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高效液相色谱仪的使用和维护
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摘　要：按照高效液相色谱仪（ＨＰＬＣ）分析过程的先后顺序说明仪器使用的注意事项［１－２］，讨论色谱仪（ＬＣ）系统
运行时故障的出现和排除．
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１　色谱仪（ＬＣ）使用的注意事项
１．１　ＬＣ系统运行前的准备工作
１．１．１　配置柱前过滤器和反压调节器

首先检查系统，确认已配置柱前过滤器和反压

调节器．进样器和色谱柱间配置柱前过滤器是保护
色谱柱不被颗粒物堵塞最好的办法，颗粒物可能来

自流动相、试样，或由泵内密封圈和进样阀转子密封

的磨损产生．５μｍ填料色谱柱的进口和出口筛板
孔径为 ２μｍ．３μｍ填料色谱柱进口筛板孔径为
２μｍ或０．５μｍ，出口筛板孔径为０．５μｍ，若柱前
配置０．５μｍ孔径筛板过滤器，能有效地预防色谱
柱被颗粒物堵塞．

大多数ＬＣ系统包括 ＵＶ或荧光检测器．在检
测器出口连接反压调节器或一段细内径的管路，可

防止在检测池内产生气泡和提高基线稳定性．产生
的反压不能超过检测池所能承受的大小．
１．１．２　流动相的脱气和过滤

反相色谱一般以Ｃ８或Ｃ１８键合相为固定相，以
含有机溶剂的水相为流动相．流动相由水相（溶剂
Ａ）和有机相（溶剂Ｂ）混合而成．２种溶剂相互混合
时释放出溶解的空气，如果产生的气泡带到泵中，输

液泵则不能正常工作．流动相中溶解的气体还可能
在ＬＣ系统低压端的检测器内产生气泡，引起假峰．
因此，流动相或组成流动相的溶剂在使用前需要进

行脱气．
有机相通常是 ＨＰＬＣ级的甲醇或乙腈，在有机

溶剂中溶解的气体较少，因此可不经过滤和脱气处

理直接使用．从超纯水系统得到的水也无需过滤，
但是水相含有原来是固体的溶质（如作为 ｐＨ缓冲
剂的磷酸盐）时，必须过滤处理除去可能存在的颗

粒物，滤膜的孔径一般为０．５μｍ．国内实验室大多
采用抽真空过滤，同时完成溶剂的过滤和脱气．

储液瓶要按照标准操作规程（ＳＯＰ）所规定的步
骤清洗后使用．建议将经脱气处理的溶剂Ａ和溶剂
Ｂ分别置于各自的储液瓶内，在线混合，而不是溶剂
Ａ和溶剂Ｂ先按一定的比例混合后，再过滤脱气处
理得到流动相．梯度洗脱时的情况肯定是如此．这
里要强调的是，等度洗脱最好也是在线制备流动相，

其原因如下：（１）对于混合后脱气得到的流动相，在
过滤脱气时由于有机溶剂的挥发引起流动相组成的

变化，影响分析结果的重现性；（２）从经济上考虑，
避免废弃剩余的流动相，减少有机溶剂的浪费，降低

分析成本．
水相溶剂Ａ中适于微生物的滋生，尤其在含有

缓冲剂的情况下．反相分离通常采用磷酸盐或醋酸
盐缓冲剂，其浓度一般为 １０ｍｍｏｌ／Ｌ或更高，调节
ｐＨ值为２～８．在室温下放置，缓冲水相溶剂将逐渐
浑浊，甚至产生絮状沉淀．因此，需要对缓冲水相的
使用期限制定相应的ＳＯＰ，一般规定不超过１星期．

