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液相色谱梯度洗脱中的谱带压缩效应
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摘要：谱带压缩效应是梯度洗脱区别于等度洗脱的重要特征。 经典的范德姆特（ｖａｎ Ｄｅｅｍｔｅｒ）理论塔板高度方程

基于等度洗脱推导得到，因此不能对谱带压缩效应进行描述。 在梯度洗脱中，保留因子（ｋ）会随流动相组成（φ）的
改变而发生变化，这就使得对梯度洗脱机理的研究要比等度洗脱复杂许多。 该文对近 １０ 年来谱带压缩效应的研

究进展，特别是溶剂强度模型（即描述 ｌｎ ｋ 与 φ 关系的数学表达式）的非线性特征对谱带压缩因子（Ｇ）的影响进行

了述评，指出为了更好地认识谱带压缩效应需要将这种非线性因素考虑在内。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＬＣ ）； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ； ｐｅａｋ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｓｏｌｖｅｎｔ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｍｏｄｅｌ

　 　 等度洗脱和梯度洗脱是液相色谱的两种基本操

作模式。 在等度洗脱中，实验参数如流动相组成

（即强洗脱溶剂在流动相中的体积分数，φ）等为一

常数。 在梯度洗脱中，φ 则会随时间（ ｔ）的改变而发

生变化。 与等度洗脱相比，梯度洗脱有助于缩短分

析时间，减少色谱峰的宽度，在实践中有着广泛应

用［１，２］。 然而溶质的保留因子（ｋ）以及传质系数，如
溶质沿色谱柱轴向的扩散系数（Ｄ）以及在固定相和

流动相之间的吸附动力学系数（ｋｆ）等，也会随着 φ
的改变而发生变化。 在色谱理论中，色谱过程所涉

及的对流、扩散、吸附等可通过由偏微分方程组构成

的色谱模型进行描述［３，４］。 物理参数 ｋ、Ｄ、ｋｆ 等往

往出现在偏微分方程的系数之中。 对于等度洗脱，
这些参数为常数，因此等度洗脱所对应的色谱模型

为常系数偏微分方程组。 然而对于梯度洗脱，ｋ、Ｄ、
ｋｆ 则会随着 φ 的改变而发生变化，因此其所对应的

色谱模型为变系数偏微分方程组，这就增加了数学

分析的难度。
　 　 “谱带压缩效应”是梯度洗脱的重要特征。 在

梯度洗脱中，沿着流速方向，谱带后沿所处的流动相

洗脱强度将高于前沿。 因此，位于谱带后沿的溶质

的迁移速率快于前沿，进而导致谱带压缩。 在色谱

中，溶质的迁移速率等于 ｕ ／ （１＋ｋ），其中 ｕ 为流动

相的线性流速［３］。 因此，谱带压缩的程度与 ｋ 在谱

带区间的分布相关。 对于等度洗脱，ｋ 为常数，因此

谱带压缩效应在等度洗脱中并不存在。 经典的范德

姆特（ｖａｎ Ｄｅｅｍｔｅｒ）理论塔板高度方程基于等度洗

脱推导得到，因此并未包含谱带压缩效应的影

响［５］。 但是对于梯度洗脱，由范氏方程所描述的因

扩散或吸附等造成的谱带展宽现象（即理论塔板高

度 Ｈ＞０）依然存在。 在梯度洗脱中谱带压缩和谱带

展宽现象同时并存，这也增加了分离机理研究的难

度。 Ｇｒｉｔｔｉ 和 Ｇｕｉｏｃｈｏｎ［６，７］ 指出，目前对于谱带压

缩效应的研究尚未引起足够的重视。

１　 Ｐｏｐｐｅ 公式

　 　 对于最简单的梯度洗脱情形，梯度曲线为线性，
Φ（ ｔ）＝ φ０＋Ｂｔ （１）

其中，Φ（ｔ）为输入系统的流动相组成随时间 ｔ（ｍｉｎ）
变化的程序，φ０ 为初始流动相组成，Ｂ 为梯度斜率，
溶剂强度模型为 Ｓｎｙｄｅｒ 等［８，９］ 提出的线性溶剂强

度模型（ ｌｉｎｅａｒ ｓｏｌｖｅｎｔ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｍｏｄｅｌ， ＬＳＳＭ），
ｌｎ ｋ＝ ｌｎ ｋ０－Ｓφ （２）

