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实验室液相色谱仪检定规程

    本规程适用于新制造、使用中和修理后带有紫外一可见光 (固定波长或可调波长)、荧光
(固定波长或可调波长)和差示折光检测器的实验室液相色谱仪的检定

概 述

    实验室液相色谱仪 (以下简称仪器)是由输液系统、进样器、色谱柱、检测器和数据记

录处理装置等几部分组成的分析仪器。图1是典型的液相色谱仪组成方框图。它利用样品中

各组份在色谱柱中固定相和流动相间分配系数或吸附系数的差异，将各组份分离后进行检

测，并根据各组份的保留时间和响应值进行定性、定量分析。

婴濡 簇需-拒亘
            匡奎国

  图 1 液相色谱仪组成方框图

    二 技 术 要 求

1 外观

1.1 仪器应有下列标志:名称、型号、制造厂名、出厂日期、系列号 (或编号)等。
1.2 仪器要成套、完整。

1.3 仪器各调节旋钮、按键、开关等能正常工作，无松动。指示灯灵敏。
1.4 电源线、信号电缆等插、接头与插座紧密配合
1.5 输液管路应为不锈钢管，接头紧密、牢固，在规定的压力范围内无泄漏。

2 输液系统

2.1 泵流量设定值误差SS:小于士2%-5%;‘流量稳定性误差SR;小于土2%-3%0

2.2 梯度准确度误差派:小于3%0
3 柱恒温箱温度设定值误差AT:小于土2̀C ,控温稳定性误差T:小于或等于11C (无柱
箱仪器不检此项)。

4 定性、定量测量重复性

4.1 ‘定性测量重复性误差 ((8次测量)RSD}Vjt:小于或等于1.5%
4.2 ‘定量测量重复性误差 ((8次测量)RSDgkt:小于或等于3.0%a
5 检测器性能

5.1 紫外一可见光检测器

，带星的条款请按国家计殷行政部门批准颁布相应标准物质后.即Yi采用.「同
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5.1.1 固定波长紫外检测器波长示值误差:小于土2nmo

5.1.2 可调波长紫外一可见光检测器波长示值误差:小于土2nm;重复性误差:小于
土lnmo

5.1.3   -基线漂移:小于或等于5 x 10-3 (AU/h) a
    基线噪声:小于或等于5x10一4 (AU) o

5.1.4 最小检测浓度 (静态):4 x 10-3g/mL(禁的甲醇溶液)。

5.1.5 线性范围:大于或等于1护。
5.1.6 吸光度选择器换档误差:小于或等于2.0% o

5.2 荧光检测器

5.2.1 波长示值误差:小于1 5nm(固定和可调波长)。

5.2.2   -灵敏度:10一“g/mL硫酸奎宁溶液在记录仪上有满量程70%以上的响应 (检测器
范围档置最小，记录仪输人电压与检测器输出电压相同)。
5.2.3 ，基线漂移:小于或等于士5 x 10-3 (AU小)。

        基线噪声:小于或等于士5 x 10-4 (AU),

5.2.4 ‘最小检测浓度:5x10一’馆/mL(硫酸奎宁的硫酸水溶液)。
5.2.5 线性范围:大于或等于1护。
5.2.6 范围选择器换档误差:小于或等于2.0% o

5.3 差示折光检测器

5.3.1 ‘灵敏度:10一4g/mL丙三醇水溶液在记录仪上有满量程70%以上的响应 (范围选
择器置最小档，记录仪输人电压与检测器输出电压相同)。

5.3.2 *基线漂移:小于或等于15X10-6 (RIU/h)a

      基线噪声:小于或等于士5x10-' (RIU)
5.3.3 最小检测浓度:5x10一“g/mL(丙三醇水溶液)。

5.3.4 线性范围:大于或等于1沪。
5.3.5 范围选择器换档误差:小于或等于2.0%

三 检 定 条 件

6 环境条件

6.1 安装仪器的房间应清洁无尘，无易燃、易爆和腐蚀性气体，室内排风良好。
6.2 仪器应平稳地放在工作台上，便于操作，周围无强烈的机械振动和电磁于扰，仪器接
地良好。

6.3 环境温度为10-30t, 8小时内温度波动不超过士31C (有RI检测器的，温度变化不
要超过士2U)，相对湿度低于85%.

