
液相色谱故障排除之谱图的各种问题 
    A、 峰拖尾  

    1、筛板阻塞  
        a、反冲色谱柱 b、更换进口筛板 c、更换色谱柱  
   2、色谱柱塌陷    
        a、填充色谱柱  
   3、干扰峰  
        a、使用更长的色谱柱 b、改变流动相或更换色谱柱  
   4、流动相 PH 选择错误  

a、调整 PH 值。对于碱性化合物，低 PH 值更有利于得到对称峰  
5、样品与填料表面的溶化点发生反应  
     a、加入离子对试剂或碱性挥发性修饰剂 b、更改色谱柱  

 B、 峰前延  

 

可能的原因  
在大峰前，有小峰流出  
柱死体积  
样品溶剂不适当  
过滤片部分堵塞  
柱过载 
 1、柱温低  
      a、升高柱温  
 2、样品溶剂选择不恰当  
      a、使用流动相作为样品溶剂  
 3、样品过载  
      a、降低样品含量  
 4、色谱柱损坏  
     a、见 A1、A2  

 C、 峰分叉  
  1、 保护柱或分析柱污染【柱中有死体积】 
     a、取下保护柱再进行分析。如果必要更换保护柱。如果分析柱阻塞，

拆下来清洗。如果问题仍然存在，   可能是柱子被强保留物质污染，运用适

当的再生措施。如果问题仍然存在，入口可能被阻塞，更换筛板或更换色谱

柱。  



   
 
2、样品溶剂不溶于流动相  
      a、改变样品溶剂。如果可能采取流动相作为样品溶剂。  

 
 
 D、 峰变形  
   1、样品过载  
      a、减少样品载量  
 E、 早出的峰变形  
   1、样品溶剂选择不恰当  
    a、减少进样体积 b、运用低极性样品溶剂  
 F、 早出的峰拖尾程度大于晚出的峰  
  1、柱外效应  
     a、调整系统连接（使用更短、内径更小的管路） b、使用小体积的流

通池  
 G、 K’增加时，脱尾更严重  
    1、二级保留效应，反相模式  
         a、加入三乙胺（或碱性样品） b、加入乙酸（或酸性样品） c、
加入盐或缓冲剂（或离子化样品）  
         d、更换一支柱子  
     2、二级保留效应，正相模式  
         a、加入三乙胺（或碱性样品） b、加入乙酸（或酸性样品） c、
加入水（或多官能团化合物）  
         d、试用另一种方法  
     3、二级保留效应，离子对  
         a、加入三乙胺（或碱性样品）  



   H、 酸性或碱性化合物的峰拖尾  
     1、缓冲不合适  
         a、使用浓度 50-100mM 的缓冲液  b、使用 Pka 等于流动相 PH 值

的缓冲液  
  I、 额外的峰  
    1、样品中有其他组份  
    2、前一次进样的洗脱峰  
          a、增加运行时间或梯度斜率 b、提高流速  
    3、空位或鬼峰  

a、检查流动相是否纯净 b、使用流动相作为样品溶剂 c、减少进

样体积  
J、 保留时间波动  
  1、温控不当  
     a、调好柱温  
  2、流动相组分变化  
    a、防止变化（蒸发、反应等）  
  3、色谱柱没有平衡  
    a、在每一次运行之前给予足够的时间平衡色谱柱  
K、 保留时间不断变化  
 1、流速变化  
    a、重新设定流速  
 2、泵中有气泡  
    a、从泵中除去气泡  
 3、流动相选择不恰当  
    a、更换合适的流动相 b、选择合适的混合流动相  
L、 基线漂移  

 
   1、柱温波动。（即使是很小的温度变化都会引起基线的波动。通常影响示

差检测器、电导检测器、较低灵敏度的紫外检测器或其它光电类检测器。）  
      a、控制好柱子和流动相的温度，在检测器之前使用热交换器  
   2、流动相不均匀。（流动相条件变化引起的基线漂移大于温度导致的漂移。）  
      a、使用 HPLC 级的溶剂，高纯度的盐和添加剂。流动相在使用前进行脱

气，使用中使用氦气。  
   3、流通池被污染或有气体  



       a、用甲醇或其他强极性溶剂冲洗流通池。如有需要，可以用 1N 的硝酸。

（不要用盐酸）  
   4、检测器出口阻塞。（高压造成流通池窗口破裂，产生噪音基线）  
       a、取出阻塞物或更换管子。参考检测器手册更换流通池窗。  
   5、流动相配比不当或流速变化  
       a、更改配比或流速。为避免这个问题可定期检查流动相组成及流速。  
   6、柱平衡慢，特别是流动相发生变化时  
       a、用中等强度的溶剂进行冲洗，更改流动相时，在分析前用 10-20 倍体

