
色谱常见使用问题的详细解答

一、用HPLCHPLCHPLC

HPLC

进行分析时保留时间有时发生漂移，有时发生快速变化，原因何在???

?

如何解决???

?

答：关于漂移问题：

1、温度控制不好，解决方法是采用恒温装置，保持柱温恒定

2、流动相发生变化，解决办法是防止流动相发生蒸发、反应等

3、柱子未平衡好，需对柱子进行更长时间的平衡

关于快速变化问题

1、流速发生变化，解决办法是重新设定流速，使之保持稳定

2、泵中有气泡，可通过排气等操作将气泡赶出。

3、流动相不合适，解决办法为改换流动相或使流动相在控制室内进行适当混合

二、色质联用中毛细柱的选择应注意什么问题???

?

答：1、柱效要高 ；2、热稳定性好 ；3、化学惰性强

具体选择应注意：1、柱极性。根据分析样品选择不同极性的柱子进行分析 ；2、柱子内径。内径

大小决定柱容量 ；3、液膜厚度。分析样品温度一不一样，对膜厚有不同要求，温度高液膜要厚，温

度低液膜要薄 ；4、柱长度。柱越长，柱效越高，分离效果越好，但也存在吸附问题，柱子过长，分

析时间长，因此要根据样品考虑柱子长度 ；5、外涂层(柱体)的选择；6、另外还有仪器型号、分析对

象等因素。

三、液相色谱中峰出现拖尾或出现双峰的原因是什么???

?

答：1、筛板堵塞或柱失效，解决办法是反向冲洗柱子，替换筛板或更换柱子。

2、存在干扰峰，解决办法为使用较长的柱子，改换流动相或更换选择性好的柱子

四、从那些方面可以简单判别毛细管柱子的热稳定性好坏???

?

答：1、分配容量(或容量因子)K，好的柱子在高温运行后，分配容量 K不应有明显的下降，否则，说

明柱子的热稳定性不好。

2、理论塔板数 n，热稳定性好的柱子经受高温后，理论塔板数应基本保持恒定

3、柱子的极性。热稳定性好的柱子，高温前后极性变化不大，具体表现为保留指数 I值没有大的变化 。

4、噪声。热稳定性好的柱子在高温下使用后，噪声不能增加.

5、柱子的去活层，毛细管柱子涂固定液前内部一般要用去活性试剂去活以增加惰性。质量好的毛细管

柱子高温后，去活层不应该变化，表现在对强极性样品或酸碱性样品的吸附性不能增加。

五、为什么进样器内的玻璃衬套会对色谱行为造成影响???

?

答：进样器内的玻璃衬套主要有下列作用：

1、提供一个温度均匀的汽化室，防止局部过热。



2、玻璃的惰性不如不锈钢好，减少了在汽化期间样品分解的可能性。

3、易于拆换清洗 ，以保持清洁的汽化室表面，一些痕量非挥发性组分会逐渐积累残存于汽化室，

高温下会慢慢分解，使基流增加，噪声增大，通过清洗玻璃衬套可以消除这种影响。

4、可根据需要选择管壁厚度及内径适宜的玻璃衬套，以改变汽化室的体积，而不用更换整个进样

加热块。从以上几个方面可以知道玻璃衬套对色谱行为造成影响的原因。

六、毛细管色谱分流进样时，非线性分流的主要原因是什么???

?

