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摘要：高效液相色谱(HPLC)被广泛应用于生命科学研究、临床医学检验、药物研发、司法鉴定等领域。提升 HPLC

仪器操作的教学效果，对培养高素质、高技能的医学技术人才尤为重要。由于学生人数多、仪器少、不能重复操作

等局限，导致学习效果受到影响。因此利用超星学习通、虚拟仿真实验等教学平台，将线上线下混合式教学融入其

中，优化课前、课中、课后教学内容。通过任务驱动、线上自主学习、线下小组实操练习、课后总结和拓展知识，

全面激发学生的积极性和主动性。实践结果表明，该教学模式能提升教学效果，受到学生欢迎。 
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Abstract:  High-performance liquid chromatography (HPLC) is extensively utilized across various domains including 

life science research, clinical medical testing, drug development, and forensic identification. Improving the instructional 

effectiveness of HPLC instrument operation is crucial for nurturing highly competent and skilled medical technology 

professionals. However, challenges such as a high student-to-instrument ratio, limited availability of equipment, and 

the inability to conduct repeated operations have adversely impacted learning outcomes. To address these issues, this 

study integrates a blended online and offline teaching approach into the HPLC experimental curriculum by leveraging 

platforms such as Chaoxing Learning and virtual simulation experiments. This method optimizes teaching content 

across pre-class, in-class, and post-class phases. By employing task-driven strategies, facilitating online self-learning, 

conducting offline group practical exercises, and encouraging post-class summaries and knowledge expansion, the 

approach aims to comprehensively enhance student engagement and initiative. Empirical results demonstrate that 

this teaching model significantly improves instructional effectiveness and is favorably received by students. 
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色谱分析包括高效液相色谱、气相色谱、超临界色谱、毛细管电泳等，尤其是高效液相色谱(high 
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performance liquid chromatography，HPLC)被广泛应用于生命科学、医学检验、药物研究等领域，因

此临床检验和预防医学专业开设的高效液相色谱实验，对于帮助学生提升未来的职业技能显得尤为

重要[1,2]。但由于HPLC作为大型贵重仪器，存在数量稀少、仪器操作与保养要求高、专业技术人员

缺乏等局限性，直接影响实验教学的课堂效果。随着互联网、计算机技术在教育领域的广泛渗透，

结合现代信息技术，开展线上线下混合式教学，一定程度上就能突破和解决此难题[3–5]。利用线上平

台的微视频和虚拟仿真实验，满足不同基础、不同层次学生的学习要求；再通过线下课堂教学进行

实践训练，虚拟课堂和实体课堂有机融合，能有效提高学生学习主动性和学习效率[6,7]。“分析化学

和仪器分析”理论课在讲解“高效液相色谱”章节时，应用型的内容涉及较少，通过实验课程的教

学，可进一步强化学生仪器操作技术的理论知识，进而提升大型仪器的操作技能。 

 
1  线上教学——任务驱动、自主学习 

高效液相色谱实验线上教学内容由PPT课件、高效液相原理及应用操作微视频、虚拟实验操作

及液相-质谱联用拓展性微视频四部分组成(图1)。学生可通过学号登录“上海交通大学医学院网络教

学平台”或超星“学习通”课程网站学习。 

 

 

图1  课程网站的部分截图 

 

1.1  PPT课件 

PPT课件针对理论课上不涉及的实用型知识进行图文并茂的补充展示。峰形不对称原因(峰形前

伸和峰形拖尾)，涉及色谱柱固定相结构及样品分子结构。以C18反相色谱柱为例，由于体积较大C18

烷基与较小硅羟基键合时存在立体阻碍，部分未键合硅羟基在中性流动相中发生电离与离子化的样

品发生静电，引起峰形不对称。峰形不对称对峰面积和分离度均有很大影响，从而影响分析结果的

准确性。可采用体积较小的三甲基硅烷(TMS)与残留硅羟基作用进行封端(图2)。 

当用强极性溶剂(甲醇)溶解样品，洗脱时少量样品会提前进入填料随溶剂流出，导致色谱图中

样品出峰位置的偏移，产生前伸峰(样品浓度和进样体积大时更易发生)。因此，设置实验条件尽量用

流动相溶解样品及合适的样品浓度。峰形拖尾主要与样品性质有关，通常药物样品含有极性基团
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(―COOH，―NH2等)，而硅羟基有弱酸性(pKa 4.5–4.7)，降低流动相pH值可抑制酸性样品离子化，

