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液相色谱仪检定规程

范围

    本规程适用于配有紫外一可见光检测器、二极管阵列检测器、荧光检测器和示差折

光率检测器的液相色谱仪的首次检定、后续检定和使用中检验。液相色谱仪样机试验和

定型鉴定中有关计量性能试验可参照本规程进行。

2 概述

    液相色谱仪 (以下简称仪器)是由输液系统、进样器、色谱柱 (柱温箱)、检测器

和数据记录处理装置等部分组成的分析仪器，图1是其组成的方框图。液相色谱仪利用

试样中各组分在色谱柱内固定相和流动相间分配或吸附特性的差异，由流动相将试样带

人色谱柱中进行分离，经检测器检测，依据组分的保留时间和响应值 (峰面积或峰高)

进行定性和定量分析。

图1 液相色谱仪组成方框图

3 计量性能要求

3.1 输液系统

3.1.1 输液管路接口紧密牢固，在规定的压力范围内无泄漏。

3.1.2 流量设定值误差S、和流量稳定性误差S、应符合表1的要求。

3.1.3 梯度误差 ‘:不超过士3%a

3.2 柱温箱

3.2.1 柱箱温度设定值误差△T:不超过士2 0C o

3.2.2 温度稳定性 T,:不超过 1℃。

3.3 检测器

    液相色谱仪检测器的主要技术指标见表2.
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表1 流It设定值误差S:和流As定性误差S,的要求

流量设定值/(m1/min ) 0.5 1.0 2.0

测量 次数 3 3 3

流动相收集时间/min 10 5 5

允许误差
S, 5% 3% 2%

SR 3% 2% 2%

注:① 最大流量的设定值可根据用户使用情况而定。

    ② 对特殊的、流量小的仪器，流量的设定可根据用户使用情况选大、中、小三个流量，

      流动相的收集时间则根据情况适当缩短或延长。

表2 液相色谱仪检测器的主要技术指标

3.4 整机性能

    仪器的整机性能用定性定量测量重复性表示。

3.4.1 ‘定性测量重复性 ((6次测量)RSD6:不超过1.5%0

3.4.2 ‘定量测量重复性 (6次测量)RSD6:不超过3.0%.

    注:*与检定结果的处理有关，详见5.3条。

4 通用技术要求

4.1 仪器外观

    仪器上应有仪器的名称、型号、制造厂名、产品系列号、出厂日期等内容的标牌，

国产仪器应有制造计量器具许可证砚巨弓标志。

4.2 仪器电路系统

    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，
    2
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显示器清晰。

5 计f器具控制

    计量器具控制包括:首次检定、后续检定和使用中检验。

5.1 检定条件

5.1.1环境条件
5.1.1.1 检定室应清洁无尘，无易燃、易爆和腐蚀性气体，排风良好。

5.1.1.2 室温在 15-30℃，检定过程中温度变化不超过3℃ (对示差折光率检测器，

室温变化不超过2 9C)，室内湿度在20%一85 % RH范围内。

5.1.1.3 仪器应平稳地放在工作台上，周围无强烈机械震动和电磁干扰源，仪器接地

良好。

5.1.1.4 电源电压为 (220士22) V，频率为 (50土0.5) Hz.

5.1.2 检定设备

5.1.2.1 秒表:分度值不大于0.1 so

5.1.2.2 分析天平:最大称量不小于100 g，最小分度不大于1 mgo

5.1.2.3 数字温度计:测量范围为0一100℃，最小分度不大于0.1℃。

5.1.2.4 注射器:10 [L和50 yL各一支。
    以上计量器具需经计量检定合格。

5.1.2.5  10 mL注射器一支。

5.1.2.6 游标卡尺:15 cm/0.02 mm.

