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实验目的 

 掌握高效液相色谱法的原理 

 掌握内标标准曲线法的定量原理 

 了解HPLC仪器的一般使用方法 
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HPLC仪器原理 

HPLC，High Performance Liquid 
Chromatography，高效液相色谱法。 
 

高效液相色谱是色谱法的一个重要分支，以液体为流动
相，采用高压输液系统，将具有不同极性的单一溶剂或
不同比例的混合溶剂、缓冲液等流动相泵入装有固定相
的色谱柱，在柱内各成分被分离后，依次进入检测器进
行检测，从而实现对试样的分析。 
 

广泛应用于医药、化学、食品、农业、环境等多个领域， 

对氨基酸、蛋白质、糖、农药、化药、抗生素、胆固醇、
有机金属、无机物等成分进行定性和定量等。 
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HPLC仪器原理 
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常用术语 

 流动相 

 泵（单泵，双泵，四元泵） 

 柱子 

 进样器（手动进样器，自动进样器） 

 检测器（UV，DAD，荧光检测器） 

 

 

 

 

 

 

硬件 
部分 
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常用术语 

 工作站（online，offline） 

 方法（Method）   涵盖所有检测参数的设定，

进样量、流速、柱温、流动相比例、检测时间、检测

器等 

 序列（Sequence） 涵盖进样的信息，样品位

置、样品名、进样次数、文件保存路径等-自动进样 

 报告（Report）将上述信息生成一个文件 

软件 
部分 
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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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仪器操作 
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冲洗阀
（purge） 

 顺紧逆松。 

 拧紧，流动相走柱
子，拧松走废液， 

 用于排除流路中的
气泡 
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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，再取下进样针 

 不用时处于inject
位置 
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高压泵 检测器 
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仪器状态 
橙色-未就绪，可

能有模块没有打
开 

绿色-可以进样 

红色-报警，停止使
用 

蓝色-正在运行，请
勿改动 
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紫外检测波长
设置 
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保留时间设置 

流速设置 

流动相 
比例设置 

流动相梯度
设置 
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荧光检测波长设置 
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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 

炔诺酮 

黄体酮 
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内标物质的选择 

 1.内标物应是该试样中不存在的纯物质； 

 2.它必须完全溶于试样中，并与试样中各组分的色谱峰能

完全分离； 

 3.加入内标物的量应接近于被测组分； 

 4.色谱峰的位置应与被测组分的色谱峰的位置相近，或在

几个被测组分色谱峰中间。 
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内标与物质的结构 
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黄体酮 炔诺酮 
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实验内容 

定量原理  内标标准曲线法 

在系列标准溶液和样品溶液中均加入同等浓度的内标物质。 

测定分析物和内标物的HPLC信号，得到A分析物和A内标物。 

以标准溶液C标作为横坐标，以A标/A内标物的比值为纵坐标

作图，得标准曲线。 

测定样品的A样/A内标物，带入标曲，算出对应的C样。 

浓度（μg/mL） 
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实验操作1-用内标法测定对乙酰氨基酚 

用移液器按下表进行溶液配置，用流动相定容至刻度。 

22 

组号 
炔诺酮 

~263.9μg /mL 

内标（黄体酮） 

~268.4μg /mL 

定容体积 

（流动相定容） 

出峰时间 3.1 min 5.7 min   

1 100μL 

300μL 10mL 

2 200μL 

3 300μL 

4 400μL 

5 500μL 

S 300μL 
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实验操作1-用内标法测定对乙酰氨基酚 

 
 

 

 样品配好后均用0.22um微孔滤膜过滤。 

 

 

 

 

 用移液器吸取100μl溶液样品，手动进样分析，以A1-A5，
B1-B5…..命名文件。 
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色谱条件 

仪器：Agilent 1220  

色谱柱：Eclipse XDB-C18柱（150×4.6mm，5μm） 

流动相：甲醇:水（V/V）=80:20 

流速：1mL/min 

进样量：20μL，手动进样 

紫外检测波长：250nm 

工作站： Agilent ChemStation  
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仪器设定 

 平衡（活化柱子） 

 按方法设定开始实验（具体见11、

26页） 

 冲洗柱子- 

      甲醇：水（10：90）冲洗30分钟 

      甲醇：水（95：5）冲洗30分钟以上 

 

  

操作 
部分 
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实验内容 

结果计算 
 计算A样/A内标物 

 带入标曲计算浓度 

A标/A内标物 

浓度（μg/mL） 2018年Agilent 1220数据 
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y = 0.0579x - 0.0086 

R² = 0.9976 
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一、实验目的 

二、实验原理 

    有关高效液相色谱的原理。炔诺酮和黄体酮的结构。 

三、仪器构件 

    写出高效液相色谱仪的主要模块及其作用。 

四、实验操作 

     1、色谱条件； 

     2、本组样品处理方法； 

实验报告 
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五、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、用内标标准曲线法计算出回归曲线和样品浓度； 

炔诺酮样品的理论浓度为   ~263.9μg /mL 

     

    3、实验报告后附上自己组的一张色谱图，4-5人/组。 
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六、根据实验结果，填写思考题 

改变影响因素 结果 

流动相 流速 检测波长 峰形 
保留
时间 

峰面积 

---- 0.6mL/min ---- 

---- ---- 238nm 

甲醇:水（V/V）
60:40在10分钟内变

为90：10 

---- ---- 

甲醇:水（V/V）
=60:40 

---- 

 

---- 
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