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第7章 色谱法导论
（ ）

• 7.1 概述

• 7.1.1色谱分析法简介
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（流动相）
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1906年，
Tswett 研究植
物色素分离，
提出色谱法概念；



保罗·卡勒（Paul 
Karrer），瑞士化学家，
植物色素、维生素研究
1937年获诺贝尔化学
奖。

✓ 1931年，R.库恩才发现茨维特所发明色谱法的重要性，此法才得到普遍的推广
和应用；

✓ 凭借对色谱法的运用，卡勒与库恩分别于1937年，1938年荣获科学界的巅峰之
奖——诺贝尔化学奖

里夏德·库恩
奥地利-德国化学家；
胡萝卜素结构方面的
研究；
1938年度的诺贝尔化
学奖金



色谱法的发展

色谱分析法=色谱法+定性与定量分析各组分
➢ 色谱技术：由色谱法→色谱分析法
➢ 分离物类型：由“有色” →“无色”
➢ 流动相：由液体→气体→超临界流体
➢ 固定相：由固体→液体
➢ 分离机理：由利用吸附差异

→利用其他性能差异
➢ 联用技术：由单型色谱分析

→色谱与其他分析技术的联用分析



7.1.2 色谱法分类

分类依据 色 谱 名 称

流动相状态 气相色谱、液相色谱、超临界流体色谱

固定相状 气固色谱、气液色谱、 液固色谱、液液色谱

操作形式 柱色谱、平板色谱（纸色谱和薄层色谱）

分离原理 吸附色谱、分配色谱、 离子交换色谱、 凝
胶色谱

分析目的 分析色谱法、制备色谱法



7.1.3 色谱法的的基本概念

三要素：
横坐标：组分出峰时间（min）
纵坐标：响应值（即组分的峰面积A 或峰高h）
每个峰：表示一个完整结构的待分离纯组分。

得到哪些
信息？

1. 色谱图



2.色谱图中的重要信息

➢ 基线

➢ 保留时间 tR 或保留体积 VR

➢ 死时间或死体积

➢ 峰高 h 或峰面积A 

➢ 峰形（峰宽）

➢ 分离度 R 

➢ 色谱峰的个数



（1）基线
• 只有流动相而没有组分通过检测器时的色谱曲线。

• 它反映了检测器稳定性随时间变化 而变化的情况。

➢ 不正常基线会出现漂移/噪声



（2）峰宽

• 峰底宽Wb、峰半宽W1/2、标准偏差
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（3）保留时间tR 或保留体积 VR

➢组分从进样到出现峰最大值时所需的时间（tR）或

流动相的体积（VR）。是色谱定性的指标！

（4）死时间t0或死体积V0：

➢流动相流过色谱柱的时间或体积
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（5）峰高 h 或峰面积A

——作为色谱定量的指标！



（6）峰形（峰宽）

• 评价色谱柱分离效能（柱效）的依据。

• 峰形（峰宽）越窄，说明柱效越高



（7）分离度 R 
➢能表明色谱柱对各组分的选择性。

➢是评价色谱分离条件选择是否适宜的指标。

✓ R < 1  时，两峰未能完全分离；

✓ R=1.5 时可以认为两峰完全分离了。
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（8）色谱峰的个数 根据色谱峰的个数，可
以判断样品 中所含组分的最少个数。



7.1.4 色谱分配平衡

➢分配平衡：

色谱分析中，在一定温度下，组分在固定相
和流动相之间所达到的平衡。

分配平衡用以下两个参数来表示：

✓分配系数 K 

✓分配比（容量因子 kˊ）



• （1）分配（分布）系数K （热力学因子）

指组分在两相之间分配达到平衡时，该组分在
固定相和流动相中的浓度之比。 即
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（2）分配比（保留因子，容量因子kˊ）
指组分在两相中分配达到平衡时， 组分在固定

相与流动相中的质量之比 （或分子数之比，热力学
因子）。
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✓反映溶质与固定相、流动相作用力差别。