7 电源要求

7.1 电源电压:220 1 22V

7.2 电源频率:50士0.5Hz

8 检定设备

8.1 秒表，分度值小于OAS，经检定合格。

8.2 分析天平，最大称量200g，最小分度为0.lmg，经检定合格。
8.3 容量瓶，50rrm110个。
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8.4 铜一康铜热电偶及配套测温仪表，经检定合格
8.5 水银玻璃温度计，0一50̀C(分度:0.1 ̀C)，一支，经检定合格。

8.6 数字多用表 ((5位半)(或数字电压表):0- 200mV(和仪器配套使用的记录仪，经校
准后可以代替数字多用表)

8.7 注射器:1即L 501,L各两支，经校准。loml两支。
8.8 标准物质和试剂*:蔡、硫酸奎宁标准物质、丙三醇、异丙醇、丙酮等试剂其等级和

所配溶液的浓度及配制方法详见附录4a

8.， 甲醇、HPLC用纯水、硫酸等溶剂和试剂。

8.10 紫外吸光标准溶液 (一套)

                              四 检定项目和检定方法

9 按第 1.1一1.4款说明进行仪器外观检查。

10 泵的耐压检定:将仪器的输液系统、进样器、色谱柱和检测器联接好，以甲醇为流动

相，流量设为1mL/min，按说明书启动仪器，待压力平稳后保持10分钟，用滤纸检查各管
路接头处应无湿迹。卸下色谱柱，堵住泵出口端 (压力传感器以下)，使压力达到最大允许

值的90%，保持5分钟无泄漏。

11 泵流量设定值误差SS、流量稳定性误差SR的检定。
    在第10条实验条件下，按表1设定流量，待流速稳定后，在流动相排出口用事先清洗

称重过的容量瓶收集流动相，同时用秒表计时，准确地收集10一25分钟，称重。按式 (1)、
式 (2)计算SS和SRo

                            SS二(Fm一FS) /FS x 10096                           (1)

                          SR=(F二 一F,,,,) IF x 10096                         (2)

式中:S,一一流量设定值误差 (%);

    Fm=(W:一WI)扣，·t，流量实测值(mL/min) ;

      W2— 容量瓶十流动相的重量 (9);

      wl— 容量瓶的重量 (9);

      FS— 流量设定值 (mL/min) ;

      Pt— 实验温度下流动相的密度 (g/cm3) ;
          t_ 收集流动相的时间 (min);

  Sk 流量稳定性误差 (%);

F-— 同一组测量中流量最大值 (mL/min) ;

    F�— 同一组测量中流量最小值 (mL/min) ;

      F— 同一组测量值的算术平均值 (mL/min) o

12 柱恒温箱温度设定值误差△T和控温稳定性误差工的检定。
    柱恒温箱有孔可以插人温度计的，可将温度计插人柱箱，并设法固定住。没有孔的柱

箱，可将热电偶固定在柱箱中央(冷端在室温下)，引线接到测温仪表上，关好柱箱门。
    选择最低可控温度 (通常为室温10̀C)和最高可控温度的90%两点进行检定。按仪器

说明书操作，开始升温。待指示温度稳定后，记下温度或测温表上指示值，每隔10分钟记
录一次，共计7次，求出算术平均值。设定值与平均值之差为△T, 7次测量值中最大与最

1544



小值之差为控温稳定性误差TI.