5.1.2.7 容量瓶:50 mL, 10个。

5.1.3 标准物质:

    1x10一< g/mL, 1 x 10一' g/.L的蔡/甲醇溶液;

    1 x 10-6 g/mL, 1/10-' g/mL的硫酸奎宁/高氯酸水溶液;

    1x10-'创mL, 1 x 10-5 g/mL的丙三醇1水溶液;

    紫外波长标准溶液。

5.1.4 其他要求
5.1.4.1 检定用试剂:HPLC用甲醇、纯水，分析纯的丙酮和异丙醇等。

5.1.4.2 其他玻璃器皿等

52 检定项目和检定方法

5.2.1 检定项目

    检定项目见表30
                                      表3 检定项目一览表

序号 检定 项 目 首次检定 后续检定 使用中检验

1

泵耐压检定

泵流量设定值误差Ss
泵流量稳定性误差Sq
梯度误差‘②

+①

十

+

十

    ①

+

+

+

:



.Tic 705- 2002

            检定项 目

柱箱温度设定值误差AT,o

柱箱温度稳定性T}o

检测器:基线噪声

        基线漂移

        最小检测浓度

        波长示值误差和重复性③

          线性范 围

        换挡误差

整机:定性定量重复性

5.2.2 检定方法

5.2.2.1 通用技术要求的检查

    按第4.1, 4.2条的要求，目视、手动检查。

5.2.2.2 输液系统的检定
    a)泵耐压检定

    将仪器各部分连接好，以100%甲醇为流动相，流量为 1 mLlmin，按说明书启动仪

器，压力平稳后保持 10 min，用滤纸检查各管路接口处应无湿迹。卸下色谱柱，堵住泵

出口端 (压力传感器以下)，使压力达到最大允许值的90%，保持5 min无泄漏。

    b)泵流量设定值误差 SS、流量稳定性误差 S。的检定

    按表1的要求设定流量，启动仪器，压力稳定后，在流动相出口处用事先清洗称重

过的容量瓶收集流动相，同时用秒表计时，收集表 1规定时间流出的流动相，在分析天

平上称重，按式 (1)、式 (2)计算SS和SRI

                          SS=(F。一FB) IF, x 100%                          (1)

                        SR=(F_、一Fm;�) /Fm x 100%                        (2)

式中:Fm—      Fm = ( W2一W)/(p,-t)，流量实测值，mL/min;

      W2— 容量瓶+流动相的质量，g;

      W,— 容量瓶的质量，g;

      Pt— 实验温度下流动相的密度，g/cm, ;
        t— 收集流动相的时间，min;
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      F%}— 同一组测量的算术平均值，mL/min ;

      F— 流量设定值，mL/min ;

      F-— 同一组测量中流量最大值，mUmin;

      凡〕— 同一组测量中流量最小值，mL/mina

    的梯度误差的检定

    由梯度控制装置设置阶梯式的梯度洗脱程序，A溶剂为纯水，B溶剂为含0.1%丙

酮的水溶液，B经由5个阶梯从。变到 100%，如图2所示。将输液泵和检测器连接

(不接色谱柱)，开机后以A溶剂冲洗系统，基线平稳后开始执行梯度程序，画出梯度

变化曲线。求出A, B溶剂不同比例时的输出信号值 (或记录仪读数)，重复测量 2次，

计算平均值。从B溶剂的含量及对应的输出信号值 (或记录仪读数)，按式 (3)计算梯

度误差‘，取G,.最大者作为仪器梯度误差。

                          G,，二(L一L�,) /L,, x 100%                          (3)

式中:G,.— 第i段梯度误差 (%);

      L,— 第 i段输出信号值 (或记录仪读数)平均值;

      L— 各段输出信号 (或记录仪读数)平均值的平均值。

输
出
信
号
值
或
记
录
仪
读
数

时 间 t

                                  图2 梯度误差检定示意图

5.2.2.3 柱温箱温度设定值误差△7'和控温稳定性T。的检定

    将数字温度计探头固定在柱温箱内，选择 35℃和45℃ (也可根据用户使用温度设

定)进行检定。按仪器说明书操作，通电升温，待温度稳定后，记下温度计读数并开始

计时，以后每隔10 min记录一次读数，共计7次，求出平均值。平均值与设定值之差为

AT� 7次读数中最大值与最小值之差为控温稳定性T,o

5.2.2.4 紫外一可见光检测器和二极管阵列检测器的检定

    a)波长示值误差和重复性的检定
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    将检测器和记录仪连接好，通电预热稳定后，用注射器将紫外波长标准溶液 (标准