对于高压混合 ＬＣ系统，溶剂 Ａ和溶剂 Ｂ在高
压下混合制备流动相，经抽真空过滤处理仍残留在

溶剂中的气体不会形成气泡释放出来．对于低压混
合ＬＣ系统，溶剂在常压下通过比例阀相互混合后，
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再进入输液泵．如果脱气不彻底，溶剂混合时产生
的气泡可使输液泵不能正常工作．低压混合 ＬＣ系
统最好配置有在线脱气机，溶剂Ａ和溶剂Ｂ被充分
地脱气后，再通过比例阀互相混合．否则，只能将预
先混合制备的流动相抽真空过滤脱气处理后，置于

储液瓶中使用．
１．１．３　自动进样器清洗液的脱气

如果ＬＣ系统包括有自动进样器，通常使用强
度和流动相相当的非缓冲溶剂作为自动进样器的清

洗液，使用前也须经脱气处理．
１．１．４　试样溶液的过滤或离心

试样溶液中可能有颗粒物或其它不溶物存在，

如果被带进ＬＣ系统，可导致柱进口筛板被堵塞，色
谱柱压升高，分离效率下降．为除去试样溶液中的
颗粒物，用０．５μｍ孔径滤膜过滤是普遍采用的方
法，但是，过滤操作会消耗费用和时间．此外，分析
物可能被滤膜吸附，影响回收率，尤其是在低浓度范

围；或者通过过滤器可能将一些物质带到试样中，干

扰随后的色谱分析．因此，当试样需要过滤处理时，
分析方法必须重新认证后才能使用，以探明过滤操

作对分析结果的影响．
一个既经济又有效的办法是将试样溶液先离心

数分钟，从离心管中取上部澄清液进样．柱前在线
过滤器，可以进一步防止离心处理后可能残留的颗

粒物进到色谱柱．
１．２　使用后的清洗
１．２．１　系统的清洗

清洗所要达到的目的是：（１）从 ＬＣ系统清除
含缓冲剂或添加剂的流动相；（２）用有机溶剂充满
ＬＣ系统，包括输液泵、进样阀、色谱柱和检测器，高
浓度有机溶剂有利于抑制微生物的滋生；（３）从色
谱柱除去被吸附在固定相上的杂质．

首先更换纯水作为溶剂 Ａ和有机相混合，配制
相同强度但不含缓冲剂的流动相，顶替出 ＬＣ系统
中含缓冲剂的流动相．冲洗体积约５～１０ｍＬ后，切
换到用纯有机溶剂冲洗，直至没有杂质峰被洗出为

止．色谱柱可保持原位，或从 ＬＣ系统取下，两端放
上螺塞，拧紧，备用．

开始冲洗时，有机溶剂的比例不能太高，防止缓

冲剂析出，致使系统被堵塞．若由于疏忽，堵塞情况
发生，则 应 立 即 关 机．然 后，设置小流速（例如
０．１ｍＬ／ｍｉｎ），用含少量有机溶剂（如１０％）的水冲
洗ＬＣ系统，压力恢复正常后，再逐步切换到用纯有

