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前　　言

　　本标准修改采用日本工业标准ＪＩＳＫ０１２４—２００２《高效液相色谱法通则》（英文版）。

本标准根据ＪＩＳＫ０１２４—２００２重新起草。在附录 Ａ中列出了本标准章条编号与ＪＩＳＫ０１２４—

２００２章条编号的对照一览表。

考虑到我国国情，本标准与ＪＩＳＫ０１２４—２００２的主要差异如下：

———引用了我国国家标准ＧＢ／Ｔ９００８—２００７（本标准第２章）；

———删除了ＧＢ／Ｔ９００８—２００７中已有的术语和定义（本标准第３章）；

———对试剂和溶剂规格分别进行了规定（本标准的５．２和５．３）。

本标准代替ＧＢ／Ｔ１６６３１—１９９６《柱液相色谱分析法通则》。

本标准与ＧＢ／Ｔ１６６３１—１９９６相比主要变化如下：

———删除了１９９６年版标准的资料性附录附录Ａ、附录Ｂ、附录Ｃ、附录Ｄ、附录Ｅ、附录Ｆ、附录Ｋ、

附录 Ｍ、附录Ｎ、附录Ｐ；

———增加了第３章“术语和定义”、第５章“水、试剂和溶剂”、第６章“取样及预处理的操作”、第１６

章“制备型液相色谱”、第１７章“数据质量的保证”和第１８章“专项标准中涉及的项目”；

———修改了标准名称（见１９９６年版和本版标准的封面）；

———修改了标准范围（见１９９６年版和本版标准的第１章）；

———修改了高效液相色谱法概述（１９９６年版第３章；本版第４章）；

———修改了有关仪器配置的规定（１９９６年版第４章；本版第７章）；

———修改了有关洗脱剂的规定（１９９６年版第５章；本版第８章）；

———修改了有关色谱柱和柱填料的规定（１９９６年版第６章、第９章；本版第９章）；

———修改了仪器安装的环境要求和安全要求（１９９６年版附录Ｇ、附录Ｈ；本版第１０章）；

———修改了有关测量／制备前的准备工作的规定（１９９６年版第７章；本版第１１章）；

———修改了有关操作过程的规定（１９９６年版第８章、第１０章、附录Ｊ；本版第１２章）；

———修改了有关定性分析的规定（１９９６年版第１１章；本版第１３章）；

———修改了有关定量分析的规定（１９９６年版第１２章、附录Ｌ；本版第１４章）；

———修改了有关分子量分布的测量的规定（１９９６年版第１３章；本版第１５章）。

本标准的附录Ａ为资料性附录。

本标准由中国石油和化学工业协会提出。

本标准由全国化学标准化技术委员会（ＳＡＣ／ＴＣ６３）归口。

本标准由中国石油化工股份有限公司北京燕山分公司、中化化工标准化研究所负责起草。

本标准主要起草人：黄铃、徐泽峰 、杨建海 、魏静。

本标准于１９９６年１２月首次发布。
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高效液相色谱法通则

１　范围

本标准规定了使用高效液相色谱法进行的定性定量分析和提纯精制的通用规则。

本标准适用于使用高效液相色谱法对无机、有机化合物的定性定量分析及提纯精制，以及对高分子

化合物的分子量的测定的一般要求。

２　规范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有

的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究

是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

ＧＢ／Ｔ９００８　液相色谱法术语　柱色谱法和平面色谱法

３　术语和定义

ＧＢ／Ｔ９００８确立的以及下列术语和定义适用于本标准。

３．１

高效液相色谱仪　犺犻犵犺狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲犾犻狇狌犻犱犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺

进行高效液相色谱分析的仪器。

３．２

分析物　犪狀犪犾狔狋犲

样品或样品溶液中存在的待分析的目标组分。

３．３

样品溶液　狊犪犿狆犾犲狊狅犾狌狋犻狅狀

样品溶解在其中的溶液或提取用于分析的溶液。

３．４

试样溶液　狋犲狊狋狊犪犿狆犾犲狊狅犾狌狋犻狅狀

用于测试的样品溶液本身或预处理过的样品溶液

３．５

泵　狆狌犿狆

驱动流动相（洗脱剂）的设备。

３．６

自动进样器　犪狌狋狅犿犪狋犻犮狊犪犿狆犾犲犻狀犼犲犮狋狅狉，犪狌狋狅狊犪犿狆犾犲狉

自动将试样溶液接连地注射进到液相色谱仪的柱子中的设备。

３．７

柱箱　犮狅犾狌犿狀犮狅犿狆犪狉狋犿犲狀狋

色谱柱置于其中的容器。

３．８

色谱柱管　犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺犻犮狋狌犫犲

柱填料被填充在其中的圆形柱管，其两端装配有过滤器等部件。

１
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３．９

对称因子　狊狔犿犿犲狋狉狔犳犪犮狋狅狉

表征色谱峰的对称程度的因子。由下列方程得到：

犛＝犠０．０５犺／２犳

　　式中，犛———对称因子；

犠０．０５犺———从峰基线测得的１／２０峰高处的峰宽度；

犳———从峰顶点向记录纸的水平轴划垂直线，与犠０．０５犺峰宽线相交，峰的前侧的距离定义

为犳；

犠０．０５犺和犳单位相同。

３．１０

柱前衍生化　狆狉犲犮狅犾狌犿狀犱犲狉犻狏犪狋犻狕犪狋犻狅狀，狆狉犲犮狅犾狌犿狀犾犪犫犲犾犻狀犵

样品组分在进到色谱柱之前，与衍生试剂反应进行衍生化的过程。

３．１１

柱后衍生化　狆狅狊狋犮狅犾狌犿狀犱犲狉犻狏犪狋犻狕犪狋犻狅狀，狆狅狊狋犮狅犾狌犿狀犾犪犫犲犾犻狀犵

样品组分在色谱柱分离之后，加衍生试剂到洗出液中进行衍生化的过程。

３．１２

标准溶液　狉犲犳犲狉犲狀犮犲狊狅犾狌狋犻狅狀

其特征值如浓度或分子量是已知的并确定足以用作液相色谱分析的标样的溶液。

３．１３

分离模式　狊犲狆犪狉犪狋犻狅狀犿狅犱犲

主要由液相色谱分离机理进行分类的操作模式。

３．１４

稀释标准溶液　犱犻犾狌狋犲犱狉犲犳犲狉犲狀犮犲狊狅犾狌狋犻狅狀

被稀释成一定浓度的标准溶液。

３．１５

混合标准溶液　犿犻狓犲犱狉犲犳犲狉犲狀犮犲狊狅犾狌狋犻狅狀

通过混合一种以上标准溶液或稀释标准溶液制备的含规定浓度样品组分的溶液。

３．１６

内标物　犻狀狋犲狉狀犪犾狊狋犪狀犱犪狉犱

内标法中用作标样的物质。

３．１７

分子量分布　犿狅犾犲犮狌犾犪狉狑犲犻犵犺狋犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀

与分子量有多分散性的化合物有关。表示了各种分子作为分子量函数的量。

３．１８

分级　犳狉犪犮狋犻狅狀犪狋犻狅狀

通过色谱柱分离和洗脱取得分析物的操作。

３．１９

流分　犳狉犪犮狋犻狅狀

通过分级操作分离得到的溶液。

２
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３．２０

方法确认　犿犲狋犺狅犱狏犪犾犻犱犪狋犻狅狀

证明使用高效液相色谱的分析方法适合分析目的的各种测试。

４　高效液相色谱法概述

４．１　液相色谱法（ＬＣ）是一种具有下述特征的物理和化学分离分析方法。它使用液体作为流动相，每

种分析物在色谱柱的固定相和流动相间的相互作用存在差别，这种差别被利用来分离混合物。流动相

被加压传送以取得短时间内的高效分离的液相色谱分析方法被称为高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）。用于高