答：1、进样器温度太低，样品汽化不完全，发生分级分流。

2、进样器温度太高，某些组分可能发生热分解，也有的样品可能发生催化分解，或样品部分地被吸附

在进样器内表面上。

3、在分流点以前样品没有混合均匀或混合不充分。

4、系统的进样垫，柱接头等地方漏气。

七、HPLCHPLCHPLC

HPLC

灵敏度不够的主要原因及解决办法

答：1、样品量不足：解决办法为增加样品量

2、样品未从柱子中流出：可根据样品的化学性质改变流动相或柱子

3、样品与检测器不匹配：根据样品化学性质调整波长或改换检测器

4、检测器衰减太多：调整衰减即可。

5、检测器时间常数太大：解决办法为降低时间参数

6、检测器池窗污染：解决办法为清洗池窗。

7、检测池中有气泡：解决办法为排气。

8、记录仪测压范围不当：调整电压范围即可。

9、流动相流量不合适：调整流速即可。

10、检测器与记录仪超出校正曲线：解决办法为检查记录仪与检测器，重作校正曲线。

八、做HPLCHPLCHPLC

HPLC

分析时，柱压不稳定，原因何在???

?

如何解决???

?

答：原因可能有： 

1、泵内有空气，解决的办法是清除泵内空气，对溶剂进行脱气处理；

2、比例阀失效，更换比例阀即可。

3、泵密封垫损坏，更换密封垫即可。

4、溶剂中的气泡，解决的办法是对溶剂脱气，必要时改变脱气方法；

5、系统检漏，找出漏点，密封即可。

6、梯度洗脱，这时压力波动是正常的。

九、做 PGSPGSPGS

PGS

／MSMSMS

MS

分析时，如何防止焦油状污染物进入毛细柱???

?

答：聚合物，尤其是一些含氮、硫及卤素的高分子裂解时，常有焦油状物质产生。为防止这种焦

油状物质进入毛细柱造成污染而使柱性能下降，可采用保护预柱，即在裂解器与毛细柱之间接一填充



预柱，通过控制预柱温度而使焦油状物质滞留在预柱内，预注可置于GC气化室内，这样既容易控制

温度，又减少系统的死体积，当然，预柱填料需经常更换。

十、我最近更换了另一种牌号的ODSODSODS

ODS

柱，虽然分离情况仍可以，但保留时间不能重现，为什么???

?

答：这是因为被分析物可能具有形成氢健的能力。尽管过去几年来，填料的制造技术有了极大的

提高，但不同的厂商的 ODS填料表面硅醇基的浓度不同。正是这些硅醇基可能与样品发生相互作用。

因此，同一被分析物中的各组分在不同牌号的 ODS柱上的相对保留时间就可能不同。在流动相中加入

少量竞争物，如三乙基胺(TEA)，将会使硅醇基的成键能力饱和，从而保证不同牌号柱子上的相对保留

时间具有较好的重现性。

十一、我购买的HPLCHPLCHPLC

HPLC

柱验收测试时柱压过高，请问为什么???

?

答：柱压过高是 HPLC柱用户最常碰到的问题。其原因有多方面，而且常常并不是柱子本身的问

题，您可按下面步骤检查问题的起因。

1、拆去保护柱，看柱压是否还高，否则是保护柱的问题，若柱压仍高，再检查；

2、把色谱柱从仪器上取下，看压力是否下降，否则是管路堵塞，需清洗，若压力下降，再检查。

3、将柱子的进出口反过来接在仪器上，用 10倍柱体积的流动相冲洗柱子，(此时不要连接检测器，以

防固体颗粒进入流动性。这时，如果柱压仍不下降，再检查；

4、更换柱子入口筛板，若柱压下降，说明你的溶剂或样品含有颗粒杂质，正是这些杂质将筛板堵塞引

起压力上升。若柱压还高，请与厂商联系。一般情况下，在进样器与保护柱之间接一个在线过滤器便

可避免柱压过高的问题，SGE提供的 Rheodyne 7315型过滤器就是解决这一问题的最佳选择。

十二、高温毛细柱的使用寿命一般为多长???

?

答：毛细柱寿命除决定于柱子本身的性能外，在很大程度上取决于使用情况，比如使用温度、样

品状态，进样量等，如果在其使用温度范围内，样品干净，色谱柱不被污染的情况下，柱子寿命一般

在 2—3年之间。

十三、如毛细管柱被污染，柱效和分辨率降低，有何方法使它恢复???

