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    高效液相色谱 

    1．高效液相色谱法的特点 

    特点：检测的分辨率和灵敏度高，分析速度快，重复性好，定量精确

度高，应用范围广。适用于分析高沸点、大分子、强极性、热不稳定有机

及生化试样的高效分离分析方法。 

    2. 高效液相色谱与气相色谱的主要区别可归结于以下几点： 

    (1)进样方式的不同：高效液相色谱只要将样品制成溶液，而气相色谱

需加热气化或裂解； 

    (2)流动相不同，在被测组分与流动相之间、流动相与固定相之间都存

在着一定的相互作用力； 

    (3)由于液体的粘度较气体大两个数量级，使被测组分在液体流动相中

的扩散系数比在气体流动相中约小 4~5 个数量级； 

    (4)由于流动相的化学成分可进行广泛选择，并可配置成二元或多元体

系，满足梯度洗脱的需要，因而提高了高效液相色谱的分辨率（柱效能）； 

    (5)高效液相色谱采用 5~10Lm细颗粒固定相，使流体相在色谱柱上渗

透性大大缩小，流动阻力增大，必须借助高压泵输送流动相； 

    (6)高效液相色谱是在液相中进行，对被测组分的检测，通常采用灵敏

的湿法光度检测器，例如，紫外光度检测器、示差折光检测器、荧光光度

检测器等。 

    3. 高效液相色谱的定性和定量分析的方法 



    定性：（1）利用纯物质定性的方法 

    利用保留值定性：通过对比试样中具有与纯物质相同保留值的色谱峰，

来确定试样中是否含有该物质及在色谱图中位置。不适用于不同仪器上获

得的数据之间的对比。利用加入法定性：将纯物质加入到试样中，观察各

组分色谱峰的相对变化。 

    （2）利用文献保留值定性 

    相对保留值 r21：相对保留值 r21 仅与柱温和固定液性质有关。在色

谱手册中都列有各种物质在不同固定液上的保留数据，可以用来进行定性

鉴定。 

    定量：有归一法、内标法、外标法 

    在定量分析中，采用测量峰面积的归一化法、内标法或外标法等，但

高效液相色谱在分离复杂组分式样时，有些组分常不能出峰，因此归一化

法定量受到限制，而内标法定量则被广泛使用。 

    4．高效液相色谱实验时，选择流动相时应注意的几个问题 

    （1）尽量使用高纯度试剂作流动相，防止微量杂质长期累积损坏色

谱柱和使检测器噪声增加。 

    （2）避免流动相与固定相发生作用而使柱效下降或损坏柱子。如使

固定液溶解流失；酸性溶剂破坏氧化铝固定相等。 

    （3）试样在流动相中应有适宜的溶解度，防止产生沉淀并在柱中沉

积。 

    （4）流动相同时还应满足检测器的要求。当使用紫外检测器时，流

动相不应有紫外吸收。 



    5．影响分离的因素与提高柱效的途径 

    （1）．液体的黏度比气体大一百倍，密度为气体的一千倍，故降低传

质阻力是提高柱效主要途径，降低固定相粒度可提高柱效。 

    （2）．液相色谱中，不可能通过增加柱温来改善传质；（恒温） 

    （3）．改变淋洗液组成、极性是改善分离的最直接的因素。 

    气相色谱 

    1．气相色谱法常用的几种定量分析方法 

    （1）归一化法：若试样中含有 N个组分,且各组分均能洗出色谱峰,

则其中某个组分 i 的质量分数可按下式计算： 

    w(i)? 

