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“仪器分析”课程（理论部分）综述
一、本课程的主要内容

通过学习本课程，学习和掌握仪器分析的基本原理、基本知识和基本操作技能，培

养严谨的科学态度，提高分析问题和解决问题的能力，为学习后继课程和将来从事精细

化学品、食品、药品及其它工业产品的质量检测、分析及科学研究工作打好基础。主要

知识模块如下：绪论 紫外可见分光光度法 电位分析法 原子吸收光谱法 气

相色谱法 高效液相色谱法 红外吸收光谱法

二、本课程与其他课程的关系

本课程是分析检验技术、化妆品技术和应用化工技术专业的专业基础课，是安排在

大二第一学期讲授的课程，前续课程有无机化学、分析化学（化学分析部分）、有机化学

等，后续课程有分析方法选择与方案设计、其他各类分析检验技术等课程。

三、本课程的现状

1.本课程在环境科学、资源调查、医药卫生、生命科学和材料科学等领域有广泛应

用。

2.本课程的教学现状：大部分学生普遍认为本课程太抽象，在没有仪器条件下上课，

犹如纸上谈兵，传统的教学方式老师上面讲学生下面听，老师讲得辛苦学生听得疲惫，

现已有大部分院校在本课程中应用 CAI(计算机辅助软件)，可将本课程大量抽象内容化

具体，易突出重点和突破难点，提高信息量，减轻学生负担，提高学生兴趣，活跃课堂

气氛，大大提高了教学质量。

四、本课程的发展

本课程的发展趋势如下：方法创新；仪器智能化；新型动态分析检测和非破坏性检测；

多种方法联合使用；扩展时空多维信息。

本课程正在向快速、准确、自动、灵敏及适应特殊分析的方向迅速发展。

五、课程思政

仪器分析课程作为化学、化工、环境、材料等专业的基础课程，不仅传授专业知识，

也是进行思政教育的重要载体。仪器分析课程不仅能够提升学生的专业知识和技能，还

能够引导学生形成正确的世界观、人生观和价值观，实现立德树人的教育目标。

1.在仪器分析的教学中，强调操作的精确性和数据分析的严谨性，培养学生的科学精

神和工匠精神。

2.通过讨论环境监测案例，如大气、水质污染事件，引导学生思考工程师的社会责任

和伦理，强化环保意识和职业道德。

3.介绍我国在仪器分析领域的成就，如高光谱遥感技术的应用，激发学生的爱国情感

和民族自豪感。

4.结合国家重大科技项目，如嫦娥五号月壤分析，讨论仪器分析技术在国家发展中的

作用，鼓励学生探索科技前沿，增强创新意识。

5.通过实验操作和案例分析，培养学生的实践能力和职业素养，提高学生分析和解决

实际问题的能力。

6.根据科技发展和国家需求，更新教学内容，引入新的分析方法和技术，保持课程的

前沿性和应用性。
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授课日期 2025 年 9 月 8 日 教案编号 01

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 1章 绪论

授课学时 2 节（√ ）；3节（ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1、了解仪器分析课程的性质、任务和基本要求。

2、掌握仪器分析课程的基本概念，与化学分析的区别与联系。

3、了解仪器分析的方法分类、应用与发展趋势。

二、能力（技 能）目标

1、初步了解新课程的学习模式和学习方法。

2、积极准备，全方位地配合教学活动，培养职业观念、学习能力和职业专门能力。

学习重点
掌握仪器分析课程的基本概念，与化学分析的区别与联系。

仪器分析的方法分类、应用与发展趋势。

学习难点 掌握仪器分析课程的基本概念，与化学分析的区别与联系。

教学方法 讲授（ √ ）；讨论（ √ ）；指导（ √ ）；示教（ ）；其它（ ）

电子教案
有（ √ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学过程

时间安排

1、初步了解新课程的学习模式和学习方法。 20’

2、全方位地配合教学活动，培养职业观念、学习能力和职业专门能力。20’

3、了解仪器分析课程的性质、任务和基本要求。 15’

4、掌握仪器分析课程的基本概念，与化学分析的区别与联系。 15’

5、了解仪器分析的方法分类、应用与发展趋势。 20’

思 考 题

1、你怎样看仪器分析？有什么困难？怎样克服？

2、对于某一特定分析任务，怎样选择仪器分析方法？（提示：仪器型号易得？分

析人员使用该仪器的经验？样品含量是否与仪器的有效浓度范围相符？分析准确

度和精密度要求？分析过程中内在的干扰？必须取用的样品个数？给出结果的速

度？每一次分析的开销？）

作 业 仪器分析的定义、特点；与化学分析的区别与联系？

思政

仪器分析作为化学、化工、环境、材料等专业的基础课程，不仅传授专业知识，也

是进行思政教育的重要载体。仪器分析不仅能够提升学生的专业知识和技能，还能

够引导学生形成正确的世界观、人生观和价值观，实现立德树人的教育目标。

教学后记
第 1次课为入门课，重在让同学们明确本门课程在专业课程体系中的地位和作用，

另外多想方设法激发同学们学习本门课程的兴趣，端正学生的学习态度。
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[组织教学] 熟悉班级，清点人数。

[自我介绍] ……

[高职分析专业培养目标与课程性质]
1、高职分析专业培养目标——培养与我国社会主义市场经济建设相适应的，德、智、

体、美等方面全面发展，具有全面素质（政治、思想、文化、身体、心理）和综合职业能力

（专业、方法、社会）的工业分析与检验专业技能型专门人才。

从事技术要求较高的分析与检验技术工作，技术管理工作、企业的产品质量监督和管理、

化验室的常规组织管理等工作，也可进行工业分析与检验方法的改进和探索等科研工作。

2、仪器分析课程——分析专业主干专业课——与定量化学分析并称为分析科学的两大

支柱！

[讲授新课]

第 1章 绪 论
一、仪器分析法及其特点
1．分析化学的定义和方法分类——研究物质的组成、状态、结构及其它多种信息的科

学（现代分析化学，分析科学），从原理分为化学分析和仪器分析两大方法。

（1）化学分析——利用化学反应及其计量关系来确定被测物质组成和含量的一类分析

方法。测定时需使用化学试剂、天平和一些玻璃器皿。

（2）仪器分析——以物质的物理和物理化学性质为基础建立起来的一种分析方法。测

定时，常常需要使用比较复杂的分析仪器。

仪器分析的内容广而新，已经成为分析化学的主要分析方法。仪器分析的产生为分析化

学带来革命性的变化，仪器分析是分析化学的发展方向。

2．仪器分析的特点——与化学分析比较有三优三不足

（1）操作简便，分析速度快，容易实现自动化和智能化。

分析仪器多数由电路控制，其设计框图为：
样品→非电信号→转换器→电信号→放大及处理→交流电信号→读出部件

有利于理解操作、最佳使用、免除误差、修复故障。

（2）灵敏度高，检出限量可降低。如样品用量由化学分析的 mL、mg级降低到仪器分

析的g、L级，甚至更低。适合于微量、痕量和超痕量成分的测定。

方法 试样质量/mg 试液体积/mL
常量分析 ＞100 ＞10
半微量分析 10~100 1~10
微量分析 0.1~10 0.1~1
超微量分析 ＜0.1 ＜0.01

（3）选择性好。很多的仪器分析方法可以通过选择或调整测定条件，使共存的组分在

测定时，相互间不产生干扰。

（4）相对误差较大。化学分析一般可用于常量和高含量成分分析，准确度较高，误差

小于千分之几。多数仪器分析相对误差较大，一般为 5%，不适用于常量和高含量成分分析。

（5）需要价格比较昂贵的专用仪器。

（6）不少仪器分析方法还必须与试样处理、分离及掩蔽等化学分析手段相结合，才能

完成分析的全过程。仪器分析有时还需要采用化学富集的方法提高灵敏度。

3．仪器分析与化学分析的区别不是绝对的，仪器分析是在化学分析基础上的发展。

不少仪器分析方法的原理，涉及到有关化学分析的基本理论；有些仪器分析方法，如分

光光度分析法，由于涉及大量的有机试剂和配合物化学等理论，所以在不少书籍中，把它列

入化学分析。

应该指出，仪器分析本身不是一门独立的学科，而是多种仪器方法的组合。可是这些仪

器方法在化学学科中极其重要。它们已不单纯地应用于分析的目的，而是广泛地应用于研究

和解决各种化学理论和实际问题。因此，将它们称为 “化学分析中的仪器方法 ”更为确切。

总之，正如梁树权先生的名言………………………………………………
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二、仪器分析的基本内容和分类
1．仪器分析内容多（按最后测量过程中所观测的性质列表 P2……光、声、磁、电、核、

热），但总课时较少，结合我校实际情况我们采用分类办法安排教学。

2．重点和基础——紫外-可见分光光度法，电位分析法；色谱法基础和气相色谱法，原

子吸收光谱法。

难点和拓展——高效液相色谱法，红外吸收光谱法等（精讲与自学）。

三、仪器分析的发展趋势
1．方法创新——20世纪 40~50年代兴起的材料科学，60 ~70年代发展起来的环境科学

都促进了分析化学学科的发展。80年代以来，生命科学的发展也促进分析化学一次巨大的

发展。仪器分析是分析化学的重要组成部分，也随之不断发展和更新，为科学技术提供更准

确、更灵敏、专一、快速、简便的分析方法。

如生命科学研究的进展，需要对多肽、蛋白质、核酸等生物大分子进行分析，对生物药

物分析，对超微量生物活性物质，如单个细胞内神经传递物质的分析以及对生物活体进行分

析。

信息时代的到来，给仪器分析带来了新的发展。信息科学主要是信息的采集和处理。

2．计算机与分析仪器的结合，出现了分析仪器的智能化，加快了数据处理的速度。它

使许多以往难以完成的任务，如实验室的自动化，图谱的快速检索，复杂的数学统计可轻而

易举完成。信息的采集和变换主要依赖于各类的传感器。这又带动了仪器分析中传感器的发

展，出现了光导纤维的化学传感器和各种生物传感器。

3．联用分析技术已成为当前仪器分析的重要发展方向。将几种方法结合起来，特别是

分离方法（如色谱法）和检测方法（红外光谱法、质谱法、核磁共振波谱法、原子吸收光谱

法等）的结合，汇集了各自的优点，弥补了各自的不足，可以更好地完成试样的分析任务。

联用分析技术：GC-MS，GC-AES，HPLC-MS
四、学习与实训指导
1．明确学习目标——仪器分析教学基本要求

仪器分析是人们获得物质化学组成和结构信息的重要手段。对于工科学生，学习仪器分

析的目的是应用。为此，必须掌握方法原理（含概念、术语、定性和定量的依据、谱图解析

方法等）；另一个重点是应用特点（含仪器的流程及主要部件、操作要领和注意事项以及方

法的应用范围）。学好仪器分析必须注重实验。

要求学生初步具有根据分析的目的，结合学到的各种仪器分析方法的特点和应用范围，

选择适宜的分析方法的能力。

知识——掌握常用仪器分析方法的基本原理、方法特点和应用范围；掌握常用分析仪器

的基本结构和工作原理，了解其性能指标、操作条件和日常维护保养知识；掌握常用仪器分

析法的定性和定量方法。

能力——能针对不同的分析方法对样品进行前处理；能正确使用分析仪器对样品进行分

析检验，能正确分析和处理实验数据，准确表述分析结果；能正确维护保养常用分析仪器及

辅助设备，并能排除简单的故障；具有查阅国家标准和其他有关技术资料的一般能力；能按

仪器说明书制定仪器操作规程。

思想——基本具备辩证思维的能力；具有实事求是的科学作风和创新意识、创新精神；

具有良好的职业道德；逐步树立全面质量管理意识。

2．端正学习态度——好学习，学习好；积极主动地实训（分组分批）；课堂考勤！

3．掌握学习方法——老老实实做学问（听、记、读、做、写）

4．准备学习资料（http://www.sccc.edu.cn/jpkc）
——教材、参考书、仪器分析实训指导书；

仪器分析（第四版）黄一石主编（教材）

分析化学（第五版）高职高专化学教材编写组编（教材）

分析化学实验（第四版）苗凤琴主编（教材）

仪器分析（第三版）朱明华编（主要参考书），仪器分析教程 北京大学化学系 仪器分

析教学组，仪器分析 赵藻藩等（武汉大学），仪器分析原理 方惠群等 （南京大学），

学术期刊：国内——分析化学，高等学校化学学报，光谱学与光谱分析；国外——

http://www.sccc.edu.cn/jpkc
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Analytical Chemistry，Analyst。
5．教学方法与评价——借鉴以能力为本位的 CBE模式和教改经验，“立足实用、强化

能力、注重实践”；以职业能力为目标，构建由实践情境构成，工作过程为中心，项目导向、

任务驱动的“理论-实践”循环式教学体系。注重学生职业能力培养，素质教育贯穿整个教学

过程。

——CAI、现场观摩等多种方法，及时反馈。综合平时表现与期末考试评价学生。

[讨论]
1．你怎样看仪器分析？有什么困难？怎样克服？

2．对于某一特定分析任务，怎样选择仪器分析方法？（提示：仪器型号易得？分析人

员使用该仪器的经验？样品含量是否与仪器的有效浓度范围相符？分析准确度和精密度要

求？分析过程中内在的干扰？必须取用的样品个数？给出结果的速度？每一次分析的开

销？）

[布置作业]
思考：仪器分析的定义、特点；与化学分析的区别与联系？

预习第 2章紫外-可见分光光度法。
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授课日期 2025 年 9 月 12 日至 2025 年 9 月 15 日 教案编号 02

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 2 章 紫外-可见分光光度法（UV-vis）§2-1 概述 §2-2 基本原理

授课学时 2 节（ ）；3节（ ）；4节（ √ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1、掌握紫外-可见分光光度法的分类、特点和应用范围。

2、了解光的基本特性和电磁波谱的划分。

3、理解物质颜色和光吸收的关系，掌握吸收光谱有关术语、吸收曲线绘制方法和

应用。

4、掌握光吸收定律及其应用范围，掌握吸光度、透射比、吸收系数、摩尔吸收系

数等名词概念及其应用。

5、理解吸光度的加和性及其应用。

二、能力（技 能）目标

1、能解释紫外-可见分光光度法的有关术语、方法分类和主要特点。

2、能描述物质吸收光谱的产生机理、特征和作用，学会吸收光谱曲线的绘制方法。

3、能运用吸收定律进行单组分和多组分体系的定量测定和有关计算。

学习重点 朗伯-比尔定律及有关计算；吸光度与透射比的相互换算。

学习难点 朗伯-比尔定律及有关计算；吸光度与透射比的相互换算。

教学方法 讲授（ √ ）；讨论（ √ ）；实例演练（ √ ）；示教（ ）；其它（ ）

电子教案
有（ √ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学过程

时间安排
§2-1 概述（1 课时） §2-2 基本原理（3 课时）

思 考 题 P51【思考与练习】；P57【思考与练习】

作 业 P57【思考与练习】第 11小题

思政

紫外-可见分光光度计的发展历史中包含了许多技术突破，如 1918 年美国国家标准

局制成了第一台紫外-可见分光光度计，以及后续的自动记录、自动打印、数字显

示、微机控制等技术的发展。这些技术突破的故事可以激励学生认识到个人发展需

要关注关联性学科的前沿技术，培养学生整合不同领域信息的能力，培养学生的创

新思维和动手能力。

教学后记
原理的部分相对来说难度还是比较大的，在讲课过程中要尽量激发学生学习的兴

趣，学生能够理解和掌握主要知识点。
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[组织教学]

[引入]
1．提问：仪器分析的定义、特点；与化学分析的区别与联系？

2．分子光谱分析之一：物质分子与电磁辐射作用时，物质内部发生了量子化的能级之

间的跃迁，测量由此产生的发射、吸收或散射辐射的波长和强度而进行分析的方法。

[讲授新课]

第 2章 紫外-可见分光光度法（UV-Vis）
§2-1概述

分子光谱分析类型——

☆紫外-可见：分子外层电子能级跃迁时吸收紫外-可见光（200~780nm）而建立的电子

光谱法。

◇红外光谱：分子在振动-振动能级之间跃迁吸收红外光。

◇分子荧光：物质被紫外光或波长较短的可见光激发，再返回基态时发射出的波长与入

射光相同或更长的光。

◇化学发光分析法：分子吸收了化学反应中放出的化学能而激发，回基态时发射一定波

长的光。

◇拉曼散射：物质从基态被激发到非量子化的能量区所吸收的光辐射，及从非量子化能

量区跃迁回基态时所发射的波长与入射光不同的辐射。

一、紫外-可见分光光度法分类
1．比色分析法——比较待测溶液颜色或加入试剂后呈现的颜色深浅来确定物质含量的

分析方法。适合于可见光范围。按检测器不同分为：

（1）目视比色法——眼睛

（2）光电比色法——光电转换元件（如光电池）

2．分（吸）光光度法——使用分光光度计，根据物质对不同波长的单色光吸收程度不

同进行定性定量分析。

按光谱区分为：可见（400~780nm）、紫外（200~400nm）、红外（3000~30000nm）。

二、紫外-可见分光光度法的特点
1．灵敏度较高，适于微痕量分析，浓度下限 10—6mol•L-1；

2．精密度和准确度高，相对误差 2%-5%；

3．操作简便、快速、成本低，易于推广；

4．应用范围广，无机、有机分析、平衡研究等发展。

§2-2 基本原理
一、光的基本特性
1．电磁波谱——波粒二象性。

（1）波动性用、、c、波数（cm-1）描述：  = c 波数 = 1/ = /c
（2）光由光子流组成，光子的能量： E = h = hc/……P51

（Planck常数：h = 6.626×10 -34 J• S）
光的波长越短（频率越高），其能量越大（表 2-1）。
2．单色光和光的互补

单波长光（由相同能量的光子组成）；白光（太阳光）由各种单色光组成的复合光；远

（真空）紫外：10-200nm，近紫外：200-400nm，可见光：400-780 nm。

光的互补：蓝→黄 互补色光关系略图（图 2-2）……………………………

二、物质对光的选择性吸收
1．物质所呈现的颜色与所选择性吸收的特征颜色互为补色。

举例说明：不透明物质（吸收与反射），透明物质（吸收与透过），如无色、黑色、KMnO4、

CuSO4等。

2．物质的吸收（光谱）曲线

（1）定义：用不同波长的单色光依次通过一定浓度的均匀透明的溶液，分别测定其吸
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光度，以波长为横坐标，吸光度为纵坐标，用测定所得的数据绘制吸收曲线。实验获得。

（2）作用：图 2-3——

① 同一物质对不同波长光的吸光度不同。

② 不同浓度的同一物质，吸收曲线形状相似，λmax不变。在一定波长下吸光度 A 有

异，定量的依据。在λmax处 A 随浓度变化最大，测定最灵敏。吸收曲线是定量分析选择波

长的重要依据。

③ 物质不同，吸收曲线形状和λmax不同。提供物质的结构信息，定性分析。

3．分子吸收光谱的产生机理（了解）

（1）分子运动及其能级跃迁

物质分子内部三种运动形式：电子相对于原子核的运动，原子核在其平衡位置附近的相

对振动，分子本身绕其重心的转动。

分子具有三种不同能级：电子能级、振动能级和转动能级。这三种能级都是量子化的，

且各自具有相应的能量。

分子的内能：电子能量 Ee 、振动能量 Ev 、转动能量

Er。
即 hv= E= Ee + Ev + Er，

ΔΕe>ΔΕv>ΔΕr，
分子在某一状态时的能量：

E = E 零+ E 平+ Ee+ Ev+ Er
（2）分子吸收光谱的产生——图 3-4
M + h  → M *→M+热（荧光或磷光）

基态 激发态

E1 （△E） E2
E = E2 - E1 = h  ：量子化条件；选择性吸收。

三种能级跃迁：电子能级间跃迁的同时，总伴随有振动和转动能级间的跃迁。即电子光

谱中总包含有振动能级和转动能级间跃迁产生的若干谱线而呈现宽谱带（非线光谱）。

讨论：ΔΕr：0.005～0.050eV，跃迁产生吸收光谱位于远红外区。远红外光谱或分子转

动光谱；

ΔΕv：0.05～１eV，跃迁产生的吸收光谱在红外区，红外光谱或分子振动光谱；

ΔEe：1～20eV，电子跃迁产生的吸收光谱在紫外-可见光区，紫外-可见光谱或分子

的电子光谱。

[巩固]
1．吸收光谱的波长分布由产生谱带的跃迁能级间的能量差所决定，反映分子内部能级

分布，物质定性依据。

2．吸收谱带的强度与分子偶极矩变化、跃迁几率有关，也提供分子结构的信息。通常

将在最大吸收波长处测得的摩尔吸光度系数εmax也作为定性的依据。不同物质的λmax有
时可能相同，但εmax不一定相同。

3．吸收谱带的强度与该物质分子吸收的光子数成正比，定量分析的依据。

三、吸收定律——紫外、可见、红外吸光光度法的理论基础和定量依据。

1．朗伯-比耳定律

（1）透射比τ和吸光度 A——图 2-5，演示吸收池

当一束平行的单色光通过均匀而透明的溶液时，一部分光被溶液所吸收，因此透过溶液

的光通量就要减少。设入射光通量为Φ0，通过溶液后透射光通量为Φtr，则比值Φtr/Φ0表示溶

液对光的透射程度称为透射比，符号为τ，其值可以用小数或百分数表示：τ=Φtr/Φ0。也称透

光度(透光率) T。
透射比倒数的对数表示溶液对光的吸收程度，称为吸光度，用 A表示。
A=lgΦ0/Φtr= -lgτ
当入射光全部透过溶液时Φtr＝Φ0，τ=1（或 100%），即 A=0；当入射光全部被溶液吸收

时，Φtr=0，τ=0，即 A→∞。均无量纲。

（2）朗伯-比耳定律

朗伯(Lambert)于 1760 年，布格(Bouguer)于 1729 阐明了 A∝b 的关系；比耳(Beer)1852
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年提出了 A∝c的关系。二者的结合：当一束平行单色光通过单一均匀、非散射的吸光物质

稀溶液时，溶液的吸光度与溶液浓度与液层厚度的乘积成正比。
A = - lgτ=k b c

A:吸光度；b:液层厚度(光程长度)，cm；c:溶液的浓度，mol·L
-１
；k:吸光系数——

（3）吸光系数 k：物质性质、T、λ、溶剂等条件一定时，k不随 c、b而 变，仅与物质

本性有关，特征常数,定性参数。

① 摩尔吸光系数ε：等于 c为 1mol/L、b为 1cm的吸光物质对特定波长光的吸光度，其

单位为 L•mol
-1
•cm

-1
。

同一物质在各不同λ下的ε不同。λmax处的ε记为εmax，表明了该物质最大的吸光能力，该

方法的最大灵敏度。ε＞105：超高灵敏；ε=(6～10)×104：高灵敏；ε＜2×104：中等灵敏。

实验测定：例 2-1——说明 c、ε、有效数字。

② 质量吸光系数：若溶液浓度以质量浓度（即每升溶液中所含溶质的克数，单位 g·L-

１
）表示，液层厚度以厘米（cm）来表示，相应的吸光系数则为质量吸光系数，以 a表示，

其单位为 L·g-１·cm-１。质量吸光系数适用于摩尔质量未知的化合物。

a与ε的关系为：a =ε/M （M为摩尔质量）

2．吸光度的加合性

若多组分的吸收体系，吸光物质之间不作用，可同时定量测定。在一定波长下，A 总 =
ΣAn。…………………………………………………应用及条件

3.影响吸收定律的主要因素

朗伯-比耳定律在溶液浓度较高时常发生弯曲，这种现象称为对朗伯-比耳定律的偏离。

有两大类因素：物理性因素，即仪器的非理想性引起的；化学性因素。

（1）物理性因素

朗伯-比耳定律的条件：平行单色光，均一、非散射的溶液。但难获得真正的单色光，

分光光度计只能获得近乎单色的狭窄光带。复合光可导致对朗伯-比耳定律的正或负偏离。

杂散光、非平行入射光都会引起对朗伯-比耳定律的偏离。

非单色光作为入射光引起的偏离，假设λ1和λ2的两单色光分别单独通过浓度为 c的溶液

时：

Ａ1=lg(Ｉo1/Ｉt1)=ε1bc；Ａ2=lg(Ｉo2/Ｉt2)=ε2bc
故：It1 ＝Io110－ε1bc ；It2 ＝Ｉo210－ε2bc

当λ1+λ2 的复合光通过浓度为 c的溶液时：

若：ε1=ε2 =ε ，则：A 总 =εbc。
若：ε1 ≠ε2 ，则 A 总随 c 增大而偏离

εbc ，则标准曲线偏离直线，向 c轴或 A
轴弯曲。

若：ε1≈ε2，可近似认为是单色光。在

低浓度范围，不发生偏离。高浓度范围，

即使｜Δε｜很小，A 总≠εbc，且随着 c增大，

A 总与εbc的差异愈大， A~c曲线上部弯曲愈严重。故朗伯-比耳定律只适用于稀溶液。

为克服非单色光引起的偏离，应选较好的单色器。并将λ选在待测物的λmax处。

（2）化学性因素

朗伯-比耳定律只适用于稀溶液。定律假定：吸光质点间不发生相互作用。当 c＞10－

2mol/L时，吸光质点间可能发生缔合聚合、互变异构、配合反应等化学平衡，影响光的吸收。

溶液条件的变化而形成新的化合物或吸光物质的浓度发生改变，也会引起 L-B 定律的偏

移。例：铬酸盐或重铬酸盐溶液中存在下列平衡：

CrO42- ＋2H＋ = Cr2O72- ＋H2O
375nm黄 350nm橙

（3）介质不均匀引起的偏离
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授课日期 2025 年 9 月 22 日 教案编号 03

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 2 章 紫外-可见分光光度法（UV-vis）§2-3 紫外-可见分光光度计

授课学时 2 节（ √ ）；3节（ ）；4节（ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1、掌握紫外–可见分光光度计的基本组成部件、各主要部件的作用和仪器工作原

理。

2、了解常用紫外–可见分光光度计的类型、型号和主要性能特点。

3、熟悉常见紫外-可见分光光度法的使用方法。

4、掌握紫外-可见分光光度计波长准确度、吸收池配套性检验方法和一般维修保养

方法。

二、能力（技 能）目标

1、能描述紫外-可见分光光度计的组成和工作原理。

2、认识各种类型紫外-可见分光光度计的光学系统和应用特点。

3、能描述紫外-可见分光光度计的一般操作步骤。

4、学会紫外-可见分光光度计的性能检查和评价以及一般维护方法。

学习重点
紫外-可见分光光度计的五大组成部分及作用；紫外-可见分光光度计的使用方法；

比色皿的配套性检验

学习难点 紫外-可见分光光度计的使用方法；比色皿的配套性检验

教学方法 讲授（ √ ）；讨论（ √ ）；指导（ √ ）；示教（ ）；其它（ ）

电子教案
有（ √ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学过程

时间安排
仪器的基本组成部分及作用（1课时）；仪器的使用与维修（1 课时）

思 考 题 P74【思考与练习】

作 业 无

思政

紫外-可见分光光度计的发展历史中包含了许多技术突破，如 1918 年美国国家标准

局制成了第一台紫外-可见分光光度计，以及后续的自动记录、自动打印、数字显

示、微机控制等技术的发展。这些技术突破的故事可以激励学生认识到个人发展需

要关注关联性学科的前沿技术，培养学生整合不同领域信息的能力。

教学后记 进度与教学日历一致
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[组织教学]

[复习与引入]
1．提问：光吸收定律内容、应用、公式、加和性？评讲习题。

2．A→分光光度计——

[讲授新课]

第 2 章 紫外-可见分光光度法（UV-Vis）
§2-3 紫外-可见分光光度计

一、仪器的基本组成部件
定义：UV 光区内测定溶液 A 的仪器，简称分光光度计。其基本组成如下

光源→单色器→样品吸收池→检测器→信号显示系统

图 2-8，工作原理描述：接通电源后，钨丝灯点亮发射光波；此光波经玻璃棱镜的色散

作用被分解成不同波长的光；这些不同波长的光经狭缝后，就成为近似的单色光（单色光的

波长是通过棱镜的旋转角度来加以控制和选择的）；此单色光经吸收池的吸收后，到达接受

器“光电管”；光电管将接受到的光信号转变为微弱的光电流；此光电流再经微电流放大器

放大后，可直接在微安表上指示出吸光度（A）和透射比（T）。
注意各部件的作用、种类、材质、要求和应用特点。

1．光源

（1）作用和要求：在整个紫外或可见光区可以发射辐射强度大、稳定性好的连续光谱，

使用寿命长。稳压电源。

（2）分类：可见光区：钨灯（卤钨灯光更强，耐用）,发射 320～2500nm 的连续光谱。

紫外区：氢、氘灯，发射 185～400nm 的连续光谱。

2．单色器

（1）作用：将光源发射的复合光分解成单色光，并可从中选出任一波长单色光的光学

系统。“心脏”

（2）构成：①入射狭缝：光源的光由此进入单色器；②准光装置：透镜或反射镜使入

射光成为平行光束；③色散元件：将复合光分解成单色光，棱镜（玻璃或石英）或光栅（平

面或凹面，分辨率达到±0.2nm，工作波长范围优于棱镜）；④聚焦装置：透镜或凹面反射镜，

将分光后所得单色光聚焦至出射狭缝；⑤出射狭缝。

（3）使用注意：部件、内外壁和尘埃反射产生的杂散光影响 A 测量。不能随意拆开！

3.吸收池(比色皿)

（1）作用：盛放待测样品溶液，决定 b。
（2）分类：石英池和玻璃池两种。紫外区须用石英池，可见区一般用玻璃池。——演

示结构

（3）规格与成套性：0.5~5.0cm×4，选择吸收池的规格应根据被测溶液颜色深浅来定，

尽量把测得的吸光度调整在 0.2~0.8之间。同一实验使用同一规格同一套吸收池。

在定量工作中，尤其是在紫外光区测定时，需要对吸收池作校正和配套工作，以便消除

吸收池误差，提高测量准确度。

（4）吸收池的使用、维护与保养——注意保护两个光学面。

☆拿取比色皿时，只能用手指接触两侧毛玻璃，绝不能接触光学面。

☆不得将光学面与硬物或脏物接触，只能用擦镜纸或丝绸擦拭光学面。

☆凡含有腐蚀玻璃的物质（F-、SnCl2、H3PO4等）的溶液，不得长期盛放在吸收池中。

吸收池使用后应立即用水冲洗干净，必要时可以用 HCl 溶液（1+1）浸泡 2~3min，并立即用

水冲洗干净。

☆若样品溶液有易挥发的有机溶剂酸或碱时，应加盖防止挥发。

☆吸收池不可在火焰或电炉上加热烘烤。P58………………读与练………

4. 检测器（接受器）

（1）作用与要求：利用光电效应将透过吸收池的光信号变成可测的电信号。灵敏度高，

响应快，稳定，噪声低，易于检测。

（2）分类：三种——
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光电池：三层组成，中层为半导体材料（Se250~750nm、Si）；内阻小，直接测量，但

不适于微弱光测量。易“疲劳”，连续使用≤2h。
光电管：真空二极管，灵敏度高，波长宽，不易疲劳，应用广；按光敏阴极材料分为蓝

敏（210~625nm）和红敏（625~1000nm）。

光电倍增管：检测弱光；10—8~10—9s脉冲光，响应快；灵敏度很高。

5．信号显示器

（1）作用：显示、记录、计算输出的电信号。

（2）分类：微安表或检流计（A/T）；数字显示（减少读数误差）；微机进行仪器自动控

制和结果处理。

二、紫外-可见分光光度计的类型和特点
1．按使用波长范围分为

可见分光光度计（400~780nm，只测有色物）和紫外-可见分光光度计（200~1000nm，

近紫外、可见、近红外吸收）。

2．按光路及波长数分为

（1）单光束单波长分光光度计（可见 721、722；紫外 752，7504）
工作原理见图 2-10；简单、价廉、适于定量分析；光源强度的波动影响较大，误差大。

适于固定波长下测量 A或 T，多不能作光谱扫描，光源和检测器的稳定性要高。

（2）双光束单波长分光光度计（710、760CRT）
工作原理见图 2-11，切光器分光，得参比和试

液的信号比；自动测绘吸收光谱曲线，消除光源强

度变化和检测器灵敏度变化等引起的误差，精确。

特别适合于结构分析。仪器复杂，价格较高。

（3）双光束双波长分光光度计（WFZ800、
UV-300，365）

工作原理见图 2-12，双单色器分出二波长，

得信号差。不同波长的两束单色光快速交替通过同一吸收池后到达检测器，产生交流信号。

选合适的波长对λ2～λ1，使 Abλ2 Abλ1
ΔA = Aλ2 - Aλ1 =(ελ2bc + Abλ2)-( ελ1bc + Abλ1)= (ελ2 -ελ1)bc
准确度高，适于混合物和浑浊样品的定量分析。无需参比池，消除背景吸收、组成不同

及 b误差。△=1～2nm。两波长同时扫描即可获得导数光谱。但价昂。

[巩固]
1．使用仪器的前提——结构原理，类型特点。

2．识图理解 P61。
[布置作业]

P74思考与练习。

三、常用紫外-可见分光光度计的使用
型号多，操作类似，按说明书使用——

1．7230型分光光度计

（1）光学系统、结构和工作原理

7230型分光光度计是目前国内应用较多的一种简易型分光光度计，它属于单波长单光

束类型，结构简单、价格便宜、操作方便，工作波长范围是 360-900nm。

7230 型分光光度计的结构和工作原理是：

钨丝灯→平面衍射光栅→玻璃吸收池→光电管→数字显示表。

（2）7230型分光光度计的面板控制钮及其作用

波长调节器（λ）——选择所选波长

调 0%T按钮（0）——开启吸收池暗箱盖，调 T=0
调 100%T按钮（100）——关闭吸收池暗箱盖，将空白溶液置于光路时，调 T=100%
吸收池拉杆——将吸收池依次送入光路

模式显示——选择不同的测定模式（吸光度、透射比、浓度、斜率），测定数据直接显

示出来。
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灵敏度选择钮（有的无）——调节 T的放大倍数，尽量用低档

电源开关、数据显示屏

吸收池暗箱盖——控制光电管前的光路闸门，只有在调 100%T和测量时才关闭暗箱盖

（3）7230型分光光度计的使用操作方法——P62——CAI
① 接通电源，打开电源开关（指示灯亮），开启吸收池暗箱盖，预热 20min。
② 调节波长旋钮，选定所需单色光波长。

③ 调节灵敏度旋钮，选择适宜的灵敏度档（共分五档），按下 0%T按钮使电表显示 T=0
（A=∞）。

④ 将空白溶液和被测溶液装入吸收池，依次放入吸收池架中，盖上吸收池暗箱盖，按

下 100%T旋钮，使电表指针指在 100%T（A=0）。若数据达不到可增大灵敏度档次。

⑤ 按上述步骤反复调节 0%T和 100%T直至稳定不变。

⑥ 拉动拉杆将待测溶液依次推入光路，由表头读出吸光度 A或透射比 T。
⑦ 测量完毕后，关闭仪器电源开关，取下电源插头，取出吸收池洗净，晾干后入盒保

存，盖好吸收池暗箱盖。

2．722 型分光光度计的结构、原理和使用——CAI

卤钨灯→光栅→吸收池→光电管→数字显示器

原理与 7230 类似，使用方法——与 7230 类似，预习《仪器分析实训指导书》表 1—722

型分光光度计的操作考核表——“开门调零，关门调百”。
3．UV-7504 型紫外-可见分光光度计的结构、工作原理和使用——图 2-15、16

紫外-可见分光光度计的结构与一般的可见分光光度计几乎完全相同，它也由光源、单

色器、吸收池、接受器和显示系统五个部分组成。现以 7504 型紫外-可见分光光度计为例稍

加说明。

7504型紫外-可见分光光度计具有卤钨灯（30W）和氘灯（2.5A）两种光源，分别适用

于 360~850nm和 200~360nm波段。它采用平面光栅作色散元件，GD 33光电管作接受器。

其测量显示系统装配了8031单片机，接受器输出的电信号经前置放大器放大和模/数转换器，

将模拟信号转换为数字信号，送住单片机进行数据处理。通过键盘输入命令，仪器便能自动

调 0 T和调 100% T，能输入标准溶液浓度数据，建立高准确的浓度计算方程。在显示屏上

能显示出透射比 T %、吸光度 A及浓度 c的数据，并可以由打印机打印出实际数据和分析结

果。

7504 型紫外-可见分光光度计的使用练习——实训——CAI………

四、分光光度计的检验与维护保养——仪器说明书
1．分光光度计的检验

目的——保证测试结果的准确可靠。检定规程规定的检定周期——半年。

（1）波长准确度的检验

原因：分光光度计在使用过程中，由于机械振动，温度变化、灯丝变形、灯座松动或更

换灯泡等原因，经常会引起刻度盘上的波长读数与实际通过溶液的波长不符合的现象，从而

导致仪器灵敏度降低，影响测定结果的精度，需要经常校正。

方法一：在可见光区校正波长最简便的方法是采用镨钕滤光片，测出528.7nm和 807.7nm

处的 2个吸收峰的最大吸收波长。如果测出的最大吸收波长与仪器标示值相差 3nm 以上,则

需要细微调节波长刻度校正螺钉（不同型号的仪器波长读数的校正方法有所不同，应按仪器

说明书进行波长调节）。如果大于±10nm，则需要重新调整钨灯泡位置，或检修单色器的光

学系统。（应请计量部门或送生产厂检修，不可自己打开单色器）。

方法二：在紫外光区校正波长比较实用的方法是采用苯蒸汽的吸收光谱检查校正波长读

数，苯蒸汽在紫外区有特征吸收峰（图 2-18）。只要在吸收池内滴一滴液体苯，盖上吸收池

盖，待苯挥发充满整个吸收池后，就可测绘苯蒸汽的吸收光谱。若实测结果与苯的标准光谱

曲线不一致，表示仪器有波长误差，可调整波长分度盘标值。

（2）透射比正确度的检验

通常用标准溶液检查，如 K2Cr2O7溶液。

在选定波长下，测定标准溶液的透射比，与已知标准值比较，根据仪器等级，其差值应

在 0.8%~2.5%之内。

（3）稳定度的检验
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① 零点稳定度——在光电管不受光的条件下，观察仪器零点 3min，读取透射比的变化

值。

② 光电流稳定度——在仪器测量波长范围两端向中间靠 10nm处，使光电管受光，调

节透射比为 95%（数显仪器调至 100%），观察 3min，读取透射比的变化值。

（4）吸收池配套性检验——基础工作——CAI——实训

吸收池规格的选择？吸收池校正！

根据 JJG178-96 规定，石英吸收池在 220nm 处装蒸馏水；在 350nm 处装 K2Cr2O7

0.001mol•L-1HClO4溶液，玻璃吸收池在 600nm处装蒸馏水；在 400nm处装 K2Cr2O7溶液（浓

度同上）。以一个吸收池为参比，调节τ为 100%，测量其它各池的透射比，透射比的偏差小

于 0.5%的吸收池可配成一套。

实际工作中还可以采用下面较为简便的方法进行校正：用铅笔在洗净的吸收池毛面外壁

编号并标注放置方向，在吸收池中装入测定用溶剂，以其中一个为参比，在测定波长下，测

定其它吸收池的吸光度。如果测定的吸光度为零或两个吸收池吸光度相等，即为配对吸收池。

若不相等，可以选出吸光度最小的吸收池为参比，测定其它吸收池的吸光度，求出修正值（皿

差）。测定样品时，将待测溶液装入校准过的吸收池中，将测得的吸光度值减去该吸收池的

修正值即为测定真实值。

2．分光光度计的维护和保养——精密！——读——意识！

正确安装、使用和保养是保证仪器性能和测试准确度的关键。

（1）对仪器工作环境的要求——稳固、温度、湿度、干扰、腐蚀等——P65
（2）仪器保养和维护方法——5 条

电源电压稳定。

保护光源灯，不用时关闭。

单色器不能随意拆开，经常更换干燥剂。

正确使用吸收池，保护光学面。

光电转换元件不能长时间暴光，应避免强光照射或受潮积尘。

[巩固]
1．掌握仪器的基本组成部件、作用、要求、种类、材质、使用特点、检验方法和维护

保养——素质；测量可靠。

2．强化——实训——指导书。
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授课日期 2025 年 9 月 26 日 教案编号 04

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 2 章 紫外-可见分光光度法（UV-vis）§2-4 可见分光光度法

授课学时 2 节（ √ ）；3节（ ）；4节（ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1、掌握可见分光光度法对显色反应的要求，熟悉常用的显色剂及其应用；

2、理解显色条件对显色反应的影响，掌握显色条件的选择方法。

3、掌握光度测量条件对测量准确度的影响，掌握测量条件的选择和控制方法。

4、掌握分光光度法的定量依据和常用定量方法(工作曲线法、比较法)，掌握工作

曲线的绘制和线性回归方程的建立方法。

5、理解多种吸光组分体系的分析方法和应用。

6、了解可见分光光度法的分析误差和其它方法应用。

二、能力（技 能）目标

1、能运用吸收定律解释可见分光光度法对显色反应的要求和条件选择。

2、能设计分光光度法显色条件和光度测量条件选择的实验方法。

3、学会样品中杂质测定用标准溶液的制备方法和一般要求。

4、能设计分光光度法定量分析的实验方法，规范绘制工作曲线，并计算待测组分

的含量，评价分析结果。

学习重点 测量条件的选择；工作曲线的绘制及待测组分含量的计算

学习难点 测量条件的选择；工作曲线的绘制及待测组分含量的计算

教学方法 讲授法（ √ ）；讨论法（ √ ）；训练结合法（ √ ）；其它（ ）

电子教案
有（ √ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学过程

时间安排
显色反应和显色剂及测量条件的选择（1课时）；工作曲线法（1 课时）

思 考 题 P89【思考与练习】

作 业 P89【思考与练习】第 11、12小题

思政
通过紫外-可见分光光度法的学习，引导学生对待科学研究保持好奇心，同时秉持

严谨科学的实验态度。

教学后记 进度与教学日历一致
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[组织教学]

[复习与引入]
1．提问：紫外-可见分光光度计组成、使用、检验和常用类型结构原理？

2．A=kbc→物质对光的选择性吸收→应用——

[讲授新课]

第 2 章 紫外-可见分光光度法（UV-Vis）
§2-4 可见分光光度法

可见分光光度法——有色物：M + R → MR
一、显色反应和显色剂
1．显色反应——主要是配位反应，氧化还原

定义：将一种无色物质与显色剂反应生成有色化合物的化学反应。

2．显色剂：能与无色物质反应并将其转化成有色物质的试剂。

（1）显色剂的选择方法

由于一种显色剂可以与几种物质显色，而一种物质又可与几种显色剂显色，因此在选择

显色剂时一般应遵循以下几条原则：

① 显色反应的灵敏度要高。即生成有色物质的摩尔吸光系数ε要大；

② 显色剂选择性要好。即要求它的特效性强、干扰少

③ 试剂空白值低，即要求对比度（显色剂与显色后的有色物质最大吸收波长的差值）

Δλ＞60nm；

④ 生成的有色物的组成要恒定，稳定性要高；

例如测铁时，用邻二氮菲为显色剂生成的配合物组成恒定，但用硫氰酸盐为显色剂的配

合物组成不恒定。

（2）显色剂分类

① 无机配位显色剂：许多无机显色剂能与金属离子发生显色反应，但由于灵敏度较差

等原因，具有实用价值的并不多。只有硫氰酸盐（测 Fe3+、Mo6+、W5+）、钼酸铵（测 P、Si、
W）、过氧化氢（测 V5+、Ti4+）、氨水等几种。

② 有机配位显色剂：种类繁多，应用范围也较大。偶氮类显色剂：本身有色，生成配

合物后，颜色明显变化；性质稳定、显色反应灵敏度高、选择性好、对比度大等，应用最广

泛。偶氮胂Ⅲ、PAR等。三苯甲烷类：铬天青 S、二甲酚橙等。NN型螯和合剂。

此外，对于一种被测金属离子，可选用两种或两种以上的配位体（即显色剂）与被测离

子形成三元（混配、离子缔合、胶束）或多元配合物，以提高显色反应的灵敏度、选择性以

及有色物的稳定性。

二、显色条件的选择
1．显色剂用量 cR
从反应平衡角度看，加入过量显色剂显然能保证反应进行完全，但过量太多也会带来副

作用。例如增加了空白溶液的颜色，改变了配合物的组成等。因此显色剂一般应适当过量。

在具体工作中，显色剂的用量需要用实验来确定，即通过作“A-cR”曲线的方法。如图 2-37

所示的三种情况。选择曲线变化平坦处（？）。

2．溶液的酸度（pH）——显色反应的重要条件

（1）对显色反应的影响

① 当酸度不同时，同种金属离子与同种显色剂反应，可以生成不同配位数的不同颜色

的配合物。

② 溶液酸度过高会降低配合物的稳定性，特别是对弱酸型有机显色剂和金属离子形成

的配合物的影响较大。

③ 当溶液酸度增大时显色剂的有效浓度要减少，显色能力被减弱。有色物的稳定性也

随之降低。

④ 溶液酸度变化显色剂的颜色可能发生变化。其原因是多数有机显色剂是一种酸碱指

示剂，它本身的颜色随 pH 变化。

⑤ 溶液酸度过低可能引起被测金属离子水解，因而破坏了有色配合物，使溶液颜色发



揭阳职业技术学院化学工程系教案

- 18 -

生变化，甚至无法测定。

（2）实验确定 A-pH 曲线（？）

3．显色温度——实验确定

不同的显色反应对温度的要求不同。大多显色反应是在常温下进行的，但有些反应必须

在较高温度下才能进行或进行得比较快。例如 Fe2+和邻二氮菲的显色反应常温下就可完成，

而硅钼蓝法测微量硅时，应先加热，使之生成硅钼黄，然后将硅钼黄还原为硅钼蓝，再进行

光度法测定；有的有色物质加热时容易分解，例如 Fe(SCN)3，加热时褪色很快。

由于温度对光的吸收及颜色的深浅都有影响，因此在绘制标准曲线和进行样品测定时应

该使温度保持一致。

实训掌握…………………CAI………………………………………………

4．显色时间

（1）显色（或发色）时间：显色反应完成所需要的时间；

（2）稳定时间：显色后有色物质色泽保持稳定的时间。

应该在充分显色以后，在稳定时间以内进行吸光度测定。对于不同显色反应，必须通过

实验，作出一定温度（一般是室温）下的 A-t曲线，选择适宜的显色时间与稳定时间。

5．溶剂

有机溶剂常常可以降低有色物质的离解度，从而提高显色反应的灵敏度。此外，有机溶

剂还可以提高显色反应的速度，影响有色配合物的溶解度和组成等。萃取法。

6．共存离子的干扰及消除

（1）分光光度法中共存离子的干扰情况

① 共存离子本身具有颜色，如 Fe3+、Ni2+、Co2+、Cu2+、Cr3+等。

② 共存离子与显色剂或被测组分反应，生成更稳定的配合物或发生氧化还原反应，使

显色剂或被测组分的浓度降低，妨碍显色反应的完成，导致测量结果偏低。或共存离子与显

色剂反应生成有色化合物或沉淀，致使测量结果偏高。若共存离子与显色剂反应后生成无色

化合物，但由于消耗了大量的显色剂，致使显色剂与被测离子的显色反应不完全。

（2）共存离子干扰的消除

① 加入掩蔽剂：掩蔽剂不与待测组分反应；掩蔽剂本身及掩蔽剂与干扰组分的反应产

物不干扰待测组分的测定。例：测定Ti4＋，可加入H3PO4掩蔽剂使Fe3+(黄色)成为Fe(PO４)23-(无
色)，消除 Fe3+的干扰；又如用铬天菁 S光度法测定 Al3+时，加入抗坏血酸作掩蔽剂将 Fe3+ 还