表1  Ss,5:的检定

流量设定值 (mL/miry)

      测量次数

收集流动相时间 (mi川

允、 六s 102%

    注:流量最高值的设定可根据实验室的要求而定。流量测量顺序可以随意选择，

        次，每次改变流量后至少要等5分钟待流量稳定后，方可收集流动相。

13 梯度准确度的检定

    ! 2%

但不是设定某一流虽后连续测量 二

巧
一洲
一2%

25
一些
3%

    通过梯度控制装置设置阶梯式的溶剂梯度程序。A溶剂为水，B溶剂为含0.1%丙酮的

水溶液，A从100%变到0。开机后先以A溶剂走基线 (流动相不经过色谱柱)，基线平稳后
使用记录仪的仪器，调好零点后记下记录仪读数，使用计算机积分仪的仪器，记下输出电信

号值。然后执行梯度程序，画出梯度变化曲线，并读出各种溶剂配比时的输出电信号值或记

录仪读数。重复测量两次，求出平均值。从B溶剂的含量及相对应的输出电信号值或记录

仪读数Lm，和五。值计算梯度准确度T,，取T,，值最大值者作为仪器梯度准确度误差。
                      界 =(Lm，一Lm)压。x 100%                       (3)

式中:T'i— 第i段梯度准确度(%);
      乙洲— 第i段输出信号值或记录仪读数;

      二，— 各段输出信号或记录仪读数平均值。

o%A100%B翻
触
叹︸唱
臼
概
目
中
坦
田
价

                                                                                                        时间 t

                                    图2 梯度准确度的检定

14 定性、定量测量重复性的检定

    将仪器联接好，使之处于正常工作状态，用微升注射器 (最好用定量管)注人适当量的
标准溶液 (紫外一可见光检测器用蔡、蕙、联苯等;荧光检测器用硫酸奎宁、茄等;差示折
光检测器用丙三醇或葡萄糖等)，或者稳定的待分析样品，记录保留时间和峰面积，连续测

量8次，按式 (4)计算相对标准偏差RSD

      RSDZ性(定t)一丫「吝(X、一“)z/‘一1)·贵·100%
RSD定性淀E)即为定性定量测量重复性相对标准偏差。
式中:Xi— 第i次测得的保留时间或峰面积;

      X - n次测量结果的算术平均值;
        i_ 测量序号;

  (4)
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      ，— 测量次数。

15 紫外一可见光检测器性能的检定
15.1 固定波长紫外检测器波长示值误差的检定

    固定波长紫外检测器通常是用一块滤光片获得指定波长的光，可小心将滤光片取出送到

高精度的分光光度计上检定。

15.2 可调波长紫外— 可见光检测器波长示值误差和重复性误差的检定

    将检测器与记录仪联接好，接通电源预热稳定后，用注射器分别将紫外吸收标准溶液和
参比溶液注人到检测器的样品池和参比池中，将两池冲洗干净，然后将两池充满。按紫外吸
收标准溶液的标准波长 (235nm, 257nm, 315， 和350nm)检定仪器的波长示值误差。将

记录纸速调到4mm/min，将检测器波长调到较标准波长低5nm处 (例如检定257nm时，检

测器波长先调到252nm),调记录笔到中间位置，然后每15秒改变lnm，从252nm变到

262nm，记录仪上画出如图3的曲线，曲线最低处 (透过最大)对应的波长与标准波长之差

为波长示值误差。用同样的方法检定其他几点，每点重复测3次，最大与最小值之差为波长

重复性误差。

15.3 基线漂移和基线噪声的检定

    按说明书将仪器各部分连接好，选择如下的实验条件:紫外吸收波长为254nm;流动相

为100%甲醇;流量为1.OmL/min;参比池为空气;吸光度选择为最灵敏档;记录纸速为5
一10mm/min，开机待基线稳定后，记录基线30一40分钟，计算基线漂移和噪声。

时间t

︵铸
划
相
︸翻
胜
邻
嘱
泪

︵侧
识
哪
︶翻
档
书
嘴
叹

                            图 3 波长示值误差和重复性误差的检定

15.4 最小检测浓度的检定

    在静态条件下，用注射器注人4 x 10-饭/mL茶的甲醇溶液，样品峰高应大于或等于两
倍基线噪声峰高，按式 (5)计算最小检测浓度

                                  c;=2.月、·c/H                            (5)

式中::— 最小检测浓度 (g/mL);

    H卜— 噪声峰高(记录仪格数或实测高度cm);
      c— 样品浓度 (g/mL) ;

