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• An essential condition for all fruitful research is to 
have at one‘s disposal a satisfactory technique. “Tout 
progres sctentific est un progres de methode”* as 
somebody once remarked. Unfortunately the 
methodology is frequently the weakest aspect of 
scientific investigations.

—M. S. Tswett

• * "All scientific progress is progress in a method." This 
statement is attributed to the French philosopher Rene Descartes 
(1596-1650), the author among others of the book Discours de la 
methode.



现代分析化学的特点和趋势：微型化

Lab-on-a-chip
微流控芯片技术

微全分析系统



现代分析化学的特点和趋势：高通量

Human Genome Project

基因组计划



Proteomics
蛋白质组学

现代分析化学的特点和趋势：全息化



色谱100年：我们身在何处？

历程

• 1900s-1940s 最初的发现、理论的建立

• 1940s-1960s 各种色谱技术相继建立

• 1970s-1980s 黄金发展阶段

• 1980s-1990s 毛细管电分离

• 1990s-2000s 微流控芯片、纳流液相色谱

• 2000s-2010s 多维分离、整体柱、超高压

• 2010s- 全新的分离概念、全新的分
离方式、超高分辨率、超高信息量

对象

•无明确对象

•石化工业

•药物分析与生化分析

•人类基因组计划

•蛋白质组计划，中药现代化

•系统生物学最关键技术

•推进分析科学进入全息分析时代



高效液相色谱的重要地位

• The expanding importance of HPLC research and application since 1966. (a) Number of 
HPLC-related publications per year; (b) total sales of HPLC equipment and supplies per 
year (approximate data compiled from various sources).

C. G. Horvath, S. R. Lipsky, 
Nature, 211 (1966) 748.

“The money spent 
annually on HPLC at the 
present time exceeds that
for any other analytical 
technique.”
---L.R. Snyder, 2010.



高效液相色谱的发展

1900s
Classical Liquid Chromatography

1940s
Paper / Thin Layer Chromatography

1960s
High Performance Liquid Chromatography



高效液相色谱的发展

Recent examples of HPLC capability. (a) Fast separation of six proteins, using gradient 
elution with a 150 × 4.6-mm column packed with 1.5-μm-diameter pellicular particles; (b) 
initial separation of peptides and proteins from human fetal fibroblast cell by gradient 
cation-exchange chromatography; (c) further separation of fraction 7 (collected between 
24–28 min) on a second column by gradient reversed-phase chromatography. 



高效液相色谱简史
• Early 1900s M. S. Tswett  第一次柱色谱实验
• Early 1940s A. J. P. Martin’s 分配色谱理论与纸色谱
• Late 1950s S. Moore，W. S. Stein 氨基酸分析仪

• 1966 两个课题组分别独立报道了HPLC

• 耶鲁大学 Csaba Horvath           维也纳大学 Josef Huber

• 1960s 两家公司推出液相色谱仪
• Waters Associates                       DuPont



分离时间
分离效能

50 Years of HPLC: 1960-2010

填料尺寸
色谱仪器

‘‘the most efficient columns. . . should be obtainable by using very small particles and 

high-pressure differences across the length of the column…’’ --- A. J. P. Martin, 1941



与液相色谱相关的分离技术

• 1960s以前
– 气相色谱, 1950s (Gas Chromatography, GC) 

• 气体样品，高柱效

– 薄层色谱, 1940s (Thin Layer Chromatography, TLC)
• 多样品，显色直视检测，低效，高效薄层色谱(HP-TLC)

• 1970s以后
– 超临界色谱, 1970s (Supercritical Fluid Chromatography, SFC)

• 仪器与HPLC类似，高温高压超临界流体（如CO2），HPLC与GC杂交技术, 天
然产物分析

– 毛细管电泳, 1980s (Capillary Electrophoresis, CE)
• 非色谱技术，高柱效，DNA 测序，手性分离（高效，手性选择剂），模式多

样，绿色

– 毛细管电色谱, 1990s (Capillary ElectroChromatography, CEC)
• 集色谱与电泳性质于一身（HPLC与CE杂交）,电渗驱动，高柱效，优势尚未

发挥，柱技术



主要的色谱与分离科学专业期刊

3.6         2.9        3.6        2.6        0.9        0.4

1.1         1.1        0.9        1.6        1.6
JCR IF 2007



高效液相色谱书库

• Journal of Chromatography Library: Elsevier



高效液相色谱书库

Chromatographic Science Series: CRC



高效液相色谱书库

• Advances in Chromatography: CRC



Practical HPLC Method Development, 2nd Edition
Lloyd R. Snyder, Joseph J. Kirkland, Joseph L. Glajch

HPLC Columns: Theory, Technology, and Practice
Uwe D. Neue

Introduction to Modern Liquid Chromatography, 3rd Edition
Lloyd R. Snyder, Joseph J. Kirkland, John W. Dolan



Bibles in Separation Science





今天的色谱学界在哪里？







HPLC大会系列



This conference originated in 1973.  Advances in the field of liquid-phase 
separations are highlighted at each meeting.  The meetings alternated 

between Europe and the United States with even years being in the US.