波长为235 rim, 257 nm, 313 nm和350 nm)从检测器人口注人样品池中冲洗，并将池充

满。将检测器波长调到低于标准波长5 nm处 (例如检定257 nn 时，检测器波长先调到

252 nm )，记录纸速调到2一4 cm/min，记录笔调到记录纸的中间，启动记录仪，记录笔

画出一条直线。调检测器波长，每5一10s改变 1 nm，记录仪上将画出如图3所示的折

线，折线的最高点 (或最低点)对应的波长与标准溶液波长之差为波长示值误差。每个

波长重复测量 3次，其中最大值与最小值之差为波长重复性误差。有吸光值显示的检测

器，改变波长时可直接读出吸光值，其最大 (或最小)吸光值对应的波长与标准溶液波

长之差为波长示值误差。有波长扫描功能的仪器可画出标准溶液的光谱曲线，其波峰

(或波谷)对应的波长与标准溶液波长之差为波长示值误差。对改变波长有自动回零功

能的紫外一可见光检测器，可采用连续进样的方法检定波长示值误差，具体做法是:用

一节空管代替色谱柱将液路连通，以水做流动相，流量为0.5一1.0 mL/min，采用步进

进样方法，例如检定257 nm时，从252 nn 开始到262 nm，每2 min改变1 nm，用注射

器注入紫外吸收标准溶液5一10 fLL，这样将得到一组不同波长的色谱峰，最高 (或最

低)色谱峰对应的波长与标准溶液波长之差，即为波长示值误差。

波长 /nm

图3 波长示值误差检定记录示意图

    b)基线噪声和基线漂移的检定

    选用C,:色谱柱，以100%甲醇为流动相，流量为1.0 mL/min,紫外检测器的波长选

在254 nm,检测灵敏度调到最灵敏挡，记录纸速调至5一10 mm/min。开机预热，待仪器

稳定后记录基线30 min，由检测器的衰减倍数和测得的基线峰一峰高对应的记录仪标

度，计算基线噪声，用检测器自身的物理量 (AU)作单位表示。

                                  N,=朋 (4)

式中:N,— 检测器基线噪声;

        K— 衰减倍数;

        B- 测得的基线峰一峰高对应的记录仪标度，AUo
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    基线漂移用 1h内基线偏离原点的值 (AU/h)表示。

    c)最小检测浓度的检定

    在5.2.2.4中b)的色谱条件下，用微量注射器从进样口注人10--20/&1x10-'

g/mL的蔡/甲醇溶液，记录色谱图，由色谱峰高和基线噪声峰一峰高，按式 ((5)计算最

小检测浓度。，(按20 j cL进样量计算)。

                                                    2N, cV

                                              C,=— (5)
                                                          20H

式中:CL— 最小检测浓度，g/mL;

      Nd— 基线噪声峰一峰高，mm;

      。— 标准溶液浓度，g/mL;
      H— 标准溶液的色谱峰高，mm;

      V— 进样体积，[Lo

    d)线性范围的检定

    将检测器和记录仪连接好，检测器波长选在254 nm，通电稳定后，用注射器直接向

检测池中注射2%异丙醇/水溶液冲洗检测池至记录仪读数不变，记下此值。之后，依照

上法分别注人丙酮/2%异丙醇系列水溶液 (丙酮含量为0.1%, 0.2%,⋯，1.0%)冲

洗检测池，并记下各溶液对应的稳定记录仪读数，每个溶液重复测量 3次，取算术平均

值。以5个丙酮含量 ((0.1%一0.5%5个点)和对应的记录仪读数做标准曲线，在曲线

上找出丙酮含量大于0.5%各点的读数，与对应含量的测量值做比较，测量值低于读数

5%时，认为曲线弯曲，此点的浓度作为检测上限。H。按5.2.2.4中。)的方法和式 (5)

测出丙酮的。L值，由。H/C。算出检测器的线性范围。

    e)灵敏度换挡误差的检定

    在5.2.2.4中 b)的色谱条件下，将记录笔调到记录纸中间，纸速调到2一4

cm/min，待基线平稳后依次改变灵敏度挡位，记录纸上画出相应的折线，重复测量3

次，量出每两挡对应的记录曲线间的距离，取算术平均值，按式 (6)计算相邻两挡的

误差H;，取H 最大值表示换挡误差。

  X又一X十。甄、，
一 xiY;

x 100% (6)