其中，ｌｎ ｋ０ 和 Ｓ 为溶剂强度参数，Ｐｏｐｐｅ 等［１０］ 基于

平衡⁃扩散色谱模型（即将导致谱带展宽的所有传质

因素集中体现在轴向扩散系数 Ｄ 的大小上，通常用

符号 Ｄａ 替代 Ｄ［３，４］ ），推导得到第一个具有严格数

学意义，也是在 ２００８ 年之前唯一一个可用于谱带压

缩因子（Ｇ）计算的数学公式（以下简称 Ｐｏｐｐｅ 公

式） ［６］，

Ｇ＝
σＬ

ＨＬ
＝ ｐ２ ／ ３＋ｐ＋１

１＋ｐ
（３）

其中，σＬ 为色谱峰沿色谱柱轴向的标准偏差（ｃｍ），
Ｈ 为理论塔板高度（ｃｍ）， Ｌ 为色谱柱长（ｃｍ），参
数 ｐ 通过公式（４）进行计算，

·１１·



色 谱 第 ３９ 卷

ｐ＝
ｋφ０ＢＳｔ０
１＋ｋφ０

（４）

其中，ｔ０ 为死时间（ｍｉｎ）， ｋφ０为溶质在初始流动相

中的保留因子。 Ｐｏｐｐｅ 公式在推导的过程中还遵循

以下两个假设［６，１０］： （１）Ｈ 不随 φ 的改变而发生变

化；（２）梯度曲线在迁移过程中未发生变形，即固定

相对流动相组成溶剂的吸附可忽略不计。 在得到 Ｇ
值后，色谱峰宽（Ｗ）可通过下式进行计算：

Ｗ＝
４Ｇｔ０（１＋ｋφＲ）

Ｎ
（５）

其中，Ｎ 为色谱柱的理论塔板数（Ｎ ＝ Ｌ ／ Ｈ）， φＲ 为

溶质流出色谱柱时所对应的流动相组成，ｋφＲ为 φＲ

情形中的保留因子。 然而，实践中由公式（３） ～ （５）
计算得到的峰宽理论值往往小于实验测定值［１１，１２］。
Ｓｎｙｄｅｒ 等［１３］尝试引入经验参数 Ｊ，即将公式（５）中
的 Ｇ 替换为 ＧＪ，从而消除这种偏差。 然而，Ｊ 的物

理意义至今仍不明确，这在一定程度上限制了人们

对于谱带压缩效应的认识。

２　 Ｐｏｐｐｅ 公式的改进

　 　 在实践中 ｌｎ ｋ⁃φ 曲线往往呈现出非线性的特

征［１４，１５］。 Ｃａｒｒ 等［１６］ 指出，受制于 ＬＳＳＭ 的局限，著
名色谱软件 ＤｒｙＬａｂ 将无法准确预测梯度洗脱中的

色谱图。 为了更为准确地描述 ｌｎ ｋ 与 φ 之间的关

系，一些学者提出了具有如下形式的拟线性或非线

性溶剂强度模型［１７－１９］，
ｌｎ ｋ＝ ｌｎ ｋ０－Ｓ１φ＋Ｓ２φ２ （６）

ｌｎ ｋ＝ ｌｎ ｋ０－
Ｓ１φ

１＋Ｓ２φ
（７）

ｌｎ ｋ＝ ｌｎ ｋ０＋２ｌｎ（１＋Ｓ２φ）－
Ｓ１φ

１＋Ｓ２φ
（８）

其中，ｌｎ ｋ０、Ｓ１、Ｓ２ 为溶剂强度参数。 Ｎｅｕｅ 等［２０］ 通

过研究指出，为了正确认识梯度洗脱中的谱带压缩

效应，需要将 ｌｎ ｋ⁃φ 曲线的非线性特征考虑在内。
在计算中，Ｎｅｕｅ 等［２０］将 ｋφＲ的实验测定值替换基于

ＬＳＳＭ 得到的理论值，由此计算得到 Ｗ 的理论值与

实验值之间的误差可降低至 ７％。 Ｎｅｕｅ 等［２０］ 研究

工作的不足是尚未将 ｌｎ ｋ⁃φ 曲线的非线性特征对 Ｇ
值的影响进行校正。
　 　 作为对 Ｐｏｐｐｅ 工作的改进，Ｇｒｉｔｔｉ 和 Ｇｕｉｏ⁃
ｃｈｏｎ［６，７］基于非线性溶剂强度模型，以平衡⁃扩散色

