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The Common Problems and Maintenance during Operation of
High Performance Liquid Chromatography

Xu Xiaoling，Lou Xuefang
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Abstract: The common problems and maintenance during operation of high performance liquid chromatography ( HPLC)
were stated generally from the perspective of pressure of pump，baseline，peek and the retention time．
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高 效 液 相 色 谱 ( High Performance Liquid
Chromatography，HPLC) 是现代分离分析技术中的一种重要
手段，兴起于 20 世纪 60 年代。因其具有高分离效率、高灵
敏度、高分析速度、适用范围广等特点，高效液相色谱已被广
泛地应用于医药［1 － 5］、化工［6 － 8］、生物样品［9 － 11］的定性与定

量检测中。近年来高效液相色谱法在药品检验中的应用更
是不断增多。2005 年版《中国药典》采用该法 1366 种( 次) ，
最新的 2010 年版《中国药典》更是增加至约 2000 种［12］。通
过万方数据库检索统计，自 2000 年至今，本刊《山东化工》共
收录以“HPLC”为题名或关键词的文章 26 篇。
高效液相色谱仪若操作不当，在使用过程中常会出现各

种问题，对方法学的建立及验证等结果造成一定的影响。如
果操作人员能严格遵守其使用规则，发现问题能及时排查、

解决，做到勤维护、早发现、早维护，则可使分析结果更加可
靠、稳定。因此，本文以“高效液相色谱仪使用”为关键词对
万方数据库进行检索筛选，对所得 56 篇文献，结合笔者工作
中遇到的常见问题进行总结概括，以期更好地维护该仪器，

延长使用寿命，提高分析工作效率。
1 高效液相色谱仪常见故障
高效液相色谱仪主要由储液瓶、输液泵、进样器、色谱

柱、检测器和数据记录及处理装置组成。常见故障主要表现
在泵压、基线、峰形及保留时间四方面，以笔者常用的 Waters
515 系列高效液相色谱仪 ( 515 HPLC pump，2487 Dual
Absorbance Detecter) 为例，主要问题及解决方法如图 1 ～图
2、表 1 ～表 5 所示。

图 1 泵压高故障的排除方法
Fig． 1 The method to eliminate the reasons causing high pressure of pump
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表 1 常见泵压问题的产生原因及解决方法
Table 1 The method to solve the problems on pressure of pump

常见故障 产生原因 解决方法

无压力

流动相污染或其粘度过高 选择合适流动相及比例，重新配制，并用0． 45 μm滤膜进行过滤

流动相中有缓冲盐，造成单向阀堵塞 设流速为 5 mL·min －1，拧松排气阀，进行 purge

泵内有气体 设流速为 5 mL·min －1，拧松排气阀，进行 purge

高压密封垫变形 更换高压密封垫

压力不稳

单向阀污染( 流动相中有盐析出，造成球座上有细微固体颗
粒，导致宝石球和球座密封性不好) 设流速为 5 mL·min －1，拧松排气阀，进行 purge

高压密封垫损坏［13］( 流动相中有盐，老化快;强酸强碱腐蚀) 更换高压密封垫

滤芯( 又称过滤白头，位于排气阀内) 堵塞 10%异丙醇超声半个小时，后用 HPLC级水冲洗干净

泵内或溶剂内有空气 设流速为5 mL·min －1，拧松排气阀，进行purge;溶剂进行超声脱气

比例阀失效 更换比例阀

系统漏液 检查漏液处，根据情况拧紧或更换装置

色谱柱堵塞 根据实际情况，对色谱柱冲洗过夜

压力过高

溶剂过滤头堵塞 放入娃哈哈水中超声清洗( 塑料滤头除外)

滤芯( 又称过滤白头，位于排气阀内) 堵塞 10%异丙醇超声半个小时，后用 HPLC级水冲洗干净

在线过滤器污染
将在线过滤器的筛板取出，分别用 HPLC级水和甲醇各超声
清洗，或者直接更换筛板

流动相配比不合理( 不同配比流动相粘度不同) 仔细查阅文献，并精确量取所需溶液进行混合

系统压力零点漂移 调节系统压力零点

管路堵塞 根据实际情况，冲洗过夜

手动进样器堵塞
用注射器吸取适量体积的 HPLC级水，注射入进样口，使
水体积超过定量环体积，从废液瓶流出，重复操作多次

保护柱污染 更换保护住

色谱柱污染 根据实际情况，对色谱柱冲洗过夜

混合器污染 拆卸下混合器，放入 HPLC级水中超声清洗

压力过低

泵内有气泡
拧松排气阀，将注射器连接到排气阀上进行抽气排气;
溶剂进行超声脱气

泵头漏液( 流动相中有盐，高压密封垫圈老化快;
强酸强碱高压密封垫圈腐蚀损坏)

