
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 4 外标法定量 

教学任务 

p 讲解样品处理方法 

p 叶酸片中主成分的含量测定 

p 应用外标法进行定量分析 

p 讲解分析中的污染和仪器的维护 

教学方法 

p 引探与讲练结合 

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 6 学时。 

教学设计 

问题：叶酸片中叶酸含量的测定方法？ 

汇总所查资料，师生共同讨论，教师总结并讲解样品处理方法 

教师展示测定叶酸含量测定的过程，尤其是样品处理过程 

学生对此过程中不理解之处进行提问 

学生完成叶酸片中叶酸含量的测定操作 

学生练习外标法定量，解决实例，评价药品质量 

学生讨论，教师引导分析 

问题：分析中的污染有哪些？ 

教师讲解高效液相色谱仪的维护 

下次课程问题：液相色谱是如何实现混合物的分离？ 

课程引入
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p 问题：叶酸是作为人体必须的营养成份之一，如何测定叶酸片中叶酸的含量？ 

（上次课结束后即布置并安排学生在课后查阅资料） 

p 学生根据所查资料提出解决方案并进行现场讨论以决定各解决方案的优劣。 

（教师可事先准备几种办法以备用，如化学分析法、液相色谱法（内标法、外标法）等。） 

p 最后教师引出本次课程的教学内容：“采用外标法测定叶酸的含量” 

p 药物作为一个复杂的混合物，如何对混合物进行前处理？ 

样品处理 

（教师可引导学生回忆在以前实训中样品的预处理方法） 

样品前处理是指样品的制备和对样品中待测组分进行提取、净化、浓缩的过程。前处理的目的 

是消除基质干扰，保护仪器，提高方法的准确度、精密度、选择性和灵敏度。样品处理是分析检测 

的关键环节时间，约占分析检测时间的 60％。 

p 提取 

提取就是用物理的或化学的手段破坏待测组分与样品成分间的结合力，将待测组分从样品中释 

放出来并转移到易于分析的溶液状态，提取过程可以除去  99%以上的样品基质。经典的方法有均质 

提取法、振荡提取法、索氏提取法等。 

p 净化 

提取过程中，许多与待测组分溶解性相似的杂质将被一起转移出来，这些杂质会干扰对待侧组 

分的测定，因此需要将待测组分与杂质分离，这个分离过程称为净化。比较传统的净化手段有液液 

萃取和固相萃取等，目前比较先进、实用的处理技术凝胶渗透色谱、基质固相分散技术、分子印记 

技术等也得到了比较广泛的应用。 

p 浓缩 

在残留分析中，经过提取和净化后的待测组分的存在状态经常不能满足检测仪器的要求，无 

法直接测定，如浓度低于检测器的测定范围、待测物的溶剂与仪器要求不符合等。此时必须对组分 

进行浓缩，浓缩是指通过减少样品中溶剂的量而使组分浓度升高，溶剂挥发是常规的浓缩方法，常 

见减压蒸馏和气流吹蒸两种方式。 

p 衍生化 

所谓衍生化，就是将用通常检测方法不能直接检测或检测灵敏度比较低的物质与某种试剂（即 

衍生化试剂）反应，使之生成易于检测的化合物。按衍生化的方法可以分为柱前衍生化和柱后衍生 

化。按生成衍生物的类型又可分为紫外­可见光衍生化、荧光衍生化、拉曼衍生化和电化学衍生化。 

衍生化技术不仅使高效液相色谱分析体系复杂化，而且需要消耗时间，增加分析成本，有的衍生化 

反应还需要控制严格的反应条件。因此，只有在找不到方便而灵敏的检测方法，或为了提高分离和 

检测的选择性时才考虑用衍生化技术。
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测定过程演示 

（本过程教师可通过“教师现场演示”的方式进行教学，尤其是含盐流动相的配制和样品的预处 

理过程，包括称量，目的是让学生掌握整个样品预处理过程） 

p 配制流动相：磷酸二氢钠缓冲液（取磷酸二氢钠6.80g，加水880mL，振摇使溶解，用氢氧化 

钠溶液调节pH＝6.30±0.05）—甲醇（80∶20）为流动相。用0.45μm有机相滤膜减压过滤， 

脱气。 

p 色谱分离条件：C18色谱柱（5μm,4.6mm i.d.×250mm）；波长：254nm；流速：1.0mL∙min ­1 。 

p 叶酸标准品：精密称取0.01g叶酸对照品，置50mL容量瓶中，加30ml0.5%的氨水溶解，再用 

纯水定容至刻度。 

p 叶酸试样（5mg/片）：取叶酸片40片，精确称量，研磨至均匀，精确称取二片重量的叶酸粉 

未于50ml的容量瓶中，加入30ml0.5%氨水，在热水浴中振摇20分钟，冷却后用纯水定容至刻 

度，摇匀，过滤。 

p 打开检测器、高压泵的电源开关，按上述分离条件设置参数；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倍的叶酸标样，在上述分析条件下进样。 