式中:X，xi.I— 选择器第i挡、第i+1挡的标称值;

      叭，X 。— 选择器在第 i挡、第 i+1挡时记录的曲线间距离。

5.2.2.5 荧光检测器性能的检定

    a)波长示值误差和重复性的检定

    固定波长荧光检测器波长示值误差和重复性的检定，需取出检测器中的滤光片，参

照JJG 538-1988荧光光度计检定规程，在经检定合格的紫外一可见分光光度计上测出

其最大透射比对应的波长，此波长与滤光片上标记的波长之差，为波长示值误差。

    可调波长荧光检测器波长示值误差和重复性的检定，利用蔡在290 nm(激发波长)

和330 nm(发射波长)有最大荧光强度的特性，采用静态法进行。检定方法与紫外检测
                                                                                                                                        7
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器波长检定基本相同，将检测器与记录系统连接好，用注射器从检测池人口注人

1 x 10-5 g/mL的蔡/甲醇溶液，冲洗检测池并将其充满。调激发波长为290 nm，改变发
射波长，从325 nm到335 nm，每5一10s改变1 run，记录系统上将画出如图3类似的图

形，曲线最高点对应的波长与标准波长之差，为发射波长示值误差，重复测量3次，其

最大值与最小值之差为波长重复性误差。然后将发射波长调到测得的曲线最高点对应的

波长，改变激发波长 (从285 nm到295 nm)，用与前面相同的方法测出激发波长的示值

误差和重复性误差。

    b)基线漂移和基线噪声的检定

    将仪器各部分连接好，选用C,:色谱柱，以85%甲醇/水溶液为流动相，流量为1.0

mL/min，灵敏度选在最灵敏挡，激发波长选在345 nm，发射波长选在455 nm，仪器预热

稳定后，记录基线30 min，根据检测器的衰减倍数和测得的基线峰一峰高对应的记录仪

标度，按式 (4)计算基线噪声和漂移，用检测器自身的物理量 (FU)做单位表示。

    C)最小检测浓度的检定

    在5.2.2.5中b)的色谱条件下，待基线稳定后由进样器注人 10 - 20 IL 1 X 10-v

g/ mL的硫酸奎宁/高氯酸水溶液，记录色谱图，按式 (5)计算最小检测浓度。
    d)线性范围的检定

    检定方法同5.2.2.4中d)，将检测器和记录仪连接好，检测器的激发波长为 345

nn，发射波长为455 nm，仪器稳定后，用注射器直接向检测池中注人0.05 mol/L的高氯

酸水溶液，冲洗检测池，至记录仪读数不变，记下记录仪读数，然后按此法依次向池中

注人1 x 10-', 2 x 10-', 3 x 10-',⋯，1 x 10-0 g/mL的硫酸奎宁/高氯酸水溶液，记下
每种溶液对应的记录仪读数，重复测量 3次，取平均值。以5个硫酸奎宁含量 (1

x 10-5一5 x 10-5 g/mL)和对应的记录仪读数作标准曲线，在曲线上找出硫酸奎宁含量

大于5 x 10-5创mL各点读数，与测量值比较，测量值与曲线读数差5%时的硫酸奎宁含

量为检测上限。�0 5.2.2.5中。)得到的最小检测浓度。。是检测下限，Cy/CL比值为线

J性范围。

    P)灵敏度换挡误差的检定

    色谱条件同5.2.2.5中d)，实验操作和计算方法同5.2.2.4中0) o

5.2.2.6 差示折光率检测器性能检定

    a)基线漂移和基线噪声的检定

    选用C18色谱柱，将仪器各部分联接好，以HPLC用水为流动相，流量为]mL/min,

参比池充满流动相，灵敏度选择在最灵敏挡，接通电源，待仪器稳定后记录基线30

min，根据检测器的衰减倍数和测得的基线峰一峰高对应的记录仪标度，按式 (4)汁算

基线噪声和基线漂移，用检测器自身的物理量 (RIU)表示。(实验中应特别注意，室

温的波动不要超过2℃)。

    b)最小检测浓度的检定

    在5.2.2.6中a)的色谱条件下，待基线稳定后由进样器注人10-20匹 1 x 10-s

g/mL丙三醇水溶液，记录色谱图，按式 (5)计算最小检测浓度。L}
    。)线性范围的检定
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    线性范围的检定方法同5.2.2.4中d)。将检测器与记录仪连接好，用 HPLC用水反