原为 Fe2+，消除 Fe3+的干扰。

② 选择适当的显色条件（如利用酸效应、降低显色剂浓度）和测量条件（改变入射光

波长、利用参比液）。

③ 分离干扰离子。

三、测量条件的选择——仪器工作条件→准确度
1．入射光波长的选择

一般选择λmax（？）。但若λmax处有共存组分干扰时，则应考虑选

择灵敏度稍低但能避免干扰的入射光波长。

2．参比溶液的选择

（1）使用参比溶液的原因和作用

池的反射、散射、吸收、溶液微粒的散射、吸收。

把参比液放入光路，调 T=100%，即 A 参 = 0；把试液放入光路，

测 A，即

A = A 测 - A 参 = A 测 - 0 = A 测

= -logIt 样/I0 -(-logIt 参/I0) =-logIt 样/It 参

（2）参比溶液选择的一般原则

① 若仅待测组分与显色剂反应，产物在测定λ有吸收,其它所加试剂均无吸收，用纯溶

剂(水)作参比溶液（溶剂空白）；

② 若显色剂或其它试剂在测定λ处略有吸收，应使用不加试样溶液、但其他试剂均与

显色试液相同的溶液（也叫试剂空白）作参比液；

③ 若待测试液的其它组分在测定λ处有吸收，而显色剂等无吸收，则可用“试样空白”

(不加显色剂)作参比溶液；
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④ 若显色剂、试液中其它组分在测量λ处有吸收，则可在试液中加入适当掩蔽剂将待

测组分掩蔽后再加显色剂，作为参比溶液（褪色空白）。

3. 吸光度测量范围的控制

吸光度 A→浓度 c，A→多大的c？
A在什么值或范围时，c最小？

bc = -0.434lnT，bdc = -0.434 dlnT，bdc = -0.434 dT/T
dc/c = 0.434 dT/TlgT
c/c = 0.434 T/TlgT——光度法误差公式

T约±0.2% ~ ±2%，仪器一定，T为定值，

T=36.8%，A=0.4343时，c/c最小。

靠改变 b或 c，使 A落在 0.15~0.7，此时c/c在±1.4~±1.6%。

普通分光光度法不宜于高含量或极低含量物质测定。

四、定量方法——按样品情况和分析要求而定

1．单组分样品的分析

（1）工作曲线（标准曲线）法——最基本、最常用、最重要

① 工作曲线的绘制方法：按产品标准的规定配制 4 个以上浓度成

适当比例的待测组分标准溶液，以空白溶液为参比溶液（必要时可选

用溶剂作为参比溶液进行测定，同时用空白溶液的吸光度进行校正），

在选定的波长下，分别测定 A。以标准溶液浓度为横坐标，A 为纵坐标，

在坐标纸上绘制 A-c 工作曲线，如图 2-39。

☆作图规范性——《仪器分析实训指导书》

实验数据用图形表示，可以使测量数据之间的相互关系表达得简

明直观，易于显示出图形的最高点、最低点、转折点等。在仪器分析的应用中，大量地使用

图形处理来直接或间接求算分析结果，如标准曲线、滴定曲线等；也大量使用图形处理来进

行实验条件的选择，如显色条件曲线、校正曲线、吸收曲线等。因此，正确地标绘图形是实

验后数据处理的重要环节，必须十分重视作图的方法和技能。

标绘的主要方法：选择合适的坐标纸；坐标的确定；比例尺（坐标标度）选择的重要原

则；图纸的标绘步骤；图名和说明——标准溶液（或标准试样）名称、浓度（或含量）、吸

光度、测量条件（仪器型号、波长、吸收池光程长度、参比液）。

☆配制标准系列显色溶液的方法——实验基本操作

实际工作中，工作曲线是否是理想的直线，与许多因素有关，合理地配置标准系列显色

溶液是十分重要的关键性步骤。

通常，首先要根据待测样品的种类和特性，确定分析方法以及波长、温度、显色剂、pH

等分析条件（上述这些分析条件在产品标准中都有明确规定，可直接查阅）。按产品标准的

规定配置 4 个以上浓度成适当比例的待测组份标准溶液，并在其中加入等量的显色剂、缓

冲剂等辅助试剂，这样就完成了标准系列显色溶液的配制。

② 测定样品：按同样方法制备待测样品溶液，测定试液的 A，然后在工作曲线上查出

待测物浓度。

③ 方法特点和注意事项

☆标样与试样的组成应一致。

☆待测物的浓度应在工作曲线范围内，最好在中部。

☆工作曲线应定期校准。当条件有变动时，例如仪器经过修理、更换光源或标准溶液、

试剂重新配制等都必须重新制作工作曲线。

☆工作曲线法可消除一定的随机误差，同时通过工作曲线能判断被测溶液是否符合光的

吸收定律。

☆适于成批样品的分析。

☆取曲线中点处的 A、c 计算ε。

☆由于受到各种因素的影响，测出的各点可能不完全在一条直线上，这时可采用回归直

线方程来表示，并能克服绘图误差，评价各实验点的线性关系。——《专业计算》

（2）比较法（标准对照）
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在相同条件下，测定试样溶液和某一浓度的标准溶液的吸光度 Ax和 As，由标准溶液的

浓度 cs计算试样中被测物浓度 cx：

优点是简便，适于个别样品测定，但误差较大，只有在测定的浓度区间内溶液完全遵守

朗伯-比尔定律，并且 cx和 cs很接近时，才较准确。

2．多组分的同时测定——2 个吸光组分为例

（1）若各组分的吸收曲线互不重叠或部分重叠，则可在各自的λmax处分别进行测定——
图 2-40

（2）若各组分的吸收曲线互有重叠，则可根据吸光度的加合性，求解联立方程组得出

各组分的含量——图 2-41

Aλ1=εaλ1bca ＋εbλ1bcb
Aλ2=εaλ2bca ＋εbλ2bcb

说明：ε可用 a、b 的标准溶液分别测定；计算复杂，n＞3，误差大，PC 技术应用。例

2-3，理解。

3．示差分光光度法（示差法）——阅读了解

普通分光光度法一般只适于测定微量组分，当待测组分含量较高时，将产生较大的误差。

需采用示差法。示差法需要较大的入射光强度，并采用浓度稍低于待测溶液浓度的标准溶液

作参比溶液。

4．双波长分光光度法——了解

ΔＡ＝Aλ2 - Aλ1 ，多组分混合物(待测 x + 干扰 y)测定，常用

等吸收法。

关键：波长组合λ2～λ1的选择：

（1）使 Ayλ2= Ayλ1
即：ΔAy = Ayλ2 －Ayλ1= 0
ΔＡx+y = Aλ2 - Aλ1= (Axλ2 + Ayλ2) - (Axλ1 + Ayλ1)

=(εxλ2 bcx + εyλ2 bcy ) - (εxλ1bcx + εyλ1bcy )
=εxλ2 bcx - εxλ1bcx= (εxλ2 - εxλ1)bcx

（2）使(Axλ2 - Axλ1)最大

特点：双波长分光光度法以 Aλ1为参比，来消除干扰。分析浑浊或背景吸收较大试样时

有很大的优越性。灵敏度、选择性、测量精密度等比单波长法高。

五、分析误差
1．溶液因素误差：溶剂、干扰、标准溶液配制（储备、保存、工作液）。

2．仪器因素误差：精度、噪声，实际工作经验。

六、应用示例——广泛与典型
可见分光光度法测定微量铁：1．磺基水杨酸法；2．邻二氮菲（Phen）法——P94。
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授课日期 2025 年 9 月 29 日 教案编号 05

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 2 章 紫外-可见分光光度法（UV-vis）§2-5 目视比色法 §2-6 紫外分光光度法

授课学时 2 节（ √ ）；3节（ ）；4节（ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1、掌握目视比色法的测定原理、比色方法和应用特点。

2、了解紫外吸收光谱的产生机理，掌握生色团、助色团、吸收带等有关术语。

3、了解常见有机化合物的紫外吸收光谱，理解溶剂效应对吸收光谱的影响。

4、理解紫外定性鉴别方法，掌握其定量分析依据、方法和应用。

二、能力（技 能）目标

1、学会目视比色法的测定方法和技术。

2、掌握紫外分光光度法与可见分光光度法的区别；

3、能设计紫外分光光度法定性和定量分析的实验方法，规范绘制吸收曲线和工作

曲线，利用比较光谱法鉴定未知物，以线性回归法计算待测组分的含量，评价分析

结果。

学习重点 用目视比色法进行有关计算；四种类型的电子跃迁；红移和蓝移；吸收带的类型

学习难点 目视比色法的有关计算；四种类型的电子跃迁；红移和蓝移；吸收带的类型

教学方法 讲授法（ √ ）；讨论法（ √ ）；引探法（ √ ）；其它（ ）

电子教案
有（ √ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学过程

时间安排
目视比色法（1 课时）；紫外分光光度法（1 课时）

思 考 题 P57【思考与练习】；P98-99【思考与练习】

作 业 无

思政
通过紫外-可见分光光度法的学习，引导学生对待科学研究保持好奇心，同时秉持

严谨科学的实验态度。

教学后记 进度与教学日历一致
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[组织教学]

[复习]
1．提问：光的特性，电磁波谱分类；可见、紫外，分光光度计？

2．物质内部结构→物质对光的选择性吸收→物质颜色→吸收曲线

[讲授新课]

第 2 章 紫外-可见分光光度法（UV-Vis）
§2-5目视比色法

定义：用眼睛观察比较溶液颜色深浅来确定物质含量的分析方法。

一、方法原理——光吸收定律
将有色的标准溶液和被测溶液在相同条件下对颜色进行比较，当溶液液层厚度相同，颜

色深度一样时，两者的浓度相等。根据朗伯-比尔定律，标准溶液和被测溶液的吸光度分别

为 AS=εS•cS•bS，AX=εX•cX•bX
当被测溶液颜色与标准溶液相同时，AS=AX，又因为是同一种有色物质，同样的光源，

所以εS=εX。而所用液层厚度相等，所以 bS=bX，因此 cX=cS。
二、测定方法
1．标准系列法：所用仪器是一套以同样材料制成的、形状大小也完全相同的平底玻璃

管，称为比色管。

标准系列的配制方法是：将已知浓度的标准溶液以不同体积依次放入各比色管中，分别

加入等量的显色剂及其它辅助试剂，然后稀释至同一刻度，即形成颜色逐渐加深的标准色阶。

测定试样时，将一定量的待测试液置于另一比色管中，在同样条件下进行显色，并稀释

至同样体积，然后与标准色阶对比。对比的方法是：从比色管口垂直向下观察，如果被测溶

液的颜色深度与某管相同，则被测溶液的浓度等于该标准溶液的浓度。如果被测溶液的颜色

介于相邻两种溶液之间，则被测溶液的浓度为这两个标准溶液浓度的平均值。

2．限界分析：配制限界 c的标准溶液，比较试液的颜色，确定试液是否超出限界。

三、特点
１．优点：简便，适于大批样品分析和限界分析（确定样品中杂质含量是否在规定的最

高含量限界以下）。灵敏。可在日光灯或日光下测定。

2．缺点：主观误差较大，相对误差高达 20%，应用于要求不高的中间控制分析。为了

提高测定准确度，在样品色度号附近多配几个色度标准，间隔小些，可以提高测定准确度。

标准色阶不宜久存，需临用时重新配制。

[巩固]
1．光吸收定律意义、应用和条件。

2．思考与练习 P57，注意 A、k、ε、b、c、τ的意义和有效数字表示。

[组织教学]

[复习与引入]
1．提问：可见分光光度法实验技术→标液制备→条件选择→可见分光光度计→定量分

析？

2．400~780nm有色物→200~400nm紫外法——
[讲授新课]

第 2 章 紫外-可见分光光度法（UV-Vis）
§2-6 紫外分光光度法

一、概述
1．定义——物质对紫外光的选择性吸收（除 10~200nm的远紫外光）

2．特点

① 与可见吸收光谱同属于电子光谱；

② 仅能提供分子中助色团、生色团、共轭程度的信息，对有机物的结构鉴定分析特征
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性不强；

③ 无色透明物的定量分析简便、快速、灵敏、准确（＜1%RE）；

④ 以吸收曲线的λmax、εmax表示紫外吸收特征——图 2-48。
二、方法原理
1．电子跃迁类型与物质的特征吸收

有机物分子中的外层价电子有：形成单键的σ电子，

形成复键的π电子，未共享电子对即非键 n电子。

有机物的紫外-可见吸收光谱，是分子吸收辐射后，外层价电子向激发态（反键轨道）

跃迁的结果。

四种主要跃迁所需能量ΔΕ大小顺序：

n→π*＜π→π*＜ n→σ* ＜σ→σ*
（1）σ→σ*跃迁 需能量最大，远紫外光λ＜200nm。饱和烃，CH4λmax=125nm，乙

烷λmax=135nm。

（2）n→σ*跃迁 需能量较大。150～250nm。εmax＜300。含 N、O、S和卤素等的饱

和烃衍生物。CH3Clλmax=173、甲醇λmax=183、三甲基胺λmax=227nm。

（3）π→π*跃迁 需能量较小，近紫外光，εmax ~10４L·mol
－１·cm－１

以上，强吸收。不饱和烃、共轭烯烃和芳香烃类可

发生。如：己三烯λmax=258nm，εmax =35000。
（4）n→π*跃迁 需能量最低，λ＞200nm。n电子和

π键同存时发生。跃迁选律上属于禁阻跃迁，εmax 多为 10～
100，吸收强度较弱。丙酮λmax =275nm，εmax =22（溶剂环己

烷）。

2．紫外吸收光谱常用术语

（1）生色团：能吸收紫外或可见光而跃迁的基团，主要为含有π键的不饱和基团。如

-C=C-、-C=O、-NO2、-N＝N-、乙炔基、腈基等。表 2-8。

（2）助色团：含杂原子的饱和基团。如-OH、-OR、-NH2、-NHR、-X、-SH，本身无生色

功能，不能吸收λ＞200nm 光，但当它们与生色团相连时, 会发生 n-π共轭，Eπ→π*降低，

使生色团的吸收波长移向长波，强度增加。

（3）红移、蓝移、增色效应和减色效应

化合物吸收谱带常因引入取代基或改变溶剂，使λmax和吸收强

度发生变化。

红移和蓝移——使吸收峰位置（λmax）发生移动，向长波方向

移动称为红移，向短波方向移动称为蓝移。

增色和减色——使εmax↑或↓的效应。

（4）溶剂效应

溶剂极性增大，使π→π*红移，吸收增强；使 n→π*蓝移，

使苯 B带精细结构消失。

例：溶剂极性对异丙叉丙酮紫外光谱的影响——见下表…………………

跃迁类型/ nm 正己烷 氯仿 甲醇 水 影响

π→π*
n →π*

230
329

238
315

237
309

243
305

红移

蓝移

（5）吸收带的类型

吸收带是指吸收峰在紫外光谱中的谱带位置。根据电子和分子轨道的种类，可以把吸收

带分为四种类型——见下表

表中 B吸收带是芳香族的化合物的特征吸收带，在 230－270nm成为精细结构。当芳香

核与生色团连接时有 B和 K两种吸收带，其中 B带波长长。B带的精细结构在取代芳香族

化合物的光谱中一般不出现。E带也是芳香化合物的特征吸收带，苯分为 E１（184nm，ε=6000）
及 E２带（204nm，ε=7900）。当有发色团与苯环共轭时，E２带与 K合并吸收峰向长波方向移

动。
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吸收带类 跃迁类型 εmax λmax 吸收峰特征 典型实例

R n→π* ＜100 270 弱 羰基、硝基

K π→π* ＞104 217 很强
共轭烯（丁二烯、苯乙

烯等）

B π→π* 250~3000 230~270
多重吸收（精

细结构）
苯、苯同系物

E π→π* 2000~10000 强 芳环中 C=C

三、常见有机化合物的紫外吸收光谱——简介
1．饱和烃 仅有σ→σ*跃迁，吸收光谱λ＜200nm，常用作溶剂，表 2-9截止波长！

含杂原子饱和烃则有σ→σ* 及 n→σ*跃迁 ，需能量较大。150～250nm。

2．不饱和烃 可有σ→σ*，π→π*跃迁。

A. 单个双键，λ在远紫外，乙烯λmax=162nm，ε=10000；
B. 含两个双键，但中间隔有两个以上的单键，因此不共轭，则吸收峰与单个双键类似；

C. 共轭双键（两个双键被一个单键隔开），λ红移，共轭体系越大红移越明显。丁二烯

λmax=217nm，ε=21000；
D. 当双键与杂原子相联，则π→π*红移，吸收增强；

E. 当双键上含杂原子又与杂原子相联，则 n→π*蓝移。

3．醛、酮、羧酸、酯

有σ→σ*，n→π*，λmax=270~300nm，ε10~20，R带，醛酮的特征。n→σ*，λmax

~180nm，ε10~20；π→π*，λmax ~150nm，ε10~20。
当 C=O 与双键共轭π→π*红移到 226-260nm 形成 K 带，R 带红移到 310-340nm；当

C=O与杂原子共轭 n →π*蓝移。

4．芳香化合物

环状共轭，π→π*产生三个吸收带：E1带：λmax ~184nm，ε47000； E2带：λmax ~203nm，

ε~7400；B带：λmax ~255nm，ε~230，B带是由于π→π*跃迁和苯环的振动重叠引起，

也称为精细结构吸收带。

具精细结构（由振动跃迁引起），特征吸收带，极性溶剂中精细结构消失。

（1）单取代苯

A. 烷基取代，超共轭效应，红移，作用小；

B. 含 n电子基团取代，n –π*共轭，使 E2带和 B带红移，B带强度增加，精细结构消

失；

C. 生色团取代，B带红移，有时可被 E2带淹没。

（2）双取代苯

若苯环上有两个取代基则双取代苯光谱与两个取代基种类及取代位置有关。推电子基：

CH3 ＜Cl ＜Br ＜ OH ＜ OCH3 ＜NH2 ＜ O—
；吸电子基：NH3+ ＜ CN ＜ CO2H ＜

COCH3 ＜ CHO ＜ NO2，无论给电子基或拉电子基均使 E2带红移。

对、邻或间位取代：红移波长大致为两个取代基单独取代影响之和。

5．杂环化合物——仅不饱和的才有近紫外吸收

四、紫外吸收光谱的应用（重点）
1．定性分析

（1）未知试样的定性鉴定

① 比较λmax的估算值与λmax实验值

② 比较实验所得的光谱与标准光谱

☆待测样品的吸收光谱；

☆待测物标准品吸收光谱；

☆标准光谱（Sadtler）。
注意：相同实验条件；比较光谱形状、λmax、λmin、εmax、

吸收峰数目、拐点等；初步结果，需配合其它方法定性。
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（2）结构分析：推测官能团，共轭体系，共轭体系中取代基位置、种类、数目。示例

——归属、同分异构体、顺反异构体。

（3）纯度检查：化合物无吸收，杂质有吸收；ε判断。——示例

2．定量分析——与可见法相同。但注意区别λ、溶剂、仪器。

[巩固]
1．理解方法原理与应用。2．阅读——讨论——与可见分光光度法的区别。
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授课日期 2025 年 10 月 10 日 教案编号 06

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 3章 电位分析法 §3-1 电位分析法基本原理

授课学时 2 节（√ ）；3节（ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知 识 目 标

1、了解电化学分析和电化学电池的一般知识，掌握电位分析法的分类、原理、特

点和应用。

2、理解电极电位的产生及其与溶液中离子活度的能斯特关系式，并掌握其应用。

3、掌握指示电极和参比电极定义和作用，初步掌握典型的参比电极（饱和甘汞电

极等）的基本结构、性能、使用方法及维护保养。

4、理解电位法测定溶液 pH 的基本原理、工作电池的组成、电池电动势与溶液 pH

的关系、pH 操作定义、温度对 pH 测定的影响及其消除方法。

5、掌握不同 pH 标准缓冲溶液的组成、配制和选择方法。

二、能 力（技 能）目 标

1、能解释电位分析法的基本术语、分类、原理、主要特点和应用范围。

2、初步学会使用参比电极。

3、能解释 pH 玻璃电极的电位产生原理。

4、学会电位法测定溶液的 pH 的操作。

5、能理解酸度计的构造原理，掌握酸度计的一般使用和日常维护保养方法。

6、学会使用 pH 玻璃电极和 pH 复合电极。

学习重点
电位分析法的基本术语、分类、原理、主要特点和应用范围；电位法测定溶液的

pH 的操作步骤；指示电极和参比电极定义和作用。

学习难点
测定溶液 pH 的基本原理、工作电池的组成、电池电动势与溶液 pH 的关系；

pH 璃电极的电位产生原理；酸度计的构造原理。

教学方法 讲授（ √）；引探法（ √ ）；课堂练习（√ ）；示教（ ）；其它（ ）

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学安排 概述，电位分析法的理论依据（1 课时）；参比电极，指示电极（1 课时）

思 考 题 无

作 业 无

思政

电位分析法的基本原理和应用体现了理论与实践相结合的科学方法。通过实验验证

理论，再通过理论指导实验，这种循环往复的过程是科学研究的重要方法论，也是

培养学生解决实际问题能力的重要途径。

教学后记 进度与教学日历一致
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[组织教学]

[引入]
仪器分析法学习指南→原理→仪器→实验技术→理论与实践。电分析—

[讲授新课]

第三章 电位分析法
§3-1 电位分析法基本原理

一、概述
1．电化学分析法简述

（1）电化学分析法的定义

将化学变化与电的现象紧密联系起来的学科便是电化学。应用电化学的基本原理和实验

技术，依据物质的电化学性质来测定物质组成及含量的分析方法称之为电化学分析或电分析

化学。

☆重要特征：直接通过测定电流、电位、电导、电量等物理量，在溶液中有电流或无电

流流动的情况下，来研究、确定参与反应的化学物质的量。

依据测定电参数分别命名各种电化学分析方法：如电位分析法，依据应用方式不同可分

为：直接法和间接法（仪器作为滴定终点指示装置）。

（2）电化学分析法的特点

☆灵敏度、准确度高，选择性好，应用广泛。被测物质的最低量可以达到 10-12mol/L数

量级。

☆电化学仪器装置较为简单，操作方便，尤其适合于化工生产中的自动控制和在线分析。

电位滴定法尤其适合于滴定突跃小、浑浊、有色溶液。

◇传统电化学分析：无机离子的分析；测定有机化合物也日益广泛。

（3）电化学分析法的分类

① 电位分析法——图 1-3、1-4

☆直接电位法：电极电位与溶液中电活性物质的活度有关，通过测量溶液的电动势，根

据奈斯特方程计算被测物质的含量；

☆电位滴定法：用电位测量装置指示滴定分析过程中被测组分的浓度变化，通过记录或

绘制滴定曲线来确定滴定终点的滴定分析方法。

研制各种高灵敏度、高选择性的电极是电位分析法最活跃的研究领域。

② 电解与库仑分析法——

电解分析：在恒电流或控制电位的条件下，使被测物质在电极上析出，实现定量分离测

定目的的方法。

电重量分析法：电解过程中在阴极上析出的物质量通常可以用称重的方法来确定。

库仑分析法：依据法拉第电解定律，由电解过程中电极上通过的电量来确定电极上析出

的物质量的分析方法。

电流滴定或库仑滴定：在恒电流下，电解产生的滴定剂与被测物作用。

③ 极谱法与伏安分析——

伏安分析是通过测定特殊条件下的电流—电压曲线来分析电解质的组成和含量的一类

分析方法的总称。而极谱法则是使用滴汞电极的一种特殊的伏安分析法。

④ 电导分析法——

2．化学电池与电化学分析装置

（1）化学电池：原电池和电解电池——图 1-1、1-2 电池表达式（复习）。

（2）电化学基本装置：两支电极、电源、放大、显示记录装置。

①参比电极 电极电位不随测定溶液和浓度变化而变化的电极。

②指示电极 电极电位则随测量溶液和浓度不同而变化。由电池电动势的大小

可以确定待测溶液的活度（常用浓度代替）大小。

二、电位分析法的理论依据——E~ai（ci）
1．能斯特(Nernst)方程——电极的电位与其相应离子活度的关系 P4
例如，对于氧化还原体系
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Ox + ne = Red

式中φθ是标准电极电位；R 是摩尔气体常数〔8.314J•(mol•K)-1〕；F 是法拉第常数

(96500C•mol-1)；T是热力学温度；n为电极反应时转移电子数；aox为电极反应平衡时氧化

态 Ox的活度，aRed为电极反应平衡时还原态 Red的活度。在具体应用能斯特方程时常用浓

度代替活度（当离子浓度很小时，活度系数接近 1，浓度与活度相近，可将活度近似看作为

浓度）；用常用对数代替自然对数，在 25℃时，能斯特方程可近似地简化成下式：

式中，[Ox]、[Red]表示电极反应达平衡时氧化态和还原态的物质的量浓度。如果参与

电极反应的组分为气体，则表示以 1.01325×10
5
Pa 为基准的气体分压；如果参与电极反应

的组分不溶于水，而以纯固体或纯液体的形态出现，其活度为常数，定为 1。例如金属电极

的电极反应为………………………
Mn+ + ne = M

由于还原态为纯金属，因此在 25℃时：

可见，电极电位φ与离子浓度的对数成线性关系。测出电极电位，就可以确定出离子浓

度（严格说是活度）。这就是电位分析法的理论依据。

2．电位分析法测量的基本原理——P5

两大类电化学分析方法：

a.无电极反应，如电导，电泳分析法，使用惰性金属铂电极；

b.电极上有氧化还原反应发生，如库仑分析及伏安分析。

（-）M | Mn+（a Mn+）|| 参比电极（+）——正负极由电极的φ高低决定

E = φ+ - φ- + φL= φ参比 – φMn+/M

= φ参比 –φ0Mn+/M – 0.05916/n •lgaMn+

E 外 = E 测：外电位随两支电极间电位变化。

I = 0：测定过程中并没有电流流过电极。

液体接界电位：在两种不同离子的溶液或两种不同浓度的溶液接触界面上，存在着微小

的电位差。产生的原因：各种离子具有不同的迁移速率而引起。使用盐桥减小，可忽略。

三、参比电极
1．作用：提供电位标准

2．要求：φ已知、恒定；受外界影响小；对 T、c 无滞后；重

现性、稳定性好。

3．分类

（1）标准氢电极：基准，电位值为零(任何温度)。

（2）甘汞电极：演示实物——图 1-5 结构（单、双盐桥）

电极反应：Hg2Cl2 + 2e- = 2Hg + 2 Cl
-

半电池：Hg，Hg2Cl2（固）

||KCl

电极电位（25℃）：

电极内溶液的 Cl
-
活度一定，甘汞电极电位固定。

表 1-1 甘汞电极的电极电位（ 25℃）

0.1mol/L
甘汞电极

标准甘汞电极

(NCE)
饱和甘汞电极

(SCE)
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KCl浓度 0.1 mol / L 1.0 mol / L 饱和溶液

电极电位（V） +0.3365 +0.2828 +0.2438

温度校正，对于 SCE，t ℃时的电极电位为：

φt = 0.2438 - 7.6×10-4(t - 25) （V）
SCE 的使用——7 条注意事项——理解——实训！

（3）银-氯化银电极——图 1-6

结构：银丝镀上一层 AgCl 沉淀，浸在一定浓度的 KCl 溶液中。

电极反应：AgCl + e- = Ag + Cl
-
；半电池符号：Ag，AgCl（固）||KCl

电极电位（25℃）：φAgCl/Ag = φAgCl/Ag - 0.0592lgaCl-
表 1-2 银-氯化银电极的电极电位（25℃）

0.1mol/L
Ag-AgCl电极

标准

Ag-AgCl电极

饱和

Ag-AgCl电极

KCl浓度 0.1 mol / L 1.0 mol / L 饱和溶液

电极电位（V） +0.2880 +0.2223 +0.2000

温度校正，标准 Ag-AgCl 电极，t ℃时的电极电位为：

φt = 0.2223 - 6×10-4(t - 25) （V）
Ag-AgCl电极的使用：常作内参比电极，也可作外参比电极；使用注意！

[巩固]
1．熟悉电化学分析基本知识。

2．掌握电位分析法的基本原理——E~ai（ci）——能斯特(Nernst)方程。

3．阅读——理解。

四、指示电极——指示 ai（ci）

1．金属基电极——以金属为基体，因电极表面的氧化还原反应产生φ
（1）金属-金属离子电极（第一类电极、活性金属电极）

半电池：M | Mn+（aMn+）。φMn+ /M = φ Mn+ /M + 0.0592 lg aMn+（25℃）

例如：Ag-AgNO3电极（银电极），Zn-ZnSO4电极（锌电极）等。使用前应清洗表面。

第一类电极的电位仅与金属离子的活度有关。

（2）金属-金属难溶盐电极（第二类电极）

半电池：M | MX（s） || Xn-（aXn-）。二个相界面，常用作参比电极。

（3）汞电极（第三类电极）——EDTA 滴定Mn+

半电池：Hg | HgY2—，MYn-4，Mn+。金属汞（或汞齐丝）浸入含有少量 Hg2+-EDTA配

合物及被测金属离子的溶液中所组成。根据溶液中同时存在的 Hg2+和Mn+与 EDTA间的两

个配位平衡，可以导出以下关系式：（25℃）

φ(Hg22+/Hg )= φ (Hg22+/Hg ) + 0.0592lgaMn+

（4）惰性金属电极（零类电极）

半电池：Pt（Au）| Ma+，M（a-n）+。电极不参与反应，但其晶格间的自由电子可与溶液

进行交换，故可作为溶液中氧化态和还原态获得电子或释放电子的场所。如 Pt | Fe3+，Fe2+，
使用前在 HNO3中浸泡。

2．膜电极（离子选择性电极）SIE

特点：仅对溶液中特定离子有选择性响应。

关键是一个称为选择膜的敏感元件。敏感元件：单晶、混晶、液膜、

高分子功能膜及生物膜等构成。

（1）分类：IUPAC 表——P10

基本电极（电极直接与试液接触）和敏化电极——阅读。

（2）结构——图 1-9，演示 F电极——

将膜电极和参比电极一起插到被测溶液中，则电池结构为：外参比

电极∣∣被测溶液（ai未知）∣内充溶液（ai一定）∣内参比电极 （敏
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感膜）

内外参比电极的电位值固定，且内充溶液中离子的活度也一定，则电池电动势为：

（3）膜电位φ膜——P11

膜内外两个相界面由于被测离子活度的不同而产生离子交换和扩散，产生膜电位。

对阳离子响应的电极，K后取正号；对负离子响应的电极，K 后取负号。

（4）离子选择电极的性能——P11-12……………………………

① 选择性——共存的其它离子对膜电位产生有贡献吗?

若测定离子为 i，电荷为 zi；干扰离子为 j，电荷为 zj。考虑到共存离子产生的电位，则

膜电位的一般式可写成为：

A Kij称为电极的选择性系数，其意义为：在相同的测定条件下，待测离子和干扰离子

产生相同电位时待测离子的活度αi与干扰离子活度αj的比值 Kij = αi /αj（zi=zj=1）。
B 通常 Kij ＜1，Kij越小，表明电极的选择性越高。例如： Kij = 0.001时, 意味着干扰

离子 j的活度比待测离子 i的活度大 1000倍时, 两者产生相同的电位。

C 选择性系数严格来说不是一个常数，在不同离子活度条件下测定的选择性系数值各

不相同。

D Kij仅能用来估计干扰离子存在时产生的测定误差或确定电极的适用范围。

② 响应时间——电位平衡在 1mV 内

是指参比电极与离子选择电极一起接触到试液起直到电极电位值达到稳定值的 95%所

需的时间。

影响因素多。注意搅拌，减少响应时间；由低至浓测量，反之清洗数次。

③ 温度系数和 pH 范围——使用范围

离子选择性电极的电极电位受温度的影响是显而易见的：标准电位温度系数，取决于电

极膜的性质，测定离子特性，内参电极和内充液等因素；奈斯特方程中的温度系数项，对于

n=1，温度每改变 1℃，校正曲线的斜率改变 0.1984。离子计中通常设有温度补偿装置，对

该项进行校正；溶液的温度系数项，温度改变导致溶液中的离子活度系数和离子强度改变。

④ 线性范围和检测下限——P12，图 1-10

线性范围：AB 段对应的检测离子的活度（或浓度）范围。

一般为 10-1~10-6mol/L。
检测下限：图中 AB 与 CD 延长线的交点 M 所对应的测定离子

的活度（或浓度），φ不稳定。离子选择性电极一般不用于测定高

浓度试液（1.0mol/L），高浓度溶液对敏感膜腐蚀溶解严重，也

不易获得稳定的液接电位。

⑤ 电极的斜率（级差）：AB 段的斜率，即活度相差一数量级时，电位改变的数值，用 S
表示。

理论上 S = ±2.303 RT/nF，25℃时，一价离子 S =± 0.0592 V，二价离子 S = ±0.0296 V。
离子电荷数越大，级差越小，测定灵敏度也越低，电位法多用于低价离子测定。实际值达到

理论值的 95%以上的电极才能准测。

⑥ 电极的稳定性——注意预处理

8（24）h 内在同一溶液中的响应值变化，也称响应值的漂移。

（5）离子选择性电极的种类、结构和应用（简介）

① 晶体膜电极

分类：难溶盐的晶体→膜→均相（单晶膜和多晶膜）与非均相。

A．单晶膜——氟电极——图 1-11

结构——敏感膜：氟化镧单晶，掺有 EuF2 的 LaF3单晶切片；内参比电极：Ag-AgCl
电极（管内）；内参比溶液：0.1mol/L的 NaCl和 0.1mol/L的 NaF混合溶液（F—

用来控制膜

ianF
RTEE ln

阳离子膜 a
nF
RTKE ln

阴离子膜 a
nF
RTKE ln












 j

i

z
z

)(ln jiji aKa
nF
RTKE膜
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内表面的电位，Cl—用以固定内参比电极的电位）。

原理——LaF3的晶格中有空穴，在晶格上的 F
—
可以移入晶格邻近的空穴而导电。对于

一定的晶体膜，离子的大小、形状和电荷决定其是否能够进入晶体膜内，故膜电极一般都具

有较高的离子选择性。当氟电极插入到 F
—
溶液中时，F

-
在晶体膜表面进行交换。25℃时：

φ膜 = K - 0.0592 lgaF- = K + 0.0592 pF
应用——具有较高的选择性；需要在 pH5～7之间使用，pH高时，溶液中的 OH—

与氟

化镧晶体膜中的 F—交换，pH较低时，溶液中的 F —生成 HF或 HF2—；Al3+、Ca2+需掩蔽。

B．多晶膜电极——难溶盐粉末或混合粉末经高压制得。如：Ag2S→Ag+、S2—；AgX分

散于 Ag2S→X—
、类 X—

；Ag2S + MS→Cu、Cd、Pd。
C．非均相膜电极 Ag2S、AgX + 惰性高分子材料——阴离子电极，表 1-3。
② 非晶体膜电极

A．刚性基质电极——玻璃膜组成→pLi、Na、K、Ag、Pb、Cs、pH等。

B．流动载体膜电极（液膜电极）

多孔性支持体中含电活性物质金属配位剂和有机溶剂，分三类：带正电荷（NO3
—、ClO4

—
、BF4—）、负电荷（Ca2+）和中性（K+）载体电极。

钙电极：内参比溶液为含 Ca2+水溶液。内外管之间装的是 0.1mol/L 二癸基磷酸钙(液体

离子交换剂)的苯基磷酸二辛酯溶液。其极易扩散进入微孔膜，但不溶于水，故不能进入试

液溶液。二癸基磷酸根可以在液膜-试液两相界面间来回迁移，传递钙离子，直至达到平衡。

由于 Ca2+在水相（试液和内参比溶液）中的活度与有机相中的活度差异，在两相之间产生相

界电位。钙电极适宜的 pH范围是 5～11，可测出 10—5 mol/L的 Ca2+。
③ 敏化电极

结构特点：在原电极上覆盖一层膜或其它活性物质，通过界面敏化反应响应 i，使电极

的选择性提高。分类——

A．气敏电极：化学电池复合体，气敏氨电极——图 1-13。
φ = K - 0.0592 lgaNH3

B．酶电极：酶催化作用→细菌电极及生物电极等。

[巩固]
1．了解指示电极的作用、分类、特性和典型应用。

2．阅读——理解。

四、指示电极——指示 ai（ci）

2．膜电极——非晶体膜电极——刚性基质电极——改变玻璃膜组成可制成对不同阳离

子响应的玻璃电极→pH 玻璃电极

（1）结构——图 1-7 演示

H+响应的玻璃膜电极：敏感膜是在 SiO2基质中加入 Na2O、Li2O
和 CaO烧结而成的特殊玻璃膜，厚度约为 0.05mm。水浸泡膜时，表

面的 Na+与水中的 H+交换，表面形成水合硅胶层。

玻璃电极使用前，必须在水溶液中浸泡。

（2）玻璃膜电位的形成

玻璃电极使用前，必须在水溶液中浸泡，使之生成一个三层结

构，即中间的干玻璃层和两边的水化硅胶层。浸泡后的玻璃膜示意

图 1-8：

水化硅胶层具有界面，构成单独的一相，厚度一般为 0.01～10

μm。在水化层，玻璃上的或 Na+与 H+发生离子交换而产生相界电位（内、外）。

水化层表面可视作阳离子交换剂。溶液中 H
+
经水化层扩散至干玻璃层，干玻璃层的阳

离子向外扩散以补偿溶出的离

子，离子的相对移动产生扩散

电位（净扩散电位为 0）。

两者之和构成膜电位。

将浸泡后的玻璃膜电极放

入待测溶液，水合硅胶层表面
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与溶液中的 H+活度不同，形成活度差，H+由活度大的一方向活度小的一方迁移，平衡时：

H+
溶液 == H+

硅胶

φ内 = k1 + 0.0592lg(a2/a2’） ；φ外 = k2 + 0.0592lg(a1/a1’）
a1、a2分别表示外部试液和电极内参比溶液的 H+活度；a1’、a2’分别表示玻璃膜外、内

水合硅胶层表面的 H+活度；k1、k2则是由玻璃膜外、内表面性质决定的常数。

由于玻璃膜内、外表面的性质基本相同，则 k1=k2，a1’= a2’
φ膜 = φ外 -φ内 = 0.0592 lg(a1/a2）

由于内参比溶液中的 H+活度（a2）是固定的，则：

φ膜 = K’ + 0.0592 lga1 = K’ - 0.0592 pH 试液

玻璃膜电位与试样溶液中的 pH成线性关系。式中 K´是由玻璃膜电极本身性质决定的常

数。

（3）不对称电位φ不

如果：a1= a2，则理论上φ膜 = 0，但实际上φ膜 ≠ 0。
产生原因：玻璃膜内、外表面含钠量、表面张力以及机械和化学损伤的细微差异所引起

的。长时间浸泡后（24hr）恒定（1～30mV）→K´。
（4）玻璃电极的电极电位φ玻璃（25℃）

φ玻璃 = φAg/AgCl + φ膜 =φAg/AgCl + K’ - 0.0592 pH 试液 = K 玻璃 - 0.0592 pH 试液

（5）高选择性：膜电位的产生不是电子的得失。其它离子不能进入晶格产生交换。当

溶液中 Na+浓度比 H+浓度高 1015倍时，两者才产生相同的电位。

（6）酸差：测定溶液酸度太大（pH＜1）时，电位值偏离线性关系，产生误差，测得

pH偏高。

（7）碱差或钠差：pH＞12（9）产生误差，主要是 Na+参与相界面上的交换所致，测得

pH偏低。所以，一般适用于 pH1~10。
（8）优点：不受溶液中氧化剂、还原剂、颜色及沉淀的影响，不易中毒。

（9）缺点：电极内阻很高，需电子放大；电阻随温度变化，一般适用于 5~60℃。

（10）使用注意事项——5条——理解，实训……………………………
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授课日期 2025 年 10 月 13 日 教案编号 07

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 3章 电位分析法 §3-2 直接电位法

授课学时 2 节（√ ）；3节（ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知 识 目 标

1．理解测定溶液离子活（浓）度的基本原理；

2．掌握溶液中离子浓度的常用定量方法；

3．理解总离子强度调节缓冲剂的组成及其作用。

二、能 力（技 能）目 标

1．掌握用标准曲线法和标准加入法测定溶液中离子浓度的定量方法；

2．了解离子计的结构原理，掌握离子计的使用和日常维护保养方法。

学习重点 测定溶液离子浓度的基本原理；离子计的使用方法。

学习难点 测定溶液离子浓度的基本原理；离子计的使用方法。

教学方法 讲授（ √）；引探法（ √ ）；课堂练习（√ ）；示教（ ）；其它（ ）

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学安排
直接电位分析法测定 pH 值（1 课时）；

直接电位分析法测定离子活（浓）度（1课时）

思 考 题 3-2 直接电位法习题

作 业 无

思政

电位分析法的发展体现了人类对自然界的探索精神。从最初的金属接触电位的发

现，到液接电位的理解，再到 Nernst 方程的提出，每一步都是科学探索的成果。

这可以激励学生勇于探索未知，追求真理。

电位分析法在环境监测、食品安全等领域的应用，体现了科学分析技术在环境保护

和公共安全中的重要角色。这可以培养学生的环保意识和对社会责任的认识。

教学后记 进度与教学日历一致，总体难度不大。
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[组织教学] 清点人数

[回顾与引入]
上期考试情况与分析——实际、全面、态度；本期内容多，复杂，努力面对学习、双选

和技术等级证书考试等。

第三章 电位分析法
§3-2 直接电位法

一、直接电位法测定 pH
1．测定原理

以 pH玻璃电极作指示电极，饱和甘汞电极作参比电极，与待测溶液组成工作电池，用

精密毫伏计测量电池的电动势。

电池为：pH玻璃电极 | 试液 || 饱和甘汞电极

25℃时，E = φSCE - φ玻璃 + φ液接

= φSCE - K 玻璃 + 0.0592 pH 试液 + φ液接

= K’ + 0.0592 pH 试液 （公式一）

式中，K’在一定条件下是常数，包括外参比电极电位、内参比电极电位、不对称电位和

液接电位。可见电池电动势 E在一定条件下与溶液的 pH成线性关系，据此可进行溶液 pH
的测定。

另外，也可以使用 E-209-C9复合电极与待测溶液组成工作电池进行测量。该复合电极

是 pH玻璃电极和银-氯化银电极组合在一起的塑料壳可充式复合电极，使用更方便。

2．溶液 pH的比较法测定——pH实用定义（pH标度）

由于公式一中 K’是一个很复杂的项目，是不固定的常数，很难通过计算得到。因此实

际工作中不可能直接计算 pH，而是普遍采用已知 pH的标准缓冲溶液在酸度计上进行校正。

通过分别测定标准缓冲溶液和试液所分别组成的工作电池的电动势来确定试液的 pH。即先

测定已知 pHs标准缓冲溶液的电动势 Es，然后再测定试液（pHx）的电动势 Ex。若测量 Ex
和 Es时的条件不变，采用同一对电极，则 Kx’= Ks’，根据（公式一）可得：

25℃时，pHx = pHs + （Ex‐Es）/0.0592 （公式二）

这就是 pH实用定义或 pH标度。由公式二可知：

（1）Ex‐Es与 pHx‐pHs成线性关系，在 25℃时直线的斜率为 0.0592，或称玻璃电

极转换系数。直线斜率是温度的函数，为保证在不同温度下测量精度符合要求，在测量中要

进行温度补偿，酸度计设有此功能。

（2）pHx与 pHs相差 1个 pH单位时，Ex与 Es相差 0.0592V，酸度计即按此间隔进行

分度。

（3）pH直读

根据 pH操作定义，测定溶液 pH时，必须先用已知 pH的标准缓冲溶液在酸度计上进

行校正，然后直接读取溶液的 pH。
校正酸度计的方法一般有“一点校正法”和“二点校正法”两种。

如果使用不带“斜率”调节器的酸度计，GB 9724-88 规定，应采用“一点校正法”。对

于精密的 pH 测定，应用“二点校正法”，就是先用一种接近 pH7 的标准缓冲溶液“定位”，

再用另一种接近待测溶液 pH 的标准缓冲溶液调节“斜率”调节器，此时不要动“定位调节

器”，使仪器显示值与第二种 pH 标准缓冲溶液的 pH 相同。

由于公式二是在假设 Kx’= Ks’条件下得出的，而在实际测量过程中，往往因为某些因素

的改变，导致 K’值发生变化，因而带来误差。为此，测量过程应保持溶液的温度恒定，并

选用 pH 与待测溶液 pH 相近的标准缓冲溶液（GB 规定，pHs 与 pHx 相差应在 3 个 pH 单位以

内）。

3．pH 标准缓冲溶液

定义：具有准确 pH 的缓冲溶液。作用：作为 pH 测定的基准。

pH 工作基准：七种六类，按 GB11076-89 配置。其 pH 随温度变化而改变，可查表使用

——表 1-4。

实验室常用标准缓冲物质：苯二甲酸氢钾（25℃时，pH =4.00）、混合磷酸盐（6.86）

及四硼酸钠（9.18）。市售“成套 pH 缓冲剂”使用方便，按说明溶解、稀释即可。
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注意：实验用水应符合 GB668-92 中三级水的规格；配好后应贮存于玻璃或聚乙烯试剂

瓶中，防止空气中 CO2进入；一般可保存 2~3个月，若有浑浊现象，不能再用。

4．测量仪器及使用方法

（1）测量仪器

电位法测定溶液 pH 的仪器称为酸度计或 pH 计。酸度计是一种高阻抗的电子管或晶体管

式的直流毫伏计，既可用于测量水溶液的酸度，又可用作毫伏计测量电池电动势。

酸度计分为普通型、精密型和工业型 3类。读数值精度为 0.1~0.001pH。
实验室用酸度计型号很多，但其构造一般均由两部分组成，即电极系统和高阻抗毫伏计。

电极与待测溶液组成原电池，以毫伏计测量电极间电位差，电位差经放大电路放大后，由电

流表或数码管显示。目前应用较广的是数显式的 pHS-3 系列的精密酸度计。

（2）pHS-3F 型酸度计的主要部件、调节钮、开关和使用方法——CAI

（3）离子计：离子选择性电极法测量离子活（浓）度（pX、pH）和电池电动势。电位

测量精度高于一般的酸度计，稳定性好。国产型号较多，如 821、PXD-12 等——实训

[巩固]
1．掌握 pH玻璃电极的结构、原理、特点和使用；pH测定原理和方法。

2．阅读理解 pHS-3F 型精密酸度计和 PXD-12 型数字式离子计使用方法。

二、离子活（浓）度的电位法测定
1．测定原理——与 pH 测定类似

图例：SCE||试液（aF—=x）|F
—
选择性电极

25℃，E = K’- 0.0592lgaF— = K’+ 0.0592pF

将离子选择性电极（指示电极）和参比电极插入试液可以组成测定各种离子活度的电池，

电池电动势为：
ianF

RTkE lg303.2'