?

是否可通过老化来解决???

?

答：根据柱污染程度可采取不同的方法来解决，如果污染不严重，污染物沸点不是太高，可通过

老化来解决，但老化温度不可超过柱子的最高使用温度，且一般要较长时间(8—30小时)，如果污染较

严重，或通过老化仍不能使柱性能恢复，那就必须采用溶剂清洗，通常是用 5倍柱容积的溶剂(如正戊

烷，二氯甲烷等)通过色谱柱。当然，清洗溶剂用的越多，对柱性能的损坏越大，

清洗完后，在通载气老化一定时间，如果柱性能恢复，便可继续使用。必须指出：只有交联柱才能清

洗，对于非交联柱，清洗柱会彻底失效，因为固定液被洗掉了，至于清洗用溶剂的选择，可参考说明

书。

十四、BPX70BPX70BPX70

BPX70

毛细管柱是否可用于GCGCGC

GC

／MSMSMS

MS

分析???

?

答：完全可以，BPX70为极性柱，使用温度范围宽(25—260℃)，程序升温可达 290℃，流失低，



适合于分析脂肪酸甲酯的各种位置和几何异构体，药物异构体，碳水化合物等。因 BPX70为交联住，

故用于 GC／MS很稳定，污染后可清洗再生。

十五、色谱管路故障的排除

111

1

、管路阻塞

阻塞是管路的主要故障。管路完全或部分阻塞是由下列原因引起的：

①没有很好过滤流动相；

②样品中有微粒；

③泵或进样器垫圈产生碎片；

④预柱、护柱和分析柱中漏出填料；

⑤毛刺和锉屑进入；

⑥流动相中的结晶盐；

⑦微生物⑧系统中进入了其它颗粒性物质。

系统中管路阻塞的现象很少见，常见的是烧结过滤片（玻璃砂芯）阻塞。用烧结过滤器或过滤片

（孔径 2-10um）能去掉阻塞管路的微粒（如 0.25mm管径）。

管路完全阻塞，压力会突然升高，超压。部分阻塞开始不明显，不断滞留在液流中的微粒压力会

慢慢升高，最后完全阻塞。管路阻塞同时会看到接头或垫圈渗漏，低压好一些，高压渗漏明显。

用系统分段法检查阻塞的管路，从后向前分别松开接头检查，找到阻塞管路后，应立即拆下来疏

导或换新。如果是非刚性物质阻塞，如生物样品中的生化物质（蛋白质）、微生物等，可用极细的金属

丝导通，也可以在火头上烧一烧，使有机物炭化，而后再导通。如果是刚性物质阻塞，要导通则十分

困难，采用反冲的办法有时能成功。就是将管子调头用泵冲洗。操作时要注意保护眼睛和裸露的皮肤，

因阻塞物会以很高的速度冲出来。

无法导通的管路要换上同样规格的管子。如果换上新管后又被阻塞，则应该停机检查上面提到的引起

阻塞的几种原因。

222

2

、管头损坏

管子切口不平整或密封卡套不平滑都不能密封。要重新切割去坏管头（包括卡套），调换新卡套，

装上接头挤压卡紧。大多数渗漏是由接头引起的，而不是管子问题。

333

3

、接头故障的预防与解决办法

几乎所有的接头故障都是可以避免的，按下列要求可以有效地预防接头的故障：

①使用仪器设计时的部件（如同一厂商的部件）；

②使用效果好的接头部件（如零死体积，即样品通过时 V0=0）；

③按要求组装和拧紧接头，不可拧得过紧；

④避免接头混淆使用，及时作好标记；

⑤使用合格的工具。

组装/拆卸接头时要检查在密封面上有无微粒和无机盐晶体。这些污染物影响密封性能，更严重的

使螺丝咬死。最后，旋紧接头时最好用死扳手，保证不咬坏接头。

平时要准备一些要能用到的各种接头备件。



十六、色谱泵的保养

要保持泵的良好操作性能，必须维护系统的清洁，保证溶剂和试剂的质量，对流动相进行过滤和

脱气，下面列出预防泵故障的几项措施:

