初始流动相组成；ｋ（φ）为
流动相组成为φ时的保留因子；ξ为积分变量。

　　在梯形梯度（图１）中，流动相组成随时间变化
的表达式为

Φ（ｔ）＝
φ０ ｔ≤ｔＰ，１

φ０＋Ｂ（ｔ－ｔＰ，１）ｔＰ，１＜ｔ≤ｔＰ，２

φ２ ｔ＞ｔＰ，
烅
烄

烆 ２

（３）

其中Ｂ为梯度的斜率。当溶质在坡度上流出时（即

ｔＲ－ｔ０－ｔＤ∈（ｔＰ，１，ｔＰ，２）），（２）式可写为

ｔＤ
ｋ（φ０）

＋∫
　ｔ　Ｐ，１

０

ｄξ
ｋ（φ０）

＋

∫
　ｔ　Ｒ
－ｔ０－ｔＤ

ｔＰ，１

ｄ （Φ（ξ）－φ０）／Ｂ＋ｔＰ，［ ］１
ｋ［Φ（ξ）］

＝ｔ０

（４）

上式经化简可得

ｔＤ＋ｔＰ，１
ｋ（φ０）

＋１Ｂ∫
　φ　
Ｒ

φ０

ｄφ
ｋ（φ）

＝ｔ０ （５）

其中φ为积分变量；φＲ 为溶质流出色谱柱所对应的
流动相组成，即

φＲ＝φ０＋Ｂ（ｔＲ－ｔ０－ｔＤ－ｔＰ，１） （６）

定义函数

Ｆ（φＲ，Ｂ）＝
ｔＤ＋ｔＰ，１
ｋ（φ０）

＋１Ｂ∫
　φ　
Ｒ

φ０

ｄφ
ｋ（φ）

－ｔ０＝０

（７）

应用隐函数求导法则［１５］并根据（５）式可得

ｄφＲ
ｄ　Ｂ ＝－

　Ｆ／Ｂ
Ｆ／φＲ　

＝

　∫
　φ　
Ｒ

φ０

ｄφ
ｋ（φ）

Ｂ２

１／［Ｂｋ（φＲ）］　
＝

　 ｔ０－
ｔＤ＋ｔＰ，１
ｋ（φ０［ ］） Ｂ

１／［Ｂｋ（φＲ）］　
＝ｋ（φＲ）ｔ０－

ｔＤ＋ｔＰ，１
ｋ（φ０［ ］）

（８ａ）

或者

ｄφＲ
ｄ　Ｂ ＝

ｋ（φＲ）
ｋ（φ０）

［ｔ０ｋ（φ０）－（ｔＤ＋ｔＰ，１）］＝

ｋ（φＲ）
ｋ（φ０）

［ｔＲ０－（ｔＤ＋ｔＰ，１＋ｔ０）］
（８ｂ）

其中ｔＲ０为溶质在初始流动相组成（φ０）中的保留时
间。（８）式揭示了当溶质在梯形梯度坡度上流出时
所对应的流动相组成（φＲ）与梯度斜率之间的关系。

１．２　溶质在梯形梯度最后一个等度区间内流出时
的情形

　　在该情形中，ｔＲ－ｔ０－ｔＤ＞ｔＰ，２，（２）式可写为

·４５７·
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ｔＤ
ｋ（φ０）

＋∫
　ｔ　Ｐ，１

０

ｄξ
ｋ（φ０）

＋

∫
　ｔ　Ｐ，２

ｔＰ，１

　ｄ （Φ（ξ）－φ０）／Ｂ＋ｔＰ，［ ］１
ｋ［Φ（ξ）］　

＋

∫
　ｔ　Ｒ
－ｔ０－ｔＤ

ｔＰ，２

ｄξ
ｋ（φ２）

＝ｔ０

（９）

经化简可得

ｔＤ＋ｔＰ，１
ｋ（φ０）

＋１Ｂ∫
　φ　
２

φ０

ｄφ
ｋ（φ）

＋ｔＲ－ｔ０－ｔＤ－ｔＰ，２ｋ（φ２）
＝ｔ０

（１０）
根据图１有

ｔＰ，２＝ｔＰ，１＋φ２
－φ０
Ｂ

（１１）

将（１１）式代入（１０）式，经过整理可得

ｔＲ＝ａＢ ＋ｂ
（１２）

其中

ａ＝φ２－φ０－ｋ（φ２）∫
　φ　
２

φ０

ｄφ
ｋ（φ）

（１３）

ｂ＝（ｔＤ＋ｔＰ，１）１－
ｋ（φ２）
ｋ（φ０［ ］） ＋ｔ０［１＋ｋ（φ２）］

（１４）
当φ０ 和φ２ 保持不变而仅改变梯度的斜率时，由
（１３）和（１４）式可知斜率ａ和截距ｂ均为常数。因
此，在该情形中由（１２）式可知保留时间将与梯度斜
率的倒数呈线性关系。

