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高效液相色谱法的特点

    高效液相色谱法（HPLC）是20世纪60年代末70
年代初发展起来的一种新型分离分析技术，随着
不断改进与发展，目前已成为应用极为广泛的化
学分离分析的重要手段。它是在经典液相色谱基
础上，引入了气相色谱的理论，在技术上采用了
高压泵、高效固定相和高灵敏度检测器，因而具
备速度快、效率高、灵敏度高、操作自动化的特
点。为了更好地了解高效液相色谱法优越性，现
从两方面进行比较：



高效液相色谱法的特点

 1．高效液相色谱法与经典液相色谱法 

      高效液相色谱法比起经典液相色谱法的最大
优点在于高速、高效、高灵敏度、高自动化。高
速是指在分析速度上比经典液相色谱法快数百倍。
由于经典色谱是重力加料，流出速度极慢；而高
效液相色谱配备了高压输液设备，流速最高可达 
103cm·min-1.例如对氨基酸分离，用经典色谱法，
需用20多小时才能分离出20种氨基酸；而用高效
液相色谱法，只需lh之内即可完成。



高效液相色谱法的特点

2．高效液相色谱法与气相色谱法 
    （l）气相色谱法分析对象只限于分析气体和沸点较低

的化合物，它们仅占有机物总数的20％。对于占有机物总
数近80％的那些高沸点、热稳定性差、摩尔质量大的物质，
目前主要采用高效液相色谱法进行分离和分析。 

     (2)气相色谱采用流动相是惰性气体，它对组分没有亲
和力，即不产生相互作用力，仅起运载作用。而高效液相
色谱法中流动相可选用不同极性的液体，选择余地大，它
对组分可产生一定亲和力，并参与固定相对组分作用的剧
烈竞争。因此，流动相对分离起很大作用，相当于增加了
一个控制和改进分离条件的参数，这为选择最佳分离条件
提供了极大方便。

     (3)气相色谱一般都在较高温度下进行的，而高效液相
色谱法则经常可在室温条件下工作。



高效液相色谱法的特点

• 分析速度快——通常分析一个样品在15~30 min，有些样
品甚至在5 min内即可完成。

• 选择性高——可选择固定相和流动相以达到最佳分离效果，
可分析同类型的有机化合物及其同分异构体，还可以分析
在性质上极为相似的旋光异构体。

• 灵敏度高——紫外检测器可达0.01ng，荧光和电化学检测
器可达0.1pg。

• 柱子可反复使用——用一根色谱柱可分离不同的化合物。

• 样品量少，容易回收——样品经过色谱柱后不被破坏，可
以收集单一组分或做制备。



高效液相色谱法的特点

   超高效液相色谱(UPLC)

• —是区别于HPLC的液相色谱新领域

• —基于小颗粒填料和LC原理的一种创新技
术

• —实现超高分离度、灵敏度、分析速度
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高效液相色谱仪工作原理

    

• 高压输液系统
• 进样系统
• 分离系统
• 检测系统



高效液相色谱仪工作原理

  其工作过程如下：首先高压泵将
贮液器中流动相溶剂经过进样器
送入色谱柱，然后从控制器的出
口流出。当注入欲分离的样品时，
流经进样器贮液器的流动相将样
品同时带入色谱柱进行分离，然
后依先后顺序进入检测器，记录
仪将检测器送出的信号记录下来，
由此得到液相色谱图。

Waters高效液相色谱仪 e2695



高效液相色谱仪工作原理

 1．高压输液系统 
      由于高效液相色谱所用固定相颗粒极细，因此对流动

相阻力很大，为使流动相较快流动，必须配备有高压输液
系统。它是高效液相色谱仪最重要的部件，一般由储液罐、
高压输液泵、过滤器、压力脉动阻力器等组成，其中高压
输液泵是核心部件。对于一个好的高压输液泵应符合密封
性好，输出流量恒定，压力平稳，可调范围宽，便于迅速
更换溶剂及耐腐蚀等要求。常用的输液泵分为恒流泵和恒
压泵两种。恒流泵特点是在一定操作条件下，输出流量保
持恒定而与色谱柱引起阻力变化无关；恒压泵是指能保持
输出压力恒定，但其流量则随色谱系统阻力而变化，故保
留时间的重视性差，它们各有优缺点。