从而削弱静电作用减少拖尾；色谱柱封端和降低流动相pH值可阻止未键合硅羟基与样品分子接触，

减少碱性样品拖尾。因此，选用合适pH值的缓冲体系可控制样品及流动相的分子状态，是色谱条件

建立的一个重要部分。这些仪器操作实用知识的介绍，有利于学生理解文献中色谱条件设定的含义，

并应用于未知样品的色谱条件建立，提高在未来科研工作中的实战能力和综合素质。 

 

 

图2  C18反相柱的封端原理 

 
1.2  高效液相色谱(HPLC)原理及应用微视频 

微视频包括HPLC的发展过程、仪器组成、各部件运行原理及维护，医学检验和生命科学研究中

的应用等(图3)。微视频由教师进行配音解说，对于不易理解的内容，学生可以反复观看直到完全掌

握，相比课堂教学可不受时间和空间限制。 

 

 

 

图3  微视频的部分截图 

 

视频重点解说工作原理中过于抽象的某些部件，如色谱泵、进样系统(六通阀)。 

介绍色谱泵时会特别讲解泵入口的单向阀，它是保证流动相能够单向从低压进入高压区域(不会

从高压往低压返流)的部件。通过打开或关闭单向阀，实现液相流路的开启和闭合。如果流动相的微

小杂质堵塞了阀门的密封件，导致无法关闭而出现流动相返流，只要将阀芯取下，在甲醇中超声几

分钟即可。如出现压力波动、流速不准、保留时间漂移等问题，可更换阀芯解决。这些简单实用技

术的介绍，能提高学生解决问题的能力，节省不必要的等待时间和维修开支。 
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采用动画方式展示被测样品如何通过六通阀在旁路和主路间切换后被送入高压封闭的液相系

统，来解释进样系统(六通阀)的工作原理(图4)。取样时六通阀自动切换至旁路位置，六通阀的1和6

二点连通，流动相直接从“点1进点6出”进入色谱柱，此时样品针可抽取样品。取样后样品针回到

针座，六通阀自动切换至主流路位置，六通阀的1和2二点、5和6二点连通，流动相通过样品管将样

品带入色谱柱进行分析。生动直观的表现形式，能帮助学生更好的理解和掌握原理。 

 

 

图4  六通阀进样原理图 

 
1.3  液相-质谱联用(HPLC-MS)拓展性微视频 

通过直观动画及配音解说，重点介绍HPLC-MS (单级串联)和HPLC-MS-MS (多级串联)的基本原

理和应用(图5)。 
 

 

图5  串联四极杆(LC-MS-MS)流程图 

 
HPLC-MS质谱部分由离子源(电喷雾电离ESI，将被测物离子化为气态离子)、四极杆质量分析器

(离子质量分析)、检测器及高真空系统等组成(图6)。利用HPLC的分离功能，将各组分分离后在流动

相中离子化(正或负离子)，经电喷雾气化成气态离子进入质量分析器，经工作站(软件)处理，将信号

转变为离子流色谱图(定量)及质谱图(定性)。四极杆质量分析器有全扫描(SCAN)和选择离子监测

(SIM)两种模式。SCAN采集一定质量范围内每个离子，可判别化合物分子量和纯度。SIM只选择某
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个需定量离子通过四极杆质量分析器，采集离子的灵敏度和选择性大大高于SCAN，可用于定量分

