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浅析反相 HPLC 色谱柱的清洁和再生
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摘 要:本文主要介绍通过不同方法对键合色谱柱的清洗和再生。
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高效液相色谱法具有分离效能高、检测灵敏度高、分析速

度快、选择性高等诸多优势，使其在分析领域中的到广泛的应

用。反相色谱因其可分析极大多数的非极性物质和很多的可

离子化的及离子化合物而成为高效液相色谱中应用最广泛的

技术。而反相色谱柱作为反相色谱分析的不可或缺的部分，

它的日常维护、清洗与再生就显得尤为重要。
在反相 HPLC 分析时，被分析样品的基体往往会包含多种

化合物，如盐、脂质、含脂物质、腐质酸、疏水蛋白质和其它一

些生物物质，这些可能在使用时与 HPLC 柱发生相互作用。一

般情况下这些物质有比分析者的目标物或少或大的保留值。
那些保留值较小的物质如盐类一般来说在空体积时就被冲出

色谱柱。这些非目标产物的干扰能被检测器检测到而且能形

成色谱峰，气泡，基线上移或者是负峰。如果样品成分在柱子

中有很强的滞留，多次进样后，这些吸附在柱子表面的物质通

常就会积累在柱头。有着中等保留值的样品可被慢慢洗脱，

通常表现为宽峰，基线扰动，或者基线漂移。
有时候这些被吸附的样品成分累积到一定程度时，就会

覆盖部分键合固定相表面，形成一种新的固定相。分析物能

与这些杂质作用形成一定的分离机理，保留时间会发生漂移

并产生拖尾峰。当柱子被污染，它的色谱行为和没被污染的

柱子会有所不同。如果色谱柱被严重污染，柱子的反压超过

泵所能承受的最大压力，而使分析工作无法进行。被污染的

反相柱子必须清洗和再生才能恢复原来的操作条件。
再生被污染 HPLC 色谱柱的关键是知道污染物的性质并

且能找到适当的溶剂来去除。如果流动相 pH 值过大，则会破

坏溶解硅胶而导致键合相流失，使得色谱柱无法恢复。

当用二元混合溶剂进行等度洗脱时，可用 20 个柱体积的

90 ～ 100% 的强洗脱溶剂冲洗清除污染物，如甲醇、乙腈、四氢

呋喃等。如果使用的是缓冲液系统，应该先用高纯水冲洗 5 ～
10 个柱体积后更换成强溶剂，以防 HPLC 流动体系中的缓冲

液沉淀，导致泵泄漏、管道堵塞及柱头堵塞等。值得注意的

是，在冲洗色谱柱时，应将色谱柱从系统上取下，反向连接到

输液泵上，色谱柱出口不要连接到检测器上，以免污染检测器

流动池。
有时候，强溶剂也没法把残留在色谱柱上的污染物洗掉。

那么更强的溶剂或者是一系列溶剂就有必要用来清洗柱子

了，如果污染物是非生物物质，可以跳过一个或多个另外的有

机溶剂去除污染物。对于硅胶键合柱来说( 如果没有缓冲液

的系统) ，一般清洗顺序是:

用二氯甲烷或正己烷以后，由于溶剂相溶性柱子必须用

异丙醇冲洗后才能用水相溶剂，每种溶剂至少冲洗 10 个柱体

积，可以用 1 ～ 2ml /min 的流速来冲洗，要恢复原来的溶剂体

系，不需要每一步都冲洗，可以跳过中间步骤。
四氢呋喃对很多物质有很好的溶解性，因此是一种很好

的清洗溶剂。如果柱子被严重污染，可以二甲基亚砜( DMSO)

或者二甲基甲酰铵和水按 50: 50 的比例混合，用低于 0． 5ml /
min 的流速冲洗色谱柱。

对于 C18 键合柱，为去除色谱柱中含有的缓冲盐溶液或

水溶性物质时，应使用含 5% 的有机溶剂的水溶液进行冲洗。
应避免单独使用水进行冲洗，以免损伤色谱柱。

反相 HPLC 色谱柱的再生除用以上溶剂进行清洗外，还可

以根据具体情况用以下方法进行再生:

( 1) 如确定是色谱柱头的过滤筛板被污染，可以将色谱柱

反方向用甲醇冲洗至正常压力，或者卸下色谱柱头，将其放在

10%的稀硝酸内超声清洗 10 分钟，后再用纯水超声 10 分钟，

重新装入色谱柱。
( 2) 如确定色谱柱头的填料被污染，将柱头螺丝卸下，挖

出柱内前段被污染的填料，用相同的柱填料重新填入，仔细修

复后，重新安装上柱头螺丝。
总之，成功再生反相柱子是一个非常耗时间的过程，在进

行分析时，尽可能的做好样品纯化，并在分析工作结束后，及

时清洗色谱柱，即使是长期不用的色谱柱也要进行定期清洗

维护，以免使色谱柱污染严重而无法使用。
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