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说明
利用液相色谱来分析一批样品，一般需要五个文件来完成。 

1、需要一个控制面板（e panel）
控制面板是实验人员通过计算机与仪器交流的直接界面。而且在通讯连接正常时，仪器的所有参数都在面板上反应并被记录。

2、需要一个仪器方法(Instrument Method)
规定测定这些样品时所用到的系统的条件：比如泵的流速，压力上下限；自动进样器/手动进样阀的进样持续时间；检测器波长；柱温箱的温度；测每个样品需要的时间等等。这些都得在程序文件里指定，并非使用控制面板上的条件来做样。 

3、需要一个处理方法(Processing Method)
进样后，软件会自动采集到色谱图，需要一个方法文件对这些谱图进行处理。如积分、定性、定量等等。 

4、需要一个序列文件 (Sequence)
标样有多少个、样品有多少个，分别要进多少体积等等，都得在序列文件里指定。 

5、需要报告模板(Report Definition)
实验结果输出的模板。

注意事项 

1）序列文件要在报告模板、仪器方法、处理方法建立完之后再建立。 

2) 第一次分析某一类型化合物时，需要先后建立三个文件（仪器文件，处理方法，序列文件）和调用一个文件（报告模板）。若以后再分析此类样品时，则无需重复操作。 

一．[image: image25.jpg][image: image26.jpg]色谱仪器控制区(Console)
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点击桌面上的变色龙7.1（ Chromeleon 7.1）图标，软件打开后首先显示的是色谱仪器的控制区（console）。
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A区为Category Bars：在此区可以切换仪器，数据以及eWorkflows界面。
B区为导航界面（Navigation Pane）：在此区域显示与仪器，数据以及eWorkflow相关的界面

C区为工作区域（Work Area）:显示在导航界面（Navigation Pane）所点击选项的具体信息。
二．建立一个仪器方法

新建一个仪器方法，在U3000色谱仪器控制区（Chromeleon Console）“创建”菜单下拉菜单中点击“仪器方法”。[image: image30.png]& REHEAS — Pusp (LPG-34005D): FHMRE
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1．采集时间和采集通道设置
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在弹出的“仪器方法向导”窗口中输入分析运行时间；诊断通道下有三种选择：柱温箱温度、泵压、和灯室温度，如果选上泵压则在采集色谱数据的同时也采集泵压曲线，点击“下一步”。
2．LPG-3400SD泵常规设置
在溶剂名称下面的方框中输入所用流动相的名字，如%A:“100%水” %D:“100%甲醇”。
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在“压力限值”处的压力下限设5bar左右,当流动相走完时，可防止空走。压力上限可设定正常使用值的1.5倍左右，用于保护柱子。 
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最大流速加速度为开机后流速从0到设定值所需的时间，减速度为关机时从使用值回到0所需的时间。加速度和减速度可设流速的1/3-3倍。点击下一步。
3．泵流速梯度的设定
在弹出的“流速梯度”窗口中，上图显示所设定的梯度曲线，下表中列有时间、流速、各通道流动相比例及梯度曲线。其中有流动相B 、C、 D通道的％，A通道会自动计算剩余比例，即A% = 100% - B% -C% - D%。下表中可以根据需要随意设定一个梯度程序。例如：流速1ml/min， 0-20min从20%D －80%D的线性梯度（每一行右边有Curve曲线设定，默认线性梯度为5）20min分析完成后，  设1min从80%D迅速回到20%D,再在20%D平衡数分钟待基线走稳后可进下一个样品。在设定梯度过程中可以点击右边的“插入”行和“删除”行进行编辑。如果样品复杂，如17种氨基酸的分析，要设定多步梯度。对反相色谱而言，一般梯度过程为水系比例越来越少，有机系比例越来越多，使强保留组分能较快洗脱。(双三元可以设－3mim，1ml/min，20％D走平衡阶段，使冲洗掉自动进样器管中另一序列用的流动相) 点击下一步。
4．WPS-3000自动进样器的常规设置
若配置有自动进样器，则需要进行此步设置，手动进样阀没有此项设置。根据吸样量决定吸取速度，要求进完一针样品要保证有5秒的吸样时间。通常吸取速度设定慢一些，不容易产生气泡；排出速度设定快一些一般10－20 ul/s；排出到废液10－20 ul/s；吸取和排出延迟可取默认值。取样高度指进样针离瓶底的距离，常规分析可取默认值，在用到内衬管时要根据情况设高些，确保进样针吸到样品液又不至于扎破瓶底。