更换高压密封垫

系统漏液 检查漏液处，根据情况拧紧或更换装置

图 2 基线噪音过大故障的排除方法
Fig． 2 The method to eliminate the reasons causing noise of baseline
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表 2 常见基线问题的产生原因及解决方法
Table 2 the method to solve the problems on baseline

常见故障 产生原因 解决方法

基线漂移
( 或上下波动)

系统漏液、有空气进入 检查各线路并拧紧; 设流速为 5 mL·min －1，拧松排气阀，
进行 purge

流动相不纯、污染、未脱气 重新配制流动相，并进行超滤及超声脱气

流动相比例不当，或混合不均匀 重新精密量取各溶液并混合均匀配制流动相

色谱未平衡好 继续进行平衡，直至基线稳定

色谱柱后期污染 根据实际情况，对色谱柱冲洗过夜

样品未走完 继续走完样品，直至不再出峰

样品中有强保留物质( 出馒头峰) 更换更强极性的流动相冲洗色谱柱，而后平衡柱子

柱温波动 避免柱子放置于有气流或有阳光的地方

检测池污染 清洗检测池

紫外灯使用到极限或出现故障 更换或维修紫外灯

电压不稳 检查电压

检测器未设定在最大吸收波长处［14］ 查阅文献，并设定在最大吸收波长

基线噪声大

系统漏液 检查各线路并进行相应更换或拧紧

系统内有气泡( 尖锐峰) 设流速为 5 mL·min －1，拧松排气阀，进行 purge

流动相污染( 有干扰杂质) 重新配制流动相，并进行超滤及超声脱气

流动相选择不合理，不相溶 重新选择流动相

流动相混合不均匀 重新配制流动相

温度影响( 柱温过高，检测器未加热) 选择合适柱温

色谱柱填料流失或阻塞 更换色谱柱或根据堵塞物情况，对色谱柱冲洗过夜

检测池堵塞、污染 清洗检测池

紫外灯使用到极限或出现故障 更换或维修紫外灯

进样量过大 减少进样量

机器灵敏度高 选择适合样品分析的机器

表 3 常见峰形问题的产生原因及解决方法
Table 3 The method to solve the problems on peeks

常见故障 产生原因 解决方法

平头峰

检测池污染 清洗检测池

紫外灯出现故障 维修紫外灯

进样量太大 减少进样量

分叉峰
( 双峰 /肩峰)

保护柱污染 更换保护柱

色谱柱污染或失效 根据实际情况，对色谱柱冲洗过夜

进样阀污染或损坏
用注射器吸取适量体积的 HPLC级水，注射入进样口，
使水体积超过定量环体积，从废液瓶流出，重复操作多次

检测池污染 清洗检测池

溶解样品选择的溶剂不合理，过强 选择合适的溶剂

样品过载［15］( 进样量过大; 浓度过高) 减少进样量或降低样品浓度

拖尾峰

色谱柱碰撞或跌落，造成柱内固定相振动形成空隙或不均匀 更换色谱柱

柱超载，进样量过大 降低样品量

流动相配比不合理 选择合适的配比配制流动相

流动相流速不合理 调节流速

流动相 pH不合理 选择合适的 pH

色谱柱选择不合理，死体积或柱外体积过大 更换合适的色谱柱

样品不纯，峰干扰 纯化样品

伸舌峰

柱温低 选择合适的柱温

溶解样品选择的溶剂不是流动相 选用流动相溶解样品

流动相流速不合理 调节流速

流动相配比不合理 选择合适的配比配制流动相
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续表 3
常见故障 产生原因 解决方法