表１　联苯在梯形梯度坡度上流出时的梯度条件及实验数据
Ｔａｂｌｅ　１　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄａｔａ　ｆｏｒ　ｂｉｐｈｅｎｙｌ　ｅｌｕｔｅｄ　ａｔ　ｔｈｅ　ｓｌｏｐｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌａｄｄｅｒ－ｌｉｋｅ　ｇｒａｄｉｅｎｔ

Ｎｏ． Ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｐｒｏｆｉｌｅａ Ｂ　 ｔＲ／ｍｉｎ φＲｂ ΔφＲ／ΔＢ　ｃ　ｄφＲ／ｄＢ　ｄ　 ＲＥ／％ｅ

１　 ０　ｍｉｎ，０．６０；５　ｍｉｎ，０．６０；２０　ｍｉｎ，０．９０；２５　ｍｉｎ，０．９０　 ０．０２０　 １８．４７７　 ０．７７７　 ４．０６６　 ３．９３８　 ３．２５
０ｍｉｎ，０．６０；５　ｍｉｎ，０．６０；１７　ｍｉｎ，０．９０；２５　ｍｉｎ，０．９０　 ０．０２５　 １７．５１９　 ０．７９７

２　 ０　ｍｉｎ，０．５０；１０　ｍｉｎ，０．５０；３０　ｍｉｎ，０．９０；４０　ｍｉｎ，０．９０　 ０．０２０　 ２８．６３６　 ０．７８０　 ５．２２５　 ５．０８３　 ２．７９
０ｍｉｎ，０．５０；１０　ｍｉｎ，０．５０；３２　ｍｉｎ，０．９０；４０　ｍｉｎ，０．９０　 ０．０１８　 ２９．５１５　 ０．７７１

　ａ．ｓｅｅ　Ｆｉｇ．１．ｂ．ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　Ｅｑ．（６）．ｃ．ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄａｔａ．ｄ．ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　Ｅｑ．（８ａ）ｗｈｅｒｅ　ｋ（φＲ）ｉｓ　ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ
ｔｈｅ　ｌｎ　ｋ－φｐｌｏｔ　ａｔ　ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　ｏｆ　ｔｈｅφＲｖａｌｕｅｓ．ｅ．ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｒｒｏｒ　ｂｅｔｗｅｅｎΔφＲ／ΔＢａｎｄ　ｄφＲ／ｄＢ．

２　实验部分

２．１　仪器、试剂与材料

　　日本岛津（Ｓｈｉｍａｄｚｕ）Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ液相色谱系
统，包括两个ＬＣ－２０ＡＴ输液泵，一个ＳＩＬ－２０Ａ自动
进样器，一个ＳＰＤ－２０Ａ紫外检测器，一个ＣＴＯ－２０ＡＣ
柱温箱，以及ＬａｂＳｏｌｕｔｉｏｎｓ色谱工作站等。

　　联苯（纯度９９％）和尿嘧啶（纯度９９％）均购自常
州润友商贸公司。Ｕｌｔｉｍａｔｅ　ＸＢ　Ｃ１８色谱柱购自月
旭材料科技（上海）有限公司。甲醇为色谱纯。实验
用水为超纯水。

２．２　色谱条件

色谱柱：Ｕｌｔｉｍａｔｅ　ＸＢ　Ｃ１８柱，１５０　ｍｍ×４．６
ｍｍ，５μｍ。流动相：甲醇和水的混合液。柱温为

３５℃；流速为１．０　ｍＬ／ｍｉｎ；波长为２５４　ｎｍ；进样量
为５μＬ。

２．３　实验步骤

　　样品溶液的配制：取尿嘧啶和联苯适量，用

６０％甲醇水溶液配成质量浓度均为２０　ｍｇ／Ｌ的溶
液。

　　死时间的测定［１６］：以甲醇为流动相，测定尿嘧
啶在色谱柱上的保留时间。然后用一个二通管替换
色谱柱，测定尿嘧啶在通过进样阀到检测器之间管
路所经历的时间（ｔｔｕｂ）。从尿嘧啶的保留时间中扣
除ｔｔｕｂ即得ｔ０，实验值为１．６４９　ｍｉｎ。