效液相色谱法的设备被称为高效液相色谱仪。

４．２　ＬＣ可应用于测定非挥发性或者热不稳定性化合物，这些化合物难于用气相色谱法测定。因为

ＬＣ的扩散速度比气相色谱法慢，所以其分离能力比气相色谱法差。虽然ＬＣ的分离能力没有气相色谱

法高，但是它具有优良的定量能力和容易得到分离的化合物的流分的特点。ＬＣ不仅可应用于一般有

机化合物，而且也可应用于离子化合物、天然产物、聚合物以及其他广泛领域。

４．３　通过综合分析高效液相色谱法所使用的固定相和流动相，可以认识其各种分离机理。表１列出了

高效液相色谱法的分类及其分离机理的特点、典型柱填料及其用途。

表１　犎犘犔犆：分类和分离机理特点、典型柱填料及其用途

分离机理 特　　点 典型柱填料 用　　途

　分配色谱（包括反相分配

色谱、正相分配色谱以及反

相离子对色谱）

　●　分离是基于固定相和

流动相间分配平衡。

　●　各种柱填料和各种流

动相的结合应用广泛

　化学键合型硅胶（ＯＤＳ，

ＮＨ等）、多孔聚合物等

　●　范围从低分子量到

高分子量物质的分离。

　●　同系物的分离

　吸附色谱

　●　分离是基于溶质在无

机氧化物固定相上的吸附

平衡。

　●　非极性有机溶剂用作

流动相

　硅胶、氧化铝、二氧化钛、

碳等

　●　极性化合物和异构

体的分离

　尺寸排阻色谱（分子筛分

色谱、凝胶过滤色谱、凝胶

渗透色谱）

　●　分离是基于聚合物填

料窄孔的分子筛分。

　●　操作条件温和。

　●　亲水聚合物填料和合

成 的 聚 合 物 填 料 有 不 同

应用

　葡聚糖凝胶，琼脂糖凝

胶，聚苯乙烯凝胶，聚甲基

丙烯酸酯凝胶等

　●　蛋白、酶等的分离

纯化及脱盐（亲水聚合物

填料）。

　●　合成聚合物的分子

量分级 （合成聚合物填

料）

　离子交换色谱（包括离子

排斥色谱和离子色谱）

　●　分离是基于离子交换

剂和离子溶质间的静电相

互作用。

　●　应用广泛

　离子交换树脂
　●　离子型物质的分离

分析，脱盐，盐交换

　亲合色谱

　●　分离是基于衍生自生

物组织的分子识别能力。

　●　选择性极高

　酶、肽、糖等组合
　●　生理活性物质的浓

缩、分离和精制

４．４　ＨＰＬＣ的基本配置如图１所示。ＨＰＬＣ由下列部件组成：流动相提供单元（液体泵）、进样器、色谱

柱和柱箱、检测器、数据处理机和记录仪。流动相的流速由泵设定，一定体积的流动相被传送到进样器，

再到色谱柱。泵输送流动相的流速范围通常在０．０１ｍＬ／ｍｉｎ～１０ｍＬ／ｍｉｎ。常用往复式柱塞泵（见

图２）。当使用梯度洗脱法时，使用１～４个单元泵或者一个梯度器。

３
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图１　犎犘犔犆的基本配置（示意图）

图２　往复式柱塞泵的基本配置（示意图）

４．５　通常用微量注射器量取一定体积的样品溶液，注入进样阀，扳动阀钮将样品溶液注入色谱柱。有

时使用自动进样器按序列自动进多个样品。

４．６　ＨＰＬＣ使用的柱填料具有相对均匀的颗粒尺寸，粒径一般在１μｍ～２０μｍ之间，填料被装填在内

径１ｍｍ～１２ｍｍ的不锈钢或塑料的色谱柱管中，柱长一般几十厘米或者更短。填料的粒径和柱子的

尺寸根据其用途而有所不同。

４．７　分析物被色谱柱分离，然后基于其物理、光学、电、化学及其他特性被检测器检测。ＨＰＬＣ的典型

检测器是紫外可见光检测器。通常这种检测器的流通池体积在４μＬ～２０μＬ之间，它测量被分离后的

分析物在一定波长下的吸光度（吸收强度）。其他检测器包括示差折光指数检测器、荧光检测器、电化学

检测器、电导检测器、质谱仪等。ＨＰＬＣ使用的典型检测器的特点列于表２。当需要选择性检测或ｇ／Ｌ

量级以下的高灵敏度检测时，依赖于分析物特征使用不同的检测器。

表２　犎犘犔犆使用的典型检测器及其特点

检测器
最小检测

灵敏度／ｇ
选择性 温度的影响 流速的影响 梯度洗脱

吸光度检测器（ＵＶ／ＶＩＳ检测器） １０－１０ 有（吸光物质） 小 无 可用

荧光检测器（ＦＬＤ） １０－１２ 有（荧光物质） 有 无 可用

示差折光检测器（ＲＩＤ） １０－７ 无 有 无 不可用

电化学检测器（ＥＣＤ） １０－１２ 有（氧化还原物质） 有 有 可用

电导检测器（ＣＤ） １０－１０ 有（离子） 有 有 不宜

质谱（ＭＳ） １０－１２ 无 有 有 可用

４．８　如果分析物不能直接检测或者高灵敏检测不可能实现，则可使用柱前衍生化或柱后衍生化。前者
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是分析物在进到色谱柱之前进行的衍生化，而后者是分析物被色谱柱分离之后衍生试剂同洗脱液进行

混合进行的衍生化。

４．９　检测器得到每个分析物的响应并转化成电信号，然后送到数据处理机。记录检测器得到的信号对

时间作图得到如图３所示的色谱图。数据处理机基于得到的色谱图进行各种参数运算，对分析物进行

定性定量分析。当使用保留值对分析物进行定性时，用其保留值（保留时间等）同相同条件下的标准样

品的保留值进行比较。当使用质谱或二极管阵列检测器对分析物进行定性时，用分析物的谱图同标样

的谱图进行比较。当进行定量分析时，从色谱图得到峰面积值或峰高值，将其代入由含分析物的标准溶

液制得的标准曲线进行定量测定。

４．１０　另一方面，也有可能通过收集与色谱图上色谱峰相对应的流出液对分离的分析物进行等分收集，

进行提纯，即制备型液相色谱法。

图３　色谱图和每个参数的名称

５　水、试剂和溶剂

５．１　水

本标准使用的水应是通过蒸馏或离子交换等方法精制的水，或者通过反渗透、蒸馏、离子交换等方

法结合精制的水。水质不应干扰分析。

５．２　试剂

试剂应是分析纯试剂或质量更好的试剂。试剂不应干扰分析。

５．３　溶剂

溶剂应是ＨＰＬＣ级的产品或质量相当或更好的产品。它们不应干扰所使用的检测器的性能。

６　取样及预处理的操作

高效液相色谱分析要求按样品的分析目的选择合适的取样方法。根据样品形式和分析目的，样品

可直接进高效液相色谱仪，或者对分析物进行萃取、衍生、浓缩等预处理。

６．１　取样

取样应根据分析目的、样品性质及测试项目使用最佳方法进行，考虑具有样品代表性及能区分每个

样品特征的差异。如果有专项标准，则按该标准进行取样操作。为了防止由于老化之类的外部因素引

起的变化，预处理和进样的过程应尽可能快地进行。如果样品需要贮存，要预先确认样品不会因为贮存

和转移运输发生变化。如果在初步试验和实际测定时样品量和分析物浓度存在较大差别，则设定的条

件将无效。如果怀疑样品发生了变化，则要采取相应对策１）。用于取样和样品贮存的容器和器具不应含

１）　例如，生物样品分析物可能被酶和微生物分解，或者被代谢产物和增殖污染。在这样的情况下，应采取诸如添

加防腐剂、低温贮存、调节ｐＨ值、过滤、热处理、干燥等对策。防腐剂可能影响分析物和色谱图，应引起注意。
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有任何吸附样品或溶解于样品的物质。贮存容器应贴上必要的警示标签。如果为了保证数据的可靠性