在相同的条件下，对叶酸样品进行测定，记录标样与样品的色谱峰面积和保留时间。 

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。 

学生对测定过程提问、相互讨论与教师的阶段总结 

（本过程教师积极“引导”学生对该测定过程不理解之处提问，可事先设计部分问题如①定性问 

题②定量问题③样品的预处理等，最后教师可在学生讨论的基础上作一个总结； ） 

p 叶酸的定性问题：一般可采用标准物质进行保留时间的对照来定性。 

p 在样品的预处理和溶液配制中，称量的操作与我们平时的操作略有不同，这是药物称量的特 

点。 

p 叶酸含量的定量问题：本项目的测定采用“外标法”进行定量。 

p 其它注意事项：本项目的测定需使用电炉，操作时要注意用电安全；同时配制氨水溶液应在 

通风柜中进行。 

学生完成叶酸含量测定 

（教师应根据实验室的具体情况合理安排学生完成各项实验操作。如根据仪器实际台套数，分成几 

组学生，部分学生配制流动相，部分学生配制试样、部分学生操作仪器等） 

p 要求每位学生独立完成进样，独立处理数据，合理安排时间。
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p 色谱柱的个体差异很大，即使是同一厂家的同种型号的色谱柱，性能也会有差异。因此，色 

谱条件（主要是指流动相的配比）应根据所用色谱柱的实际情况作适当的调整。 

p 合理安排实验时间，团队合作精神非常重要。 

外标法定量 

p 外标法处理实验数据 

外标法的特点：操作、计算简单，是一种常用的定量方法。它无需各组分都被检出、洗脱。但 

需要标样，标样及未知样品的测定条件要一致，进样体积要准确。 

实例：本次实验数据的处理 

p 根据外标法处理本项目的数据，并评价该药品的含量是否合格？（教师引导学生查阅中国药 

典和相关的质量标准） 

分析中的污染及液相色谱仪的维护 

p 一般检测的环境、容器、试剂都是影响测定结果的因素。 

Ø 容器 

实验室常用的器皿有玻璃类、瓷类、石英类、塑料类等，在进行分析时，应按照待测样品的 

要求来选则器皿，不管使用哪种器皿，容器的洗条清洁都是很重要的，也是取得好的检测结果的基 

本保证。 

Ø 试剂 

在液相色谱分析中，所选用的试剂必须是色谱纯、优级纯或分析纯，如果用含量有杂质的试 

剂，则会出现杂峰而影响测定结果。 

Ø 环境污染
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仪器室的有害气体、气溶液、灰尘等等都能造成污染，影响检测结果，这种污染很难校正。 

因此，仪器室与其他实验室应隔离，保持清洁，仪器室内应安装空调，注意防潮、防腐、防震、空 

气相对湿度应小于 70%为宜 

p 高效液相色谱仪的维护 

Ø 贮液器 

①配制后的流动相在使用前都应用 0.45μm 的滤膜过滤后才可使用，以保持贮液器的清洁； 

②用普通溶剂瓶作流动相贮液器时应不定期废弃瓶子（如每月一次），买来的专用贮液器也应定 

期用酸、水和溶剂清洗（最后一次清洗应选用 HPLC 级的水或有机溶剂）。 

Ø 高压输液泵 

①用高质量试剂和 HPLC 级溶剂； 

②过滤流动相和溶剂，溶剂使用前必须先经过脱气； 

③每天开始使用时放空排气，工作结束后从泵中洗去缓冲液； 

④不让水或腐蚀性溶剂滞留泵中； 

Ø 进样器 

①对六通进样阀而言，保持清洁和良好的装置可延长阀的使用寿命； 

②进样前应使样品混合均匀，以保证结果的精确度； 

③样品瓶应清洗干净，无可溶解的污染物； 

④自动进样器的针头应有钝化斜面，侧面开孔；针头一旦弯曲应该换上新针头，不能弄直了继 

续使用；吸液时针头应没入样品溶液中，但不能碰到样品瓶底； 

⑤为了防止缓冲盐和其它残留物留在进样系统中，每次工作结束后应冲洗整个系统。 

Ø 色谱柱 

①在进样阀后加流路过滤器（0.5μm 烧结不锈钢片），挡住来源于样品和进样阀垫圈的微粒； 

②在流路过滤器和分析柱之间加上“保护柱”，收集阻塞柱进口的来自样品的降低柱效能的化学 

“垃圾” 。 

③色谱柱应避免突然变化的高压冲击； 

④色谱柱应在要求的 pH 值范围和柱温范围下使用，应使用不损坏柱的流动相； 

⑤进样前应将样品进行必要的净化，以免进样后对色谱柱造成损伤； 

⑥每次工作结束后，如果流动相是水和有机溶剂系列，则用流动相冲洗 30 分钟左右；如果流动 

相中含有盐溶液，则先用水-甲醇（90∶10），然后再用纯甲醇冲洗 20 分钟并保存。 

Ø 检测器 

流动相应过滤并脱气，不但能保证流动池的清洁，还能保证基线的稳定。 

下次课程问题： 

p 液相色谱是如何实现混合物的分离？（查阅资料，建议参考气相色谱理论）