    mimi?100%??100%mm1?m2???mnfi&#39;?Ai??100%&#39;fi?Ai 

    f&#39;if&#39;S分别为组分 i 和内标物 S的质量校正因子 

    Ai、AS分别为组分 i 和内标物 S的峰面积 

    特点及要求： 

    归一化法简便、准确；进样量的准确性和操作条件的变动对测定结果

影响不大；仅适用于试样中所有组分全出峰的情况。 

    （2）外标法,外标法也称为标准曲线法。是在一定条件下，测定一系

列不同浓度的标准试样的峰面积，绘出峰面积 A对质量分数的标准曲线,

在严格相同的操作条件下,测定试样中待测组分的峰面积,同测得的峰面积

在标准曲线上查出被测组分的质量分数。 

    特点及要求：外标法不使用校正因子，准确性较高；操作条件变化对

结果准确性影响较大；对进样量的准确性控制要求较高，适用于大批量试



样的快速分析。 

    （3）内标法 

    内标法是在一定量试样中加入一定量的内标物，根据待测物组分和内

标物的峰面积及内标物质量计算待 

    fi&#39;?Aims?&#39; mifS?ASmSAifi&#39;w?100%??100%???&#39;?100% 

i?m 试样 m 试样 m 试样 ASfS 测组分质量的方法。计算公式为： 

    f&#39;if&#39;S分别为组分 i 和内标物 S的质量校正因子 

    Ai、AS分别为组分 i 和内标物 S的峰面积 

    特点：内标法的准确性较高，操作条件和进样量的稍许变动对定量结

果的影响不大；每个试样的分析，都要进行两次称量，不适合大批量试样

的快速分析 。内标物要满足以下要求： 

    （a）试样中不含有该物质；（b）与被测组分性质比较接近； 

    （c）不与试样发生化学反应；（d）出峰位置应位于被测组分附近，

且无组分峰影响。 

    2．色谱柱及柱温 

    填充柱：3 米长，直径 3 毫米。柱温 Tc↑ K↓ 

    毛细管柱：30～100 米长，直径 0.5毫米。 

    选择 Tc 的原则：①在使组分尽可能分离的条件下使用低温。 ② Tc

不能超过固定相的使用温度和组分的分解温度。组分性质相差大的采用程

序升温，否则采取恒温。 

    3．气相色谱法特点：灵敏度高  （ 10-11 ～ -10-15g）， 分离效率

高（异构体、同系物），适合多组分同步分析 ，样品用量少（μg ng） 



    4.实验细节要求： 

    （1）. 进样器有气化作用，温度＜350°℃，不能测沸点高于 350℃

的样品。 

    （2）.载气的要求：纯度要高，干燥，不能与未知样反应（H2，N2，

He）。载气流入要恒压、恒速。 

    （3）．最大的允许进样量，控制在峰面积或峰高与进样量呈线性关系

的范围内。 

    进样时间：越快越好。 

    （4）．气化温度：大于沸点，但要低于分解温度。一般选择气化温度

比柱温高 30—70 度。使液体试样迅速气化后被载气带入柱内。 

    六、思考题： 

    1、气相色谱有哪几种定量分析方法？ 

    答：气相色谱一般有如下定量分析方法：内标法、外标法、归一法、

标准曲线法、标准加入法。 

    2、本实验用的归一化法在什么情况下才能应用？ 

    答：归一法具有简便、准确、操作条件对结果影响小等优点，但使用

归一法时，试样中所有组分必须全部出峰，某些不需要定量的组分也要测

出其校正因子各峰面积，因此该法在使用中受到限制。当样品中各组分均

能流出色谱柱且在色谱图上均显示色谱峰，其它杂质峰干扰较小时可以使

用归一法，此方法适用于多组分同时测定。 

    离子分析法测 F离子 

    1．柠檬酸钠溶液在测量溶液中的作用： 



    柠檬酸钠作为缓冲溶液,起着缓冲作用,控制溶液的 PH范围为 5.5~6.5

为最佳酸度,同时还可以消除 Al 、Fe 对对 F的干扰，还可以使溶液中离子

平均活度系数保持定值克服因非线性造成的误差，提高分析测试的精密度

和准确度。 

    2．氟离子选择电极性能的判断： 

    氟离子选择电极性能又称氟离子选择电极的斜率。氟离子选择电极性

能的好坏，直接影响电极的响应极限、线性范围的大小和分析测试的准确

度及精密度。氟离子选择电极性能的判别方法为：由 Nemst 方程可知，在

20℃至 25℃范围内，氟离子浓度每改变 10 倍，氟离子选择电极的电位变

化值应在 58±2mV之间。若在此条件下测试，氟离子选择电极电位变化在

此范围内，说明该电极性能良好。 

    3．饱和甘汞电极对电位值的影响： 

    氟离子选择电极法中，电极电位示值是相对参比电极(即饱和甘汞电极)

