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HPLC检测技术简介

液相色谱法开始阶段是用大直径的玻璃管柱在室温和常压下用液位差输送流动相，称为

经典液相色谱法，此方法柱效低、时间长。高效液相色谱法（HPLC）是在经典液相色谱法

的基础上引入了气相色谱理论而迅速发展起来的。它与经典液相色谱法的区别是填料颗粒小

而均匀，小颗粒具有高柱效、高阻力，需用高压输送流动相，故又称高压液相色谱法。又因

分析速度快而称为高速液相色谱法，也称现代液相色谱。该方法已成为化学、医学、工业、

农学、商检和法检等学科领域中重要的分离分析技术应用。

技术原理

色谱法检测原理：溶于流动相中的各组分经过固定相时，由于与固定相之间的相互作用

（吸附、分配、离子吸引、排阻、亲和）的大小、强弱不同，样品各组分在固定相与流动相

中的溶解各不相同，从而经过固定相时的滞留时间不同，先后从固定相中流出时间各不相同。、

定性分析：通过对比分析待测品与标准样品保留值（通常是保留时间）的方法找到各色

谱所对应的组份，如保留时间相同，可能是同样的组份保留时间不同，肯定不是同样的组份。

定量分析：液相色谱定量是相对定量的方法，即由已知量的纯被测物标样推算混合物中

被测物的量。液相色谱法定量的依据：⑴被测组分的量与响应值（峰高或峰面积）成正比；

⑵单位响应值（峰面积）所代表的被测组分的量；⑶由已知量的标样可求得定量标准曲线；

⑷测定未知组分的响应值，通过定量校正因子即可求得其含量。

技术流程

1 分析方法确定

2 标准样品浓度配置

3 色谱图积分采集

4 标准曲线建立

5 待测样品上样

6 公式计算

常用方法

1 面积归一化法

特点：不需要标样、组分的灵敏度相近、得到大致浓度（不能用于准确定量）
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2 矫正面积归一化法

特点：需要所有组分的标样

3 内标法

利用被测物与内标物校正因子的比值不变来进行定量的。在待测的样品中准确加入一定

量的内标物，根据被测物和内标物的量及其在色谱图相应的峰面积，确定此被测组分的含量。

特点：消除系统误差、可减小进样量的误差对结果的影响

4 外标法

特点：操作简单，计算方便

样品要求

 液体样品：1mL以上

 粉末样品：5mg以上

 需要进行提取前处理、衍生化处理样品适量增加

 不含有金属盐类物质以及大分子聚合物

技术优势

 应用范围广

 分离效率高

 分离速度快

 灵敏度高

 能同时分离多种物质

 样品量少、容易回收
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