离子选择性电极作正极时，对阳离子响应的电极，取正号；对阴离子响应的电极，取负

号。

同理，K’也是需用已知 ai 的标准活度溶液比较 E 而得的复杂参数。但是目前标准活度

溶液很少（Cl
—
、Na

+
、Ca

2+
、F

—
），在要求不高时，γi 不变，ci 代替 ai。

2．离子选择性电极测定离子浓度的条件——保持溶液中γi，I 不变

ai=γici，γi——I（离子强度）——ci、i 电荷数

方法：在试液或标液中，加入相同量的惰性电解质（离子强度调节剂）或总离子强度调

节缓冲溶液（Totle Ionic Strength Adjustment Buffer，简称 TISAB）。

TISAB 的作用：①保持较大且相对稳定的离子强度，使活度系数恒定；②维持溶液在适

宜的 pH 范围内，满足离子电极的要求；③掩蔽干扰离子。

e.g 测 F-过程所使用的 TISAB 典型组成……

3．定量分析方法

(1)标准曲线法——与 UVS 类似

测定方法：用测定离子的纯物质配制一系列不同浓度的标准溶液，并用 TISAB 保持溶液

的离子强度相对稳定，分别测定各溶液的电位值，并绘制 E - lgci 关系曲线。同法测定试

液 Ex，查图得 lgcx，cx。使用注意：

① 离子活度系数保持不变时，膜电位才与 logci 呈线性关系。

② 绘图时，E有正负，直线不一定过零点。一般选择±lgci 对应±离子和μg/L、mol/L。

③ K’——T、搅拌、Ej 等，易平移，需校正。

④ 更换试剂或条件不稳定时，应重绘。

⑤ 该法适于大批同类试样的测定。对于要求不高的少数试样，也可用比较法测定：

21

21

lglg
)(lglg

cc
EES

S
EE

cc sx
sx 





 ，

阴

阳

电极斜率………………

(2)标准加入法——计算法

设某一试液体积为 Vx，其待测阳离子的浓度为 cx，测定的工作电池电动势为 E1，则：
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)lg(303.2
111 xcx

nF
RTKE 

式中：χ1为游离态待测离子占总浓度的分数；γ1是活度系数。

往试液中准确加入一小体积 Vs(大约为 Vx 的 1/100)的用待测离子的纯物质配制的标准

溶液，浓度为 cs(约为 cx 的 100 倍)。由于 Vx＞＞Vs，可认为溶液体积基本不变。浓度增量

为：⊿c = cs Vs / Vx。

再次测定工作电池的电动势为 E2：
)lg(303.2

22222 cxcx
nF
RTKE x  

可以认为γ2≈γ1，χ2≈χ1。则：

)1lg(303.2
12

xc
c

nF
RTEEE 



1/ )110(

)1lg(;303.2

 




sE
x

x

cc
c
cSE

nF
RTS 则：令：

特点：简便、准确，适于组成复杂的个别试样的测定。应用时注意△E 取+，在同条件

下测定 S：测 Ex 后将溶液稀释 1 倍测 Ex’， 2lg
' xx EE

S



。

e.g1-2——读，理解。

（3）格氏作图法——多次标准加入法（自学了解）

（4）浓度直读法——与 pH 直读类似，校正离子计→pX→cx

三、测量仪器及使用方法
1．离子计+电极对+电磁搅拌器→E、pX，精度、稳定性高。

2．PXD-12 型数字离子计的使用——指导书……

四、影响测量结果准确度的因素
1．测量温度：影响主要表现在对电极的标准电极电位、直线的斜率和离子活度的影响

上，有的仪器可同时对前两项进行校正，但多数仅对斜率进行校正。温度的波动可以使离子

活度变化而影响电位测定的准确性。在测量过程中应尽量保持温度恒定。

2．电位测量误差：当电位读数误差（△E）为 1mV时，对于一价离子，由此引起结果

的相对误差（=0.039n△E）为 3.9%，对于二价离子，则为 7.8%。故电位分析多用于测定低

价离子。要求仪器精度高，△E=0.1~0.01mV。
3．线性范围：一般在 10

-1
～10

-6
mol/L。

4．迟滞效应（电极存储效应）和电位平衡时间：平衡时间越短越好。测量时可通过搅

拌使待测离子快速扩散到电极敏感膜，以缩短平衡时间。测量不同浓度试液时，应由低到高

测量。测量前应清洗电极至空白值。

5．溶液特性：溶液的总离子强度保持恒定。溶液的 pH 应满足电极的要求，避免对电极

敏感膜造成腐蚀。干扰离子的影响表现在两方面：一是能使电极产生一定响应（正误差），

二是干扰离子与待测离子发生络合或沉淀反应（负误差）。

五、应用——表 1-5，阅读了解

[巩固]
1．掌握直接电位法测定离子浓度的条件、原理、主要方法、仪器和影响因素；

2．实训与练习——巩固。
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授课日期 2025 年 10 月 20 日 教案编号 08

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 3章 电位分析法 §3-3 电位滴定法

授课学时 2 节（√ ）；3节（ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知 识 目 标

1．理解电位滴定法的基本原理，了解其方法特点和应用。

2．掌握电位滴定法的终点确定方法(E–V 曲线法、△E/△V–V 曲线法、二阶微商

法)

二、能 力（技 能）目 标

1．掌握电位滴定法的基本仪器装置和电极选择方法。

2．了解自动电位滴定仪的结构原理和应用特点，掌握其使用方法。

学习重点
电位滴定法的仪器装置；电位滴定法的终点确定的三种方法及特点；利用二阶微商

法进行滴定终点消耗体积的计算。

学习难点
电位滴定法的终点确定的三种方法及特点；利用二阶微商法进行滴定终点消耗体积

的计算。

教学方法 讲授（ √）；讨论法（ √）；训练结合（√ ）；操作演示（ √）； 其它（ ）

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学安排 基本原理（1课时）；滴定终点的确定方法及实例分析（1 课时）

思 考 题 3-3 电位滴定法习题

作 业 无

思政

电位分析法要求精确的测量和严谨的操作，这体现了精益求精的工匠精神。通过学

习电位分析法，学生可以培养对工作的严谨态度和追求卓越的精神。

电位分析法是一种国际通用的分析方法，其发展和应用展示了全球科学共同体的智

慧。同时，中国在电位分析法领域的研究成果也是民族自信的体现，可以增强学生

的民族自豪感和国际视野。

教学后记 进度与教学日历一致，终点体积的计算有点难度。
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[组织教学]

[复习与引入]
1．提问：直接电位法→原电池→E→ai（ci）；TISAB，定量方法和仪器。

2．电位滴定法——滴定过程中△φi→e.p。

[讲授新课]

第三章 电位分析法
§3-3 电位滴定法

一、基本原理
电极对+试液→滴定→△φi→Ve.p→

ci

1．区别于直接电位法

定量参数不同：E、△E-Ve.p，使φ不

对称、φj减小。

2．区别于化学分析法

终点指示方法不同：指示剂-△E。因

此，电位滴定法能用于浑浊、有色、无合

适指示剂（滴定突跃小）的滴定分析，并能自动、连续滴定。

二、电位滴定装置——图 1-20
1．滴定管 常、微量——cx。

2．电极 参比电极常用 SCE；

酸碱滴定、沉淀滴定、氧化还原滴定及配位滴定等不同类型的滴定需选用不同的指示电

极，下表 1-7 列出了各类滴定常用的电极，供参考。实际工作中，应使用产品分析标准规定

的指示电极和参比电极。

3．高阻抗毫伏计和电磁搅拌器 酸度计、离子计、电位滴定仪

三、滴定终点的确定方法
1．电位滴定实验方法

（1）准备 试液；组装仪器；读取试液的初始电位值（停止搅拌）。

（2）开始滴定 每滴加一次滴定剂，平衡后测量电动势。

滴 定 类 型

电 极 系 统

指示电极 参比电极

酸碱滴定（水溶液中） 玻璃电极或锑电极 饱和甘汞电极

氧化还原滴定 铂电极 饱和甘汞电极

银量法 银电极 饱和甘汞电极（双盐桥型）

EDTA 配位滴定

金属基电极

离 子 选 择 性 电 极

Hg/Hg-EDTA

饱和甘汞电极

滴定过程的关键是确定滴定反应的化学计量点时所消耗的滴定剂的体积。首先需要快速

滴定寻找化学计量点所在的大致范围。

正式滴定时，滴定突跃范围前后每次加入的滴定剂体积可以较大（5mL），突跃范围内每

次滴加体积应控制在 0.1mL。

（3）记录 每次滴定时的滴定剂用量（V）和相应的电动势数值（E）或 pH，作图得到
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滴定曲线，并将滴定曲线突跃上的拐点作为滴定终点，该点与化学计量点非常接近。

e.g 表 1-7——理解数据处理方法……………………………………………

滴入的 AgNO3体积(mL) 测量电位 E(V) ΔE/ΔV Δ
2E/ΔV2

24.00 0.174

0.09

24.10 0.183 0.2

0.11

24.20 0.194 2.8

0.39

24.30 0.233 4.4

0.83

24.40 0.316 -5.9

0.24

24.50 0.340 -1.3

0.11

24.60 0.351 -0.4

0.07

24.70 0.358

2.电位滴定终点的确定方法

（1）E-V 曲线法：如图（a）。拐点→Vep，简单，但准确性稍差。适于滴定曲线对称的

情况。

（2）ΔE/ΔV-V 曲线法（一阶微商法）：如图（b）。ΔE/ΔV 近似为电位对滴定剂体积

的一阶微商，由电位改变量与滴定剂体积增量之比计算之。该曲线上存在着极值点（外推）

对应着 E-V 曲线中的拐点。准确，但麻烦。

（3）Δ
2
E/ΔV2 - V 曲线法（二阶微商法）：

Δ
2
E/ΔV2表示 E-V 曲线的二阶微商，一阶微商的极值点对应于二阶微商等于零处。如

图（c），曲线最高点与最低点的连线与横轴的交点即 Vep。

Δ2E/ΔV2值由下式计算： V
V
E

V
E

V
E











 12

2

2 )()(

例：用 0.1000mol/LAgNO3标准溶液滴定含 Cl-试液，得到的原始数据如下（电位突越时

的部分数据）。

滴加体积(mL) 24.00 24.20 24.30 24.40 24.50 24.60 24.70

电位 E(V) 0.183 0.194 0.233 0.316 0.340 0.351 0.358

解：将原始数据按二级微商法处理，表中的一级微商和二级微商由后项减前项比体积差

得到，例：
9.5

35.2445.24
88.024.0

83.0
30.2440.24
233.0316.0

2

2

















V
E
V
E

二级微商等于零时所对应的体积值应在 24.30～24.40mL 之间，准确值可以由内插法计

算出：
mL34.24

9.54.4
4.4)30.2440.24(30.24 


终点V

GB9725-88 规定用二级微商计算法确定滴定终点体积。

四、自动电位滴定法——以仪器代替人工
（1）自动电位滴定终点的确定方式
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① 滴速恒定，自动记录 E~V，按前法确定 Vep；
② E与预设 Eep比较，用信号差控制滴定，到 ep自动停止滴定，读 Vep；
③ 用 cmp 处Δ2E/ΔV2由大变小，自动停止滴定，读 Vep。
（2）自动电位滴定仪简介——图 1-24

自动电位滴定仪型号甚多，一般分为两大类，一类是利用仪器自动控制滴定终点，另一

类是利用仪器自动控制加入滴定剂，并自动记录滴定曲线。目前使用较多的国产 ZD-2（3、

4）型自动电位滴定仪属于前一种类型。

ZD-2 型自动电位滴定仪器由“ZD-2 型电位滴定计”和“DZ-1 型滴定装置”两大部件组

成，前者还可以单独作酸度计使用。

ZD-2 型自动电位滴定仪是根据“终点电位补偿”的原理设计的。

五、电位滴定法的特点和应用——表 1-9（读）

[巩固]
1．以实例掌握电位滴定法原理、方法比较、仪器、数据处理和应用；

2．实训与练习——巩固。
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授课日期 2025 年 10 月 24 日至 10 月 27 日 教案编号 09

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 4章 原子吸收光谱法§4-1、2 原子吸收光谱法概述及基本原理

授课学时 2 节（√ ）；3节（ ）；其它（ 4节 ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1．了解原子吸收光谱法的产生、分析过程、特点和应用范围。

2.理解基态和激发态、共振吸收线和共振发射线的概念，了解原子吸收光谱轮廓和

变宽因素。

二、技能（能力）目标

掌握原子吸收光谱法的基本原理，能运用原子吸收值与待测元素浓度的定量关系。

学习重点
原子吸收光谱分析过程、特点和应用范围；基态和激发态、共振吸收线和共振发射

线的概念；原子吸收分光光度法基本原理；原子吸收值与待测元素浓度的定量关系。

学习难点
基态和激发态、共振吸收线和共振发射线的概念；原子吸收分光光度法基本原理；

原子吸收光谱轮廓和变宽因素。

能力训练

方式方法

1．讲述与启发提问法

2．融通学习法

3．仿真操作演示

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

参考资料

1．中华人民共和国国家标准 GB9724-88，GB9775-88，GB11076-89，GB/T14666-93
2．陈培榕、邓勃主编，现代仪器分析实验与技术，北京：清华大学出版社，1999
3．梁述忠主编，仪器分析，北京：化学工业出版社，1998
4．刘珍主编，化验员读本，北京：化学工业出版社，1998

教学安排 原子吸收光谱法概述（1 课时）；基本原理（1课时）

思 考 题 4-1、4-2 习题

作 业 P163，思考与练习。

思政

原子吸收光谱法的应用范围广泛，包括地质、冶金、机械、化工、农业、食品、轻

工、生物医药、环境保护等，这些应用展示了科学技术对社会的巨大推动作用，鼓

励学生关注科技进步与社会发展的关系，增强社会责任感。

原子吸收光谱法的发展历史展示了科学家们对未知领域的探索精神，这些科学探索

的故事可以激励学生勇于探索、追求真理。

教学后记 进度与教学日历一致，基本原理难度稍大。
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[组织教学]

[引入]
1．提问：仪器分析的分类？

2．吸收光谱法——UVS、AAS——A=εbc——元素分析。

[讲授新课]

第 4章 原子吸收光谱法（AAS）
§4-1 概述

一、原子吸收光谱的发现和发展
1．AAS定义 当光源发出的特定辐射（通常是待测元素的特征谱线）通过待测元素的

原子蒸气时，会被蒸气相中待测元素的基态原子所吸收，测量吸收的程度可进行元素定量分

析。

2．1859年基尔霍夫解释太阳光谱中暗线而发现→1955，A.Walsh发表论文→仪器→应

用，快速发展。

二、AAS 分析过程——图 4-1
1．描述

2．AAS 与 UVS 的基

本原理相同，但在吸光物

质的状态（基态原子蒸气、

分子或离子）和光谱外貌

（线状、带状）是不同的。

三、AAS 特点
1．灵敏度高 绝对检

出极限达 10-6（FAAS），
10-10~10-14（GFAAS）g；

2．准确度高 相对误差＜1%，3~5%；

3．选择性好、简便、分析速度快；

4．用途广泛 能测定 70多种金属元素，间接测定非金属元素和有机物。

5．样品用量少 GFAAS仅需 1~50μL，0.1~10mg。
局限性：测定每种元素均需更换相应的光源灯，不利于同时进行多元素的分析；对特征

谱线处于远紫外区的元素测定有困难，对某些元素（如钍、锆、钨、硼等）的测定，灵敏度

较低；对于成分复杂的试样，干扰很严重。

§4-2基本原理
一、共振线和吸收线——元素的特征谱线
1．原子的能级与跃迁

基态第一激发态，吸收一定频率的辐射能量，产生共振吸收线（简称共振线）——吸

收光谱；

激发态基态，发射出一定频率的辐射，产生共振发射线（也简称共振线）——发射光

谱。

2．元素的特征谱线

（1）各种元素的原子结构和外层电子排布不同，跃迁吸收能量不同，具有特征性，特

征谱线。

（2）各种元素的基态第一激发态跃迁最易发生，吸收最强，最灵敏线。

（3）利用特征谱线可以进行定量分析，分析线。阅读理解…………………

二、谱线轮廓与谱线变宽
1．吸收峰形状——图 4-2
原子结构比分子结构简单，理论上应产生线状光谱吸

收线，实际上用特征吸收频率左右的辐射光照射时，获得

一峰形吸收，具有一定宽度。

由 It=I0e-Kvb ，透射光强度 It和吸收系数 K与辐射频

光 电 倍

增 管
单色器 测量系统

光源

火焰

原子化器

样品

光源 原子化器
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率有关，K是的函数。

表征吸收线轮廓（峰）的参数：

（1）中心频率0（峰值频率）或中心波长λ（nm） 峰值吸收系数 K0对应的频率或波

长。

（2）半宽度 Δ，10-3~10-2nm。钨丝灯光源和氘灯，经分光后，光谱通带 0.2nm。

2．吸收峰变宽原因——原子本性和外界因素→Δ，K0

（1）照射光具有一定的宽度（自然宽度）ΔN 没有外界影响，谱线仍有一定的宽度。

与激发态原子的平均寿命（10-8~10-5s）有关，平均寿命越长，谱线宽度越窄。不同谱线有不

同的自然宽度，多数情况下约为 10-5nm。

（2）多普勒变宽（热、温度变宽）ΔD 由于辐射原子处于无规则的热运动状态，因

此，辐射原子可以看作运动的波源。这一不规则的热运动与观测器两者间形成相对位移运动，

从而发生多普勒效应，使谱线变宽。一般可达 10-3nm，是谱线变宽的主要因素。

（3）压力变宽 由于辐射原子与其它粒子（分子、原子、离子和电子等）间的相互作

用而产生的谱线变宽，通常随压力增大而增大。

凡是同种粒子碰撞引起的变宽叫 Holtzmark（赫尔兹马克，碰撞变宽）变宽；凡是由异

种粒子引起的变宽叫 Lorentz（劳伦兹）变宽。

Stark 变宽（场变宽）、 Zeeman变宽（磁场影响）：在外电场或磁场作用下，能引起能

级的分裂，从而导致谱线变宽，这种变宽称为场致变宽。

三、原子蒸气中基态与激发态原子的分配
讨论基态原子数 N0与原子化温度的关系——原子吸收光谱是利用待测元素的原子蒸气

中基态原子与共振线吸收之间的关系来测定的。需要考虑原子化过程中，原子蒸气中基态原

子与待测元素原子总数之间的定量关系。

在通常的原子吸收测定条件下，原子蒸气中 N0近似等于总原子数。在原子蒸气中（包

括被测元素原子），可能会有基态与激发态存在。根据热力学的原理，在一定温度下达到热

平衡时，基态与激发态的原子数的比例遵循 Boltzman分布定律：Nj/ N0 = gj / g0 exp(- Ej / kT)
从上式可知，温度越高，Nj / N0越大，即激发态原子数随温度升高而增加，而且按指数

关系变化；在相同温度条件下，激发能越小，吸收线波长越长，Nj /N0越大。尽管如此，但

是在原子吸收光谱中，原子化温度一般小于 3000K，大多数元素的最强共振线都低于 600nm，

Nj/ N0绝大部分在 10-3以下，小于 1‰，Nj可以忽略。因此，N0可以近似等于总原子数 N。
四、原子吸收值与待测元素浓度的定量关系
1．积分吸收和峰值吸收

（1）积分吸收

在吸收线轮廓内，吸收系数的积分，表示吸收的全部能量。从理论上可以得出，积分吸

收与原子蒸气中吸收辐射的原子数成正比，数学表达式为：
0

2

N
mc
edvKv








这是原子吸收光谱分析法的重要理论依据。若能测定积分吸收，则可求出原子浓度。但

是，测定谱线宽度仅为 10-3nm的积分吸收，需要分辨率非常高的色散仪器。

（2）峰值吸收

目前，一般采用测量峰值吸收系数 K0的方法代替测量积分吸收系数。如果采用发射线

半宽度比吸收线半宽度小得多的锐线光源，并且发射线的中心与吸收线中心一致，如图 4-3。
这样就不需要用高分辨率的单色器，而只要将其与其它谱线分离，就能测出 K0。

在一般的原子吸收测量条件下，原子吸收轮廓取决于 Doppler宽度，通过运算可得 K0 =
2/△D(ln2/)1/2 e2N0ƒ/mc。可知，K0与原子浓度成正比，只要能测出 K0，就可得出 N0。

以上是 1955年，A.Walsh解决的问题。

（3）锐线光源 如空心阴极灯。

在使用锐线光源时，光源发射线半宽度很小，并且发射线与吸收线的中心频率一致。这

时发射线的轮廓可看作一个很窄的矩形，即峰值吸收系数 K0 在此轮廓内不随频率而改变，

吸收只限于发射线轮廓内。这样，一定的 K0即可测出一定的原子浓度。

2．定量基础 图 4-3
朗伯-比耳定律：I=I0e-Kvb，
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当使用锐线光源时，可用 K0代替 Kv，则：I=I0e- K0b，
又，A=lgI0/I，所以，A=0.434K0b（b为火焰缝长），

稳定实验条件下：N0∝N∝c，所以：A=K' c。
[巩固]

1．讨论 AAS 与 UVS 的区别与联系。

2．理解共振线、峰值吸收和定量依据。
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授课日期 2025 年 11 月 3 日 教案编号 10

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 4章 原子吸收光谱法§4-3 原子吸收分光光度计

授课学时 2 节（√ ）；3节（ ）；其它（ ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1．掌握原子吸收分光光度计的基本组成，理解空心阴极灯、火焰原子化器、分光

系统和检测系统的工作原理和工作条件。

2．了解常用原子吸收分光光度计的类型、主要性能和一般使用维护方法。

二、技能（能力）目标

学会常用单道单光束原子吸收光谱仪的使用方法、日常维护保养方法和安全防护。

学习重点
原子吸收分光光度计的基本组成部分；常用原子吸收分光光度计的类型和主要性

能，单道单光束仪器的使用方法。

学习难点
空心阴极灯、火焰原子化器和单色器的工作原理，其工作条件；常用原子吸收分光

光度计的类型和主要性能，单道单光束仪器的使用方法。

能力训练

方式方法

1．融通学习法

2．仿真操作演示

3．讨论法

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学安排
原子吸收分光光度计的主要部件及使用（1课时）；

原子吸收分光光度计的主要类型及维护 1课时）

思 考 题 4-3 原子吸收分光光度计

作 业
P163，思考与练习。P184，思考与练习。预习§4-4（上）；原子吸收分光光度计典型

流程及安全防护的演示教学；实验 4.6.1-原子吸收分光光度计的基本操作-空心阴极

灯的安装和火焰原子吸收法最佳实验条件的选择。

思政

AAS 的发明和技术突破，如石墨炉技术、氢化物发生器的出现，体现了科技创新的

重要性。这些技术的发展极大地提高了 AAS 的灵敏度和应用范围，可以培养学生的

创新意识和科学严谨态度。

教学后记 进度与教学日历一致，难度适中。
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[组织教学]

[复习]
1．提问：AAS定义，AAS与 UVS的区别，测量原理？

2．分析流程——

[讲授新课]

第 4 章 原子吸收光谱法（AAS）
§4-3 原子吸收分光光度计

一、原子吸收光谱仪的主要部件——图 4-4

流程——四部分——

原子吸收分光光度计与紫外可见分光光度计的不同：

（1）锐线光源；

（2）分光系统在火焰与检测器之间，吸收

之后。

1．光源

作用：提供待测元素的特征光谱，获得较高

的灵敏度和准确度。

要求：能发射待测元素的共振线；能发射锐线；辐射光强度大，稳定性好。

（1）空心阴极灯——使用最广的元素灯

① 结构——如图 4-4

② 工作原理 施加适当电压时，电子将从空心阴极内壁流

向阳极；与充入的惰性气体碰撞而使之电离，产生正电荷，其在

电场作用下，向阴极内壁猛烈轰击；使阴极表面的金属原子溅射

出来，溅射出来的金属原子再与电子、惰性气体原子及离子发生撞碰而被激发，于是阴极内

辉光中便出现了阴极物质和内充惰性气体的光谱。用不同待测元素作阴极材料，可制成相应

空心阴极灯（单、多）。

③ 空心阴极灯的辐射强度与灯的工作电流有关。脉冲供电方式。

④ 优缺点和使用注意事项 辐射光强度大，稳定，谱线窄，灯容易更换；每测一种元

素需更换相应的灯。P172，维护。

（2）无极放电灯 图 4-5，微波激发，发射强度比空心阴极灯大 100~1000倍，适于难

激发的 As、Se、Sn等测定，18种。

2．原子化系统——关键

作用：将试样中元素转变成原子蒸气。

原子化方法：火焰法与无火焰法（电热高温石墨管，氢化物原子化法）。

（1）火焰原子化装置——图 4-6

① 组成

雾化器：将试液雾化，目前较好的是同心气动型雾

化器，其雾化效率为 10~30%。负压原理。

预混合室（雾化室）：进一步细化雾滴，并使之与燃

料气均匀混合后进入火焰。要求“记忆效应”小，废液排出管要加以水封，防止回火！

燃烧器：形成火焰，使试样气化而解离，一般用 SS，长狭缝型。燃烧器高度（观测高

度）的选择目的是使来自空心阴极灯的光束通过自由原子浓度最大的火焰区。

② 火焰种类及气源设备——表 4-2

常见火焰类型 最高温度/K 用途

空气-乙炔 2600
用途最广，可用于 35 种以上元素测定，但对于

Al、Ta、Ti、Zr 等不宜使用

N2O-乙炔 3300
可形成强还原气氛，能用于 Al、B、Be、Ti、W、

V、Ta、Zr、Si 等元素测定，其安全性须注意

乙炔钢瓶使用注意，乙炔管道禁止使用铜材；N2O 有毒易爆，点燃和熄灭应采用过渡法；

file:///F:/现代仪器分析课程教学/现代仪器分析教学课件/6原子吸收光谱法课/3原子吸收光谱仪/JA07_02_01.ppt
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Air……

③ 火焰原子化过程 图 4-7，试样雾滴在火焰中，经蒸发，干燥，离解（还原）等过

程产生大量基态原子，复杂，需控制测量条件。

④ 特点：简便、重现、灵敏度较高，应用广。主要缺点：雾化效率和原子化效率低，

不能直接分析固体样品。阅读理解…………………………………

（2）石墨炉原子化装置简介——图 4-10

① 结构 外气路中 Ar 气体沿石墨管外壁流动，冷却保护石墨管；内气路中 Ar 气体由

管两端流向管中心，从中心孔流出，用来保护原子不被氧化，同时排除干燥和灰化过程中产

生的蒸汽。

② 原子化过程 分为干燥、灰化（去除基体）、原子化、净化（去除残渣）四个阶段，

待测元素在高温下生成基态原子。

③ 特点 优点：原子化程度高，试样用量少（1~100μL），可直接测固体及粘稠试样，

灵敏度高（试样完全利用），检测极限 10-12g，适于难熔元素测定。

缺点：精密度差（试样组成不均匀），测定速度慢，干扰和背景大（需校正），操作不够

简便，装置复杂。

（3）低温（化学）原子化法简介 其原子化温度为室温至摄氏数百度。

① 汞低温原子化法 汞在室温下，有一定的蒸气压，沸点为 357C。只要对试样进行

化学预处理还原（SnCl2）出汞原子，由载气（Ar或 N2）将汞蒸气送入吸收池内测定。

② 氢化物原子化法 适用于 Ge、Sn、Pb、As、Sb、Bi、Se 和 Te 等元素。在一定的酸

度下，将被测元素还原成极易挥发与分解的氢化物，如 AsH3、SnH4、BiH3等。这些氢化物经

载气送入石英管后，进行原子化与测定。

3．单色器——将待测元素的共振线与邻近线分开，用狭缝调节，并有一定的集光本领。

（1）组件 色散元件（棱镜、光栅），凹凸镜、入射或出射狭缝等。

（2）单色器性能参数

① 线色散率（D） 两条谱线间的距离与波长差的比值ΔX/Δλ，实际工作中常用其倒数

Δλ/ΔX（nm/mm）。

② 分辨率 仪器分开相邻两条谱线的能力。用该两条谱线的平均波长与其波长差的比

值λ/Δλ表示。

③ 通带宽度（W） 指通过单色器出射狭缝的某标称波长处的辐射范围。当倒线色散

率（D）一定时，可通过选择狭缝宽度（S，mm）来确定，W=DS。
4．检测系统——类似 UVS

（1）检测器——光电倍增管（190~800nm）的结构和原理如下：

分光后的光照射到光敏阴极 K上，轰击出的光电子又射向光敏阴极 1，轰击出更多的光

电子，依次倍增，在最后放出的光电子比最初多到 106倍以上，最大电流可达 10μA，电流

经负载电阻转变为电压信号送入放大器。其重要特性是光谱灵敏度和暗电流，要注意“疲劳

现象”。

（2）放大器 将光电倍增管输出的较弱信号，经电子线路进一步放大。采用交流选频、

相敏放大。

（3）对数变换器 光强度与吸光度之间的转换。

（4）显示、记录 CRT。
二、AAS 的类型和主要性能——类似 UVS

1．单光束型和双光束型 如国产WFD、WYX、361等；国产 320、TAS990等。

2．双道单光束和双道双光束 同时测定二元素，可扣除背景；复杂。

三、AAS 的使用和维护保养——示教和实训

1．以 TAS990型原子吸收分光光度计为例

主要功能和技术参数；火焰法使用方法。

2. 火焰原子吸收分光光度计工作软件的使用方法——读 P173
实训——灯的安装；原子吸收光谱仪的使用

3．使用方法举例——指导书

火焰点燃与熄灭——空气-乙炔火焰操作→检查燃烧器和废液排放管是否安装妥当→开
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启排风装置电源开关，进行室内排风→接通空气压缩机电源，将输出压力调至 0.3MPa→接

通气路电源总开关和“助燃气”开关，调节助燃气稳压阀，使压力表指示为 0.2MPa→打开

乙炔钢瓶总阀，调节乙炔钢瓶减压阀使乙炔表指示为 0.05MPa→按下点火钮（约 4s）左右，

使点火喷口喷出火焰将燃烧器点燃→调节乙炔气流量选择合适的分析火焰→测量完成后，吸

喷几分钟蒸馏水→然后关闭乙炔钢瓶总阀使火焰熄灭，待压力表指针回到零时再旋松针形阀

→关闭助燃气和气路电源总开关→关闭空气压缩机电源并释放剩余气体→最后关闭排风装

置电源。

4．维护 读 P172——总结如下

（1）使用人员必须详细阅读仪器的使用说明书，严格按操作规程进行仪器的安装、调

试、操作和维护；

（2）保证用电、用气的经常检查和安全防护；

（3）定期进行仪器的性能指标检验，发现问题及时维修、处理；

（4）做好大型精密仪器的管理工作。

[巩固]
1．讨论 AAS 与 UVS 仪器结构原理的区别与联系。

2．理解光源和原子化器。
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授课日期 2025 年 11 月 7 日至 2025 年 11 月 10 日 教案编号 11

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 4章 原子吸收光谱法§4-4 原子吸收光谱分析实验技术

授课学时 2 节（ ）；3节（ ）；其它（ 4节 ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1．掌握原子吸收光谱分析的最佳实验条件的选择方法和注意事项。

2．了解物理干扰、化学干扰、光谱干扰、电离干扰等的产生、影响和消除方法。

3．掌握标准曲线法和标准加入法的定量依据、操作方法和典型应用实例。

4．了解原子吸收分析灵敏度、检出限和回收率的概念、表示方法和计算方法。

二、技能（能力）目标

1．学会原子吸收光谱分析的制样和标样配制操作及其规范；

2．学会选择常用原子吸收光谱仪的分析线、灯电流、燃助比、燃烧器高度、狭缝

宽度等测量条件。

3．学会原子吸收光谱定量分析基本操作和工作曲线绘制及其应用技术。

4．学会原子吸收分析的评价方法。

学习重点

原子吸收光谱分析的最佳实验条件(空心阴极灯电流、火焰燃助比、燃烧器高度、

狭缝宽度等)的选择方法；物理干扰、化学干扰、光谱干扰、电离干扰产生原因和

对测定的影响，及其消除方法；标准曲线法和标准加入法的定量依据和方法。

学习难点

物理干扰、化学干扰、光谱干扰、电离干扰产生原因和对测定的影响，及其消除方

法；灵敏度、检出限和回收率的概念、表示和计算方法；火焰原子化器的类型、工

作原理和特点。

能力训练

方式方法
1．融通学习法 2．图片展示法 3．练习与讨论法

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学安排

试样的制备，标准样品溶液的配制（1课时）；

测定条件的选择，干扰及其消除方法（1课时）；

定量方法，灵敏度、检出限（2课时）

思 考 题 4-4 原子吸收光谱分析实验技术习题

作 业
P199，11、12。预习§4-4-2（下）。

P199，13、14。预习实验 4.6.3-标准曲线法测定自来水中镁。

思政

AAS 的应用范围广泛，包括地质、冶金、机械、化工、农业、食品、轻工、生物医

药、环境保护等，这些应用展示了科学技术对社会的巨大推动作用，鼓励学生关注

科技进步与社会发展的关系，增强社会责任感，培养学生严谨的科学态度。

教学后记 进度与教学日历一致，难度适中。
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[组织教学]

[复习]
1．实训理解仪器结构原理和分析流程；2．AAS 实验技术——专业技能。

[讲授新课]

第 4 章 原子吸收光谱法（AAS）
§4-4 原子吸收光谱分析实验技术（上）

一、试样的制备（简介）
1．取样——代表性。注意取样量与待测元素含量、测定方法和精度等有关；防止污染；

样品的存放。

2．样品的预处理——与化学分析要求相同

（1）样品溶解 水、酸、熔融法。

（2）样品的灰化（消化） 除去有机物基体。

① 干法灰化 高温、氧化，不适于易挥发元素（加氧化剂，低温活化）。

② 湿法灰化 升温、酸氧化（HNO3、H2SO4、HClO4），样品损失小，易污染（微波、

溶剂）。

3．待测元素的分离与富集 痕量分析灵敏度↑，萃取、离子交换法。

二、标准样品溶液的配制（简介）
1．标样的组成尽可能与试样接近；

2．用待测元素的盐或高纯金属（4N）丝、片、棒等溶解，稀释制得；

3．c＜0.1mg·mL—1的标准溶液应由储备液在临用时稀释，适当酸度保存，＜1μg·mL
—1的标液不稳定；

4．标准溶液的 c下限取决于检出限，控制 A在 0.2~0.8。
三、测定条件的选择
1．分析线 表 4-6
每种元素的基态原子都有若干条吸收线，为了提高测定灵敏度，一般选待测元素的共振

线作为分析线。测量高浓度或为了消除邻近光谱线的干扰或 Air-C2H2在短波区透过性差等，

也可选次灵敏线。

2．光谱通带（调节狭缝宽度） 表 4-7
单色器的狭缝宽度主要是根据待测元素的谱线结构和所选的吸收线附近是否有非吸收

干扰来选择的。无邻近干扰线（如测碱及碱土金属）时，选较大的通带，反之（如测过渡及

稀土金属），在保证有一定强度的情况下，宜选较小通带。一般在 0.5~4nm之间选择。

合适的狭缝宽度可以通过实验方法确定，具体方法是：逐渐改变单色器的狭缝宽度，使

检测器输出信号最强，即吸光度最大为止。当然也可根据文献资料确定，或根据仪器说明书

上列出的单色器线色散率的倒数，计算出不同的光谱通带所相应的宽度。

3．空心阴极灯工作电流

原则：在保证有稳定和足够的辐射光通量的情况下，尽量选较低的电流。灯上都标明了

最大工作电流，对大多数元素，日常分析的工作电流建议采用额定电流的 40%~60%。对高

熔点的镍、钴、钛等灯电流可以调大些；对低熔点易溅射的铋、钾、钠、铯等，工作电流小

些为宜。

具体通过实验方法作出吸光度-灯电流曲线，选择有最大 A读数时的最小灯电流。空心

阴极灯在 5mA工作电流下，使用寿命可达 1000h。
4．火焰原子化条件

（1）火焰——依据不同试样元素选择不同化学火焰。

① 火焰温度的选择——影响原子化效率

原则：保证待测元素充分离解为基态原子的前提下，尽量采用低温火焰；火焰温度越高，

产生的热激发态原子越多；火焰温度取决于火焰类型，并与燃助比有关，常用空气-乙炔焰。

在火焰中容易生成难解离化合物的元素以及易生成耐热氧化物的元素，应选用高温火焰，而

对于易电离易挥发的碱金属元素，应选用低温火焰。

② 火焰类型的选择 若改变助燃气与燃气的摩尔比（助燃比），可能改变火焰的形状及
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性质。根据火焰的燃助比不同，分为贫燃性火焰（助燃比大于化学计量。温度低，氧化性气

氛，适用于碱金属测定）、富燃性（助燃比小于化学计量。还原性火焰，燃烧不完全，测定

较易形成难熔氧化物的元素Mo、Cr稀土等）和化学计量性火焰（助燃气与燃气按照它们之

间的化学反应计量关系提供。温度高，干扰少，稳定，背景低，常用）。

一般通过实验方法来确定最佳燃助比。方法是：配制一标准溶液喷入火焰，在固定助燃

气流量的条件下，改变燃料气流量，测出吸光度值。A最大时的燃料气流量，即为最佳燃料

气流量。阅读理解………………………………

（2）燃烧器高度（观测高度）

在火焰的不同部位，基态原子密度不同，测定灵敏度不同。为了提高测定灵敏度，应当

使光源发出的光通过火焰中基态原子密度最大区域，火焰比较稳定，干扰少。由于不同性质

的元素在不同火焰区域的原子化效率和自由原子的寿命是不同的，即使对同一元素，在使用

不同的试剂浓度，不同的雾化器和燃烧器时其基态原子的分布密度也是不同的。调节观测高

度时应当通过实验来选择 A最大的位置，一般在燃烧器狭缝口上方 2~5mm 左右。

火 焰 名 称 燃助比（乙炔/空气） 用途

化学计量火焰（中性火焰） 1/4 常用，主要用于 Cu、Pb、Zn、Cd、碱土

富燃火焰（还原性火焰） 1/3 较易形成难熔氧化物的元素，如Mo、Cr、稀土等

贫燃火焰（氧化性火焰） 1/6 不易氧化的元素如 Ag、Cu、Ni、Co等和碱金属

(3)进样量（试液提取量）——影响测定灵敏度。

试液提取量是指单位时间内被吸入原子化器的体积，mL•min-1。试液提取量太小时，火

焰中待测基态原子数较少，A较小，灵敏度低；过大，火焰的热量除了用于分解盐类外，还

要用于蒸发大量水份，降低了火焰温度，使原子化效率下降，灵敏度降低。最佳试液提取量

应使测定灵敏度最高。一般选在 3~6mL•min-1范围。在保持一定的燃助比与一定的总气体流

量的条件下，可通过调节毛细管与喷嘴间的相对位置来改变提取量。

四、干扰及其消除技术——比化学分析、AES 少
1．物理干扰与抑制——非选择性

（1）定义 试样在转移、蒸发过程中物理因素变化引起的干扰效应，主要影响试样喷

入火焰的速度、雾化效率、雾滴大小等（基体效应是试样中与待测元素共存的一种或多种组

分所引起的干扰）。

（2）消除 控制试液与标准溶液的组成尽量一致；标准加入法；稀释法。

2．化学干扰与抑制——选择性，主要干扰源！

（1）定义 待测元素与其它组分之间的化学作用所引起的干扰效应，主要影响待测元

素的原子化效率。

（2）类型（来源） 待测元素与其共存物质作用生成难挥发的化合物，使参与吸收的

基态原子减少。例：钴、硅、硼、钛、铍在火焰中易生成难熔化合物；硫酸盐、硅酸盐与铝

生成难挥发物。

（3）抑制——使用高温火焰或在标准溶液和试液中加入某种光谱化学缓冲剂来抑制或

减少化学干扰。

① 释放剂 与干扰元素生成更稳定化合物而使待测元素释放出来。例：锶和镧（LaCl3）

可有效消除磷酸根对钙的干扰。

② 保护剂 与待测元素形成稳定的络合物，防止干扰物质与其作用。例：加入 EDTA，

生成 EDTA-Ca，避免磷酸根与钙作用。

③ 饱和剂 加入足够的干扰元素，使干扰趋于稳定（即饱和）。例：用 N2O—C2H2火焰

测钛时，在试样和标准溶液中加入 300mg•L
-1
以上的铝盐，使铝对钛的干扰趋于稳定。

其它：GFAAS 加入基体改进剂，化学分离（有机溶剂萃取）等。

3．电离干扰与抑制（有时归入物理或化学干扰）

（1）定义 待测离子发生电离反应，生成离子，不产生吸收，总吸收强度减弱，电离

电位≤6eV 的元素易发生电离，火焰温度越高，干扰越严重，如碱及碱土元素。

（2）消除 加入大量易电离的一种电离缓冲剂以抑制待测元素的电离。例：加入足量

的铯盐，抑制 K、Na 的电离。



揭阳职业技术学院化学工程系教案

- 52 -

4．光谱干扰与抑制

定义：待测元素的共振线与干扰物质谱线分离不完全，主要来自光源和原子化装置。分

为以下两种：

（1）谱线干扰

① 在分析线附近有单色器不能分离的待测元素的邻近线——调小狭缝。

② 空心阴极灯内有单色器不能分离的干扰元素的辐射——换用纯度较高的单元素灯。

③ 灯的辐射中有连续背景辐射——用较小通带或更换灯。

④ 待测元素分析线与另一元素的吸收线十分接近，产生光谱重叠干扰——另选分析线

或用较小的光谱通带。

（2）背景干扰

① 定义 待测元素的基态原子以外的其它物质，对共振线产生吸收而造成的干扰，使

A↑，假吸收。分为——分子吸收：来源于火焰中的氧化物、氢氧化物、金属盐类的分子、

无机酸分子以及火焰气体分子。注意避免使用 H2SO4、H3PO4。

——光散射：是火焰中固体颗粒对入射光的阻挡和散射而造成的假吸收。

② 消除 配制一个组成与试样溶液完全相同的空白溶液来调零；标准加入法或稀释法；

仪器配置氘灯自动扣除背景校正装置（GFAAS 干扰更严重，熟悉背景校正的其它仪器技术）。

[巩固]
讨论 AAS 实验过程的有关技术，熟悉测定条件选择方法和干扰消除方法。

第 4章 原子吸收光谱法（AAS）
§4-4 原子吸收光谱分析实验技术（下）

五、定量方法——直接法

1．标准（工作）曲线法——与 UVS 相类似

（1）原理 先配制一系列标准溶液，与试液在同一条件下依次测定它们的 A，然后绘

制 A~c工作曲线，查出试液的浓度，再通过计算求出试样中待测元素的含量。

（2）特点与注意

① 如果标准溶液与待测试样溶液的基体差别较大，就会引入误差。因此为了消除“基

体效应”，应在实验中保持标准溶液与试液的基体相同。

② 理想的标准曲线应该是一条通过坐标原点的直线，但实际工作中常常出现标准曲线

弯曲的情况，这主要是由于待测元素含量较高时，吸收线产生热变宽和压力变宽，使锐线光

源辐射的共振线的中心波长与共振吸收线的中心波长错位，使 A减少而造成的。为了保证

测定的准确度，在使用标准曲线法时，要注意：

a．所配制的标准溶液及试液的浓度应在吸光度与浓度成线性关系的范围之内，并控制

A在 0.2~0.8之间，以减少测量误差。

b．在整个过程中要吸喷去离子水或空白溶液来校正零点的漂移。

c．由于燃气或空气流量的变化引起吸喷速率变化，会引起测定过程中工作曲线斜率发

生变化。因此在测定过程中，要用标准溶液检查测试条件有无变化，以保证在测定过程中标

准溶液及试样溶液测试条件完全一致。

③ 标准曲线法简便、快速，适于组成较简单的大批样

品分析。

例 4-1——练习与说明……

2．标准加入法

（1）原理 取若干份体积相同的试液（cx），依次按比

例加入不同量的待测物的标准溶液（c0），定容后浓度依次为：

cx（第一份不加待测元素标准溶液），cx+c0，cx+2c0，cx+3c0，
cx+4c0……以空白为参比，在相同测量条件下分别测得吸光

度为：Ax，A1，A2，A3，A4……。以 A对浓度 c做图得工作曲线，并将它外推至浓度轴，图

中浓度轴上的截距，即为未知浓度 cx。
（2）特点与注意

① 标准加入法的最大优点是可以消除基体效应带来的影响，并在一定程度上消除了化
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学干扰和电离干扰，但不能消除背景干扰。因此只有在扣除背景之后，才能得到待测元素的

真实含量，否则将使测量结果偏高。

② 适用于少量样品（基体不明、组成复杂时）的分析。

③ 相应的标准曲线应是一条通过坐标原点的直线，待测组分的浓度应在此线性范围之

内。

④ 待测元素标准加入的浓度应和样品稀释后待测元素规格量的浓度相当（c0接近 cx）。
而且第二份中加入待测元素的浓度应是该元素检出极限的 20倍。

⑤ 为保证得到较准确的外推结果，至少要采用 4点来制作外推曲线。

例 4-2——练习与说明……

3．浓度直读法——仪器自动数据处理技术

4．稀释法——同标准加入法，更简化，计算。

scVA
VAVVAc

xs

ssxsxs
x

)( 
 

5．内标法——加入内标元素 N 于试液中

在标准系列和试液中均加入相同量的 N，定容后在各自波长处测定 A，以 Ax/AN~cx，图

4-39，内插法得 cx。注意内标元素的选择（实验法，表 4-10）和双波道仪器（消除物理干扰

和实验条件的波动）的应用。

间接法：元素灵敏度太低[大于 5μg(ml•1%)-1 ]，无法进行低含量测定。

应用：头发、水、水果、蔬菜中微量元素的测定。阅读理解…………………

六、灵敏度、检出限和回收率——衡量仪器性能指标
1．灵敏度 S——在一定浓度时，测定值（吸光度）的增量（ΔA）与相应的待测元素浓

度（或质量）的增量（Δc或Δm）的比值：

Sc=ΔA/Δc 或 Sm=ΔA/Δm
（1）特征浓度 对应与 1%净吸收（IT -IS）/IT=1/100或对应与 0.0044吸光度的待测元

素浓度（Cc）。FAAS用，也称相对灵敏度。

Cc=0.0044Δc/ΔA，单位：μg(mL•1%)-1。
（2）特征质量 GFAAS用，也称绝对灵敏度。

mc=0.0044Δm/ΔA，单位：g(mL•1%)-1。↘，好。

2．检出（极）限 D——在适当置信度下（考虑噪声），能检测出的待测元素的最小浓度

或最小量。反映仪器的稳定性和基体、溶剂的影响。

用接近于空白的溶液，经若干次（10~20次）重复测定所得吸光度的标准偏差的 3倍求

得：

（1）火焰法 相对检出限 CDL=3Sb/Sc，单位：μgmL-1。

（2）石墨炉法 绝对检出限 mDL=3Sb/Sm，单位：μg。
式中，Sb—标准偏差；Sc（Sm）—待测元素的灵敏度，即工作曲线的斜率。

注意：mx＞D，才能分开待测信号。“未检出”—mx＜D。
3．回收率——评价方法的准确度和可靠性

（1）利用标准物质测定

标样与试样同法处理、同条件下同法测定，回收率=真实值

测定值

。

（2）利用标准加入法测定

先测定试样；再在试样中加入一定量的标准物质，同条件下同法测定，

加标回收率= 标准加入量

未加标样测定值加标样测定值

。→1，越可靠。例 4-3。
[巩固]