（3）混合组分的色谱分离过程

色谱分离过程示意图

➢ 色谱分离——是色谱体系热力学过程和动力学过程的综合表现；



➢热力学过程—是指与组分在体系中分配系数相关
的过程即各组分应具有不同的K值，是实现色谱良
好分离的内因！

➢动力学过程—是指组分在该体系两相间扩散和传
质的过程。 即决定了分离效能，柱效要高；

➢ 流动相的不间断流动是实现色谱良好分离的外因

➢ 色谱体系运行特点：

✓ 差速迁移-不同组分迁移速率不同；
✓ 分子分布离散-同种组分分子在迁移过程中分布空间扩展



7.2 色谱分析的基本理论

• 7.2.1塔板理论（热力学）

• 7.2.2速率理论 （动力学）



7. 2.1塔板理论（热力学）

✓ 设色谱柱的总长度为 L，每一
块塔板高度为 H， 则色谱柱中
的塔板（层）数 n 为：

✓ n 和 H 可以作为描述柱效能的指标。 n越大，H
越小，柱效能越高，分离得越好。

✓ 将色谱柱想象为一个精馏塔



➢ 塔板理论的贡献在于： 提出n 和 H 可作为有效评价柱
效能的指标；

➢ 不足：基于一些假设

✓ 迅速平衡假设 ：两相间瞬间达到平衡

✓ 间歇前进假设 ：流动相脉冲式间歇前进

✓ 无纵向扩散假设 ：忽略分子纵向扩散

✓ 分配系数恒定假设 ：在每个板上分布系数不变

?无法解释为什么同一色谱柱在不同的流速下的柱效不同

?未能指出影响柱效的因素及提高柱效的途径和方法。



7.2.2速率理论（动力学）

1.速率理论方程（范第姆特方程 , Van  Deemter

equation）
Cu

u

B
AH ++=

式中 u—流动相流动的线速度

（1）涡流扩散项 A 
（2）分子扩散项 B/u 
（3）传质阻力项 Cu, C=Cs+Cm

✓ H 也称为塔板高度，区别于塔板理论，单位柱长统计意义
的分子离散度，作为柱效指标 ；

✓ 只有这三项都比较小的时候，H才比较小，峰型才能变窄，
柱效才能提高；



（1）A—涡流扩散项：

指固定相填充不均匀引起的扩散

pdA 2=

——为填充的不
规则因子

dp——固定相颗
粒粒径

✓ 固定相颗粒越小 d p ↓，填充的越均匀， A ↓， H ↓，
n ↑  （空心毛细管柱 A=0）



（2）分子扩散项

试样分子沿色谱柱轴向扩散引起的色谱谱带展宽

B = 2 r Dm/u

r—弯曲因子，填充柱 r < 1，
空心柱r = 1

Dm —组分在流动相中的
扩散系数

✓ 柱内组分存在着浓度差；
✓ 扩散导致色谱峰变宽；
✓ 与流速有关，流速↓， 滞留时间↑，扩散↑；
✓ 扩散系数： D g ∝( M 载气)-1/2 ； M 载气↑，Dm↓，B 值↓。

⚫ 由于组分在液相中的扩散系数只有气体中的1/105，因此在
液相色谱中B可以忽略。



（3）传质阻力项（Cu）— C = Cm+Cs

✓Cm 指组分分子从流动相移向固定相表面进行两相之间的质
量交换时所受到的阻力（即流动相传质阻力）。

✓ Cs  指组分分子随流动相进入固定相之后扩散到固定相内
部，达到分配平衡后，又回到界面，再逸出界面，被（新
的）流动相带走这一过程所受到的阻力(即固定相传质阻
力）。
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q 和  为与两相的构型和性质有关的常数

dp 和 df 为固定相颗粒直径和固定液膜的厚度

Ds和Dm 为溶质在固定相内和流动相内的扩散系数

！！如何降低流动相的传质阻力?

✓降低 d f （固定相的液膜厚度）; 增大 D s （提高柱温）;
✓采用粒度小（ d p 小）的固定相；扩散系数Dm大（即相对

分子质量小）的气体（如氢气）做载气;



综上所述，速率方程为：
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问题：

1、怎样装柱才能使色谱柱的效率提高？

2、如何获得色谱最佳流速？

➢速率理论的要点：

✓A、B、C三项因素是造成色谱峰扩展，柱效下降的主要原因。

✓范第姆特方程是指导选择分离操作条件的依据！



（1）流动相流速
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➢ u<uopt,H=A+B/u;

➢ u>uopt,H=A+Cu;



