岛津LC-10AT型高效液相色谱仪使用操作规程

1． 目的：建立岛津LC-10AT型高效液相色谱仪标准操作规程，以保证岛津LC-10AT型高效液相色谱仪的正确使用。

2． 范围：适用于岛津LC-10AT型高效液相色谱仪的操作。
3． 职责：QC对本操作规程的实施负责。
4. 内容：
4.1 系统组成

本系统由2个LC-10ATvp溶剂输送泵（分A泵和B泵）、手动进样阀、SPD-10Avp紫外-可见检测器、N2000色谱数据工作站和电脑等组成，另外还包括打印机、不间断电源等辅助设备。

4.2 实验准备
　 4.2.1 准备所需流动相，只能使用HPLC级或相当于该级别的流动相，使用前用0.45μm或更细的滤膜过滤，超声脱气20min。

　 4.2.2 根据待检样品的需要选择合适的色谱柱，按色谱柱箭头所指方向连接。注意：色谱柱连接方向应与箭头所指方向一致，切勿接反。

　 4.2.3 配制样品溶液和对照品溶液（也可在平衡系统时配制），用0.45μm滤膜过滤。

　 4.2.4 检查仪器各部件的电源线、数据线和输液管道是否连接正常。

4.3 仪器组成及开机

4.3.1仪器组成

岛津LC-10AT溶剂输送泵（A泵和B泵）；

DGU-14A梯度混合器；

SPD-10A紫外-可见检测器

CTO-10AS柱温箱

4.3.2接通电源，依次开启不间断电源、A泵、B泵、检测器，待泵和检测器自检结束后，打开电脑主机及显示器，最后打开CLASS-VP色谱工作站instrument 1(online)。

4.4排气泡及方法设定

4.4.1 排气泡：将装有吸滤器的管路按标识（A和B）分别放入相应的流动相瓶中，并将排液管的另一端放入废液瓶（置于地板上）中。逆时针方向转动A泵排液阀180ｏ，打开排液阀，按purge键，泵启动，pump指示灯亮，开始排液，待显示屏恢复到初始屏幕后（约3分钟）再顺时针转动A泵排液阀180ｏ，关闭排液阀。B泵同法操作。如管路中仍有气泡，则重复以上操作直至两条管路气泡均已排尽（出液口流出液体几乎呈线状）。（注意：如果排液阀旋转大于180ｏ，空气将进入排液管，最终导致空气进入流动相。）

4.4.2 方法设定： 点击Method项下Instrument Setup，分别选择Pumps,SPD-10Avp,CTO-10Avp设定流速、流动相配比、最大压限、运行时间、检测波长及柱温。对梯度洗脱还应在Time Program项下输入洗脱程序。设好后选Method项下save as输入方法名后点OK,方法即保存。
4.5平衡系统
4.5.1待上述操作均已完成后，点击Control下拉菜单中的Single Run ,选填Sample ID,打开已建立的方法及数据路径，输入文件名，点击start，扳动进样阀手柄由load位置逆时针至inject位置，再迅速由inject位置顺时针至load位置开始冲洗系统，一般最少需6倍柱体积的流动相。

4.5.2 检查各管路连接处是否漏液，如漏液应予以排除。

4.5.3 观察泵控制屏幕上的压力值，压力波动应不超过1MPa。如超过则可初步判断为柱前管路仍有气泡，按4.4.1操作。

4.5.4 观察基线变化。如果冲洗至基线漂移不超过3×10-4AU/hr，噪声水平不超过1×10-5AU时，可认为系统已达到平衡状态，可以进样。
4.5.5 梯度洗脱方式

　4.5.5.1 以检验方法规定的梯度初始条件，按4.5.1项下方法平衡系统。

　4.5.5.2 在进样前运行1～2次空白梯度。点击Control下拉菜单中的Single Run ,选填Sample ID,打开已建立的方法及数据路径，输入文件名，点击start，扳动进样阀手柄由load位置逆时针至inject位置，再迅速由inject位置顺时针至load位置开始运行方法。

4.6 进样操作
4.6.1 点击Control下拉菜单中的Single Run ,选填Sample ID,打开已建立的方法及数据路径，输入文件名，点击start开始运行。

4.6.2 用试样溶液清洗进样针3～5次，抽取试样溶液适量（应大于定量环体积）并排除气泡，扳动进样阀手柄由load位置逆时针至inject位置，插入进样针，并迅速顺时针扳回load位置，拔出进样针，开始检测。

4.6.3程序运行一次结束后，再按4.6.1和4.6.2项下重复操作。注意：Data file不能重复。

4.7数据处理与分析
4.7.1进样结束后，在offline界面进行数据处理与分析。点击file,选择method菜单中open，调出实验方法；选择data菜单中open，调出实验数据；点击integration events输入积分参数，执行积分。（注意：运行方法设定后有一默认积分参数，积分自动形成，如不合理可按此法重新积分。）

4.7.2在工具栏中点击Reports,View项下method custom report进入报告模式。点击右键，选Insert Field项下Sample ID,User Name,Run Time,Method Name,Filename和Print Time。选Insert Graph项下Data Graph，即插入图谱，打开Data Graph Properties，分别调整Trace Setup,Axis Setup和Appearance。

选Insert Report项下Run Report,分别在Named peaks,All,Unnamed peaks,Totals前打钩,在右侧空格中选入Pk#,Retention Time,Area,Area Percent。即完成报告编辑。
4.8打印图谱
在工具栏中点击Reports,Print项下method custom report打印报告。

4.9关机

4.9.1在实验结束后，先用水或适宜溶剂冲洗进样口和进样针各3次，用适宜溶剂（色谱级）冲洗色谱柱，一般为5个柱体积，再用甲醇或乙腈保护色谱柱（ODS）。（注意：其他类型色谱柱按色谱柱使用说明保护）

4.9.2点击Pump ON/OFF 关泵，关掉各模块开关。退出offline和在线操作界面，退出CLASS-VP操作系统，关掉主机及显示器。关掉总电源开关。取下色谱柱，将peek头拧紧，放回色谱柱专用柜。连接色谱柱的两端均用封口膜封好。

5.0填写仪器使用记录
    实验完成后，认真填写仪器使用记录，记录仪器运行是否正常。

