
缓冲盐使用不当对色谱柱的影响及解决办法 
 

在色谱分析过程中常常需要使用缓冲盐来调节流动相的 pH 

值，缓冲盐的不当使用对色谱柱可能造成柱压升高、柱效下降以及

使化合物的保留时间发生变化等影响： 

1)柱压升高; 原因：缓冲盐使用不当导致缓冲盐析出，堵塞塞板

和键合相颗粒之间的孔隙，阻碍流动相传质，引起柱压升高;2)相同

化合物的保留时间发生变化; 原因：如果没有冲洗干净就进行进样，

色谱柱内含有的盐会使化合物的保留时间发生变化;3)柱效下降; 原

因：i)有些缓冲盐会渗入到键合相的深处，损害硅胶基体，导致色谱

柱键合相流失，柱床变松，柱效下降;ii)凝结在键合相表面，使 C18

碳链难以舒展，对物质的保留能力下降，导致柱效下降。因此用过

缓冲盐后需要对色谱柱进行冲洗，水中缓冲盐浓度较大时应特别引

起注意。流动相中缓冲盐的正确使用方法 1. 使用前的处理: 在使用

缓冲盐作流动相之前需要用不含缓冲盐的流动相冲洗色谱柱，直至

基线平稳。 原则上，用于冲洗的流动相与分析时所用的流动相含水

的比例相同(或含水更多)，不同的只是用于冲洗用的流动相中不含

缓冲盐。 理由：缓冲盐通常易溶于水，难溶于有机溶剂。用含缓冲

盐的(特别是做流动相的水为饱和的缓冲盐溶液时)流动相进行分析

时，如果分析前色谱柱中用于保存色谱柱的流动相中含水的比例相

对较小，不先冲洗掉，接下来做样品的时候所用的流动相中如果有

机溶剂含量大，而其比例中所含的水又不足以溶解该缓冲盐时，缓



冲盐将会在色谱柱柱体上析出，沉积下来，这将可能导致上述对色

谱柱的损害。2. 使用后的处理：用与分析时含水比例相同的流动相

(与分析用流动相唯一的区别是，用于冲洗的流动 相不含缓冲盐)进

行冲洗约 30min，直至基线平稳。如果该色谱柱在接下来很长的一

段时间内不使用，要长期保存，则需再加上一步，即用纯的有机溶

剂冲洗一遍，直至基线平稳。用与分析时含水比例相同的流动相(与

分析用流动相唯一的区别是，用于冲洗的流动相不含缓冲盐)进行冲

洗约 30min，直至基线平稳。如果该色谱柱在接下来很长的一段时

间内不使用，要长期保存，则需再加上一步，即用纯的有机溶剂冲

洗一遍，直至基线平稳. 缓冲液可以提供离子平衡的反离子，并使

流动相保持一定的离子强度和 ph 值，减少拖尾。使用缓冲液要注

意几点 

1：避免使用盐酸盐，盐酸盐对钢质有腐蚀作用。2：缓冲液最好要

现配现用，往往缓冲液是良好的菌类培养液，隔天或放置长时间实

验时会有很多怪现象发生。3：实验后不可用有机溶剂直接过度，有

机溶剂会处使盐类析出，造成液路或色谱柱堵塞，可用 95：5 的水

甲醇冲洗。4：使用缓冲液要及时掌握 ph 范围，做到胸中有数。

5：清洗液路和柱子时，有温控可加热到 30 摄氏度易于冲洗。6：

长时间用缓冲溶液要注意观察接头处有无析出，若有白色盐类析

出，可考虑一定周期用 10%硝酸冲洗一下液路(拆下柱子，走 30ml,

再用 5 倍水冲洗)可以避免液路的堵塞。7：选择缓冲液要用可靠的

试剂，避免不纯的盐类造成不必要的麻烦。如果流动相中有机溶剂