      H— 样品峰高(记录仪格数或实测高度cm).
15.5 线性范围的检定

    将检测器和记录仪连接好，接通电源，以2%异丙醇水溶液为甲溶液、丙酮一2%异丙

醇系列水溶液为乙溶液，紫外吸收波长为254nm，在静态下用甲溶液冲洗吸收池若干次，待

记录仪指示稳定后，将记录笔调到零，依次将0.1%、0.246、，一 1.046丙酮一246异丙醇

乙溶液注人并充满吸收池，同时记下各溶液的记录仪读数。重复3次，取算术平均值，作丙
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酮含量一读数平均值图，找出曲线拐点 (读数值较理论值低5%处)，此为线性范围的上限

Ch，按式 ((5)计算出丙酮的。，值，由:h /C,(丙酮)算出检测器的线性范围。

15.6 吸光度选择器换档误差的检定
    在检测器输出端接一只数字多用表 (或直接用经校准过的与仪器配套用的记录仪，有显

示吸光度功能的仪器不需此多用表)，在仪器正常工作状态下，依次按下选择器按键，在数

字表上读出相应的电位值或记录仪上的数值或显示器上的吸光度值，重复测量3次，取算术

平均值，计算相邻两档换档误差H;，取H，最大值表示换档误差。

戈
一乍

X, Y;一 十i丫十，
x 100% (6)

式中:X;— 第，档标示值;
      Y;— 选择器置第i档时记录仪或数字表读数。

16 荧光检测器性能的检定

16.1 波长示值误差的检定

    固定波长荧光检测器有两块滤光片，可取下在标准分光光度计上检定。可调波长荧光检
测器可参照第 15.2款的方法进行 (若仪器使用正常，此项可以不检)。

16.2 基线漂移和基线噪声的检定

    将检测器与记录仪连接好，仪器预热稳定后，用注射器分别将丙酮和水 (5mL左右)
注人流动池中 (出口处接一小烧杯)，重复几次，将池冲洗干净后，再注人5mL丙酮，堵住

出口，5分钟后注人5mL0. 05mol几的践S(石水溶液 (注意不要有气泡)，将灵敏度选择开
关置于最灵敏档，记录基线30分钟，由此计算基线噪声和基线漂移 (记录纸速为1Omm/

16.3 灵敏度和最小检测浓度的检定

    将检测器与记录仪连接好，灵敏度选择最灵敏档，激发波长为345nm，发射波长455nm

(固定波长型仪器不设置波长)用注射器慢慢向流动池中注人3mL左右0. 05mol/L的H2SO4
水溶液。接通电源，几分钟后记录笔有反应，调节调零旋钮，使记录笔处于记录纸零点处，
然后用注射器将10一饭/mL的硫酸奎宁的0. 05mol/L的硫酸水溶液注人流动池记录笔应处于

满量程的70%以上的位置，由此计算检测器灵敏度，再按。=2·练 ·c/H式计算最小检
测浓度 (各符号的意义与式 (5)同)。

16.4 线性范围的检定

    采用第16.3款的实验条件，范围选择置于中间位置，用注射器向流动池中注人

0.05mol/L的城S04水溶液，将池冲洗干净。然后依次向池中注人t x 10-5, 2 x 10-5, 3 x

10-5...1 x 10-4g/mL的硫酸奎宁的H2SO4水溶液，同时记下记录仪读数，重复3次取算术

平均值，以硫酸奎宁浓度与记录仪读数作图，求出曲线拐点 (读数较理论值低5%处)。此
点为线性上限。h。由第16.3款得。，值，Ch/CI 比值为线性范围。
16.5 范围选择器换档误差的检定
    操作、计算方法与第15.6款相同。

17 差示折光检测器性能检定
17.1 基线漂移和基线噪声的检定

    将检测器及仪器与其他部分连接好，接通电源预热后，以纯水为流动相，流量为1mL/
min，参比池充纯水，范围选择在最小档，待仪器稳定后记录基线30分钟，计算出基线漂移
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和基线噪声 (实验中应特别注意室温的波动)。