1．掌握作图法定量分析规范、应用和评价；

2．课堂练习 P187。
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授课日期 2025 年 11 月 17 日至 2025 年 11 月 21 日 教案编号 12

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 5章 气相色谱法§5-1 方法原理 §5-2 气相色谱仪

授课学时 2 节（ ）；3节（ ）；其它（ 4节 ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1．了解色谱法的由来、发展、分类、方法特点和应用范围。

2．了解气固色谱和气液色谱分离原理。

3．了解气相色谱检测器的种类和性能指标，掌握 TCD和 FID的检测原理、基本构

造、特点、工作条件和日常维护保养。

4．掌握温控系统的作用，了解程序升温方法。

5．了解记录系统或色谱工作站的作用和使用。

二、技能（能力）目标

1．掌握气相色谱流出曲线中关于色谱峰、保留值和分配平衡的常用术语的定义，

并理解其分析意义。

2．初步掌握典型气相色谱仪使用 TCD和 FID的操作方法与日常维护保养。

3．了解记录系统或色谱工作站的使用方法。

学习重点

气相色谱流出曲线常用术语；色谱基本参数的定义；气固色谱和气液色谱分离原理；

气相色谱仪基本组成部分、工作原理和分析流程；气相色谱检测器的种类和性能指

标；色谱柱的类型；气相色谱数据处理机或色谱工作站的作用和使用方法。

学习难点
气固色谱和气液色谱分离原理；气相色谱仪基本组成部分、工作原理和分析流程；

气相色谱检测器的种类和性能指标；气相色谱工作站的作用和使用方法。

能力训练

方式方法
1．讲述与启发提问法 2．仿真操作演示 3．图片演示法

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

参考资料

1．中华人民共和国国家标准 GB9724-88，GB9775-88，GB11076-89，GB/T14666-93
2．陈培榕、邓勃主编，现代仪器分析实验与技术，北京：清华大学出版社，1999
3．梁述忠主编，仪器分析，北京：化学工业出版社，1998
4．刘珍主编，化验员读本，北京：化学工业出版社，1998

教学安排 基本原理（1课时）；气相色谱仪（3课时）

思 考 题 5-1 方法原理 5-2 气相色谱仪 习题

作 业
P213，12。预习§4-2（上）。P241，18、补。预习§5-3、4；实验 5-气相色谱仪的气路

连接、安装和捡漏（4p）、实验 6-热导检测器的使用（4p），二组轮换。

思政
气相色谱法的教学不仅能够传授专业知识，还能够在学生中培养科学精神、社会责

任感和正确的价值观，实现知识传授与价值引领的同频共振。

教学后记 吸附色谱、分配色谱的基本原理难度稍大。



揭阳职业技术学院化学工程系教案

- 55 -

[组织教学]

[引入]
仪器分析法第三类→物理化学中的分配性质→色谱分析法

[讲授新课]

第 5章 气相色谱法（GC）
§5-1 方法原理

一、色谱法概述
1．色谱法由来

俄国植物学家茨维特在 1906 年使用的装置：色谱原型图——

色谱法是一种分离技术，试样混合物的分离过程也就是试样中各组分在称之为色谱分离

柱中的两相间不断进行着的分配过程，其中的一相固定不动，称为固定相；另一相是携带试

样混合物流过此固定相的流体（气体或液体），称为流动相。

当流动相中携带的混合物流经固定相时，其与固定相发生相互作用。由于混合物中各组

分在性质和结构上的差异，与固定相之间产生的作用力的大小、强弱不同，随着流动相的移

动，混合物在两相间经过反复多次的分配平衡，使得各组分被固定相保留的时间不同，从而

按一定次序由固定相中流出。与适当的柱后检测方法结合，实现混合物中各组分的分离与检

测。

两相及两相的相对运动构成了色谱法的基础。

2．分类——表 5-1、2、3

按流动相：液相色谱（LC）；气相色谱（GC）；超临界流体色谱（SFC）。

按固定相形状：柱色谱；平面色谱（纸色谱、薄层色谱）。

按固定相聚集态及利用原理：见下表——

3．气相色谱法的分析流程——图示

GC 分为 GSC 和 GLC。

气相色谱的流动相为气体，即载气，其功能仅是携带试样、洗脱组分。

流动相具有可压缩性，Fc（操作条件下柱内载气的平均流速）需由 Fo （色谱柱出口处

的载气流量，mL/min）校正而得。

1-载气钢瓶；2-减压阀；3-净化干燥管；4-针形阀；5-流量计；6-压力表；7-进样器；

8-色谱柱；9-检测器；10-放大器；11-温度控制器；12-记录仪。

名称 固定相 主要分离原理

LC

液液色谱法 固定液涂渍于载体
分配作用

键合相色谱法 化学键合相

液固色谱法 固体吸附剂 吸附作用
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离子交换色谱法 离子交换剂 离子交换作用

体积排除色谱法 化学惰性的多孔物质 分子筛作用

GC

气液色谱法 固定液涂渍于载体
分配作用

键合相色谱法 化学键合相

气固色谱法 固体吸附剂 吸附作用

4．GC 的特点和应用范围

（1）分离效率高：复杂混合物，有机同系物、异构体。手性异构体。

（2）灵敏度高：可检出μg.g
-1
(10

-6
)级甚至 ng.g

-1
(10

-9
)级的物质量。

（3）分析速度快：一般在几或几十分钟内可以完成一个试样的分析。

（4）应用范围广：适用于沸点低于 400℃的各种有机或无机试样及生物活性物质的分

析。（分析无机物和高沸点有机物困难）

（5）试样用量少

不足：不能直接分析未知物，需已知纯物质对照定性………………………

二、色谱流出曲线常用术语
1．色谱图（色谱流出曲线）

mV~t（V）
2．色谱有关名词术语

（1）基线 当色谱柱后没有组分进入检

测器时，在实验条件下，反映检测器系统电噪

声随时间变化的曲线。稳定的基线是一条直

线。

基线漂移：指基线随时间定向的缓慢变

化。

基线噪声：指由各种因素引起的基线起伏。

（2）色谱峰 当柱后有组分进入检测器时，反映检测器信号随时间变化的曲线。理论

上是对称的。

（3）峰高和峰面积 峰高（h）是指峰顶到基线的距离。峰面积（A）是指每个组分的

流出曲线与基线间所包围的面积。峰高或峰面积的大小和每个组分在样品中的含量相关，因

此是色谱定量分析的主要依据。

（4）峰拐点

（5）峰宽与半峰宽 衡量色谱峰区域宽度的参数有：

① 标准偏差（）：即 0.607倍峰高处色谱峰宽度的一半。

② 半峰宽（W1/2）：色谱峰高一半处的宽度，W1/2 =2.354。
③ 峰底宽（Wb）：通过色谱峰两侧拐点作切线在基线上的截距，Wb=4。
（6）保留值 是用来描述各组分色谱峰在色谱图中的位置，在一定实验条件下，组分

的保留值具有特征性，是色谱定性的参数。保留值通常用时间或用将组分带出色谱柱所需载

气的体积来表示。

① 时间表示的保留值

死时间（tM）：不与固定相作用的气体（如空气）从进样到出峰最大值所需时间，即流

动相流经色谱柱的平均时间。反映色谱柱中未被固定相填充的柱内死体积和检测器死体积的

大小，与被测组分的性质无关。

保留时间（tR）：组分从进样到柱后出现浓度极大值时所需的时间，即组分谱带通过色

谱柱的平均时间。反映峰位。

调整保留时间（tR＇）：tR＇= tR-tM ，即组分在固定相上的的平均滞留时间。反映被分析

组分与色谱柱中固定相发生相互作用，而在色谱柱中滞留的时间，它更确切地表达了被分析

组分的保留特性，是色谱定性的基本参数。

② 用体积表示的保留值 保留时间受载气流速的影响，为此，保留值也可以用从进样

开始到出现峰（空气或甲烷峰，组分峰）极大值所流过的载气体积来表示——
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死体积（VM）：VM = tM × Fc ；保留体积（VR）：VR = tR × Fc ；调整保留体积（VR＇）：

VR＇= VR - VM = tR＇× Fc。
③ 相对保留值 ris 在相同操作条件下，组分 i 与参比组分 s 调整保留值之比：ris = tRi＇

/tRs＇= VRi＇/VRs＇。ris只与柱温和固定相性质有关，与其他色谱操作条件无关，表示了固定

相对这两种组分的选择性。

④ 分离（选择性）因子α 相同条件下，两相邻组分调整保留值之比：α=tR＇（2）/ tR＇

（1）= VR＇（2）/ VR＇（1）。

α数值的大小反映了色谱柱对难分离物质对的分离选择性，α愈大，相邻两组分色谱峰

相距愈远，色谱柱的分离选择性愈高。当α接近 1 或等于 1 时，说明相邻两组分色谱峰重叠

未能分开。（∴α≥1）

（7）相比率β=V 气/V 固，反映柱型特点。

（8）分配系数和容量因子

分配系数 K：平衡时，组分在固定相 S 与流动相 m 间的浓度比。K = Cs/Cm，反映了组

分与两相间相互作用的大小。K 大则滞留时间长。

容量因子（分配比、容量比）k：平衡时，组分在固定相 S 与流动相 m 中总的质量比。

k =(CsVs)/(CmVm) = KVs/Vm = tR＇/tM = K/β，k 大，滞留时间长。

三、色谱分离原理
1．气固色谱法

吸附剂→反复吸附、脱附作用→易吸附组分后出峰。

2．气液色谱法

固定液→反复溶解、挥发作用→易溶解组分后出峰。

总之，K 差大，分离远；K 小的组分先出峰。

[巩固]
1．熟悉色谱法基本知识和名词术语——P213，练习。

2．用参观展览的比喻来理解色谱法的分离原理。

四、气相色谱法的分析流程
（1）实验流程

气相色谱法是利用气体作为流动相的一种色谱法。在此法中，载气( 是不与被测物作用，

用来载送试样的惰性气体，如氢、氮等) 载着欲分离的试样通过色谱柱中的固定相，使试样

中各组分分离，然后分别检测。其简单流程如图 6-1 所示。

由高压钢瓶由高压钢瓶 1 供给的流动相载气。经减压阀 2、净化器 3、流量调节器 4 和

转子流速计 5 后，以稳定的压力恒定的流速连续流过气化室 6、色谱柱 7、检测器 8，最后

放空。气化室与进样口相接，它的作用是把从进样口注入的液体试样瞬间气化为蒸汽，以便

随载气带入色谱柱中进行分离，分离后的样品随载气依次带入检测器，检测器将组分的浓度

（或质量）变化转化为电信号，电信号经放大后，由记录仪

记录下来，即得色谱图。

（2）分离过程

如图 6-2 所示，
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由 A、B 两组分组成的混合物被载气（流动相）携带进入色谱柱。刚进柱内时，两组

分是一条混合谱带。由于填充在色谱柱内的固定相对 A、B 两组分有不同的吸附或溶解能

力，即组分 A 和组分 B 在固定相和流动相之间的分配系数不同。因此，当 A、B 两组分随

载气沿柱向出口方向不断移动时，就会产生差速迁移而逐渐分离。其中分配系数小的组分 A
被载气带出色谱柱进入检测器。与检测器相连的记录仪先绘出组分 A 的色谱峰；此时，分

配系数较大的组分 B尚滞留在柱内。最后组分 B 也随载气流出色谱柱进入检测器，并产生

与组分 A 分离良好的色谱峰。

第 5章 气相色谱法（GC）
§5-2 气相色谱仪

5.2.1 概述

1. GC 基本构造

分为气路系统、进样系统、分离系统、检测系统、数据处理系统和温度控制等六大部分。

2. GC 的分类和工作流程

类型：

单柱单气路

载气由高压钢瓶供给，经减压阀减压，通过净化器的载气被稳压阀、针形阀

调节控制到一定的流速上，并有压力表指示色谱柱的桂前压力。然后，载气进入

热导他的参考池（A）并经过汽化室进入色谱拄，最后，通过热导池的测量池(B)

出口接头放空。一般将皂膜流量计接在放空口处测量其往后实际流速。

播放动画
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双柱双气路

这是一种在单柱单气路的基础上发展起来的一种新型流路。在高精度的气相

色僻仪中，双柱双气路系统已被普遍采用，因为它可以补偿操作条件和柱条件波

动可能引起的分析误差，同时也可以补偿变温和高温下因固定液流失带来的噪

声，从而提高仪器的稳定性。它特别适用于程序升温和痕量分析。

双气路可以补偿单柱时固定液的流失，因为固定相的流失在程序升温中不可

能完全消除，由于流失会造成基线漂移，由于采用双柱，流失的影响在检测器中

产生大小相等，方向相反的一对信号，可以互相抵消，如图所示：

双柱双气路与单柱单气路的不同点是载气经稳压阀后分成两路，分别进入两

个平行的汽化室与色谱柱。图是氢馅离子化为检测器适用于程序升温的气路流程

图。

由于氢馅离子化检测器本身需么辅助气源，因此若采用 He、Ar、N2 为裁气

并分两路供给时，离子室所需辅助气源(H2 燃气气路和空气助燃气路)，亦必须

分两路供给，因 2—3 表示了相应的供给方式。需要说明一点，由于流经离子室

的 H2 和空气处于常压状态。为了保证稳压阀、稳流阀的正常操作，在各自的管

路中增加了气阻器这一部件。

由于组份的分离在高温下进行，上述管路必须选择合适的村质加以连接。考

虑到不锈钢具有耐高温、耐腐蚀、不生锈、易加工等特点、因此，在一般性能的

气相色谱仪中，多采用内径为Φ3 一 4mm 不锈钢管作为色谱往，并用内径Φlmm

左右的不锈钢管进行气路连接。近年来，由于仪器的精度要求不断提高；发现不

锈钢柱以及不锈钢的汽化室其表面均有催化效应，高于 160℃以上时易使某些样

品发生分解，产生鬼峰、影响定性和定量。为了满足痕量分析，特别是农药残留
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量和易分解样品的分析，需使用高精度的气相色谱仪。高精度的气相色谱仪上的

气路系统全部是玻璃管路，即从进样经汽化室、色谱柱、检测器到出口，都不使

样品与任何金属表面接触，完全处在惰性的玻璃表面环境中。具有这一装置的气

相色谱仪，一般有：

1．玻璃管内衬的汽化室，

2．玻璃色谱往；

3．汽化室与柱之间或柱与检测室之间的连接管道均采用玻璃细管或内衬玻

璃的金梳管。

第 5 章 气相色谱法
§5-2 气相色谱仪

气相色谱仪的种类繁多，功能各异，但其基本结构相似。气相色谱仪一般由气路系统、

进样系统、分离系统（色谱柱系统）、检测及温控系统、记录系统组成。

5.2.1基本构造

一、载气系统：

气相色谱仪具有一个让载气连续运行、管路密闭的气路系统通过该系统，可以获得纯净

的、流速稳定的载气。它的气密性、载气流速的稳定性以及测量流量的准确性，对色谱结果

均有很大的影响，因此必须注意控制。

1. 气路系统的要求

GC 中的气路是一个载气连续运行的密闭管路系统。载气是载送样品进行分离的惰性气

体，是 GC 的流动相。常用的载气有氮气、氢气、氦气、氩气。其中氦气、氩气因价格高

昂而应用较少。

2. 气路系统的主要部件

气体钢瓶和减压阀——GC使用的气体压力为 0.2 ~ 0.4MPa ，故需要减压阀使钢瓶气源

的输出压力下降到规定值。

※高压纲瓶和减压阀 ※减压阀示意图

减压阀的结构如图所示。图中 7是高压气瓶与减压阀的连接口，气体经针阀 4 道进人装有调

节隔膜的出口腔 5，出口压力是靠调节手柄 1调节。逆时针旋松．针阀逐渐打开出口压力升

高；顺时针拧紧，出口压力减小。通常将 10 一 15MPa 压力减小到 0.1 一 0.5Mpa。由于气相

色谱中所用载气流量较小，一般在 100m1／min 以下，所以单靠减压阀束控制流这是比较困

难的，通常在减压阀输出气体的管线中还要串联稳压阀或针形阀，以精确的控制气体的流速。
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不用时应先关闭气体钢瓶总阀，待压力表指针指向零点后，再将减压阀 T 形阀杆沿逆

时针方向转动，旋松关闭（避免减压阀中的弹簧长时间压缩失灵）。实验室常用减压阀有

H2 ,O2 ,CH2 等气体减压阀。每种减压阀只能用于规定的气体物质，比如，H2 钢瓶选用 H2 减

压阀；N2 、空气钢瓶选用 O2 减压阀；乙炔钢瓶选用 CH2 减压阀；决不能混用。

净化管——气体钢瓶供给的气体经减压阀后，必须经净化管净化处理，以除去水分和杂

质。

不同的检测器、各种色谱拄和不同的分析场合，对载气以及辅助气体纯度要求不同，净

化的方法亦有差异。例如，ECD，特别是使用脉冲式 ECD 作农药残留分析时，N2 气最好采用

纯度为 99．99％以上的气源，一定要把载气中电负性较强的氧含量控制在 10ppm 以下，也

要把水的含量控制在 10ppm 以下。FID 这个检测器不论裁气(N2)还是燃气(H2)，以及助燃气

(空气)，一定要除去干扰最大的烃和油污，而其中的一些永久气体影响就不大。再者，从分

析角度来看，水份影响气—因色谱拄的活性、寿命以及气—液色谱柱的分离效率。因此，载

气流路以及辅助气路根据上述要求必须有“去水”、“去氧”和“去总烃”的措施。

1．去水 一般情况下，可以在载气管路中加上净化器，净化器内装硅胶和 5A 分子筛。

2．去氧 含有微量氧的氮和氩气，在通过 300 一 4000C 装有活性铜胶催化剂的柱管后，

可将氧含量降至 10pPm 以下。氢气中微量氧可在常温下通过装有 l05 型铅催化剂的往管，使

氢气中的氧降至 l0ppm 以下。

3．去总烃 不论载气，还是燃气(H2)以及助燃气(空气)，从仪器的使用角度来看，采

用 5A 分子筛净化器是消除微量烃类最好的方法。

净化了的气体通入仪器后能否保持其纯度，主要取决于气相色谱仪气流系统的清洁度。

因此，维护整个仪器的气路系统的清洁是十分重要的。气路系统的各控制阀的部件以及连接

处事先都应进行极其严格的清洗，可采用对不锈钢柱或玻璃柱同样的清洗方法，除此之外使

用者在操作中一定要防止气路的污染，并定期活化净化剂，否则，会给定性定量分析工作带

来麻烦。

稳压阀——GC 中所用气体流量较小（一般低于 100mL /min ），通常在减压阀输出气

体的管线中串联稳压阀，以稳定载气（或燃气）的压力。常用的有波纹管双腔式稳压阀。

进口压力不超过 0.6MPa



揭阳职业技术学院化学工程系教案

- 62 -

出口压力一般在 0.1~0.3MPa
稳压阀的结构如图所示。为后面的针形阀提供稳定的气压，或为后面的稳流阀提供恒定

的参考压力。旋转调节手柄，即可通过弹簧将针阀 2旋到一定的开度，当压力达到一定值时

就处于平衡状态。当气体进口压力 P1稍有增加时，P2处的压力也增加，波纹管就向右移动，

并带动三根连动阀杆(图中只画出一根)也向右移动，使阀开度变小，使出口压力 P3维持不变，

反之亦然。

针形阀——用来调节载气流量，也可用来控制燃气和空气的流量。但针形阀不能精确地

调节流量。如图所示，在调节手柄 1上连接—条直轴，即阀杆，在轴的下端呈尖锥形即阀针

5，通过改变阀针与阀门的相对位置来控制流量。当调节手柄依逆时针方向转动时，阀针与

阀门的间隙增大，气体阻力减小。因此从针阀流出的气体流量增大。当调节手柄依顺时针方

向转动时，使阀针密封圈将阀门压住，针形阀就关闭。在阀杆中间凹槽处嵌入一个氟橡胶垫

圈。即密封环 4，其表面涂以硅油和真空脂，当阀杆移动时，密封环与阀体内壁始终紧密接

触，使阀体保持密封状态。当针形阀不工作时，应使针形阀全开(此点和稳压阀相反)，以防

止阀针密封圈粘在阀门入口处，也可防止压簧长期受压而失效。

由于针形阀结构简单，当进口压力发生变化时，处于同—位置的阀针，其出口的流量也

发生变化，所以用针形阀不能精确的调节流量。针形阀常安装于空气的气路中，用以调节空

气的流量。

稳流阀——自动控制载气的稳定流速。

当用程序升温进行包谱分析时，由于色谱柱温不断升高引起色谱柱阻力不断增加，也会

使载气流量发生变化。为了在气体阻力发生变化时，也能维持载气流速的稳定，需要使用稳

流阀，来自动控制载气的稳定流速。稳流阀的结构如图所示。其工作原理是针阀在输入压力

保持不变的情况下旋到一定的开度，使流量维持不变。当进口压力 P1稳定，针阀两端的压

力差P=P1—P2，当P 等于弹簧压力时，膜片两边达到平衡。当柱温升高时，气体阻力增加，

出门压力 P4增加，流量降低。因为 P1 是恒定的，所以 P1—P2小于弹簧压力，这时弹簧向上

压动膜片，球阀开度增大，出口压力入增大，流量增加，流量增加，P2也相应下降，直至

P1—P2等于弹簧压力时，膜片又处于平衡，使气体流量维持不变。

管路连接——GC 的管路多数采用内径为 3mm 的不锈钢管，依靠螺母、压环和“O”

形密封圈进行连接。

检漏——检漏方法有：

皂膜检漏法——将肥皂水涂在各接头上看是否有气泡出现。

堵气观察法——用橡皮塞堵住出口处，转子流量计流量为零，同时关闭稳压阀，压力表

压力不下降，则表明不漏气。反之，若流量计流量不为零，或压力表压力缓慢下降，则表明

该处漏气。

载气流量的测定——载气流量是 GC 分析的一个重要操作条件，正确选择它可以提高

色谱柱的分离效能，缩短分析时间。常用的测量仪器有转子流量计、皂膜流量计。

※ 检漏和载气流量测定
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空气压缩机——按工作原理可分为：容积式压缩机，速度式压缩机。

4. 气路系统的日常维护

气路系统的清洗；

阀的维护；

转子流量计和皂膜流量计的维护。

二、进样系统：

※进样和汽化 ※进样操作

进样系统包括进样器和气化室两部分。进样系统的作用是将液体或固体试样，在进入色

谱柱之前瞬间气化，然后快速定量地转入到色谱柱中。进样量的大小，进样时间的长短，试

样的气化速度等都会影响色谱的分离效果和分析结果的准确性和重现性。

进样器

※微量注射器 ※六通阀进样器

液体样品的进 样一般采用微量注射器，其外形与医用注射器相似，常用规格有：0.5，
1， 5，10，和 50μL 。将样品吸入注射器，迅速刺入进样口硅橡胶垫。气体样品的进样

常用色谱仪本身配置的推拉式六通阀或旋转式六通阀定量进样。

气化室——气化室一般为一根在外管绕有加热丝的不锈钢管，液体样品进入气化室后，

受热而瞬间气化。为了让样品在气化室中瞬间气化而不分解，因此要求气化室热容量大，无

催化效应。为了尽量减少柱前谱峰变宽，气化室的死体积应尽可能小。

GC 的进样系统包括进样器和气化室。

1. 进样器

气体样品进样器——可用平面六通阀（又称旋转六通阀）进样。

液体样品进样器——可用微量注射器直接进样。常用的微量注射器规格有 1,5,10,50,100
μL 等。

播放动画 播放动画

播放动画
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固体样品进样器——固体样品通常用溶剂溶解后，用微量注射器进样。

祥见 6.1

2. 气化室

作用是将液体样品瞬间气化为蒸气。实际上，它是一个加热器，通常采用金属块作加热

体。

3. 日常维护

气化室进样口的维护；

微量注射器的维护——使用前要先用丙酮等溶剂洗净；使用后立即清洗处理，以免芯子

因被样品中高沸点物质玷污而堵塞；切忌用重碱性溶液洗涤，

以免玻璃受腐蚀失重和不锈钢零件受腐蚀而漏水漏气。

六通阀的维护——使用时应绝对避免带有颗粒固体杂质的气体进入此阀。

三、色谱柱和柱箱（分离系统）：

分离系统由色谱柱组成。色谱柱主要有两类：填充柱和毛细管柱。

※毛细管柱 ※填充柱

填充柱:由不锈钢或玻璃材料制成，内装固定相，一般内径为 2~4 mm，长 1~3 m。填

充柱的形状有 U 型和螺旋型二种。毛细管柱:空心毛细管柱材质为玻璃或石英。内径一般为

0.2~0.5mm，长度 20~200m，呈螺旋型。色谱柱的分离效果除与柱长、柱径和柱形有关外，

还与所选用的固定相和柱填料的制备技术以及操作条件等许多因素有关。

主要由柱箱和色谱柱组成。

1. 柱箱——为一个精密的恒温箱，其基本参数有两个：

柱箱的尺寸：GC 柱箱体积一般不超过 15dm3 。

柱箱的控温参数：一般温度范围为：室温~450℃ ，且均带有多阶程序升温设计，能满

足色谱优化分离的需要。

结构见下图：

要求柱室温度梯度小，保温性能好，控温精度高，升温降温速度快。为了达到达个目的，

许多国产气相色谱仪采用了空气夹层保温炉膛，带有强制鼓风与排风装置。其结构原理见上

图。当仪器需要扇将夹层中的热空气迅速排出，冷空气进入夹层，进入炉膛，随着鼓风扇、

排风扇的运转，热空气不断徘出，冷空气不断进来，迅速达到降温目的。仪器恒温工作时，

可把门关上，随之排风门自动关闭。排风扇的作用是将夹层中的热空气循环至平衡，鼓风扇

播放动画
播放动画
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持炉内产生的热量吹送到内胆各处，热空气由炉门挡回从挡板流入至风扇中心．这样反复多

次的循环直至达到恒温目的。实践证明，这种柱室升温快，热惰性小，降温快，机械强度好，

便于恒温和程序升温。炉温一般在 0 一 350℃，或高温色谱为 0 一日 500℃，要求温度分布

均匀，并且炉内的上下温度或同一截面不同点温度之差不超过±0.5℃，控制点精度在±

0.1℃以内。

2. 色谱柱的类型

一般可分为填充柱和毛细管柱。

填充柱——指在柱内均匀、紧密填充固定相颗粒的色谱柱。特征是柱长一般在 1 ~ 5m、
内径一般为 2 ~ 4mm 。

毛细管柱（又称空心柱）——比填充柱的分离效率有很大的提高。常用的为涂壁空心柱

（WCOT），其内壁直接涂渍固定液，柱材料大多用熔融石英。

3. 色谱柱的维护

新制色谱柱使用前必须进行老化；

色谱柱使用一段时间后，柱效能可能发生变化，应测试；

色谱柱暂不使用时，应从仪器上卸下；

每次关机前都应将柱箱温度降至 50℃以下，然后再关电源和载气。若温度过高时就切

断载气，则空气（氧气）就扩散进入柱管内，会造成固定液氧化和降解。

对毛细管柱，使用一段时间后如果柱效能显著降低，则表明固定液流失太多，或吸附了

一些高沸点的极性化合物，可在高温下老化，用载气将污染物冲洗出来。

四、检测系统——色谱仪的眼睛

GC 检测器的作用是将经色谱柱分离后顺序流出的化学组分的信息转变为便于记录的

电信号，然后对被分离物质的组成和含量进行鉴定和测量。

1．作用和组成 检测器和检测室。

将经色谱分离的组分的物质信号转化为易于测量的电信号。

2．检测器的类型和性能指标

（1）Det类型 积分型和微分型。

微分型反映组分随时间瞬间量的变化信息，又分为：

① 浓度敏感型检测器：测量的是载气中通过检测器组分浓度瞬间的变化，检测信号值

与组分的浓度成正比。

② 质（流）量敏感型检测器：测量的是载气中某组分进入检测器的速度变化，即检测

信号值与单位时间内进入检测器组分的质量成正比。

（2）Det 性能指标——评价

① 噪声和漂移——基线？前图示

噪声（N）：由于各种因素引起的基线波动，±（0.01-0.05）mV。
基线漂移（M或 S）：基线随时间定向的缓慢变化，＜0.05 mV/h。小好

② 线性与线性范围

线性：c~R正比关系。线性范围：检测器的检测信号与被测物质的量呈线性关系的范围。

检测器在线性工作时，被测物质的最大浓度（或质量）与最低浓度（或质量）之比。宽好

③ 灵敏度（响应值）S

通过检测器的物质量变化 Q 时，响应信号 R 的变化率，S=∆R/∆Q。S 值越大，检测器（也

即色谱仪）的灵敏度也就越高。

计算公式与检测器类型有关，说明公式中各符号的意义。

浓度型： m
FCAC

S c
g

21
；质量型： m

CAC
St

2160


，与 Fc 无关。

④ 检测限 D 和最小进样量

从图中可看出，如果要把信号从本底噪声中识别出来，则组分的响应值就一定要高于 N。

检测限：随单位体积的载气或在单位时间内进入检测器的组分所产生的信号等于基线噪

声两倍时的量，D=2N/S。S↑，D↓，好。例——实验测定。

最小进样量：产生两倍噪声信号时的进样量。

⑤ 响应时间（速度）和使用温度 组分输出达 63%时，小好。
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3．GC 常用检测器——表 5-6 读

（1）热导检测器 TCD

① 结构 图示，池体：一般用 SS、Cu 制成，双或四个对称孔道。气路形式，μ-TCD。

热敏元件：电阻率高、电阻温度系数

大、且价廉易加工的钨丝（Re-W）制

成。

参考臂：仅允许纯载气通过，通

常连接在进样装置之前。

测量臂：需要携带被分离组分的

载气流过，则连接在紧靠近分离柱出口处。

② 检测原理 平衡电桥，图示。

不同的气体有不同的热导系数；惠斯通电桥测量

热丝阻值变化。

钨丝通电，加热与散热达到平衡后，两臂电阻值：

R 参=R 测，R1=R2。则：R 参·R2=R 测·R1，无电压信号输

出，记录仪走直线（基线）。

进样后，载气携带试样组分流过测量臂，而这时

参考臂流过的仍是纯载气，使测量臂的温度改变，引起电阻的变化，测量臂和参考臂的电阻

值不等，产生电阻差。R 参≠R 测，则：R 参·R2≠R 测·R1。这时电桥失去平衡，a、b两端存在

着电位差，有电压信号输出。信号与组分浓度相关。记录仪记录下组分浓度随时间变化的峰

状图形。理解和实训……

③ 影响 TCD 灵敏度的因素(检测条件的选择)——热丝固定

◇载气种类（纯度、流量）：载气与试样的热导系数相差越大，在检测器两臂中产生的

温差和电阻差也就越大，检测灵敏度越高。载气的热导系数大，传热好，通过的桥路电流也

可适当加大，则检测灵敏度进一步提高。H2最好，He 也具有较大的热导系数，但价格较高。

表上某些气体与蒸气的热导系数（λ），单位：J/cm·℃·s。（5N 纯；Fc 恒定、低）

◇桥路电流 I：I，钨丝的温度，钨丝与池体之间的温差，有利于热传导，检测器灵

敏度提高。S∝I
3
，但稳定性下降，基线不稳。桥电流太高时，还可能造成钨丝烧坏。尽可

能低

◇池体（Det）温度：池体温度与钨丝温度相差越大，越有利于热传导，检测器的灵敏

度也就越高。但池体温度不能低于分离柱温度，以防止试样组分在检测器中冷凝。

④ TCD 特点 通用，浓度，非破坏型。

⑤ 应用 最广。控制分析与实例。

⑥ 维护 使用注意事项——先通气（0.5h），后通电；关机时，降温至＜100℃，先关

电，后关气。专业人员清洗……读。

（2）氢火焰离子化检测器 FID 简介

① 结构 图示，离子室——

在发射（极化）极和收集极之间加有一定的直流电压

（150~300V）构成一个外加电场。

氢焰检测器需要用到三种气体：N2为载气，携带试样组分；

H2为燃气；空气为助燃气。使用时需要调整三者的比例关系，点

火形成氢火焰，使检测器灵敏度达到最佳。

② 工作原理

化学电离产生的正离子和电子在外加恒定直流电场的作用

下分别向两极定向运动而产生微电流（约 10-6～10-14A）。在一定

范围内，微电流的大小与进入离子室的被测组分质量成正比，所以 FID 是质量型检测器。

③ 影响 FID 灵敏度的因素

各种气体流速和配比的选择：N2流速的选择主要考虑分离效能，低好，N2  H2 = 1  1～
1  1.5， H2  Air = 1  10。极化电压：正常选择在 150～300V范围内。温度＞120℃。电极

形状（圆筒状收集极）和距离（5~7mm）等。

④ FID 特点 典型的质量型检测器，破坏型，专用。
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对有机化合物具有很高的灵敏度，无机气体、水、四氯化碳等含氢少或不含氢的物质灵

敏度低或不响应。结构简单、稳定性好、灵敏度高、响应迅速。比 TCD 的灵敏度高出近 3

个数量级，检测下限达 10
-12
g·s

-1
。

⑤ 日常维护和应用——读

（3）电子俘获检测器 ECD 浓度型，高选择性，仅对含有卤素、磷、硫、氧等元素的

化合物有很高的灵敏度，检测下限 10
-14
g/mL，对大多数烃类没有响应。较多应用于农副产品、

食品及环境中农药残留量的测定。

（4）火焰光度检测器 FPD 高灵敏度、高选择性检测器，只对硫、磷化合物有信号。

【巩固】掌握结构，理解原理，实际应用；实训掌握使用方法。

1. 检测器的类型及性能指标

（1）类型

目前广泛使用的是微型检测器，其显示的信号是组分随时间的瞬时量的变化。

按原理的不同可分为：

浓度敏感型检测器——响应值取决于载气中组分的浓度。常见的有热导检测器、电子捕

获检测器等。

质量敏感型检测器——输出信号的大小取决于组分在单位时间内进入检测器的量，而与

浓度关系不大。常见的有氢火焰离子化检测器、火焰光度检测器等。

（2）性能指标

主要指灵敏度、检测限、噪声、线形范围和响应时间。

噪声——在没有样品进入检测器时，仅由于检测仪器本身及其他操作条件使基线在短时

间内发生起伏的信号，单位常用 mV 表示。

漂移——使基线在一定时间内对原点产生的偏离，用 mV / h 表示。

检测器的线性——指检测器内载气中组分浓度与响应信号成正比的关系。

检测器的线性范围——指被测物质的量与检测器响应信号成线性关系的范围，以最大允

许进样量与最小允许进样量的比值表示。

GC 检测器的灵敏度 S——指通过检测器物质量的变化时，该物质响应值得变化率。

Q
Rs





（6-14）

式中， R ——响应信号，mV ；

Q——浓度

浓度敏感型检测器的灵敏度为：

m
FcAc

s 21
（6-15）

式中， A ——峰面积，mm2 ；

c1 ——记录器或数据处理机灵敏度，mV / mm;
c2 ——纸速倒数，min/mm；
F ——载气流速，mL /min ；

m ——样品质量，mg 。

质量敏感型检测器的灵敏度为：

m
cAc

m
Rst 2160






（6-16）

式中， S t 表示有 1g 样品通过检测器时每秒钟产生的电位数，mV.s / g 。

检测器的检测限 D——指产生两倍噪声信号时，单位体积的载气或单位时间内进入检

测器的组分量。

D=2N / S （6-17）
由于灵敏度 S 有不同的单位，故 D 亦有不同的单位：

Dg=2N/ Sg，mg /mL
Dv=2N/ Sv，mL /mL （6-18）
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Dt=2N/ St，g /s
灵敏度 S和检测限 D是从两个不同角度表示检测器对物质敏感程度的指标。灵敏度越

大，检测限越小，则表明检测器性能越好。

GC 检测器的响应时间——指进入检测器的组分输出达到 63%所需的时间。显然，检

测器的响应时间越短，表明检测器性能越好。

2. GC 常用检测器

最常用的检测器有热导检测器（TCD）、氢火焰离子化检测器（FID）。此外，电子捕

获检测器（ECD）、氮磷检测器（NPD）及火焰光度检测器（FPD）使用得也比较多。

（1）TCD——利用被测组分和载气的导热系数不同而响应的浓度型检测器，也称为热导

池。

TCD结构——由池体和热敏元件构成，有双臂热导池和四臂热导池两种（见图 6-4 所

示）。

热导池的气路形式有直通式、扩散式、半扩散式三种。图中，a.用于单柱单气路，b.用
于双柱

双气路，在金属池体上凿两个相似的孔道，里面各方一根长短、粗细和组织相等的钨丝

（R1=R2），钨丝是一种热敏元件，其阻值随温度的变化而灵敏的变化。如果将 R1、R2 接

入惠斯登电桥，即可用于 GC 检测。

测量电桥——TCD 中热敏元件电阻值的变化可以通过惠斯通电桥来测量。图 6-5 为四

臂热导池的测量电桥。

播放动画

http://jpkc.sctbc.org/yqfx/仪器分析多媒体网络课件.files/热导检测器.swf
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工作原理——TCD 作为检测器，是基于不同的物质具有不同的导热系数，而热丝具有

电阻随温度变化的特性。

当电桥未接通时，R1 / R2 =R3 / R4 或 R1 R4 =R2R3 。在没有任何外界条件影响的情况

下，电桥处于平衡状态，△ECD= 0，没有电压输出。

当电桥接通时，有电流通过钨丝，钨丝被加热，其温度升高，钨丝的电阻值也就增加到

一定值（一般金属丝的电阻值随温度升高而增加）。

在未进试样时，通过热导池两个池孔（参比池和测量池）的都是载气。由于载气的热导

作用使钨丝的温度下降，电阻减小，此时热导池的两个池孔中钨丝温度下降和电阻减小的数

值是相同的,亦即△R1=△R2，因此当两个池都通过载气时，处于平衡状态, 能满足 （R1+
△R1）R4 =（R 2+△R 2）R3 。此时 C,D 两端的电位相等，△ECD =0，就没有信号输出，

电位差计记录的是一条零位直线，称为基线。

如果从进样器注入试样（进样时），经色谱柱分离后，由载气先后带入测量池。此时由

于被测组分与载气组成的二元导热系数与纯载气不同，使测量池中钨丝散热情况发生变化，

导致测量池中钨丝温度和电阻值的改变，而与只通过纯载气的参比池内的钨丝的电阻值之间

有了差异，即：

△R1 ≠△R2，（R 1+△R1 ）R4 ≠（R2+△R2 ）R3 。这样电桥就不平衡， C，D 之

间产生不平衡电位差，△ECD ≠0，就有信号输出。在记录纸上即可记录出各组分的色谱峰。

载气中待测组分的浓度越大，测量池中气体热导系数改变就越显著，温度和电阻值改变

也愈显著，电压信号就愈强。此时，输出的电压信号（色谱峰面积或峰高）与样品的浓度成

正比，这正是 TCD 定量测量的基础。

TCD 性能特征——TCD 对单质、无机物及有机物均有响应，且响应值与使用的 TCD 类

型、结构以及操作条件无关，因而通用性好。TCD 的线性范围为 105 ，定量准确，操作维

护简单、价廉。缺点是灵敏度较低。

检测条件的选择——影响热导池检测器灵敏度的因素主要有桥路电流、载气性质、池体

温度、热敏元件材料及性质。

载气的种类、纯度和流量：TCD 通常用 He 或 H2 作载气，不使用 N2 或 Ar作载气，

因为其灵敏度低，线性范围窄。载气的纯度影响 TCD 的灵敏度；色谱峰的峰面积响应值反

比于载气流量。因此，检测过程中载气流速必须保持恒定。在柱分离许可情况下，载气应尽

量选用低流速。流速波动可能导致基线噪声和漂移增大。

桥路工作电流 I 影响：电流增加，使钨丝温度提高，钨丝和热导池体的温差加大，气

体就容易将热量传出去，灵敏度就提高。S ∝I 3 ，但 I 不能太大，否则，噪声加大，基线

不稳，数据的精密度降低，甚至钨丝被烧坏。一般 100~200mA。
热导池体的温度的影响：当桥路电流一定时，钨丝温度一定。池体与钨丝的温差越大，

灵敏度越高，显然池体温度越低越好，但不能低于柱温，否则，被测组分可能在检测器内凝

聚。

热敏元件阻值的影响：选择阻值高，电阻温度系数较大的热敏元件( 钨丝、铼钨丝等) ，

当温度有一些变化时，就能引起电阻明显变化，灵敏度就高。

应用——TCD 是一种通用的非破坏型浓度型检测器，特别适用于气体混合物的分析。

在工厂中的应用最典型的实例就是石油裂解气的分析。

TCD 的维护——（略）

（2）FID——是 GC 检测器中使用最广泛的一种，是典型的破坏型质量型检测器。

FID 结构——主要部件是离子室。离子室（见图 6-6）一般用不锈钢制成，
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包括气体入口，火焰喷嘴，一对电极和外罩。被测组分被载气携带，从色谱柱流出，与

氢气混合一起进入离子室，由毛细管喷嘴喷出。氢气在空气的助燃下经引燃后进行燃烧，以

燃烧所产生的高温（约 2100 ℃）火焰为能源，使被测有机物组分电离成正负离子。在氢火

焰附近设有收集极（正极）和极化极（负极），在两极之间加有 150V 到 300V 的极化电

压，形成一直流电场。产生的离子在收集极和极化极的外电场作用下定向运动形成电流。

FID 工作原理——至今还不十分清楚其机理，普遍认为这是一个化学电离过程。有机

物在火焰中先形成自由基，然后与氧产生正离子，再同水反应生成 3 H O 离子。以苯为

例，在氢火焰中的化学电离反应如下：

性能特征——特点是灵敏度高，比 TCD 的灵敏度高 103 倍；检出限低，可达 10-12 g / s ；

线性范围宽，可达 107 ；结构简单，响应时间仅为 1ms 。主要缺点是不能检测永久性气体：

水、CO、CO2 、氮的氧化物、H2 S 等物质。

检测条件的选择——FID 可供操作者选择的主要参数有：载气种类和载气流速；氢气

和空气的流速；柱、气化室和检测室的温度；极化电压；电极形状和距离等。

气体种类、流速和纯度：

载气——载气将被测组分带入 FID，同时又是氢火焰的稀释剂。N2 , Ar,H2 ,He 均可作

FID 载气，而 N2 , Ar 作载气时 FID 灵敏度高、线性范围宽。因 2 N 比 Ar 低廉，故通常用

2 N 作载气。

氮氢比——试验表明，氮稀释氢火焰的灵敏度高于纯氢火焰。

空气的流速——通常空气的流速约为氢气流速的 10 倍，约在 300 ~ 500mL /min 。

气体纯度——常量分析时，载气、氢气和空气纯度在 99.9%以上即可；痕量分析时，

则三者纯度应达 99.999%以上。

温度：FID 为质量敏感型检测器，对温度变化不敏感，因为在 FID中氢气燃烧产生大

量水蒸气。若检测器温度低于 80℃ ，水蒸气不能以蒸气状态从检测器排出，而冷凝成水，

从而减小了灵敏度，增加了噪声。所以，要求 FID 温度必须在 120℃以上。

极化电压：极化电压的大小会直接影响检测器的灵敏度。

电极形状和距离

日常维护

播放动画
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应用——除用于各种常量样品的常规分析以外，由于其灵敏度高，还特别适合作各种样

品的痕量分析。

（3）电子捕获检测器（ECD）
（略）

（4）火焰光度检测器（FPD）
（略）

五、数据处理系统和温度控制系统
1．数据处理（记录）系统

老式记录仪是电子电位差计，记录直流电信号，满量程通常为 5mV 或 10mV，TCD 选用 0～

5mV。由于 FID 输出电信号经放大器放大，选用 0～10mV。纸速太慢会增加峰面积的误差；

太快则造成纸张浪费。

随着电子技术发展，记录器已逐渐改用色谱数据处理机和色谱工作站。记录色谱图，并

能在同一张记录纸上打印出处理后的结果。

2．温度控制系统

温度控制系统控制和测量色谱柱、检测器、气化室温度，是气相色谱仪的重要组成部分。

温度影响柱的选择性和分离效率，影响检测器的灵敏度和稳定性。因此色谱柱、检测器、气

化室三处都要进行温度控制（只是后二者温控要求不是非常严格）。三者最好分别恒温。采

用可控硅连续式恒温控制电路，控温方式安全、可靠、精度高、调节操作简便。恒温箱温度

可以用水银温度计或热电偶测量，通过测温毫伏计指示出柱的温度（已改用数字显示式温度

指示装置）。

分析沸点范围很宽的混合物时，用等温分析的方法就难以完成分离的任务，此时要采用

程序升温方法。在一个分析周期里，色谱柱的温度连续地随分析时间增加，从低温升至高温。

多数采用电子程序升温装置。

五、记录系统：

气相色谱法的特点和应用范围

分离效率高、灵敏度高、分析速度快、应用范围广，但色谱峰不能直接给出定性的结果，

不能用来直接分析未知物，必须用已知纯物质的色谱图与之对照；其次分析无机物和高沸点

有机物时比较困难。

5.2.2 色谱分离原理

色谱分离的基本原理：试样组分通过色谱柱时与填料之间发生相互作用，这种相互作用

的差异使各组分互相分离而按先后顺序从色谱柱中流出。

1. 气— 固色谱分析

固定相是一种具有多孔及较大表面积的吸附剂颗粒。试样由载气携带进入柱子时，立即

被吸附剂所吸附。载气不断流过吸附剂时，吸附着的被测组分又被洗脱下来。这种洗脱下来

的现象称为脱附。脱附的组分随着载气继续前进时，又可被前面的吸附剂所吸附。随着载气

的流动，被测组分在吸附剂表面进行反复的物理吸附、脱附过程。由于被测物质中各个组分

的性质不同，它们在吸附剂上的吸附能力就不一样，较难被吸附的组分就容易被脱附，较快

地移向前面。容易被吸附的组分就不易被脱附，向前移动得慢些。经过一定时间，即通过一

播放动画
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定量的载气后，试样中的各个组分就彼此分离而先后流出色谱柱。