谱模型为研究对象，探讨了 Ｇ 的通用数学表达式。
本文作者则根据传输色谱模型（即将导致谱带展宽

的所有传质因素集中体现在吸附动力学系数 ｋｆ 的

大小上，通常用符号 ｋｆＬ替代 ｋｆ
［３，４］ ）展开研究，得到

了具有如下形式的理论塔板高度方程［２１］，

Ｈａｐ ＝
Ｌσ２

ｔ

ｔ２Ｒ
＝
ｔ０ｋ２

φＲ

ｔ２Ｒ

Ｈφ０ｔＤ（１＋ｋφ０） ２

ｋ３
φ０

＋{

∫ ｔ Ｒ－ ｔ０－ ｔＤ

０

ＨΦ（ ｔ）［１＋ｋΦ（ ｔ）］ ２

ｋ３
Φ（ ｔ）

ｄｔ} （９）

其中，σｔ 为色谱峰沿时间坐标的标准偏差（ｍｉｎ），
ｔＲ 为保留时间（ｍｉｎ）， ｔＤ 为流动相从输液系统中的

混合器到达色谱柱入口所必需的时间（ｍｉｎ）， Ｈａｐ

为表观理论塔板高度（ｃｍ）， ｋ、Ｈ 中的下标为其所

对应的流动相组成。 公式（９）与 Ｇｒｉｔｔｉ 和 Ｇｕｉｏｃｈｏｎ
得到的结果基本一致［２２］。 不同之处在于公式（９）进
一步考虑了梯度延迟时间 ｔＤ 对色谱峰宽的影响。
在实践中，任何一台 ＨＰＬＣ 仪都不可避免地会存在

梯度延迟。 这就意味着在分离的过程中，在梯度曲

线追上溶质之前，溶质将会随着初始流动相在色谱

柱中进行迁移。 溶质在初始流动相中的迁移行为可

通过无量纲值 Ｚ０ ／ Ｌ ＝ ｔＤ ／ （ ｔ０ｋφ０）进行度量，其中 Ｚ０

为溶质随初始流动相在柱中的迁移距离（ｃｍ） ［２３］。
由于不同 ＨＰＬＣ 仪的 ｔＤ 都不一样，研究 ｔＤ 对溶质

色谱行为的影响对于分离结果的准确预测，以及分

析方法在不同仪器之间的转移将具有重要意义。
　 　 当 Ｈ 随 φ 的变化可忽略不计时，由公式（９）可
得到 Ｇ 的一个通用表达式［２３］，

Ｇ２ ＝
ｋ２
φＲ

ｔ０（１＋ｋφＲ） ２

ｔＤ（１＋ｋφ０） ２

ｋ３
φ０

＋{

∫ ｔ Ｒ－ ｔ０－ ｔＤ

０

［１＋ｋΦ（ ｔ）］ ２

ｋ３
Φ（ ｔ）

ｄｔ} （１０）

对于 Ｐｏｐｐｅ 所研究的 ＬＳＳＭ⁃线性梯度洗脱情形，由
（１０）式可得：

Ｇ２ ＝
ｔＤ

ｔ０ｋφ０
·ｑ２＋ １－

ｔＤ
ｔ０ｋφ０

æ

è
ç

ö

ø
÷ ·

１＋ｑ＋ｑ２

３
＝

１＋ｑ＋ｑ２

３
＋

ｔＤ
ｔ０ｋφ０

· （２ｑ＋１）（ｑ－１）
３

（１１）

其中， ｑ＝
１ ／ ｋφ０＋１
１ ／ ｋφＲ＋１

＝
１＋ｋφ０

ｋφ０ ／ ｋφＲ＋ｋφ０
（１２）

当 ｔＤ ／ （ ｔ０ｋφ０）被忽略不计时（Ｐｏｐｐｅ 在推导公式（３）
时采用了 Ｓｎｙｄｅｒ 等［８，９］提出的忽略了 ｔＤ ／ （ ｔ０ｋφ０）影
响的保留时间公式），由公式（１１）可得到 Ｐｏｐｐｅ 公

式（这时 ｑ＝ １ ／ （１＋ｐ）） ［２３］。 当 ｌｎ ｋ⁃φ 曲线的非线性

对 Ｇ 的影响被考虑在内时，如通过 Ｓｃｈｏｅｎｍａｋｅｒｓ

·２１·
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等［１７］提出的二次溶剂强度模型（ｑｕａｄｒａｔｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｍｏｄｅｌ， ＱＳＳＭ，即公式（６））描述 ｌｎ ｋ 与 φ