1）、用高质量试剂和 HPLC级溶剂；

2）、过滤流动相和溶剂；

3）、脱气；

4）、每天开始使用时放空排气，工作结束后从泵中洗去缓冲液；

5）、不让水或腐蚀性溶剂滞留泵中；

6）、定期更换垫圈；

7）、需要时加润滑油；

8）、查阅有关泵操作手册中的其它建议。

处于良好操作状态的泵，应该能使色谱图上的基线平稳；保留时间的重复性好。在等度洗脱时压

力波动小于 2%。梯度洗脱时压力变化应是缓慢和平稳的。

为了使故障发生后尽快排除，平时应常备密封、单向阀（入口与出口）、泵头装置、各式接头、保

险丝等部件，以及更换工具。

十七、色谱仪器检定标准

色谱仪检定的特点

A) 检定时间长

检定一台色谱仪一般需要 3-5个小时，时间较长。色谱仪在运行前首先要进行 1-2小时的预热，否

则仪器的基线难以稳定。另外在在检定过程中，基线和重复性的检定也都需要较长的时间。

B) 仪器型号繁多、操作复杂

色谱仪在运行前，需要更换色谱柱、流动相，启动泵和检测器，并对衰减、流速、纸速等进行设

置，所以操作比较复杂。另外，色谱仪的型号比较多，各种型号色谱仪的操作界面都不尽相同，尤其

是计算机工作站的引入，使得各种型号色谱仪的操作差别更大。

C) 维修困难

色谱仪的内部电路非常复杂，而且零部件的更换必须使用相应厂家生产的配套产品，因而维修比

较困难。

D) 标准物质是主要的计量装置

不论是气相色谱仪，还是液相色谱仪，基线噪声、基线漂移、最小检测浓度都是三个最重要的指

标，而对它们的检定只需使用标准物质即可进行

E) 分布不均衡

色谱仪检定的方法

1、液相色谱仪

实验室液相色谱仪是由输液系统、进样器、色谱柱、检测器和数据记录处理装置等几部分组成的

分析仪器。图 3是典型的液相色谱仪组成方框图。它利用样品中各组分在色谱柱中固定相和流动相间

分配系数或吸附系数的差异，将各组分分离后进行检测，并根据各组分的保留时间和响应值进行定性、



定量分析。

主要检定项目：

泵流量设定值误差 SS、流量稳定性误差 SR

检定输液系统

定性、定量重复性

最小检测浓度、基线噪声、基线漂移

关于最小检测浓度的检定，规程规定“在静态条件下，用注射器注入标准物质”然后用最小检测

限公式计算，得出结论（所谓静态条件，即在不开泵的情况下，把样品直接注入样品池）。但由于近年

来液相色谱仪结构设计有了较大的改变，尤其是计算机工作站的引入，使它的超作方式更为简化。因

而，原来规程所规定的检测方法已不在适用。对于它的检定应在动态条件下（即正常的开机进样情况），

注入 20ΜL标准物质，然后用最小检测限公式进行计算。若仪器的进样筏小于 20ΜL应把测得的峰高

换算成 20ΜL时的峰高（20ΜL/进样筏容量*所测峰高）。以上测量方法与即将出版的液相色谱仪新检

定规程上的方法是相同的。

至于基线噪声和基线漂移按照规程所规定的条件对仪器进行设定后，使仪器空走半小时即可在色

谱图中读出。单位 AU是一个紫外吸收的单位，一般它与单位MV是相对应的，如果仪器色谱图上显

示的单位是MV，可以通过查找仪器说明书找到换算关系。

检定原理：依据 JJG705-90《实验室液相色谱仪计量检定规程》。

检定周期：两年

2、气相色谱仪

气相色谱仪是根据试样中各组分在气固或气液两相间的吸附或分配系数的不同随载气移动而进行