的比例很高是不能用来冲洗缓冲盐的，是洗不出来的。通常 C18 柱

先用 5%~10%的甲醇冲洗，是可以把缓冲盐冲洗出来的，然后用纯

的有机溶剂来保护柱子。最好的方法是使用与流动相相同浓度不含

盐的流动相进行清洗。但就是速度慢一些。用水是为了快速替换，

一般在 15 分钟以内最好，且用 0.8 的流速较好. 如果用纯水冲，容

易造成键合的碳链的流失，最好用 5%~10%甲醇水溶液冲. 可以用

纯水代替流动相中的缓冲液，有机相不变。这样冲洗柱子比较稳

妥。色谱柱异常及解决办法柱压与硅胶基质的形态(如无定形或球形

硅胶)、颗粒大小、填料合成条件、装柱条件、所用流动相和分析时

的温度有关。不同厂家的色谱柱柱压会有所差别，相同流动相和温

度的条件下，不同厂家的新色谱柱有的柱压可 能相差 4、5 个

MPa，特别是低端和高端色谱柱之间，这一区别比较明显。这是由

色谱柱厂家所选用的硅胶基质及其生产条件决定的，这种差异的存

在是正常的。同时需要说明的一点是，柱压与柱效有一定的关系，

通常柱效高的色谱柱柱压相对而言会高一点，但柱压高的色谱柱并

不一定就具有高柱效。 

在色谱柱的使用过程中柱压通常会出现两种升高的形式： 

第一种是，随着使用时间的延长色谱柱柱压慢慢上升，这是正

常的; 

 



第二种是，使用过程中(流动相和温度没有改变的条件下)色谱

柱压力突然升高很多。这种压力突然升高的现象，通常是由工作人

员操作不当引起的， 

原因：1)样品太脏，使用前没有过滤，导致柱筛板堵塞. 2)样品

含有的杂质在流动相中的溶解性不是很好，与流动相混合后析出，

导致柱塞板堵塞。 3)使用缓冲盐，处理错误，缓冲盐在色谱柱中析

出，堵塞塞板和键合相颗粒之间的孔隙。 

解决办法对于第二种，即柱压突然升高的情况，通常有以下几

种解决办法：1)将色谱柱反接，用含水比例较大的流动相进行冲

洗，冲洗时点。 

2)色谱柱进样一端的筛板取下，分别放在水中和甲醇中超声或

更换新的柱筛板。如果柱效没变，但柱压仍然较高，则应考虑进样

端填料受污染的问题，因此除了取下进样端筛板超声外，还需要挖

掉进样端的部分填料，挖去填料之前先检查一下填料的颜色，如果

填料的颜色发生了变化，则应该挖掉直到见到白色的填料为止。 

挖掉后色谱柱将出现一个缺口，填补缺口的填料可以从另一支

相同品牌、相同型号的报废色谱柱的出口端获得，填料用有机溶剂

如甲醇等调成糊状装入缺口处，压紧刮平，再装上筛板. 高效液相

色谱系统中气泡对检测的影响及其解决方法 在我们进行液相色谱分

析时，有时会遇到这样一个问题：系统的流路中存在气泡. 

由于气泡的存在，会造成色谱图上出现尖锐的噪声峰，严重时会造

成分析灵敏度下降;气泡变大进入流路或色谱柱时会使流动相的流速



变慢或不稳定，使基线起伏. 造成上述现象的主要原因有三条：一

是流动相溶液中往往因溶解有氧气或混入了空气而形成气泡;二是系

统开始工作时未能将流路中的空气驱赶干净;三是在注入样品时不注

意混入了空气. 为了避免这类问题的出现，液相色谱实际分析过程

中必须重视对流动相进行脱气处理。柱子使用经验谈: 