　　梯度延迟时间的测定［１７］：用二通管替换色谱
柱。将水置于Ａ贮液瓶中，甲醇置于Ｂ贮液瓶中，

检测波长设为２０５　ｎｍ。以１００％Ａ瓶溶剂为初始流
动相，在２　ｍｉｎ时迅速将Ｂ瓶溶剂的比例提高至

４０％，通过色谱工作站记录流出曲线，并做一级微
商，取其顶点所对应的时间减去ｔｔｕｂ＋２即得ｔＤ，实
验值为２．９７２　ｍｉｎ。

　　保留时间的测定：以联苯为测试样品，测定其在
不同比例的流动相组成以及梯度条件下的保留时

间，扣除ｔｔｕｂ即得ｔＲ。

３　结果与讨论

３．１　（８）式所揭示的梯形梯度洗脱的特点

　　通过实验对（８）式的正确性进行了验证。首先，

在等度洗脱的模式下，测定了联苯的保留因子与流
动相组成之间的关系，实验结果见图２。从图２可
见，ｌｎ　ｋ与φ 之间呈现良好的线性关系，因此在本
文的色谱体系中联苯的保留行为符合ＬＳＳ模型。
然后，在表１所示的梯形梯度条件下测定了联苯的
保留时间，由（６）式计算得到φＲ 值，并根据每一组梯
度实验得到的φＲ 和Ｂ 值的差异计算得到ΔφＲ／ΔＢ
值。将该实验值与通过（８ａ）式计算得到的理论值
（ｄφＲ／ｄ　Ｂ）进行比较，发现二者基本吻合，从而验证
了（８）式的正确性。需要指出，（８）式同样也适用于

·５５７·
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图２　联苯的ｌｎ　ｋ－φ曲线
Ｆｉｇ．２　Ｐｌｏｔ　ｏｆ　ｌｎ　ｋ　ｖｓφｆｏｒ　ｂｉｐｈｅｎｙｌ

　Ｓｙｍｂｏｌｓ：ｏｐｅｎ　ｃｉｒｃｌｅ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｖａｌｕｅ；ｓｏｌｉｄ　ｌｉｎｅ，ｔｈｅ　ｌｉｎｅａｒ
ｆｉｔ　ｔｏ　ｄａｔａ．Ｔｈｅ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｆｉｔ　ｉｓ　ｌｎ　ｋ＝８．７５３－
９．６３７φ，ｒ＝０．９９９．

非线性溶剂强度模型，因此有着较宽的应用范围。

　　从（８ｂ）式可知，当溶质在梯形梯度的坡度上流
出时，方程等号的右边将始终大于零，即有ｔＲ０＞ｔＤ
＋ｔＰ，１＋ｔ０。这是因为，图１中点（ｔＰ，１，φ０）所对应的

流动相组成到达色谱柱末端的时间为ｔＤ＋ｔＰ，１＋
ｔ０。如果ｔＲ０＜ｔＤ＋ｔＰ，１＋ｔ０，这就意味着溶质将始
终处于初始流动相之中，即溶质将会在梯形梯度的
第一个等度区间内流出色谱柱，显然这与溶质在坡
度上流出的前提条件不符合。因此，（８）式等号的右
边将始终大于零。这一结果表明，当增加梯形梯度
的斜率时，溶质流出色谱柱所对应的流动相组成也
将随之增加。该结论也与表１所得到的实验结果相
吻合。

３．２　（１２）式所揭示的梯形梯度洗脱的特点

　　由（１２）式可知，如果溶质在梯形梯度的最后一
个等度区间内流出色谱柱，同时φ０ 和φ２ 不变而仅
有梯度的斜率发生变化时，溶质的保留时间将与梯
度斜率的倒数呈线性关系。为了验证这一结论，实
验中设计了两组梯形梯度条件，见表２。将实验测
得的保留时间（ｔＲ）对梯度斜率的倒数（１／Ｂ）进行线
性回归，得到的相关系数（ｒ）均接近于１，这一结果
验证了（１２）式的正确性。

表２　联苯在梯形梯度最后一个等度区间流出时的梯度条件及实验数据
Ｔａｂｌｅ　２　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄａｔａ　ｆｏｒ　ｂｉｐｈｅｎｙｌ　ｅｌｕｔｅｄ　ａｔ　ｔｈｅ　ｌａｓｔ　ｉｓｏｃｒａｔｉｃ

ｓｅｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌａｄｄｅｒ－ｌｉｋｅ　ｇｒａｄｉｅｎｔ

Ｎｏ． Ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｐｒｏｆｉｌｅ　 １／Ｂ　 ｔＲ／ｍｉｎ　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ
１　 ０　ｍｉｎ，０．６０；１　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 １０　 １５．５８４

ｔＲ ＝０．０３３８／Ｂ ＋１５．
２３５，

０ｍｉｎ，０．６０；２　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 ２０　 １５．９２７　 ｒ＝０．９９９
０ｍｉｎ，０．６０；３　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 ３０　 １６．２２０
０ｍｉｎ，０．６０；５　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 ５０　 １６．９１０
０ｍｉｎ，０．６０；７　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 ７０　 １７．６１８

２　 ０　ｍｉｎ，０．６０；１　ｍｉｎ，０．６０；２　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 １０　 １６．０８６
ｔＲ ＝０．０３４９／Ｂ ＋１５．
７２６，

０ｍｉｎ，０．６０；１　ｍｉｎ，０．５０；３　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 ２０　 １６．４２４　 ｒ＝０．９９９
０ｍｉｎ，０．６０；１　ｍｉｎ，０．５０；４　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 ３０　 １６．７５９
０ｍｉｎ，０．６０；１　ｍｉｎ，０．５０；６　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 ５０　 １７．４６２
０ｍｉｎ，０．６０；１　ｍｉｎ，０．５０；８　ｍｉｎ，０．７０；２５　ｍｉｎ，０．７０　 ７０　 １８．１７６

　　从（１４）式可知，回归方程的截距将与梯形梯度
第一个等度区间的终点时间（ｔＰ，１）、梯度延迟时间
（ｔＤ）、死时间（ｔ０）以及溶质在初始和终止流动相中
的保留因子（ｋ（φ０）和ｋ（φ２））相关。将（１４）式转化
可得

ｔＤ＝
ｂ－ｔ０［１＋ｋ（φ２）］
１－ｋ（φ２）／ｋ（φ０）

－ｔＰ，１ （１５）

将表２中的２组ｔＰ，１、ｂ 值以及实验测得的ｔ０、ｋ
（φ０）和ｋ（φ２）值分别代入（１５）式，计算得到的ｔＤ 值
分别为３．１８３和２．９７３　ｍｉｎ，这与实验测得的２．９７２
ｍｉｎ接近，从而进一步验证了（１２）式的正确性。

４　结论

　　在不指定溶剂强度模型形式的前提下，探讨了
梯形梯度洗脱的一些特点。对于溶质在梯形梯度坡
度上流出时的情形，推导得到的（８）式表明溶质流出

色谱柱所对应的流动相组成将会随着梯度斜率的增

加而增加。而对于溶质在梯形梯度最后一个等度区
间内流出时的情形，推导得到的（１２）式表明，如果初
始和终止流动相组成保持不变而仅有梯度的斜率发

生变化时，溶质的保留时间将与梯度斜率的倒数呈
线性关系。实验中以联苯为样品，Ｃ１８柱为固定相，
甲醇－水为流动相，测定了不同梯形梯度条件下的保
留时间，所得到的实验值与理论值相吻合，从而验证
了上述方程的正确性。由于推导过程中没有指定溶
剂强度模型的数学形式，这些结果将同样适用于非
线性溶剂强度模型时的情形（即ｌｎ　ｋ－φ曲线为非线
性）。在一些实验中，样品在乙腈／水（或缓冲溶液）
等流动相体系中会表现出非线性溶剂强度的特点。
对于这类情形本文得到的公式将同样适用。这将有
助于帮助人们深入认识梯形梯度洗脱的一些特点，
从而更好地将其应用于实践之中。

·６５７·
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［１５］　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｔｏｎｇｊｉ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ．Ａｄｖａｎｃｅｄ

Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ．３ｒｄ　ｅｄ．Ｓｈａｎｇｈａｉ：Ｈｉｇｈ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ　Ｐｒｅｓｓ（同济

大学数学教研室．高等数学．３版．上海：高等教育出版社），

１９９３
［１６］　Ｓｔａｎｌｅｙ　Ｂ　Ｊ，Ｓａｖａｇｅ　Ｔ　Ｌ，Ｇｅｒａｇｈｔｙ　Ｊ　Ｊ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，１９９８，７０

（８）：１６１０
［１７］　Ｎｉｋｉｔａｓ　Ｐ，Ｐａｐｐａ－Ｌｏｕｉｓｉ　Ａ，Ａｇｒａｆｉｏｔｏｕ　Ｐ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ａ，

２００６，１１２０（１／２）：２９９

·７５７·