读取的。饱和甘汞电极的工作状态，直接影响电位计的示值。 

    应注意三个方面的问题：一是电极液中的氯化钾溶液应处于饱和状态，

否则，甘汞电极的电位值升高，电位计的示值增大；二是饱和氯化钾电极

液的液面不能低于要求的液面高度而使用。不用时将两个橡皮套套上，使

用一周后，应将氯化钾饱和溶液清洗掉，并换新的氯化钾饱和溶液；三是

饱和甘汞电极的温度滞后现象。克服温度滞后现象的方法为保持待测液的

温度一致，或电极放入溶液后等待 3 至 5min，待电位计读数稳定后再进行

读数。甘汞电极不正常，往往会出现电位计的示值不稳定，线性变差、精

密度下降和最大空白值升高等问题。 



    4．氟离子选择电极在使用时应注意的问题 

    ①氟电极应浸入被测试液中 

    ②在测量待测试液前应用去离子水将电极清洗干净 

    ③氟离子选择电极测量 F时，最适宜 pH值范围应为 5.5~6.5，所以应

控制溶液 pH值范围为 5.5~6.5。 ④测定标准溶液和样品溶液前，控制空白

电位值相同，以提高测试的精密度和准确度。 

    5 影响测试结果的因素 

    影响测试结果的因素主要有 pH值、待测液温度、搅拌速度和测定的

顺序，所以应保持测试条件应一致。  ①氟离子选择电极工作时，pH值的

大小对测定结果有较大的影响，且这种干扰随着氟离子活度的降低而增大。

实际测定过程中，最佳 pH值范围应为 5.5~6.5为宜，pH值较大时，可造

成氟离子浓度升高的假象；pH值较低时，氟离子与溶液中氢离子生成 HF

或 HF，从而降低溶液中氟离子的浓度，影响测试的准确度和精密度。 

    ②标准溶液与待测液在同一温度下测量，并尽量保持测定体系温度的

一致，避免因温度的变化而引起测量电位示值较大的漂移。1mV的测量误

差对一价离子引起的活度测量的相对误差约为 4％。 2--3+3+- 

    ③测定标准溶液系列时，按照浓度先低后高的顺序进行(由低浓度向高

浓度逐个测定)，以消除电极的“记忆效应”。切勿由高浓度向低浓液逐个

测定，测定结束后，一定要用空白溶液将电极冼至接近空白溶液的电位值，

然后进行样品待测液的测定。 

    ④组分复杂样品的测试。若样品组分很复杂，如土壤样品，可采用一

次标准加入法，以减少基体的影响，但需注意，加入到未知试样中的标准



溶液的量，应不使溶液体系的离子浓度发生较大变化，加入的体积为样品

溶液的 1％左右，且使电位的改变量△E在 30mV至 40mV之间。 

    6．测试前应注意的问题 

    氟离子选择电极应在蒸馏水或去离子水中洗涤至最大空白电位值。洗

涤时，烧杯中放入磁棒，调整磁力搅拌机的转速至合适后，不要轻易改变

转速。在测定标准溶液和待测液时，更应注意这一点，否则会影响测定的

精密度。 

    微分脉冲极谱法测定果汁中维生素 C 的含量 

    1．脉冲极谱分析的特点 

    改变了方波极谱中方波电压连续的方式，代之以在每一滴汞滴增长到

一定的时间时，在直流线形扫描电压上叠加一个 10~100mV的脉冲电压，

脉冲持续 4~80ms。脉冲极谱允许支持电解质的浓度小很多（0.01~0.1mol/L），

这有利于降低痕量分析的空白值，还降低了毛细管噪声，对电极反应速度

较慢的不可逆电对，其灵敏度亦有所提高。 

    2．标准加入法 

    标准加入法的优缺点：标准加入法适用于样品组分复杂的情况,其缺点

是,由于进样多次,进样误差加倍。优点是准确度较高,因为加入的标准溶液