色谱柱在使用前，最好进行柱的性能测试，并将结果保存起来，作

为今后评价柱性能变化的参考。但要注意：柱性能可能由于所使用

的样品、流动相、柱温等条件的差异而有所不同;另外，在做柱性能

测试时是按照色谱柱出厂报告中的条件进行(出厂测试所使用的条件

是最佳条件)，只有这样，测得的结果才有可比性.1、样品的前处

理： 

a、最好使用流动相溶解样品。 

b、使用予处理柱除去样品中的强极性或与柱填料产生不可逆吸

附的杂质。 c、使用 0.45µm 的过滤膜过滤除去微粒杂质。 

2、流动相的配制： 

液相色谱是样品组分在柱填料与流动相之间质量交换而达到分

离的目的，因此要求流动相具备以下的特点： 

a、流动相对样品具有一定的溶解能力，保证样品组分不会沉淀

在柱中(或长时间保留在柱中)。b、流动相具有一定惰性，与样品不

产生化学反应(特殊情况除外)。c、流动相的黏度要尽量小，以便在

使用较长的分析柱时能得到好的分离效果;同时降低柱压降，延长液

体泵的使用寿命(可运用提高温度的方法降低流动相的黏度)。d、流



动相的物化性质要与使用的检测器相适应。如使用 UV 检测器，最

好使用对紫外吸收较低的溶剂配制。e、流动相沸点不要太低，否则

容易产生气泡，导致实验无法进行。f、在流动相配制好后，一定要

进行脱气。除去溶解在流动相中的微量气体既有利于检测，还可以

防止流动相中的微量氧与样品发生作用。 

3、流动相流速的选择： 

因柱效是柱中流动相线性流速的函数，使用不同的流速可得到

不同的柱效。对于一根特定的色谱柱，要追求最佳柱效，最好使用

最佳流速。对内径为 4.6mm 的色谱柱，流速一般选择 1ml/min，

对于内径为 4.0mm 柱，流速 0.8ml/min 为佳。 当选用最佳流速

时，分析时间可能延长。可采用改变流动相的洗涤强度的方法以缩

短分析时间(如使用反相柱时，可适当增加甲醇或乙腈的含量)。 

注意： 

a.由于甲醇廉价，对于反相柱推荐使用甲醇体系(必须使用乙腈

的场合除外)。 b.对于正相柱推荐使用沸程为 30-60℃的石油醚或

提纯后的己烷作流动相，没有提纯的己烷不得使用。用水最好使用

超纯水(电阻率大于 18 兆欧)，去离子水及双蒸水中含有酚类杂质，

有可能影响分析结果。 

c.含水流动相最*在实验前配制，尤其是夏天使用缓冲溶液作为

流动相不要过夜。最好加入叠氮化钠，防止细菌生长。 

d.流动相要求使用 0.45 µm 滤膜过滤，除去微粒杂质。 



e.使用 HPLC 级溶剂配制流动相，使用合适的流动相可延长色

谱柱的使用寿命，提高柱性能。 

冲柱子的目的只要是有机溶剂就行,不过黏度不要太大,因为有机

溶剂能够防止细菌生长,冲柱子的目的就是为了防止细菌生长堵塞仪

器系统和柱子. 一般甲醇和乙腈相互冲洗是没有问题的，但乙腈要

比甲醇价格贵的 新柱子:首先要看你买的柱子是否可以把你要的峰

和其他的峰分开，也就是分离度要好.其次就是看是否有拖尾或者前

延峰。新柱子出现这样的情况也是很正常的，可以通过改变流动相

条件来调整，加一些缝形改善剂也会使实验结果比较理想!保留时间

变化的原因:  

    柱头塌陷 

    在使用过程中，填料下沉，在柱子进口处出现一个小空间，使

得分离效果不良。 补救方法:卸开柱头螺丝，找一点同类填料，用

甲醇湿润后，添在柱子上，反复几次。然后装上螺丝，用溶剂冲洗

1-2 小时，使之平衡。小结 

正确使用缓冲盐很有必要，既可以防止缓冲盐析出，也可以达到提

高色谱柱使用寿命的目的。我们不妨用一句话来总结它的使用方

法：用前要过滤，用后需冲洗。 


