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第十二章 液相色谱法第十二章 液相色谱法

第一节   概述第一节   概述

第二节   柱色谱法第二节   柱色谱法

第三节   平面色谱法第三节   平面色谱法
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第一节 概述第一节 概述

色谱法 (chromatography) 又称层析法，是
一种依据物质的物理化学性质的不同 ( 如溶
解性、极性、离子交换能力、分子大小等 )
而进行的分离分析方法。 

一、 色谱法的产生和发展一、 色谱法的产生和发展
二、 色谱法的分类二、 色谱法的分类
三、 色谱法的基本原理三、 色谱法的基本原理
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一、 色谱法的产生和发展一、 色谱法的产生和发展

 俄国植物学家茨维特在俄国植物学家茨维特在 19061906 年使年使
用的装置，如图：   用的装置，如图：   

 起分离作用的柱子叫起分离作用的柱子叫色谱柱色谱柱

 固定不动的相，称为固定不动的相，称为固定相固定相

 携带试样混合物流过此固定相的流携带试样混合物流过此固定相的流
体相体相 (( 气体或液体气体或液体 ))  ，称为，称为流动相流动相
。。

色谱法是一种分离技术



一、色谱法的产生 : 分离植物色素
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二、 色谱法的分类二、 色谱法的分类

色
谱
色
谱

法法

LLC

分离分离
机理机理

液相色谱法液相色谱法

吸附色谱法

分子排阻色谱法分子排阻色谱法

两相两相
状态状态

分配色谱法

LSC

操作形式操作形式

气相色谱法气相色谱法 GSC
GLC

离子交换色谱法离子交换色谱法

纸色谱法纸色谱法

柱色谱法
薄层色谱法薄层色谱法
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三、 色谱法的基本原理三、 色谱法的基本原理

（一）（一） .. 色谱过程 色谱过程 
色谱法是一种分离技术，它是被

分离物质分子在两相间分配平衡
的过程。

以分离顺式和反式偶氮苯为例来
说明色谱过程
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 由于两组分的性质存在微小差异，因而吸附剂对它由于两组分的性质存在微小差异，因而吸附剂对它
们的吸附能力略有不同。经一段时间后，两组分的们的吸附能力略有不同。经一段时间后，两组分的
微小差异逐渐变大，最后彼此分离，而先后流出色微小差异逐渐变大，最后彼此分离，而先后流出色

谱柱。谱柱。  

色谱过程示意图色谱过程示意图
        11 、试样、试样

        22 、流动相、流动相

        33 、固定相、固定相

        44 、色谱柱、色谱柱

        55 、检测器、检测器
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小 ：色 程结 谱过小 ：色 程结 谱过

组分的结构和性质微小差异 →与固定组分的结构和性质微小差异 →与固定
相作用差异 →随流动相移动的速度不相作用差异 →随流动相移动的速度不
等→     差速迁移→色谱分离。等→     差速迁移→色谱分离。
两相及两相的相对运动构成了色谱法的基

础；色谱过程就是组分的分子在流动相和固
定相间多次“分配”产生“差速迁移”的
过程。
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（二）分配系数（二）分配系数 KK

 被分离组分以不同的程度分布在两相中，溶质既可被分离组分以不同的程度分布在两相中，溶质既可
进入固定相，也可进入流动相，这个过程叫进入固定相，也可进入流动相，这个过程叫分配分配

 分配系数分配系数 :: 在一定的温度和压力下，某组分在两相在一定的温度和压力下，某组分在两相
间的分配达到平衡时浓度（或溶解度）之比。间的分配达到平衡时浓度（或溶解度）之比。

组分在流动相中的浓度组分在流动相中的浓度
ccmm

组分在固定相中的浓度 组分在固定相中的浓度 ccssKK 

KK

吸吸附附色色谱谱：：吸吸附附平平衡衡常常数数
分分配配色色谱谱：：分分配配系系数数
离离子子交交换换色色谱谱：：交交换换系系数数
凝凝胶胶色色谱谱：：渗渗透透系系数数