17.2 灵敏度和最小检测浓度的检定
    将检测器与色谱柱拆开，用蒸馏水冲洗样品池多次后，再用3次水冲洗，范围选择最灵

10一4g/mL丙敏档，记录仪输人电压与检测器输出电压相同，记录笔调至零位。用注射器将

三醇水溶液注入样品池，记录笔应处于满量程的70%以上的位置。重复3次，取算术平均
值由此计算检测器的灵敏度。根据第17.1款测得的基线噪声及式 (5)计算最小检测浓度。
17.3 线性范围的检定

    将样品池与参比他用3次水反复冲洗后，依次向池中注入10“，10-5, 10"4, 10“，2
x l0 3, 3 X 10-3, 4 X 10-3, 5 X IO-3g/mL丙三醇水溶液，同时记下记录仪读数。以丙三
醇浓度与记录仪读数作图，求出曲线拐点 (读数较理论值低5%处)。此点为线性上限。ha
由第17.2款得。1值，Ch/CI比值为线性范围。
17.4 范围选择器换档误差的检定

    操作、计算方法与第15.6款相同。
    说明:检定中使用的色谱柱均为()DS-反相柱

                          五 检定结果处理和检定周期

18 按本规程条款检定，至少带二的检定项目都达到规定技术指标的仪器，为合格仪器，
发给检定合格证书。

    若有一个带，的项目不合格，如是检测器，可发给合格证书，但注明该检测器不合格。如
是其他项目，则该仪器为不合格仪器，未达到技术指标的不合格仪器发给检定结果通知书。

19 实验室液相色谱仪的检定周期暂定为两年，若更换部件或对仪器性能有怀疑时，应随
时检定

附 录

附录1检定证书 (背面)格式

检 定 结 果

耐压

△T

外观:

主机 :

RSD

_ __ ， 5， _ ， 书SR

— ， T— ， T—                    ,
定性_ ， 井RSD}gi

二、检测器:

    1. UV-VIS口

  2.FLD
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波长示值误差:_

开基线 噪 声

线 性 范 围

波长示值误差_

汗基线噪 声_

畏基线漂移

畏最小检侧浓度_

选择器换档误差_

关基线漂移

关最小检测浓度_



线 性 范 围

关基线 漂移

选择 器换 档误差

3. RID:

关最小检测浓度

选择器换档误差

关基线噪声

线性 范围

四 、结论

附录2 检定结果通知书 (背面)格式

检 定 结 果

下述几项指标未达到检定规程要求

检定项 目 规程技术指标 实测结果

建议 :

附录3 检定记录格式

实验室液相色谱仪检定记录 年

送检单位 室 温

仪器型号 湿 度

制 造 厂 检 定 员 厂
出厂编号 核 验 员

检定日期 证书编号

1.外观检查

2.泵流量设定值误差及流量稳定性误差的检定

耐压 戈MPa) }流动相 密度

Fs， Fs, _ t, = FS- 勺= 凡3二 t,二

W1

W2

WZ一WI

(W:一W )少

F�,

F

Ss

SR
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3.梯度准确度的检定

s溶液变化范围 0% 20% 40% 6096 80% 一{
记录仪

读 致

1

2

L,,

Lm

T,

4.柱恒温箱温度设定值误差及控温稳定性的检定

T3(℃)

Tm,
No l 2 3   {5{ 一万一{平Ei
读数 { ) 一 {
,I T2

  了一 ___T1}(℃)
一 - .- ----‘ 一 ~~~~~山一 - 一

T�,2
No 1 2 3 4 5 6 7 平均

读数

△T2 T,z

S.定性定量测量重复性的检定

试样名称 浓度 进样量 波长

流动相 流量 范围选择 记录纸速

N4 1 2 3 4 5 6 7 8 平均 RSD2#.z=

保留时间

峰面积

6紫外可见光检测器性能检定

塑 号 波长范围

波长示值误差 235- 257nm 315- 350-,

重复性

基线漂移 基线噪声

最小检侧浓度 (蔡) 最小检测浓度 (丙酮)

线

性

范

1m

丙酮 (%) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 rh

读

数

一
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续表

塑 号 波长范围

V7污(ft
  读致

杜

差

换

误

7.荧光检测器性能检定

取 号 波长示值误差

基线漂移
一

基线噪声

灵 敏 度 最小检测浓度

线

性

范

围

标准溶液浓度 fh

读

数

!

