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摘要  高效液相色谱(HPLC)中泵的单向阀要承受反复的机械强度压力，故容易发生故障。由于外部漏液会导致泵压明

显下降，所以这种情况很容易诊断，然而遗憾的是，泵内部连接的漏液却是比较复杂的，因为此时不会有一个明显

的压力下降，所以HPLC软件程序中的诊断算法也无法识别。本文讨论了一个测试发现单向阀隐藏故障并清除故障的

方法。
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单向阀对于高效液相色谱(HPLC)泵硬件来说是

一个重要的机械部件。在参考文献[1]中对单向阀的

功能和硬件设计进行了详细描述。简单来说，就是

一对单向阀(入口和出口)阻止流体在HPLC泵头里从

高压区流向低压区，从而泵的活塞在高压下使流动

相通过色谱柱。“一个功能适宜的单向阀必须能够

快速方便地打开和关闭，同时还要确保密闭性在一

个宽的压力值范围内均有效[1]”。

根据定义，HPLC泵上的单向阀是在高压下承受

重复的机械压力，因此这个设备比HPLC泵的其他部

件(例如活塞或活塞密封圈)更易出现故障。但在单向

阀出现故障时却很难识别，虽然HPLC可以通过泵压

力下降准确地检测不同种类的外部泄漏，然而遗憾

的是泵内部连接的漏液却是比较复杂的，因为此时

不会有一个明显的压力下降，所以HPLC软件程序中

的诊断算法也无法识别。

已有人在运行高通量的多维液相色谱时发现了

这个问题[2]。他们观察到在这个应用程序中，被分

析物的保留时间非常慢但是平稳增加大约10%；然

而硬件诊断测试却能成功通过。这种现象不能解释

为色谱柱的损坏，而且正如所预料的那样换色谱柱

是无益的。这个问题需要通过替换安捷伦1100二元

HPLC泵(Agilent Technologies, Palo Alto, CA)B泵头(提

供有机溶剂)上的出口单向阀才能解决。值得注意的

是，替换A泵头的单向阀不会影响保留时间(数据没

有列出)。

Agilent 1100系列二元泵G1312A由两个一模一样

的溶剂传输通道(泵头)组成。每个泵头使用两个活塞

来输送溶剂，即入口和出口单向阀(图1)。为了找出

可能的泵故障，压力测试(PT)和漏液测试(LT)可作为

ChemStation软件(Agilent)的一部分。压力测试仅使用

A通道使压力增加到390 bar，然后泵流速关闭。预期

的压降应该不超过2 bar/min。这种测试能有效地评

估外部泄漏；然而内部泄漏可能仍旧存在并且很难

发现。例如，对12个已使用过的出口单向阀进行试

验研究，其中一些虽能成功通过压力测试，但是不

能通过漏液测试，漏液测试对内泄漏评估更有效。

在这个测试中，每个活塞以3 μL/min速度传输30 s，

所得到的压力曲线应是水平的(稳定水平)或是极小正

数，换句话说，如果压力出现负的斜率，测试就失

败了，意味着所输送的异丙醇100%的损失。压力曲

线是水平的而不是降低的内漏是ChemStation诊断方

法/算法认为可接受的内漏。当溶剂传输时在活塞1的

冲击下通过一个发生故障的入口单向阀部分回流到

溶液存储器中，此时就会发生内漏。或者，溶液在

活塞2的冲击下通过发生故障的出口单向阀部分回流

到室1。当活塞2传输溶剂时，充满大气压的室1会发

生从高压到低压的回流。内漏影响泵头传输的实际

流速，它比软件预调的值少。流量计可以测出泵流

量，理论上，在安装流速限制器(例如毛细管) 之后，

精确流量计可以检测出微小的内泄露。然而，一个

液体流量计价格昂贵，且很难保证同步性，在分析

实验室里很少使用。因此检测内泄漏极具挑战性。

如上所述，增加的保留时间可以用来解释流动
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相在泵头B(传输有机相)的内泄漏。这样的泄漏从传