伸舌峰

流动相 pH 选择合适的 pH

样品过载 减少进样量或降低样品浓度

色谱柱选择不合理 更换合适的色谱柱

表 4 关于出峰其他问题的产生原因及解决方法
Table 4 The method to solve the other problems on peeks

常见故障 产生原因 解决方法

峰过小

紫外灯出现故障 维修紫外灯

样品黏度过大 选择合适的流动相溶解样品或对样品进一步纯化

样品不能在紫外检测器下检测 选用带有非紫外检测器的 HPLC对样品进行检测

样品进样量不足 增加进样量

定量环体积不正确 维修定量环

流动相比例不对或流动相不对 选择合适比例的流动相

检测器衰减太多 调节衰减

检测池污染或有气泡 清洗检测池

峰展宽

进样体积过大 减小进样量

系统内有气泡 设流速为 5 mL·min －1，拧松排气阀，进行 purge

数据采集速率太慢 维修数据采集系统

流动相粘度太大 调节流动相比例降低流动相粘度

检测池体积过大 选用合适的检测器

样品过载 减小样品浓度或减小进样体积

检测器时间常数过大 调节检测器时间显示范围

系统未达到平衡 继续平衡，直至基线稳定

溶解样品的溶剂极性大 选择合适的溶剂

色谱柱尺寸及类型选择不正确 选用合适的色谱柱

色谱柱或保护柱被污染或柱效降低 更换合适的色谱柱; 或根据实际情况，对色谱柱冲洗过夜

温度变化引起 避免柱子放置于有气流或有阳光的地方

倒峰

检测器的极性接反 维修检测器

检测器氘灯衰减 更换氘灯

光学装置尚未达到平衡 预热 30 min平衡系统

如果流动相中有紫外吸收的杂质，无吸收的组分就会产生倒峰 重新配制流动相，避免污染

流动相吸收本底高或样品组分的吸收低于流动相的吸收 重选合适的流动相

进样过程中进入空气 规范操作，重新进样

鬼峰

进样阀残余峰
进针前需清洗进样阀，进样后等所有峰都走完再进行后续
操作

色谱柱污染 根据实际情况，根据实际情况，对色谱柱冲洗过夜

柱未平衡 重新平衡柱

样品中存在未知物 改进预处理方法，纯化样品

流动相不纯净，如水污染( 反相) 通过变化 重新配制流动相，检查水质量，用 HPLC级的水

含蛋白质的样品
梯度洗脱时，可能是蛋白质在初始梯度溶解不完全造成的，
因此可纯化样品或每次用足够的时间待样品中蛋白质出峰
完全后停机器

流路中有小气泡 设流速为 5 mL·min －1，拧松排气阀，进行 purge
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表 5 保留时间问题的产生原因及解决方法
Table 5 The method to solve the problems on retention time
常见故障 产生原因解决方法

保留时间漂移

进样量相差较大 规范操作，保持每次的进样量基本一致

系统未平衡 用充足的时间来平衡系统

泵内有空气 设流速为 5 mL·min －1，拧松排气阀，进行 purge

分析方法不合理 查阅文献，重新设计分析方法

系统漏液 检查各流路，拧紧各处螺丝

室内温度不稳 保持恒定的温度

流动相混合不均匀 重新混合流动相

流动相污染或挥发 重新配制流动相，并进行超滤及超声脱气

色谱柱选择不合理 选择合适的色谱柱

色谱柱的固定相稳定性，如发生水解 与流动相类型和配体有关，选择合理的流动相

色谱柱使用后期污染 根据试剂情况，对色谱柱冲洗过夜

保留时间缩短

流速增加 流速增加 检查泵，重新设定流速

样品超载 降低样品量

键合相流失 流动相 pH值保持在 7． 5; 检查装柱方向是否正确

流动相组成变化 防止流动相蒸发或沉淀

温度增加 保持柱子恒温，避免放置于阳光照射到的地方

保留时间延长

流速下降，管路泄漏 更换泵密封圈，排除泵内气泡

硅胶柱上活性点变化 用流动相改性剂( 如加三乙胺) ，或采用碱至钝化柱

流动相组成变化 防止流动相蒸发或沉淀

温度降低 保持柱子恒温，避免放置于空调出风口

2 高效液相色谱仪的维护
2． 1 清洗溶剂过滤头
溶剂过滤头可对流动相进行初步地过滤，但由于长时间

浸泡或使用，容易堵塞、污染，造成泵压升高等一系列故障。

因此，经常清洗溶剂过滤头是对高效液相色谱仪进行维护的

重要步骤。

处理方法: 溶剂过滤头浸泡于 5%硝酸溶液中，超声清洗
10 min，再用 HPLC 级水清洗数次即可( 塑料过滤头不可超
声) ; 或将溶剂过滤头于 5%硝酸溶液中浸泡过夜，轻轻震荡
3 ～ 5 次，再将过滤器用 HPLC 级水冲洗。待清洗完毕，将其
安装在系统上，放入流动相，设流速为 5 mL·min －1，打开排

