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一篇长文让您完全理解液相色谱中的溶剂效应

在色谱理论中，样品作为一个点被引入色谱系统中，不占有体积，属于理想状态。实际操作中，这是

不可能实现的，通常的做法是把目标物或含目标物的基质溶解在溶剂里面，然后将其注入色谱系统。在液相

色谱法中，进样体积处于0.1-100μl之间，绝大多数情形处于1-20μl之间(注：理想的进样体积视色谱柱柱

床截面积或柱床体积而定)，甚至小于一颗露珠。然而这个体积相对于HPLC的流动相规模却是不容忽略的。

今天，笔者以理论为指导以实测为依据，阐述一下样品溶剂对液相色谱分离的影响。

1.溶剂效应的成因
化学分析中，选择样品溶剂时，溶解性是首要的考虑因素，其次还应考虑挥发性、稳定性、毒性等因

素。在液相色谱分析中，则还应考虑样品溶剂与分离模式的契合性。

液相色谱法中，样品溶剂类型的选择通常有两种情形：其一，流动相溶解目标物，多见于一种或极性

相近的几种目标物测定；其二，非流动相溶解目标物，比如天然提取物中未知物探索、极性差别较大的多种

目标物分析、某些液体物质直接进样(比如酒类成分分析、水中污染物分析)等。

流动相或初始比例流动相溶解样品可以看作样品处理的理想状态，只要未发生体积过载（注：进样体

积超过柱体积的1%时，即存在体积过载风险）或浓度过载，一般可以得到完美的结果。当样品溶剂与流动

相的洗脱强度差别较大时，液相色谱的表现则会遭遇一些麻烦。样品溶剂与流动相洗不一致时又存在两种情

形：其一，洗脱强度明显强于流动相；其二，明显弱于流动相。

下图为等度模式下，样品溶剂强于流动相时的色谱表现：

第一阶段：样品刚被注入系统。

第二阶段：进入色谱柱前，两端靠近流动相的目标物逐渐扩散进入流动相(注：黄色区域)，中心区域

目标物仍溶在原溶剂中(注：红色区域)。样品在空间上尚未分裂。

第三阶段：进入色谱柱后，流动相氛围中的目标物以正常速度被洗脱(注：黄色区域)；溶剂氛围中的

目标物(注：红色区域)，因强溶剂洗脱，移动速度快。样品在空间上开始分裂。

原创：彩云 3天前色谱与质谱
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第四阶段：在一定时间内，溶剂氛围中的目标物移动始终快一些，前后两部分距离扩大。但移动快的

目标物所处氛围逐渐被流动相稀释(注：因为溶剂和流动相均不保留)，其移动速度会逐渐降至正常流

速。直到前面目标物的氛围完全被流动相替代，前后两部分的距离稳定下来。因而，样品溶剂与流动

相洗脱强度差距越大，两部分目标物最终的距离拉的越大。

第五阶段：所有目标物在色谱柱中正常移动，但分裂已不可逆转。

第六阶段：经过检测器，同一目标物给出了两个色谱峰。其中进柱前即扩散进入流动相的那部分目标

物组成了后面的色谱峰，它的保留时间与目标物的真实保留时间基本吻合。

简单概括，强洗脱溶剂不均衡地参与了目标物的洗脱，使色谱峰保留时间整体提前，而样品在柱前的

不充分扩散导致了峰形扭曲。这种影响轻则导致峰展宽，严重时甚至导致峰裂分，给定性定量带来灾难。

2. 溶剂效应的影响因素
溶剂效应若想造成巨大灾难的一个前提条件是：样品溶剂的洗脱强度应明显强于流动相，否则，即使

抵达柱头时目标物溶解在两种溶剂中，但由于洗脱强度接近，它们在随后的洗脱过程也不会拉开距离，也就

不会裂分，甚至不会展宽。

样品抵达柱头的过程中，均存在样品向周围流动相扩散的过程，出于抑制柱外展宽的目的，分析者希

望抑制这种扩散。如果目标物溶解在流动相或与流动相强度相近的溶剂中，抑制柱外扩散能提高柱效利于分

离。二者洗脱强度差别大时，如不能让目标物完全扩散至流动相，溶剂效应很可能发生。

目标物扩散的驱动力包含三部分：依靠浓度差从样品溶剂向流动相传质、随样品溶剂向流动相扩散、

层流。层流就是液体在管路中流动时，中心部分移动快、边缘移动慢，使柱状样品前部突出后部凹陷的现

象，如下图。

分子在液体里的移动不活跃，依靠浓度差的传质速度较慢，慢的甚至可以忽略不计，除非能让样品半

天后再进入色谱柱。尽管如此，增大管路内径可以增大接触面积，进而加快传质，而延长管路长度则能延长
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传质时间。管路的内部是光滑而规则的圆柱形空腔，液体流动于其中通常会产生层流，这恰恰是目标物扩散