高效液相色谱仪工作原理

 2．进样系统 
      

高压泵

样品盘

进
样
针

比例阀



高效液相色谱仪工作原理

3 分离系统——色谱柱 
     色谱柱是液相色谱的心脏部件，它包括柱管与固定相

两部分。柱管材料有玻璃、不锈钢、铝、铜及内衬光滑的
聚合材料的其他金属。玻璃管耐压有限，故金属管用得较
多。一般色谱柱长5～30cm，内径为4～5mm，凝胶色谱柱
内径3～12mm，制备往内径较大，可达25mm 以上。一般在
分离前备有一个前置柱，前置柱内填充物和分离柱完全一
样，这样可使淋洗溶剂由于经过前置柱为其中的固定相饱
和，使它在流过分离柱时不再洗脱其中固定相，保证分离
技的性能不受影响。

       柱子装填得好坏对柱效影响很大。对于细粒度的填
料（＜20μm）一般采用匀浆填充法装柱，先将填料调成
匀浆，然后在高压泵作用下，快速将其压入装有洗脱液的
色谱柱内，经冲洗后，即可备用。 



高效液相色谱仪工作原理

4．检测系统 

      目前有两种基本类型的检测器:

•  一类是溶质性检测器，它仅对被分离组分的物理
或化学特性有响应，属于这类检测器的有紫外、
荧光、电化学检测器等。

•  另一类是总体检测器，它对试样和洗脱液总的物
理或化学性质有响应，属于这类检测器的有示差
折光，蒸发光散射，电导检测器等。



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 

    工作原理：

  基于Lambert-Beer定律，计算公式为：A=lg(1/T)=Kbc。

       其中，A为吸光度；T为透射比（透光度），即出射光强度I比入射
光强度I0（T = I/I0）；K为吸光系数，它与吸收物质的性质、入射光
波长及温度等因素有关；b为液层厚度（光程长度）；c为溶液浓度。

       该定律表明了物质对某一波长光吸收的强弱与吸光物质的浓度及
其液层厚度间的关系，是分光光度法的基本定律，也是比色分析及分
光光度法的理论基础，适用于所有的电磁辐射和所有的吸光物质，包
括气体、固体、液体、分子、原子和离子。



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 
优点:
a: 灵敏度高
b: 线性范围广 
C: 对温度和流速不敏感，适于进行梯度洗脱

限制:
a: 没有紫外吸收的物质不能检测
b: 应尽可能选择在检测波长下没有背景吸收的流动相 

(限制了一些截止波长在200~300nm之间的良好溶剂
的使用 )

 



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 

（2）荧光检测器 

• 原理:

     物质的分子或原子经光照射后，有些电子被激
发至较高的能级，这些电子从高能级 跃至低能级
时，物质会发出比入射光波长较长的光，这种光
称为荧光。荧光检测器就是在样品的激发波长处
检测发射光的强弱.

• 荧光检测器是一种选择性检测器 

• 不到20%的物质使用这种检测手段,许多药物采用
这种检测方法.