2. 气—液色谱分析

固定相是在化学惰性的固体微粒（此固体是用来支持固定液的，称为担体）表面涂上一

层高沸点有机化合物的液膜。这种高沸点有机化合物称为固定液。在气—液色谱柱内，被测

物质中各组分的分离是基于各组分在固定液中溶解度的不同。当载气携带被测物质进入色谱

柱，和固定液接触时，气相中的被测组分就溶解到固定液中去。载气连续进入色谱柱，溶解

在固定液中的被测组分会从固定液中挥发到气相中去。随着载气的流动，挥发到气相中的被

测组分分子又会溶解在前面的固定液中。这样反复多次溶解、挥发、再溶解、再挥发。由于

各组分在固定液中溶解能力不同。溶解度大的组分就较难挥发，停留在柱中的时间长些，往

前移动得就慢些。而溶解度小的组分，往前移动得快些，停留在柱中的时间就短些。经过一

定时间后，各组分就彼此分离。

3. 分配过程

指物质在固定相和流动相之间发生的吸附——脱附和溶解——挥发的过程。显然，分配

系数 K 或分配比 k 相同的两组分，它们的色谱峰永远重叠；分配系数 K 或分配比 k 的值

差别越大，则相应的色谱峰距离越远，分离越好。一般来说，对气— 固色谱而言，先出峰

的是吸附能力而脱附能力大的物质；对气— 液色谱而言，先出峰的是溶解度小而挥发性强

的物质；总的来说，分配系数小的物质先出峰；分配系数大的物质后出峰。
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授课日期 2025 年 11 月 24 日至 2025 年 12 月 01 日 教案编号 13

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 5 章 气相色谱法§5-3 气相色谱基本理论§5-4 气相色谱实验技术

授课学时 2 节（ ）；3节（ ）；其它（ 4节 ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

一、知识目标

1．理解塔板理论和速率理论的重要贡献、内涵和对色谱实践的指导意义。

2．进一步理解气相色谱分离过程、机理和影响因素。

3．了解气相色谱分离条件(载气及流速、色谱柱、固定相、柱温、汽化室温度、检测

器温度、进样量、进样技术等) 对分离度的影响和一般选择方法。

二、技能（能力）目标

1．为发展高选择性和高效能的色谱柱，能解决色谱峰的一般分离问题。

2．会计算色谱过程常用分配参数，如 n、H、R等。

3．能进行气相色谱分离条件的选择、优化和验证。

学习重点
塔板理论和速率理论的基本含义和用途；气相色谱分离过程、机理和影响因素；分

离度的物理意义；色谱定性的依据和常用的气相色谱定性分析方法；

学习难点

塔板理论和速率理论的基本含义和用途；气相色谱分离过程、机理和影响因素；

校正因子的物理意义和分类，掌握相对质量校正因子的测量方法；归一化法、内标

法、外标法，标准加入法等定量方法。

能力训练

方式方法

1．图片演示法

2．讨论法

3．引探法

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学安排 气相色谱基本理论（2课时）；气相色谱实验技术（2 课时）

思 考 题 色谱理论及分配参数 n、H、R的定义及对色谱分离的指导意义。

作 业
P266，6、8；预习实验 5.6.8-微量注射器的使用练习（P256或《仪器分析实训指导书》，

4P），气相色谱分离条件的选择与优化（载气流速及柱温变化对分离度的影响，P288，
4p），二组轮换。预习§5-4（下）。

思政

气相色谱法的学习和应用强调了理论与实践的结合。通过实验操作，学生能够将理

论知识应用于实际问题的解决中，这种实践操作能力是思政教育中强调的实践能力

培养的重要一环。

气相色谱法要求精确的测量和严谨的操作，这体现了客观精准、实事求是的科学态

度。通过学习气相色谱法，学生可以培养严谨细致、认真负责的职业素养。

教学后记 塔板理论，速度理论、定量分析方法是重点，也是难点。
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[组织教学]

[复习]
1．气相色谱仪基本结构与 TCD 使用初步知识——实训；

2．色谱分离过程、柱现象和术语的意义→理论解释→操作条件

[讲授新课]

第 5 章 气相色谱法
§5-3 气相色谱基本理论

§5.3.1 塔板理论

塔板理论是 1941 年由马丁（Matin）和詹姆斯（James）提出的半经验式理论，其要

点是将色谱分离技术比拟为一个蒸馏过程，即将连续的色谱分离过程看做是许多小段平衡过

程的重复。

1. 塔板理论的基本假设

塔板理论 蒸馏

色谱柱— — — — 蒸馏塔

小段色谱柱— — 塔板

在每一小段（塔板）内，一部分空间为涂在载体上的液相占据，另一部分充满载气（气

相），载气占据的空间称为板体积△V 。当欲分离的组分随载气进入色谱柱后，就在两相

间进行分配。由于流动相不停的移动，组分就在这些塔板间隔的气液两相间不断地达到分配

平衡。

塔板理论的基本假设有：

在每一小段间隔内，气相平均组成与液相平均组成很快地达到分配平衡；

载气进入色谱柱，不是连续的而是脉动式的，每次进气为一个板体积；

试样开始时都加在 0 号塔板上，且试样沿色谱柱方向的扩散（纵向扩散）可忽略不计；

分配系数在各塔板上是常数。

这样，单一组分进入色谱柱，在固定相和流动相之间经过多次分配平衡，流出色谱柱时

便可得到一趋于正态分布的色谱峰。色谱峰上组分的最大浓度处所对应的流出时间或载气板

体积即为该组分的保留时间或保留体积。

2. 理论塔板数 n

H
Ln 

（6-19）
其中， L ——色谱柱长；

H ——理论塔板高度，即组分在柱内达成一次分配平衡所需要的柱长。

计算理论塔板数 n 的经验公式为：
22

2/1

1654.5 


















b

RR

W
t

W
tn

（6-20）
其中， t R ——组分的保留时间，s

1/ 2 W ——半峰宽，s
Wb ——峰底宽，s

3. 有效理论塔板数 n eff

由于保留时间 R t 中包括了死时间 tM ，而 tM 不参加柱内的分配，故以调整保留时间
/
Rt

代替 Rt 计算有效理论塔板数 neff ，用以衡量色谱柱的柱效能：
2/2

2/1

/
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W
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（6-21）
式中， Heff ——有效理论塔板高度；

MRR ttt /
——组分的调整保留时间，s
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注意点：同一根色谱柱对不同的组分的柱效能是不同的，故在使用 neff 或 Heff 表示柱效

能时，除了应说明色谱条件外，还必须说明所针对的组分。

§5.3.2 速率理论

1. 速率理论方程式

1956 年荷兰学者范弟姆特(Van Deemter) 等提出了色谱过程的动力学理论，他们吸收

了塔板理念的概念，并把影响塔板高度的动力学因素结合进去，导出了塔板高度 H 与载气

线速度 u的关系：

Cu
u
BAH 

（6-22）
其中，H 称为塔板高度，u为载气的线速度，cm/ s ；A 称为涡流扩散项系数，B 为分

子扩散项系数，C 为传质阻力项系数。

2. 影响柱效能的因素

（1）涡流扩散项 A ：

气体碰到填充物颗粒时，不断地改变流动方向，使试样组分在气相中形成类似“涡流”

的流动，因而引起色谱的扩张。由于 A =2 λdP ，表明 A 与填充物的平均颗粒直径 dP的大

小和填充的不均匀性λ有关，而与载气性质、线速度和组分无关，因此使用适当细粒度和颗

粒均匀的担体，并尽量填充均匀，是减少涡流扩散，提高柱效的有效途径。

（2）分子扩散项 B / u ：

由于试样组分被载气带入色谱柱后，是以“塞子”的形式存在于柱的很小一段空间中，

在“塞子”的前后（纵向）存在着浓差而形成浓度梯度，因此使运动着的分子产生纵向扩散。

而 B= 2 γDg，γ是因载体填充在柱内而引起气体扩散路径弯曲的因数（弯曲因子），D g 为

组分在气相中的扩散系数。分子扩散项与 D g的大小成正比，而 Dg 与组分及载气的性质有

关：相对分子质量大的组分，其 D g 小, 反比于载气密度的平方根或载气相对分子质量的平

方根，所以采用相对分子质量较大的载气( 如氮气) ，可使 B项降低，

D g 随柱温增高而增加，但反比于柱压。

弯曲因子γ为与填充物有关的因素。

（3）传质项系数 Cu ：

Cu=（Cg +CL）u （6-23）
包括气相传质阻力系数 Cg和液相传质阻力系数 CL两项。

所谓气相传质过程是指试样组分从气相移动到固定相表面的过程，在这一过程中试样组

分将在两相间进行质量交换，即进行浓度分配。这种过程若进行缓慢，表示气相传质阻力大，

就引起色谱峰扩张。对于填充柱：
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液相传质过程是指试样组分从固定相的气液界面移动到液相内部，并发生质量交换，达

到分配平衡，然后以返回气液界面的传质过程。这个过程也需要一定时间，在此时间，组分

的其它分子仍随载气不断地向柱口运动，这也造成峰形的扩张。

液相传质阻力系数 CL为：
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对于填充柱，气相传质项数值小，可以忽略。

将常数项的关系式代入简化式得：
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由上述讨论可见，范弟姆特方程式对于分离条件的选择具有指导意义。它可以说明，填

充均匀程度、担体粒度、载气种类、载气流速、柱温、固定相液膜厚度等对柱效、峰扩张的

影响。
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由于柱内很难真正达到平衡，随组分在柱内的迁移，组分谱带宽度会逐渐增加，称为谱

带扩张，程度用 H 表示。

塔板理论无法解释同一色谱柱在不同的载气流速下柱效不同的实验结果，也无法指出影

响柱效的因素及提高柱效的途径。速率理论为色谱分离和操作条件的选择提供了理论指导，

阐明了流速和柱温对柱效及分离的影响，指导毛细管色谱和 HPLC 的发展。

3．影响谱带扩张的因素

（1）扩散 分子（纵向）扩散（浓度梯度造成）；涡流扩散（路径差别引起，只在填充

柱中存在）；流型（径向）扩散（空心柱中流动相的流动呈抛物线分布，填充柱中也存在）。

（2）传质阻力 组分在流动相和固定相间分配必然有分子在两相间交换、扩散的过程，

称为传质。组分在两相间分配不能瞬时完成，妨碍组分快速传递以达成平衡，导致有限传质

速率叫传质阻力。

① 流动相传质阻力：组分分子由流动相内部到两相界面的扩散过程中。

② 固定相传质阻力：组分分子由两相界面到固定相内部进行分配又返回两相界面的过

程中。

③ 停滞流动相传质阻力：部分流动相停滞在固定相颗粒间，组分分子在两相间传递时

通过这部分流动相时造成。

4．速率理论方程式简介

将造成谱带扩张的动力学因素联系起来建立偏微分方程，解出速率理论方程，以板高 H

和流动相线速率 U 关系式来表达。

Van Deemter 方程：H = A + B/U + C·U。1956，适用于填充柱气液色谱，各符号意义

见书。

§5-4 实验技术
一、样品的采集与制备——阅读
了解气相色谱法常用、现代的样品采集与制备方法、规定及注意事项。

二、色谱柱的总分离效能指标——分离度
塔板理论和速率理论都难以描述难分离物质对的实际分离程度，即柱效为多大时，相邻

两组分能够被完全分离。

难分离物质对的分离度大小受色谱过程中两种因素的综合影响：

（1）保留值之差──色谱过程的热力学因素；

（2）区域宽度 W──色谱过程的动力学因素。

色谱分离中的四种情况如图所示：

① 柱效较高，△K 较大，完全分离；

② △K不是很大，柱效较高，峰较窄，基本上完全分离；

③ 柱效较低，△K 较大，但分离的不好；

④ △K小，柱效低，分离效果更差。

分离度的定义：
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R=0.8：两峰的分离程度可达 89%；R=1：分离程度 98%；R=1.5：达 99.7%，相邻两峰完

全分离的标准，基线分离。

注意：对分离度的讨论要求相邻两色谱峰基本对称。阅读理解……………
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§5-4-1 气相色谱分离操作条件的选择
三、分离操作条件的选择
原则：在保证难分离物质对有适当分离度的前提下，使分析时间尽可能短。

1．载气种类及其流速的选择

（1）载气种类——考虑载气对柱效的影响、检测器要求及载气性质。

由 H=A+B/U+CU得：u小，B项起主要作用，载气M大，可抑制试样的纵向扩散，提

高柱效。u较大时，C项起主要作用，采用较小M的载气（如 H2，He），可减小传质阻力，

提高柱效。

TCD 需要使用热导系数较大的 H2有利于提高检测灵敏度。FID，N2首选。

还应综合考虑载气的安全性、经济性及来源是否广泛等因素。

（2）载气流速

H=A+B/U+C·U，可见 A与 U无关；流速对 B、C两项有完全相反的作用，流速对柱效

的总影响使得存在一个最佳流速，即速率方程式中 H对 u的一阶导数有一极小值。以 H对

应 u作图，曲线最低点的流速即为最佳流速。

作 H-u 图求出最佳流速 uopt。实际流速通常稍大于 uopt，以缩短分析时间，一般在

20~100mL/min。

2．色谱柱和固定相的选择

GC中由于组分分子与载气间无相互作用，实现分离的关键是固定相。

（1）GSC——固体固定相（主要是具有表面吸附性的固体吸附剂）

① 种类 活性炭；活性氧化铝（有较大极性，适用于常温下 O2、N2、CO、CH4、C2H6、

C2H4等气体的相互分离，CO2能被活性氧化铝强烈吸附而不能用这种固定相进行分析）；硅

胶（与活性氧化铝大致相同的分离性能，除能分析上述物质外，还能分析 CO2、N2O、NO、
NO2等，而且能够分离臭氧）；分子筛（碱及碱土金属的硅铝酸盐（沸石），多孔性。除了广

泛用于 H2、O2、N2、CH4、CO等的分离外，还能够测定 He、Ne、Ar、NO、N2O等）。

② 特点 性能与制备和活化条件有很大关系；同一种固定相，不同厂家或不同活化条

件，分离效果差异较大；种类有限，能分离的对象不多。表 6-8
（2）GLC——液体固定相=载体+固定液

① 固定液 涂渍在载体表面起分离作用的物质，在操作温度下不易挥发，高 b.p的有

机化合物，种类繁多。

要求：P263，应对被分离试样中的各组分具有不同的溶解能力，较好的热稳定性，并且

不与被分离组分发生不可逆的化学反应；最高最低使用温度（高于最高使用温度易分解、流

失，温度低呈固体）。

分类方法：如按化学结构、极性、应用等分类。固定液的极性与固定液本身的化学组成

有关，但与化学极性不同，是固定液与组分分子之间相互作用程度总的指标。可用保留指数

I描述固定液的极性。读表 6-9、10。
选择：基本原则是“相似相溶”，选择与试样性质相近的固定相……混合固定相(对于复

杂的难分离组分通常采用特殊固定液或将两种甚至两种以上配合使用)。

固定液用量：固定液在担体上的涂渍量即液相载荷量，一般指的是固定液与固定相的质

量百分比。液载比低，担体上形成的液膜薄，传质阻力小，柱效高，分析速度也快。液载比

过低时，固定相的负载量低，允许的进样量较小，载体上的活性位可能暴露造成拖尾峰。分

析工作中通常倾向于使用较低的配比。一般液载比控制在 10%以内。

② 载体（担体） 负载固定液的化学惰性的多孔性固体颗粒，具有较大的比表面积。

要求：比表面积大，孔径分布均匀；化学惰性，表面无吸附性或吸附性很弱，与被分离

组分不起反应；具有较高的热稳定性和机械强度，不易破碎；颗粒大小均匀、适度。一般常
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用 60~80目、80~100目。

种类：硅藻土（红色担体：孔径较小，表孔密集，比表面积较大，机械强度好，适宜分

离非极性或弱极性组分的试样，缺点是表面存有活性吸附中心点。白色担体：煅烧前原料中

加入了少量助溶剂（碳酸钠），颗粒疏松，孔径较大，表面积较小，机械强度较差，但吸附

性显著减小，适宜分离极性组分的试样）；玻璃微球；氟担体。

预处理：硅藻土型载体表面有硅醇〔-Si-OH〕和硅醚〔-Si-O-Si-〕基团，并有少量金属

氧化物和 Al2O3酸性作用点及 Fe2O3碱性作用点，会引起对组分的吸附造成色谱峰的拖尾，

因此使用前需要经过处理。常用的处理方法有酸洗法（分析酸性物和酯类样品）、碱洗法（分

析胺类碱性物质）、硅烷化处理、釉化处理等。

选择：表 6-11，载体粒度 dp与 A、CgU两相有关，dp增大柱填充易均匀，A减小利于

柱效提高；同时却使气相传质阻力增加，柱效降低。因此 dp一般在 0.05-0.10mm即 60-120
目。

（3）合成固定相

① 高分子多孔微球（GDX系列） 新型的有机合成固定相（苯乙烯与二乙烯苯共聚），

既是吸附剂，又是载体，适用于水、气体及低级醇的分析。

② 化学键合固定相 固定液键合于载体表面，热稳定，快速对称峰。

（4）气-液色谱柱的制备——CAI与实训

色谱柱分离效能的高低，不仅与选择固定液和载体有关，而且与固定液的涂渍和色谱柱

的填充情况有密切关系。因此，色谱柱的制备是 GC的重要操作技术之一。气液色谱柱的制

备过程主要包括下面四个步骤：

① 色谱柱柱管的选择与清洗 色谱柱形（U）、柱内径（3~4mm）、柱长度（1~2m）都

会影响柱的分离效果；柱管的试漏和清洗（酸、碱、溶剂）。

② 固定液的涂渍 选择固定液用量（5%）；要求固定液能均匀地涂敷在载体表面，形

成一个牢固的液膜，其方法有静态法，或对于一些溶解性差的固定液，则需要采用回流法。

③ 色谱柱的装填 图 6-28，泵抽法（填充均匀）。

④ 色谱柱的老化 新装填好的柱不能马上用于测定，需要先进行老化处理。老化的目

的是彻底除去固定相中残存的溶剂和某些易挥发性杂质，促使固定液更均匀、更牢固地涂布

在载体表面上。老化方法见书。

3．柱温的选择

（1）首先应使柱温控制在固定液的最高使用温度和最低使用温度范围之内，表 6-12。
（2）柱温一般选择在接近或略低于组分平均沸点时的温度。

柱温升高，分离度下降，色谱峰变窄变高，被测组分的挥发度↑，即被测组分在气相中

的浓度↑，K↓，tR↓，低沸点组分峰易产生重叠。柱温↓，分离度↑，分析时间↑。对于

难分离物质对，降低柱温虽然可在一定程度内使分离得到改善，但是不可能使之完全分离，

这是由于两组分的相对保留值增大的同时，两组分的峰宽也在增加，当后者的增加速度大于

前者时，两峰的交叠更为严重。

组分复杂，沸程宽的试样，采用程序升温。

4．气化室温度的选择——实验验证峰形、峰数

气化温度一般较柱温高 30~70℃，或比组分中最高沸点高 30~50℃，防止气化温度太高

造成试样分解。

5．进样量与进样技术

进样量应控制在柱容量允许范围及检测器线性检测范围之内，一般液样为 0.1~10μL，
FID＜1μL。

进样要求动作快、时间短。图 6-29，操作技术练习，达 2~5%相对误差。

[巩固]
1．运用色谱理论，讨论色谱分离操作条件的影响、选择方法和注意事项。

2．不断实践，牢固掌握！

§5-4-2 气相色谱定性和定量分析
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四、GC 定性分析——确定峰所代表的试样组成

依据：在一定的固定相和操作条件下，每种物质有一定的保留值或色谱数据。但应注意

其特征性很有限，反之不一定成立，常作简单样品的初步定性。

1．利用保留值（纯物质）定性——最基本方法

（1）标样直接对照定性 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的位置。图 6-30，对照峰位进行初步推测，tR受载气流

速、柱温等条件影响，也可计算出 VR。不适用于不同仪器上获得的数据之间的对比。

（2）利用加入法定性 将纯物质加入到试样中，观察各组分色谱峰峰高的相对变化。

可克服实验条件和图形复杂的影响。

（3）利用文献保留值（相对保留值 r21）定性 r21仅与柱温和固定液性质有关，与其它

操作条件无关。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，可用来进行定性

鉴定。

2．利用保留指数定性

（1）保留指数Ⅰ（Kovats）的定义

将正构烷烃作为标准，规定其保留指数为分子中碳原子个数乘以 100（如正己烷的 I 为

600）。其它物质的保留指数（IX）是通过选定两个相邻的正构烷烃，其分别具有 Z 和 Z＋1

个碳原子。被测物质 X的调整保留时间应在相邻两个正构烷烃的调整保留值之间，如图所示。

某物质 X 的保留指数 Ix 计算式见书。

（2）保留指数的测定和特点——例 P272
将测定出的 Ix值与文献值对照定性。I的准确度很好，用同一色谱柱测定误差小于 1%，

因此只要柱温和固定液相同，就可以用文献上发表的 I 定性。但在使用文献数据时，色谱实

验条件要与文献一致而且要用几个已知组分验证，最好用双柱法(即在两根极性相差较大的

柱子上，各自固定操作条件，都分别进样品和标准物，如果在两根柱上标准物与未知峰的保

留值都各自相同，则可以确认未知峰代表的组分与标准物相同。否则，不属同一物质)确认。

3．联机定性方法

除外，还有碳数规律法，沸点规律法，与化学反应结合定性，与红外光谱、质谱、核磁

共振谱结合定性等方法，请查阅有关资料和专著。

五、GC 定量分析
依据：在一定的操作条件下，检测器的响应值与进入检测器的组分的量成正比，mi = fi

Ai（质量型 Det），ci = fi hi（浓度型 Det）。
1．峰值的测量——A、h
关键是峰底（峰的起点与终点的连线，与基线重合）的确定。手工测量是基础，进一步

理解自动处理方法。

（1）对称峰 A = 1.065 h·W1/2 相对运算时可将 1.065略去。

（2）不对称峰 可在峰高 0.15和 0.85处分别测定峰宽，由下式计算峰面积：A = h·（W
0.15+ W 0.85）/ 2

（3）峰高乘保留时间法 在一定操作条件下，同系物的半峰宽与保留时间成正比，对

于难于测量半峰宽的窄峰、重叠峰（未完全重叠），可用此法测定峰面积：A = h·b·tR 。作相

对计算时，b可以约去。

（4）自动积分仪法和微机处理法 自动积分仪可自动测出一曲线所包围的真实面积，

有效数字大于 4位，精密度好（相对偏差可达 0.2~2%）。自动积分仪能将峰面积和保留时间

的数据自动打印出来，提高了自动化程度。

（5）以峰高表示峰面积 对一些对称的狭窄峰，可以直接以峰高代替峰面积测量，这

样既简便快速，又准确。阅读理解…………………………………

2．定量校正因子 f的测定

原因：峰面积的大小不仅与组分的量有关，而且还与组分的性质及检测器性能有关。用

同一检测器测定同一种组分，当实验条件一定时，组分量愈大，相应的 A愈大。但同一检

测器测定相同质量的不同组分时，却由于不同组分性质不同，检测器对不同物质的响应值不

同，因而产生的 A也不同。因此不能直接应用 A计算组分含量。为此，引入“定量校正因

子”来校正 A。定量校正因子分为绝对校正因子和相对校正因子。
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（1）绝对校正因子 fi=mi/Ai或 fi（h）=mi/hi
峰高定量校正因子 fi(h)受操作条件影响较大，因而用峰高定量时，一般不直接引用文献

值，必须在实际操作条件下用标准纯物质测定。显然要准确求出各组分的 fi，即要准确知道

进入检测器的组分的量 mi，同时要求准确测量出 A或 h，并要严格控制色谱操作条件恒定，

这在实际工作中有一定因难。因此，实际测量中通常不采用 fi，而采用相对校正因子。

（2）相对校正因子 fiˊ=fi/fs
平时所指的校正因子都是相对校正因子（通常略去“相对”）。常用标准物，TCD是苯，

FID是正庚烷。根据被测组分所用的计量单位不同，fiˊ分为相对质量校正因子，相对摩尔

校正因子（指组分的量以物质的量 n表示）和相对体积校正因子（气体样品以体积计量）。

相对质量校正因子：组分的量以质量表示时的相对校正因子，用 fm’表示，最常用。

式中下标 i、s分别代表被测物和标准物。

若将各式中的峰面积 A用峰高 h 表示，则可以得三种峰高相对校正因子，即： 、

、 。

（3）校正因子的测定方法

相对校正因子数值可以从文献上查得，但实际工作中一般都是自行测得。测定时最好使

用色谱纯试剂。测定时准确称取一定量的待测组分的纯物质（mi）和一定量的标准物质(ms)，
混匀后，在实验条件下进样分析，出峰后分别测量 Ai，As（或 hi、hs），然后代入相应关系

式求出。

（4）相对响应值 sˊ
相对响应值是物质 i与标准物质 S的响应值（灵敏度）之比。单位相同时，与校正因子

互为倒数，即：S’=1/f’。
f’和 S’只与试样、标准物质以及检测器类型有关，而与操作条件和柱温、载气流速、

固定液性质等无关，是一个通用常数，可查附 5、6。
3．定量分析方法——按分析目的、要求和样品情况选择

（1）归一化法

① 原理 以样品中被测组分经校正过的峰面积（或峰高）占样品中各组分经校正过的

峰面积（或峰高）之和的比例来表示样品中各组分的含量。

式中各组分的校正因子均采用相对质量校正因子。

若试样中组分是同分异构体或同系物，各组分 f’值很接近，可以不用校正因子，简化为

面积直接归一化。

② 特点及要求 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（标准曲线法，直接比较法）

如果试样中待测组分的含量变化不大，例如生产过程控制分析，可

采用单点校正法，而不必作标准曲线，即：

特点及要求：不使用校正因子，适用于大批量试样的快速分析；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。

（3）内标法

① 原理 若试样中所有组分不能全部出峰，或只要求测定试样中某个或某几个组分时，

将一定量选定的标准物（称内标物 S）加入到一定量试样中，混匀后，在一定操作条件下注

入色谱仪，出峰后分别测量组分 i和内标物 S的峰面积（或峰高），按下式计算组分 i的含
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量。常以内标物为基准，即 fs’=1.0。 →

② 特点及要求 内标法的关键是选择合适的内标物（要求 P278）。
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。

[巩固]
1．掌握 GC定性、定量分析依据和主要方法。

2．讨论方法特点和使用范围。

§5-4-3 色谱柱的总分离效能指标——分离度
1. 引入

根据塔板理论，有效理论塔板数 eff n 是衡量柱效能的指标，表示组分在柱内进行分配

的次数，但样品中各组分在柱内能否得到分离，取决于各组分在固定相中分配系数 K 的差

异，即取决于固定相的选择性，而不是由分配次数的多少来确定。因此柱效能不能说明难分

离物质对的实际分离效果，而选择性却无法说明柱效率的高低。故引入一个既能反映柱效能、

又能反映柱选择性的综合性指标——分离度 R。
定义：分离度 R 为相邻两组分色谱峰的保留时间之差与两峰底宽度平均值之比，即

)(
2
1

12

12

bb

RR

WW

tt
R






（6-27）
理论证明，若相邻两色谱峰对称且满足正态分布，则

2. 色谱基本分离方程式

分离度 R 的意义——分离度 R 作为柱的总分离效能指标，既反映了两组分保留值得差

值，即固定液对两组分选择性α2,1，的大小（由固定液的热力学性质所决定）；又考虑到色

谱峰宽度对分离的影响，即柱效能 neff 得高低（取决于色谱过程的动力学因素）。

分离度 R 和选择性α的关系— — 假设相邻两色谱峰峰底宽度相等，即

bbb WWW 
12 ，则

bb

RR

bb

RR

W

tt

W
tt

WW

tt
R RR

//
1212

12

12

)(
2
1












而

2/

16 











beff
eff W

t
H
Ln R

，代入上式后，有
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（6-28）
此式将分离度 R 与柱效能 n eff 、柱选择性α2,1，联系起来，为色谱分离条件的选择提供

了理论依据，故称为色谱基本分离方程式。
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例 6-1：在一根长度为 1 米的填充柱上，空气的保留时间为 5s ，苯和环己烷的保留时

间分别为 45s 和 49s ，环己烷色谱峰峰底宽度为 5s 。欲得到 R=1.2的分离度，求有效理论

塔板数、所需的柱长。

已知：L0=1m,tM=5s,
stR 45

1


,
stR 49

2


,
sWb 5

2


,R=1.2，求, n eff， L 。

解：首先求出环己烷对苯的相对保留值α2 ,1，即

1.1
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再求分离度：
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该柱的有效理论塔板数为：
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5
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若使 R =1.2，则所需的有效理论塔板数为：

2788
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,，故有 n eff ∝L

故所需的柱长为：

)(25.21
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0
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§5-4-4 分离操作条件的选择
1. 载气及其流速的选择

（1）载气种类的选择

根据检测器种类来选：TCD——选用 H2 或 He ；FID——选用 N2 。

（2）载气流速的选择

根据式

Cu
u
BAH 

，以 H ~ u作图（如图 6-7 所示），

播放动画
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在曲线的最低点，理论塔板高度最小（H min ），柱效能最高。该点对应的流速即为最

佳流速 uopt 。

因
02  c

u
B

du
dH

，故有

c
Buopt 

（6-29）

此时， BCAH 2min  （6-30）
实际工作中，为了加快分析速度，往往选择稍大于最佳流速 u opt 的流速。

2. 色谱柱的选择

（1）气——固色谱柱的选择

在气— 固色谱法中作为固定相的吸附剂，常用固体吸附剂。

固体吸附剂的种类有：有非极性的活性炭，弱极性的氧化铝，极性的分子筛，氢键型硅

胶等。

活性炭：有较大的比表面积，吸附性较强。

活性氧化铝：有较大的极性。适用于常温下 O2、N2、CO、CH4、C2H6、C2H4 等气体

的相互分离。CO2 能被活性氧化铝强烈吸附而不能用这种固定相进行分析。

硅胶：与活性氧化铝大致相同的分离性能，除能分析上述物质外，还能分析 CO2、N2O、

NO、NO2 等，且能够分离臭氧。

分子筛：碱及碱土金属的硅铝酸盐（沸石），多孔性。如 3A、4A、5A、10X及 13X 分

子筛等（孔径：埃）。常用 5A 和 13X（常温下分离 O2 与 N2）。除了广泛用于 H2、O2、

N2、CH4、CO 等的分离外，还能够测定 He、Ne、Ar、NO、N2O 等。

高分子多孔微球（GDX 系列）：新型的有机合成固定相（苯乙烯与二乙烯苯共聚所得

到的交联多孔共聚物）。型号：GDX-01、-02、-03 等。适用于水、气体及低级醇的分析。

它们对各种气体吸附能力的强弱不同，因而可根据分析对象选用。一些常用的吸附剂及其用

途均可从有关手册中查得。

固体吸附剂的优点——吸附容量大，热稳定性好，无流失现象，且价格便宜。

缺点——吸附等温线不成线性，重现性差，柱效低，吸附活性中心易中毒等。

（2）气——液色谱柱的选择

柱中所用填料是液体固定相，它是由惰性的固体载体和其表面上涂渍的高沸点有机物液

膜所构成的。这种高沸点有机物常称为“固定液”。

担体(载体)——担体(载体)应是一种化学惰性、多孔性的颗粒，它的作用是提供一个大

的惰性表面，用以承担固定液，使固定液以薄膜状态分布在其表面上。对担体有以下几点要

求：

表面应是化学惰性的，即表面没有吸附性或和吸附性很弱，更不能与被测物质起化学反

应；

多孔性，即表面积较大，使固定液与试样的接触面较大；

热稳定性好，有一定的机械强度，不易破碎；
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对担体粒度的要求，一般希望均匀、细小，这样有利于提高柱效。

气——液色谱中所用担体可分为硅藻土型和非硅藻土型两类。

硅藻土型担体，天然硅藻土经煅烧而成的。常用的是此类担体，它又可分为红色担体和

白色担体（煅烧时加 Na2CO3 之类的助熔剂，使氧化铁转化为白色的铁硅酸钠）两种。

红色担体：孔径较小，表面孔穴密集，比表面积较大(4 m2/g)，机械强度好。适宜分离

非极性或弱极性组分的试样。缺点是表面存有活性吸附中心点。

白色担体：煅烧前原料中加入了少量助溶剂(碳酸钠)。颗粒疏松，孔径较大。表面积较

小(1 m2/g)，机械强度较差。但吸附性显著减小，适宜分离极性组分的试样。

硅藻土类担体的预处理：普通硅藻土类担体表面并非惰性，含有≡Si-OH, Si-O-Si, =Al-O-,
=Fe-O- 等基团，故既有吸附活性又有催化活性。若涂渍上极性固定液，会造成固定液分布

不均匀；分析极性试样时，

由于活性中心的存在，会造成色谱峰拖尾，甚至发生化学反应。因此，担体使用前应进行钝

化处理，方法如下：

a. 酸洗（除去碱性基团）、碱洗（除去酸性基团）：用浓 HCl、KOH的甲醇溶液也分

别浸泡，以除去铁等金属氧化物及表面的氧化铝等酸性作用点。

b. 硅烷化（消除氢键结合力）:用硅烷化试剂(二甲基二氯硅烷等)与担体表面的硅醇、

硅醚基团反应，以消除担体表面的氢键结合力。

c. 釉化（表面玻璃化、堵微孔）：以碳酸钠，碳酸钾等处理后，在担体表面形成一层

玻璃化釉质。

非硅藻土型担体:有氟担体、玻璃微球担体、高分子微担体等。

固定液——高沸点难挥发有机化合物，种类繁多。

对固定液的要求

挥发性小，在操作温度下有较低蒸气压，以免流失。

稳定性好，在操作温度下不发生分解。在操作温度下呈液体状态。

对试样各组分有适当的溶解能力，否则被载气带走而起不到分配作用。

具有高的选择性，即对沸点相同或相近的不同物质有尽可能高的分离能力。

化学稳定性好，不与被测物质起化学反应。

固定液的分离特征。

固定液的分离特征是选择固定液的基础。固定液的选择，一般根据“相似相溶”原理进

行。在 GC 中，常用“极性”来说明固定液和被测组分的性质。如果组分与固定液分子性

质( 极性) 相似，固定液和被测组分两种分子间的作用力就强，被测组分在固定液中的溶解

度就大，K 就大，也就是说，被测组分在固定液中溶解度或 K 的大小与被测组分和固定液

两种分子之间相互作用的大小有关。分子间的相互作用力包括：

a. 静电力(定向力)：由于极性分子的永久偶极间存在静电作用而引起的。在极性固定液

柱上分离极性试样时，分子间的作用力主要是静电力。

b. 诱导力：极性分子与非极性分子共存时，由于在极性分子永久偶极的电场作用下，

非极性分子极化而产生诱导偶极，此时两分子相互吸引而产生诱导力。用极性固定液分离非

极性分子和可极化分子时，可极化分子容易被极化，而产生诱导力。例如，苯（B.P.80.1℃）

和环己烷（ B.P.80.8℃）沸点接近，偶极矩为零，均为非极性分子，若用非极性固定液却

很难使其分离。但苯比环己烷容易极化，故采用极

性固定液，就能使苯产生诱导偶极矩，而在环己烷之后流出。固定液的极性越强，两者分离

得越远。若β,β'-氧二丙腈固定液分离苯(80.10)和环己烷(80. 81)，二者保留时间相差 6.3
倍。

c. 色散力：非极性分子之间的瞬间偶极所产生的吸引力。用非极性固定液分离非(弱)
极性组分时，分子之间主要为色散力(正比于沸点)，按沸点顺序分离。

d. 氢键力：

可见，分子间的作用力与分子的极性有关。

固定液的选择

分离非极性物质，一般选用非极性固定液，这时试样中各组分按沸点次序先后流出色谱

柱，沸点低的先出峰，沸点高的后出峰。
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分离极性物质，选用极性固定液，这时试样中各组分主要按极性顺序分离，极性小的先

流出色谱柱，极性大的后流出色谱柱；

分离非极性和极性混合物时，一般选用极性固定液，这时非极性组分先出峰，极性组分

( 或易被极化的组分) 后出峰。

对于能形成氢键的试样，如醇、酚、胺和水等的分离。一般选择极性的或是氢键型的固

定液，这时试样中各组分按与固定液分子形成氢键的能力大小先后流出，不易形成氢键的先

流出，最易形成氢键的最后流出。

(3)色谱柱的制备

可以分三个步骤完成，即预处理、装柱和老化

2. 柱温的选择

柱温直接影响分离效能和分析速度。首先要考虑到每种固定液都有一定的使用温度。柱

温不能高于固定液的最高使用温度，否则固定液挥发流失。选择时可参考有关文献。

4. 气化室温度的选择

在保证试样不分解的情况下，适当提高气化温度对分离及定量有利。一般比柱温高 30 ~
70℃ ，或比样品组分中最高沸点高 30 ~ 50℃。

5. 进样时间和进样量

进祥方式以及进样量的大小直接影响到色谱柱的分离结果和最终所得到的定量数

据。

·如果进样量太大，在色谱柱中会形成超负荷，色谱峰宽度明显增大，柱效下降，影响

组份的保留时间(如图 A 所示)和定量分析(如图 B 所示)。进样量一般液体 0.1 ~ 5μL ，气

体 0.1 ~ 10μL ，进样太多，会使几个峰叠加，分离不好。
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进样要迅速，以便样品气在色谱柱顶端聚积成一个“塞子”形状，样品气既没有扩散现

象，又能迅速进入色谱柱的第一块理论塔板上，这就实现了所谓“塞式进样”的要求。根据

此要求，尤其是分折沸点低的样品时，进样速度应控制在 1S 以内，否则，会造成样品指数

式的进入色谱柱，导致色谱降形扩张和变形如图 C 所示。

6. 固定液的性质和用量

固定液对分离是起决定作用的。一般来说，担体的表面积越大，固定液用量可以越高，

允许的进样量也就越多。为了改善液相传质，应使液膜薄一些。固定液液膜薄，柱效能提高，

并可缩短分析时间。但不能太低，否则，允许的进样量太少。

固定液的配比一般用 5:100 到 25:100 ，也有低于 5:100 的。不同的担体为要达到较

高的柱效能，其固定液的配比往往是不同的。一般来说，担体的表面积越大，固定液的含量

可以越高。

7. 担体的性质和粒度

要求担体的表面积大，表面孔径分布均匀。这样，固定液涂在担体表面上成为均匀的薄

膜，液相传质就快，柱效就可提高。担体粒度均匀、细小，也有利于柱效提高。但粒度过小，

柱压降增大，对操作不利。

§5-4-5 气相色谱定性分析
GC 定性分析的目的：确定试样的组成，即确定每个色谱峰所代表的组分。

理论依据：在一定固定相和一定操作条件下，每种物质都有各自确定的保留值或确定的

色谱数据，并且不受其他组分的影响。

1. 利用保留值定性

基本依据：两个相同的物质在相同的色谱条件下应该具有相同的保留值。但在相同的色

谱条件下，具有相同保留值的两个物质却不一定是同一物质。利用已知标准物质直接对照定

性是一种最简单的定性方法。

2. 利用保留指数定性（略）

3. 联机定性（略）

§5-4-6 气相色谱定量分析

1. 定量分析基础

定量分析的常用术语：

❀样品(Sample):含有待测物,供色谱分析的溶液

❀ 样品类型(Sample Type)分为标样和未知两种:

标样(Standard) : 浓度已知的纯品;

未知样(Unknow):浓度待测的混合物

❀ 样品量(Sample Weight):待测样品的原始称样量

❀ 稀释度(Dilution):未知样品的稀释倍数

❀ 组分(Componance):欲做定量分析的色谱峰,即含量未知的被测物
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❀ 组分的量(Amount):被测物质的含量(或浓度)积分(Integrity):由计算机对色谱峰

进行峰面积测量的计算过程

❀ 定量限:可以准确定量的样品最低量,一般要求色谱峰的 S/N＞10:1

❀ 校正曲线(Calibration Curve):组分含量对响应值的线性曲线,由已知量的标准物

建立,用于测定待测物的未知含量

（1）基本公式

依据：一定条件下，GC 仪器检测器的响应值与被测组分的量成正比，即色谱的峰高

hi 或峰面积 A i 与所测组分的浓度成正比。表示为：

ωi=fiAi 或 ci=fi hi （6-31）
式中，ωi——组分 i 的质量；c i ——组分 i 的浓度； f i ——组分 i 的校正因子。

一般地，对浓度敏感型检测器常用峰高定量；对质量敏感型检测器常用峰面积定量。

（2）峰面积、峰高的准确测定

自动测量法——积分仪、色谱工作站。

手工测量法——当色谱峰峰形对称且不太窄时，

A=Hw1/2 （6-32）

实际峰面积为：
2/1065.1

94.0
hWAA 实际

（6-33）
当色谱峰峰形不对称时，先分别测出 0.15 倍和 0.85 倍峰高处的峰宽，

hWWA ）（ 85.015.02
1


（6-34）

一定操作条件下，同系物的半峰宽于保留时间成正比，即 W1/ 2 ∝ tR ，令 W1/ 2=b tR，
有

RhbthWA  2/1 （6-35）
作相对计算时，b可约去，即 A∝htR 。该法适合于狭峰。

（3）定量校正因子的测定

峰面积的大小不仅与组分的量有关，而且还与组分的性质及检测器性能有关，故不能直

接应用峰面积计算组分含量。引入定量校正因子来校正峰面积。

绝对校正因子 i f ——指单位峰面积或单位峰高所代表的量，即

fi=mi/Ai 或 f i (h) = m i / h i （6-36）
式中，m i为组分质量（或物质的量，或体积）。实际应用时，由于峰面积与峰高较难测

定，且色谱条件不易控制，故通常不采用。

相对校正因子
/
if ——指组分 i 与另一标准物 S 的绝对校正因子之比，即

is

si

s

i
i Am

Am
f
ff /

（6-37）

或 is

si

s

i
i Ac

Ac
f
f

f /

（6-38）

式中，c 为物质的浓度。通常将
/
if 称为校正因子，其种类有：

相对质量校正因子
/
mf is

si

ss

ii

ms

mi
m Am

Am
Am
Am

f
f

f
/

/
/

)(

)(/ 
（6-39）

相对摩尔校正因子
/
Mf i

s
m

Ms

Mi
M m

m
f

f
f

f /

)(

)(/ 
（6-40）

相对体积校正因子
/
Vf ——对于气体样品，当温度和压力一定时，

//
MV ff 
。

校正因子的实验测定方法。
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相对响应值
/
iS ——指物质 i 与标准物质 S 的响应值之比，单位相同时，与相对校正因子互

为倒数，

即
/

/ 1

i
i f
S 

（6-41）
2. GC 常用的定量方法

（1）归一化法

原理：若试样中含有 n 个组分，且各组分均能流出色谱柱，则其中组分 i 的质量分数

ωi为

 


ii

ii

i

i
i Af

Af
m
m

/

/


（6-42）

或
 


ihi

ihi

i

i
i hf

hf
m
m

/
)(

/
)(

（6-43）
优点：简便、准确、操作条件对结果影响较小；

缺点：但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和

峰面积，因此，该法在使用中受到限制。

实验方法：

（2）标准曲线法（外标法）

原理：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，又测得的峰面积
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在标准曲线上查出被测组分的质量分数。

i
S

s
i A

A


 
（6-44）

优缺点：操作、计算简便，不用校正因子，不加内标物，但实验条件要严格控制且需要

定量进样，否则不易得到准确结果。

（3）内标法

原理：在一定量试样（m 试）中加入一定量的内标物（S），根据待测组分和内标物的

峰面积及内标物质量（ S m ）计算待测组分质量。

分析步骤如下：配制一系列浓度的标样，其中加有内标样

采集不同浓度标样的色谱图

积分,按内标法定量计算,建立标准曲线

计算公式：
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/

//

/

..
s

i

s

isSs

ii
s

i
i f

f
A
A

m
m

m
Af
Af

m

m
m

试试试


（6-45）

式中，
//
si ff ，
分别为组分 i 和内标物 S 的质量校正因子；

//
si AA，
分别为组分 i 和内标物 S 的峰面积。

在内标法中常以内标物为基准，即
0.1/ sf ，则式（6-45）变为

s

is
ii A

A
m
m

f ../
试


（6-46）

优点： 定量准确，操作条件不必严格控制；与归一化法相比，限制条件较少。

缺点：选择合适的内标物比较困难，每次分析都要准确称量试样与内标物，不适于快

速分析。

（4）标准加入法

~为一种特殊的内标法，在选不到合适内标物时，以欲测组分的纯物质为内标物，在相

同的色谱条件下测定加入待测组分纯物质前后的峰面积，从而计算该组分在样品中的含量。

§5-4-7 气相色谱法的应用实例
气相色谱分析可以应用于分析气体试样，也可分析易挥发或可转化为易挥发的液体和固

体，不仅可分析有机物，也可分析部分无机物。一般地说，只要沸点在 500℃以下，热稳定

良好，相对分子质量在 400 以下的物质，原则上都可采用气相色谱法。目前气相色谱法所

能分析的有机物，约占全部有机物的 15% ～

20% ， 而这些有机物恰好就是目前应用很广的那一部分，因而气相色谱法的应用是十分广

泛的。广泛应用于各种领域：石油化工、高分子材料、药物、食品、香料与精油、农药、环

境保护等。

对于难挥发和热不稳定的物质，气相色谱法是不适用的。具体应用详见课本 P281-4。

练习：
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授课日期 2025 年 12 月 05 日-12 月 19 日 教案编号 14

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 6 章 高效液相色谱法

授课学时 2 节（ ）；3节（ ）；其它（ 8节 ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

1.掌握液相色谱分离的工作原理。

2.了解液相色谱仪器各个系统的组成以及工作原理。

3.熟练掌握液相色谱中的反向和正相色谱的分离原理和工作条件。

4.了解各种液相色谱分离方法以及色谱柱的工作原理。

5.掌握液相色谱分离分析中的定性和定量方法。

学习重点

1.高效液相色谱与气相色谱的异同点。

2.高效液相色谱速率理论方程式在实验条件优化中的应用。

3.分离柱和流动相的选择和匹配。

4.不同种类液相色谱分离的原理上的差异。

学习难点

1.高效液相色谱速率理论方程式在实验条件优化中的应用。

2.分离柱和流动相的选择和匹配。

3.不同种类液相色谱分离的原理上的差异。

能力训练

方式方法

1.比较与启发提问法。

2.融通学习法。

3.仿真操作演示。

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学内容

时间安排

共 8学时，§6-1高效液相色谱的主要类型及选择（2 学时）；§6-2 高效液相色谱

仪（4学时）；§6-3高效液相色谱基本理论与实验技术（2学时）

思 考 题 HPLC 的特点，与 GC的区别；高效液相色谱仪的主要组成部分及作用

作 业
P303，1、4。预习§6-2。
P345，5、11。预习实验 P346-6.4.1 高效液相色谱仪的基本操作与性能检查；或 6.4.2 混

合维生素 E的正相 HPLC 分析条件的选择。6~8p。预习第三章 IR。

思政

高效液相色谱法的发展历史展示了科学家们对物质分离技术的不懈追求和探索。从

色谱法的基本原理中，学生可以学习到科学研究的严谨性和创新性，培养坚持不懈、

刻苦钻研的科学精神。

HPLC 的学习和应用强调了理论与实践的结合。通过实验操作，学生能够将理论知识

应用于实际问题的解决中，这种实践操作能力是思政教育中强调的实践能力培养的

重要一环。

教学后记 暂无
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§6-1 高效液相色谱的主要类型及选择

教学

目标

能 力（技 能）目 标 知 识 目 标

1．能指出高效液相色谱法与经典液相

色谱法和气相色谱法的异同点；

2．能选择吸附色谱法、正相与反相分

配色谱法、正相与反相键合相色谱法、

凝胶色谱法等进行实际样品的分析。

1．了解高效液相色谱法与经典液相色谱

法和气相色谱法的异同；

2．了解 HPLC 的基本方法——吸附色谱

法、正相与反相分配色谱法、正相与反相

键合相色谱法、凝胶色谱法的分离原理及

两相选择。

能力

训练

方式

方法

1．比较与启发
2．融通学习法
3．仿真操作演示

参考

资料

1．中华人民共和国国家标准 GB9724-88，GB9775-88，GB11076-89，
GB/T14666-93
2．陈培榕、邓勃主编，现代仪器分析实验与技术，北京：清华大学出版
社，1999
3．梁述忠主编，仪器分析，北京：化学工业出版社，1998
4．刘珍主编，化验员读本，北京：化学工业出版社，1998