(( 吸附系数吸附系数 ))
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（三）保留值（三）保留值

某组分从开始洗脱到从柱中被洗脱下来某组分从开始洗脱到从柱中被洗脱下来
所需要的时间称为保留时间所需要的时间称为保留时间 (retention (retention 
time)time) ，通常用符号“，通常用符号“ ttRR ” ” 表示。表示。

某组分从开始洗脱到从柱中被洗脱下来某组分从开始洗脱到从柱中被洗脱下来
所需要的流动相的体积称为保留体积所需要的流动相的体积称为保留体积
(retention volume)(retention volume) ，通常用符号“，通常用符号“ VVRR  

”” 表示。表示。

保留值是色谱法定性分析的基本参数。保留值是色谱法定性分析的基本参数。
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（四）分配系数与保留值的关系（四）分配系数与保留值的关系

 KK 值越值越大大，移动速度越，移动速度越慢慢， ， ttRR 越越长长，，

后后出柱出柱

 KK 值越值越小小，移动速度越，移动速度越快快， ， ttRR 越越短短，，

先先出柱出柱

混合物中各组分间的分配系数混合物中各组分间的分配系数 KK 相差越相差越
大，各组分越容易被分离大，各组分越容易被分离
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第二节 柱色谱法第二节 柱色谱法 @@

一、 液一、 液 -- 固吸附柱色谱法固吸附柱色谱法

二、 分配柱色谱法二、 分配柱色谱法

三、 离子交换柱色谱法三、 离子交换柱色谱法

四、 凝胶柱色谱法四、 凝胶柱色谱法

file:///E:/dms/res/suite/dis/2016/05/08/17/%E5%8D%8E%E4%B8%9C%E7%90%86%E5%B7%A5%E5%A4%A7%E5%AD%A6%E6%9C%89%E6%9C%BA%E5%AE%9E%E9%AA%8C%E8%A7%86%E9%A2%91%E6%9F%B1%E8%89%B2%E8%B0%B1_%E6%A0%87%E6%B8%85.flv
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一、 液一、 液 -- 固吸附柱色谱法固吸附柱色谱法
 （一）原理（一）原理

利用吸附剂对不同组分的吸附能力的差异进行分
离的一种色谱法。

吸附作用与吸附平衡
吸附平衡常数（吸附系数）

组分在流动相中的浓度组分在流动相中的浓度

组分在吸附剂中的浓度组分在吸附剂中的浓度
KK

 影响影响 KK 的因素的因素 :: 吸附剂的活性、组分和流动相的性质吸附剂的活性、组分和流动相的性质

 KK 的意义的意义 :: 组分的吸附系数组分的吸附系数 KK 越大，表示越容易被吸附越大，表示越容易被吸附
，保留时间越长，流出色谱柱就越慢。，保留时间越长，流出色谱柱就越慢。
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（二）吸附剂（二）吸附剂

 1.1. 对吸附剂的基本要求是：对吸附剂的基本要求是：
(1). 具有较大的表面积和足够的吸附能力

。
(2). 在所用的溶剂和洗脱剂中不溶解；不

与试样各组分、溶剂和洗脱剂发生化学反应
。

(3). 颗粒较均匀，有一定的细度，在使用
过程中不易破碎。

(4). 具有较为可逆的吸附性，既能吸附试
样组分，又易于解吸。

 目前最常用的吸附剂是硅胶和氧化铝，其次是聚酰目前最常用的吸附剂是硅胶和氧化铝，其次是聚酰
胺、活性炭，还有大孔吸附树脂等。胺、活性炭，还有大孔吸附树脂等。
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（三）流动相（三）流动相 (( 洗脱剂洗脱剂 ))  
洗脱剂的基本要求是：洗脱剂的基本要求是：

(1). 对试样组分的溶解度要足够大。
(2). 不与试样组分和吸附剂发生化学反应。
(3). 粘度小，易流动。
(4). 有足够的纯度。

流动相的选择应考虑下列因素：流动相的选择应考虑下列因素：
被分离物质的结构、流动相的极性与固定

相吸附力的关系
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（四）操作方法（四）操作方法

 1.1. 装柱装柱

 2.2. 加样加样

 3.3. 洗脱洗脱
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二、 分配柱色谱法二、 分配柱色谱法
  (( 一一 )) 分离原理分离原理