分离的仪器。分离后的组分按保留时间的先后顺序进入检测器，并自动记录检测信号，依据组分的保

留时间和响应值进行定性、定量分析。气相色谱仪由气源、气路控制系统、进样系统、色谱柱、检测

器、电气系统、记录及处理系统组成。

主要检定项目：载气流速稳定性、柱箱温度稳定性、基线噪声、基线漂移、灵敏度、检测限。

检定原理：依据 JJG700-1999《气相色谱仪计量检定规程》。

检定周期：2年

十八、气相色谱常见故障检查诊断

气相色谱种类很多，性能也各有差别。主要包括两个系统。即气路系统和电路系统。

气路系统主要有压力表、净化器、稳压阀、稳流阀、转子流量计、六通进样阀、进样器、色谱柱、

检测器等；电子系统包括各用电部件的稳压电源、温控装置、放大线路、自动进样和收集装置、数据

处理机和记录仪等电子器件。

要分析和判断色谱仪的故障所在，就必须要熟悉气相色谱的流程和气、电路这两大系统，特别是

构成这两个系统部件的结构、功能。色谱仪的故障是多种多样的，而且某一故障产生的原因也是多方

面的，必须采用部分检查的方法，即排除法，才可能缩小故障的范围。对于气路系统出的故障，不外

乎是各种气体（特别是载气）有漏气的现象、气体不好、气体稳压稳流不好等等。

例如：基线若始终向下漂移，即“电平”值逐渐变小至负数，这极有可能是载气泄漏，那么就要



查找各个接头部件是否有漏的现象，若不漏而基线仍漂移，则可能是电路系统的故障。色谱气路上的

故障，分析工作者可以找出并排除，但要排除电路上的故障则并非易事，就需要分析工作者有一定的

电子线路方面的知识，并且要弄清楚主机接线图和各系统的电原理图（尤其是接线图）。在这些图上清

楚的画出了控制单元和被控对象间的关系，具体的标明了各接插件引线的编号和去向，按图去检查电

路、找寻故障是非常方便的。

色谱电路系统的故障，一般是温度控制系统的故障和检测放大系统的故障，当然不排除供给各系

统的电源的故障。温控系统（包括柱温、检测器温控、进样器温控）的主回路由可控硅和加热丝所组

成，可控硅导通角的变化，使加热功率变化，而使温度变化（恒定或不恒定）。而控制可控硅导通角变

化的是辅回路（或称控温电路），包括铂电阻（热敏元件）和线性集成电路等等。

由上所述可知，若是温控系统的毛病，则应首先要检查可控硅是否坏，加热丝是否坏（断或短路），

铂电阻是否坏（断或短路）或是否接触不良。其次检查辅回路的其它电子部件。

放大系统常见故障是离子讯号线受潮或断开、高阻开关（即灵敏度选择）受潮、集成运算放大器

（如：AD515JH、OP07等）性能变差或坏等等。

色谱故障的排除既要做到局部又要考虑到整体，有“果”必有“因”，弄清线路的走向，逐步排除

产生“果”（故障）的“因”，把故障范围缩小。

例如：若出现基线不停的抖动或基线噪音很大时，可先将放大器的讯号输入线断开，观察基线情

况，如果恢复正常，则说明故障不在放大器和处理机（或记录仪），而在气路部分或温度控制单元；反

之，则说明故障发生在放大器、记录仪（或处理机）等单元上。这种部分排除的检查故障方法，在实

际中是非常有用的。

十九、液相色谱柱使用及保养

液相色谱仪由高压液体泵、检测器及液相色谱柱等三部分组成，其中液相色谱柱的正确安装和使

用，是液相色谱工作的关键；也是液相色谱工作者获得正确可靠的实验数据的必经之路。

（一）、液相色谱柱的安装：