需要进行重复测定，则相同样品必须同时在两处或两处以上的取样点抽取。

６．２　预处理

样品在进高效液相色谱仪之前，应针对分析目的、样品性质和测试项目使用最合适的方法进行预处

理。预处理一般可改善特性、精密度、灵敏度等，消除测量的干扰物质，保护色谱柱和仪器免予损坏，简

化测定操作过程，以及使分析物保持稳定。

预处理包括下列过程：称重、蛋白质脱除、萃取（液液萃取、固相萃取、溶剂蒸馏、超滤分离、超临界流

体萃取等）、净化（液液萃取、固相萃取等）、脱水、脱盐、浓缩、定容、衍生、标准物加入、溶剂调整（衍生化、

溶解在适于进样的溶剂中）等等。如果有专项标准，则按该标准进行预处理。如果加入内标物，在色谱

图上内标物应与样品基质很好地分离。其保留时间应与目标组分的保留时间差别不大。如果使用质

谱，与内标物的分离不一定是必需的。样品应溶解在少量其淋洗能力等于或小于流动相的溶剂中。溶

剂可能影响稳定性和目标组分的分离，因此应谨慎选择。必要时，使用０．２μｍ～０．５μｍ的过滤膜对样

品进行过滤以除去不溶物。预处理有可能引起来自试剂、容器、环境等的污染，引起杂质的混入以及分

析物的损失，应引起注意。

７　仪器配置

７．１　流动相供应单元

输送流动相（洗脱剂）到色谱柱的供应单元，主要由下列部件组成：

７．１．１　洗脱剂储液器

洗脱剂储液器应使用不影响流动相（洗脱剂）化学组成的材料制成。洗脱剂储液器应防止在使用过

程中环境因素对流动相的污染，如蒸发变质等。

７．１．２　脱气器

脱气器被用来连续脱除溶解在流动相（洗脱剂）中的空气，以免由于仪器内温度压力变化引起的气

泡问题，从而保证稳定的流速和信号背景。

７．１．３　供液泵

以精确流速将流动相（洗脱剂）输送到色谱柱的泵必须满足下列要求：

ａ）　流速范围宽；

ｂ）　流速精度高；

ｃ）　流量脉动低；

ｄ）　在较宽的压力范围内具有稳定的输液能力；

ｅ）　与液体接触的材料具有优异的化学惰性；

ｆ）　易于更换流动相。

７．１．４　梯度洗脱单元

梯度洗脱单元由控制器和混合器组成，控制器可以连续改变混合流动相（洗脱剂）的组成而混合器

将获得均匀的混合溶液。混合比的设定范围要宽，浓度要精确。

７．２　进样器

进样器的材料和构造应确保所进的样品没有吸附保留，进样重复性好。如果用自动进样器自动进

行许多试样的进样，那么它应具有以下基本功能：重复性、定量进样准确性、保留小、极小的样品量等等。

如果有预期的用途需要，则应加上冷却功能，以便增加制备好的样品数量和降低样品组分的分解

和蒸发。

具有样品预处理功能或柱前衍生化功能的自动进样器也可能用到。

７．３　分离单元

７．３．１　色谱柱

根据分析目的，使用本标准第９章叙述的色谱柱。从进样器到色谱柱入口的流路和从色谱柱出口
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到检测器的流路应使用死体积尽可能小的管路，以免样品谱带扩散。

可使用保护柱来防止分析柱性能损坏。

７．３．２　色谱柱箱

使用色谱柱箱可提高分离分析的稳定性从而确保分析精度。色谱柱箱应具有温度控制功能。控制

温度可优化色谱柱性能、增强分离选择性以及防止柱温受环境温度变化的影响。

７．４　检测器

洗脱剂从色谱柱进入检测器的微流池，检测器按照不同原理以流动相作为背景检测分析物的浓度

或体积。常用检测器的特点见表２。

７．４．１　吸光度检测器

吸光度检测器检测样品组分在紫外可见光区的吸光度。按分析物的吸收特性确定吸收波长。常用

的吸光度检测器类型是分光光束通过流动池中的样品组分，到二极管阵列检测器，产生光谱，测量各波

长下的吸光度变化。通过使用各波长下的色谱图和每个组分的保留时间可以获得定性分析结果和峰组

分纯度的确认。

７．４．２　示差折光指数检测器

样品组分的流出引起流动相折光指数改变，这种改变被检测器以折光指数之差进行检测。

７．４．３　荧光检测器

荧光检测器检测样品中某个组分受到激发光激发在特定波长下的荧光强度。为了设定最佳波长和

定性确认峰组分，有些荧光检测器具有进行激发、激发产生的荧光波长扫描以及荧光光谱采集等功能。

７．４．４　电化学检测器

电化学检测器检测样品组分在加有特定电压的工作电极上进行氧化还原反应产生的电流。

７．４．５　电导检测器

电导检测器检测流动相溶液和样品组分之间电导的差别。

７．４．６　质谱检测器

质谱检测器将从色谱柱流出的样品组分进行离子化，然后按照质荷比检测这些离子。

７．４．７　其他类型检测器

其他类型检测器包括下列检测器：

ａ）　红外光谱检测器（ＩＲ）；

ｂ）　旋光度检测器（ＯＲ），圆二色检测器（ＣＤ）；

ｃ）　火焰离子化检测器（ＦＩＤ）；

ｄ）　放射检测器（ＲＩ）；

ｅ）　介电检测器；

ｆ）　化学发光检测器（包括生物发光）（ＣＬＤ）；

ｇ）　原子吸收分光光度检测器（ＡＡ）；

ｈ）　电感耦合等离子体发射光谱检测器（ＩＣＰＡＥＳ）；

ｉ）　高频等离子体质谱检测器；

ｊ）　热检测器；

ｋ）　光散射检测器；

ｌ）　黏度检测器；

ｍ）　离子电极检测器；

ｎ）　超声波检测器；

ｏ）　核磁共振仪检测器。

７．５　数据处理机

数据处理机显示色谱图和计算得到的定量结果。计算可通过制备校准曲线，用浓度对保留时间、峰
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高、峰面积等作图。有些数据处理机具有光谱分析功能。

７．６　附件

根据分析目的，如果必要，应提供下列附件：

ａ）　计算机（用于工作站，用于数据处理和仪器控制）；

ｂ）　路径切换阀（柱切换、循环、反冲等）；

ｃ）　流分收集器；

ｄ）　柱后反应器。

８　洗脱剂

８．１　洗脱剂的选择

应按分离模式或检测模式选择洗脱剂，以满足要求。

８．１．１　要求

洗脱剂应满足下列要求：

ａ）　能合适地分离分析物；

ｂ）　不会化学的或物理的破坏柱填料；

ｃ）　能溶解样品而没有破坏；

ｄ）　适合检测器；

ｅ）　脱除固体物质
２）；

ｆ）　脱气
３）。

８．１．２　按分离模式选择（见表３）

表３　按分离模式选择洗脱剂

分离模式 洗　脱　剂 备　　注

　吸附色谱

　己烷、戊烷、二氯甲烷、乙醚、

异丙醇、甲醇，以及其他具有不

同极性的有机溶剂，可混合使用

　洗脱剂极性越高，洗脱能力越强。分离选择性随

洗脱剂的极性改变。除此之外，还随氢键、可受性

和偶极作用而改变

　