[组织教学]

[引入]
流动相分类→GC、LC→应用广泛，如药物分析技术。

[讲授新课]

第 6 章 高效液相色谱法（HPLC）
据统计，在已知的有机化合物中，能用GC分析的约占20%，而用HPLC分析的达到 70~80%

（高沸点化合物、非挥发性物质、热不稳定物、离子型化合物及高聚物、生物大分子、不稳

定的天然产物等）。1967 出现 HPLC 仪。

一、HPLC 与经典液相色谱法的比较——表 6-1 说明
经典：柱效低

高效：高压、高效、高速；高沸点、热不稳定有机及生化试样的高效分离分析方法。

二、HPLC 与 GC 的比较——表 6-2 说明
GC：（1）样品需先气化，对挥发性差的物质要求高气化温度和高柱温，给设备带来困难。

（2）高分子化合物、热稳定性差的化合物和生化样品在气化中分解、失活。

（3）GC 中流动相分子与分离物质分子间作用小，改变流动相无法提高选择性。

HPLC：（1）一般在室温下操作，试样只需在流动相中有一定溶解度。

（2）不受样品挥发性和热稳定性限制。适于分离沸点高、极性强、热稳定性差的

化合物。

（3）可通过改变流动相和固定相来提高选择性。

HPLC 与 GC 相似，但仍各有特点，应根据不同的分离对象适当选用。在实际应用中，

凡能用 GC 分析的样品，一般不用 LC，这是因为 GC 更快，更灵敏、更方便，并且分析成本
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低。

§6-1 高效液相色谱的主要类型及选择
广义：薄层、纸色谱；狭义：柱色谱，再按分离机理分…

高效液相色谱法的分离类型

分离类型
分离对象

用途
相对分子量 极性 溶解性

吸附色谱法

10
2
至 5×10

3

非极性或

弱极性

溶于非极性溶剂，在水中溶

解度很差
异构体

分 配

色 谱

法

正 相 液 相

色谱法
极性较强

溶于烃类、氯仿等有机溶

剂，在水中溶解度很差
同系物

反 相 液 相

色谱法

极性范围

广

溶于极性溶剂（水、醇），

但不离解

离子交换色谱法 离子型

溶于水且能离解，或不溶于

水，但溶于 HCl 或 NaOH 溶

液

无机或有

机阴、阳

离子

体 积

排 除

色 谱

法

凝 胶 渗 透

色谱法
10

3
至 10

6
非离子型

溶于低极性的有机溶剂
合成高聚

物

凝 胶 过 滤

色谱法
溶于水

天然高分

子

一、液-固吸附色谱
1．分离原理——类似 GSC

液-固吸附色谱是基于各组分吸附能力的差异进行混合物分离的。样品在硅胶色谱柱中

的保留作用受两个因素控制：

（1）样品分子和流动相分子对硅胶表面羟基的竞争吸附，即流动相极性大，硅胶间相

互作用强，则溶质吸附越弱，保留值小。

（2）流动相对样品的溶解能力，若流动相对组分有较大溶解度，则组分的保留时间短。

在吸附色谱中决定样品分子吸附作用的首要因素是样品分子的官能团，官能团极性增加

或极性官能团增多，样品与硅胶的吸附作用增强。

因此吸附色谱法对同系物的选择性小而利于族分离。

2．固定相——表 6-3

不同极性的固体吸附剂，如硅胶、氧化铝等。较常使用的是 5～10μm 的硅胶吸附剂。

3．流动相（洗脱液）——可以是各种不同极性的一元或多元溶剂。

（1）溶剂的极性：指溶剂分子与溶质分子之间总的相互作用力。

（2）溶剂的强度：指溶剂洗脱色谱柱内组分的能力。

溶剂强度参数ε
0
：以溶剂为流动相在选定的吸附剂上的洗脱能力大小，相当于每一单

位面积吸附剂表面上溶剂的吸附能。

（3）洗脱序列：ε0越大，洗脱能力越强。表 6-4：

溶剂 己烷 氯仿 乙酸乙酯 甲醇 水 乙酸

溶剂强度ε0 0.00 0.26 0.38 0.73 大于 0.73 大于 0.73

（4）梯度洗脱：采用二元或多元组合溶剂作为流动相可以灵活调节流动相的极性或增

加选择性，以改进分离或调整出峰时间。适于组分复杂的样品，分离过程中逐渐增加ε
0
值。

（5）选择要求：P297，6点和基本原则。

4．应用——极性不同的化合物，异构体

如：二氯代苯的保留时间由大到小为……………………………………
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二、液-液分配色谱
1．分离原理

分配定律：利用混合物中各组分在固定相和流动相中溶解度的差异进行分离。流动相为

与固定液不相溶的液体，与液液萃取相似。

在液-液分配色谱中，通常为了避免固定液的流失，分为

（1）正相液相色谱法（NPLC）：固定相极性较流动相强。适于极性组分的分离。

（2）反相液相色谱法（RPLC）：固定相极性较流动相弱。适于非极性组分的分离。

色谱操作 正相色谱 反相色谱

固定相 极性 非（弱）极性

流动相 非（弱）极性 极性

流出次序 极性组分 k’大 极性组分 k’小

流动相极性影响 极性增加，k’减小 极性增加，k’增大

溶剂洗脱顺序 与洗脱强度顺序一致 与洗脱强度顺序相反

例：

正相液相色谱 k’：大 小

反相液相色谱 k’：小 大

己烷 甲醇 乙酸

正相色谱洗脱顺序：小 大

反相色谱洗脱顺序：大 小

2．固定相

在载体上涂渍一层固定液（表 6-5）构成，涂滞方法类似 GLC。

防止固定液流失方法：P299。
3．流动相——尽可能不与固定液互溶。

正相用己烷、庚烷+20%改性剂，反相用水+改性剂。

4．应用——极性、非极性化合物。

三、键合相色谱法
特点：稳定，不易流失，适用样品广，逐渐取代分配色谱法。

1．分离原理

与分配色谱法不同。正相为分配机理，反相为疏溶剂作用（图 6-2）。

（1）正相键合相色谱法 适于油溶性或水溶性的极性、强极性组分分离。

（2）反相键合相色谱法 适于非极性、极性或离子型组分分离。比正相的应用广，完

成 70~80%的分析任务。

2．固定相——以全多孔或薄壳型微粒硅胶为基体

分非极性、弱极性和极性三类，表 6-6。C18反相键合相（ODS）最广。

3．流动相——类似 LSC、LLC。

一般用甲醇-水体系。也用乙醇、丙醇、二氯甲烷等，或二（三、四）元混合溶剂。

4．应用——正相用于极性（药物），反相通用、简单、稳定、重现，P301。
四、凝胶色谱法（分子排阻色谱、体积排除色谱法 SEC）
体积排除色谱法是用化学惰性的多孔物质为固定相，试样组分按分子体积（尺寸大小）

分离的液相色谱法。根据所用的流动相不同分为：

（1）凝胶渗透色谱法（GPC）：以有机溶剂（四氢呋喃）作流动相，多用于高分子领域，

测定聚合物分子量分布或跟踪聚合物合成、降解反应。

（2）凝胶过滤色谱法（GFC）：以水或水溶液为流动相，多用于生化领域分离天然高分

子。
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凝胶色谱的固定相凝胶是一种多孔性的聚合材料，有一定形状和稳定性。当被分离的混

合物随流动相通过凝胶色谱柱时，尺寸大的组分不发生渗透作用，沿凝胶颗粒间孔隙随流动

相流动，流程短，流动速度快，先流出色谱柱。尺寸小的组分则渗入凝胶颗粒内，流程长，

流动速度慢，后流出色谱柱。

[巩固]
1．熟悉 HPLC的特点，与 GC的区别。

2．理解 HPLC四类方法（尤其是键合相色谱）的分离原理、固定相、流动相和应用。

§6-2 高效液相色谱仪

教学

目标

能 力（技 能）目 标 知 识 目 标

1．能指出高效液相色谱仪与气相色谱

仪的异同点；

2．初步理解典型高效液相色谱仪及色

谱工作站的使用方法和日常维护保养。

1．了解高效液相色谱仪的工作流程；

2．了解仪器的基本结构原理（六通阀进

样器的工作原理，液相色谱柱的种类及评

价方法，紫外检测器、折光指数检测器、

荧光检测器、馏分收集器、真空脱气装置

等）。

能力

训练

方式

方法

1．比较与启发
2．融通学习法
3．仿真操作演示

参考

资料

[组织教学]

[复习]
HPLC 定义、特点、与 GC 区别？LC 分类、分离机理、两相、正反相？

[讲授新课]

第 6 章 高效液相色谱法（HPLC）
§6-2 高效液相色谱仪

使用高压输液泵、全多孔微粒填充柱和高灵敏度检测器，实现高速、高效和高灵敏度，

高智能化水平和高精度代表。

一、仪器工作流程
类似 GC，图 6-7：

单元组件：高压输液系统；进样系统；色

谱柱；检测器；工作站等 5个。

工作流程描述：P304…
还可以根据一些特殊要求配备一些附属

装置，如梯度淋洗、自动进样、预柱、流动相
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在线脱气及自动控制装置等。

二、仪器基本结构
1．高压输液系统（分四组件）

（1）贮液器——要求（4 点）

贮液器一般由玻璃、不锈钢或特种塑料制成，容

量约为 0.5~2L。用来贮存作流动相的各种溶剂。

① 所有溶剂在放入贮液器前必须经 0.45μm 滤

膜过滤，防止机械杂质阻塞。

② 附有脱气装置，以除去溶解在流动相中的气体

（如 O2），以免柱中或柱后的压力下降使溶解在流动相

中的空气逸出气泡影响分离、检测，尤其是梯度洗脱。流动相脱气常使用抽真空或超声振荡

方法，脱气后的流动相液体应密封保存，防止外部气体的重新溶入。

（2）高压输液泵——主要部件之一，关键。压力：150～350×105 Pa。

由于色谱柱柱径较细（约 2~6mm），为了获得高柱效而使用粒度很小的固定相（<10μm），

液体流动相高速通过时，将产生很高的压力，因此用高压泵高速注入流动相。

① 要求 压力平稳无脉动，流速恒定，流量可调节，泵体材料耐化学腐蚀，死体积小，

一般要求有 25~40MPa 的压力。P305
② 类型 可分为恒流泵和恒压泵。恒流泵在一定操作条件下可输出恒定体积流量的流

动相。目前常用的恒流泵有往复型泵和注射型泵，其特点是泵的内体积小，用于梯度洗尤为

理想。恒压泵又称气动放大泵，是输出恒定压力的泵，其流量随色谱系统阻力的变化而变化。

这类泵的优点是输出无脉动，对检测器的噪声低，通过改变气源压力即可改变流速。缺点是

流速不够稳定，随溶剂粘度不同而改变。目前 HPLC 仪一般都配备往复式恒流泵，恒压泵在

HPLC 仪发展初期使用较多，现在很少用了。表 6-7 性能比较。

（3）过滤器——设置在泵进口、出口与进样阀之间。

防泵、阀损坏和柱压升高。图 6-9，溶剂、管道过滤器，滤芯 2~3μm，超声波清洗。

（4）梯度洗脱装置——使保留值相差大的多组分分离更合理、及时。

① 流动相梯度 改变流动相组成或浓度。调节极性，致使每个流出的组分都有合适的

分配比，从而实现样品中每个组分的分离。可以提高柱效，加快分离速度，改善峰型，增加

检测器灵敏度。类似于 GC中的程序升温技术。

② 按流路数分为二元、三元梯度。

③ 按溶液混合方式分为内（高压）梯度——利用两台高压输液泵，将两种不同极性的

溶剂按一定的比例送入梯度混合室，混合后进入色谱柱。贵！

外（低压）梯度——一台高压泵, 通过比例调节阀,将两种或多种不同极性的溶剂按一

定的比例抽入高压泵中混合。

2．进样器——将样品溶液准确送入柱内。要求：P308。
① 六通阀进样器 流路中为高压工作状态，通常使用耐高压的和 GC 相同的六通阀进样

器进样。进样量的可变范围大，耐高压，易于自动化，重现性好。操作时先将六通阀手柄转

至采样位置，样口用平头微量注射器注入样品环（10~20μL）中，然后转动六通阀达到进样

位置，样品被带入色谱柱。

② 自动进样器 由计算机自动控制定量阀工作取样、进样、复位、样品管路清洗和样

品盘的转动，全部按预定程序进行。样品量可连续调节，进样重复性高，适于大量样品分析。

但一次性投资高。……………………………

3．色谱柱——高效分离柱，心脏。要求柱效高、选择性好、分析速度快。

（1）结构——图 6-13，柱体为直型不锈钢管（要耐高压及流动相和样品的腐蚀）。为

获得较高柱效能，柱管内表面必须光滑、无刻痕、裂缝及颗粒物，因此内壁必须作抛光处理。

内径 1～6 mm，最常用 4mm 左右，柱长 5～40cm。发展趋势是减小填料粒度和柱径以提高

柱效。

装柱是一项技巧性很强的工作，对色谱分离效果影响很大。根据固定相微粒的大小，填

充色谱柱的方法有干法和湿法两种。微粒大于 20μm可用干法填充，方法与 GC 相同。如果

微粒直径在 10μm 以下，只能用湿法装柱，即先将填料配成悬浮液贮于容器中，然后在高压

泵的作用下压入色谱柱。
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用过滤片、垫圈堵住填料，以→表示流动方向。

（2）种类——填料粒度，100~300mm 柱长，500~20000n，φ4~5mm。

直径 2mm 常用柱（细柱）的优点：柱效相同，溶剂量↓；峰宽↓，h↑，S↑，适于痕量

分析。

（3）评价 基本参数；LC仪器系统 VM↓，样品及操作条件合理。表 6-8。
（4）保护柱——损失少量柱效，保护分析柱（之前，短柱）。

（5）恒温装置——↑T 柱，↓溶剂粘度，↑样品溶解度，tR稳定。

水浴、电加热、恒温箱——＜100℃。

4．检测器——关键！连续监测柱流出组分组成、含量变化。

（1）要求 P311，理想化。

（2）分类 通用型——检测流动相和样品的全部特性变化，不能用于梯度洗脱，有 RID、

ELSD、ECD。

专用型——检测组分，能梯度洗脱，有 UVD、FD。

按检测原理分为光学式（紫外/可见吸收、荧光、示差折光率）、电化学式、介电常数式、

总体性能检测器、溶质性能检测器等。

（3）性能指标——表 6-9

（4）几种常见的检测器（简介）

① 紫外-可见光检测器（UVD）
——最广，通配，70%使用率，

190~700nm。

原理 通过测定待测组分在流动

池中吸收紫外-可见光后，其吸光度的

变化来确定组分的含量。

结构 同 UVS，图 6-14，双光束，比较信号，自动选λ。有固定波长，可变波长，扫描

式的几种类型。可变波长是在固定波长基础上发展的，由于波长可选择地改变，因而提高了

选择性。扫描式的可记录待测组分的吸收光谱，作为定性的指纹数据。近年来发展起来的二

极管阵列检测器（PDA），可以在一次色谱操作中同时获得吸光度、时间和待测组分的全部紫

外-可见吸收光谱图在一起的三维谱图，信息量更多，可同时定性和定量。

由于紫外吸收对温度，流动相组成和流速变化不敏感，因此，可作梯度洗脱，并且对恒

温要求不高。

② 折光指数检测器（RID）——也称示差折光检测器，通用型。

原理 每一种物质在一定温度、压力条件下都有固定的折光率（n），当待测组分从柱中

随流动相流出时，它的折光率与纯溶剂和纯溶质都不同，RID 就是以纯溶剂（流动相）作参

比，连续测量柱后流出物的折光率的变化，并以时间（或流动相体积）为横轴来记录出其微

分曲线。因此，只要和流动相的折光率有差异的物质都可检出。表 6-10。

由于折光率对温度很敏感，所以要求检测器恒温良好（±0.001℃），并且不能梯度洗脱，

灵敏度较低。仅次于 UVD，属于总体性能 Det，用于凝胶、制备色谱。

③ 荧光检测器（FD）检测产生荧光的物质。

④ 蒸发激光散射检测器（ELSD）类似 FID。

（5）馏分收集器 自动收集、制备，图 6-21。

5．色谱工作站——检出的色谱信号输入到色谱工作站记录并处理色谱分析数据。诊断、

自控、智能，计量认证。

三、常用 HPLC 仪的使用及日常维护
1．型号多——操作一致，如 PE LC200 的操作规程（阅读了解）。

2．日常维护——说明书！！贮液器、高压输液泵、进样器、色谱柱和检测器。

[巩固]
1．熟悉 HPLC仪的特点，与 GC仪的区别。2．理解原理，实践应用。

[布置作业]
P329，13。预习§6-3。
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§6-3 高效液相色谱基本理论与实验技术

教学

目标

能 力（技 能）目 标 知 识 目 标

1．初步学会高效液相色谱方法的设计

与实验技术。

1．了解影响 HPLC 范特姆特方程式的因

素；

2．了解 HPLC 方法的建立与设计；

3．了解 HPLC 的一般实验方法与技术。

能力

训练

方式

方法

1．比较法
2．融通学习法
3．讨论法

参考

资料

[组织教学]

[复习]
HPLC 仪器工作流程与基本组成部件？梯度洗脱技术？常用检测器？

[讲授新课]

第 6 章 高效液相色谱法（HPLC）
§6-3 高效液相色谱基本理论与实验技术

使用高压输液泵、全多孔微粒填充柱和高灵敏度检测器，实现高速、高效和高灵敏度，

高智能化水平和高精度代表。

一、速率理论（简介）
1．速率理论方程式——类似 GLC

H = HE+HL+HS+HMM+HSM= A+B/U+CU 各符号的意义 P329…
2．影响速率理论方程式的因素

涡流扩散项 HE+分子扩散项 HL+固定相的传质阻力项 HS+移动流动相的传质阻力项

HMM+滞留流动相的传质阻力项 HSM分别简要说明——图示理解…

（1）由于流动相为液体，组分分子在流动相中的扩散系数很小，因此 B/U分子扩散项

的影响可忽略。

（2）CU传质阻力项是影响谱带扩张的主要因素。而传质阻力的大小与填充剂颗粒的

平均直径成正比，因此填充颗粒大小成为影响谱带扩张的主要因素。

（3）HPLC 中除色谱柱以外的流路部分仍有由于进样不当，管道死体积，柱后扩散等

造成的柱外效应引起谱带扩张。

H~u，Uopt小于 GC，HPLC 柱效高；平稳，高线速分析！

二、实验技术
1．溶剂处理技术（3类）

（1）溶剂的纯化

A.R，G.R，色谱纯（CH3OH）——除紫外杂质、脱水、重蒸等。例如，乙睛、四氢呋
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喃、氯仿、正相中溶剂除水、避免卤代溶剂或现配现用。

（2）流动相的脱气——重要作用（噪音、流速、负面影响）

三法：超声波振荡脱气——超声水槽（10~20min）-广；惰气鼓泡吹扫；在线真空。

（3）流动相的过滤——堵塞流路或柱入口垫片——G4 微孔玻璃漏斗。

2．色谱柱的制备——条件——干法、匀浆填充法（湿法）。漏斗、泵。

3．梯度洗脱技术——改善复杂物的分离——重要（虽然复杂、基线不稳）

4．衍生化技术

（1）定义——物质+衍生化试剂→易检测物

分为柱前衍生化和柱后衍生化。成本高，仅在无法检测、分离时才用！

（2）分类——紫外-可见光衍生化和荧光衍生化——表 6-18、19试剂。

5．样品的预处理技术——类似 GC。除干扰杂质，提高灵、准、重。

方法多——微渗析原理与分析细胞培养液、体外复杂生物样品。…………

三、HPLC 分析方法建立的一般步骤（6步）
1．了解样品的基本情况——样品组成及有关参数。

2．明确分离目的——6个条件 P340。
3．了解样品的性质和需要的预处理——必须！最好用流动相溶解（稀释）。

4．检测器的选择——目的（分析或制备）；尽量用 UVD。

5．分离模式的选择——样品溶解度、Mr、分子结构、极性差异

读图 6-47——油溶或水溶…

6．固定相和流动相的选择——常见方法

（1）硅胶吸附色谱——流动相弱组分是正己烷，由溶质官能团信息确定其强组分——5
条，P341。

（2）正相键合相色谱——流动相选择引用硅胶法；固定相选择 3 条。

（3）反相色谱——C18常用填充载体；流动相强组分是甲醇、乙睛、四氢呋喃，弱组分

是水。4条。

（4）凝胶色谱——微粒型交联亲水硅胶和亲水键合硅胶。

Mr104~2×106。实验室分析用平均粒度 3~13μm。一般无色谱柱的选择。

四、定性与定量方法
1．定性方法——影响溶质迁移的因素多，比 GC 更难定性。

（1）利用已知标准样品定性——同 GC，初步认定与改变流动相后确证。

（2）利用检测器的选择性定性——双检测器定性体系（UVD、FLD）

两 Det对待测物的检测灵敏度比值~待测物性质（串联和并联）。

（3）利用紫外检测器全波长扫描功能定性——停泵扫描得谱图；标样对比。

2．定量方法——类似 GC

归一化法（少，因选择性 Det）；外标法；内标法。

[巩固]
1．课堂练习——P345，9。
2．理论的指导作用——分析方法选择——实践应用。

3．加强阅读理解——融通。

引言：请打开动画观看高效液相色谱仪

播放动画
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补充资料

发展与应用——液相色谱法是指流动相为液体的技术。早期的液相色谱（经典液相色谱）

是将小体积的试液注入色谱柱上部，然后用洗脱液（流动相）洗脱。这种经典色谱法，流动

相依靠自身的重力穿过色谱柱，柱效差（固定相颗粒不能太小），分离时间很长。20 世纪

70 年代初期发展起来的高效液相色谱法，

克服了经典液相色谱法柱效低，分离时间很长的缺点。成为一种高效、快速的分离技术。高

效液相色谱法是在经典色谱法的基础上，引用了气相色谱的理论，在技术上，流动相改为高

压输送（最高输送压力可达 4.9×107Pa ）；色谱柱是以特殊的方法用小粒径的填料填充而

成，从而使柱效大大高于经典液相色谱（每米塔板数可达几万或几十万）；同时柱后连有高

灵敏度的检测器，可对流出物进行连续检测。

突出特点——

高压：液相色谱法以液体为流动相（称为载液），液体流经色谱柱，受到阻力较大，为

了迅速地通过色谱柱，必须对载液施加高压。一般可达 150～350×105Pa。
高速：流动相在柱内的流速较经典色谱快得多，一般可达 1 ~ 10mL /min 。高效液相色

谱法所需的分析时间较之经典液相色谱法少得多，一般少于 1h 。

高效：近来研究出许多新型固定相，使分离效率大大提高。

高灵敏度：高效液相色谱已广泛采用高灵敏度的检测器，进一步提高了分析的灵敏度。

如荧光检测器灵敏度可达 10-11g。另外，用样量小，一般几个微升。

适应范围宽：气相色谱法与高效液相色谱法的比较：气相色谱法虽具有分离能力好，灵敏度

高，分析速度快，操作方便等优点，但是受技术条件的限制，沸点太高的物质或热稳定性差

的物质都难于应用气相色谱法进行分析。而高效液相色谱法，只要求试样能制成溶液，而不

需要气化，因此不受试样挥发性的限制。对于高沸点、热稳定性差、相对分子量大（大于

400以上）的有机物（这些物质几乎占有机物总数的 75% ～ 80% ）原则上都可应用高效

液相色谱法来进行分离、分析。据统计，在已知化合物中，能用气相色谱分析的约占 20%，

而能用液相色谱分析的约占 70～80%。

§6.1 HPLC 的主要类型及选择

广义地讲，除柱色谱外，薄层色谱（液—固色谱）和纸色谱（液—液色谱）也属于 LC。
狭义的 LC 指柱色谱。按分离机理，柱色谱法可分为液—固吸附色谱、液—液分配色谱、键

合相色谱、离子色谱等。

§6.1.1 液—固吸附色谱法

1. 分离原理

吸附色谱是经典的色谱分离过程。流动相是以非极性烃类为主的溶剂，固定相为吸附剂

（如硅胶、氧化铝等）。这是根据物质吸附作用的不同来进行分离的。其作用机制是：当试

样进入色谱柱时，溶质分子( X ) 和溶剂分子(M )对吸附剂表面活性中心发生竞争吸附（未进

样时，所有的吸附剂活性中心吸附的是 M ），溶质的分离取决于溶质与流动相分子在吸附

剂表面上的吸附竞争，可以表示为：

Xm + nMa Xa + nMm 。其吸附平衡常数为：

播放动画
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   
   nam

n
ma

MX
MX

K 
（7-1）

式中，X ——溶质分子；M ——流动相分子；a ——吸附剂；n ——M 被 X 取代的

分子数目。

不同组分分子与吸附剂分子间作用力不同，从而表现出不同组分的吸附平衡常数不同，

因此得到最终分离。

2. 应用

液—固吸附色谱由于传质快，装柱容易，重现性较好，70 年代前期曾得到广泛应用。

其不足之处是试样容量小，需配用高林敏度的检测器。

§6.1.2 液—液分配色谱

~是以溶质在流动相和固定相中的分配为基础，在液相色谱中，固定相是通过化学键合

的方式固定在基质上。组分分离时依据不同的组分在互不相溶的两相中分配系数不同，可表

示为： Xm Xs 。当分配达到平衡时，分配系数为：

 
 m

s

X
XK 

（7-2）
式中， Xm ——流动相中的组分分子； Xs ——固定相中的组分分子。

不同组分的分配系数不同，这是液—液分配色谱中组分之所以能被分离的根本原因。按

照固定相和流动相的相对极性，液—液分配色谱可分为：

正相液—液分配色谱法(Normal Phase Liquid Chromatography)：流动相的极性小于固

定相的极性，组分在柱内的洗脱顺序按极性从小到大流出。

反相液—液分配色谱法(Reverse Phase Liquid Chromatography)：流动相的极性大于

固定相的极性。极性大的组分先流出，极性小的组分后流出。

液—液分配色谱法的缺点：尽管流动相与固定相的极性要求完全不同，但固定液在流动

相中仍有微量溶解；流动相通过色谱柱时的机械冲击力，会造成固定液流失。上世纪 70 年

代末发展的化学键合固定相（见后面介绍），可克服上述缺点。现在应用很广泛（70~80%）。

§6.1.3 键合相色谱法

~指采用化学键合的液相色谱。将各种不同基团通过化学反应键合到硅胶（担体）表面

的游离羟基上。C-18 柱（反相柱）（简称 ODS）。如，

它适用于各种各样样品的分离分析的原因有：

键合固定相非常稳定，在使用中不易流失；键合到载体表面的官能团可以是各种极性的。

根据键合固定相与流动相相对极性的强弱，可将键合相色谱法分为：

正相键合相色谱法——键合固定相的极性大于流动相的极性，适用于分离油溶性或水溶

性的极性或强极性化合物。
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反相键合相色谱法——键合固定相的极性小于流动相的极性，适用于分离非极性、极性

或离子型化合物，其应用范围比正相键合相色谱法广泛得多。

1. 分离原理

详见课本 P307。
2. 固定相

由于硅胶具有机械强度好、表面硅羟活性高、表面积和孔结构易控制的特点，化学键合

固定相广泛使用全多孔或薄壳型硅胶作基体。按极性大小它可分为：

非极性化学键合固定相——非极性烷基键合固定相是目前应用最广泛的柱材料，尤其是

18 C 反相键合相（简称 ODS），在反相 LC 中发挥着重要作用。

弱极性化学键合固定相

极性化学键合固定相

3. 流动相

正相键合相色谱——流动相的主体成分为己烷（或庚烷）。为改善分离的选择性，常加

入优选溶剂，如质子接受体乙醚或甲基叔丁基醚；质子给予体氯仿；偶极溶剂二氯甲烷等。

反相键合相色谱——流动相的主体成分为水。为改善分离的选择性，常加入优选溶剂，

如质子接受体甲醇、质子给予体乙腈和偶极溶剂四氢呋喃等。实际应用中，一般采用甲醇—

水体系已能满足多数样品的分离要求。由于甲醇的毒性比乙腈小 5 倍，且价格便宜 6~7 倍，

因此，在该法中应用最广泛的流动相是甲

醇。此外，该法中也常采用乙醇、丙醇及二氯甲烷等作为流动相，其洗脱强度顺序依次为：

水(最弱)＜ 甲醇＜乙腈＜四氢呋喃＜丙醇＜二氯甲烷(最强) 。

4. 应用

正相键合相色谱法多用于分离各类极性化合物，如染料、炸药、甾体激素、多巴胺、氨

基酸和药物等；

反相键合相色谱法已成为一种通用型 LC 分析方法。极性、非极性、水溶性、油溶性；

离子性、非离子性；小分子、大分子；具有官能团差别或分子量差别的同系物均可采用该法

实现分离。

§6.1.4 凝胶色谱法

~亦称分子排阻色谱法（Size-Exclusion Chromatography），是按分子尺寸大小顺序进

行分离的一种色谱方法。其固定相凝胶是一种多孔性的聚合材料，有一定的形状和稳定性。

当被分离的混合物随流动相通过凝胶色谱柱时，尺寸大的组分不发生渗透作用，沿凝胶颗粒

间孔隙随流动相流动，流程短，流动速度快，先流出色谱柱。尺寸小的组分则渗入凝胶颗粒

内，流程长，流动速度慢，后流出色谱柱。

根据所用流动相的不同，凝胶色谱法可分为两类：

用水溶剂作流动相的凝胶过滤色谱法（GFC）
用有机溶剂（如四氢呋喃）作流动相的凝胶渗透色谱法（GPC）
应用：凝胶色谱法主要用来分析高分子物质的相对分子质量分布，以此来鉴定高分子聚

合物。

§6.2 高效液相色谱仪

§6.2.1 仪器工作流程

HPLC 最基本的组件是高压输液系统、进样器、色谱柱、监测器和工作站（数据处理
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系统）。

工作流程——高压输液泵将储液器中的流动相以稳定的流速（或压力）输送到分析系统，

在色谱柱

之前通过进样器将样品导入，流动相将样品依次带入预柱、色谱柱，在色谱柱中各组分被分

离，并依次随流动相流至检测器，检测器的信号送至工作站记录、处理和保存（如图 7-1所

示）。

§6.2.2 仪器基本结构

1. 高压输液系统

一般包括储液器、高压输液泵、过滤器、梯度洗脱装置等。

储液器——主要用来提供足够数量的复合要求的流动相以完成分析工作。制成材料有：

不锈钢、玻璃、Teflon 或特种塑料聚醚醚酮（PEEK）衬里，容积一般在 0.5 ~ 2L 。

高压输液泵

HPLC 使用的色谱柱是很细的（1~6 mm），所用固定相的粒度也非常小（几μm 到几

十μm），所以流动相在柱中流动受到的阻力很大，在常压下，流动相流速十分缓慢，柱效

低且费时。为了达到快速、高效分离，必须给流动相施加很大的压力，以加快其在柱中的流

动速度。为此，须用高压泵进行高压输液。高压、高速是高效液相色谱的特点之一。

HPLC 使用的高压泵应满足下列条件：

流量恒定，无脉动，并有较大的调节范围（一般为 1~10 mL/min）；

能抗溶剂腐蚀；

有较高的输液压力；对一般分离，60×105Pa 的压力就满足了，对高效分离，要求达到

150~300×105Pa。
过滤器

梯度洗脱装置
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※不同洗脱方式对分离的影响 ※不同洗脱方式示意图

类似于 GC 中的程序升温。已成为现代高效液相色谱中部缺少的部分。作用是使保留

值相差很大的多种组分在合理的时间内全部洗脱并达到相互分离。所谓梯度洗脱，就是载液

中含有两种（或更多）不同极性的溶剂，在分离过程中按一定的程序连续改变载液中溶剂的

配比和极性，通过载液中极性的变化来改变被分离组分的分离因素，以提高分离效果。它可

以分为两种：

低压梯度（也叫外梯度）：在常压下，预先按一定程序将两种或多种不同极性的溶剂混

合后，再用一台高压泵输入色谱柱。

高压梯度( 或称内梯度系统) ：利用两台高压输液泵，将两种不同极性的溶剂按设定的

比例送入梯度混合室，混合后，进入色谱柱。

2. 进样器

六通阀进样器

自动进样器

2. 色谱柱

3.

结构——色谱柱是色谱仪最重要的部件（心脏）。通常用厚壁玻璃管或内壁抛光的不锈

钢管制作的，对于一些有腐蚀性的样品且要求耐高压时，可用铜管、铝管或聚四氟乙烯管。

种类——柱子内径一般为 1 ~ 6mm 。常用的标准柱型是内径为 4.6 或 3.9mm ，长度

为 15 ~ 30cm的直形不锈钢柱。填料颗粒度 5～10m，柱效以理论塔板数计大约 7000~10000。
发展趋势是减小填料粒度和柱径以提高柱效。

保护柱——在分析柱的入口端，装有与分析柱相同固定相的短柱（ 5 ~ 30cm长），可

经常且方便地更换，因此，起到保护延长分析柱寿命的作用。

4. 检测器

检测器、（高压输液）泵与色谱柱是组成 HPLC 的三大关键部件。

作用——检测器用于连续监测被色谱系统分离的柱流出物组成和含量变化，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，完成定量、定性分析的任务。

常见检测器——

紫外—可见光检测器（UV-Vis）
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折光指数检测器（RID）

可连续检测参比池和样品池中流动相之间的折光指数差值。差值与浓度呈正比；

通用型检测器（每种物质具有不同的折光指数）；

灵敏度低、对温度敏感、不能用于梯度洗脱；偏转式、反射式和干涉型三种；

光电二极管阵列检测器

紫外检测器的重要进展；光电二极管阵列检测器：1024 个二极管阵列，各检测特定波

长，计算机快速处理，三维立体谱图，如图所示。

可同时检测 180—600nm 的全部紫外光和可见光波长范围内的信号。由 211 个光电二极

管构成的阵列元件，可在 10ms 内完成一次检测。因此在 1s 内可进行快速扫描以采集 20000

个检测数据。

下面是光电二极管阵列检测器绘制的三维色谱图

5. 色谱工作站

§6.2.3 常见高效液相色谱仪的使用及日常维护

详见课本 P322-5。
§6.3 HPLC 基本理论与实验技术

§6.3.1 速率理论

1. 速率理论方程式

Cu
u
BAHHHHHH SMMMSLE 

（7-3）
式中， A ——涡流扩散项 HE ；

B ——分子扩散项 HL ；

C ——传质阻力项，包括固定相的传质阻力项 HS 、移动流动相的传质阻力项

HMM 以及滞留流动相的传质阻力项 HSM 。
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2. 影响速率理论方程式的因素

涡流扩散项 HE ；

分子扩散项 HL ；

固定相的传质阻力项 HS ；

移动流动相的传质阻力项 HMM ；

滞留流动相的传质阻力项 HSM 。

3. 与 GC 的比较

液相色谱 H ~ u 曲线与其气相色谱不同（如图 7-2 所示），

是一段斜率不大的直线，只是因为分子扩散相对 H 值的影响可以忽略不计。在液相色

谱中，使用较高

流速，柱效不会明显下降，有利于实现快速分离。

§6.3.2 实验技术

1. 溶剂处理技术

(1) 溶剂的纯化

乙腈——分析纯乙腈中含有少量的丙酮、丙烯腈、丙烯酮和噁唑等化合物，产生较大的背景

吸收。可用活性炭或酸性氧化铝吸附纯化，亦可用高锰酸钾/氢氧化钠裂解与甲醇共沸的方

法进行纯化。

（2）流动相的脱气

常用脱气方法有超声波振荡脱气、惰性气体鼓泡吹扫脱气以及在线（真空）脱气装置

三种。

1. 为什么要脱气

流动相溶液往往因溶解有氧气或混入了空气而形成气泡。气泡进入检测器后会在

色谱图上出现尖锐的噪音峰。小气泡慢慢聚集后会变成大气泡，大气泡进入流路或色谱柱中

会使流动相的流速变慢或出现流速不稳定，致使基线起伏。气泡一旦进入色谱柱,排出这些

气泡则很费时间。在荧光检测中,溶解氧还会使荧光淬灭。溶解气体还可能引起某些样品的

氧化或使溶液 pH值发生变化

（3）流动相的过滤

其目的是防止不溶物堵塞流路或色谱柱入口处的微孔垫片。

2. 色谱柱的制备

填充色谱柱的方法：

干法

匀浆填充法

3. 梯度洗脱技术

4. 衍生化技术

5. 样品的预处理技术

微渗透技术——利用两相中样品浓度的差别使样品通过渗析膜丛一相传质到另一相，一

般被用于样品溶液中盐和低相对分子质量化合物的去除，也可用于从被测定的低相对分子质

量样品中去除高分子的干扰物。
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§6.3.3 HPLC 分析方法建立的一般步骤

1. 了解样品的基本情况

2. 明确分离目的

3. 了解样品的性质和需要的预处理

4. 检测器的选择

5. 分离模式的选择

6. 固定相和流动相的选择

§6.3.4 定性与定量方法

1. 定性方法

利用已知标准样品定性

利用检测器的选择性定性

利用紫外检测器全波长扫描功能定性

2. 定量方法

归一化法——由于 LC 所用检测器为选择性检测器，对很多组分没有响应，因此，LC 较

少使用此法。

外标法——可分为标准曲线法和直接比较法。

内标法
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授课日期 2025 年 12 月 22 日至 12 月 29 日 教案编号 15

课程名称 仪器分析 专业班级 化妆品 241

教材名称 仪器分析

授课内容 第 7 章 红外吸收光谱法

授课学时 2 节（ ）；3节（ ）；其它（ 4节 ）

课 型 理论（√ ）；实验（ ）；见习（ ）；实训（ ）；其它（ ）

学习目的

1.了解红外吸收光谱法的方法原理。

2.了解红外吸收光谱法的仪器基本构造和操作方法。

3.了解红外吸收光谱法的实验技术和应用。

学习重点

1.红外吸收光谱法的方法原理，常见官能团的特征吸收频率。

2.红外吸收光谱法的仪器基本构造和操作方法。

3.红外试样的制备、载体材料的选择、红外吸收光谱的分析。

学习难点

1.常见官能团的特征吸收频率。

2.红外吸收光谱法的仪器基本构造和操作方法。

3.红外试样的制备、载体材料的选择、红外吸收光谱的分析。

能力训练

方式方法

1.引探启发法。

2.融通学习法。

3.仿真操作演示。

电子教案
有（√ ） Microsoft PowerPoint（ ）；Author ware（ ）；其它（ ）

无（ ）

教学资源 多媒体（√ ）；模型（ ）；标本（ ）；实物（ ）；音像（√ ）；其它（ ）

教学内容

时间安排

共 4学时，§7-1 红外吸收光谱法基本原理（2学时）；§7-2 红外吸收光谱仪及§

7-3 实验技术（2学时）

思 考 题 IR仪的分类、组成与特点；制样实验技术、要求与方法

作 业
P120，12、13。预习§3-2、3。
P138，8、13。预习。实验 P141——苯甲酸的红外吸收光谱测定（压片法）或 P143——
二甲苯的红外吸收光谱谱图比较。

思政

红外光谱法的发展历史展示了科学家们对物质结构分析技术的不懈追求和探索。从

红外光谱法的基本原理中，学生可以学习到科学研究的严谨性和创新性，培养坚持

不懈、刻苦钻研的科学精神。

红外光谱法要求精确的测量和严谨的操作，这体现了客观精准、实事求是的科学态

度。通过学习红外光谱法，学生可以培养严谨细致、认真负责的职业素养。

在红外光谱法中，学生需要理解不同物质在红外光谱中的吸收特征，以及如何通过

这些特征推断物质的结构。这个过程有助于培养学生客观全面看待问题、准确把握

事物本质特征的辩证思维。

教学后记 暂无
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§7-1 红外吸收光谱法基本原理

教学

目标

能 力（技 能）目 标 知 识 目 标

1．能指出红外吸收光谱法与紫外吸收

光谱法的异同；

2．能解释红外吸收光谱法的基本概念；

3．理解红外吸收光谱与分子结构、基

团的关系。

1．了解红外吸收光谱的表示、特点、分

子振动方程式和分子的振动形式；

2．了解振动能级的跃迁和产生红外吸收

光谱的条件，初步熟悉红外吸收光谱的分

区、影响基团频率位移的因素、影响吸收

峰强度的因素和各类有机化合物的特征

基团频度。

能力

训练

方式

方法

1．引探启发法
2．融通学习法
3．仿真操作演示

参考

资料

1．中华人民共和国国家标准 GB9724-88，GB9775-88，GB11076-89，
GB/T14666-93
2．陈培榕、邓勃主编，现代仪器分析实验与技术，北京：清华大学出版
社，1999
3．梁述忠主编，仪器分析，北京：化学工业出版社，1998
4．刘珍主编，化验员读本，北京：化学工业出版社，1998

[组织教学]

[引入]
1．物质对光的选择性吸收→吸收光谱法→UV（200~780nm）；IR（3×103~3×104）。
2．分子运动—△E 振0.05~1eV—振动光谱（近红外、中红外区）。

[讲授新课]

第 7章 红外吸收光谱法（IR）
§7-1 基本原理

一、概述
1．红外光的发现 实验得不可见光——红外光区。

2．物质对红外光的选择性吸收 实验得吸收不同。

3．红外吸收光谱的产生 A~λ定性——表 3-1
（1）近、中 IR—振动——大量 g、l、s分子，常用 2.5~25μm中红外区。

（2）远 IR—转动——简单气体。

4．红外吸收光谱的表示法 图 3-1、2比较——以波数等距为主。

纵坐标为吸收强度τ，横坐标为波长λ（μm ）或波数（cm—1）。以 2000 cm—1（5μ

m）为界。 


410


。

5．红外光谱法的特点
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（1）信息多，特征性——可用峰数，峰位，峰形，峰强来描述——有机化合物的结构

解析：定性（基团的特征吸收频率）、定量（特征峰的强度）。

（2）不受样品相态的限制 s、l、g直接测定。

（3）样品用量少，不破坏，快，简。

（4）积累标准 IR光谱图 Sadtler图集可查。

（5）局限 无吸收、干扰，定量的灵敏度、准确度低于 UVS。
二、产生红外吸收光谱的原因
1．分子振动 能产生偶极矩（μ）周期性变化的分子才具有红外活性。

（1）分子振动方程式 图 3-3

① 振动模型

化学键的振动类似于连接两个小球的弹

簧。分子的振动能级（量子化）：E 振=（V+1/2）
h， ：化学键的振动频率；V:振动量子数。

任意两个相邻的能级间的能量差为：

k 化学键的力常数，与键能和键长有关； 为双原

子的折合质量=m1m2/（m1+m2）。发生振动能 级 跃 迁

需要能量的大小取决于键两端原子的折合质 量 和 键

的力常数，即取决于分子的结构特征（是分子固有性质）。

同样的基团在不同分子中，则键上电子云分布不同 K 不同，因此红外峰不在固定频率出

峰。

化学键键强越强（即键的力常数 k越大），原子折合质量越小，化学键的振动频率越大，

吸收峰将出现在高波数区。

② 分子振动自由度与峰数关系

峰数与分子自由度有关。无瞬间偶基距变化时，无红外吸收。

分子的自由度=分子中各原子坐标总和。

含 N 个原子的分子自由度 f=3N=ft+fv+fr

非线性分子：H2O ft=3，fr=3，则 fv=3N-3-3=3。反对称伸缩 3756cm
-1
、对称伸缩 3657cm

-1
、

剪式 1595cm-1。

线性分子：CO2 ft=3,fr=2，则 fv=3N-3-2=4。对称伸缩无红外活性、反对称伸缩 2350cm
-1
、

面内剪式与面外弯曲简并 666cm
-1
。

（2）简正振动 不同频率的叠加。简谐振动——基频，图 3-4、5—理解。

（3）分子的振动形式——两类基本振动形式，图 3-6 理解…

① 伸缩振动 沿键轴方向，只有键长改变，无键角变化，（s、as）。
② 变形(弯曲)振动 垂直于键的方向，只改变键角不影响键长。

面内β（δ、ρ）、面外γ（w、τ）、对称δs 与不对称δas。

2．振动能级的跃迁

（1）偶极矩μ——衡量分子的极性

μ=δ（不变）·r（变） 单位：德拜（D）。如

图 3-7，H2O、HCl，对称分子 r=0，振动不引起μ的

变化。偶极子在交变电场中的作用示意图。

（2）光的与基团的振动频率相同——共振—

—红外吸收。同时伴有转动能级的跃迁，故 IR 也称

振-转光谱。

3．产生 IR 的条件

（1）必要条件 辐射应具有能满足物质产生振

动跃迁所需的能量（即分子振动频率与红外光的频率一定要相等）；

（2）充分条件 辐射与物质间有相互偶合作用（即瞬间偶极矩变化）。

对称分子：没有偶极矩，辐射不能引起共振，无红外活性。如：N2、O2、Cl2等。非对称

分子：有偶极矩，红外活性。非极性多原子分子：O=C=O，对称伸缩无红外活性，而反对称

伸缩有红外活性；极性多原子分子：H2O。……………………………
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三、红外吸收光谱与分子结构关系的基本概念
1．红外吸收峰类型——3类