1、液相色谱柱的结构：

a、空柱由柱接头、柱管及滤片组装而成。

柱接头采用低死体积结构，柱接头是两端螺纹组件，一端是为 7/16英寸外螺纹，另一端是 3／16

英寸的内螺纹(国内外已规范化)。7／16英寸外螺纹与 1／4英寸柱管(Φ6.35mm)连接，中间放置压坏

用于密封。3／16英寸的内螺纹与 1／16英寸(Φ1.57mm)的连接管连接，中间也放置压环用于柱接头的

密封。为了尽量减少柱外死体积，在安装色谱柱时，用Φ1.57mm连接管通过空心螺钉压环后要尽量插

到底，然后再拧紧空心螺钉。压环被空心螺钉挤压变形后紧箍在连接管上(连接管通过压环后露出的管

长度应严格控制在 2．5mm长或其他固定尺寸)。

在两端柱接头内，柱管两端各放置一片不锈钢滤片(或滤网)，用于封堵柱填料不被流动相冲出柱外

而流失。空柱各组件均为 316#不锈钢材质，能耐受一般的溶剂作用。但由于含氯化物的溶剂对其有一

定的腐蚀性，故使用时要注意，柱及连接管内不能长时间存留此类溶剂，以避免腐蚀。

b、柱填料：

液相色谱柱的分离作用是在填料与流动相之间进行的，柱子的分类是依据填料类型而定。



正相柱：多以硅胶为柱填料。根据外型可分为无定型和球型两种，其颗粒直径在 3—10 μm的范

围内。另一类正相填料是硅胶表面键合—CN，-NH2等官能团即所谓的键合相硅胶。

反相柱：主要是以硅胶为基质，在其表面键合十八烷基官能团(ODS)的非极性填料。也有无定型和

球型之分。

常用的其他的反相填料还有键合 C8、C4、C2、苯基等，其颗粒粒径在 3—10 μm之间。

2，色谱柱的安装：

a、拆开柱包装盒，确认色谱柱的类型、尺寸、出厂日期以及柱内贮存的溶剂。

b、拧下柱两端接头的密封堵头放回包装盒供备用。

c、 按柱管上标示的流动相流向，将色谱柱的入口端通过连接管与进样阀出口相连接(如条件允许 ，

建议在柱前使用保护柱)；柱的出口与检测器连接。连接管是外径为 1.57mm、内径为 0.1-0.3mm的不锈

钢管。连接管的两端均有空心螺钉及密封用压环。在接管时一定要设法降低柱外死体积。连接管通过

空心螺钉、压环后尽量用力插到底，然后顺时针拧紧空心螺钉，直到拧不动为止，再用扳手继续顺时

针拧 1／4-1／2圈，切记不要用力过大。如色谱柱通过流动相加压后有漏液现象，请用扳手继续顺时

针拧 1／4圈，直至不漏液为止。

（二）、液相色谱柱的使用：

色谱柱在使用前，最好进行柱的性能测试，并将结果保存起来，作为今后评价柱性能变化的参考。

但要注意：柱性能可能由于所使用的样品、流动相、柱温等条件的差异而有所不同；另外，在做柱性

能测试时是按照色谱柱出厂报告中的条件进行(出厂测试所使用的条件是最佳条件)，只有这样，测得的

结果才有可比性。

1、样品的前处理：

a、最好使用流动相溶解样品。

b、使用予处理柱除去样品中的强极性或与柱填料产生不可逆吸附的杂质。

c、使用 0.45μm的过滤膜过滤除去微粒杂质。

2、流动相的配制：

液相色谱是样品组分在柱填料与流动相之间质量交换而达到分离的目的，因此要求流动相具备以

下的特点：

a、流动相对样品具有一定的溶解能力，保证样品组分不会沉淀在柱中(或长时间保留在柱中)。

b、流动相具有一定惰性，与样品不产生化学反应(特殊情况除外)。

c、流动相的黏度要尽量小，以便在使用较长的分析柱时能得到好的分离效果；同时降低柱压降，