下面进样冲洗，可选择做样期间不洗针或进样后洗针及进样前洗针。如果样品浓度高低差小于30%可以不洗针，选NoWash。点击下一步。
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5．进样模式
下图中分析型LC一般采用默认设置，设定完成后，点击下一步。
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如果选择WPS-3000自动进样器带温控的，可在“使用温度控制”前打“√”。一般只需在“温度”后输入需要的温度值后回车即可。其它各项均可采用默认值。

设定完成后，点击“下一步。
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6．TCC-3100柱温箱常规设置
若采用常温分析样品，而不需要对色谱柱进行精确控温的情况下，则不用在“使用温度控制”前打“√”。反之，则需要打“√”。

一般只需在“温度”后输入需要的温度值后回车即可。其它各项均可采用默认值。

设定完成后，点击“下一步。
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如果配有两根色谱柱，下图中有色谱柱A和B信息显示。
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TCC-3100柱温箱内如果配置了两根柱子并要做柱切换，可在下图中点击“添加”出现第二行，如图中阀开始时位置为10-1，5min时进行阀切换到位置1-2。点击下一步。
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7．UV(DAD-3000RS)紫外二极管阵列检测器通道设定
二极管阵列检测器可以同时选择4个紫外通道采集数据，可以分别设定需要的检测波长，需要采集3D光谱时要选上3DFIELD。常规分析时可以选一个通道采集数据，一般参比波长选OFF。数据采集速率和响应时间使用推荐值5Hz和1.0 s，每个峰的最佳数据采集点数一般为20-40个点，这样既考虑到积分的正确又不增加数据处理的时间也不会漏峰。采集3D光谱图时可以设定最小和最大波长

（备注：狭缝宽度：仅DAD3000RS有此参数，选Narrow分辨率高而灵敏度低，反之选Wide分辨率低而灵敏度高）点击下一步。
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仪器方法设定已完成，在下图注释中输入仪器方法的名称，如2012测试样品，点击完成。
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8．新建立仪器方法的预览与修改
下图中左侧“仪器方法”下选中“脚本编辑器”，右边方框中把刚才的所有设置项转化成了程序，在此程序中的所有项设置仍可重新修改，只要点击左边仪器方法下对应的各个设备的直观的图示，更改其中的某项也同样起作用。
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例如需要修改泵的参数，可点击左边仪器方法下的“Pump图示”，则右边出现泵的设置界面，可以从中修改并输入新的参数。
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9．保存新建并修改过的仪器方法
保存新建并修改过的仪器方法，只要点击左上角“保存”图示。
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在弹出“保存仪器方法”框中选择保存路径如TEST，给新建的仪器方法起个名字如“2012测试样品”并输入到“对象名称”中，点击“保存”。
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三．创建一个处理方法
在U3000色谱仪器控制区（Chromeleon Console）“创建”菜单的下拉菜单中点击“处理方法”，弹出下图“创建处理方法”。处理方法是在进完样后对采集到的谱图进行处理数据时需要用到的，所以现在不需要做任何改动。
Chrom 7.1软件已为用户设置了处理方法模板，从下图中选择二维定量模板。
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保存处理方法文件：
为新创建的处理方法起个合适的名称如2012测试样品，保存位置在chrom://chn-sh-lzhang/ChromeleonLocal/test, 点击完成。

待做好标准样品后，可以对其中的参数进行优化；并用已知浓度标准物做好校正，完善该处理方法文件并保存。分析完待测样品，软件会自动以该处理方法文件计算出样品中每个组分的分析结果。
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四．创建一个报告模板
在U3000色谱仪器控制区（Chromeleon Console）“创建”菜单的下拉菜单中点击“报告模板”，弹出下图“创建报告模板”。
Chrom7.1为用户提供了常用的标准模板，HPLC使用DAD检测器时可以选择Default DAD，一般的检测器可以选择Default，点击下一步。

给所创建的报告模板起个名称如“2012测试样品”并选择保存的位置，点击完成。
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五．创建一个新的序列文件（样品表）
在U3000色谱仪器工作区（Chromeleon Console）“创建”菜单的下拉菜单中点击“序列”。
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1．仪器选择

