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目的：制定规范的高效液相色谱仪操作、维护保养和清洁规程。
范围：适用于Agilent 1260 HPLC。
责任：色谱检验工程师负责本规程执行。
内容：
1  开机
1.1  打开电脑。
1.2  从泵到检测器依次打开液相色谱各个模块的电源。
1.3  双击桌面“仪器—联机”，进入联机界面。
1.4  排气：
  1.4.1  手动旋开泵处冲洗阀（逆时针旋转约1圈）。
  1.4.2   右键单击“泵”图标区域，选择“方法…”选项，进入泵编辑画面，设流速：5ml/min（一般为3－5ml/min），点击“确定”。
  1.4.3  右键单击“泵” 图标，点击“控制…”选项，选中“ON”，点击“确定”，则系统开始冲洗，直到管线内（由溶剂瓶到泵入口）无气泡为止，（一般为5分钟），切换通道继续冲洗，直到所有要用通道无气泡为止。
  1.4.4  右键单击“泵” 图标，点击“方法…”选项，设流速：0ml/min，手动旋紧冲洗阀。
  1.4.5  右键单击“泵”图标，点击“方法…”选项，按照方法要求选择合适比例的流动相，设流速：1.0ml/min。
  1.4.6  同理右键单击“柱温箱”，“检测器”图标，点击“方法…”选项，按照方法的要求设置温度，波长，点击“控制” 选项，“ON”打开柱温箱和检测器。

2  编辑方法
2.1  点击“方法”－“编辑完整方法”开始编辑完整方法。
2.2  选中除“数据分析 ”外的三项，进入下一选项卡。
2.3  方法信息：在“方法注释”中加入方法的信息（如：This is for test!）。进入下一选项卡。
2.4  泵参数设定：在“流速”处输入流量, 如1.0ml/min，停止时间：如10 min（该停止时间仅为做一个样品需要的时间），按照要求选择合适比例的流动相配比，如乙腈：水＝75：25，A为水，B为乙腈，则设置B：75％即可。进入下一选项卡。
2.5  自动进样器参数设定: 选择“洗针进样”----可以输入进样体积和洗瓶位置，进入下一选项卡。
2.6  柱温箱参数设定: 在“温度”下面的空白方框内输入所需温度,如：40度。进入下一选项卡。
2.7  UV检测器参数设定: 在“波长”下方的空白处输入所需的检测波长,如254nm。点击确定。
2.8   在“ 运行时选项表 ”中，选中“ 数据采集”，点击“确定”。
2.9  从“方法”菜单，选中“方法另存为…”，输入一方法名，如“测试”，点击“确定。

3  单次采集
3.1  从“运行控制”菜单中，选择“样品信息”选项，选择合适的路径，在“数据文件”中选择 “前缀/计数器”，输入样品瓶的位置，点击“确定”。 
3.2 基线平稳后约10分钟，从“运行控制”菜单中选择“运行方法”。

4  多次数据采集
4.1  按照步骤2 编辑完整方法。
4.2  点击“序列”－“序列表”，输入“样品瓶”“样品名称”，“进样次数”，选择合适的“做样方法”
4.3  点击“序列”－“序列参数”，选择序列数据的保存路径（序列会自动生成以“序列名称－时间”为名称的文件夹保存数据），数据建议以选择 “前缀/计数器”保存。
4.4  从“序列”菜单，选中“序列另存为…”，输入一序列名，如“测试”，点击“确定。
4.5  从“运行控制”菜单中选择“运行序列”。

5  数据分析（脱机状态使用）
5.1  双击“仪器 —脱机”图标 进入的脱机画面。
5.2  从“视图”菜单中，点击“数据分析”进入数据分析画面。
5.3  从“文件”菜单选择“调用信号”，选中您的数据文件名。点击“ 确定”，则数据被调出。（如预建立标准曲线，应先打开浓度较低的标样图谱。）
5.4  做谱图优化：从“图形”菜单中选择“信号选项”。从“范围” 中选择“满量程” 或“自动量程” 及合适的时间范围或选择“自定义量程” 调整。反复进行，直到图的比例合适为止。点击“ 确定”。

6  积分:
6.1  从“积分”菜单中选择“积分事件”选项，选择合适的“斜率灵敏度”，“峰宽”，“最小峰面积”，“最小峰高”。点击[image: ]，自动加载积分参数。
6.2  点击左边“√”图标，将积分参数存入方法并退出“积分事件”。
6.3  如积分结果不理想，则修改相应的积分参数，直到满意为止。不要轻易使用手动积分。

