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[摘　要 ]　高效液相色谱仪做为强制检定仪器除按规定定期送法定检定机构进行检定外 ,在两

次检定周期之间还需对使用频率高的仪器进行期间核查以维持设备校准状态的可信度。本文简

述了期间核查的项目和方法 ,包括外观检查、输液系统检查、色谱柱和检测器性能检查及做好检

查和处理结果的记录。
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　　高效液相色谱法 ( H igh Performance L ipuid

Chromatography, HPLC)作为一种分析方法已被广泛

用于各种领域 ,成为常规分析技术之一 ,与传统的分

离纯化技术相比 ,它的高效、快速及自动化的操作引

起人们尤其是制药业的高度关注 , HPLC正成为新世

纪中药物分析技术的发展主流。在兽药药品标准及

兽药残留量检测标准中 , HPLC法被广泛采纳 ,无论

是兽药生产企业还是兽药检验单位 ,高效液相色谱

仪已成为了常规的检验用仪器设备。为了保证仪器

设备的计量特性满足测试参数的要求 ,高效液相色

谱仪作为强制检定仪器 ,需送法定检定机构进行检

定。按高效液相色谱仪检定规程 ,其检定周期应为

两年。但在两次检定周期之间 ,仪器设备使用时会

出现一些常见的故障 ,譬如 :漏液、柱压不稳、保留时

间不稳定、峰面积重现性不好、理论塔板数不够、基

线漂移等 ,这些因素势必会对我们的分析结果造成

一定偏差。为了保证测定数据的准确度 ,按照《检测

和校准实验室能力的通用要求》的要求 ,对使用频率

高的仪器需利用期间核查以维持设备校准状态的可

信度。参照计量仪器设备检定规程以及我所多年来

进行仪器校准的实际经验 ,制定了高效液相色谱仪

期间核查校准方法 ,由设备管理员每六个月对色谱

仪器进行一次核查。

1　外 观

　　先检查贮液器是否清洁 ,尽可能使用 HPLC级

的溶剂 ,非 HPLC级的流动相一定要通过微孔滤膜

过滤以除去其中的微粒物质 ,同时更换掉陈旧的流

动相。检查吸滤头是否堵塞 ,若有堵塞现象 ,可先

用异丙醇超声 ,然后再用甲醇或乙腈清洗干净。检

查仪器电源线、信号线等插接紧密 ,各开关、旋钮、

按键等功能正常 ,指示灯灵敏 ,显示器清晰。 (对于

外观的检查是很有必要的 ,电源线和信号线还应该

着重检查有无破损和漏电现象 ,如发现有上述问

题 ,应该及时更换 ,避免造成更大的损失 ;指示灯指

示着仪器的运行状态 ,灵敏与否同样至关重要。)

2　输液系统

2. 1　输液管路接口 　应紧密牢固 ,在规定的压力

范围内无泄漏。检定方法 :将仪器各部分连接好 ,

以 100%甲醇为流动相 ,流量为 1. 0 mL /m in,按说

明书启动仪器 ,待压力平稳后保持 10 m in,用滤纸

检查各管路接口应无湿迹。

我们常用的高压管路材料有两种 :不锈钢管和

PEEK管 ,各有其优缺点。不锈钢管有精密的同轴

度且能耐腐蚀 ,但是不便于经常拆卸 ;而在实际工

作中经常需要改变流路和使用不同品牌的色谱柱 ,

这时使用 PEEK材料制成的管路和接头会非常方

便 ,手拧即可固定 ,而且容易调节锥箍之外的管路

长度 ,但是其压力限低于不锈钢管 ,当压力过高时 ,

可能会使接头在管路上滑动而产生死体积或漏液 ,

同时使色谱峰变宽且有拖尾现象。
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在测定有无漏液情况时 ,应该接上色谱柱 ,保

