
高效液相色谱法测定血浆中 
氧氟沙星含量（内标法） 



一、实验目的 

 掌握高效液相色谱法的分离原理、仪器构件及

使用方法。 

 掌握生物样品前处理技术之液液提取法。 

 掌握内标一点定量法。 



二、实验原理 

高压泵、进样器、色谱柱、检测器、数据处

理器和显示器 

输液系统 进样和分离
系统 

检测系统 

数据处理和显
示系统 
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常用术语 

 脱气（排除系统中的气泡） 

 平衡（活化柱子） 

 按方法开始实验  

 冲洗柱子（防止柱子堵塞） 

 Standby/Off（实验结束后停止） 

操作 
部分 
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常用术语 

计算机工作站 

分析物信号走向 
溶剂箱 

真空脱气机 

泵 

自动进样器 

柱温箱 

检测器 
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手动进样器 
 

 进样针置于注射位
置，进样时扳至
load位置，进样后
扳于inject位置5秒
后，再取下进样器 

 不用时处于inject
位置 
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样品名 

进样量 

色谱图 

保留时间 峰面积 

样品位置 

检测波长 方法名称 

文件名称 

对乙酰氨基酚 

非那西丁（内标） 
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生物样品前处理 

A.目的：一次即可除去大部分杂质 

B. 有机溶剂的特性：对被测组分的溶解度大：沸点低，易于

浓集、挥散；与水不相混溶、化学稳定、不易乳化等。最

常用的溶剂是乙醚、氯仿和乙酸乙酯等。 

C.有机溶剂相和水相的体积：一般有机相与水相（体液样品）

容积比1:1或2～5:1。 

D.水相的pH值：生物样品宜在碱性或近中性提取，生物基质

中内源性物质多为酸性，在碱性下不易被萃取出来 

液液提取（有机溶剂提取法） 



内标法优点： 

   进样量不超量时，重复性及操作条件对结果无影响 

只需待测组分和内标物出峰，与其他组分是否出峰无关, 

适合测定微量组分，分为工作曲线法和内标一点法； 

内标法缺点： 

   制样要求高；找合适内标物相对困难。 

 

内标法测定生物样品中药物含量 



 对内标物要求： 

 

    内标物须为原样品中不含组分； 

 

    内标物与待测物保留时间应接近且R>1.5； 

 

    内标物为高纯度标准物质，或含量已知物质。 

内标物的选择 

内标法测定生物样品中药物含量 



色谱柱：Eclipse   XDB-C18 柱（250×4.6mm，5μm） 

流动相：0.2%三氟乙酸溶液∶甲醇（V/V）=58:42 

流速：1.0mL/min 

进样量：20μL 

荧光检测器：Ex 298nm   Em 500nm 

保留时间：氧氟沙星3.0min，环丙沙星（内标）4.2min 

高效液相色谱法测定血浆中氧氟沙星含量 

色谱条件 



 液液提取法 

做好标记   

吸取内标液（ 125 μg/L）20μL置于5mL离心管中，然后加入

250μL血样，涡旋混匀 ；  

 

加入二氯甲烷2.5mL，涡旋混合2min，3600rpm离心10min，

吸取下清液1 mL置于10mL尖底离心管中，50℃水浴下挥干，

残渣用100μL流动相溶解进样。 

 

血样处理（从冰箱中刚取出的血样要解冻涡旋混匀！） 

高效液相色谱法测定血浆中氧氟沙星含量 



 进样体积70~80μL，用微量进样器取样 

    吸取样品时注意排除气泡 

 

高效液相色谱法测定血浆中氧氟沙星含量 

进样检测 



液液提取法标准曲线（Agilent1220） 

y = 0.8942x - 2e-16 

R2 = 0.9956 
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编号 
理论浓度C

（μg/mL） 

样品峰
面积A 

内标峰
面积A 

计算浓度C

（μg/mL） 

B1  0.24 

B2 0.48 

B3 0.72 

B4 0.96 

B5 1.92 

B6 3.84 

标曲点 



编号 
理论浓度C

（μg/mL） 

样品峰
面积A 

内标峰
面积A 

计算浓度C

（μg/mL） 

回收率
（%） 

S3 1.15 

S4 1.75 

S5 3.40 

样品点 



 八个人一台仪器，四到五人一组做一根标曲和一个样品

点，相当于每台仪器做两根标准曲线，若线性不好,可参

考同组另一根标曲同浓度结果。如果不行，可舍弃两个

浓度点。 

 各组请标记好自己的样品名称，每台仪器样品用A、B、

C……标记，组内用大小写进行区分。 

 根据标曲计算你的样品实际浓度，然后根据给出的理论

浓度计算含量 

数据说明 



实验报告 

 一、实验目的 

 二、实验原理 

         有关高效液相色谱的原理和生物样品前处理中液液提

取的原理和内标物选择原理。 

 三、实验操作 

          1. 血样前处理（注明自己的编号） 

          2. 色谱条件 
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 四、结果与计算 

          1.分别列出标准品和内标物、样品和内标物的保留时间

和峰面积； 

          2. 根据所得数据，以标准品和内标物的峰面积比值和相

应浓度计算线性方程，列出方程和回归系数。 

          3. 根据线性方程，计算一个样品的浓度，并给出准确度

是否符合要求的结论 。（实验报告后附上自己组一张色谱

图） 



七、思考题 

          1. 紫外检测器与荧光检测器的适用范围？ 

          2. 外标法与内标法的区别是什么？ 

          3. 表2中，S4~S5的测定方法的准确度是否符合要求？

（请查 阅2015版药典中“生物样品定量分析方法验证” 指

导原则） 

实验报告 