分配色谱

　正相色谱

　己烷、戊烷、二氯甲烷、乙醚、

异丙醇、甲醇，以及其他具有不

同极性的有机溶剂，可混合使用

　洗脱剂极性越高，洗脱能力越强。分离选择性由

分析物在洗脱剂和固定相中的溶解性决定。除此

之外，还随氢键、可受性和偶极作用而改变

　反相色谱

　甲醇、乙腈、ＴＨＦａ、和其他有

机溶剂同水或缓冲溶液混合

使用

　洗脱剂极性越低，洗脱能力越强。分离选择性由

分析物在洗脱剂和固定相中的溶解性决定。除此

之外，还随氢键、可受性和偶极作用而改变。如果

分析物是离子型化合物，洗脱剂的ｐＨ 值将严重影

响保留／分离。在离子型化合物电离的ｐＨ值下，保

留很弱，而在非电离的ｐＨ值下，保留变强

　 反 相 离 子

对色谱

　能同要分析的离子形成离子

对的缓冲溶液被制备，加入疏水

试剂作为对离子。这样的缓冲

溶液同甲醇、乙腈、ＴＨＦａ 和其他

有机溶剂混合使用

　有机溶剂的混合比越大，洗脱能力越强。作为离

子对色谱的洗脱剂，调整离子对试剂浓度和ｐＨ 值

很重要

２）　为了脱除固体物质，洗脱剂通常应通过孔径０．５μｍ或更小的膜进行过滤。如果使用粒径为３μｍ或更小的柱

填料，使用的过滤膜的孔径应是粒径的１／１０。

３）　如果高效液相色谱仪具有脱气装置，则不必预先脱气。
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表３（续）

分离模式 洗　脱　剂 备　　注

　离子交换色谱

　缓冲溶液被使用，其缓冲能力

使得分析物的电荷差别在一定

的ｐＨ 值下最大。通常初始洗

脱剂 的 浓 度 是 ２０ ｍｍｏｌ／Ｌ～

５０ｍｍｏｌ／Ｌ

　初始洗脱剂是分析物在该ｐＨ值下电离的缓冲溶

液，分析物被保留。然后，氯化钠和其他碱以梯度

或线性增加添加浓度的方式加入到缓冲溶液中。

另外，缓冲溶液的ｐＨ值将改变，以便使分析物朝非

电离方向转化。反之，洗脱剂也可能是在该ｐＨ 值

下分析物不电离的缓冲溶液，并且分析物可通过只

是移动被分离。如果树脂型离子交换剂被使用，除

了离子交换外还可能存在疏水作用、氢键、尺寸排

除等。因此，加入有机溶剂可调整分离

　离子排阻色谱

　在羧酸或其他弱酸的情况下，

使用水或１ｍｍｏｌ／Ｌ～１０ｍｍｏｌ／Ｌ

的酸的水溶液（ｐＨ 值为２～３）。

在弱碱性化合物情况下，主要

用水

　一般地，如果分析物被电离，洗脱就快，如果不电

离，洗脱就慢。通常，洗脱剂的ｐＨ值应选择以使分

析物间的电离速度的差最大

　亲和色谱

　使用的缓冲溶液的ｐＨ值和离

子强度适于分析物和配体相互

作用。蛋白质等的亲和色谱常

使用三氢氯酸缓冲溶液、磷酸缓

冲溶液、醋酸缓冲溶液等

　在其中分析物有可能同配体偶合的洗脱剂应同

色谱柱保持平衡。样品进到色谱柱，然后离子强度

和ｐＨ值将改变。这是一种非特定洗脱。另外，游

离的过量配体或其相似物质溶液应被使用，这是一

种特定洗脱

　 尺 寸 排

阻色谱

　 非 水 尺 寸

排阻色谱

　使用对分析物和柱填料都很

亲和且不易受吸附、分配等这些

不属于排阻色谱分离模式影响

的溶剂。在此，聚苯乙烯凝胶被

用作柱填料，则常用ＴＨＦａ，因为

其具有相近的溶解作用参数。

如果分析物是极性的，可能使用

ＤＭＦｃ和其他极性溶剂

　如果尺寸排阻色谱需要在１００℃或更高温度下

进行，则可能使用 ＴＣＢｂ。当溶剂在室温下是固体

时，分析后应将柱上保留的溶剂用其他溶质置换。

溶剂置换时，流速不能超过色谱柱的工作压力。不

必要的溶剂置换将缩短色谱柱的使用寿命

　 耐 水 尺 寸

排阻色谱

　洗脱剂中加入碱以便阻止柱

填料和分析物间的静电作用并

增加离子强度。在蛋白质和其

他样品的情况下，ｐＨ 值影响稳

定性和空间构型，可能使用其他

合适的缓冲溶液

　如果分析物同柱填料存在疏水作用的可能性，在

色谱柱可接受的范围内，可在洗脱剂中加入甲醇或

其他极性有机溶剂

　　ａＴＨＦ四氢呋喃；

ｂＴＣＢ三氯苯；

ｃＤＭＦ二甲基甲酰胺。

８．１．３　按检测器选择（见表４）

表４　按检测器选择洗脱剂

检　测　器 洗脱剂的选择

　吸光检测器

　通常选择的洗脱剂在检测波长下是透光的或只有微不足道的吸收。使用没有紫外吸

收的高纯溶剂、水和试剂制备洗脱剂。一般情况下，溶剂在短波长有强的吸收，一些缓冲

溶液在紫外区有强吸收，应给予注意。在梯度洗脱的情况下，洗脱剂组成的变化可引起

吸收强度的变化，引起基线波动。在检测波长下，使用的所有溶剂必须是足够透光的
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表４（续）

检　测　器 洗脱剂的选择

　荧光检测器
　洗脱剂应在激发光波长和荧光波长下都不吸收。使用没有荧光杂质的高纯溶剂、水和

试剂制备洗脱剂

　示差折光指数检测器 　洗脱剂的折光指数应与分析物的折光指数有差别。应充分搅拌洗脱剂使浓度差最小

　电化学检测器 　使用电化学惰性的高纯溶剂、水和试剂制备洗脱剂

　化学发光检测器
　洗脱剂在检测波长下应没有吸收。使用没有发光杂质的高纯溶剂、水和试剂制备

洗脱剂

　质谱 　洗脱剂应该是挥发性的。使用没有杂质的高纯溶剂、水和试剂制备洗脱剂

８．２　洗脱剂的制备

８．２．１　混合洗脱剂的制备

最适合分离的洗脱剂通常用两种或更多种溶剂充分混合制备。除了尺寸排阻色谱，很少使用单一

溶剂。关于混合洗脱剂的制备，应注意以下几点：

ａ）　使用能够完全混合的溶剂；

ｂ）　充分搅拌以获得均匀组成；

ｃ）　混合洗脱剂的组成可用室温下混合前的体积比表示。混合洗脱剂的体积不一定等于各溶剂体

积的总和。由此，各溶剂的体积应分别测量；

ｄ）　如果混合时溶液温度改变，应冷却至室温；

ｅ）　当有机溶剂和缓冲溶液或离子对试剂混合时，如果产生沉淀的可能性很高，应使用孔径

０．５μｍ或更小的过滤膜进行过滤除去沉淀；

ｆ）　依赖于贮存条件，有些洗脱剂可能容易发生组成变化、化学变化、吸水等。

８．２．２　洗脱剂脱水和溶剂的水饱和

如果样品组分遇水不稳定，或者像硅胶或其他一些对水很亲和的物质被用作固定相，应注意洗脱剂

中的水分，并且用前应进行脱水。

在吸附色谱法中，水分严重影响分离选择性，可使用用特定的水分饱和的溶剂制备洗脱剂。

８．２．２．１　洗脱剂的脱水

脱水应使用合适的干燥剂。醇类和乙腈可以用３Ａ和４Ａ分子筛脱水。

８．２．２．２　溶剂的水饱和

将有机溶剂同稍稍多于饱和水量的水混合，在高于使用温度５℃～１０℃的温度下充分搅拌，然后

在使用温度下搅拌。静置分层后，取有机相层即制得１００％水饱和的溶剂。将其按一定比例同完全脱

水的溶剂混合，即可制得一定饱和度的水饱和溶剂。

８．２．３　洗脱剂的狆犎值调节方法

在反相分配色谱中，可加入少量的酸或碱来调节洗脱剂的ｐＨ值，洗脱剂的ｐＨ值也可能由于空气

中的二氧化碳的溶解作用受影响。如果ｐＨ值严重影响分离，必须使用缓冲溶液，缓冲溶液在所用的

ｐＨ值范围内具有足够的缓冲能力。如果用有机溶剂同缓冲溶液混合制备洗脱剂，混合比将影响氢离

子浓度。但是，混合前缓冲溶液的ｐＨ值通常应就是洗脱剂的ｐＨ值。

９　色谱柱和柱填料

９．１　色谱柱

９．１．１　色谱柱的标记

色谱柱多种多样。色谱柱的标记除了柱填料的名称外，还要指明色谱柱管的材料、长度和内径。
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９．１．２　色谱柱管的材料