延长液体泵的使用寿命(可运用提高温度的方法降低流动相的黏度)。

d、流动相的物化性质要与使用的检测器相适应。如使用 UV检测器，最好使用对紫外吸收较低的

溶剂配制。e、流动相沸点不要太低，否则容易产生气泡，导致实验无法进行。

f、在流动相配制好后，一定要进行脱气。除去溶解在流动相中的微量气体既有利于检测，还可以

防止流动相中的微量氧与样品发生作用。

3、流动相流速的选择：

因柱效是柱中流动相线性流速的函数，使用不同的流速可得到不同的柱效。对于一根特定的色谱

柱，要追求最佳柱效，最好使用最佳流速。对内径为 4.6mm的色谱柱，流速一般选择 1ml／min，对于



内径为 4.0mm柱，流速 0.8ml／min为佳。

当选用最佳流速时，分析时间可能延长。可采用改变流动相的洗涤强度的方法以缩短分析时间(如

使用反相柱时，可适当增加甲醇或乙腈的含量)。

注意：

a．由于甲醇廉价，对于反相柱推荐使用甲醇体系(必须使用乙腈的场合除外)。

b．对于正相柱推荐使用沸程为 30-60℃的石油醚或提纯后的己烷作流动相，没有提纯的己烷不得

使用。用水最好使用超纯水(电阻率大于 18兆欧)，去离子水及双蒸水中含有酚类杂质，有可能影响分

析结果。

c．含水流动相最奸在实验前配制，尤其是夏天使用缓冲溶液作为流动相不要过夜。最好加入叠氮

化钠，防止细菌生长。

d．流动相要求使用 0.45 μm滤膜过滤，除去微粒杂质。

e．使用 HPLC级溶剂配制流动相，使用合适的流动相可延长色谱柱的使用寿命，提高柱性能。

4、柱性能测试：

启动液相色谱仪：a、流动相流速设定为 1ml／min。

b、UV检测器波长设定为 254nm。

使用出厂测试时使用的流动相组成及测试样品。

记录并计算测试结果。

*参考(标准 JB5226-91)液相色谱仪测试用标准色谱柱

二十、泵的操作与维护

正如人的心脏一样,高效液相色谱仪中的高压恒流泵必须能可靠的运转 .但是要做到长时间低维护

的可靠运转,就需要对泵有足够的了解,并注意与之有关的事项.

1.通常的设计

目前作为商品出售的高压恒流泵多为往复式柱塞泵,结构原理如图1所示.凸轮与连杆将电机的圆周

运动转变为柱塞杆的线性运动,在有单向阀的结构中,柱塞杆将常压下储液瓶中的流动相吸至泵腔后再

送出,其耐压可达 41MPa.通过改变凸轮的形状和电机的转速及柱塞杆的尺寸可以将流动相的脉动降至

最小.如果对泵的各个部分都有清楚的认识,将来排出操作过程中出现的故障就很简单了.

单向阀:泵头通常由两部分组成--单向阀和密封圈-柱塞杆.图 2是单向阀的示意图.该单向阀一般由

阀体\塑料\或陶瓷阀座和红宝石球组成.在压力的作用下宝石球离开阀座(图 2-a),流动相流过单向阀;反

之,在反向力的作用下,宝石球回到阀座上(图 2-b),此时流动相不再流过单向阀.显然宝石球与阀座之间的

配合必须非常适合才能防止流动相的泄漏.为了保证单向阀不发生泄漏,一些单向阀中安装了两套宝石

球和阀座,也有一些单向阀是将宝石球用一个合适的弹簧压在阀座上 .在不同的应用领域,单向阀阀体的

材料有所不同,例如考虑生物兼容性的系统,单向阀的阀体往往采用金属钛,而不用不锈钢.为了降低成本

和减少维护费用,一些生产厂商还采用了可置换式的卡套式塑料单元件,当然其功能仍保持不变.