积的新流动相对柱子进行冲洗。  
   7、流动相污染、变质或由低品质溶剂配成  
        a、检查流动相的组成。使用高品质的化学试剂及 HPLC 级的溶剂  
   8、样品中有强保留的物质（高 K’值）以馒头峰样被洗脱出，从而表现出一

个逐步升高的基线。  
        a、使用保护柱，如有必要，在进样之间或在分析过程中，定期用强溶

剂冲洗柱子。  
   9、使用循环溶剂，但检测器未调整。  
       a、重新设定基线。当检测器动力学范围发生变化时，使用新的流动相。  
   10、检测器没有设定在最大吸收波长处。  
        a、将波长调整至最大吸收波长处  
M、 基线噪音（规则的）  
   1、在流动相、检测器或泵中有空气  
         a、流动相脱气。冲洗系统以除去检测器或泵中的空气。  
   2、漏液  
        a、见第三部分。检查管路接头是否松动，泵是否漏液，是否有盐析出

和不正常的噪音。如有必要，更换泵密封。  
   3、流动相混合不完全  
       a、用手摇动使混合均匀或使用低粘度的溶剂  
   4、温度影响（柱温过高，检测器未加热）  
       a、减少差异或加上热交换器  
   5、在同一条线上有其他电子设备  
       a、断开 LC、检测器和记录仪，检查干扰是否来自于外部，加以更正。  
   6、泵振动  
       a、在系统中加入脉冲阻尼器  
N、 基线噪音（不规则的） 

  



  1、 漏液  
      a、见第三部分。检查接头是否松动，泵是否漏液，是否有盐析出和不正

常的噪音。如有必要，更换密封。检查流通池是否漏液。  
  2、流动相污染、变质或由低质溶剂配成  
      a、检查流动相的组成。  
  3、流动相各溶剂不相溶  
      a、选择互溶的流动相  
  4、检测器/记录仪电子元件的问题  
      a、断开检测器和记录仪的电源，检查并更正。  
  5、系统内有气泡  
      a、用强极性溶液清洗系统  
  6、检测器内有气泡  
      a、清洗检测器，在检测器后面安装背景压力调节器  
  7、流通池污染（即使是极少的污染物也会产生噪音。）  
      a、用 1N 的硝酸（不能用磷酸）清洗流通池  
  8、检测器灯能量不足  
      a、更换灯  
  9、色谱柱填料流失或阻塞  
      a、更换色谱柱  
  10、流动相混合不均匀或混合器工作不正常  
      a、维修或更换混合器，在流动相不走梯度时，建议不使用泵的混合装置  
O、 宽峰  
  1、流动相组成变化  
     a、重新制备新的流动相  
  2、流动相流速太低  
     a、调节流速  
  3、漏液（特别是在柱子和检测器之间）  
     a、见 section 3。检查接头是否松动、泵是否漏液、是否有盐析出以及不正

常的噪音。如果必要更换密封。  
  4、检测器设定不正确  
     a、调整设定  
  5、柱外效应影响  
     a、柱子过载 b、检测器对反应时间或池体积响应过大 c、柱子与检测器之

间的管路太长或管路内径太大 d、记录仪响应时间太长  
     a、 小体积进样（例如：10ul 而不是 100ul）以 1：10 或 1：100 的比例稀

释样品 b、减少响应时间或使用更小的流通池 c、 使用内径为 0.007-0.01 的短

管路 d、减少响应时间  
  6、缓冲液浓度太低  
     a、增加浓度  
  7、保护柱污染或失效  
     a、更换保护柱  
  8、色谱柱污染或失效，塔板数较低  
     a、更换同样类型的色谱柱。如果新柱子可以提供对称的色谱峰，则用强溶

剂冲洗旧柱子。  



  9、柱入口塌陷  
     a、打开柱入口，填补塌陷或更换柱子  
  10、呈现两个或多个未被完全分离的物质的峰  
     a、选择其它类型的色谱柱以改善分离效果  
  11、柱温过低  
     a、提高柱温。除非特殊情况，温度不宜超过 75℃  
  12、检测器时间常数太大  
     a、使用较小的时间常数  
P、 分离度降低  
   1、流动相污染或变质（引起保留时间变化）  
       a、重新配置流动相  
   2、保护柱或分析柱阻塞  
       a、去掉保护柱进行分析。如果必要则更换保护柱。如果分析柱阻塞，可