体积很小,避免了底液不同所引起的误差。但是如果加入的标准溶液太少，

波高增加的值很小，则测量误差大；若加入的量太大，则引起底液组成的

变化。所以使用这一方法，加入标准溶液的量要适当。另外要注意的是，

只有波高与浓度成正比关系时才能使用标准加入法。 

    使用标准加入法时应注意以下几点: 



    1）待测元素的浓度与其相应的吸光度应呈直线关系； 

    2）为了得到较为精确的外推结果，最少应采用 4 个点（包括试样溶

液本身）来作外推曲线，并且第一份加入的标准溶液与试样溶液的浓度之

比应适当，这可通过试喷试样溶液和标准溶液，比较两者的吸光度来判断。

增量值的大小可这样选择，使第一个加入量产生的吸收值约为试样原吸收

值的一半； 

    3）本法能消除基体效应带来的影响，但不能消除背景吸收的影响，

这是因为相同的信号，既加到试样测定值上，也加到增量后的试样测定值

上，因此只有扣除了背景之后，才能得到待测元素的真实含量，否则将得

到偏高结果； 

    4）对于斜率太小的曲线（灵敏度差），容易引进较大的误差。 

    3、测定果汁中维生素 C为什么要采用标准加入法？为什么需要缓冲

溶液？ 

    因为果汁组分复杂，待测物含量较低，难以保证试样组成与标准溶液

的条件完全相同，易制成标准溶液。因而要采用标准加入法，并且测量出

的信号峰高与待测物的浓度成正比，因而可以采用标准加入法。不缓冲溶

液用于调节 PH值。如果溶液的 PH值不适宜的话，抗坏血酸的氧化会使电

极表明的 PH移动，从而导致峰形变宽，使用已酸缓冲溶液可避免此类情

况。 

    六、思考题 

    1.采用标准加入法有何优缺点？ 

    答：标准加入法的优缺点：标准加入法适用于样品组分复杂的情况,



由于进样多次,进样误差加倍。优点是准确度较高,因为加入的标

准溶液体积很小,避免了底液不同所引起的误差。但是如果加入的标准溶液

太少，波高增加的值很小，则测量误差大；若加入的量太大，则引起底液

组成的变化。所以使用这一方法，加入标准溶液的量要适当。另外要注意

的是，只有波高与浓度成正比关系时才能使用标准加入法。 

    2.测定果汁中维生素 C为什么要采用标准加入法？ 

    答：因为果汁组分复杂，待测物含量较低，难以保证试样组成与标准

溶液的条件完全相同，易制成标 

    准溶液。因而要采用标准加入法，并且测量出的信号峰高与待测物的

浓度成正比，因而可以采用标准加入法 

    3.测定果汁中维生素 C为什么需要缓冲液？ 

    答：缓冲溶液用于调节 PH值。如果溶液的 PH值不适宜的话，抗坏血

酸的氧化会使电极表明的 PH移动， 

    从而导致峰形变宽，使用已酸缓冲溶液可避免此类情况。 

    用重铬酸钾电位滴定硫酸亚铁铵溶液 

    （1）.电位滴定:  每滴加一次滴定剂，平衡后测量电动势。 

    关键: 确定滴定反应的化学计量点时,所消耗的滴定剂的体积;快速滴

定寻找化学计量点所在的大致范围;突跃范围内每次滴加体积控制在 0.1mL;

记录每次滴定时的滴定剂用量（V）和相应的电动势数值（E），作图得到

滴定曲线。 

    （3）．在计量点时，二苯胺磺酸钠颜色如何变化 

    二苯胺磺酸钠的氧化态为紫色，还原态为无色，变色的条件电极电位
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