柱塞杆与密封圈:柱塞杆在泵头内做前后的往复运动,完成将流动相吸入泵头然后再输出的过程.柱

塞杆的典型材料蓝宝石,不锈钢或其他材质的柱塞杆往往用于一些特殊的领域 .泵头内的密封圈是防止

流动相从柱塞杆的周围流走而设计的.图 3是柱塞杆的运动过程示意图.



在吸液过程中(图 3-b),由于柱塞杆的运动而在泵腔内形成负压.此时因色谱柱的,泵头外的压力显然

高于泵头内,在这两种压差下出口单向阀的宝石球落回到阀座上 ;而对于入口单向阀,因为外界大气压大

于泵腔内的压力,宝石球离开阀座,流动相顺利的进入泵腔.

与此相反的输液过程见图 3-b.由于柱塞杆的运动使压力增加,入口单向阀的宝石球落回到阀座,入口

单向阀处于关闭状态;当泵头内的压力继续增加,并且超过了泵头外的色谱柱的反压时,出口单向阀开启,

流动相输出.

二十一、装填柱子的注意事项

装填柱子的注意事项：

（1） 装填过程中要边抽、边敲、边加入固定相，以保证装的紧密而均匀。不要敲得过猛，以免震碎

载体，也不要让固定相断流，致使管内的固定相时松时紧，甚至形成断裂。

（2） 要分别标明柱管两端。装填时接真空泵的一端比较紧密，应同检测器连接：另一端则同检测器

连接。如果接反了，柱效会降低 10%左右。

二十二、液相色谱仪的最小检测浓度和流通池的光程（体积）有什么含义？

某些国产仪器在公布其技术指标时，大多只写了“噪音和漂移”的指标。用户觉得指标都差不多，

但却忽略了另外二个较为重要的指标：“最小检测浓度和光程”，这二个指标有什么作用呢？它们代表

了什么含义？

这里来解释一下：

最小检测浓度是考验仪器的灵敏度。最小检测浓度数值大，仪器的灵敏度就小，不能反应真正的

噪音和漂移水平。例如：我公司的最小检测浓度小于 1×10-8g/ml (萘/甲醇溶液)，而某些仪器是：4×

10-8g/ml (萘/甲醇溶液)。这就说明我们的仪器灵敏度大，可以检测更微量的样品。同样如我公司仪器

把最小检测浓度调较得和其它产品是一样，也就表明我们可以做得比其它产品噪音和漂移低 4倍。

可以从这个公式看出： 最小检测浓度=2×仪器的噪音×进样的样品浓度/样品的峰高值

那光程又代表什么？我们先看下面一个公式，比尔定律：

A=log(I0/I)=εCL

A是吸收率；I0代表参照池的光强；I为样品池的光强；ε为摩尔吸光系数；C是样品浓度；L就

是流通池的光程。

可以看出在同样的“C”样品浓度情况下，“L”流通池的光程越大,仪器的“A吸收率”也就越大。

这样可以检测到的样品浓度就越小。为什么有些厂家把仪器的流通池光程做得很小，有些只有：3.5mm、

4.5mm或 5.5mm，而不是我公司的 8mm。这是因为这些厂家不能有效的降低整个系统的“噪音和漂移

水平”，只能牺牲流通池光程，也就是牺牲了仪器的检测灵敏度和最小检测浓度，来达到降低“噪音和

漂移水平”目的。用通俗的说法比喻：HPLC就是一台音响，光程就是这台音响的音量控制键，光程

越小就是把音量调小了，耳朵对音响本身的噪音和失真（可以理解为仪器的噪音和漂移）感觉就越小。

但也就说明了这些仪器整体系统的制造水平不高。