输泵头室2到计量泵头室1都可能发生。如果出口单

向阀的球座坏了也可能发生回流。因此越少的有机

溶剂通过泵传输到色谱柱，保留时间就越长。保留

时间增加的另外一种可能是通过一个没有完全关闭

的入口单向阀从室1漏液。理论上，如果泵头A的机

械耐用性比泵头B高(导致更多的内漏)，这样的循环

将会减少被分析物的保留时间。这种漂移，可能会

错误的解释为是色谱柱损坏造成的结果。

一般的HPLC诊断测试无法诊断出微量的内漏

液，所以研发出一系列的性能测试，以期设计出解

决潜在的单向阀溶液传输问题故障的方法。实验

是在Agilent 1100系列二元泵G1312A和紫外检测器

G1314A上完成的。 

我们建议以下的方法。在泵维护或修理后，在相

同流量下，使用水作为流动相A和水/0.1%丙酮作为流

动相B运行30 min的梯度，更换一根色谱柱，安装上

背压阀。作者使用1.5 mX65 μm i.d.的PEEK管(p#1560, 

IDEX/Upchurch, Oak Harbor, WA)作为一个零死体积的

流量限制器，这种管子在0.5 mL/min时产生250 bar的

压力。然后，达到最大吸收信号一半时的保留时间可

以通过254 nm波长的紫外曲线计算出来[3]。通过减去

梯度前的平衡时间和二分之一的程序设定梯度时间

（半梯度时间），我们就可以得到最大信号一半时

的延迟时间和半梯度时间[3]，并且可以计算出流量所

允许的延迟体积V50的倍增系数。理想的二元泵(没

有死体积，同时A、B两通道操作完全相同)的V50的

值与半梯度体积相同。换句话说，在到达半梯度时

间点时，通道传输相同的流量和紫外信号最大值的

一半是可以预计的。

当泵有确定的死体积时，到达最大信号半值的

时间会发生延迟。如果A通道内泄漏，则会使A通道

传输更少的流动相，导致最大信号半值更早发生，

V50的值将减少(梯度比预料的稍微更陡)。在B通道

微小的漏液将导致最大信号半值延迟，V50的值将变

大。比较前后所获得的紫外曲线，即使呈现不同梯

度也可能并不是漏液的问题，而是 B的预处理 (在溶

剂中丙酮的百分含量)不精确或紫外灯效能降低所导

致的。

相比之下，无论信号最大值如何变化，V50的值

是不变的。当V50的值确定后，在当前硬件配置中，

它可以作为一个给定的泵(梯度识别) 的参比值。值得

注意的是，这个值与压力、温度和硬件都有关。如

果在V50中和之前的测量对比存在5%的偏差，但是

诊断测试完全成功，作者则建议交换AB出口单向阀

并重复测试。再次强调，V50的增加意味着B通道漏

液，减低说明A通道漏液。转换出口阀后重新检查梯

度运行，最新得到的V50值增加说明出口单向阀有故

障，如果V50值仍然不变，说明在以上怀疑的通道中

入口阀出现故障。

因为搭建的诊断测试不能识别微泄漏，所以严

格控制V50的值对确保快速硬件诊断与维修而言就显

得尤为重要。被分析物保留时间的漂移可以很明确

地指出与这个硬件相关的漏液情况。在40~60 min的

梯度(常用的蛋白质组学分析)实验中，我们应该评价

每个溶液传输通道性能，用以排除硬件对保留时间

不稳定的影响。如果V50值先前未确定或不能进行常

规监控,那么诊断和维修会更为复杂和冗长。因此,使

用高压液体流量计对于系统性能控制而言，可能是

快速的但却花费昂贵的选择。

图1   G 1 3 1 2 A  二元泵流量曲线图。 ( C o p y r i g h t  

2004 ,  A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ,  I n c .  允许复制。

Ag i l e n t  T e c h n o l o g i e s ,  I n c .  资料描述的准确性或

完整性不作保证，并据此不承担任何责任。)
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A Novel Performance Test for Outlet Check Valve 

Function in HPLC Pumps
Eduard ROGATSKY, Matthew GALLITTO, and Daniel T. STEIN

Check valves in HPLC pumps are exposed to repeated mechanical stress and are prone to malfunction. Diagnostic tests 

efficiently detect the presence of external leaks associated with a pump pressure drop. Unfortunately, the identification 

of internal pump leaks is more complicated because they do not lead to a substantial pressure drop, and are therefore un-

recognized by diagnostic algorithms used in HPLC software programs. This article discusses a troubleshooting protocol 

for the assessment of hidden check valve malfunction.
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