利用混合物中不同组分在两相溶剂中利用混合物中不同组分在两相溶剂中溶解溶解
性不同性不同 (( 分配系数不同分配系数不同 )) ，当流动相携带，当流动相携带
样品流经固定相时，各组分在两相间样品流经固定相时，各组分在两相间不断不断
进行溶解、萃取，再溶解、再萃取进行溶解、萃取，再溶解、再萃取。样品。样品
在色谱柱内经过无数次分配之后，而使分在色谱柱内经过无数次分配之后，而使分
配系数稍有差异的组分得到分离。配系数稍有差异的组分得到分离。
正相色谱：流动相的极性比固定相的极性弱
反相色谱：流动相的极性比固定相的极性强
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(( 二二 )) 载体（担体）载体（担体）

载体的作用载体的作用
在分配色谱中，载体起着负载或支持固定

液的作用
对载体的要求：对载体的要求：

惰性、纯净、颗粒大小适宜；既能吸附固
定液，又不吸附被分离的组分和流动相

常用的载体：常用的载体：
吸水硅胶、多孔硅藻土、纤维素粉、滤纸
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第三节 平面色谱法第三节 平面色谱法

一、 薄层色谱法一、 薄层色谱法

二、 纸色谱法二、 纸色谱法
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一、 薄层色谱法一、 薄层色谱法
(thin layer hromatography(thin layer hromatography ；； TLC)TLC)

 薄层色谱法：将薄层色谱法：将
固定相涂布成一固定相涂布成一
均匀薄层，在此均匀薄层，在此
薄层上进行分离薄层上进行分离
样品的方法。 样品的方法。 

 薄板：铺好固定薄板：铺好固定
相的板称为薄板。相的板称为薄板。

  

 特点：特点：
 快，需十至几十分钟，同时展开快，需十至几十分钟，同时展开

多个试样。多个试样。

 试样预处理简单，对试样限制少。试样预处理简单，对试样限制少。
  

 载样量比较大，适用于制备。 载样量比较大，适用于制备。 

 仪器简单，操作方便。仪器简单，操作方便。

 分离能力较强。 分离能力较强。 

 灵敏度较高。灵敏度较高。
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  分类分类
 薄层色谱流动相的移动是依薄层色谱流动相的移动是依
靠毛细作用。将试样点在薄靠毛细作用。将试样点在薄
板的一端，并将该端浸在作板的一端，并将该端浸在作
为流动相的溶剂（展开剂）为流动相的溶剂（展开剂）
中，随着溶剂向上的移动，中，随着溶剂向上的移动，
经过试样点时，带动试样向经过试样点时，带动试样向
上运动。上运动。

（一）、基本原理（一）、基本原理

薄层色谱法装置薄层色谱法装置
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1.1. 分离原理（吸附薄层色谱法）分离原理（吸附薄层色谱法）
@@

固定相——吸附剂
 流动相——液体，又称展开剂
 操作方式——薄层板上

原理原理
组分在薄层板上吸附、解吸附、再吸附、

再解吸附的过程。
 吸附系数不等产生差速迁移，吸附系数不等产生差速迁移， KK 值大的组分随展开值大的组分随展开

剂移动速度慢，在后；剂移动速度慢，在后； KK 值小的组分随展开剂移动值小的组分随展开剂移动
速度快，在前 。速度快，在前 。

 故薄层色谱又称敞开的柱色谱故薄层色谱又称敞开的柱色谱

file:///E:/dms/res/suite/dis/2016/05/08/17/%E8%96%84%E5%B1%82%E8%89%B2%E8%B0%B1%E6%B3%95%E7%9A%84%E6%93%8D%E4%BD%9C%E5%8F%8A%E5%BA%94%E7%94%A8_%E6%A0%87%E6%B8%85.flv
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2. 2. 比移值和相对比移值比移值和相对比移值