 
              



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 

（2）荧光检测器 
• 优点:
   a: 灵敏度非常高(灵敏度在目前常用的HPLC检测器中最

高 )，比紫外检测器高2—3个数量级，适合于痕量分析 
   b: 可以用于梯度洗脱 
   c: 对仪器的稳定性（如温度和压力的稳定性）依赖较小 
   d: 选择性好，优于紫外
• 缺点:
   a:适用范围有一定的局限性 –只适用于有荧光基团＆衍生

化之后有荧光基团的化合物
   b: 定量分析时线性范围较窄 

   它适合于 稠环芳烃、氨基酸、胺类、维生素、蛋白质等荧
光物质的测定 



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 

（2）荧光检测器 

（3）二极管阵列检测器

• 原理:

    光电二极管阵列（或CCD阵列，硅靶摄像管等）
作为检测元件的UV-VIS检测器。它可构成多通道
并行工作，同时检测由光栅分光，再入射到阵列
式接受器上的全部波长的信号，然后，对二极管
阵列快速扫描采集数据，得到的是时间、光强度

和波长的三维谱图。 
              



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 
（2）荧光检测器 

（3）二极管阵列检测器

              



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 

（2）荧光检测器 

（3）二极管阵列检测器
与普通UV-VIS检测器不同之处:

 a: 普通UV-VIS检测器是先用单色器分光，只让特
定波长的光进入流动池。

  而二极管阵列UV-VIS检测器是先让所有波长的光
都通过流动池，然后通过一系列分光技术，使所
有波长的光在接受器上被检测. 

 b:普通UV-VIS检测器只能得到二维的谱图,而DAD可
以得到三维图谱.

              



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 
（2）荧光检测器 

（3）二极管阵列检测器
应用
a: 色谱峰纯度检查
b: 色谱峰鉴定
三维色谱能提供更多全面的信息。

              



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 
（2）荧光检测器 
（3）二极管阵列检测器

（4）示差折光率检测器
  是一种通用型检测器，只要被测组分与洗
脱液的折光指数有差别就可使用。生命科
学中常遇到各类糖类化合物，没有紫外吸
收，一般常用示差折光检测器。它的通用
性比UVD广，但灵敏度要低，对温度变化敏
感，并与梯度洗脱不相容，因而限制了它
的使用。 

              



高效液相色谱仪工作原理

（1）紫外检测器 
（2）荧光检测器 
（3）二极管阵列检测器
（4）示差折光率检测器

（5）电导检测器
   电化学检测器（ECD） ECD是根据物质的
电还原性和电氧化性来进行检测的，应用
于对紫外光没有吸收或不能发出荧光，但
具有电活性的物质测定。若结合衍生技术，
也可应用于非电活性物质的检测。安培检
测器和电导检测器在生化、医学、食品和
环境分析中获得广泛的应用。 
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高效液相色谱仪的维护

  泵的使用和维护
• 防止任何固体微粒进入泵体，因为尘埃或其它任何杂质微粒都会磨损柱塞、

密封环、缸体和单向阀，因此应预先除去流动相中的任何固体微粒。流动相
最好在玻璃容器内盛放，而常用的方法是滤过，可采用滤膜（0.2µm或0.45µm）
等滤器。输液泵的滤器应经常清洗或更换。

• 流动相不应含有任何腐蚀性物质，含有缓冲液的流动相不应保留在泵内，尤
其是在停泵过夜或更长时间的情况下。如果将含缓冲液的流动相留在泵内，
由于蒸发或泄漏，甚至只是由于溶液的静置，就可能析出盐的微细晶体，这
些晶体将和上述固体微粒一样损坏密封环和柱塞等。因此，必须泵入纯水将
泵充分清洗后，再换成适合于色谱柱保存和有利于泵维护的溶剂（对于反相
键合硅胶固定相，可以是甲醇或甲醇-水）。