至流动相的主要推动力。同样，管路内径越大层流越显著。针后柱前的管路越粗越长越利于目标物扩散至流

动相。当然即使目标物在柱前完全扩散进入流动相，其所在的氛围的洗脱强度也因样品溶剂的参与而略强于

流动相。

对于给定的方法和系统，较大的样品体积(注：此时“样品带”较长)不利于目标物完全扩散至流动相，

溶剂效应更明显。而样品溶剂洗脱强度越强时，色谱峰的裂分会加剧。即使因样品体积小色谱峰没裂分，保

留时间也会前移的明显。

2.1 进样体积的影响

分析条件

流速： 0.45 ml/min

流动相： 15%乙腈水溶液

柱温： 40 ºC

色谱柱： C18，3.0  mm ID. * 100 mm, 2.7 μm

样品： 10 mg/L caffeine溶液，溶剂分别为纯水、流动相、纯乙腈。

下面是分析结果。谱图中，黑色曲线为流动相溶解样品，粉色曲线为乙腈(反相色谱中的强洗脱溶剂)溶

解样品，同一张图中，caffeine浓度和进样体积相同。

进样体积0.1 μl

 进样体积0.2 μl 
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进样体积0.5 μl

进样体积1.0 μl 

进样体积2.0 μl

 进样体积5.0 μl 

结果统计如下：

进样体积 0.1 μl 0.2 μl 0.5 μl 1.0 μl 2.0 μl 5.0 μl

MF 2.031 min 2.026 min 2.023 min 2.022 min 2.028 min 2.031 min

0.069 min 0.065 min 0.062 min 0.061 min 0.062 min 0.062 min
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ACN 2.028 min 2.020 min 2.009 min 1.994 min N/A N/A

0.068 min 0.063 min 0.069 min 0.098 min 0.208 N/A

流动相溶解的样品，进样体积增加后，保留时间维持稳定，半高峰宽也基本稳定。而强洗脱溶剂溶解

的样品保留时间则随进样体积增大而明显前移，直到裂分，而且峰宽也随之增大。

对于强洗脱溶剂溶解的样品：进样体积较小时，扩散至流动相的目标物占绝大多数，除了保留时间略

微提前，峰形以及峰宽与流动相溶解时基本一致。体积增大到一定程度，扩散至流动相氛围的目标物与留在

溶剂氛围的目标物在数量上相当时，色谱峰分叉明显。

当样品体积进一步增大，绝大多数目标物进入色谱柱时是溶解在溶剂中的，前峰为主峰(如下图)。此

时，可能会给分析者一种错觉:通过增大进样体积或者通过更细的管路解决了溶剂的效应。殊不知，色谱峰

的保留时间已经明显提前了。任何情况下，请牢记：假如不用流动相溶解一下样品，分析者甚至都不知道它

真实的保留时间在哪里！

2.2 柱前管路的影响

柱前管路内径越大、管路越长，越利于目标物向流动相扩散，而且使用更粗的管路比更长的管路有效

(注：假设死体积相同)。虽然粗的管路加剧了等度条件下的柱外展宽，对柱效有危害，然而相较于峰分叉的

危害而言，前者尚能接受。

如下图，黑色曲线使用了0.12mm. ID * 500 mm的管路（柱前），粉色曲线使用了0.25mm ID. *

500 mm的管路（柱前），样品溶剂均为乙腈，进样体积均为2μl。使用细内径管路的系统中峰开始分叉，

而粗内径管路尚能维持可接受的峰形，尽管后者存在峰展宽的情况。
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       所以，在某些系统下溶剂效应更明显，这不是仪器不好，恰恰是这个系统对管路控制的太好了，才会

