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       高效液相色谱法(HPLC)是色谱法的一个重要分支，

以液体为流动相，通过高压输液系统，把不同极性的单

一溶剂或不同比例的混合溶剂、缓冲液等流动相泵入装

有固定相的色谱柱，在柱内各成分被分离后，进入检测

器进行检测，从而实现对试样的分析。高效液相色谱已

经有将近三十的发展历史，在色谱原理研究、仪器水平、

离子分离分析方面有了很大的进步。
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高压
高效液相色谱以液体作为
流动相，这种液体称为载
体。由于载液流经色谱柱
时，受到阻力较大，为了
使载液迅速通过色谱柱，
必须对载液施加高压，压
力一般达15-30MPa。

高速
高效液相色谱由于采用了高压，载液流
速快，因而所需的分析时间较之经典液
体色谱法少得多。

高灵敏度
由于采用高灵敏度的检测器，最小检
测量可达10-9g，而所需试样量较少。

高效
高效液相色谱法的柱效
很高，一般大于3万塔
板/m 。

HPLC的特点
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以气体为流动相的柱色谱分析技术

载气系统、进样系统、分离系统、
检测系统、记录系统

“惰性”气体（氢气、氦气、氮气、氩气）

高温

沸点在500℃以下，热稳定性良好，
相对分子质量在400 以下的物质

以液体为流动相的柱色谱分析技术

高压输液系统、进样系统、分离系统、
检测系统、记录系统

液体或各种液体的混合物

室温

高沸点、热稳定性差、
相对分子质量大（大于400 以上）的物质

定义

组成
部分

流动
相

操作
温度

适用
范围

气相色谱法（ GC） 高效液相色谱法（ HPLC ）VS

高效液相色谱法与气相色谱法异同

相同点

• 都是利用物质在流动相和固定相中分配系数不同而分离的

• 都是根据色谱流出曲线的色谱峰位置（保留值）进行定性检定；根据

色谱峰面积或峰高进行定量测定；根据色谱峰的位置及其宽度对色谱

柱分离情况进行评价

• 进行定量分析都可用外标法、内标法及归一化法等

• 色谱分离及色谱柱的分离效能可用塔板理论和速率理论进行解释
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  色谱泵及控制器

       色谱柱

       检测器

       进样器

数据处理及控制器
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液-液色谱

分配
色谱
法

通过物理吸附的原理把液相固定相涂抹于所测物品表面。

原理

流动相和固定相都是液体，样品分子在两个液相之间很快达到平衡分
配，利用各组分在两相中分配系数的差异进行分离，类似于萃取过程。

键合相色谱

根据化学反应使有机分子键合在所测物品或者是硅胶表面上。

分配色谱法
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特点

操作简单，比较适用于分离一些溶解在非极性
溶剂中并且具有中等相对分子质量是非离子性
的物品分离，比如几何异构体。

原理

吸附色谱的工作原理是依据所测物品在固
定相上的作用不同进行分离分析。

吸附色谱法的固定相为吸附剂，一般选用
氧化铝、聚酰胺、硅胶等一些孔比较多的
固体颗粒物。

吸附色谱法
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原理

离子交换色谱通常用离子交换树脂作为固定相。一般是样品离子与固定相离
子进行可逆交换，由于各组分离子的交换能力不同，从而达到色谱的分离。

应用

广泛用于氨基酸、蛋白质的分析，也适合于某些无机离子(NO3
-、SO4

2-、Cl-

等无机阴离子和Na+、Ca2+、Mg2+、K+等无机阳离子)的分离和分析，具有
十分重要的作用。
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分类

采用水溶液为洗脱剂时，称为凝胶过滤色谱，其在生物界的应用比较多。
采用有机溶剂为洗脱剂时，称为凝胶渗透色谱，在高分子领域应用较多。

原理

根据所测物品分子尺寸大小和形状的不同进行分离。
由于凝胶空穴的大小是与所测物品被分离分子的大小大致相吻合的，又称为尺寸排斥色谱。
如果分子太大就会被阻挡在空穴外面，被排斥在外面，而小分子就会进入空穴。

凝胶色谱法

应用
由于凝胶色谱的分辨力很高，一般情况下不会发生变性，所以一般会被用来分离分子
量比较高的化合物。
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生产厂家 日本Shimatzu岛津公司

资产编号 20102704

使用范围  适合分离酸性、中性和碱性化合物，
以及药物、多肽等

器件 型号
紫外检测器 SPD-10A VP Plus

色谱柱 C18（5*250*4.6）

液泵 LC-10AT     两个
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打开一个已建立的方法

自行填入分析参数

设定完方法后点击下载
传送参数
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点击仪器开/关键
启动仪器

仪器参数设定
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检测器调零按钮
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