
教 案 纸 №5-1 

常州工程职业技术学院 

液相色谱分析法模块之 
任务 2 高效液相色谱仪基本操作 

教学任务 

p 液相色谱法的流动相配制 

p 熟悉液相色谱仪的各控制钮和工作站，操作高效液相色谱仪 

p 认识高效液相色谱仪的基本组成部件及其作用 

p 编写液相色谱仪的操作规程。 

教学方法 

p 讲授、练习 

教学学时 

p 每 20 人一个学习组，4 人一台液相色谱仪，分组循环操作，整个任务需 4 学时 

教学设计 

复习气相色谱仪的基本组成和分析流程 

教师展示液相色谱仪操作的整个过程 

学生分组练习 

教师讲解液相色谱仪的基本组成 

学生总结高效液相色谱法的分析流程 

根据说明书，学生掌握另一型号液相色谱仪的使用 

学生总结仪器的操作步骤，编写操作规程 

下次课程问题：如何分析纯甲苯试剂的纯度？ 

课程引入 

p 复习气相色谱仪的基本组成和分析流程 

p 教师引入液相色谱仪的基本操作 

（教师准备苯的定性实验） 

教师展示液相色谱仪操作的整个过程



教 案 纸 №5-2 

常州工程职业技术学院 

（本过程以 “教师现场演示”的方式进行教学，目的是让学生掌握整个测定过程） 

p 配制流动相：甲醇/水（85/15）的流动相1000mL，并进行过滤和脱气处理。 

p 把流动相贮液器放置在略高于高压泵的位置，插入带有不锈钢滤芯的输液管 

p 更换色谱柱。 

p 设置流动相比例、流量等参数。 

p 打开高压泵的电源开关，打开排放阀，“purge”1-2分钟，关闭“purge”，使仪器在设定的 

条件下平衡。 

p 打开检测器开关，设置检测波长。 

p 打开工作站，设置分析方法。 

p 等基线平衡后，用微量注射器量取定量环体积的3-5倍的苯试样(10μL分析纯苯试样，用甲醇 

稀释至50mL)，在上述分析条件下进样。 

p 记录下样品名对应的文件名，同时打印出经优化的色谱图和分析结果。 

学生分组练习 

（根据实验室的实际情况，安排学生分组练习，一部分学生练习配制流动相，一部分学生练习操作 

仪器。） 

液相色谱仪的基本组成 

（教师结合学生的练习，讲解天美 LC2200 液相色谱仪的组成） 

1、高压输液系统：贮液器和高压输液泵 

① 贮液器 

贮液器主要用来提供足够数量的符合要求的流动相以完成分析工作，对于贮液器的要求是：第 

一、必须有足够的容积，以备重复分析时保证供液；第二、脱气方便；第三、能耐一定的压力；第 

四、所选用的材质对所使用的溶剂都是惰性的。 

②高压输液泵(Pump) 

高压输液泵是高效液相色谱仪的关键部件，其作用是将流动相以稳定的流速或压力输送到色谱 

分离系统。 

要求：由于高压输液泵的性能直接影响到分离分析结果的好坏，因此，实际分析过程中为了保 

证良好的分离分析结果，要求高压输液泵必须满足以下几点要求：第一、泵体材料能耐化学腐蚀； 

第二、能在高压（30～60MPa）下连续工作；第三、输出流量稳定（±1%），无脉冲，重复性高（±0.5%）， 

而且输出流量范围宽；第四、适用于梯度洗脱。 

类型：高压输液泵一般可分为恒压泵和恒流泵两大类。



教 案 纸 №5-3 

常州工程职业技术学院 

③过滤器(Filter) 

在高压输液泵的进口和它的出口与进样阀之间，应设置过滤器。其作用是防止微小的机械杂质进入 

流动相，损害高压输液泵和进样阀。常见的溶剂过滤器和管道过滤器的结构， 

2、进样系统 

液相色谱进样针类似于气相色谱进样针，只是其针头为平头，以免扎破六通阀管路。 

常用的进样器有以下二种： 

①六通阀进样器 

现在的液相色谱仪所采用的手动进样器几乎都是耐高压、重复性好和操作方便的阀进样器。六 

通阀进样器是最常用的，进样体积由定量管确定，常规高效液相色谱仪中通常使用的是 10µL，20µL 

体积的定量管。 

②自动进样器 

3、分离系统 

分离系统的主要部件是色谱柱，柱效高、选择性好、分析速度快是对色谱柱的一般要求。此外， 

色谱柱在装填料之前是没有方向性的，但填充完毕的色谱柱是有方向的，即流动相的方向应与柱的 

填充方向（装柱时填充液的流向）一致。色谱柱的管外都以箭头显著地标示了该柱的使用方向，安 

装和更换色谱柱时一定要使流动相能按箭头所指方向流动。 

一般在色谱柱前要求安装保护柱，起到保护延长分析柱寿命的作用。有些物质的分离条件要求 

有一定的温度，因此，给色谱柱配一个柱温箱是非常有必要的。 

4、检测系统 

HPLC 检测器是用于连续监测被色谱系统分离后的柱流出物组成和含量变化的装置。其作用是将 

柱流出物中样品组成和含量的变化转化为可供检测的信号，完成定性定量分析的任务。 

HPLC 检测器一般分为两类，通用型检测器和专用型检测器。 

通用型检测器包括折光指数检测器、电导检测器和蒸发光散射检测器等。专用型检测器包括紫 

外-可见光检测器和荧光检测器。 

5、数据处理系统(色谱工作站) 

高效液相色谱的分析结果除可用记录仪绘制谱图外，现已广泛使用色谱数据处理机和色谱工作 

站来记录和处理色谱分析的数据。 

液相色谱法的分析流程 

（学生通过操作训练，总结液相色谱法的分析流程，教师积极“引导” ，学生对该测定过程不理 

解之处提问）



教 案 纸 №5-4 

常州工程职业技术学院 

p 液相色谱操作中的注意事项，如溶剂的使用，色谱柱的安装、进样针的使用等。 

p 液相色谱的分析流程与气相色谱的分析流程有何不同？ 

p 液相色谱仪与气相色谱仪的基本组成有何不同？ 

福立 LC2000 系列液相色谱仪的使用 

按照说明书，学生操作该液相色谱仪，并总结操作步骤，编写操作规程。 

下次课程问题： 

p 甲苯作为化工中间体的原料试剂，按物料入库要求，均要抽样检查，如何测定甲苯试剂的纯 

度？