用作色谱柱管的材料应有足够的强度、有光滑的内表面、对洗脱剂和分析物惰性。例如有不锈钢、

聚醚醚酮（ＰＥＥＫ）、玻璃、衬玻璃不锈钢、石英管等。

９．１．３　色谱柱的分类

依赖于分析样品的类型、进样量和特点以及分析条件，色谱柱有不同的尺寸。按内径可以将色谱柱

分类如下：

ａ）　半制备柱：内径１２ｍｍ～５０ｍｍ（不含５０ｍｍ）；

ｂ）　通用柱：内径３ｍｍ～１２ｍｍ（不含１２ｍｍ）；

ｃ）　半微柱：内径１ｍｍ～３ｍｍ（不含３ｍｍ）；

ｄ）　微柱：内径１ｍｍ以下。

９．２　柱填料

柱填料通常是相对均匀的颗粒，粒径范围１μｍ～２０μｍ，或者是具有同等效果的棒状连续体。填料

在工作条件下具有物理化学稳定性。

柱填料材料有硅胶类的无机物、聚苯乙烯凝胶类的聚合物，以及用上述材料作母体在其表面上化学

键合有机分子的物质。

９．３　分离方式和色谱柱填料

按照色谱柱填料和洗脱剂的组合，ＨＰＬＣ有多种分离方式。按分析物的化学、物理特性，合理地选

择分离方式。

９．４　柱性能评价

色谱柱条件可用峰型、理论板数、对称因子等参数评价。色谱柱性能以柱寿命、分离能力、选择性、

最大样品负荷等参数评价。

当评价色谱柱性能时，应在一定条件下进行，这些条件不受环境和仪器影响，保证获得重复性。

１０　仪器安装的环境要求和安全

１０．１　环境要求

安装高效液相色谱仪的房间一般应满足下列条件：

ａ）　温湿度应在仪器规定的范围内且不会突然改变；

ｂ）　没有震动和阳光直射；

ｃ）　清洁无尘、无腐蚀性气体，有良好的通风；

ｄ）　没有强磁场和电场；

ｅ）　电源电压、容量和频率符合仪器规定，电压波动在±１０％以内，没有频率波动；

ｆ）　提供接地电阻小于１００Ω的接地点。

１０．２　安全

为安全目的，应注意下列事项：

ａ）　分析使用的样品和化学试剂在处理时应注意其爆炸性、易燃性、毒性或危害性。废液应该按照

环保规定，在进行安全和无害化处理后弃置。危险物质和有毒和有害物质应该按照相关法规

进行处理４）；

４）　当处理有毒有害化学试剂时，应穿戴防护服（护目镜、橡胶手套和防毒面具等）。

ｂ）　将仪器接地；

ｃ）　当使用压力容器内气体时，要遵从相关规定。如果其容器置于仪器附近，则容器应该固定到基

座、墙壁、实验台上等等，以免翻倒；

ｄ）　在操作仪器前，要彻底检查管路、接头等处是否漏液和漏气；
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ｅ）　直接接触仪器内部有可能引起电击。在检查和维修
５）时，应先切断电源；

ｆ）　有些检测器使用光源灯，工作时会发射紫外线，因此在维护和更换灯时应戴护目镜。光源灯

工作时发热，不得触摸；

ｇ）　仪器有可能产生电磁干扰，或者受其他仪器的电磁干扰，应给予注意；

ｈ）　如果直接用手接触生物样品（血清、血浆、组织、尿样等），有可能引起感染。须小心处理这些

样品。要注意防止样品直接接触皮肤。

１１　测量和试料的制备

１１．１　样品的制备

样品进行制备可改善分析物的定性定量精度，稳定分析物不发生变化，保护色谱柱和仪器。样品制

备包括：样品溶液的稀释／浓缩、样品溶液中干扰物的脱除、样品溶液中加入标准溶液、分析物的衍

生化等。

样品制备既要改善分析精度，也要提高制备过程的效率。可使用自动进样器、使用高压切换阀的柱

切换等方法来自动进行样品制备。

如果样品制备的条件有专项标准规定，则按该标准进行。

１１．１．１　样品溶液的稀释或浓缩

为了使分析物保持在合适的浓度范围内，应对样品溶液预先进行稀释或浓缩（溶剂萃取、固相萃取

等）。在试样溶液制备好后，应尽快进样分析。试样溶液应溶于流动相。

１１．１．２　样品溶液中干扰组分的脱除

如果样品中含有固体组分、对色谱柱有不利影响的组分或者干扰定性定量分析的组分，应使用过滤

膜法（用孔径０．５μｍ或更小的膜）、功能膜（超滤膜）法、固相萃取、溶剂萃取等方法制备试样溶液，脱除

先前的干扰物质。

１１．１．３　样品溶液中加入标准溶液

当使用内标法时，样品溶液中要加入内标物；当使用标准标准加入法时，样品溶液中要加入标准溶

液或稀释标准溶液。因此，试样溶液需要进行制备６）。试样溶液制备时可使用混合的稀释标准溶液。

１１．１．４　柱前衍生化

如果不能直接检测分析物，或者需要高灵敏性或高选择性检测，或者需要优化分离，可在试样进色

谱柱前使试样中的目标成分衍生化。柱前衍生化有两种情形：一种是加入试样溶液中分析物的衍生剂，

另一种是加入进行氧化、还原、分解等反应的试剂。

柱前衍生化可通过自动进样器具备的功能自动进行，这样的功能包括：加入试剂、混合反应液体、控

制反应时间、注射反应液体等７）。

５）　如果仪器使用锂电池，不当处理可能引起爆炸。

６）　加入标准溶液不应在试样溶液中产生沉淀或化学反应，例如形成络合物，这些事先应进行确认。

７）　依赖于反应参数，如试剂的数量、加入的量、混合作用的次数、反应温度、反应时间等。适宜的柱前衍生试剂是

有限的。

１１．２　分析检测器的选择

ＨＰＬＣ检测器检测从色谱柱流出的流动相中的分析物，完成定性定量分析。检测器各种各样，应

根据实际试样选择合适的检测器。一些检测器的类型见７．４。

１１．３　柱后衍生化

分析物通过色谱柱分离后，衍生试剂、ｐＨ值调节溶液等与流出物混合，将其加热、光照或通过像非

固定酶色谱柱之类的一个反应器，使其经过衍生反应之后再检测。当由于下述原因而使选择性的、高灵

敏的检测成为不可能时才应用柱后衍生，这些原因包括：分析物结构完整不能检测、检测灵敏度低、残余
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物干扰大。