析。 

HPLC-MS-MS可选择特定质量的离子通过一级质量分析器(SIM模式)，该离子进入碰撞池与高纯

氮气碰撞产生碎片离子，进入二级质谱分析器进行全扫描(SCAN)，碎片峰进行多级分析可获得更加

详细的结构信息，灵敏度高、适合生物样品分析(生物样品处于复杂的混合状态)，因此HPLC-MS-MS

对于生命科学、基础医学、医学检验、药学研究等有极大的技术支撑作用。通过线上拓展学习，让

学生感受到分析化学这门基础学科对于生命科学前沿研究的重要性。拓展性知识的介绍对于有兴趣、

有特长的同学意义重大，可进一步提升其专业技能。 

 

 

 

图6  HPLC-MS-MS部分视频截图 

 

1.4  虚拟仿真实验 

虚拟仿真实验包括：样品制备、开机、管路气泡排除、测试方法建立(仪器参数设置)、样品测试、

数据报告处理、色谱柱及仪器清洗、关机(图7)。学生可通过语音提示进行操作，每步操作都有提问，

回答正确会跳出一个卡通头像并继续下一步；回答错误，则可选择提示或忽略，但统计得分上有差

异。同学可反复操作直到掌握相应知识，并以最高得分记录成绩。 

课前1周教师在超星学习通平台发布本次实验的教学要求和目标，要求学生先查阅文献完成实

验预习报告(实验目的，原理、步骤、注意事项，讨论等)。布置相应预习思考题，包括基础性问题：

高效液相色谱有哪几部分组成，各起何作用？提高性问题：紫外检测器、荧光检测器、二极管阵列

检测器及电化学检测器的基本原理，各自的特异性，应用范围及特点？拓展性问题：为何质谱技术

能作为精准医疗的手段之一？学生带着问题去观看线上教学的内容，完成预习任务并给出答案。教

师可通过学生答案的正确率来判断学生的预习情况。 

实验教学的目标不仅在于训练学生能熟练操作仪器，更重要的是培养具有独立思考、解决问题

能力的高素质人才。通过设置系列问题，如“拖尾峰的形成和如何解决”？涉及样品结构的判定，

色谱柱的选择(封端和不封端色谱柱)，流动相的pH值等多个因素，将有机化合物的酸性和碱性、无

机化学中缓冲溶液的配制与液相色谱柱的填料技术关联起来，这些知识点的关联学习有利于学生综

合能力的提高。 
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图7  虚拟仿真实验的部分截图 

 
2  线下教学——巧妙设计、环环相扣 

课堂实验教学包含三个内容，实验1“高效液相串联紫外和荧光检测器测定药片中维生素B2含

量”；实验2“高效液相色谱法同时测定复方阿司匹林中乙酰水杨酸和咖啡因含量”；实验3“超高效

合相色谱法测定饮料中咖啡因含量”，学生分三组各完成一个实验，实验过程中学生能接触不同公

司、不同版本的操作软件。由于课前学生已完成线上内容学习，对于仪器部件的原理和操作成竹在

胸，因此均能完成相关仪器操作，达到了实验课程的培养目标。 

实验1中可从串联检测器色谱图上看到荧光检测器(FLD)的灵敏度高于紫外检测器(UVD)，进而

理解FLD基本原理、激发波长和发射波长设置、荧光化合物结构特征等；实验2中使用二极管阵列检

测器(DAD)让学生理解紫外光谱图的提取可用于定性分析、色谱峰纯度计算及3D图分析等；实验3中

同学能了解此色谱法中超临界流体的特性、超临界CO2为流动相所具有的绿色、环保优势。整个教学

过程中，教师与学生保持良好互动，及时答疑解惑。课堂上增加老师对报废仪器中内部部件的拆解

和展示环节，如光源、各类检测池等(图8)，使学生能够更加直观地理解仪器的原理和构造，提高学

生的学习积极性及实践能力。 

 