机溶剂清洗．尽管水是缓冲剂最好的溶剂，但不能
用水顶替，因为在纯水中，反相填料表面的键合相倒

塌并折叠在一起，使水无法进入填料的孔隙．
关机状态下，含缓冲剂的流动相在 ＬＣ系统的

逗留时间不要太长，最好不超过１ｈ，要尽快清洗，否
则溶剂挥发生成的残留物能磨损泵内的部件．

离子对色谱的流动相含有离子对试剂，流动相

和固定相之间需要较长的时间才能达到平衡．在连
续使用相同的流动相时，每天使用后以低流速（如

０．１ｍＬ／ｍｉｎ）保持系统运转，如此可缩短下一次开
机后达到平衡所需的时间．因为很难从反相柱上彻
底清洗离子对试剂，建议为离子对色谱分析配备专

用的色谱柱．
上述清洗步骤仅适用于硅胶基质反相 ＬＣ柱，

关于其它类型色谱柱色清洗和储存，一定要按使用

指南建议的操作步骤进行．
ＬＣ系统一般配置有 ＵＶ或荧光检测器．清洗

ＬＣ系统的同时，检测器的流通池也被清洗．但是，
质谱、光散射、电化学检测器使用后，需要进行专门

的清洗处理．
１．２．２　泵密封圈背侧的清洗

清洗系统并不包括输液泵密封圈的背侧，这里

仍然可能残留有含非挥发性缓冲剂的流动相．在关
机状态下，溶剂逐渐挥发，在泵体内表面形成固体沉

积物，这是泵密封圈磨损的主要原因．一些输液泵
（如岛津ＬＣ１０Ａ）的设计中，在泵体的后端留有清洗
口，通过它注进纯水清洗，可防止固体沉积物的形

成．仪器使用后，一定要记住这个清洗步骤．
１．２．３　进样器内的通道和定量环的清洗

虽然清洗 ＬＣ系统时进样阀也同时被清洗，但
是进样阀只能处于 ＬＯＡＤ和 ＩＮＪＥＣＴ两个位置中的
一个，另一个位置的通道内还可能残存以前的流动

相．如果生成缓冲剂或其它添加剂的沉积物，可以
使进样阀的密封部件磨损．对于手动进样阀可以先
用水，再用甲醇或乙腈清洗，在 ＬＯＡＤ和 ＩＮＪＥＣＴ两
个位置上交替进行．自动进样器通常使用不含缓冲
剂强度与流动相相当的溶剂作为清洗液．为清洗进
样阀的通道，可以水代替试样，自动进样，用进样器

清洗液或强度更高的溶剂清洗．

２　故障的判断和排除
压力是指示 ＬＣ系统工作是否正常的重要依

据．ＬＣ系统压强大小和流动相的组成（粘度）、柱填
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料的粒径和结构、柱的尺寸、流速等有关．在梯度洗
脱的过程中，由于流动相组成的变化，以梯度运行为

周期，压力呈规律性的波动．在等度洗脱的情况下，
系统的压力应该保持在适当的大小，压力过高、偏

低、或出现周期性的脉动都是不正常的．
２．１　系统压力过高

一般压力过高是由堵塞所引起的．为了确定堵
塞的位置，逆流动相的方向，从检测器开始，依次拧

松连接检测器、色谱柱、柱前过滤器、进样阀、输液泵

的接头，确认发生堵塞的组件或管道．柱前过滤器
或一段管道堵塞时，更换过滤器筛板或管道，问题就

可解决．
如果是色谱柱使系统压力升高，性质上这可能

由物理的或化学的因素所引起．色谱柱进口处筛板
被颗粒物封堵是物理的因素，通过反吹色谱柱就可

以使压力恢复正常．反吹之前，断开检测器和系统
的连接，再将色谱柱的方向倒置和管路相连后进行

反吹，以防止检测池被污染．化学因素主要是指试
样中的杂质被吸附在固定相上使色谱柱压升高．采
用预柱、柱切换和固相萃取等手段，可以防止有害杂

质进入分析柱．如果杂质已吸附在固定相上，一般
也可以用高强度的流动相通过反吹把杂质从柱上清

洗下来．但是，有些杂质可以不可逆地被吸附，如分
析生物试样所遇到的情况，这时请洗也不能使色谱

柱压恢复．在使用的过程中，色谱柱进口筛板处的
填料逐渐产生凹陷，使柱效降低，峰形变坏（肩峰甚

至双峰），柱反吹后可以继续保持在逆流方向使用，

这样有利于避免再次堵塞，同时改善峰形，延长了柱

寿命．
储液瓶输液管线滤头的作用是使管线沉在瓶的

底部而不露出液面．滤头长时间浸泡在水相溶剂
中，其空隙内能滋生出微生物，其结果是：（１）向已
经过滤处理的溶剂中引入污染物；（２）堵塞滤头并
致使系统压力升高．基于笔者的经验，水相溶剂储
液瓶滤头，尤其在缓冲剂存在的情况下，最好几天内

