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高 效 液 相 色 谱 仪 使 用 过 程 中 常 见 问 题 及 其 解 决 方 法

作者:陈 莲 高 洪 肖 啸 期号：2005年第14期  

   

    高效液相色谱（High  Performance  Liquid  Chromatography, HPLC）是近30年发展起来的一种具有高灵敏度、
高选择性的高效快速分离分析技术。它既能用于微量组分的分析测定，又能用于大量的制备分离，灵活多样，其应用范围已
超过其它各种分离方法，尤其在生化医药样品的分析分离方面更能充分发挥它的特长，为推动这些领域的进步和发展作出了
巨大贡献。 
    液相色谱在使用过程中常会出现一些影响分析结果的小问题，如果使用人员了解常见问题及其成因和相关的解决方法，
能做到早预防、勤维护，会使分析结果保持较好的稳定性与较高的精确性。 
1 液相色谱仪系统 
    液相色谱仪主要由贮液瓶、泵、进样器、柱、柱温箱、检测器、数据处理系统组成（如图1所示）。对于整个系统而
言，柱子、泵和检测器是核心部件，同时也是容易出事故的主要场所。   
2 常见问题及解决方法 
2．1 针对柱压问题（表1） 

    柱压问题是使用高效液相色谱过程中需要密切注意的地方，柱压的稳定与色谱图峰形的好坏、柱效、分离效果及保留时
间等密切相关。所谓柱压稳定并不是指压力值稳定于一个恒定值，而是指压力波动范围在50PSI之间。压力过高、过低及波
动较大都属于柱压问题，但柱压的高低与色谱柱的种类、品牌、液相系统本身及使用的流动相种类相联系。值得注意的是在
使用梯度洗脱时，进柱压的平稳缓慢的变化是允许的。 
    在实际应用中柱压过高可从以下几个方面来考虑[1]。首先考虑柱子是否被堵，此时可更换一根新柱子进行检测。 
2．2 针对保留时间漂移的问题 [2，3] （表2） 



 

  

    保留时间的改变是很多液相色谱使用者常碰到的问题，其包括了保留时间增大和减小。它的产生与很多原因有关。 
2．3 针对异常色谱峰问题[2-4] 
    异常的色谱峰指的是色谱图中无峰或出现负峰、宽峰、双峰、肩峰、峰形不对称等情况。具体情况与原因分析如表3。 
3 高效液相色谱仪的保养[5-7] 
3．1 HPLC的日常操作条件 
    工作温度10～30℃； 相对湿度<80％； 最好是恒温、恒湿，远离高电干扰、高振动设备。  
3．2 泵的保养 
    使用流动相尽量要清洁；进液处的沙芯过滤头要经常清洗；流动相交换时要防止沉淀；避免泵内堵塞或有气泡。 
3．3 进样器的保养 
    每次分析结束后，要反复冲洗进样口，防止样品的交叉污染。 
3．4 柱的保养 
    柱子在任何情况下不能碰撞、弯曲或强烈震动；当柱子和色谱仪连接时， 阀件或管路一定要清洗干净；要注意流动相
的脱气；避免使用高粘度的溶剂作为流动相；进样样品要提纯；严格控制进样量；每天分析工作结束后，要清洗进样阀中残
留的样品；每天分析测定结束后，都要用适当的溶剂来清洗柱；若分析柱长期不使用，应用适当有机溶剂保存并封闭。 
3．5 检测器(UV)的保养  
    紫外灯的保养要在分析前、柱平衡得差不多时，打开检测器；在分析完成后，马上关闭检测器。同时样品池要保养。 
4 结语 
    在高效液相色谱使用过程中故障排出时要遵守以下原则：一次只改变一个因素，从而确定假定因素与问题之间的联系；
如果通过更换组件来排查故障时要注意将拆下的完好组件装回原位，从而避免浪费；养成良好的记录习惯，一个良好的记录
是成功地进行故障排除的关键。 
    总之，在使用高效液相色谱时一定要注意样品的前处理与仪器的正确操作和保养，仪器系统的干净是用好仪器和维护维
修仪器的关键。 
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