换档

误斧

标小值

记录仪读数

8.差示折光检测器性能检定

型 号

基线漂移 基线噪声

灵 敏 度 最小检测浓度

线性

范IN

标准溶液浓度 〔卜

读 数

换档

误差

标示值

记录仪读数

附录4 标准溶液的配制

试剂

试剂名称 纯 度 规 格 {试剂名称 纯 度 规 格

甲醉
  优级纯分

析纯 (经蒸馏)
京Q/HG (10-1299
-79) GB 683-79

}丙三醇 分析纯 GB 687-77

}浓硫酸 优级纯 GB 625-77

水 三次蒸馏 硫酸奎宁 大于9996 标物中心研制

异丙醇 分析纯 HG 3- 1167-78 一 分析纯 京Q/HGIO-1270-79

丙酮 分折纯 GB 686-78 一{紫夕卜吸光
{标准溶液

标物中心研制
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设备与器材

    配制标准溶液用的天平、移液管、容量瓶需经计量部门检定和校正

    3  2%异丙醇水溶液 (甲溶液)的配制

    用移液管量取20mL异丙醇于1000mL容量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀。

    4 丙酮_2%异丙醇系列溶液 (乙溶液)的配制

    取清洁的50mL容量瓶10个，用甲溶液冲洗 3次后，每瓶中加人l OmL左右甲溶液，

用刻度移液管分别加人0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45和
0. 50mL丙酮，轻摇后用甲溶液稀释至刻度。此系列溶液的浓度为0.1%一1.0960
    5  4x10一”g/mL蔡的甲醇溶液的配制
    在万分之一的分析天平上准确称取40mg蔡于一小烧杯中，加人优级纯甲醇25mL，使

之完全溶解，将此溶液小自转移到100mL容量瓶中，并用甲醇稀释至刻度。该溶液的浓度

为4 x 10-4g/mL，然后用逐级稀释法配制成4 x 10-eg/mL蔡的甲醇溶液。
    6  0.05mol/L硫酸水溶液的配制 (丙溶液)

    在1000mL容量瓶中加人 400mL水，用刻度移液管量取2.7mL浓硫酸 (密度

1.84g/m'，含量95%一98%)，慢慢加人到容量瓶中，轻轻摇动，用水稀释至刻度，摇匀。
    7 硫酸奎宁硫酸水溶液的配制

    在分析天平上准确称取1Omg(准至0.1 mg)的硫酸奎宁于干燥的小烧杯中，加人
25mL左右的丙溶液轻摇，使之溶解，小L"将该溶液转移到100ML容量瓶中，并用丙溶液

稀释至刻度。此溶液的浓度为10一4g/mL，用该溶液稀释成9x10一5, 8x10一5, 7x10一5...3
x10一5, 2x10一5, 1x10一5g/mL的硫酸奎宁的系列硫酸标准溶液。最后用逐级稀释法将1
x10一5g/mL的溶液配制成10一8g/mL的溶液。
    8 丙三醇水溶液的配制

    在分析天平上称取2.5g(准至。. 5mg)丙三醇于一清洁小烧杯中，加少量水使之溶解
并慢慢转移到500mL容量瓶中，用水稀释至刻度。此溶液的浓度为5 x 10-'g/.L，用该溶

液稀释配制成4x10-3, 3x10-3, 2x10一3,  1 X 10-3丙三醇系列标准溶液。最后用逐级稀

释法将1X10一3g/mL的溶液配制成10一4, 10-5, 10一“g/mL的溶液。

                          附录5 线性回归法做工作曲线

    根据朗伯一比尔定律，物质的浓度 (x)和吸光度 (经电转换为峰面积y)呈线性关系，

可表示为y=a+bx。如用n点做成工作曲线，则通过实验便可得到二组数据 (二，、y,),
用线性回归法求得a, b的估计值为:
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