7  标准曲线
7.1  点击“校正”－“校正设置”，输入“含量单位”。
7.2  点击“校正”－“新建校正表”，点击确定。输入“化合物名称”和“含量”，点击“确定”，按照提示删除其他组分。
7.3  至此完成单级校正，如要增加校正级别，应从“文件”菜单选择“调用信号”，选中您的数据文件名（第二个标样），点击“校正”－“添加级别”，点击确定，输入“含量”，依次增加校正级别。

8  打印报告
8.1   从“报告”菜单中选择“设定报告”选项，点击“定量结果”框中“定量”右侧的黑三角，选中“外标法”，其它选项不变，点击“ 确定”。
8.2  从“报告”菜单中选择“打印报告”，则报告结果将打印到屏幕上，如想输出到打印机上，则点击“报告” 底部的“打印”钮。
8.3  点击“文件”－“另存为”－“方法”，把数据分析方法保存，下次分析可直接在“文件”－“调用”－“方法”下，将该方法调出使用。（调用的方法中含有积分方法，标准曲线方法和打印报告方法）

9  关机
9.1  关机前，先关紫外灯，用相应的溶剂（甲醇或乙腈）充分冲洗系统大约30分钟。（色谱柱最终应保存在甲醇或乙腈中）
9.2  退出化学工作站，依提示关泵，及其它窗口，关闭计算机。
9.3 关闭Agilent 1260各模块电源开关。

10  其它注意事项
10.1 日常开机操作时需要进行系统的初始化和柱平衡，系统初始化的主要目的是移走管路中的气泡。柱平衡的主要目的是使得柱子中的流动相组成真正达到分析条件要求。新装到系统上的色谱柱也需要进行初始化：先断开柱子与检测器间的管路，用流动相将色谱柱中的原有流动相或气泡移出色谱柱，然后再将色谱柱和检测器间的管路重新接好。
10.2 当样品运行时，切勿打开自动进样器前遮盖，否则进样过程停止。  
10.3 系统发生漏液时，机器会检测到并停止进样，状态指示灯为红色。检查擦干并安置好漏液处，擦干漏液传感器，单击ON按钮，系统重新初始化。
10.4 注意紫外灯使用寿命，切勿来回开关紫外灯。
10.5 过滤水相或有机相应该选用合适的滤膜，常用0.45μm的滤膜。纤维素膜主要用于水溶液；尼龙滤膜和PTFE（聚四氟乙烯）膜均是通用型滤膜。
10.6 不干净的溶剂或在溶剂瓶中长菌的溶剂会阻塞溶剂过滤器，降低泵的操作性能。遵从下列建议可以提高性能，延长溶剂过滤器的寿命：避免溶剂瓶直接日照；每两天更换或过滤溶剂；用滤膜过滤溶剂去除微生物。四氢呋喃（THF）、醚类等有机溶剂应放在棕色瓶中，以防光照变质。水也最好放在棕色瓶中，以防长菌（也可以加入少许叠氮化钠或有机溶剂，抑制长菌）。
10.7 避免使用下列对不锈钢有腐蚀性的溶剂：卤化物碱金属溶液和相应的酸溶液；高浓度的无机酸例如硝酸和硫酸；能够形成卤素自由基或酸的氯化试剂及其混合物；含有过氧化物的色谱级醚必须用氧化铝干燥剂；在有机溶剂中一定浓度的有机酸溶液；含有强络合剂的溶液；四氯化碳和异丙醇或四氢呋喃混合液。如果使用PEEK毛细管，还应该注意尽量避免使用二氯甲烷、氯仿、四氢呋喃等有机溶剂。
10.8 使用流动相时千万注意溶剂的混溶性，避免形成乳化的小液滴毁坏柱子。可以使用异丙醇作为过渡溶剂。实验室应备有色谱纯的异丙醇，以作为过渡溶剂或用以清洗备件。
10.9 采集色谱数据时，样品检测波长应至少大于所用溶剂的截止波长20nm以上，否则溶剂可能会干扰信号。
10.10 保护柱的填料应与分析柱的填料完全一致，以达到真正保护分析柱的目的。
10.11 如果较长时间不使用该色谱柱请注意防止色谱柱中的溶剂挥发造成色谱柱柱效下降。可以定期将该色谱柱接入液相系统中，使用相应溶剂冲洗平衡色谱柱，以便补充色谱柱中的溶剂，避免色谱柱中混入气泡。
10.12 仪器后面线路不可带电插拔。且数据线类型不一样，如需挪动仪器，事先标记好线的位置。注：只有连接检测器和电脑的是LAN线（即普通网线，颜色顺序为白橙、橙、白绿、蓝、白蓝、绿、白棕、棕）。
第 4 页 共 5 页
image1.png




image2.jpeg
O
[
¥ BabyCasre