Year Location Chair(s)

2000 Seattle, USA Edward S. Yeung

2001 Maastrict, The Netherland Hans Poppe and Henk Lingeman

2001 Kyoto, Japan Nobuo Tanaka and Shigeru Terabe

2002 Montreal, Canada Irving W. Wainer

2003 Nice, France Antoine M. Siouffi

2004 Philadelphia, USA Mark R. Schure

2005 Stockholm, Sweden Douglas Westerlund

2006 San Francisco, USA John H. Frenz

2007 Gent, Belgium Jacques Crommen and Pat Sandra

2008 Baltimore, USA Georges Guiochon and Steven Jacobson

2008 Kyoto, Japan Koji Otsuka and Nobuo Tanaka

2009 Dresden, Germany Christian Huber

2010 Boston, USA Steven A. Cohen

2011 Budapest, Hungary Attila Felinger

2011 Dalian, China Yukui Zhang and Peter Schoenmakers

2012 Anaheim, USA Frantisek Svec

2013 Amsterdam, The Netherlands Peter Schoenmakers

2013 Hobart, Australia Paul Haddad

2014 New Orleans, USA J. Michael Ramsey



HPCE(MSB)大会系列



2000 Saarbrücken H. Engelhardt

2001 Boston B.L. Karger, W.S. Hancock

2002 Stockholm D. Westerlund

2003 San Diego A. Paulus, A.Guttman

2004 Salzburg W. Lindner

2005 New Orleans M. Ramsey

2005 Kobe Y. Baba, K. Otsuka

2006 Amsterdam G. Rozing

2007 Vancouver R. Kennedy

2008 Berlin A. Manz

2009 Boston J. Sweedler

2009 Dalian H-F Zou

2010 Prague F. Foret

2011 San Diego A. Barron

2012 Geneva F. Kalman, G. Rozing, J-L Veuthey

2012 Shanghai Z. Rong

2013 Charlottesville Jeff D Chapman,James P Landers

2014 Pecs F. Kilar, A. Guttman



我所喜欢的分离科学资源



LC GC North America, LC GC Europe, LC GC Asia Pacific



现代高效液相色谱系统



现代高效液相色谱系统



高效液相色谱柱

(a) Column packed with spherical 
particles; 

(b) Schematic of an individual 
particle, showing an idealized pore 
with attached C18 groups; 

(c) More realistic picture of a 
spherical, porous particle, showing 
detail (10× expansion).



高效液相色谱过程



高效液相色谱过程与峰展宽

柱前峰展宽：仪器与柱尺寸

纵向扩散：与液流是否流动无关，
流速越大影响越小

涡流扩散：与液流无关，取决于颗
粒大小与排列，即依赖于柱子填充
质量

流动相传质：流路差异导致，流速
越大越显著

固定相传质：在多孔填料内扩散差
导致，流速越大越显著

柱后峰展宽：检测器体积，连接流
路等



峰展宽的描述

A, B, C与分析物，色谱柱以及实验条件有关

Van Deemter equation

Knox equation



色谱填料的发展



色谱填料的构造

全多孔型：最常用，高柱容量。1.5-5 微米， 由
小颗粒聚集而成。

薄壳型：内部硬核，外部一层薄薄的固定相。
以前粒径为几十微米，现在1.5-2.5微米。
对生物大分子分离有利（传质阻力小），
柱容量小，主要用于生物大分子分离。

表面多孔（熔核）型：内部硬核，外部多孔层。
粒径2-5微米，其中多孔层厚0.25-0.5微米。

表面积比薄壳型显著大（是全多孔型表面积的
3/4），柱容量大。同时又有利于生物大分子的
分离。且柱效高。

灌注型：贯穿的大孔（400-800纳米）通道（对
流）和非贯穿的多孔（30-100纳米）网络（扩

散）组成。有利生物大分子的高速分离。通常粒
径较大（10微米），常用于蛋白质的制备分离。



常用色谱填料尺寸：昨天、今天和明天

1980-2000 

5微米颗粒填充柱为主

柱效，压力，操作方便，仪器要求，柱寿命等因素的最佳平衡。

2000-2010

3微米颗粒填充柱已逐渐成为主流

缩短分析时间，提高分离通量。

自从2005 

亚2微米颗粒填出柱开始出现

超高压（15,000 psi），快速，高分离度。



常用色谱填料尺寸



常用的色谱填料
硅基质：最常用。高机械强度，长时间承受高压。在宽范围内孔径，粒度，颗粒结构可控。

可键合多种配体（C8, C18, phenyl, cyano等）。多种溶剂兼容性好，无膨胀与收缩。适合梯度
洗脱。但是，通常无法在pH>8下使用，硅开始溶解。碱性样品有拖尾。

最常用的为球形硅胶。大颗粒、无定型硅胶用于制备（成本低、无需高效）。

商品化硅胶颗粒



高分子聚合物

PS/DVB， PA，PMA,亲水聚乙烯 (TSK gel PW )



两个要点：
A．孔径/分子体积适应性，一般使用300-500A大孔填料

B．生物适应性（biocompatiblity）：

某些元素，无机载体，有机溶剂可使生物大分子失去活性

生物大分子分离介质



大孔填料

孔径比溶质分子直径大5倍以上

蛋白质MW      分子直径，nm        要求孔径，nm

10万 7.6（25.2） 38（150）

100万 16.3（81.6） 81（480）

生物大分子分离介质



灌注色谱填料 (Perfusion chromatography )

对流孔（穿透孔）：600~800 nm
扩散孔： 50~150 nm

POROS    R      （反相 ）
POROS    Q      （强阴离子交换）
POROS    S        （强阳离子交换）

生物大分子分离介质



Schematic diagram of perfusion chromatographic peaking particle

1  throughpore      2  diffusive pore                      

生物大分子分离介质



生物大分子分离介质



把单体、添加剂、制孔剂和引发剂按一定比例加入到色谱柱管内，在一

定条件下发生原位聚合反应，形成网状的连续床层的分离介质。

整体柱（Monolithic column)



开管柱
固定相固载于柱内壁；

相比有限，内径小，柱

容量有限；

适于微分离与电色谱；

一般需自己制备，无商

品化柱子。