    

二极管阵列检测池 荧光检测池 紫外检测池 氘灯 

图8  部分仪器部件 
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3  课后总结——延伸课堂，拓展知识 
实验完成后，要求每组同学讨论后汇总所用色谱法测定的优缺点、3种检测器UVD、FLD及DAD

的特性等，通过组间交流，可提高学生的团队协作能力和语言表达能力。尽管三个实验中使用了不

同公司的色谱仪，配备三种版本操作软件，小组交流后学生可发现不同液相色谱仪操作流程是一致

的：① 流动相配比、样品注射量、色谱柱温度及检测波长设置的优化；② 运行获得数据；③ 处理

数据得到分析结果。课堂教学中采用比较学习法，有助于帮助学生理解和掌握不同色谱仪的性能，

进而培养学生的专业技能，并提高同学分析问题和综合性思维的能力。 

为拓展学生仪器分析化学知识，夯实理论基础和实验操作技能，在线上平台建立实验题库，内

容涉及液相色谱基本原理、仪器应用、技能操作、数据处理等，设有单选题、多选题、判断题、是

非题、填空题、问答题等形式。考虑到学生课业繁重，允许学生自行选择是否参与答题(题目与答案

同时发布)，这样既不占用学生过多时间，又提高了学生的学习兴趣，帮助学生对所学知识进行总结

和回顾。 

 
4  教学效果评价 

教学反馈是教学中不可或缺的要素，也是提高教学质量、保证教学良性循环必不可少的措施[8]。

课后以问卷形式调查了学生学习效果、学习收获和对线上线下混合教学模式的态度等，调查对象为

参与实验的2022级、2023级学生(检验专业和预防专业)共180人。问卷内容包括：① 线上内容是否有

利于理解仪器工作原理和构造？② 线下内容是否有利于提高动手能力？③ 课堂互动是否有利于增

加学习兴趣？④ 课后延伸内容是否有利于提高综合实践能力？调查结果显示，学生参与率为100%，

对各项内容赞同和非常赞同在92%–98%之间，不赞同为零(图9)。并提出了一些建议，例如，增加更

多的色谱技术在生命科学和医学中应用的案例，色谱技术的最新发展状况等。 

通过线上线下结合的教学模式，多数学生的学习热情得到提高。课前预习问题让学生学习更有

针对性，提升了学习效果；线上微视频和虚拟操作的学习，有助于学生掌握HPLC原理及理论课中知

识难点；课堂实验中，对仪器操作也更自信、更大胆、更熟练；课后小组讨论和汇报，不仅可以锻

炼学生口才和逻辑思维能力，更能提高学生思考问题、解决问题的能力[9]。以下为部分学生的实验

感想：“通过本实验，增加了面对大型仪器的自信感，拓展了知识视野。通过接触大型精密贵重仪器，

感受到胆大、细心、兴趣、认真的态度及充分的预习是实验教学的关键。” 

 

 

图9  问卷调查结果 
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5  结语 
大型精密仪器由于受空间、时间和经费影响，很难实现大规模的教学实践，而熟练掌握仪器操

作又需要反复训练，因此利用信息技术提供丰富的教学资源和互动平台，引入线上视频微实验和虚

拟仿真实验的学习，学生可不受时间、空间限制反复操作练习，有助于学生更好地掌握仪器操作原

理及提升操作技能[10]。将线上线下混合教学模式应用于HPLC实验中，可以达到理想的教学效果。 

线上线下混合教学的应用，教师需要收集大量课程素材、制作微视频及配音，开发和设计相关

实验，进行预做实验并录屏编辑，制作虚拟实验和微视频实验操作，这也是教师自我成长提高的过

程[11]。随着信息技术的渗透，线上线下混合式教学应用于仪器实验教学中必将成为趋势，也是顺应

时代发展的产物[12]。 
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