复冲洗样品池与参比池，并充满参比池，仪器稳定后记下记录仪读数。依次向样品池中

注人1x10-', 2x1。一，，⋯，10 x 10-' g/mL丙三醇水溶液，记下各溶液对应的记录仪读

数，重复测量3次，取平均值。以5个丙三醇含量(1x10-’一5 x 10-' g/mL)和对应的
记录仪读数作标准曲线，在曲线上找出丙三醇含量大于5 x 10-' g/mL各点对应的读数，
与相应含量的测量值做比较，两值相差5%时的丙三醇含量为检测上限。。。5.2.2.6中

b)得到最小检测浓度即检测下限。。，。H/。L之比值为线性范围。

    d)灵敏度选择器换挡误差的检定

    色谱条件同5.2.2.6中b)，实验操作和计算方法同5.2.2.4中e) o

5.2.2.7 整机性能 (定性、定量重复性)的检定

    将仪器各部分联接好，选用C,:色谱柱，根据仪器配置的检测器，选择流动相和测

量参数:紫外检测器和二极管阵列检测器用 100%甲醇为流动相，流量为 1.0 mL/min,

检测波长为254 nm，灵敏度选择在0.04左右，基线稳定后由进样器注人5一10 tLL的

1 x l0-' g/mL蔡/甲醇标准溶液;荧光检测器用85%甲醇/水溶液做流动相，流量为1.0
mL/min，激发波长和发射波长分别为345 nm和455 nm，灵敏度选在中间挡，基线稳定

后注人5一10VLIX10-6g/mL硫酸奎宁/高氯酸水溶液;差示折光率检测器用100%的水

为流动相，流量为1.0 mL/min，灵敏度选在中间挡，注人5一10 PL的1 x 10-' g/mL的丙
三醇水溶液。连续测量6次，记录色谱峰的保留时间和峰面积，按式 (7)计算相对标

准偏差RSD6o

RSD6;}c Zjt。二{交(、‘一、)Z/(。一，)、上 、100%
X

(7)

式中:RSD6定性(定量)— 定性 (定量)测量重复性相对标准偏差;

              X— 第i次测得的保留时间或峰面积;

              X- 6次测量结果的算术平均值;

              i— 测量序号。

5.3 检定结果的处理

5.3.1 按本规程条款检定，凡带 *号的检定项目 (详见3计量性能要求)全部达到规

定技术要求的仪器为合格仪器，发给检定证书。

5.3.2 只配一个检测器的仪器，任何一个带*号的项目不合格，该仪器为不合格仪器，

发给检定结果通知书，注明不合格项目。

5.3.3 配一个以上检测器的仪器，只要其中一个检测器带*号的检定项目和除检测器

外其他带关号的检定项目合格，可发给配该检测器的检定证书。同时注明其他不合格的

检测器，限制使用。

5.4 检定周期

    液相色谱仪的检定周期一般不超过2年，更换重要部件或对仪器性能有怀疑时，应

随时检定。
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附录 A

色 谱 柱 性 能 测 试

A.1 液相色谱柱性能

A.1.1 柱效:

    反相色谱柱的理论塔板数一般在3x1了一4x1了m-’范围内，正相色谱柱的理论塔

板数在4 x 10"一5x100m-’范围内。

A.1.2 色谱峰对称性:被测峰 (蕙)的不对称因子A一 般在0.8一1.6范围内。
A.2 柱性能测试方法

A.2.1 测试条件和标准溶液

    色谱柱性能测试条件和液相色谱仪的检定条件基本相同。

    反相色谱柱测试用的标准溶液为10-0 g/mL尿啥陡、10"5岁mL联苯和葱 (禁)的甲

醇溶液，正相色谱柱测试用的标准溶液为10-2 mL/mL甲苯和10-0 ML/ML硝基苯的正己

烷溶液。

A.2.2 柱效的测试方法

    将被测试的色谱柱接到检定合格的液相色谱仪器上，反相柱用甲醇十水 (85%

+15%)为流动相，流速为1 mm/s(内径为4.6 mm色谱柱，流量为1.0 mm/min),紫外

检测器波长为254 nn，灵敏度选择在0.04左右，记录纸速为10 - 20 mm/min。按说明书

操作，开启仪器稳定后，从进样口注人10 KL反相柱测试标准溶液，记录色谱图 (如图
Al)，由式 (Al)计算色谱柱效，重复测量3次，取平均值。

一54·{贵)’一，· (Al)

式中:n— 理论塔板数;

      tR— 色谱峰的保留时间，min(时间测量需精确到0.02 min);

    Whz— 色谱峰半高峰宽，min;
      L— 色谱柱长，mm.