１１．４　等度洗脱

使用单一组成洗脱剂将分析物从色谱柱中洗脱，通常采用单元泵，其特点是具有良好的保留时间重

复性。

１１．５　梯度洗脱

梯度洗脱就是洗脱剂组成按时间程序改变，将分析物从色谱柱中洗脱。与等度洗脱相比，梯度洗脱

减少了洗脱时间，而且峰型更尖锐。洗脱剂组成可以呈线性、梯度或指数变化。通常有两种梯度洗脱方

式：一种是低压梯度洗脱，使用一个单元泵作为输送液体的设备，另一种是高压梯度洗脱，需要多个

单元泵。

１１．６　馏分制备

制备色谱的准备工作应满足如下条件：

ａ）　用于制备色谱的样品溶液的准备：

１）　进样溶剂应能溶解样品且不改变分析物的性质。样品应溶解在溶解力等于或弱于洗脱剂

的溶剂中；

２）　样品溶液中颗粒物和不溶物质应事先通过膜过滤等方法除去；

３）　样品应先利用溶剂萃取等方法进行粗分。

ｂ）　洗脱剂的准备：

１）　洗脱剂对填充物应是惰性的且不影响样品的活性；

２）　洗脱剂应适合于样品的等分回收；

３）　洗脱剂中的颗粒物或灰尘应事先通过膜过滤等方法除去。

ｃ）　制备色谱装置：

１）　与液体接触部件的材料，如液体泵、管线和色谱柱管应不被样品或洗脱剂腐蚀，且不应污

染样品和洗脱剂；

２）　设备应足以耐受操作压力；

３）　相应于所用色谱柱的尺寸和流速，死体积应足够小；

４）　检测器的灵敏度应根据进样量进行优化。

ｄ）　色谱柱的准备：

１）　填料在操作条件下应当具有物理化学稳定性，由于不可逆吸附和氧化造成目标成分损毁

应很小；

２）　应使用分析柱以小规模研究制备色谱条件，色谱柱应在优化条件下使用；

３）　等分制备色谱柱的性能应在预先确定的条件下得到确证。

１２　分析步骤

１２．１　分析条件的设定

以下项目应按专项标准规定的条件进行设定建立：

ａ）　流动相的种类和流速（当使用梯度洗脱方法时，流动相的起始组成、组成变化比、最终组成等的

各种程序）；

ｂ）　色谱柱的种类；

ｃ）　色谱柱的温度；

ｄ）　检测器的灵敏度；

ｅ）　数据处理部分的条件（数据处理机、记录仪）。

１２．２　基线稳定性的确认

当在１２．１所规定的条件下运行时，应确认基线的波动对测定没有影响。
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１２．３　进样

