1100高效液相色谱注意事项

高效液相色谱（HPLC：High Performance Liquid Chromatography）适用于分析高沸点、大分子、强极性和热稳定性差的化合物，其流动相具有运载样品分子和选择性分离的双重作用（相对于气相而言，气相色谱适用于分析沸点较低、中小分子和热稳定性较好的化合物，其流动相只起运载样品分子的作用）。

一、色谱柱

色谱柱有正相和反相之分，正相（NP：Normal Phase
）色谱柱使用极性填充剂，反相（RP：Reversed Phase
）色谱柱使用非极性填充剂。

1、填充剂

填充剂的性能（如载体的形状、粒径、孔径、表面积、键合基团的表面覆盖率、含碳量和键合类型等）以及色谱柱的填充，都会影响待测物的保留行为和分离效果。孔径在15nm以下的填充剂适合于分析分子量小于2000的化合物，分子量大于2000的化合物则应选择孔径在30nm以上的填充剂。

2、pH值

以硅胶为载体的一般键合固定相填充剂适用pH2-8的流动相。当pH大于8时，可使载体硅胶溶解；当pH小于2时，与硅胶相连的化学键合相易水解脱落。当pH不在此范围内时需选择特殊的柱子，另外，分析氨基酸等特殊物质时，也需选用特殊的柱子。

二、流动相

1、过滤

滤膜类型

	滤膜类型
	适用范围

	聚四氟乙烯滤膜
	适用于所有溶剂、酸和盐

	醋酸纤维滤膜
	不适用于有机溶剂，特别适用于水基溶剂

	尼龙66滤膜
	适用于绝大多数有机溶剂和水溶液，可用于强酸，不适用于DMF、THF、CHCl3等溶剂

	再生纤维素滤膜
	蛋白吸收低，同样适用于水溶性样品和有机溶剂


2、气泡对测定的影响

1）泵中气泡使液流波动，改变保留时间和峰面积

2）柱中气泡使流动相绕流，峰变形

3）检测器中的气泡产生基线波动

3、改性剂的选择

为使色谱图中各峰的分离度、峰型等符合规定，液相色谱的流动相中经常需要加入改性剂，如各种缓冲盐、酸碱等，它们不仅能调节两个峰之间的分离度，还能调节色谱峰的峰型（使拖尾因子等指标符合规定）。检测器不同，对改性剂的要求也不同。个人在使用过程中发现，磷酸和甲酸在某些方面可能有类似的作用，比如在紫外检测器下，使用0.1%磷酸-乙腈梯度洗脱某中药样品，色谱图较好；若要使用相同的梯度而仅换用ELSD检测该中药样品时，不能使用非挥发性的磷酸，实验中用甲酸代替磷酸也能得到和使用0.1%磷酸-乙腈梯度洗脱基本一致的色谱图，而醋酸则不能。

三、色谱图

1、非信号峰

由于各种原因，色谱图中经常会出现非物质信号峰，如溶剂峰、鬼峰等。溶剂峰一般出现在第一个峰，如果溶剂的吸收比测定波长还低，则可能会出现倒峰。但并非出现在第一的峰就一定是溶剂峰，如ELSD中就没有溶剂峰。有时候在色谱图中（一般在比较靠前的几分钟）会出现如下图所示的一正一负的峰：


[image: image1.png]



    该峰可能为梯度更换等原因所造成的脉冲信号峰或溶剂峰。
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