让溶剂效应导致的峰形变形更明显！

2.3 其他影响因素

增大洗脱体积，比如延长柱长，或降低流动相洗脱强度增加目标物的保留因子，可以抑制溶剂效应。

而且，色谱柱延长以后，柱前管路导致的柱效下降能得到弥补。这种做法相当于不变更色谱柱规格的前提

下，减小进样体积。

2.4  特殊说明

在梯度洗脱模式下，溶剂效应不明显，如果真的存在，也只是影响出峰较早的色谱峰。这是因为梯度

洗脱下，初始比例流动相无法洗脱目标物，而且强洗脱溶剂也无法让其快速移动，它们会富集在柱头，等流

动相洗脱强度提高到一定程度，化合物才会逐渐被洗脱。

对于某些保留弱的化合物，它的洗脱强度与初始比例流动相越接近，就越容易受溶剂效应影响。因

而，为了照顾出峰较早的目标物，即使使用了梯度洗脱，也不要采用强洗脱溶剂来溶解(假如低洗脱强度溶

剂能完全溶解所有目标物)。(此处无图，建议读者尝试，或者大多数读者早就遇到过了。)

3. 溶剂效应的危害
(1) 导致柱效下降，危害分离；

(2) 危害峰形，危害定量，甚至危害定性；比如，在LCMS中，扫描前体离子时，遇到这种情况，甚至不知

道哪个峰才是目标物；

(3) 当标样和样品的溶剂不一致时，保留时间不吻合，同样危害定性；比如酒类成分分析，标样溶于纯水，

样品是过滤的酒，后者的溶剂就是乙醇水，它的保留时间必定早于纯水溶解的标样；再比如水中污染物分

析，目标物溶于有机相得到标样，而样品是过滤后的天然水；

(4) 强洗脱的溶剂在基质中提取出的杂质遇流动相会析出，堵塞针座、柱前管路或色谱柱。

 
4．解决办法

如何识别溶剂效应？

反相色谱中，溶剂极性弱于流动相；正相色谱中，溶剂极性强于流动相。这两种情况均有出现溶剂效

应的风险。溶剂效应中的峰裂分有两个特点，裂分峰在正常色谱峰的前面，而且出峰越早的化合物裂分越明
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显，出峰晚的化合物甚至不会受影响。色谱柱损坏(如筛板堵塞)导致的峰裂分，分叉峰出现在正常峰的右

边，而且这种影响会波及所有化合物。

下面是笔者给出的一些建议：

(1) 不影响目标物溶解性的情况下，尽量用流动相、初始比例流动相或洗脱强度尽量低的液体作为样品溶

剂；

(2) 在不影响目标物溶解的情况下，用弱洗脱强度的溶剂稀释样品，比如反相色谱法下，向有机溶剂中加

水；

(3) 为了满足多种目标物的提取或溶解度，必需使用强洗脱溶剂时，比如天然产物分析，在不影响灵敏度的

情况下降低进样体积；

(4) 如果不想减少进样体积也不想更改溶剂，可将初始流动相洗脱强度设置的较高，使初始流动相的洗脱强

度与溶剂接近，然而这种方法可能会危害化合物的分离；

(5) 在不影响分离的情况下，柱前改用较粗内径管路；(注意：假如是等度洗脱，此方法会降低柱效；假如是

梯度洗脱，基本不影响柱效)。

(6) 使用进样器预混合功能。吸样后，针不回针座，悬停空中，计量泵吸-排-吸-排数次，使目标物完全扩散

至流动相。(注意：假如是等度洗脱，此方法会降低柱效；假如是梯度洗脱，基本不影响柱效)。

5. 低洗脱强度溶剂的影响
在主流文献中，一般认为低洗脱强度溶剂通常不影响化合物的色谱表现，事实也是如此。然而，在一

些极端情况下，微小的影响也能被发现。

等度模式时，低洗脱强度溶剂的色谱表现如下：

蓝色：流动相；绿色：溶剂溶解的样品；黄色：流动相溶解的样品。

第一阶段：样品刚被注入系统。

第二阶段：进入色谱柱前，边缘处样品逐渐扩散进入流动相 (黄色 )，中心处样品仍溶在原溶剂中 (绿

色)。样品在空间上未分裂。

第三阶段

前端被流动相溶解的目标物进入色谱柱，以正常洗脱速度移动，紧跟着低强度溶剂溶解的目标物 (绿

色)也将进入色谱柱。

当低强度溶剂中的目标物(绿色)进入色谱柱时，此部分目标物将基本不能向前移动，因为低强度溶剂

无法洗脱它，后者被富集在柱头(区域宽度被压缩，类似梯度洗脱时的初始比例流动相)。而低强度溶

剂则会持续向前移动，能追赶上最前面的那部分目标物，在较小的时间段内会稍稍降低最前面那部分

目标物的移动速度。前面那部分目标物中心点与中间那部分目标物中心点的最大时间差小于等于样品

体积/流速。
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随后，后面溶于流动相的目标物也进入色谱柱，该部分与柱头富集的目标物(下图左边的椭圆形谱带)