• 泵工作时要留心防止溶剂瓶内的流动相被用完，否则空泵运转也会磨损柱塞、
缸体或密封环，最终产生漏液。

• 输液泵的工作压力决不要超过规定的最高压力，否则会使高压密封环变形，
产生漏液。

• 流动相应该先脱气，以免在泵内产生气泡，影响流量的稳定性，如果有大量
气泡，泵就无法正常工作 



高效液相色谱仪的注意事项

柱的使用和维护

1、使用前仔细阅读色谱柱附带的说明书，注意适用范围，如pH值范围、不得注射强

酸强碱的样品，特别是碱性样品。

2、使用符合要求的流动相； 

3、使用保护柱； 

4、如所用流动相为含盐流动相，反相色谱柱使用后，先用水或低浓度甲醇水（如5％

甲醇水溶液），再用甲醇冲洗。 

5、长时间不用仪器，应该将柱子取下用堵头封好保存，注意不能用纯水保存柱子，

而应该用有机相(如甲醇等)，因为纯水易长霉。

6、 不要高压冲洗柱子； 

7、 不要在高温下长时间使用硅胶键合相色谱柱； 

    使用过程中注意轻拿轻放。



高效液相色谱仪的维护

    流动相的脱气

      HPLC所用流动相必须预先脱气，否则容易在系
统内逸出气泡，影响泵的工作。气泡还会影响柱
的分离效率，影响检测器的灵敏度、基线稳定性，
甚至使无法检测。（噪声增大，基线不稳，突然
跳动）。此外，溶解在流动相中的氧还可能与样
品、流动相甚至固定相（如烷基胺）反应。溶解
气体还会引起溶剂pH的变化，对分离或分析结果
带来误差。



高效液相色谱仪的维护

  紫外灯的保养：

    在分析完成后，马上关闭检测器，以延长灯的
使用寿命。
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高效液相色谱仪的注意事项

一、流动相

1、流动相应选用色谱纯试剂、高纯水，

酸碱液及缓冲液需经过滤后使用，过滤

时注意区分水系膜和油系膜的使用范围； 

2、水相流动相需经常更换（一般不超过3

天），防止长菌变质.



高效液相色谱仪的注意事项

二、样品

• 1、采用过滤或离心方法处理样品，确保样品中

不含固体颗粒； 

• 2、用流动相或比流动相极性弱的溶剂制备样品

溶液，尽量用流动相溶解样品。



高效液相色谱仪的注意事项

三、操作过程

1、仪器开机自检正常后，先用预定方法平衡系统，待温度稳定后运

行检测器（以延长灯的使用寿命），稍后观察基线，如基线稳定

后再运行预定序列； 

2、溶剂瓶中的沙芯过滤头容易破碎，在更换流动相时注意保护，当

发现过滤头变脏或长菌时，不可用超声洗涤，可用5%稀硝酸溶液

浸泡后再洗涤；

3、 实验结束后，一般先用水或低浓度甲醇水溶液冲洗整个管路30分

钟以上，再用甲醇冲洗。冲洗过程中关闭D灯、W灯；
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高效液相色谱的分析应用

       在食品安全检测中的应用

• —食品添加剂如：苯甲酸、山梨酸、糖精钠、着色剂等；

• —非法添加物如：三聚氰胺、苏丹红等；

• —污染物如：苯并芘、黄曲霉毒素B1等；

• —食品营养指标果糖、葡萄糖、白藜芦醇等；

• —农药残留如：氨基甲酸酯类、阿维菌素等；

• —兽药残留如：孔雀石绿等；

      



高效液相色谱的分析应用

 苯甲酸、山梨酸、糖精钠标样色谱图

色谱柱：菲罗门 C18柱(4.6mm×150mm,5um)；
流动相：0.02mol·L-1乙酸铵溶液-甲醇（96+4）；
流速量:1.0mL·min-1；
柱温：30℃
检测波长：230nm；



高效液相色谱的分析应用

氨基甲酸酯标样色谱图

色谱柱：Waters C18柱(4.6mm×150mm,5um)；
流动相：水+甲醇梯度洗脱；
流速量:1.0mL·min-1；
柱温：42℃
发射波长：330nm，吸收波长465nm；



高效液相色谱的分析应用

着色剂标样色谱图

色谱柱：赛默飞 C18柱(4.6mm×150mm,5um)；
流动相：0.02mol·L-1乙酸铵溶液-甲醇 梯度洗脱；
流速量:1.0mL·min-1；
柱温：30℃
检测波长：230nm；



THE     
END

THANK  YOU