 比移值比移值 RRff

原点到溶剂前沿的距离原点到溶剂前沿的距离
原点到斑点中心的距离原点到斑点中心的距离ffRR

cc

bb
RRf(B)f(B) 

cc
aa

RR ))AA((ff 

a

b

c

溶剂前沿

起始线
A B



2016年十一月16日 24

比移值比移值 RR 意义：意义：
（（ 1)1) 可定性分析：条件一定时，可定性分析：条件一定时， RRff 是一是一

常数，结构不同的物质，性质不同，其常数，结构不同的物质，性质不同，其 RRff

值不同。值不同。 (( 故同一块薄层板中，同一个物质故同一块薄层板中，同一个物质
斑点不随展开时间长短变化而变化）　　斑点不随展开时间长短变化而变化）　　

（（ 2)2) 各组分的各组分的 RRff 值差越大，分离得越开值差越大，分离得越开
。。

 RRff 与分配系数与分配系数 KK 的关系的关系 ::

KK 大，组分在固定相中浓度大，移动速度慢大，组分在固定相中浓度大，移动速度慢
，， RRff 小。小。

要求：要求：
各组分的各组分的 RRff 在在 0.20.2 ～～ 0.80.8 之间，两种组分之间，两种组分

的的 RRff 差值大于差值大于 0.050.05
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RRff 的影响因素的影响因素
RRff 的影响因素的影响因素

（ 1) 吸附剂的吸附性能
（ 2) 展开剂的极性
（ 3) 薄层板中吸附剂的厚度
（ 4) 展开的时间 
（ 5) 色谱缸中蒸气的饱和程度

   RRff 的缺点：的缺点：

影响因素很多，很难得到重复的值 　



2016年十一月16日 26

相对比移值（相对比移值（ RRss ））

 RRff 小于小于 11 ，但，但 RRss 不一不一

定定
 RRss 在在 0~∞0~∞ 之间之间

若若 RRss=1=1 ，试样与对照，试样与对照

品一致品一致

原点到对照品斑点中心的距离原点到对照品斑点中心的距离
原点到样品组分斑点中心的距离原点到样品组分斑点中心的距离

ssRR

a

b

c

溶剂前沿

起始线
样品 对照品

bb

aa
RRss 
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(( 二二 )  )  吸附剂的选择吸附剂的选择

与柱色谱中的吸附剂相似，只是与柱色谱中的吸附剂相似，只是
颗粒更细。
分离效率比柱色谱高

常用的吸附剂有常用的吸附剂有
硅胶和氧化铝，颗粒在 200 目 ( 颗粒直径

在 10 ～ 40μm) 左右。
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(( 三三 )  )  展开剂的选择展开剂的选择
 薄层色谱中展开剂的选择原则与柱色谱中的洗脱剂薄层色谱中展开剂的选择原则与柱色谱中的洗脱剂

的选择原则相似。的选择原则相似。

 在薄层分离中一般各斑点的 在在薄层分离中一般各斑点的 在 0.20.2～～ 0.80.8 之间，各之间，各
组分 值之间应相差组分 值之间应相差 0.050.05 以上，否则易造成斑点重以上，否则易造成斑点重
叠。叠。

 薄层色谱法中常用的溶剂，按极性由弱到强的顺序薄层色谱法中常用的溶剂，按极性由弱到强的顺序

石油醚＜环己烷＜二硫化碳＜四氯化碳＜
三氯乙烷＜苯＜甲苯＜二氯甲烷＜氯仿＜乙
醚＜乙酸乙酯＜丙酮＜乙醇＜甲醇＜吡啶＜
水
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混合溶剂混合溶剂

先用单一溶剂展开，先用单一溶剂展开，
若 Rf值太小，则加入一定量极性强的溶剂，
如乙醇、丙酮等，

如果 Rf值太大，则加入适量极性弱的溶剂
(如环己烷、石油醚等 )，以降低极性。

还可加入一定比例的酸或碱 , 使斑点集中
。

若要改变比移值时，除了改变展开剂的若要改变比移值时，除了改变展开剂的
极性外，还可通过改变吸附剂的活性来极性外，还可通过改变吸附剂的活性来
调节。调节。
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(( 四四 )  )  操作方法操作方法