一起被流动相带着以正常速度移动， (注：该部分以较宽椭圆形显示是为了表明这部分目标物占大多

数，并不意味它的区域宽度较宽，相反它的宽度比正常色谱峰更窄 )。需要注意的是中、后部分合并

的那个谱带的保留时间要略晚于正常的保留时间，进样体积越大，保留时间延后越明显。

与强洗脱溶剂溶解的情形相比，低洗脱强度时，基本不会发生峰的裂分。尤其重要的是，如上图所

示，由中后两部分组成的峰始终是主峰，并能保持较好的峰形。即使发生了前与中后部分的峰裂分，我们仍

能找到主峰。

以低强度溶剂不能洗脱目标物为前提，可以大胆预测：当进样体积极小时，进色谱柱前，目标物全部

扩散至流动相，峰形完全正常(这与采用强洗脱溶剂时类似)。当进样体积极大时，进色谱柱前，扩散至流动

相的目标物占比较低，前部分目标物占比更小，主峰明显，前面会有较小的裂分峰。只有当进样体积不大不

小的时候，才会出现明显的裂分峰。综合来看，低洗脱强度溶剂时对色谱峰的危害小于强洗脱溶剂。

对比了溶于流动相和纯水(低强度)的caffeine，与前面分析条件相同。

进样体积0.1 μl

进样体积0.2 μl 
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进样体积0.5 μl

  进样体积1.0 μl 

进样体积2.0 μl 

进样体积5.0 μl 

进样体积10.0μl

 

进样体积 0.1 μl 0.2 μl 0.5 μl 1.0 μl 2.0 μl 5.0 μl 10.0 μl
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MF 2.031 min 2.026 min 2.023 min 2.022 min 2.028 min 2.031 min 2.036 min

0.069 min 0.065 min 0.062 min 0.061 min 0.062 min 0.062 min 0.065 min

Water 2.035 min 2.029 min 2.027 min 2.029 min 2.032 min 2.044 min 2.069 min

0.073 min 0.071 min 0.066 min 0.063 min 0.061 min 0.058 min 0.056 min

通过caffeine测试数据可以看出，流动相溶解的样品，进样体积增加后，保留时间维持稳定，半高峰

宽也基本稳定。而弱洗脱溶剂溶解的样品保留时间则随进样体积增大有延后趋势，未观察到峰裂分。

   下面是某水中污染物的LCMS测试情况，分析条件为，流动相：水(含极少的氨水)：乙腈 = 80：20；流

速：0.3ml/min；色谱柱：2.1 mm. ID, 50 mm, 1.8 μm，C18；样品溶剂：纯水。进样体积：由上至下

依次为0.1μl、0.5μl、1.0μl、2.0μl、5.0μl、10μl。

由上图可以看出，进样体积为0.1μl、0.5μl 、1.0μl的分析中，色谱峰未发现裂分，但保留时间随进样

体积增大而延后。进样体积为1.0μl、5.0μl、10μl的分析中，色谱峰裂分出一小一大两个峰，其中前面的小

峰靠近真实保留时间(将0.1μl的进样看作真实保留时间)，随进样体积增大，主峰保留时间进一步延后。这

与前面关于低强度溶剂效应的机理一致。

分析者出于提高灵敏度的目的，进样10μl，这对于2.1mm. ID, 50 mm,的色谱柱明显体积过载了。为

了得到良好峰形，将洗脱条件改为梯度洗脱，初始流动相为纯水(与样品溶剂一致，也就是纯水)。问题得到

完美解决(如下图)。
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6，总结
(1)  强洗脱溶剂造成的溶剂效应主要是保留时间提前，峰裂分时，裂分峰在左。低洗脱强度溶剂造成的溶剂

效应主要是保留时间延后，但延后幅度较小，即使发生裂分，前后两峰均能保持良好峰形。

(2)  改用流动相溶解样品或减小进样体积可以消除溶剂效应；低强度溶剂稀释样品或梯度洗脱也是抑制溶剂

效应的好办法；柱前改用粗内径管路或进样前进行预混合可以将目标物扩散至流动相中，能够挽救峰形，如

果是梯度洗脱，这甚至不影响柱效。但假如是等度洗脱，这会增大目标物的柱前展宽，危害柱效，所以这两

个办法是最后的选择。