就在水中用超声波清洗１次．如果仪器在一段时间
处于关机状态，系统清洗后从储液瓶取出滤头，用塑

料膜将其包好．
２．２　系统压力偏低

反相ＬＣ在较高的压力下运行．引起系统压力
低于正常值的一个原因是在接头处滴漏，通过目视

检查或漏检器报警容易找到漏液的部位并排除故

障．此外，泵体中有气泡也使压力偏低且不稳定．

假设溶剂已充分脱气（参见１．１．２），泵中的气泡可
能来自低压管道一侧松动的接头处．气泡附着在聚
四氟乙烯管壁上，或被流动的溶剂带到泵中．确定
了松动的接头位置，用手拧紧，通过抽液／排气启动
阀可将气泡抽除．

有时由于疏忽，储液瓶中的溶剂耗尽使空气进

到输液泵内，系统压力下降，输液泵将停止工作．为
了使系统恢复到正常状态，必须用流动相将连接管

线、泵、色谱柱、检测器中的气体顶替出．在开始之
前，断开输液泵出口处的连接，向储液瓶倒入溶剂．
打开输液泵的抽液排气阀，提升储液瓶高度，借助虹

吸作用和连接在排气阀上的注射器，使输液泵进口

管线充满溶剂，在较高的流速下（如５ｍＬ／ｍｉｎ）使泵
运转几分钟．关闭抽液排气阀，将输液泵与系统连
接，在正常流速下冲洗，排除逗留在线路、色谱柱和

检测器中的气泡．
２．３　压力不稳定

系统压力不稳，出现周期性的波动可能由以下

的原因引起：（１）输液泵内有气泡存在；（２）单向
阀、泵密封圈渗漏（压力波动以泵循环为周期）；（３）
进样器渗漏（压力波动以进样器循环为周期）；（４）
室温的变化．
２．３．１　排除气泡

输液泵溶剂进口管路的内表面时常附着有气

泡，可能随流动相带到泵中（参见２．２）．溶剂中未
能脱去的空气，也可能在泵中释放出来．通过抽液／
排气启动阀可将泵体内的气泡抽除，解决输液时压

力的波动．
２．３．２　清洗单向阀

虽然经过脱气和过滤处理，水相溶剂在放置和

使用过程中容易产生絮状的微生物，使溶剂过滤头

堵塞．若絮状物附着在单相阀上，可导致输液泵不
能正常工作．

夏季室温较高，这种情况更容易发生．当确认
输液泵是发生故障的部位时，首先要考虑的是清洗

水相溶剂输液泵的单向阀．从泵上取下部件，依次
浸在水、有机溶剂（如甲醇、异丙醇）、水中，用超声

波清洗，可以得到满意的效果．此外，为了防止因泵
柱塞密封圈磨损产生的颗粒物进入输液管道中，有

些泵的出口单向阀包括有筛板，它也需和单向阀一

起清洗．
２．３．３　温度的影响

流动相的粘度随温度升高而减小，因此系统压

８４２
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力受温度的影响．色谱峰的保留也随温度变化，每
升高１℃，保留值大约减小２％．因此，ＨＰＬＣ系统
最好配置柱温箱．有些ＨＰＬＣ分析是在室温下完成
的．在该条件下，应采取措施保持室温稳定，以减小
压力和保留的波动．
２．３．４　输液泵的检修

输液泵的后下方大多有一个滴液口．当泵运行
时，若在该处出现液滴，预示泵密封圈受损，应该及

时更换．

３　小结
为使ＬＣ系统正常运行，仪器使用者必须遵守

一定的操作规范，并最好以ＳＯＰ的形式将其确定下
来．例如，与本文内容有关的 ＳＯＰ可能涉及到以下

方面：玻璃器皿的清洗，试剂的制备、标签和有效期，

流动相的过滤和脱气，ＬＣ仪器的常规检查和使用日
志，ＬＣ仪器的维修记录，ＬＣ仪器季度性能检验，色
谱柱加热器的操作和维护，离心机的操作和维护．
分析人员按照 ＳＯＰ的要求进行操作，并养成习惯，
就可以避免故障的发生，或者能及时排除所出现

问题．
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