使用微量注射器准确量取一定体积的样品，注入进样阀，扳动阀钮快速进样。当使用自动进样器

时，设定合适的条件。

１２．４　分析步骤

如使用记录仪，在进样的同时，在记录仪的记录纸上标记进样点。调整衰减，使得按组分的量将色

谱峰绘制得尽量大，但不超出记录纸。如使用数据处理机，要设定采样时间和其他采样参数。

１２．５　色谱图的记录

典型色谱图的编排，一般应当记录如下项目：

ａ）　检测日期和检测名称；

ｂ）　高效液相色谱仪生产商及型号；

ｃ）　样品名称；

ｄ）　试样的制备方法以及进样量（μＬ或ｍＬ）；

ｅ）　柱填料的种类或色谱柱的类型；

ｆ）　色谱柱管的材质、内径（ｍｍ）和长度（ｍｍ）；

ｇ）　柱温（℃）；

ｈ）　流动相（洗脱剂）的种类；

ｉ）　流动相（洗脱剂）的流速（ｍＬ／ｍｉｎ）及柱前压力（Ｐａ）；

ｊ）　梯度洗脱方法的分析条件；

ｋ）　检测器类型和操作条件；

ｌ）　使用化学反应时，反应液体和反应试剂的种类和流速（ｍＬ／ｍｉｎ）、流动相和反应液体的混合比

和反应条件；

ｍ）　数据处理机类型和记录条件；

ｎ）　其他必须的项目。

１３　定性分析

在相同条件下分析标样和样品，得到色谱图，将稀释标准溶液或混合稀释标准溶液的保留数据８）９）

与样品中未知组分的保留数据进行比较，可进行定性分析。在这种情况下，为了确认未知组分峰的单一

性，可以改变分离条件进行测定，例如改变流动相和固定相；也可使用如下定性技术包括离线操作来进

行验证：

ａ）　使用不同原理的多个检测器；

ｂ）　使用二极管阵列检测器；

ｃ）　使用质谱、红外光谱、发射光谱分析、核磁共振波谱及其他方法；

ｄ）　使用化学反应或酶反应或类似方法。

１４　定量分析

１４．１　测定

为了进行测定，需计算色谱峰面积１０），１１），通过标准曲线法、内标法或标准加入法１２）进行测定。

８）　保留数据是下述术语的通称：保留时间、保留体积、调整保留体积、特征保留体积、相对保留值、保留系数等等。

９）　同样条件下重复试验的保留数据的分散性，其相对标准偏差应小于等于３％。

１０）　可用峰高代替峰面积。

１１）　峰面积的计算需根据峰型划合适的基线。

１２）　当可获得合适的内标物时，采用内标方法。在这种情况下，可以修正进样误差或预处理误差。标准加入法可

修正样品基质的影响，这是其优点。
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１４．２　峰高的测量

峰高就是用峰顶点的信号值减相同保留时间处基线的信号值，或者从峰顶点朝记录纸的横坐标作

图与基线垂直相交，从顶点到交点的距离。

１４．３　峰面积测量

峰面积（犃）是从峰开始到峰结束，峰的信号值和基线的信号值之差的积分；或者峰高（犺）和半峰宽

（犠０．５犺）的乘积。但是后者不能用于明显前伸或拖尾的峰。

当使用数据处理机时，峰面积采用处理机上给出的数值。要按色谱峰型合理设定数据处理机的

条件。

１４．３．１　半峰宽法

按图４所示方法进行半峰宽法测量峰面积。

图４　半峰宽法测量峰面积

１４．３．２　重叠峰面积的分割方法

１４．３．２．１　垂直法

如图５所示，当两个峰的面积相近时，从峰谷朝基线垂直划线将基线上的峰分割成两部分，从而得

到各自的面积。

图５　垂直法峰面积分割

１４．３．２．２　峰谷峰谷法

如图６所示，本法应用于与背景重叠的峰。连接相邻峰谷部分，可得到包含的面积。

图６　峰谷峰谷法峰面积分割
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１４．３．２．３　切线法

如图７所示，小峰重叠在大峰的峰尾上，在这种情况下，从峰谷到大峰峰脚划切线，切线以上部分作

为小峰的面积。通过指数函数曲线法进行峰分割可以代替切线法。

图７　切线法峰面积分割

１４．４　标准曲线法

制备３到４个梯度浓度的分析物的标准溶液，每个稀释的标准溶液，取一定体积进样，记录色谱图，

计算每个峰的面积。横坐标上取所进的稀释的标准溶液中分析物的量，纵坐标上取其峰面积，绘制如

图８所示的校准曲线。

所绘制的校准曲线范围应尽可能涵盖测量点。

图８　标准曲线法的标准曲线

在相同条件下进试样溶液，记录色谱图，使用标准曲线可从峰面积（狔）得到分析物的量（狓），并计算

样品中分析物的浓度。使用本方法时，整个测量过程应在一定条件下严格进行。本方法的另一个名称

是外标法。

１４．５　内标法

制备含一定浓度内标物１３）的分析物的稀释标准溶液３到４个，分析物浓度呈梯度变化１４
）。每个稀

释标准溶液取一定量进色谱分析，记录色谱图，并测量峰面积。然后，取所注射的分析物的量（犕ｘ）与内

标物的量（犕ｓ）之比（犕ｘ／犕ｓ）作为横坐标，分析物的峰面积（犃ｘ）与内标物的峰面积（犃ｓ）之比（犃ｘ／犃ｓ）作

为纵坐标，绘制标准曲线，如图９所示。

所绘制的标准曲线范围应尽可能涵盖测量点。

１３）　选择内标物时，要求其化学性质与分析物类似、色谱峰尽可能与分析物色谱峰相近且性能稳定，与样品中其他

组分能完全分离。

１４）　如果先前确认过校准曲线是经过原点的一条直线，则可选择一个浓度的分析物，进样分析，测量它的犃ｘ／犃ｓ并

用这点绘制标准曲线。

６１

犌犅／犜１６６３１—２００８

中国标准出版社授权北京万方数据股份有限公司在中国境内(不含港澳台地区)推广使用



接下来，加入内标物１５）制备试样溶液，试样浓度要与稀释标准溶液浓度相近，在稀释标准溶液相同

条件下进样分析，记录色谱图。在色谱图上，计算分析物的峰面积（犃′ｘ）同内标物的峰面积（犃′ｓ）之比

（犃′ｘ／犃′ｓ），使用标准曲线，得到分析物的量同内标物的量之比，从所取的内标物的量计算得到分析物的

量。然后，计算样品中分析物的浓度。

图９　内标法的校准曲线

１４．６　标准加入法

取四份或四份以上一定体积的样品溶液，各自加入分析物标准溶液，获得梯度浓度。其中一份不加

入分析物标准溶液。直接使用这些溶液或者将其稀释到一定体积制备试样溶液。取一定体积的试样溶

液进样分析，记录色谱图，测量分析物的峰面积。计算添加的分析物的浓度，绘制关系曲线，横坐标１６）是

添加的分析物增量，纵坐标是峰面积。从不含标准溶液的样品溶液得到分析物的峰面积（图１０中的

狔），对应找出关系曲线与横坐标的截距（图１０中的狓）
１７），可得分析物的浓度。

图１０　加标法关系曲线

１５）　将内标物加入到样品溶液中应不会引起有可能造成分析物和内标物浓度变化的像沉淀这样的化学反应。

１６）　因为分析物浓度的增量与加入的标准溶液的数量（或者一定体积的加入数、加入的体积或者横坐标上能取的

加入数）成正比。

１７）　本方法只可应用于关系曲线为线性时。

１４．７　测定值的表述

报告组分名称和测定值。测定值用ｇ／Ｌ、ｍｇ／Ｌ、μｇ／Ｌ、ｍｏｌ／Ｌ或类似单位来表述。
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１５　分子量分布的测量

分子量分布的测量按如下方法进行：样品与分子量标准样品１８）测量条件一致，然后测量保留体积或

保留时间和尺寸排阻色谱的重量分数１９）。在这种情况下，当测量的分子量是以相对分子量表达时，要进

标准样品，使用的色谱柱应能给出尽可能对称的峰型并具有足够理论塔板数。

１５．１　使用校准曲线测量平均分子量的方法

校准制备与测量在相同操作条件下进行，测量所得色谱图上每个分子量数据的保留体积或保留时

间切分成至少２０个部分。然后从每一切分点的高度关系计算得到平均分子量。

１５．１．１　校准曲线的制备

将已知分子量的单分散标准样品进色谱测量，将保留体积或保留时间对分子量作关系曲线２０）（校准

曲线）。

１５．１．２　保留体积转化为分子量

使用事先制作的校准曲线进行转化，得到的分子量是已经转化为标准物分子量（如聚苯乙烯）的相

对分子量。

１５．１．３　数均分子量、重均分子量、狕均分子量和分散度犱值的计算

色谱图的横坐标（保留体积）将被切分成至少５０份，从切分点纵向划平行线，和色谱图的基线相交，

得到从切分点到交点的长度（高度）。根据每一切分点的分子量（犕犻）和它的高度（犎犻）按式（１）计算：

犕ｎ＝
∑犕犻犖犻

∑犖犻
＝

∑犎犻

∑
犎犻
犕（ ）犻

……………………………（１）

犕ｗ ＝
∑犕

２

犻犖犻

∑犕犻犖犻
＝
∑犎犻犕犻

∑犎犻

犕ｚ＝
∑犕

３

犻犖犻

∑犕
２

犻犖犻

１８）　标准样品应优选具有窄分子量分布的物质，列举如下：

犕ｐ＜２×１０
３
　　　　　犕ｗ／犕ｎ＜１．２０

２×１０３＜犕ｐ＜１０
６
　　　　犕ｗ／犕ｎ＜１．１０

１０６＜犕ｐ　　　　犕ｗ／犕ｎ＜１．２０

其中，犕ｎ：数均分子量

犕ｗ：重均分子量

犕ｐ：峰值分子量，如果标准样品没有给出如产品样本中的准确值，可以使用如下近似方程式进行计算：

犕ｐ＝ 犕ｎ×犕（ ）ｗ
１／２

１９）　当能够获得重量分数时，峰高可以用分子量修正，摩尔吸收或折光指数浓度的变化依赖于分子量。如果样品

的化学结构相同只有聚合度不同，影响可忽略不计，峰高本身可作为替代。

２０）　校准曲线应当用标准样品的ｌｏｇ犕ｐ犻和洗脱体积犜犻，按如下线性或三次方程计算得到：

ｌｏｇ犕＝犃０＋犃１犜

ｌｏｇ犕＝犃０＋犃１犜＋犃２犜
２＋犃３犜

３

犱＝
犕ｗ

犕ｎ

　　其中，犕ｚ：ｚ均分子量
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犕犻：每点的分子量

犖犻：每点的分子数

犎犻：每点的色谱图高度

犱：分散度

１５．１．４　分子量分布曲线的绘制

取横坐标上的分子量和纵坐标上的重量分数作关系曲线（分子量微分曲线和分子量积分曲线）。

１５．２　根据图谱测量分子量分布

样品的分子量分布可以通过图谱比较进行估算，如：在相同条件下用相同物质测得的色谱峰；在合

适分隔的分子量之间的面积；分子量分布面积，其中纵坐标用每一点的高度（犎犻）分数作为刻度，犎犻通过

在１５．１．１和１５．１．２中描述的操作得到；等等。

１６　制备型液相色谱法

１６．１　等分制备方法（痕量成分的等分制备）如下：

ａ）　根据所需要的等分制备量，选择设备及色谱柱。特别是关于分析物中痕量成分的等分制备，推

荐选择有较小死体积的设备、色谱柱、管线等，使用无吸附的柱子和等分容器；

ｂ）　制备色谱的设备管线用合适的溶剂洗涤，用洗脱剂置换；

ｃ）　连接色谱柱，输送液体，确保基线稳定。如需要，应分析色谱柱的流出液以确认对分析物等分

制备没有问题；

ｄ）　使用样品注射器注射样品至色谱柱；

ｅ）　如果需要，分析物应当进行粗分。

１６．２　等分制备的流分的分析

应使用适合于分析物的方法进行等分制备的流分的纯度分析及定量分析。

１７　数据质量的保证

为了保证数据质量，应验证新开发的分析方法（包括分析条件的改变）２１），即使是法定方法（如专项

标准）也应当由使用的实验室验证。实验室开发的方法（内部方法）在应用前也应验证。在应用分析方

法时应保留验证记录。

１７．１　数据质量的控制

数据质量用测量值的“不确定度”表示，本标准使用包含因子犽＝２的扩展不确定度犝。

数据质量应通过制备质量控制样品（ＱＣ样品）２２
）和定期分析ＱＣ样品进行监控。

日常分析时，２０个样品应包含一个ＱＣ样品和一个空白样品，应进行平行分析来控制数据的质量。

１７．２　获得最小检测限的方法

当要获得最小检测限时，需要建立方法并报告方法，该方法的误差概率可以通过统计技术进

行解释。

２１）　当开始实际分析时，应选择和优化色谱柱和洗脱剂，即分析方法应得到开发或改进。在这种情况下需要确认

开发的方法适合于分析目的。验证分析的项目包括精密度、准确度（回收率）、线性、最小检测限、最小测定限、

范围、稳定性测试等

２２）　使用内部标准材料（实验室已测定标准材料的值）或者购买的标准材料或者有证的标准材料作为 ＱＣ样品。

如果分析样品是均匀的和稳定的，可使用以大体积保留的样品。

　　为获得最小检测限，通常需要分别测定空白样和合适的加料试样至少２０次。为了计算最小检测
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限，应得到净测量值（扣除空白值后）的标准偏差σ，并乘以３．２９，结果值被转化为浓度（定量）。如果减