弹出“新建序列向导”页，在线仪器框中，选中U3000仪器，点击下一步。

2．输入待测样品名称

在新建序列向导页右边“进样配置”处，进样名称的格式：输入待测样品的名称如 “2012测试样品”。

如果待测样品名字一样，可点击右边的箭头按钮，选择下拉菜单中某个后缀序号。
如箭头所示：

#n   按顺序加上进样的序号

#p   加上样品在样品盘的位置号 （手动进样阀不使用此项）
#I   加上进样体积

#r   平行测定次数
通常选用#n 按顺序加上进样的序号。
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4．输入待测样品个数

5. 输入每个待测样品进样次数
6．设置自动进样器开始位置

如果是自动进样器，而且待测样品是按顺序放在自动进样器上的，如RA1为第一个待测样品放在自动进样器上的位置，则软件会依次自动输入以下各个待测样品的位置。（如果是手动进样阀，则不需要作任何设置，采用默认值）。
7．输入待测样品进样体积

自动进样器在做线性时可以使用不同的进样体积，但在此处只能输入一个体积，但可以在后面的样品预览表中更改进样体积。

8．建好待测样品表

设定好后，按下方的“应用到预览”后，可将待测样品的信息在左方以列表的方式显示出来。点击下一步。
9．为新建序列指定所用方法和报告
在下图中为新建的样品序列选择分析时所要采用的仪器方法、处理方法和报告模板，可以一一从右边浏览中选择，举例都是从Test中选2012测试样品。
首选通道的设置：最先显示的通道一般为默认设置：“UV_Vis_1”。有时候同时采集了几个信号，但在软件中不会将其全部显示在同一个窗口上，只能通过方向键分别调出来。所以，必须点击“箭头按钮”选一个最主要的信号通道作为最先显示的通道。点击下一步。





10．保存新建序列表
最后在“保存序列”窗口中保存新建的序列表，举例保存路径为“Test”，取名为2012测试样品，点击保存。
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在下图左侧的导航区“test”文件夹中有新创建的“2012测试样品”，选中该文件，在右边工作区上部显示“2012测试样品”序列表详细内容。下部还列有该序列文件所用的“仪器方法”、“处理方法”和“报告模板”。


六、修改样品序列表

新创建的“2012测试样品”序列仅有未知样品号，要在上述样品表中再插入标准样品和空白等，同时对所加标准样品行和空白行可进行样品的名称、类型、进样量和样品重量等信息的输入和修改。如下图插入1－3行为标准样品，其“名称”下标记是黄色瓶，最后一行插入一个空白，瓶子标记为灰色瓶。


1. 修改样品名称

若需要重新更改标样和待测样品的名字可以在“名称”下对应的位置更改。

2．修改样品类型

样品类型有标准样品“黄色”标记瓶[image: image21.jpg]


；待测样品“蓝色”带？标记瓶[image: image22.jpg]


；空白“灰色” 标记瓶[image: image23.jpg]


；基体表示溶解样品所用的溶剂为“灰色带#”标记瓶[image: image24.jpg]


它可以用作扣除基线等。

3．修改样品瓶位置

4．修改进样体积

5．选择所用仪器方法
如果调用了几个仪器方法，在“仪器方法”列边会出现“箭头按钮”，点击它可根据需要选用事先设定好的方法，如仪器方法“2012测试样品”用于分析样品；在空白行的仪器方法选“清洗”，表示仪器不进样品而自动执行清洗程序并关机。

6．选择所用处理方法
（与选择所用仪器方法类同）
7．状态

有待测、完成、中断三种状态。
8．样品重量

注：“重量”为称样量，可对待测样品输入称样量,以便软件自动计算含量。标准样品的称样量不在这里输入也不可能在这里输入（尤其对多种组分的混合标样），在后面的“处理方法”中可以对多个标准品浓度一一进行编辑。

9．稀释因子

 “稀释因子”可以输入样品的稀释倍数。

10．内标量

“内标量”当使用内标法分析，如果待测样品和标准品中所加内标量不同，在待测样品行要输入各自的内标量。 
11．保存经修改后的样品序列表

改动完成后，点左上角变色龙图标右边的保存按钮，经修改后的样品序列被保存。如果要立即进样，可点击下图中2012测试样品表上方菜单“开始”。
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