✓ 液相色谱柱效主要受传质阻力影响，流速越高，柱效越低。故
采用低粘度溶剂作为流动相，提高扩散系数提高柱效。



（2）填料粒径

• 填料粒度降低，柱效提高；
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（3）色谱柱温

✓ 影响Dm和Ds；
✓ 对分子扩散和传质阻力影响互相矛盾；
✓ 选择合适温度；



7.3 色谱定性和定量分析方法

7.3.1色谱定性方法

➢ 利用纯物质保留值（tR）定性
➢ 与其它方法或仪器联合定性
➢ 利用检测器的选择性定性



1.利用纯物质保留值（tR）定性：

➢ 即在一定的色谱条件下，每组分的 tR表现出特征
值，可作为定性依据。

定性方法：
在相同色谱条件下，分别将标样和 试样进行色谱分

析，比较两者tR ，如果相同，即为同一种物质，进而
可以确定试样中的各组分。



有对应峰，其它五

➢ a,b,c,d,e有对应峰，其它无



2. 与其它方法或仪器联合定性

如 GC（HPLC、SFC）– MS        
GC （HPLC）– FTIR            
GC （HPLC）– NMR 等。

即综合利用色谱仪的高分辨能力与 质谱仪的高鉴
别能力，发挥两种仪器各 自的优点。



总离子
流 色 谱

6号峰的
质 谱 图



3. 利用检测器的选择性定性

• 利用各类化合物在不同的检测器上 的灵敏度差
别进行初步的分类定性；

• 如
✓GC-FID（火焰离子化检测器）：C 
✓GC-FPD（火焰光度检测器，flame 

photometric detector ）：P、S
✓GC-ECD（ 电子俘获检测器）：F、Cl、Br、I        
✓GC-NPD（氮磷检测器(nitrogen phosphorus 

detector）：N、P 



多检测器同时检测技术－串联检测

FID, ECD, NPD 或
FPD 
同 PID 串联



啤酒中二酮的检测

FID/ ECD/FPD配置



7.3.2色谱定量方法

1.定量依据：
在相同的色谱条件下，被测组分的 质量 mi 与对

应峰的检测器响应值（峰面积 Ai 或峰高 hi ）成
正比，

其数学表达 式为：

mi = fi Ai 或 mi = f i hi

（ fi简称校正因子）



2、定量方法

色谱定量方法

归一化法（GC）

内标法

外标法

单点校正法

多点校正法



➢ 定量方法-内标法：

在出现下列情况时，可采用内标法定量。
✓ 样品中组分不能全部出峰；
✓ 检测器不能对各个组分均产生信号；
✓ 只需测定样品中的某几个组分。

即 mi / ms = Ai fi / As fs

wi = mi / m = Ai fi ms / As fs m 

式中fs=1；（测定校正因子标准物和内标物为同一化合物）；
m为试样质量；mi-组分质量；ms-内标物

✓ fi即相对校正因子，可以通过标样测得， 或通过
内标标准曲线直接校正，所以内标法也 称为内
标标准曲线法。



内标物的选择应考虑

✓是试样中不存在的纯物质；
✓其含量应与待测组分含量接近；
✓内标物的出峰位置应在待测组分附近，但又能

分离开。

⚫优点：定量准确，操作条件对测定的准
确度影响不大。

⚫ 不足：必须准确称量试样和内标物； 选择合
适的内标物比较困难。

常用于定量要求较高的测定！



➢ 定量方法-归一化法：

✓ 优点：简便、准确，对操作条件的控制要求不苛刻；
✓ 不足：在试样 n个组分不能全部出峰时不能使用。
✓ GC定量方法！（如测定烷烃类化合物，校正因子相近）
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➢ 定量方法-外标法

✓单点校正法

✓多点校正法

• 优点：不需要校正因子，适合测定大批量
样品。

• 不足：对操作条件的稳定性和进样量的重
现性要求较高。



单点校正



单组分标准曲线法

m= f A （或f h) 
多点校正

多组分标准曲线法



本章重点

• 色谱法的分类；

• 色谱流出线特征及相关参数；

• 色谱分配理论及相关表征参数；

• 色谱法塔板理论；

• 色谱法速率理论；

• 提高色谱法柱效的方法；

• 色谱法定性和定量分析方法；



• 用色谱方法进行蔬菜农药残留检测的流程？

• 作业：17-8,17-9,17-10,17-12,17-20