进行反冲。如果问题仍然存在色谱柱可能被强保留的污染物损坏，建议使用恰当

的再生程序。如果问题仍然存在，进口可能阻塞了，更换入口处的筛板或更换色

谱柱。  
Q、 所有的峰面积都太小  
   1、检测器衰减设定过高  
       a、减少衰减的设定  
   2、检测器时间常数设定太大  
      a、设定较小的时间常数  
  3、进样量太少  
     a、增大进样量  
 R、 所有的峰面积都太大  
  1、检测器衰减设定过低  
     a、采取较大的衰减  
  2、进样过多  
     a、减少进样量  
  3、记录仪连接不正确  
     a、正确连接记录仪  
S、高效液相色谱 HPLC 保留时间漂移的故障排除  
保留时间不重现有两种不同的情况：即保留时间漂移和保留时间波动。前者是

指保留时间仅沿单方向发生变化，而后者指保留时间无固定规律的波动。将此两

种情况区分开来对找到问题的原因往往很有帮助。如，保留时间的漂移往往由柱

老化引起；而柱老化不可能引起保留时间的无规律波动。事实上，保留时间漂移

的多半原因是不同机理的色谱柱老化，如固定相流失（例如通过水解），色谱柱

污染（由样品或流动相所致）等。保留时间漂移的几种最常见的原因如下: 

1：色谱柱平衡 

    如果我们观察到保留时间漂移，首先应考虑色谱柱是否已用流动相完全

平衡。通常平衡需要 10-20个柱体积的流动相，但如果在流动相中加入少量添加

剂（如离子对试剂）则需要相当长的时间来平衡色谱柱。 

    流动相污染也可能是原因之一。溶于流动相中的少量污染物可能慢慢富

集到色谱柱上，从而造成保留时间的漂移。应注意：水是很容易污染的流动相成

分。 



2：固定相稳定性 

    固定相的稳定性都是有限的，即使在推荐的 PH范围内使用，固定相也会

慢慢水解。例如，硅胶基质在 pH4时水解稳定性最好。水解速度与流动相类型和

配体有关。双官能团配体和三官能团配体比单官能团配体的键合相要稳定；长链

键合相比短链键合相稳定；烷基键合相比氰基键合相稳定的多。 

    经常清洗色谱柱亦会加速色谱柱固定相的水解。其他硅胶基质键合相在

水溶液环境中也可以发生水解，如氨基键合相等。 

3：色谱柱污染 

    保留时间漂移的另一个常见原因是色谱柱污染。HPLC色谱柱是非常有效

的吸附性过滤器，它可以过滤并吸附流动相携带的任何物质。污染源可以是：流

动相本身，流动相容器，连接管、泵、进样器和仪器密封垫，以及样品等。通常

通过实验可判断污染的来源。 

样品中如果存在色谱柱上保留很强的组分，就可能是使保留时间漂移的潜在根

源。这些根源通常是样品基质。如：配药中的赋形剂，生化样品（如血清）中的

蛋白及类脂类化合物，食品样品中的淀粉，环境水样中的腐殖酸等。通常样品中

的强保留组分具有较高的分子量，在此情况下，保留时间漂移的同时或其后会有

反压的增加。可以通过使用固相提取（SPE）等样品前处理方法来去除样品基质

的影响。 

    避免色谱柱污染最简单的方法是防患于未然。相比之下，找到问题的所

在并设计有效的清洗步骤以去除污染物要困难的多。通常使用在给定色谱条件下

的强溶剂，但并非所有污染物都可以在流动相中溶解。如 THF可去除反相色谱柱

中的许多污染物，但蛋白在 THF 中就不能溶解。DMSO 常常用于去除反相色谱柱

中的蛋白。 

    使用保护柱是个非常有效的方法。反冲色谱柱仅是不得已时采用的办法。 

4：流动相组成 

    流动相组成的缓慢变化也是保留时间漂移的常见原因。如流动相中易挥

发组分的挥发及循环使用流动相等。 

5：疏水坍塌 

    当小孔径、端基封口良好的反相填料色谱柱使用接近 100%的水为流动相

时，有时会发生分离突然丧失及被分析物质保留明显降低或完全不保留的现象，

这就是疏水坍塌。此现象是由流动相不浸润固定相表面而致。挽救的办法实现用

含大量有机组分的流动相浸润固定相，再用高水含量的流动相进行平衡。由是色

谱柱长期储存也会发生此现象。使用内嵌极性基团的反相色谱柱或非端基封口的

色谱柱也可避免发生坍塌。 
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