少重复测量次数，如减少至５次，最小检测限应当通过估算全域标准偏差来计算，即狀次重复测量的标

准偏差的数值应乘以狋值（狀＝５时为４．２６）。作为最小检测限，需要报告“在９５％置信度下能给出区别

于空白的信号的分析物浓度（量）”。

最小检测限可以是信号犛与噪声犖 的比值。即当犛／犖 值为２或３时２３
）２４），它可能是目标物的质量

或浓度。当本方法描述最小检测限时，也需要提及犛／犖 值和记录仪响应时间或数据处理机的参数（积

分时间等），这可按图１１所示的进行。使用含单个分析物的低浓度样品，用高灵敏度记录并绘制色谱

图，以便有可能充分测量噪音水平（图１１中的细线）。如下进行计算：

信号：用一条线连接检测器输出数据的平均值，得到没有噪声的色谱图（图１１中的粗线）。峰高，即

从基线到峰顶点的距离被取作信号犛。

犛＝犺

噪声：围绕半峰宽的２０倍基线最大与最小输出信号之差的幅度的一半作为噪声犖。

犖 ＝
犺Ｎ
２

　　当最小测定限要报告时，最小测定限的定义应被规定并且最小测定限的值按定义报告。

测量重复次数与放大因子对应关系见表５。

表５　测量重复次数狀与放大因子狋

测量重复次数狀 放大因子狋

３ ５．８４

４ ４．７１

５ ４．２６

６ ４．０３

７ ３．８９

８ ３．７９

９ ３．７２

１０ ３．６７

１１ ３．６２

１２ ３．５９

１３ ３．５６

１４ ３．５４

１５ ３．５２

∞ ３．２９

　　有几个方法规定最小测定限。其一，采用最小检测限的３到５倍的数值；其二，采用犛／犖＝１０时分

析物的量或浓度；另外，也有可能采用在下面情况下分析物的量达到的数值，即当分析物的量降低时，其

精密度也下降，直到变异系数大于１０％。

２３）　假设犛／犖＝２被规定为最小检测限，理论上，误差概率是０．１％。可以说它就是给出的信号能区别于空白的分

析物的浓度（量）。

２４）　为什么犛／犖＝２或３被规定为最小检测限？原因如下。确实，理论上当犛／犖＝２时误差概率是０．１％，可是从

经验来说，考虑漂移、波动、污染等因素的影响，规定犛／犖＝２或３作为最小检测限是合理的。
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图１１　分析物浓度接近最小检测限时高灵敏度下示意色谱图

１７．３　空白试验溶液

使用空白样品获得色谱图。当使用与分析物平行处理得到的空白测量样品溶液时，这样的样品未

加入分析物，可以区分样品基质的影响和整个分析操作的影响。当纯溶剂作为空白测量时，有可能将溶

剂空白与设备的影响，如进样时的污染、交叉污染等分离开并且获得溶剂空白。

１７．４　设备性能的定期检查

按分析仪器制造商提供的操作手册进行，以规定频率检查仪器的每个组件。保留检查记录。

１８　专项标准中涉及的项目

当ＨＰＬＣ被用来分析时，至少应规定下列项目。

另外，必需通过分析方法验证，系统验证测试等方法对数据质量控制进行规定。

１８．１　分析的组分及其浓度范围

１８．２　样品的采取、预处理及贮存方法

１８．３　分析条件如下：

ａ）　色谱柱填料的种类和颗粒大小；

ｂ）　色谱柱管的材料、内径、长度；

ｃ）　色谱柱的温度（如果需要）；

ｄ）　流动相的种类、流速、组成和淋洗条件；

ｅ）　进样方法、进样量、稀释比；

ｆ）　当采用柱后衍生化技术时，反应液的组成、流速及反应条件；

ｇ）　检测器的种类及需要的灵敏度
２５）；

２５）　当一定组分的一定的量被进样分析时，检测器灵敏度由色谱图的信噪比（犛／犖）或信空比（犛／犅）规定。测试方

法也应清楚叙述。

１２
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ｈ）　数据处理部分（数据处理机，记录仪）；

ｉ）　测量时间范围（数据输入时间）。

１８．４　组分确认方法

应给出典型色谱图。在色谱图上，应附有分析条件、峰组分名称、保留时间、检测器的信号输出量

程等。

１８．５　定量分析：

ａ）　峰面积或峰高的测量方法；

ｂ）　定量方法类型和重复分析次数；

ｃ）　定量分析使用的材料［分析物纯物质、内标物（种类、纯度），或者当其是分析物的纯物质的混合

物时，其组成、浓度范围及制备方法］。

１８．６　分析结果的表述和浓度单位

２２
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附　录　犃

（资料性附录）

本标准章条编号与犑犐犛犓０１２４—２００２章条编号对照

　　表Ａ．１给出了本标准章条编号与ＪＩＳＫ０１２４—２００２章条编号对照一览表。

表犃．１　给出了本标准章条编号与犑犐犛犓０１２４—２００２章条编号对照

本标准章条编号 对应的ＪＩＳ标准章条编号

３．１～３．２０
３中ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｊ、ｌ、ｎ、ｑ、ｔ、ｕ、

ｖ、ｙ、ｚ、ａｂ、ａｃ、ａｄ、ａｅ、ａｇ、ａｈ、ａｊ

５．１ ５中ａ

５．２ ５中ｂ的一部分

５．３ ５中ｂ的一部分

７．１．１～７．１．４ ７．１中ａ～ｄ

７．３．１～７．３．２ ７．３中ａ～ｂ

７．４．１～７．４．７ ７．４中ａ～ｇ

８．１．１～８．１．３ ８．１中ａ～ｃ

８．２．１ ８．２中ａ

８．２．２ ８．２中ｂ

８．２．２．１～８．２．２．２ ８．２中ｂ的１）、２）

９．１．１～９．１．３ ９．１中ａ～ｃ

１１．１．１～１１．１．４ １１．１中ａ～ｄ

１１．６．１～１１．６．４ １１．６中ａ～ｄ

１４．３．１ １４．３中的Ｒｅｍａｒｋｓ１

１４．３．２ １４．３中的Ｒｅｍａｒｋｓ２

１４．３．２．１～１４．３．２．３ １４．３中的Ｒｅｍａｒｋｓ２的ａ～ｃ

１５．１．１～１５．１．４ １５．１中ａ～ｄ

１６．１～１６．２ １６中ａ～ｂ

１８．１～１８．６ １８中ａ～ｆ

附录Ａ —

　　注：表中的章条以外的本标准其他章条编号与ＪＩＳＫ０１２４—２００２其他章条编号均相同且内容相对应。
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８
０
０
２—

１
３
６
６
１
犜
／
犅
犌

中 华 人 民 共 和 国

国 家 标 准

高效液相色谱法通则

ＧＢ／Ｔ１６６３１—２００８



中 国 标 准 出 版 社 出 版 发 行

北京复兴门外三里河北街１６号

邮政编码：１０００４５

网址 ｗｗｗ．ｓｐｃ．ｎｅｔ．ｃｎ

电话：６８５２３９４６　６８５１７５４８

中国标准出版社秦皇岛印刷厂印刷

各地新华书店经销



开本 ８８０×１２３０ １／１６　印张 １．７５　字数 ４９ 千字
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