（1）基频峰 从=0 跃迁到=1，峰

强，位于 4000~400cm-1，中红外区。

（2）泛频峰 倍频峰——从=0跃迁

到=2、3、…，峰弱（二倍能观察），多在

近红外区，频率近似于基频两倍或数倍。

合频峰——电磁波能量恰为分子中两

个不同基频跃迁能量之和，则产生吸收，c
=m+ n，峰很弱。

差频峰——电磁波能量恰为分子中两个基

频跃迁能量之差，产生吸收c =m- n，峰极弱。

例如，图 3-8——取代苯的泛频峰出现在

2000~1667 cm-1的区间，主要是苯环上面外弯曲

振动的倍频峰等构成，可用于鉴别苯环上的取代

基位置，而且特征性很强。

（3）特征峰和相关峰——鉴别与确认

特征峰——易辨认的、有代表性的、鉴定官能团（或化学键）存在的吸收峰，称为特征

吸收峰。如－C≡N的特征吸收峰在 2247 cm-1处。

相关峰——由于某个官能团的存在而出现的一组相互依存的特征峰，用以说明这些特征

峰具有依存关系，并区别于非依存关系的其它特征峰，如、分子中如有－CH=CH2存在，则

在红外光谱图上能明显观测到υas（=CH2）、υ（c=c）、γ（=CH）、γ（=CH2）四个特征

峰。用一组相关峰鉴别官能团的存在是个较重要的原则。

2．红外吸收光谱的分区——中红外区分二区——阅读理解

特征谱带区 4000~1330 cm-1，2.5~7.5μm。稀，易辨，基团频率区。如 28003000cm-1，

-CH3特征峰；16001850cm-1-C=O特征峰。

指纹区 1333~667 cm-1，7.5~15μm。复杂，密集，细微分子结构。

依据基团的振动形式，表 3-2 为重要的四个吸收区（八个吸收段）：

（1）40002500cm-1
X-H 伸缩振动区（X=O，N，C，S）

① -O-H 36503200cm-1
，确定醇，酚，酸。在非极性溶剂中，浓度较小（稀溶液）时，

峰形尖锐，强吸收；当浓度较大时，发生缔合作用，峰形较宽。

② 饱和碳原子上的-C-H 3000cm-1以下

-CH3 2960cm
-1
，反对称伸缩振动；2870cm

-1
，对称伸缩振动。

-CH2- 2930cm
-1
，反对称伸缩振动；2850cm

-1
，对称伸缩振动。

-C-H 2890cm
-1
，弱吸收。

③ 不饱和碳原子上的=C-H（C-H） 3000cm
-1
以上

苯环上的 C-H，3030cm
-1
；=C-H，30102260cm-1

；C-H，3300cm
-1
。

（2）25001900cm-1 三键（CC 和 C=C=C）和累积双键伸缩振动区

① RCCH（21002140cm-1
）；RCCR’（21902260cm-1

），R=R’时，无红外活性。

② RCN（21002140cm-1）。非共轭 22402260cm-1，共轭 22202230cm-1。

（3）19001200cm-1
双键伸缩振动区

① RC=CR’ 16201680cm-1，强度弱，R=R’（对称）时，无红外活性。

② 单核芳烃的 C=C 键伸缩振动（16261650cm-1
）

苯衍生物在 16502000cm-1
，出现 C-H 和 C=C 键的面内变形振动的泛频吸收（强度弱），

可用来判断取代基位置（图）——

③ C=O（18501600cm-1）碳氧双键的

特征峰，强度大，峰尖锐。醛，酮的区分？

基团所处化学环境不同，特征峰出现位置

变化。

（4）1200670cm-1 X-Y 伸缩，X-H
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变形振动区（<1650cm-1）

C-H，N-H 的变形振动；C-O，C-X 的伸缩振动；C-C 骨架振动等。精细结构的区分。

基团频率区（官能团区） 指纹区

3750cm-1至

2500cm-1

2500cm-1 至

2000cm-1

2000cm-1 至

1500cm-1

1500cm-1 至

1300cm-1 1300cm-1 至 650cm-1

含氢基团

（  ）

三键及累积

双键（  ）
双键（） 单键区

O-H

N-H

C-H

C=C=C

-N=C=C=O

炔基

氰基

C=C

苯基

C=O

N=O

sNO2

δC-H（CH2）

asNO2

除 X-H 以外的单键

伸缩振动如 C-C、
C-O、δX-H

3．影响基团频率位移（峰位）的因素

化学键的力常数 K 越大，原子折合质量越小，键的振动频率越大，吸收峰将出现在高波

数区（短波长区）；反之，出现在低波数区（高波长区）。

化学键的振动频率不仅与其性质有关，还受分子的内部结构和外部因素影响。相同基团

的特征吸收并不总在一个固定频率上，而是在一定范围内波动。了解影响峰位变化的因素将

有助于推断分子中相邻部分的结构。

（1）外部因素 物态；溶剂极性；样品厚度；仪器（分辨率太低、在仪器工作频率之

外）。

（2）内部因素

① 电（子）效应

a．诱导效应 吸电子基团使吸收峰向高频方向移动（蓝移）

R-COR C=0 1715cm-1；R-COH C=0 1730cm-1。

R-COCl C=0 1800cm-1；R-COF C=0 1920cm-1。

F-COF C=0 1928cm-1；R-CONH2 C=0 1920cm-1。

b．共轭效应 使电子离域的共轭效应使吸收峰向低频方向移动（红移）

c．偶极场效应

② 氢键效应 (分子内氢键；分子间氢键)：对峰位，峰强产生极明显影响，使伸缩振

动频率向低波数方向移动。

③ 振动偶合 当相同的两个基团在分子中十分靠近，其相应的特征吸收峰发生分裂形

成两个峰。如：

两个甲基振动偶合，CH3上 C-H 弯曲振动 1380cm-1 峰分裂为强度相等

的两个峰 1385cm-1、1375cm-1。

④ 费米共振：当倍频或组频峰位于某强基频峰附近时，弱的倍（组）

频与基频偶合， 发生峰的分裂。

例：C-H 弯曲 振动 1380cm
-1
，倍频 2780cm

-1
，与 C-H 伸缩振动 2800cm

-1
偶合产生

2820cm
-1

、 2720cm
-1
双峰。

⑤ 空间效 应 场效应；空间位阻；环张力等。

4．影响吸收峰强度（峰强）的因素

（1）峰强的表示方法 ε为摩尔吸收系数，是谱带绝对强度的标志。ε小，易变。分

5 级——﹥200 VS 很强；200﹥ε﹥75 S 强；200﹥ε﹥25 m 中强；75﹥ε﹥5 W

弱；5﹥ε VW 很弱。

（2）影响ε的因素——分子跃迁几率；分子μ。

瞬间偶基距变化大，吸收峰强；键两端原子电负性相差越大（极性越大），吸收峰越强。

对称性、基团的振动形式（as＞s＞δ）等。

四、常见官能团的特征吸收频率——表 3-3 熟悉！记！
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[巩固]
了解、熟悉 IR的产生、特点、机理和表达——阅读与记忆！

§7-2 红外吸收光谱仪，§7-3 实验技术

教学

目标

能 力（技 能）目 标 知 识 目 标

1．熟悉现代红外光谱仪及其附属设备

的使用和日常维护方法；

2．熟悉固体、液体、气体红外样品的

制备技术及相关设备。

1．了解红外吸收光谱仪的分类、工作流

程和结构原理，重点了解傅立叶变换红外

光谱仪的工作原理和一般使用方法；

2．了解红外吸收光谱法的制样技术和分

析技术。

能力

训练

方式

方法

1．引探法
2．融通学习法
3．仿真操作演示

参考

资料

[组织教学]

[复习]
P120习题提问——巩固 IR基本知识。

引入——色散型和干涉型（付立叶变换红外光谱仪）。

[讲授新课]

第 7章 红外吸收光谱法（IR）
§7-2 红外光谱仪

一、色散型红外吸收光谱仪
1．工作原理——经典 IR 与 UVS 类似，图 3-9 双光束型。

光路结构：由光源发出的红外光经过一定频率转动的切光器，使它周期地切割成两束光，

分别进入试样池和参比池，然后进入单色器。随着切光器的转动，检测器就能交替地接受这

二束光。由检测器出来的信号通过交流放大器放大，然后通过自吸系统驱动光楔进行补偿，

以达到两束光强度相等。若试样对某一频率红外吸收越多，光楔就越多地遮盖参比光路，以

达到参比光强同样减弱，使两光束重新处于平衡。而记录笔与光楔相连，使光楔的变化转化

为透射比的改变（τ~）。

2．仪器主要部件——五部分

（1）光源（辐射源）——发射高强度的连续红外光。表 3-4 种类，常用

① 能斯特灯（Nernst） 由铈、锆、钍和钇等氧化物烧结而成的长约 2cm，直径约 1mm
的实心或空棒组成。△800℃发光，工作前需要预热。发光后切断电流。工作温度可达

1300~1700℃，其发射的波长范围约为 1~30μm。它的寿命为 6个月至一年，稳定性好。光
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强大，不需冷水。对短波范围，辐射效率优于硅碳棒，但价格较贵，机械强度较差。

② 硅碳棒 由碳化硅烧结而成的两端粗中间细的实心棒，中间发光。工作温度达

1200~1500℃。对于长波，其辐射效率高于能斯特灯，其使用波长范围比能斯特灯宽，发光

面大，坚固，不需预热。缺点是工作时电极接触部分要用冷水冷却。

（2）样品室（池）——样品槽——可插固体薄膜或液体池。附件。

不同的分析对象（液体、气体和固体）应选用相应的样品池。样品池的盐窗材料必须能

很好地透过所需波长的辐射。

（3）单色器——狭缝、准直镜和色散元件（棱镜和光栅）排列组合。

作用是把通过吸收池而进入入射狭缝的复合光成为单色光射到检测器上。棱镜主要用于

早期仪器中，制作的材料与样品池一样，应能透过红外辐射。为了防止由于金属盐的水溶性

而使水汽蚀刻棱镜表面，必须保持棱镜完全干燥，因此对实验环境要求较高。目前多用光栅

作色散元件，其最大的优点是：不会受水汽的侵蚀；使用的波长范围宽；在操作范围内，分

辨率恒定，而且改进了对长波部分红外辐射的分离。注意要滤光。

狭缝越窄，分辩率越高，但会使光源能量的输出减少，这在红外光谱分析中尤为突出。

为了减少波长部分能量的损失，改善检测器的响应，可以采用程序增减狭缝的宽度办法，即

随辐射能量减少，狭缝宽度自动增加，使能量在恒定范围内到达检测器。

（4）检测器——主要有三种，另有 TGS、MCT。

① 高真空热电偶 密封，普遍。它利用不同导体构成回路时的温差现象，将温差转变

成电位差，产生与光强对应的电流。

② 测热辐射计 少。热感元件作为电桥一臂，光→电阻。

③ 气体检测器——高莱池，图 3-10。软镜膜凸出度~光电流，不适于扫描。

（5）放大器及记录机械装置 10－9V→放大，以带动光楔和记录笔的伺服电机绘出红外

光谱图。

简易型→精密型（自动更换、光谱更宽、分辨率更宽）。

二、傅立叶变换红外吸收光谱仪（FTIR） 第三代
1．工作原理

干涉型红外光谱仪是利用干涉方法，并经过傅里叶变换而获得红外光谱的仪器，又称

FTIR。图 3-11，双光道单光束——复杂。

由光源发出的红外光进入干涉仪后被分为两束光，这两束光到达检测器时具有光程差，

它们产生光的相干作用，于是得到光的干涉图。如果在光路中放置样品，则得到带有样品信

息的干涉图。须利用数学上傅里叶函数变换，对不同频率的光强进行计算，由仪器中计算机

来完成，才可以得透射比随频率变化的普通红外光谱图。

2．仪器主要部件

（1）光源、样品室（同上）

（2）迈克尔逊干涉仪——核心。结构一定，图 3-12，BS（分束器），表 3-6，贵→干涉

光→干涉图。

（3）检测器 分为热（DTGS、LiTaO3）和光（MCT、锑化铟）两类。

（4）记录系统 红外工作软件，国内外。

3．FTIR的优点——P125
具有极高的分辨率（最高达 0.005~0.1cm-1）；极高的灵敏度（与色散型红外光谱仪相比，

其光通量高 50倍左右，信噪比高 30倍左右）；极高的出谱范围（10000~10cm-1）；极快的扫

描速度（测绘 1张全程光谱图只需数秒钟，从而实现了红外光谱和高效液相色谱的联用）。

广泛应用，重要仪器。

三、常见红外吸收光谱仪的使用及日常维护
自动化-PE SPX1 FTIR-恒温、恒湿、防尘、小心——读……………………

§7-3 实验技术
一、红外试样的制备
1．制备试样的要求——样品纯；干燥；窗口材料为 NaCl或 KBr晶体。

样品的制备及处理占有重要地位，如果样品处理不当，即使仪器性能再好，也不能得到

令人满意的红外吸收光谱图。
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（1）样品应是单一组分的纯物质（纯度大于 98%），否则会因杂质光谱干扰而引起光

谱解析时“误诊”，也不便与标准光谱图对照。多组分样应分离提纯。

（2）样品应不含水份，包括游离水和结晶水。因为水不仅会腐蚀吸收池盐窗，还会干

扰样品分子中羟基的测定。

（3）样品的浓度和测试厚度应适宜。一般使红外谱图中大多数吸收峰透射比处于

10~80%范围为宜。样品太稀、太薄会使弱峰或光谱细微部分消失，但太浓、太厚会使强峰

超出标尺。

２．样品的制备方法

（1）固体试样 5法。一般常用三种方法（压片法、糊状法及薄膜法）。

① （KBr）压片法 1~2mg 固体样品放在玛瑙研钵中研细，加入 100~200mg 磨细干燥

的碱金属卤化物（多用 KBr）粉末，混均匀后，加入压模内，在压片机上加压，制成厚约

1mm，直径约 10mm 左右的透明片子，然后进行测谱。压片机如图 3-16，防损伤压舌（光

洁度高）；压片过程操作（读）。

② 石蜡糊（糊状）法 将固样研细，与糊剂（如液体石蜡油）混合成糊状，然后夹在

两窗片之间进行测谱。石蜡油是一精制过的长链烷烃，具有较大的粘度和较高的折射率。用

石蜡油做糊剂不能用来测定饱和碳氢键的吸收情况。此时可以用六氯丁二烯代替石蜡油做糊

剂。

③ 薄膜法 把固体样品制成薄膜来测定。薄膜的制备有两种方法：一种是将样品熔融

后直接涂在盐片上。这种方法适用于熔点低、熔融时不分解、不升华，没有其它化学变化的

物质。另一种是先把样品溶于挥发性溶剂中制成溶液，然后涂在盐片上，待溶剂挥发后，样

品遗留在盐片上而形成薄膜，大多数聚合物样品可这样处理。

④ 熔融成膜法（mp低）⑤ 漫反射法（衰减全反射法） 不稳定。

（2）液体试样（3法）

① 液膜法（夹片法） 低沸点样品可采用固定池，一般常用可拆卸池，即将样品直接

滴于两块盐片之间，形成液体毛细薄膜进行测谱。

② 液体池 图 3-17，7部分，间隔片 0.01~2mm。对于某些吸收很强的液体试样，需用

溶剂配成浓度较低的溶液再滴入液体池中测谱。

装样和清洗方法——倾斜 30°，下孔注入；溶剂；干燥空气；烘烤。

液体池厚度的测定——均匀的干涉条纹数目——空池扫描，计算…

③ 溶液法 常用 CS2、CCl4、CHCl3溶解 l、s样→固体池中，适于定量分析。注意溶

剂对溶质应有较大的溶解度，溶剂在较大波长范围内无吸收，不腐蚀液体池的盐片，对溶质

不发生反应，无强溶剂效应等。

（3）气体试样——图 3-19气体池（玻璃气槽）。

在样品导入前先抽真空，样品池的窗口多用抛光的 NaCl或 KBr晶片。常用的样品池长

5cm或 10cm，容积为 50~150mL。由于水蒸气在中红外区有强的吸收峰，所以，气体池一

定要干燥。样品测完后，用干燥的氮气流冲洗。

（4）聚合物样品——物态、性质——7类选择 P131。
二、载体材料的选择
中红外区（4000~400cm－1）用 NaCl、KBr，置干燥器内，防吸水，湿度小的环境；脆，

贵。含水样品用 KRS-5窗片、ZnSe、CaF2。
三、红外光谱分析技术简介
1．镜面反射技术 收集平整、光洁的固体表面的光谱信息。K-K 变换。

2．漫反射光谱技术 收集高散射样品的光谱信息。粉末状样品，DR-KM转换。

3．衰减全反射光谱技术（ATR） 收集材料表面的光谱信息。普通 IR不能测的厚度＞

0.1mm的橡、塑、高聚物等样品。MIR校正。

[巩固]
了解 IR仪的分类、组成与特点；制样实验技术、要求与方法！
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§7-4 红外光谱法的应用

教学

目标

能 力（技 能）目 标 知 识 目 标

1．初步掌握解析红外谱图的定性方法，

能获得各官能团的基本信息，进而推导

未知物的可能结构。

2．能运用常用的红外光谱定量方法进

行待测物质的含量测定。

1．了解红外光谱法定性分析的一般步骤

和按基团顺序解析红外吸收光谱的方法；

2．了解红外光谱法定量分析的基本原理

及定量分析方法。

能力

训练

方式

方法

1．引探法
2．融通学习法
3．练习法

参考

资料

[组织教学]

[复习]
P132习题提问——巩固 IR仪的结构原理——特殊处理实验技术。

[讲授新课]

第 7章 红外吸收光谱法（IR）
§7-4 红外光谱法的应用

一、定性分析
分为官能团定性（特征基团频率→类别）和结构分析（结合其它实验资料→化学结构式）。

采用对照定性法。

IR 是鉴定有机物结构的重要手段之一，但不能过分强调 IR 在结构分析中的作用，因为

单单依靠 IR 准确确定化合物的机会很少。有时，有经验的化学工作者根据化合物的气味比

利用 IR 更容易推测化合物的结构。例如，从质谱或作钠熔实验确定有机物存在卤素比用 IR

更可靠。

1．定性分析的一般步骤（4 步）

（1）试样的分离和精制→单一的纯物质

（2）收集未知试样的有关资料和数据——来源、元素分析、Mr、分子式、…

（3）确定未知物的不饱和度（U或）

① 分子的不饱和度定义——指分子结构中达到饱和所缺一价元素的“对”数。如，乙烯

变成饱和烷烃需要两个氢原子，U=1。
② 计算 若分子中仅含一，二，三，四价元素（H，O，N，C），则可按下式计算 U：

 = （2 + 2n4 + n3 – n1 ）/ 2
n4，n3，n1分别为分子中四价，三价，一价元素数目。

若有 N、P、S等高价原子则：Ω =1+n4+2 n6 +（n3 +3n5 -n1）/2
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③ 作用 由分子的 U 可以推断分子中含有双键和饱和环状结构

（U=1），三键（U=2），环，芳环（U=4）的数目，验证谱图解析的正确

性。

例：C9H8O2  = （2 +29 – 8 ）/ 2 = 6
（4）谱图解析——特征峰和相关峰。其程序有

① 按吸收峰强度顺序解析，再用相关峰等资料验证。

② 按基团顺序解析

C=O、O—H、C—O、C=C
（芳环）、 C≡N、—

NO2—。再注意细节、相

关峰及峰位变化。P134…
（5）排除杂峰、溶

剂峰

H2O 3700cm–1（溶

剂中）； 3450~3330cm–1

（样品或 KBr中）；2000~1280cm–1（大气中）。CO2 2345cm–1、667cm-1。KBr 1100cm-1。

2．标准谱图的使用——无已知纯品的化合物时，对照 3 种谱图。

Sadtler（最多，150000 标准光谱和商品光谱）、DMS、ALDRICH。

3．红外光谱图的解析示例——例 3-1~3，读、理解和指导…………………

某无色液体，其分子式为 C8H8O，红外光谱如图所示，试指出其结构。

解：（1）该化合物的不饱和度为：
5

2
818

2
1 13

4 



nn

n

（2）从红外光谱上得到如下信息：

cm—1 基团的振动类型
对应的结构

单元
不饱和度 化学式

3100~3000
1600
1580
1450
760
690

不饱和的υC—H

芳香环的υC=C

单取代芳环的γC—H

4 C6H5

R
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1695 共轭酮羰基的υC=O R—CO—R 1 CO
3000~2900
1360

饱和碳氢键上的υC—H

-CH3上的δC—H
-CH3 0 CH3

（3）从上述信息，可以得知该化合为苯乙酮：

4．解析红外光谱注意事项

（1）从高频开始解析，预测试样分子中可能存在的基团，然后用指纹区吸收带进一步

确证。

（2）不要期望去解析谱图中的每一个吸收带，因为一般有机化合物谱图吸收带中仅有

20%属于定域振动，仅对这部分吸收峰才能作出完全的归属。

（3）要更多的信赖否定证据，即在某一特殊区域里吸收带不存在的信息比吸收带存在

的信息更有价值，因为任一吸收带的产生，有时会有几种可能的起源。

（4）反复核对谱图中符合某一结构的证据，预测某一取代基团可能会引起振动吸收向

高波数或低波数移动的大概范围，一般报导的基团振动频率区间常常考虑到电子效应影响的

极端情况，如果无电子效应影响时，化合物基团的振动频率值可预测在文献或手册中引征的

波数范围中间数据。

（5）处理谱图的谱带强度时要倍加小心，特别是把在烃类化合物的数据运用于强极性

化合物中时更要慎重。

（6）研究不同制样技术得到的两张谱图之间的任何一点变化，特别是聚集态（固态或

纯液态）在非极性溶剂和稀溶液之间的差别，这些差别揭示了缔合效应，由此可识别出分子

内或分子间氢键。通常，缔合效应能引起基团伸缩振动频率降低而变形振动频率升高，并使

吸收峰峰形明显加宽。

（7）怀疑试样中存在有杂质时，谱图中有许多中等强度吸收带或具有肩峰的强带，用

适当方法纯化，再制谱，以至得到恒定不变的谱图。

（8）在用溶液法作谱时，要识别因不合适的吸收池长度造成的死区。

（9）核对仪器频率的标准化偏差，并作必要的校正。

（10）扣除样品介质（溶剂）或溴化钾压片吸潮产生的干扰吸收带。

二、定量分析
1．IR定量分析基本原理 同 UVS，A~c→吸收峰尖处 A
（1）峰高法 λ（λmax）→同一吸收池（样品、溶剂）△τ→A，误差大。

（2）基线法 直线表示分析峰不存在时的背景吸收线——100%

画基线方法：图 3-26——读 3法， 
 0lgA

。一般用水平基线可保证分析准确度。

2．定量分析测量和操作条件的选择

（1）定量谱带的选择 孤立、s、无干扰、避免 H2O、CO2峰位。

（2）溶剂的选择 溶样、不反应、不吸收——差谱技术。

（3）选择合适的透射区域 20%~65%
（4）测量条件的选择 FTIR室温恒定，性能检查，背景检测。

3．IR 定量分析方法（4 法）

（1）工作曲线法 同 UVS（同厚度的液体吸收池）

（2）比例法 厚度不定，不易测准时。适于高分子物质。

主要分析二元混合物中二组分的相对含量，若定量谱带不重叠，

RK
Kc

RK
Rccc

c
cK

ca
ca

bca
bca

A
AR





 2121

2

1

22

11

22

11

2

1 ;1,

K 由标样测得。

（3）内标法 KBr压片、糊状法或液膜法的 b不定。比例法特例——

CH3

O
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取一定量标准物质+样品，
s

rr

ss

r

s
rrrrssss Kc

ca
ca

A
AcbaAcbaA  ,

s
r

s c
A
A

~
工作曲线法。r有 Pb(SCN)2…

（4）差示法 测定样品中微量杂质。

[巩固]
重点应用——谱图解析；与 UVS比较定量分析特点。
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仪器分析

实验部分

课程: 仪器分析

任课教师: 王美霞

专业班级: 化妆品技术 241

分组数：2 组

学期: 2025-2026 学年第一学期
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仪器分析实验部分课程简介

（一） 仪器分析实验的基本要求

一、仪器分析实验的教学目的

仪器分析实验是仪器分析课的重要内容。它是学生在教师指导下，以分析仪器为工具，

亲自动手获得所需物质化学组成和结构等信息的教学实践活动。通过仪器分析实验，使学生

加深对有关仪器分析方法基本原理的理解，掌握仪器分析实验的基本知识和技能；学生会正

确的使用分析仪器；合理地选择实验条件。正确处理数据和表达实验结果；培养学生严谨求

是的科学态度、敢于创新和独立工作的能力。

二、仪器分析实验的基本要求

1.仪器分析实验所使用的仪器一般都比较昂贵，同一实验室不可能购置多套同类仪器，仪器

分析实验通常采用大循环方式组织教学。因此，学生在实验前必须做好预习工作，仔细阅读

仪器分析实验教材，分析方法和分析仪器工作的基本原理，仪器主要部件的功能、操作程序

和注意的事项。

2.学会正确使用仪器。要在教师指导下熟悉和使用仪器，勤学好问，未经教师允许不得随意

开动或关闭仪器，更不得随意旋转仪器按纽、改变仪器工作参数等。详细了解仪器的性能，

防止损坏仪器或发生安全事故。应始终保持实验室的整洁和安静。

3.在实验过程中，要认真地学习有关分析方法的基本要求。要细心观察实验现象和仔细记录

实验条件和分析测试的原始数据；学会选择最佳实验条件；积极思考、勤于动手，培养良好

的实验习惯和科学作风。

4.爱护仪器的仪器设备。实验中如发现仪器工作不正常，应及时报告教师处理。每次实验结

束，应将所用仪器复原，清洗好使用过的器皿，整理好实验室。

5.认真写好实验报告。实验报告应简明扼要，图表清晰。实验报告的内容包括实验名称、完

成日期、实验目的、方法原理、仪器名称及型号、主要仪器的工作参数、主要实验步骤、实

验数据或图谱、实验中出现的现象、实验数据处理和结果处理、问题讨论等。认真写好实验

报告是提高实验教学质量的一个重要环节。

三、仪器分析实验的操作规则

1.认真预习

实验前应准备一本预习报告本，认真预习，并做好预习报告。报告内容包括：实验目的、

实验原理、操作步骤、主要的仪器和药品以及实验中的注意事项等。预习报告应简明扼要。
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预习时，针对实验原理部分，应结合理论识相关内容，广泛查阅参考资料，真正做到实

践与理论融会贯通；针对操作步骤中初次接触的操作技术，应认真查阅实验教材中相关的操

作方法，了解这些操作的规范要求，保证实验中操作的规范化，注重基本操作的规范化培养。

预习是做好实验的前提和保证，预习工作可以归纳为看、查、写。

（1）看——认真阅读实验教材、有关参考书及参考文献，做到：

① 明确实验目的，掌握实验原理及相关计算公式；熟悉实验内容、主要操作步骤及数据的

处理方法；提出注意事项，合理安排实验时间，使实验有序、高效地进行。② 预习（或复

习）仪器的基本操作和使用。

（2）查——查问手册和有关资料，并列出实验中出现的化合物的性能和物理常数。

（3）写——在看和查的基础上认真写好预习报告。

2．爱护仪器

要爱护仪器设备，对初次接触的仪器（尤其是大型分析仪器），应在了解其基本原理的

基础上，仔细阅读仪器的操作规程，认真听从老师的指导。未经允许不可私自开启设备，以

防损坏仪器。

3.注意安全

严格遵守实验室安全规则，熟悉并掌握常见事故的处理方法。保持室内整洁，保证实验

台面干净、整齐。火柴梗、废纸等杂物丢入垃圾筐，要节约使用水、电等。

4.遵守纪律

严格遵守实验纪律，不缺席，不早退，有事要请假，并跟老师约好时间，另行补做。每

次实验应提前 10 min 进实验室。保持室内安静，不要大声谈笑，不要到处乱走，禁止在实

验室嬉闹。

5.严谨实验

（1）认真听取实验前的课堂讲解，积极回答老师提出的问题。进一步明确实验原理、操作

要点、注意事项，仔细观察老师的操作示范，保证基本操作规范化。

（2）按拟定的实验步骤操作，既要大胆又要细心，仔细观察实验现象，认真测定数据。每

个测定指标至少要做 3个平行样。有意识地培养自己高效、严谨、有序的工作作风。

（3）观察到的现象和数据要如实记录在预习报告本上，做到边实验、边思考、边记录。不

得用铅笔记录，原始数据不得涂改或用橡皮擦拭，如有记错可在原数据上划一横杠，再在旁

边写上正确值。

（4）实验中要勤于思考，仔细分析。如发现实验现象或测定数据与理论不符，应尊重实验
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农实，并认真分析和检查原因，也可以做对照实验、空白实验或自行设计实验来核对。

（5）实验结束后，应立即把所用的玻璃仪器洗净，仪器复原，填好使用记录，清理好实验

台面。将预习报告本交给老师检查，确定实验数据合格后，方可离开实验室。

（6）值日生应认真打扫实验室，关好水、电、门、窗后方可离开实验室。

（二） 实验报告和实验数据处理

一、评价分析方法和分析结果的基本指标

一个好的分析方法应该具有良好的检测能力，易获得可靠的测定结果，有广泛的适用性。

此外，操作方法应尽可能简便。检测能力用检出限表征，测定结果的可靠性用准确度和精密

度表示，适用性用标准曲线的线性范围和抗干扰能力来衡量。 一个好的分析结果应是随机

误差小，又没有系统误差。

二、实验报告

做完实验仅是完成实验的一半，更重要的是进行数据整理和结果分析，把感性认识提高

到理性认识。要求做到：

（1）认真、独立完成报告。对实验数据进行处理（包括计算、做图），得出分析测定结果。

（2）将平行样的测定值之间或测定值与理论值之间进行比较，分析误差。

（3）对实验中出现的问题进行讨论，提出自己的见解，对实验提出改进方案。

实验报告内容应包括实验目的、实验原理（简明）、实验步骤（简明）、数据处理、讨论

等内容。

实验操作规则是保证良好的工作环境和工作秩序，防止意外事故发生的准则，人人都要

遵守。要在实验中有意识地培养自己的动手能力、独立解决问题的能力以及良好的工作作风。

（三） 玻璃仪器的洗涤和分析实验室的安全规则

一、仪器分析实验室的安全规则

在仪器分析化学实验中，经常使用有腐蚀性的易燃、易爆或有毒的化学试剂，大量使用

易损的玻璃仪器和某些精密分析仪器，实验过程中也不可避免用电、水等。为确保实验的正

常进行和人身及设备安全，必须严格遵守实验室的安全规则：

（1）实验室内严禁饮食、吸烟，一切化学药品禁止入口，实验完毕须洗手；水、电位用后

应立即关闭；离开实验室时，应仔细检查水、电、门、窗是否均已关好。

（2）了解实验室消防器材的正确使用方法及放置的确切位置，一旦发生意外，能有针对性

地扑救。实验过程中，门、窗及换风设备要打开。

（3）使用电气设备时，应特别细心，切不可用潮湿的手去开启电闸和电器开关。凡是漏电
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的仪器不可使用，以免触电。

（4）使用精密分析仪器时，应严格遵守操作规程，仪器使用完毕后，将仪器各部分复原，

并关闭电源，拔去插头。

（5）浓酸浓碱具有腐蚀性，尤其是浓 H2SO4配制溶液时，应将浓酸缓缓注入水中、而不得

将水注入酸中，以防止浓酸溅在皮肤和农服上。使用浓 HNO3、HCl、H2SO4、氨水时，均

应在通风橱中操作。

（6）使用四氯化碳、乙醚、苯、丙酮、三氯甲烷等有机溶剂时，一定要远离火源和热源。

使用完毕后，将试剂瓶塞好，放在阴凉（通风）处保存。低沸点的有机溶剂不能直接在火焰

上或热源上加热，而应在水浴上加热。

（7）热、浓的高氯酸遇有机物常易发生爆炸，汞盐、砷化物、氰化物等剧毒物品使用时应

特别小心。

（8）储备试剂、试液的瓶上应贴有标签，严禁非标签上的试剂装入试剂瓶。自试剂瓶中取

用试剂后，应立即盖好试剂瓶盖。决不可将已取出的试剂或试液倒回试剂瓶中。

（9）将温度计或玻璃管插入胶皮管或胶皮塞前，用水或甘油润滑，并用毛巾包好再插，两

手不要分得太开，以免折断划伤手。

（10）加热或进行反应时，人不得离开。

（11）保持水槽清洁，禁止将固体物、玻璃碎片等扔入水槽，以免造成下水迈堵塞。

（12）发生事故时，要保持冷静，针对不同的情况采取相应的应急措施，防止事故扩大。

二、玻璃器皿的洗涤

分析化学实验中所使用的器皿应洁净。其内外壁应能被水均匀地润湿，且不挂水珠。在

分析工作中，洗净玻璃仪器不仅是一个必须做的实验前的准备工作，也是一个技术性的工作。

仪器洗涤是否符合要求，对化验工作的准确度和精密度均有影响。不同分析工作（如工业分

析、一般化学分析、微量分析等）有不同的仪器洗净要求。

分析实验中常用的烧杯、锥形瓶、量筒、量杯等一般的破璃器皿，可用毛刷蘸去污粉或

合成洗涤剂刷洗，再用自来水冲洗干净，然后用蒸馏水或去离子水润洗 3次。

滴定管、移液管、吸量管、容量瓶等具有精确到度的仪器，可采用合成洗涤剂洗涤。其

洗涤方法是：将配制 0.1％~0.5％浓度的洗涤液倒入容器中，浸润、摇动几分钟，用自来水

冲洗干净后，再用蒸馏水或去离子水润洗 3次，如果未洗干净，可用铬酸洗液洗涤。

光度法用的比色皿，是用光学玻璃制成的，不能用毛刷洗涤，应根据不同情况采用不同

的洗涤方法。经常的洗涤方法是，将比色皿浸泡于热的洗涤液中一段时间后冲洗干净即可。
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仪器的洗涤方法很多，应根据实验要求、污物性质、沾污的程度来选用。一般说来，附

着在仪器上的脏物有尘土和其他不溶性杂质、可溶性杂质、有机物和油污，针对这些情况可

以分别用下列方法洗涤。

1.刷洗：用水和毛刷刷洗，除去仪器上的尘土及其他物质，注意毛刷的大小，形状要适合，

如洗圆底烧瓶时。毛刷要作适当弯曲才能接触到全部内表面，脏、旧、秃头毛刷需及时更换，

以免戮破、划破或沾污仪器。

2.用合成洗涤剂洗涤：洗涤时先将器皿用水湿润，再用毛刷蘸少许去污粉或洗涤剂，将仪器

内外洗刷一遍，然后用水边冲边刷洗，直至干净为止。

3.用铬酸洗液洗涤：被洗涤器皿尽量保持干燥，倒少许洗液于器皿内，转动器皿使其内壁被

洗液浸润（必要时可用洗液浸泡），然后将洗液倒回原装瓶内以备再用。再用水冲洗器皿内

残存的洗液，直至干净为止。如用热的洗液洗涤，则去污能力更强。

洗液主要用于洗涤被无机物沾污的器皿，它对有机构和油污的去污能力也较强，常用来

洗涤一些口小、管细等形状特殊的器皿，如吸管、容量瓶等。

洗液具有强酸性、强氧化性和强腐蚀性，使用时要注意以下几点：

① 洗涤的仪器不宜有水，以免稀释洗液而失效。

② 液可以反复使用，用后倒回原瓶。

③ 液的瓶塞要塞紧，以防吸水失效。

④ 可溅在衣服、皮肤上。

⑤ 洗液的颜色由原来的深棕色变为绿色，即表示 K2Cr2O4已还原为 Cr2(SO4)3，去氧化性，

洗液失效而不能再用。

4.用酸性洗液洗涤：

①粗盐酸

可以洗去附在仪器壁上的氧化剂（如MnO2）等大多数本溶于水的无机物。因此，在刷

子刷洗不到或洗涤不宜用刷子刷洗的仪器，如吸管和容员瓶等情况下，可以用粗盐酸洗涤。

灼烧过沉淀物的瓷柑蜗可用盐酸（1∶1）洗涤。洗涤过的粗盐酸能回收继续使用。

② 盐酸—过氧化氢洗液：适用于洗去残留在容器上的MnO2，例如过滤 KMnO4用的砂芯漏

斗，可以用此洗涤刷洗。

③ 盐酸—酒精洗液（1∶2）：适用于洗涤被有机染料染色的器皿。

④ 硝酸—氢氟酸洗液：是洗涤玻璃器皿和石英器皿的优良洗涤剂，可以避免杂质金属离子

的沾附。常温下储存于塑料瓶中，洗涤效率高，清洗速度快，但对油脂及有机物的清除效力



揭阳职业技术学院化学工程系教案

- 126 -

差。对皮肤有强腐蚀性。操作时需备加小心。该洗液对玻璃和石英器皿有腐蚀作用，因此，

精密玻璃仪器、标准磨口仪器、活塞、砂芯漏斗、光学玻璃、精密石英部件、比色皿等不宜

用这种洗液。

5.用碱性洗液洗涤：适用于洗涤油脂和有机物。因它的作用较慢，一般要浸泡 24 h或用浸煮

的方法。

氢氧化钠—高锰酸钾洗液： 用此洗液洗过后，在器皿上会留下二氧化锰，可再用盐酸

洗。

氢氧化钠（钾）—乙醇洗液： 洗涤油脂的效力比有机溶剂高，但不能与玻璃器皿长期

接触；使用碱性洗液时要特别注意，碱液有腐蚀性，不能溅到眼睛上。

6.超声波清洗：超声波清洗是一种新的清洗方法，其作用原理：主要是利用超声波在液体中

的空化作用，这种空化作用是由于液体在超声波的作用下，液体分子时而受拉，时而受压，

形成一个个微小的空腔，即所谓“空化泡”。由于空化泡的内外压力相差十分悬殊，在空化

泡消失时其表面的各类污物就被剥落，从而达到清洗的目的，同时，超声波在液体中又能加

速溶解作用和乳化作用。因此超声波清洗质量好、速度快．尤其对于采用一般常规清洗方法

难于达到清洁度要求，以及几何形状比较复杂且带有各种小孔、弯孔和盲孔的被洗物件，超

声波清洗的效果更为显著。

市售 CQ-250型超声波清洗器用于分析实验室的玻璃仪器清洗效果很好。使用时将被洗

件悬挂在处于工作状态的清洗液中，清洗干净即可取出。
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实验（实训）项目

实验一 可见分光光度法：吸收曲线、工作曲线的绘制及水中微量铁测定

（3课时）

思政元素：

1.掌握 722S 型可见光分光光度计仪器的结构特点和基本功能、实用技术，培养学生独立操

作该类仪器进行科学研究的能力和科学探究精神。同时自觉培塑社会主义核心价值观，引导

学生明大德、守正道，夯实思想政治教育基础。

2.通过分工协作完成实验操作，提高团结合作意识。

3.实验操作结束后，要求学生收拾实验台面和公共区域的卫生，归还试剂、仪器，清洗玻璃

器皿并放回器皿柜指定位置，并按照实验室处要求的三废处理办法，分类回收处理，培养良

好的专业素养。

教学内容：

一 、实验目的：

1、了解分光光度计的基本构造，熟悉分光光度计的使用方法。

2、学习吸收光谱曲线的绘制、查找最大吸收波长λmax的方法。

3、掌握邻菲罗啉分光光度法测定微量铁的原理和方法。

4、学会标准曲线的绘制方法及其使用。

二、原理：

1、物质对不同波长光的吸收程度不同，通过测定不同波长光对应的吸光度，绘制 A-λ吸收

曲线，找出最大吸收波长λmax。

2、定量分析依据：A= εbc。

3、邻二氮菲法测定铁有关反应：

4Fe3++2NH2OH·HCl=4Fe2++N2O↑+4H++2H2O+2Cl－

橙红色配合物

4、显色条件：

pH值控制：pH≈5.0

显色时间：15min
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显色温度：室温

显色剂及用量：邻二氮菲 2.00mL

5、吸光度测量条件

λmax= nm

参比溶液：试剂空白

吸光度范围：0.2-0.8

三、仪器

100mL 容量瓶、100mL 烧杯、50mL 容量瓶、10mL 吸量管、20mL 移液管、1mL 移

液管、2mL 移液管、5mL移液管，吸耳球、722型可见分光光度计，1cm比色皿等。

四、试剂：

1、铁标准溶液（100.00 μg·mL-1）：准确称取 0.2159g分析纯 NH4Fe(SO4)2·12H2O，置于 100mL

烧杯中，以 5mL 6mol·L-1HCl溶解后移入 250mL容量瓶中，以水稀释至刻度，摇匀。

2、铁标准溶液（10.00 μg·mL-1）的配制：用 10mL 移液管移取铁标准溶液（100.00 μg·mL-1）

于 100mL 容量瓶中，稀释至刻度线。

3、10%盐酸羟胺水溶液（还原剂）：称取 5g 盐酸羟胺，溶于 45mL水中（不稳定，须新近

配制）。

4、0.2%邻菲罗啉水溶液（显色剂）：称取 1g邻菲罗啉，先用 5-10mL95%乙醇溶解，再用蒸

馏水稀释至 500mL。临用时配制或避光保存，两周内有效。

5、HAc-NaAc 缓冲溶液（pH≈5.0）：称取 160g 分析纯乙酸钠，加入 60mL 冰乙酸，加水溶

解后，稀释至 1000mL。

五、实验步骤

1、标准系列溶液的配制：

用 10mL 吸量管分别吸取铁的标准溶液 0.00、1.00、2.00、4.00、6.00、8.00、10.00mL

于 7支 50mL容量瓶中，加少量水，再分别加入 1mL盐酸羟胺溶液（10%），混匀，放置 2min。

用 5mL 移液管分别加入 5mLHAc-NaAc 缓冲溶液（pH≈5.0），摇匀，用 2mL 移液管分别加

入 2mL邻菲罗啉溶液（0.2%），摇匀，加水稀释至刻度，并贴上标签。

2、吸收曲线的配制：

选用 1cm 比色皿，以试剂空白（编号 0#）为参比，在 440~560nm之间，每隔 10nm测

定一次待测溶液的吸光度 A，以波长为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制吸收曲线，从而选定

测定铁的最大吸收波长λmax。

3、标准曲线的绘制：

于λmax处，用 1cm比色皿，以试剂空白（编号 0#）为参比，测定由低浓度至高浓度系

列标准溶液的吸光度，以铁的浓度为横坐标，相应的吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。
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4、铁含量的测定：

取含铁未知试液 5.00mL于 50mL容量瓶中，加少量水（稀释了十倍）。再分别加入 1mL

盐酸羟胺溶液（10%），混匀，放置 2min。用 5mL移液管分别加入 5mLHAc-NaAc 缓冲溶液

（pH≈5.0）摇匀，用 2mL移液管分别加入 2mL邻菲罗啉溶液（0.2%）摇匀，加水稀释至刻

度。

5、于λmax处，用 1cm比色皿，以试剂空白（编号 0#）为参比，测定未知试样的吸光度，

再利用标准曲线求得试样中铁的含量。相关系数 R2>0.999比较好。

六、数据记录与处理：

1、吸收曲线的绘制：

分光光度计型号： 比色皿厚度：

波长/nm 440 460 480 500 505 510 515 520 540 560

吸光度/A

注：可再添加行。

将所获数据以波长为横坐标，吸光度为纵坐标，用软件（excel或 origin）绘制吸收曲线

图，选择吸收曲线的峰值波长为铁的测量波长λmax= nm。

打印吸收曲线图，并粘贴。

2、铁含量的测定：

编 号 0# 1 # 2 # 3 # 4 # 5 # 6# 样品

V（铁标液）/mL 0.00 1.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 5.00

ρ（Fe）/μg·mL-1 0.0 0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0

A 0.00

以吸光度 A为纵坐标，铁含量为横坐标，用软件（excel或 origin）绘制出标准曲线图，

打印曲线并粘贴。

通过标准曲线找出被稀释样品中铁的含量ρFe(x)（µg/mL），再按下式计算原样品中铁的

含量ρFe。 ρFe=ρFe(x) ×10

七、注意事项

（1）配置溶液时，加入试剂的顺序不能随意改变。每加入一种试剂之前都应先摇匀(不要加

盖)容量瓶中的溶液；显色过程中，每加入一种试剂均要摇匀。

（2）试样和标准曲线测定的实验条件应保持一致，所以最好两者同时显色同时测定。

(3) 用刻度吸管取标液时，应从满刻度处开始，放出所需体积，以减小体积误差；

(4) 每改变一次波长,都要用参比溶液调“0”和“100%”。
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八、思考题

T与 A两者关系如何？分光光度测定时，一般读取 A值，该值在什么范围好？为什么？如

何控制被测溶液的 A值在此范围内？

九、问题讨论

（1）显色时，还原剂、缓冲溶液、显色剂的加入顺序可否颠倒？为什么？

答：顺序不能颠倒，因为显色反应必须在一定的条件下进行，才能取得较好的显色效果。

被测物质和各种试剂的加入顺序往往需经反复试验才能确定，所以对已经确定了的试剂加入

顺序不能随意改动。

（2）制作吸收曲线时，为什么每改变一次入射光波后，都必须用参比溶液调零？

答：由于比色皿和参比溶液对不同波长的入射光有不同的反射和吸收，所以当测量波长

改变时，都要用参比溶液进行调零，这样才能测出有色物质在该波长下的实际吸光度。

试剂空白：还原剂（1.0ml 盐酸羟胺），显色剂（2.0ml 邻菲咯啉），5.0mlNaAc，用水稀释

至刻度。

未知铁试样：用量筒量取约 8mL100μg·mL-1铁标准溶液（100μg·mL-1）于小烧杯中，加水

稀释至 50mL，后转移至试剂瓶中。

附：722S 分光光度计的操作步骤：

1.1 仪器的正常基本操作

1.1.1 预热：仪器开机后灯及电子部分需热平衡，故开机预热 30 分钟后才能进行稳定

工作，如紧急应用时，请注意随时调 0％T，调 100％T。

1.1.2 调零：

目的：校正基本读数标尺二端（配合 100％T 调节），进入正常测试状态；

调整时：开机预热后，改变测试波长时或测试一段时间，以及作高精度测试前；

操作主：打开试样盖（关闭光门）或用不透光材料在样品室中遮断光路，然后按 0％

键，即能自动调整零位。

1.1.3 调整 100％T

目的：校正基本读数标尺两端（配合调零），进入正确测试状态；

调整时：开机预热后，更换测试波长或测试一段时间后，以及作高精度测试前。（一

般在调整零前应加一次 100％T 调整以使仪器内部自动增益到位；

操作：将用作背景的空白样品置入样品室光路中，盖下试样盖（同时打开光门）按

下 100％T 键即能自动调整 100％T（一次有误差可加按一次）；

1.1.4 调整波长
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使用仪器上唯一的旋钮，即可方便地调整仪器当前测试波长，具体波长由旋钮左侧

的显示窗显示读出波长时目光垂直观察。

1.1.5 改变试样位置让不同样品进入光路

仪器标准配置中试样槽架是四位置的，用仪器前面的试样槽拉杆来改变，打开样品

室盖以前便观察样品槽中的样品位置最靠近测试者的为“0”位置，依次为“1”，“2”，

“3”位置，当拉杆到位时有定位感，到位时请前后轻轻推动一下以确保定位正确。

1.1.6 确定滤光片的位置

本仪器备有减少杂光，提高 340～380nm 波段光度准确性的滤光片，位于样品室内

的左侧，用一拨杆来改变位置。当测试波长在 340～380nm 波段内如作高精度测试可将

拨杆置于在 400～1000nm。

1.1.7 改变标尺

本仪器设有四种标尺

透射比：用于对透明溶液和透明固体测量透射特点；吸光度：用于采用标准曲线法

或绝对吸收法定量分析，在动力学测试时亦能利用本系统；光度因子：用于在浓度因子

法浓度直读时设定浓度因子；深度直读：用于标样法浓度直读时，作设定和读出，亦用

于设定浓度因子后的浓度直读；各标尺间的转换用模式键操作并由“透射比”，“吸光

度”，“浓度因子”，“浓度直读”指示灯分别指示，开机初始状态为“透射比”，每按一

次顺序循环。

1.2 应用操作

1.2.1 测定透明材料的透射比

预热→设定波长→置入空白→置标尺为“透射比”→确定滤光片的位置→粗调

100％T→调零→调 100％T→置入样品→读出数据。

1.1. 2 测定透明溶液的吸光度

预热→设定波长→置入空白→置标尺为“透射比”→确定滤光片的位置→粗调

100％T→调零→调 100％T→置标尺为“吸光度”→置入样品→读出数据。
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化学分析中用 excel 绘制标准曲线方法：