证系统处于高压状态 ,这样才能反映仪器的真实性

能 ,如果使用的是 PEEK管线连接 ,则应注意色谱

柱的长度和流速 ,检查时滤纸在各管路接口停留时

间应该稍长一些。

2. 2　流量设定值误差 SS和流量稳定性误差 SR 　

SS和 SR应符合表 1的要求。

表 1　SS和 SR的技术要求

流量设定值

/ (mL·m in - 1 )
测定次数

流动相收集

时间 /m in

允许误差 / %

SS SR

0. 5 3 10 5 3

1. 0 3 7 3 2

2. 0 3 3 2 2

　　检定方法 :按表 1的要求设定流量 ,启动仪器 ,

等压力稳定后 ,在流动相排出口用事先清洗称量过

的容量瓶收集流动相 ,同时用秒表计时 ,准确在 3～

10 m in收集 ,称重。按 ( 1 )、( 2)、( 3)式计算 SS 和

SR。

Fm = (W 2 - W 1 ) /ρT·t　　　　　　 (1)

SS = | F - FS | / FS ×100%　　　　 (2)

SR = ( Fm ax - Fm in ) / F ×100%　　　 (3)

式中 :

Fm ∶流量实测值 , mL /m in;

W 2∶容量瓶 +流动相的质量 , g;

W 1∶容量瓶的质量 , g;

FS∶流量设定值 , mL /m in;

ρT∶实验温度下流动相的密度 , g / cm3 ;

t∶收集流动相的时间 , m in;

Fmax∶同一组测量中流量最大值 , mL /m in;

Fm in∶同一组测量中流量最小值 , mL /m in;

F∶同一组测量 Fm的算术平均值 , mL /m in。

对于流量精度的测定 ,不一定完全按照上述的

方法检查 ,可以根据仪器配制情况来定。比如 :将

流动相改为水 ,改变流速等 ,但是在使用水作流动

相时 ,有必要用直通换下色谱柱 ,因为长时间处于

水环境中的色谱柱很难恢复。

3　色谱柱及检测器

3. 1　定性重复性误差　6次测量值的 RSD应小于

或等于 1. 5%。

3. 2　定量重复性误差　6次测量值的 RSD应小于

或等于 3. 0%。

　　检定方法 :将仪器各部分连接好 ,选用 C18色谱

柱 ,以甲醇 ∶水 ( 85∶15 )作为流动相 ,流量为 1. 0

mL /m in,检测波长为 254 nm ,灵敏度选择在 0. 1左

右 (现在很多色谱软件能自动调整范围 ) ,基线稳定后

用注射器注入适量 (5～20μL)的含 1×10
- 5

g/mL萘

和 3×10 - 5 g/mL甲苯的甲醇溶液 ,连续测量 6次 ,

记录色谱峰的保留时间和峰面积 ,分别计算相对标

准偏差 RSD ,同时计算两主峰之间的分离度 (《中国

兽药典》要求分离度应大于 1. 5)。

此项测定是检查仪器的整机性能 ,同时考察了

进样准确性、色谱柱分离性能、检测器灵敏度等。

由于现在高效液相色谱仪一般都配有色谱处理软

件 ,所以这项测定结果可直接在软件上操作 ,即可

得出 RSD。

4　检查记录与处理

　　在按照上述方法逐项检查的同时如实作好相

关记录。在检查过程中如发现有异常现象 ,应及时

处理 ,并记录好相应的处理方法及处理结果 ,以备

日后查阅。若所有检查结果均能符合上述各项要

求 ,即可出具“正常”报告 ,并将报告归入仪器档案

保存。

以上系我们进行高效液相色谱仪期间核查中

所采取的方法。另外 ,在仪器噪声和基线漂移方

面 ,由于我所有多种不同厂家、不同型号的高效液

相色谱仪 ,每台仪器所要求的测试方法和技术参数

不尽相同 ,如岛津的紫外检测器需要以空气作为空

白等 ,所以在制定上述核查程序时未作统一规定。

综上所述 ,高效液相色谱仪期间核查在我们的

日常工作中是很有必要的 ,它为检测数据的准确性

提供了可靠保障。通过我所多年在仪器管理方面

的经验来看 ,上述方法操作简便快捷 ,结果准确 ,采

用该方法校准的高效液相色谱仪经与按标准检定

规程检定后的仪器相比较 ,在仪器的性能指标上均

表现为一致。
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