制板　均匀制板　均匀
 点样点样

距底边1.5 ～ 2cm处画
一条起始线 , 试样点的直
径一般应小于 0.5mm

 展开　展开　 (( 多种方式多种方式 )   )   
预饱和预饱和

显色显色
 定性、定量分析定性、定量分析



四、操作方法

1．制板

2．点样

3．展开

4．斑点定
位
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展开展开
展开的过程就是混合物分离的过程。

展开方式展开方式
(1)近似水平法； (2) 上行法；
(3) 多次展开法   (4)双向展开法
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显色（斑点定位）显色（斑点定位）
1. 直接观察 : 有色斑

点
2. 有些组份在紫外光

照射下产生荧光，可
在紫外灯下用铅笔将
组份斑点描绘出来。

3. 化学显色 : 常用的
方法有喷洒显色剂、
碘蒸气熏或氨水熏等



记录记录

可 光见

366nm

展 ： 仿开剂 氯 -甲
醇 -水  30： 10：
1

固定相：硅胶 G预
制板

色 ：显 剂 2% 二甲对
基 甲 的氨 苯 醛 40%

硫酸溶液 

品：制 及柴胡样 剂 对
照 材药
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通通用用型型

硫硫酸酸乙乙醇醇溶溶液液::对对大大多多数数有有机机物物能能显显示示出出不不同同颜颜色色

碘碘::对对许许多多有有机机物物可可显显色色，，如如生生物物碱碱、、氨氨基基酸酸

00..0055%%荧荧光光黄黄甲甲醇醇溶溶液液：：对对芳芳香香族族与与杂杂环环化化合合物物显显色色

专专属属型型

茚茚三三酮酮是是氨氨基基酸酸专专用用显显色色剂剂

三三氯氯化化铁铁－－铁铁氰氰化化钾钾是是含含酚酚羟羟基基物物质质的的显显色色剂剂

溴溴甲甲酚酚绿绿是是酸酸性性化化合合物物的的显显色色剂剂

显显

色色

剂剂

类类

型型

显显
色色
方方
式式

浸浸渍渍法法::适适用用于于软软板板

直直接接喷喷雾雾法法::适适用用于于硬硬板板
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定性与定量分析定性与定量分析

定性定性
比移值

定量分析定量分析
目视法
斑点洗脱法
薄层扫描法
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薄层色谱法的优缺点薄层色谱法的优缺点
 优点优点

薄层色谱法简单、方便、及操作费用低
  可以在一块薄板上同时展开多个试样。  
采用方形薄层板还可以方便的进行二维展

开，即按一般方法展开后，改变方向和展
开剂再次展开，进一步改善分离效果。

  试样一般不需要经过预处理即可分离。
 缺点缺点

分离效率较低，不适用挥发性试样分离。
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（五）、应用（五）、应用

薄层色谱法在染料、农药、医药、有机薄层色谱法在染料、农药、医药、有机
酸碱类化合物、糖类化合物、氨基酸、酸碱类化合物、糖类化合物、氨基酸、
蛋白质及中草药中有效成分的分离分析蛋白质及中草药中有效成分的分离分析
中经常被使用。也可以用于无机离子的中经常被使用。也可以用于无机离子的
分离。还经常作为高效液相色谱的一种分离。还经常作为高效液相色谱的一种
预试方法。预试方法。
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二、 纸色谱法二、 纸色谱法
（一）基本原理（一）基本原理

纸色谱法－－以滤纸作为载体的色谱法
固定相－－纸纤维上吸附的水

滤纸中的纤维素通常吸收 20%-25%的水分，
其中约 6%的水分子通过氢键与纤维素上的羟
基结合，在分离过程中不随有机溶剂流动，形
成纸色谱中的固定相；

流动相－－与水不相溶的有机溶剂
机理－－属于分配色谱
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