    正相色谱柱的柱效测试条件和方法与反相柱基本相同，只是流动相为正己烷+异丙

醇 (99.5%+0.5%)，注入正相色谱柱测试标准溶液。

A.2.3 色谱峰对称性的计算

    在A.2.2测得的色谱图中，按式 (A2)计算色谱峰的不对称因子A,o

Aw=bla (A2)

式中: 。，。分别为通过1;峰高处、平行于峰底的直线被峰两侧及峰高截取的两线
                                                        iv

段的长度 (见图Al) a
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图A1 色谱峰示意图

11



JJG 705- 2002

附录 B

检定证书 (内页)格式

检 定 结 果

B.1 外观检查

B.2 泵流量设定误差和重复性误差

        泵流量设定值/ (mUmin):0.5

              实测值/(mL/min):

              设定误差SS/%:

              重复性误差 S,/%:

        泵梯度误差G,/%:

.0    1.5

B.3 柱箱温度设定值误差△T,:

    柱箱温度稳定性 T:

B.4 检测器性能 (以紫外一可见光检测器为例)

          基线噪声/AU:

        基线漂移/(AU/h):

          波长示值误差//nm:

          波长重复性//nm:

        最小检测浓度/(以mL禁/甲醇):
          线性范围:

          换挡误差/%:

B.5 整机性能

        定性重复性RSD6/%

        定量重复性RSD6/%
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附录 C

液相色谱仪检定记录格式

液相色谱仪检定记录

记录编号 : 年

送 检 单 位 室 温

联 系 电 话 湿 度

仪 器 型 号 气 压

制 造 厂 检 定 员

出 厂 编 号 核 验 员

检 定 日 期 证书编号

C.1 外观检查
C.2 泵流量设定值误差及流量稳定性误差的检定

耐压/MPa }流动相 密度

F F 二 t,= F}= t,二 F。二 13二

W]

W，

『2一『]

(W:一甲，)/p

Fm

F

S,

Sa

C.3 紫外一可见光检测器/二极管阵列检测器性能检定

型 号 波长范围

波长示值误差 235 nm 257 n. 313 nm 350 nm

波长重复性

基线噪声 基线漂移

最 小检测浓度

    (禁)

最小检测浓度

    (丙酮)

线
性
范
围

丙酮/% 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 CH

读数

平均值

换挡

误 差

标示值

读 数
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C.4 ’定性定量测量重复性的检定

标 物名称 浓度 进样量 波 长

流动相 流量 灵敏 度选择 纸 速

序号 1 2 3 4 5 6 平均 S 尺5刀6

保 留时间

峰面积

C.5 柱温箱温度设定值误差及控温稳定性的检定

T 序号 1 2 3 4 5 6 7 平均

读数

△ T,, T

T} 序号 1 2 3 4 5 6 7 平均

读数

A T} Tc2

C.6 梯度准确度的检定

B溶液变化范围 0% 20% 40% 60% 80% 100%

记 录仪读数

1

2

L

L 一Lm

‘

C.7 荧光检测器性能检定

型号 波长示值

  误差

激发波长

发射波长基线噪声

基线漂移 最小检测浓度

线
性
范
围

标准溶液浓度 Cx

读数

换挡

误差

标示 值

实测 值 一{
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C.8 示差折光率检测器性能检定

型号 折光率检测范围

基线噪声 .基线漂移

最小检测浓度

线
性
范
围

标准溶 液浓度

读数 亡H

换挡

误差

标示值

实测值

C.9 液相色谱柱性能测试记录 测试 日期:

柱型号 柱长 内径 流动相 流量 衰减 纸速

组分名称 t�/min W /而n
    x

N A/min B/min AIB