第一步，打开 excel。

第二步，在 excel 中输入标准曲线的数据。

第三步，点击插入，选择图表中的散点图。（选择仅带数据标记的散点图）

第四步，在出现的图表框中右击出现菜单，选择“选择数据”。

第五步，在出现的对话框后，移动鼠标选择我们要的这两行数，然后确定。这一

样，我们的图表上就有一些点点了。

第六步，在图表上移到有点的地方右键。在出来的菜单中选择添加趋势线。
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第七步，添加好趋势线后，就需要设置趋趋势线格式了。我们右边曲线选择设置

格式

把线性选择直线，显示公式，显示 R2，
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实验二：紫外吸收光谱法：测定维生素 C含量（3课时）

思政元素：

1.掌握 UV1800 紫外分光光度计仪器的结构特点和基本功能、实用技术，培养学生独立操作

该类仪器进行科学研究的能力和科学探究精神。同时自觉培塑社会主义核心价值观，引导学

生明大德、守正道，夯实思想政治教育基础。

2.通过分工协作完成实验操作，提高团结合作意识。

3.通过记录实验数据、分析实验结果，提高学生分析问题解决问题的能力，培养学生严谨、

求实的科研精神。

4.实验操作结束后，要求学生收拾实验台面和公共区域的卫生，归还试剂、仪器，清洗玻璃

器皿并放回器皿柜指定位置，并按照实验室处要求的三废处理办法，分类回收处理，培养良

好的专业素养。

教学内容：

一、目的要求

1、了解维生素 C的紫外吸收光谱的特性。

2、学习在紫外吸收光谱区进行维生素 C的测定方法。

二、实验原理

维生素 C在食品中能起抗氧化作用，即在一定时间内能防止油脂变性。维生素 C是水溶性

的，但是可溶于无水乙醇，并在 220-320nm紫外光谱中呈现吸收特性。

三、仪器与试剂

（1）仪器：紫外可见分光光度计（UV-1800）、石英比色皿 4块、25mL 棕色容量瓶 4只、

500mL棕色容量瓶 2只、5mL，10mL吸量管各两只。

（2）试剂：维生素 C（分析纯）、维生素 C药片。

四、实验内容与操作步骤

（1）准备工作

清洗容量瓶、吸量管等玻璃仪器备用。

检查仪器，开机预热 20min，并调试至工作状态。

（2）配制维生素 C系列标准溶液

称取 0.02640g分析纯维生素 C，溶于少量蒸馏水中，超声约 2min至完全溶解，定量转移至

500mL棕色容量瓶中，用蒸馏水稀释至标线，摇匀。此溶液浓度为 52.80μg/mL。分别吸取

浓度此溶液 2.00mL、4.00mL、6.00mL、8.00mL于 4只洁净干燥的 25mL棕色容量瓶中，用
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蒸馏水稀释至刻度，摇匀备用。（维生素 C质量为 0.0200g时，标准系列最后一个点的吸光

度可落在 0.8以内）

（3）配制维生素 C试样溶液

准确称取约 0.10g维生素 C药片，溶于少量蒸馏水中，超声约 2min至完全溶解，定量转移

至 500mL棕色容量瓶中，用蒸馏水稀释至标线，摇匀。或准确称取约 0.20g维生素 C药片，

溶于少量蒸馏水中，超声约 2min至完全溶解，定量转移至 1000mL棕色容量瓶中，用蒸馏

水稀释至标线，摇匀。（稀释 10倍吸光度在线性范围内）

（4）绘制维生素 C的紫外吸收光谱曲线

以蒸馏水作为参比，在 220~320nm范围绘制维生素 C的紫外吸收光谱曲线，并确定维生素

C的最大吸收波长λmax。实验报告背面粘贴维生素 C的吸收光谱图，如下图所示：

由维生素 C的吸收光谱图可知，维生素 C的紫外最大吸收波长为λmax= nm。

（5）绘制维生素 C的标准工作曲线

以蒸馏水作参比，在λmax = nm处测定维生素 C系列标准溶液的吸光度，绘制吸光度-浓

度标准工作曲线。实验报告背面粘贴维生素 C的标准工作曲线图，如下图所示：

（6）测定试样溶液的维生素 C含量

采用标准工作曲线法测定试液中维生素 C含量，并根据稀释倍数报告结果。
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五、数据记录与结果处理

（1）维生素 C标准系列吸光度和浓度及未知液吸光度和浓度

V (mL) 2.00 4.00 6.00 8.00 试样溶液

ρ (μg/mL) 4.224 8.448 12.67 16.896

A 0.2644 0.4628 0.7031 0.8676

（2）试样溶液中维生素 C的含量

根据稀释倍数，报告结果：未知液中维生素 C 含量为：

UV-1800PC-DS2 操作步骤：

开机—预热—暗电流校正中（可省略）—点击“Enter” 进入“系统应用”（再点击暗电流

校正）—点击 Z。

开机后点击“设备”--“获取暗电流”（开机时获取了暗电流，此处可以省略）

放入空白溶液—点击“操作”—设置（设置波长，数值由大到小 320--200）--点击确定—

点击“操作”—校准背景—拉至任一标准溶液处，点击光谱扫描，测出 Amax（如果 A值太

大，则点放大镜的图标，进行坐标设置）。

点击定量分析—点击操作—设置（设最大波长）--选择样品数量（不包含空白的样品的个数）

—拉到空白溶液进行校准背景—拉至标准样品测波长--点击▲|（开始）--得出标准曲线—

放入未知样品测吸光度--样品名称可输入。

数据点击开始—选择打印—PDF 格式保存。

比色皿：Q表示石英（适应于紫外波段，1~400nm 波长，200nm 以下又称真空紫外波长），G

表示玻璃（适应于可见光，一般指 380~760nm 波长）。

UV-1800PC 操作步骤：

开机密码：123456

按 8 键，再按 3键，暗电流，Enter。（自动跳出设置波长等）

建立基线，双击浓度输入。

放入空白溶液—建立系统基线—点“零位/满刻度”—开始测试，拉至任何一标准溶液，点

击放大镜图标（查找波峰），找出 Amax—点击锥形瓶图标（定量分析）--设置样品数，Amax

—双击浓度，双击输入样品名称。

放入空白溶液—点击“零位/满刻度”调零—拉至标准样品—双击吸光度—得出标准曲线—

放未知样品点击“开始”—得出未知样品的 A 和浓度。
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实验三 电位分析法：缓冲溶液的配制及餐具洗涤剂 pH值的测定（两点校正法）

（3学时）

思政元素：

1.掌握酸度计仪器的结构特点和基本功能、实用技术，培养学生独立操作该类仪器进行科学

研究的能力和科学探究精神。同时自觉培塑社会主义核心价值观，引导学生明大德、守正道，

夯实思想政治教育基础。

2.通过分工协作完成实验操作，提高团结合作意识。

3.通过记录实验数据、分析实验结果，提高学生分析问题解决问题的能力，培养学生严谨、

求实的科研精神。

4.实验操作结束后，要求学生收拾实验台面和公共区域的卫生，归还试剂、仪器，清洗玻璃

器皿并放回器皿柜指定位置，并按照实验室处要求的三废处理办法，分类回收处理，培养良

好的专业素养。

教学内容：

一、实验目的：

1.了解缓冲溶液的配制原理及缓冲溶液的性质。

2.掌握溶液配制的基本实验方法。

3.理解电位法测 pH值原理。

4.会操作 pH计测溶液 pH值。

二、实验原理：

1.餐具洗涤剂 pH值的测定：

本实训参照 GB 6368-2008《表面活性剂 水溶液 pH值的测定 电位法》之规定测定。

在生产和科研中常会接触到有关 pH的问题，粗略的 pH测量可用 pH试纸，而比较精确的

pH测量都需要用电位法，即根据能斯特公式，用酸度计测量电池电动势来确定 pH。常用

pH玻璃电极为指示电极（接酸度计的负极），饱和甘汞电极为参比电极（接酸度计的正极）

与被测溶液组成电池（也可使用 pH复合电极），则 25℃时：E = K’ + 0.0592 pH 试液

式中，K’ 在一定条件下虽有定值，但不能准确测定或计算得到，在实际测量中要按 pH实

用定义，用标准缓冲溶液来校正酸度计（即进行“定位”）后，才可在相同条件下测量溶液

pH。酸度计上的 pH示值是按 pH实用定义中△E/0.0592分度，此分度值只适用于温度为 25℃

时。为适应不同温度下的测量，在用标准缓冲溶液“定位”前先要进行温度补偿（将“温度补

偿”旋钮调至溶液的温度处）。在进行“温度补偿”和校正后将电极插入待测试液中，仪器就可

以直接显示被测溶液 pH。
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pH测量结果的准确度决定于标准缓冲溶液 pHS的准确度，两电极的性能及酸度计的精度。

2.缓冲溶液的配制原理及性质：

（1）基本概念：在一定程度上能抵抗外加少量酸、碱或稀释，而保持溶液 pH值基本不变

的作用称为缓冲作用。具有缓冲作用的溶液称为缓冲溶液。

（2）缓冲溶液性质：

因为缓冲溶液中具有抗酸成分和抗碱成分，所以加入少量强酸或强碱，其 pH值基本上是不

变的。稀释缓冲溶液时，酸和碱的浓度比值不改变，适当稀释不影响其 pH值。缓冲容量是

衡量缓冲溶液缓冲能力大小的尺度。缓冲容量的大小与缓冲组分浓度和缓冲组分的比值有

关。缓冲组分浓度越大，缓冲容量越大；缓冲组分比值为 1:1 时，缓冲容量最大。

三、仪器与材料：

pHS－3C 酸度计、温度计、100mL 烧杯（3 个 ）、玻棒、洗瓶、pH标准缓冲溶液在

不同温度下的标准值表、广泛 pH试纸，量筒(100mL，10mL)、吸量管(10mL)等。

四、试剂：

1.HAc(0.1mol·L-1), NaAc(0.1mol·L-1), NaH2PO4(0.1 mol·L-1) ， Na2HPO4 (0.1

mol·L-1),NH3·H2O (0.1 mol·L-1)，NH4Cl (0.1 mol·L-1)，HCl (0.1 mol·L-1)，NaOH (0.1 mol·L-1)。

2.标准缓冲溶液甲 (pH 4.01，25℃) 、标准缓冲溶液乙 (pH 6.86，25℃) 、标准缓冲溶液丙

(pH 9.18，25℃)；

3.市售手洗洗洁精（称取试样 10.0置于烧杯中，称准至 0.001g，用蒸馏水溶解，移入 1000mL

容量瓶中，稀释至刻度，摇匀，备用）。

五、实验步骤：

（一）餐具洗涤剂 pH值的测定：

1.粗测样品的 pH

用广泛 pH试纸测试上述样品溶液的 pH，如果测得 pH呈碱性，则选择标准缓冲溶液组合为

pH 6.86和 pH 9.18；如果测得 pH呈酸性，则选择标准缓冲溶液组合为 pH 6.86和 pH 4.01。

2.仪器校准

（1）酸度计使用前准备

接通电源，打开开关，预热 20min。

置选择按键开关于“pH ”位置。

（2）电极选择、处理和安装

将在 3mol·L-1KCl溶液中浸泡活化 8h的 pH复合电极安装在多功能电极架上，组建测量装置。

用蒸馏水冲洗电极，用滤纸吸干外壁水分。注意！玻璃电极球泡易碎，操作要仔细。电极引

线插头应干燥、清洁，不能有油污。
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（3）校正酸度计（两点校正法）

a. 用广泛 pH试纸粗测待测溶液 pH值，根据粗测的 pH值选择标准溶液（pH = 6.86和 4.01

组合或 pH = 6.86和 9.18组合）。

b. 选用 pH = 6.86（25℃）的标准缓冲溶液，用温度计测量标准缓冲溶液温度，调节“温度补

偿旋钮”，使指示的温度刻度为所测得的温度。

c. 将电极插入标准缓冲溶液中，小心轻摇几下试杯，以促使电极平衡。注意！电极不要触

及杯底，插入深度以溶液浸没玻璃球泡为限。

d. 将“斜率旋钮”顺时针旋到底，调节“定位”调节器，使仪器显示值为所测温度下该标准缓冲

溶液的 pH。随后将电极从标准缓冲溶液中取出，移去试杯，用蒸馏水清洗电极，并用滤纸

吸干电极外壁水。

e. 选用另一种与待测试液 pH相接近的标准缓冲溶液（pH = 4.01或 9.86（25℃））用温度

计测量标准缓冲溶液温度，调节“温度补偿旋钮”，使指示的温度刻度为所测得的温度。将电

极插入溶液中，小心轻摇几下烧杯，使电极平衡。调节“斜率旋钮”，使仪器显示值为所测温

度下该标准缓冲溶液的 pH。

f. 重复校正。在以上两种标准溶液之间反复操作几次，直到不需要再调节定位和斜率钮，

pH计就可准确显示所测温度下两种标准缓冲溶液 pH值，则校准过程结束。注意！校正后

的仪器即可用于测量待测溶液的 pH，但测量过程中不应再动“定位”或“斜率”纽，若不小心

碰动“定位”或“斜率”纽应重复中(b) - (f)步骤，重新校正。

（3）样品的测定

a. 移去标准缓冲溶液，清洗电极，并用滤纸吸干电极外壁水。取 100mL烧杯，用待测试液

润洗三次后倒入 50mL 左右试液。用温度计测量试液的温度，并将温度调节器置此温度位

置上。

注意！待测试液温度应与标准缓冲溶液温度相同或接近。若温度差别大，则应待温度相近时

再测量。

b. 将电极插入被测试液中，轻摇试杯以促使电极平衡。待数字显示稳定后读取并记录被测

试液的 pH，并报告结果 pH= 。

（二）缓冲溶液的配制及性质

1.缓冲溶液的配制与 pH值的测定

依表 1进行实验。并将实验数据记录。

表 1 缓冲溶液的配制与 pH 值的测定

实验号 理论 pH值 各组分浓度体积/mL

(总体积 50mL）

精密 pH试纸测

定 pH值

pH计测定

pH值
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1 4.0
0.1mol·L-1HAc

0.1mol·L-1NaAc

2 7.0
0.1mol·L-1 NaH2PO4

0.1mol·L-1 Na2HPO4

3 10.0
0.1mol·L-1 NH3·H2O

0.1mol·L-1 NH4Cl

2.缓冲溶液的性质

根据表 2进行实验，并将实验结果记录在表中。

表 2 缓冲溶液的性质

实验号 溶液类别 pH值
加 5滴 HCl

后 pH值

加 5滴 NaOH

后 pH值

加 10mL水后

pH值

1 pH=4.0的缓冲溶液

2 pH=7.0的缓冲溶液

3
pH=10.0的缓冲溶

液

六、实验结束工作

关闭酸度计电源开关，拔出电源插头。取出复合电极用蒸馏水清洗干净后，用滤纸吸干，

套上小帽存放在盒内。用干净抹布擦净工作台，罩上仪器防尘罩。

七、注意事项

1、酸度计的输入端（即测量电极插座）必须保持干燥清洁。在环境湿度较高的场所使用时，

应将电极插座和电极引线柱用干净纱布擦干。读数时电极引入导线和溶液应保持静止，否则

会引起仪器读数不稳定。

2、标准缓冲溶液配制要准确无误，否则将导致测量结果不准确。

3、注意用电安全，合理处理、排放实验废液。
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实验四：电化学分析法：电导滴定法测定食醋中乙酸的含量（3学时）

思政元素：

1.掌握电导率仪仪器的结构特点和基本功能、实用技术，培养学生独立操作该类仪器进行科

学研究的能力和科学探究精神。同时自觉培塑社会主义核心价值观，引导学生明大德、守正

道，夯实思想政治教育基础。

2.通过分工协作完成实验操作，提高团结合作意识。

3.通过记录实验数据、分析实验结果，提高学生分析问题解决问题的能力，培养学生严谨、

求实的科研精神。

4.实验操作结束后，要求学生收拾实验台面和公共区域的卫生，归还试剂、仪器，清洗玻璃

器皿并放回器皿柜指定位置，并按照实验室处要求的三废处理办法，分类回收处理，培养良

好的专业素养。

教学内容：

一、实验目的：

（1）学习电导滴定法测定原理。

（2）掌握电导滴定法测定食醋中乙酸含量的方法。

（3）进一步掌握电导率仪的使用。

二、实验原理：

1.电导滴定法是根据滴定过程中被滴定溶液电导的变化来确定滴定终点的一种容量分析方

法。电解质溶液的电导取决于溶液中离子的种类和离子的浓度。在电导滴定中，由于溶液中

离子的种类和浓度发生了变化，因而电导也发生了变化，据此可以确定滴定终点。

2.食醋中的酸主要是乙酸。用氢氧化钠滴定食醋，滴定开始时，部分高摩尔电导的氢离子被

中和，溶液的电导略有下降。随后，由于形成了乙酸－乙酸钠缓冲溶液，氢离子浓度受到控

制，随着摩尔电导较小的钠离子浓度逐渐增加，在化学计量点以前，溶液的电导开始缓慢上

升。在接近化学计量点时，由于乙酸的水解，使转折点不太明显。化学计量点以后，高摩尔

电导的氢氧根离子浓度逐渐增大，溶液的电导迅速上升。因此，作两条电导上升直线的近似

延长线，其延长线的交点即为化学计量点。食醋中乙酸的含量一般为 3—4 g/100 mL，此外

还含有少量其他弱酸如乳酸等。用氢氧化钠滴定食醋，以电导法指示终点，测定的是食醋中

酸的总量，尽管如此，测定结果仍按乙酸含量计算。

（1）醋酸含量测定
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食醋中的酸主要是醋酸，此外还含有少量其它弱酸。本实验以酚酞为指示剂，用 NaOH

标准溶液滴定，可测出酸的总量。结果按醋酸计算。反应式为 ：

NaOH + HAc = NaAc + H2O

CNaOH × VNaOH = CHAc× VHAc

CHAc = C NaOH× VNaOH/VHAc

反应产物为 NaAc，为强碱弱酸盐，则终点时溶液的 pH>7，因此，以酚酞为指示剂。

（2）NaOH的标定

NaOH 易吸收水分及空气中的 CO2，因此，不能用直接法配制标准溶液。需要先配成

近似浓度的溶液（通常为 0.1 mol/L），然后用基准物质标定。

邻苯二甲酸氢钾和草酸常用作标定碱的基准物质。邻苯二甲酸氢钾易制得纯品，在空

气中不吸水，容易保存，摩尔质量大，是一种较好的基准物质。标定 NaOH反应式为：

KHC8H4O4+ NaOH = KNaC8H4O4 + H2O

m/M = CNaOH × VNaOH （L）

CNaOH= m/（M × VNaOH ）（L）

三、仪器和试剂：

1.仪器：DDS－11A型电导率仪 电导电极 电磁搅拌器 搅拌子 25mL 碱式滴定管

200mL烧杯 2mL移液管

2.试剂： 0.1000mol·L-1NaOH标准溶液 食醋

四、实验步骤：

1. 仪器准备工作:

⑴ 接通电导率仪电源，预热 15min。

⑵ 调整表头上的调节旋钮使指针指“零位”。

⑶ 将铂黑电导电极用去离子水洗净并用滤纸吸干,将铂黑电导电极插入电导池中，加入被测

液以溶液淹没电极为宜调节电极位置。

⑷ 将开关扳至“校正”位置，调节校正旋钮使电指针指在满标度。

⑸ 将开关扳至“测量“档，进行测量。测量时，可调节量程选择开关各档，使指针落在表盘

内。

2. 食醋中醋酸含量的测定。

⑴ 将 0.1000mol·L-1NaOH标准溶液装入 50mL碱式滴定管，并记录读数。
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⑵ 用 2mL移液管移取 2mL食醋于 200mL烧杯中，加入 100mL去离子水，放入搅拌子，置

烧杯于电磁搅拌器上，插入电导电极，开启电磁搅拌器，测量溶液电导。

⑶ 用 0.100mol·L-1NaOH标准溶液进行滴定，每加 1.00mL，测量一次电导率，共测量 20－

25个点。平行测定三份。

五、数据记录及处理：

1.绘制滴定曲线，从滴定曲线直线部分的交点求出化学计量点时所消耗 NaOH标准溶液的体

积。

例：（1）

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1.91 1.96 2.01 2.07 2.13 2.21 2.29 2.37 2.42 2.51 2.57 2.64 2.71

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

2.76 2.83 2.89 3.02 3.09 3.11 3.12 3.17 3.21 3.28 3.37 3.50 3.61

由图可知，两直线的交点即化学计量点，所消耗 NaOH标准溶液的体积为：21.90

（2）

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1.97 2.00 2.05 2.11 2.19 2.28 2.33 2.40 2.49 2.55 2.62 2.70 2.78

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

2.82 2.89 2.95 3.01 3.09 3.13 3.17 3.19 3.24 3.30 3.38 3.50 3.60
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由图可知，两直线的交点即化学计量点，所消耗 NaOH标准溶液的体积为：23.39

（3）

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1.99 2.02 2.09 2.15 2.21 2.31 2.39 2.48 2.52 2.59 2.68 2.73 2.80

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

2.88 2.92 3.00 3.04 3.11 3.18 3.20 3.22 3.28 3.34 3.41 3.53 3.67

由图可知，两直线的交点即化学计量点，所消耗 NaOH标准溶液的体积为：23.62

2. 计算食醋中乙酸的含量（g/100mL)

由上知：

所用 NaOH标准溶液的平均体积：

V（NaOH）= (21.90+23.39+23.62)/3

= 22.97 mL

则食醋中乙酸浓度为：
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c（HAc）=VNaOH×cNaOH×MHAc/VHAc = 22.97× 0.1× 60 / 25.00

= 5.51 g/100mL

七.思考题

（1）问：用电导滴定法测定食醋中乙酸的含量与指示剂法相比，有何优点？

（2）问：如果食醋中含有盐酸，滴定曲线有何变化？
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实验五：火焰原子吸收光谱法：测定水中的铜含量（标准加入法）（3 学时）

思政元素：

1.掌握原子吸收分光光度计仪器的结构特点和基本功能、实用技术，培养学生独立操作该类

仪器进行科学研究的能力和科学探究精神。同时自觉培塑社会主义核心价值观，引导学生明

大德、守正道，夯实思想政治教育基础。

2.通过分工协作完成实验操作，提高团结合作意识。

3.通过记录实验数据、分析实验结果，提高学生分析问题解决问题的能力，培养学生严谨、

求实的科研精神。

4.实验操作结束后，要求学生收拾实验台面和公共区域的卫生，归还试剂、仪器，清洗玻璃

器皿并放回器皿柜指定位置，并按照实验室处要求的三废处理办法，分类回收处理，培养良

好的专业素养。

教学内容：

一、实验目的

1．加强理解火焰原子吸收光谱法的原理。

2．掌握火焰原子吸收光谱仪的操作技术。

3．熟悉原子吸收光谱法的应用。

二、方法原理

原子吸收光谱法是基于气态基态原子外层的电子对共振线的吸收。气态的基态原子数与

物质的含量成正比，故可用于进行定量分析。利用火焰的热能使样品转化为气态基态原子的

方法称为火焰原子吸收光谱法。

当试样组成复杂，配制的标准溶液与试样组成之间存在较大差别时，常采用标准加入法。

该法是取若干份体积相同的试液（cX），依次按比例加入不同量（倍增）的待测物的标准溶

液（cO），定容后浓度依次为：cX ， cX +cO ， cX +2cO ， cX +3cO ， cx+4c0；分别测得吸

光度为：AX，A1，A2，A3，A4。以加入标样的为横坐标，相应的吸光度为纵坐标，绘出标准曲

线，如下图所示。图中横坐标与标准曲线延长线的交点至原点的距离 x 即为容量瓶中所含试

样的浓度（cx），从而求得试样的含量。以 A对浓度 C做图得一直线，图中 cX点即待测溶液

浓度。
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标准加入法

本法是一种成分分析法，常用于测定易挥发元素，可消除基体干扰和某些化学干扰。测

定含量可达 10-9g；精密度较高，一般小于 1%。

三、仪器和试剂

1．原子吸收分光光度计

2． Cu 空心阴极灯等辅助装置；

25ml 移液管（4 支）、250ml 容量瓶（4 个）、50ml 比色管(5 套)、2ml 吸量管（4 支）、洗瓶

（若干）、洗耳球（若干）、滴管（若干）、烧杯（若干）

3.试剂：

（1）铜标准贮备液 ρ(cu)＝1.000mg/mL。（实验室提供）

（2）稀硝酸溶液（2+100）：20mL 浓硝酸溶于 1000mL 纯水中。

（3）含铜标准溶液[ρ(cu)＝0.1mg/mL]：用 10mL 移液管量取 10mL 铜标准储备 [ρ(cu)＝

1.000mg/mL]，用（2＋100）的稀硝酸定容，摇匀。

（3）含铜水试样(2.0μg/mL)：用 1mL 移液管移取铜标准贮备液 ρ(cu)＝1.000mg/mL，置

于 500mL 容量瓶中，用（2＋100）的稀硝酸定容，摇匀，备用。（这个好像用不到）

四、实验步骤

（1）稀硝酸溶液（2+100）：20mL 浓硝酸溶于 1000mL 纯水中。

（2）含铜水试样(约 4μg/mL)：用量筒量约 10mL ρ(cu)＝0.1mg/mL，置于 250mL 容量瓶中，

用（2＋100）稀硝酸定容，摇匀，备用。

（3）标准系列的配制：

用 25mL 移液管吸取 5 份 25.00mL 的含铜水试样(约 4μg/mL)分别置于 50mL 比色管中，

再用 10mL 吸量管各依次加入上述铜标准溶液【ρ(cu)＝0.1mg/mL】0.00、1.00、2.00、3.00、

光源 原子化器 单色器 检测器 记录仪
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4.00，用（2＋100）的稀硝酸定容，摇匀。

（4））测定各溶液的吸光度

由稀至浓逐个测量上述系列溶液的吸光度并列表记录。

容量瓶编号 1 2 3 4 5 备注

加待测试样体积V1/mL 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00

ρ＝0.1000mg/mL铜标液的体积

/mL

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00

定容体积／mL 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00

铜浓度的增加量ρ(Cu)/µgmL
-1

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 横坐标

吸光度 A 纵坐标

4.数据处理

 用 EXCEL 绘制标准加入工作曲线，将其延长与浓度轴相交，记录交点的浓度 cx。

 换算水样中铜的含量(ug/mL)，公式如下：

式中:

 ρ（Cu）：水样中铜含量，μg/mL；

 Cx ：标准加入曲线与浓度轴交点，μg/mL；

 V0：样品溶液定容体积，50mL；

 V1：取样量，25.00mL。

AA4510 原子吸收分光光度计操作规程

一、开机准备

检查仪器电路、气路连线是否正确，检测石墨炉是否有水，若无，须慢慢加入，以免着火。

（点火前要确保废液管有水封；不能将进样毛细管置于液体里）

1、打开主机电源，然后在电脑上打开 AA4510 工作站原件，（速度较快，若相反也可，但速

度较慢）各项自检正常点击“确定”，可以进入下一步操作。

0)

1

Cu x
Vc
V

  
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2、检查灯管安置是否正确及对应序号，不正确就调整灯架。

调整光路，使得光斑在第二条线上。（仪器调整--升降台设置）

方法建立（也可点击“文件”选择“新建方法”）--选择铜元素--灯架位置（仪器默认铜

元素在 2 号灯架）--确定

3、光电传感器信号强度设置：在工作站界面上点击“仪器调整”项，弹出的界面上点击“找

峰”项，点击调零。观察峰面图，根据实际情况调整“负高压”（负高压尽量不超过 250，

铜元素负高压大约 233，峰太高，则降低负高压），点发送，点找峰，使峰高在 80 左右，找

最大吸收波长。 max(Cu)=324.82nm，能量＝99.6，然后点击“确定”即可。然后点击“灯架

调整”项再进行一次找峰操作（此项可省略）。（每一次实验均需要找峰）点击“下一步”→

“关闭”出现主界面。

二、检测准备

1、点击“原子化器设置”，观察弹出界面，先打开空压机电源，0.3MPA；然后打开乙炔钢

瓶总阀，0.08MPA，不超过 0.09MPA（本仪器实际要调到 0.1MPA，旋钮越紧则为打开状

态，压强越大，逆时针开，顺时针关）；然后进行气瓶检漏，用肥皂水。原子化器界面

上空气和乙炔状态显示绿色后正常即可点击“点火”，点火完成后点击“确定”。如果火

太小，则可将燃气量设大点。（点火前要确保有水封；不能将进样毛细管置于液体里）

光线太暗则不容易点着火，有时需把灯罩取下。点火后，干烧 3min，然后放入超纯水湿

烧稳定后即可。

2、点击“设置”项，在设置界面上添加空白和标样浓度，然后点击“确定”。设置平均 1

次即可。

三、样品检测

1、调零，首先在进样管置于空气状态下点击“调零”，然后将进样管置于空白样品中，再

进行一次调零操作，待稳定，吸光度显示为“0”。

2、测样，待显示稳定后，按顺序点击“标准空白”，“标准样品”，（每放入一个样品，点击

一次“标准样品”）完成测定后，即可显示标准曲线，然后点击“测量样品”，将进样管

放入样品液中，待吸光度稳定，读数即完成测定。

四、关机（逆序关闭各电源开关）

1、测定完毕，在火焰点燃状态下，吸喷蒸馏水 5 分钟，清洗燃烧器。

2、等水份烘干后（即干烧状态）先关闭乙炔钢瓶。

3、火焰熄灭后再关空气压缩机（按排水按钮，再关电源）
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4、关排风

5、退出工作软件

6、关闭主机电源

7、关闭电脑

10、填写仪器使用记录。

注意：

（1）操作气瓶

一级压力表：钢瓶内的压力，注意不能用到零；

二级压力表：工作压力，对于乙炔气瓶，二级压力表调到小于 0.1MPa，建议使用 0.05MPa

即可。

（2）乙炔气：火焰原子法时用；（用时开小点内有丙酮）。

氩 气：石墨炉法时用；（用时开大点）。

总结：设置（确保废液管有水封）--调整灯架--找光路--找峰--点火（先空气压缩机，再乙

炔钢瓶；先干烧，再湿烧）--检测样品--湿烧--干烧--关乙炔瓶--关空气压缩机。
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实验六：高效液相色谱仪仪器认知、操作及进样练习（3课时）

高效液相色谱法测食品中的苯甲酸

思政元素：

1.掌握高效液相色谱仪仪器的结构特点和基本功能、实用技术，培养学生独立操作该类仪器

进行科学研究的能力和科学探究精神。同时自觉培塑社会主义核心价值观，引导学生明大德、

守正道，夯实思想政治教育基础。

2.通过分工协作完成实验操作，提高团结合作意识。

3.通过记录实验数据、分析实验结果，提高学生分析问题解决问题的能力，培养学生严谨、

求实的科研精神。

4.实验操作结束后，要求学生收拾实验台面和公共区域的卫生，归还试剂、仪器，清洗玻璃

器皿并放回器皿柜指定位置，并按照实验室处要求的三废处理办法，分类回收处理，培养良

好的专业素养。

教学内容：

一、实验目的

熟悉高效液相色谱仪的结构； 熟练掌握高效液相色谱仪的操作；掌握进样技术。

二、实验原理

进样装置：流路中为高压力工作状态，其结构如图：
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定性方法：

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（我们定性的

依据）。

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

常用的几种定量方法

（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，则其中某个组分的质

量可按下式计算

100
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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）内标法：在一定试样中加入一定量的内标物，根据待测组分和内标物的峰面积及物质

量计算待测物质质量的方法。

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。

试样配制：准确称取一定量的试样 W，加入一定量内标物 mS

计算式：

内标法特点：

(a)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。

(b)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。

(c)若将内标法中的试样取样量和内标物加入量固定，则：

（3）外标法：也称为标准曲线法

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。

本实验：不同样品经提取后，将提取液过滤，经反相高效液相色谱分离测定，根据保留时
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间定性，外标峰面积定量。

三、仪器和试剂

除另有说明，所用试剂均为分析纯，实验用水均为高纯水。

1、仪器

高效液相色谱仪，配有紫外检测器；超声波水浴振荡器。

2、试剂：

甲醇：色谱纯

乙酸铵溶液：称取 1.54g 乙酸铵，加水溶解并稀释至 1000mL，经微孔滤膜过滤。

氨水（1+1）：氨水与水等体积混合。

3、 苯甲酸标准储备液：准确称取 0.2500g 苯甲酸钠，加水溶解并定容至 250mL，此溶液相

当于每毫升含苯甲酸 1.00mg。

样品处理

碳酸饮料（雪碧）：称取 20g 样品（精确至 0.001g）（加热去除二氧化碳）于 25mL 容量瓶中，

用氨水（1+1）调节 pH 至近中性，用水定容至刻度，混匀，经微孔滤膜过滤，滤液待上机分

析。（雪碧须含苯甲酸钠）

四、分析步骤

1、色谱条件：

色谱柱：C18 柱，250mm×4.6mm，5µm，或性能相当者。

流动相：甲醇 + 乙酸铵溶液（5+95）（配制好要进行脱气）

流速：1ml/min

检测波长：230nm

进样量：20µL

保护液：甲醇+超纯水（90+10）（配制好要进行脱气）

2、标准使用液：分别吸取不同体积的苯甲酸钠，将其稀释成浓度分别为 0.000mg/ml、

0.020mg/ml、0.040mg/ml、0.080mg/ml、0.160mg/ml、0.320mg/ml 的标准使用液。（即分别

吸取 0.00ml、0.50ml、1.0ml、2.0ml、4.0ml、8.0ml 苯甲酸钠标准储备液，定容至 25ml

容量瓶），标准使用液用注射器和水性滤膜过滤。取 20ul 进样，得出标准钱。（最后一个 0.032

峰与前面的逢高差太远，可适当将浓度改为 0.200 或 0.240）

3、测定：

取样品液 20µL（用注射器和水性滤膜过滤）注入高效液相色谱仪进行分离，以其标准溶液
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峰的保留时间为依据定性，以其峰面积求出样液中被测物质含量，供计算。

4、 结果计算：

样品中苯甲酸的含量计算公式：

5、精密度：在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的

10%。

6、图谱：

高效液相色谱仪操作步骤(LC-1600 操作规程)

1. 配置好流动相（需过滤）（根据实验要求配置）。

2. 把配置好的流动相放到超声波清洗器上超声 5-10 分钟（脱气用）。

3. 把流动相放到溶剂盘上，把吸滤头放入对应的流动相中。

4. 打开仪器电源（从上到下，从检测器到泵），待自检通过后打开电脑。

5. 打开桌面上的伍丰工作站，进入软件连接正常后先进行排气，操作如下步骤：

首先打开高压恒流泵的前面盖，逆时针 180 度旋开排空阀，这时在“软件工作站”上（点击

花朵样符号，输液泵设置）把初始流量设成 5 马上点击“设置”按键，再按泵启动（开泵），

同时把泵开始排气这时可以把泵的吸滤头轻敲几下以便把气泡排出，泵运行 3 分钟的样子，

再点击泵停止（关泵），泵停止后把初始流量改成 1 马上点击设置，之后关上泵的排空阀。

6. 这时把氘灯打开，设置好样品的检测波长，再点击设置，按泵启动，开始平衡色谱柱，

请查看泵的压力如泵的压力不稳定(压力来回波动很大)则重复第 5 步，正常则等基线稳定

（约需 10min）。

7. 基线稳定后，点击工作站的参数设置把停止时间(15min)、满屏时间、显示上限（1000mv）、

显示下限（-10mv）、样品名称、保存的路径等设好，先进对照品（进样量大于 100ul，如不
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用定量环定量则用微量注射器自己定进样量），进样步骤如下：首先对照品过滤好后用注射

器在进样阀在 INJECT 状态下把进样针放进去，再打到 LOAD 状态这时把样品推入，之后把阀

打到 INJECT 状态则仪器自动进样进去了，工作站从零开始采集数据。点击采样结束，保存。

8. 对照品做好后，把文件名称设成样品名称，接着进样品，待样品出完后计算出样品的含

量。

9. 整个分析做完后关机，关机步骤如下：

A.首先点击关泵，待泵压力回到 0.2Mpa 左右时把流动相其中换成甲醇水（甲醇：水=90:10），

打开恒流泵的前面盖，逆时针拧开排空阀，这时在工作站上把初始流量设成 5 马上点击设置

按键，按泵启动，同时可以把泵吸滤头轻敲几下以便把气泡排出，泵运行 3 分钟的样子，再

点击泵停止，泵停止后把初始流量改成 1马上点击“设置”之后关上恒流泵的排空阀，之后

点击泵启动，再次运行 30 分钟（保护色谱柱），这时用 20ml 的针筒接好进样针头抽 10ml

的甲醇水（甲醇：水=90:10）冲洗进样阀，把阀打在 INJECT 状态把针筒的进样针头放进阀

里面冲洗 5ml 后把进样阀打到 LOAD 状态在冲洗 5ml，冲洗好后打回到 INJECT 状态。

B.30 分钟后点击泵停止，待压力回到 0.2Mpa 左右时关闭色谱仪电源（从上往下关）和电脑

。关氘灯、关泵。

流程图

开机：

打开仪器电源（从上到下，从检测器到泵） --- 打开伍丰工作站，进入软件连接

正常后先进行排气（逆时针 180 度旋开排空阀，点击花朵样符号（输液泵设置），把初始流

量设成 5 马上点击“设置”按键，再按开泵，同时把泵开始排气，这时可以把泵的吸滤头轻

敲几下以便把气泡排出，泵运行 3 分钟的样子，再点击关泵，泵停止后把初始流量改成 1

马上点击设置，之后顺时针关上泵的排空阀。） --- 氘灯打开，设置好样品的检测波

长，再点击设置，按泵启动 --- 进样（进样步骤如下：对照品过滤好后用注射器在进

样阀在 INJECT 状态下把进样针放进去，再打到 LOAD 状态这时把样品推入，之后把阀打到

INJECT 状态则仪器自动进样进去了，工作站从零开始采集数据。点击采样结束，保存。）

关机：

点击关泵（待泵压力回到 0.2Mpa 左右时把流动相其中换成甲醇水） --- 逆时针拧开排

空阀

--- 把初始流量设成 5 马上点击设置按键 --- 开泵 --- 3 分钟左右，关泵 ---

把初始流量改成 1马上点击“设置” --- 关上恒流泵的排空阀 --- 开泵，再运行 30

分钟 --- 用 20ml 的针筒接好进样针头抽 10ml 的甲醇水（甲醇：水=90:10）冲洗进样阀，

把阀打在INJECT状态把针筒的进样针头放进阀里面冲洗5ml后把进样阀打到LOAD状态在冲

洗 5ml，冲洗好后打回到 INJECT 状态。
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30 分钟后点击泵停止，待压力回到 0.2Mpa 左右时关闭色谱仪电源（从上往下关）和电

脑。

1、选择停止时间，得出的图谱，可以右击图谱添加名称，选择

2、利用 Origenl 做标准曲线

以 X轴为浓度，Y 轴为峰面积做标准曲线。（峰面积较大，可以乘以 10 的负 4 次方）

选定数据区域，点击工具，选择线性拟合，过零点。如果没有呈现曲线，可以点击“图标”

重新调整，调整坐标刻度。不小心关掉图谱，可以点击图谱还原，右侧滚动条调整。

3、测未知样，右击，手动画基线，得出峰面积，利用标准曲线公式求出浓度。
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气相色谱仪、FID 和色谱工作站的基本操作及进样练习（3课时）（备选）

思政元素：

1.掌握气相色谱仪仪器的结构特点和基本功能、实用技术，培养学生独立操作该类仪器进行

科学研究的能力和科学探究精神。同时自觉培塑社会主义核心价值观，引导学生明大德、守

正道，夯实思想政治教育基础。

2.通过分工协作完成实验操作，提高团结合作意识。

3.通过记录实验数据、分析实验结果，提高学生分析问题解决问题的能力，培养学生严谨、

求实的科研精神。

4.实验操作结束后，要求学生收拾实验台面和公共区域的卫生，归还试剂、仪器，清洗玻璃

器皿并放回器皿柜指定位置，并按照实验室处要求的三废处理办法，分类回收处理，培养良

好的专业素养。

教学内容：

一、实验目的：

1、掌握气相色谱仪的操作流程

2、了解有关气相色谱仪器的安全防护工作

3、掌握注射器进样有关操作技能

二、原理

定性分析：化合物在一定的色谱操作条件下，每种物质都有一确定的保留值（色谱峰在

色谱图中的位置， 从进样开始到组分浓度出现极大点时所需时间，即组分通过色谱柱所需

要的时间），故可作为定性分析的依据。在相同的色谱条件下对已知样品和待测试样进行色

谱分析，分别测量各组分峰的保留值，若某组分峰与已知样品相同，则可认为二者是同一物

质，从而确定各个色谱峰代表的组分。（注意：两个相同的物质在相同色谱条件下具有相同

的保留值，但是在相同色谱条件下，具有相同保留值的两个物质却不一定是同一物质）

对于组成简单的样品，且对其各组分有所了解，可以通过如下方式进行分析：

1、先将各组分的标准样品注入色谱柱，得到其各自的保留值。

2、再将样品注入色谱柱，得到样品中各组分的保留值。

3、所得保留值进行对照，即可知样品组份。

当未知样品中组分较多，所得色谱峰过密，用上述方法不易辨认时，或仅作

未知样品指定项目分析时均可用此法。首先做出未知样品的色谱图，然后在未知
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样品加入某已知物，又得到一个色谱图。峰高增加的组分即可能为这种已知物。

已知标准物：

A：甲醇

B：乙醇

C：正丙醇

D：正丁醇

E：正戊醇

三、验仪器及试剂

1. 仪器：9310 气相色谱仪、0.5µL 注射器、滤纸等

2. 试剂：乙醇（色谱纯）、乙酸、乙酸乙酯等。

四、实验条件

1、温度：进样口（国产称气化室，进口称进样口）温度 200℃；柱温 160℃左右（或 140℃），

测乙醇柱温 60℃；检测器温度 140℃。

2、气体流量：载气为氮气 40mL/min，空气 400 mL/min，氢气 35mL/min。

3、检测器 FID，灵敏度 10
-7
。

4、进样量：0.2µL

五、实验步骤

1、色谱仪器进样操作；

2、纯物对照法：

1）进标样：分别吸取乙醇、乙酸（或乙酸乙酯）各 0.2µL，依次进样，准确记录保留时间。

2）进待测样：用待测样（自己合成）把 0.2µL 微量进样器洗 3-5 次，然后往色谱仪内注射

0.2 µL 样品，准确记录保留时间。

3）将乙醇、乙酸（或乙酸乙酯）标样的保留时间与待测样的保留时间对比定性。

3、加入纯物增加峰高：

1）进待测样：用待测样把 0.2µL 微量进样器洗 3-5 次，然后往色谱仪内注射 0.2µL 样品，

准确记录保留时间。

2）取上述待测样二份，分别加入适量乙醇、乙酸（或乙酸乙酯）标样，分别吸取配制的混

合样品 0.2µL，依次进样，观察色谱峰变化。

3）根据色谱峰峰高变化定性。

六、结果处理 ：（气相色谱效果一直不是很理想。乙醇峰比较好，乙酸、异丙醇等都不是
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很好，需要重新选定物质）

（一）记录样品各峰保留时间，如下表：

样品 保留时间 tR/min 峰面积 A/mm2

乙醇

乙酸

乙酸乙酯

注意事项：

1、进样时注射器垂直于进样口，左手扶着针头以防弯曲，右手拿着注射器，右手食指卡在

注射器芯子和注射管的交界处，这样可以避免当针进到气路中央由于载气压力较高而把芯子

顶出。

2、注射器取样时，应用被测试液洗涤 5~6 次，然后缓慢抽取一定量试液，并不带有气泡，

用滤纸吸去针尖外所沾试液。

3、排出气泡方法：吸样时要慢、快速排出再慢吸，反复几次。

4、进样时，要求操作稳当、连贯、迅速，进针位置及速度，针尖停留和拔出速度都会影响

进样重现性

要经常注意更换进样器上的硅橡胶密封垫片，以防漏气。

严格按照 9310 气相色谱仪操作规程进行操作

 开机到检测（约 30 分钟）

1．开 机：

电脑开机后，先打开氮气钢瓶总阀（总阀逆时针开），调节输出压力表在 0.4MP 左右，

同时查看毛细气路控制器“载气压力 A”（压力有 0.06MP 压力），这时打开仪器电源开关，

仪器开始自检 OK 后自动进入控制界面。进样垫漏气时可更换，旋钮不可扭太紧，刚好即可。

2.设置温度：

在温度界面，用“菜单及上下”键选择光标在“进样器”温度处闪烁，输入 200 按“输

入”，光标进入“柱箱”温度处闪烁，输入需要用到的温度（如测乙醇则输入 60）按输入键，

这时光标进入检测器 1 处闪烁，输入 200 按输入，光标在辅助 2 处闪烁，输入 200 按输入键，
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输入完毕按菜单键退出温度设置界面，这时再按“开始”键，进入加温程序；（如果是程序

升温，则程序升温设置好，点火，基线走平，进样，每测完一个样，要停止程升，双击开始，

重新程升再测下一个样，多次进样，进样间隔尽量相同，这样峰谱图便于对比。恒温则没必

要。）

3. 打开电脑及数据工作站（在线工作站, 通道 1）。

4. 当氢火焰检测器 1 温度达到 150 度以上时，打开氢气与空气总阀，待氢气输出压力调节

到 0.2MP，空气输出压力调节到 0.4MP，这时按“点火”按钮进行点火（可用镜子看是否有

水蒸气来判断是否点着，如没点着则再次按下点火按钮）。

5. 进样：当点火后 15-20 分钟后（因为温度上升很快，这个时间温度基本就达到指定温度

了）基线走直后就可进样了；（有时基线看不到，就调整电压范围，使电压范围在-2，然后

进行零点校正）。

取样动作明细：（1）注射器先用丙酮清洗 10 次以上，再用等测样品清洗 10 次以上，接着取

0.02µl 样品（如果峰高太大可适量减少进样量）

（2）将样品针完全插入进样口（INJ）快速注入样品（需做到“三快”，快打，快进，快拔），

接着按电脑键盘的“F5”键（3）.待出峰完毕，再开始进下一个样品。

 关机顺序

1.关掉氢气与空气钢瓶总阀。

2.降低主机温度：在温度界面按菜单键进入温度设定界面，把光标调到柱箱温度设置处，输

入 30 按输入键，之后再按菜单键退出温度设置界面，这时把氢气和空气钢瓶总阀关闭，当

柱箱温度降到 50 度后关掉主机电源。

3.过 30 分钟关闭氮气钢瓶总阀。；

5.退出工作站，关闭电脑。

四、实验注意事项：

1．主机开机前要关好柱箱，不能打开箱门；

2. 不要在没有 “载气压力”的情况下打开仪器并升高柱箱温度。

原始数据记录与处理表：

组分 保留时间（s） 峰高（mm） 半峰宽（mm） 峰面积（mm
2
）
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