之间的关系，对于公式（１）描述的线性梯度洗脱，由
公式（１０）可得［２３］：

Ｇ２ ＝
ｋ２
φＲ

ｔ０（１＋ｋφＲ） ２

ｔＤ（１＋ｋφ０） ２

ｋ３
φ０

＋
π ／ Ｓ２

２Ｂｋ０
ｅｘｐ

Ｓ２
１

４Ｓ２

æ

è
ç

ö

ø
÷ ·

１
３ ｋ２

０

ｅｘｐ
Ｓ２

１

２Ｓ２

æ

è
ç

ö

ø
÷ ｅｒｆ［ ３Ｆ（φ０）， ３Ｆ（φＲ）］＋{{

２
ｋ０

ｅｘｐ
Ｓ２

１

４Ｓ２

æ

è
ç

ö

ø
÷ ｅｒｆ［ ２Ｆ（φ０）， ２Ｆ（φＲ）］＋ｅｒｆ［Ｆ（φ０），Ｆ（φＲ）］} } （１３）

其中， Ｆ（ｘ）＝
２Ｓ２ｘ－Ｓ１

２ Ｓ２

（１４）

基于公式（１３）计算得到的峰宽理论值与实验值更

为吻合［２３，２４］。 对于 Ｎｅｕｅ 等［２０］ 研究得到的实验数

据，当考虑 ｌｎ ｋ⁃φ 曲线的非线性，以及 Ｈ 随 φ 的变

化对 Ｇ 的影响时，计算得到的峰宽理论值与实验值

之间的误差可由 ７％ 降低至 ２％ ［２４］。 这一结果表明，
以往研究报道的梯度洗脱中峰宽的理论值与实验值

之间存在较大偏差（即通过 Ｓｎｙｄｅｒ 提出的经验参

数 Ｊ 进行衡量），可能更多的是由于计算方法不当

所致。

３　 理想情形中的谱带压缩效应

　 　 基于理想色谱模型对梯度洗脱的分离机理展开

研究，将有助于认识谱带压缩效应的极限情形［２５］。
在理想色谱模型中，引起谱带展宽的传质动力学因

素被忽略不计（即 Ｈ ＝ ０）。 因此，谱带在迁移的过

程中将仅受到谱带压缩效应的影响，压缩程度将最

大化。 对于分析型液相色谱（即溶质的浓度位于吸

附等温线的线性区间），假定进样函数是宽度为 Ｔ ｉｎｊ

的矩形进样。 对于理想情形中的等度洗脱，由于谱

带的形状不会随溶质在柱中的迁移而发生改变，因
此色谱柱出口处的谱带宽度（ＷＧ）将等于进样宽度

Ｔ ｉｎｊ。 而在梯度洗脱中，由于存在谱带压缩效应，ＷＧ

＜Ｔ ｉｎｊ。 对于理想情形中的梯度洗脱，定义 Ｇｉｄｅａｌ ＝
Ｔ ｉｎｊ ／ＷＧ。 当 Ｔ ｉｎｊ足够小时，可以证明［２４］

Ｇｉｄｅａｌ ＝
Ｔ ｉｎｊ

ＷＧ
＝
ｋφ０

ｋφＲ
（１５）

上式适用于任意形式的溶剂强度模型以及梯度曲

线。 需要注意，Ｇｉｄｅａｌ（ ＝ｋφ０ ／ ｋφＲ）出现在了（１２）式的

分母之中。 对于具有其他溶剂强度形式（如 ＱＳＳＭ）
的线性梯度洗脱，都可以将 Ｇ（Ｈ＞０）表达为 Ｇｉｄｅａｌ

（Ｈ＝ ０）的函数［２４］。

４　 结论

　 　 在实践中除了流动相组成梯度，还存在温度、

ｐＨ 值、离子强度等多种梯度形式。 例如，Ｇｒｉｔｔｉ［２６］

尝试设计了一种新的加热装置，从而实现温度沿色

谱柱轴向的梯度变化。 与等度洗脱相比，梯度洗脱

在增加分离操作灵活性的同时，也增加了理论研究

的难度。 虽然梯度洗脱的分离机理非常复杂，但是

其依然有规律可循。 通过对梯度洗脱中的谱带压缩

效应展开研究，将有助于深化人们对于梯度洗脱机

理的认识，从而为实践中色谱分离条件的选择提供

指导。
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