气阀，进行 Purge清洗，如仍有气泡不断从过滤器冒出，继续
将过滤器浸泡于 5%硝酸溶液中，如没有气泡不断从过滤器
中冒出，说明过滤器内部的霉菌菌团已被硝酸破坏，流动相

可以流畅地通过过滤器。

2． 2 清洗单向阀
实验所用流动相中若添加缓冲盐等物质，在有机相比例

高的情况下容易析出盐颗粒，造成球座上有细微固体颗粒，

导致宝石球和球座密封性不好，从而导致单向阀堵塞、污染。

因此，在使用含缓冲盐类的流动相后，应及时冲洗泵或清洗

单向阀，以保证单向阀的正常使用。

处理方法: 将入口单向阀和出口单向阀分别标注，然后

置于预先加入纯净水的玻璃烧杯中，注意将宝石球向上放

置，按以下顺序进行: 纯净水超声清洗 10min 以上，纯净水最

好事先加热至 50℃左右，这样效果更好; 换甲醇超声清洗
15min。

2． 3 清洗进样阀
高校基础实验室大多配备手动进样阀，以锻炼学生的动

手操作能力。实验完毕后，对进样阀的清洗亦不可疏忽，若
不清洗干净，容易引起鬼峰、分叉峰等杂志峰干扰样品出峰，
影响结果的准确性。
处理方法: 若分析样品中不含缓冲盐，则用 10 mL 注射

器吸取 10 倍定量环体积的 HPLC 级水，从进样口注射，使得
水从废液瓶中流出，重复 3 次; 而后用 HPLC级甲醇同样方法
进行冲洗 3 次即可。若分析样品中含有缓冲盐，则先用 10
mL注射器吸取 10 倍定量环体积的 HPLC 级水，从进样口注
射，使得水从废液瓶中流出，重复 10 次，保证彻底冲洗干净
定量环中的缓冲盐; 而后用 HPLC 级甲醇同样方法进行冲洗
3 次。

2． 4 冲洗色谱柱
色谱柱是 HPLC的核心部件，由于现今使用 HPLC 分析

的样品种类繁多，组成复杂，色谱柱极易被污染、堵塞，造成
柱压升高、峰形改变等故障。因此，如何对色谱柱进行维护
方面，延长其使用效率及寿命具有十分重要的现实意义。
处理方法: 做完试验，及时用适当溶剂冲洗柱子，尤其是

对过夜的柱子，一定要用足量的 HPLC 级水( 忌纯水，纯水最
大比例为 95∶5 水 －甲醇) 彻底冲洗干净其中的盐类，再用甲
醇或乙腈冲洗，反相柱保存在乙腈中，正相柱保存在非极性

有机溶剂( 如己烷) 中。经常用强溶剂冲洗柱子，将柱内强保
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留组分及时洗脱出。反相柱用异丙醇 －二氯甲烷( 1 ∶ 1 ) 冲
洗，正相( 硅胶柱) 用纯甲醇或异丙醇冲洗，冲洗时间大于

1 h。

2． 5 清洗检测池
流动相中含有缓冲盐或样品中含有杂质，易造成检测池

中污染、堵塞，引起基线不稳、漂移或是峰形过小、峰分叉等
问题。因此，定期对检测池进行清洗可提高谱图质量，延长
高效液相色谱仪的使用寿命。
处理方法: 用注射器抽 10 mL 异丙醇冲洗，去掉流动相

残留; 再抽 10 mL HPLC级纯水冲洗检测池; 而后抽取 10 mL
6 mol·L －1硝酸，冲洗检测池去掉沉积物，操作此步骤应十分

小心; 最后至少用 100 mL HPLC级纯水正向冲洗检测池。
为了减少上述操作的麻烦，清洗更充分． 可采用以下步

骤［16］: 准备一清洗瓶，将清洗瓶放置于高于检测池 40 cm 的
地方; 拆下柱子，在检测器出口处接一根约 50 cm长的聚乙烯
管; 将管子浸入清洗瓶中; 然后利用重力使清洗液自然流经

池，并在检测器进口处用洗耳球吸液。冲洗溶液顺序为 50
mL异丙醇—50 mL 蒸馏水—250 mL 6 mol·L －1硝酸—100
mL蒸馏水。用此法冲洗不需要拆开池，无损于管路，因此可
用较大体积的清洗液缓慢冲洗。
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研究还处于基础研究阶段，本论文对电化学生物传感器做了

简要介绍，着重讲述纳米材料在电化学生物传感器领域的应

用，旨在启发更多读者对该领域进行探索。
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