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安 全 指 南 

 
 
遵守安全指南可以防止对系统或设备造成损害。 

 
          注意：不要将设备置于阳光直射的地方或靠近空调通风口。 
 
         注意：在不确定的情况下，不要删除工作站中的任何文件。 
          
 

注意：为了避免损坏检测器的流动池，不要触摸流动池窗口。 
 
小心：为避免被灼伤，在拆下灯泡进行更换或调整前，请至少提前30 分钟关闭灯 

泡。 
 

小心：为避免电击事故和人身伤害，请务必在执行维护工作前关闭高压泵、检测器并拔

下电源 
下电源线。 
 

小心：为避免化学或电气危险，在操作系统时，请务必遵守实验室的安全规定。 
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第一章  WATERS 600 简介 

该高效液相色谱系统是由 Waters600 高压泵及控制器、氦气脱气系统、Waters 2996

二极管阵列检测器和 Millennium32 4.02版本（中文版）工作站构成。该系统所有的控制

指令和数据处理都可以通过计算计完成。该系统是分析实验室不可缺少的仪器设备，是

有机物定量分析的最佳手段之一，另外的突出优点是可以对色谱峰的纯度进行判断。建

立色谱库后可以实现定性分析。 
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第二章  基本操作要领 

2.1 操作规程 
2.1.1 制备标样和样品：配置合适浓度的标样；制备的样品进样前要过滤。 
2.1.2 使用 HPLC 级流动相，必要时自行制备；水为实验室 2 级水。用前均需过 0.45μm
滤膜。 
2.1.3 流动相脱气：打开氦气(99.999%)钢瓶，调节减压阀输出压力 0.3~0.6MPa。确认流

动相管线和相对应的脱气管线。开始洗脱前，以 100mL/min 的速率脱气至少 15min，然

后以 30~50mL/min 速率维持脱气，直至分析工作完成。 
2.1.4 开机：顺序接通 WATERS 2996、600。打开计算机电源，进入 WIN2000，双击启

动 Millennium 32 工作站。登录,输入用户名或密码。如检测器启动后 STATUS 灯闪烁，

可在系统运行平稳后重新启动检测器。 
2.1.5 排出泵室气泡。当正常工作流速时显示无压力或压力很低，此时一般要排气。方

法是打开排气阀，设置流速 9.99mL/min，待排液正常后恢复原有设置。 
2.1.6 双击配置系统，建立分析项目。双击运行样品，创建方法组。根据实际分析的样

品和要求，设置 600 泵和检测器的工作参数。顺序点击设置、进样按钮，准备开始分析。 
2.1.7 进样  将六通阀手柄置于 LOAD 状态。注意排除气泡，用微量进样器准确装样（此

时安装的定量管体积要大于进样体积）；用注射器装样，注入 5 倍于定量管体积的待测

溶液；装样后将手柄顺时针置于 INJECT 状态开始进样，同时会听到蜂鸣声及屏幕提示，

这时工作站开始记录。待进样后 2~3min，将手柄转回 LOAD 位置，这时才能取下进样

器，吸样开始下次分析。注意必须使用专用进样器，避免损坏阀片，造成漏液。 
2.1.8 关机  测试完毕，先用 100%水冲洗至压力平衡，持续 10min，改为 90%甲醇水溶液

洗脱至柱压平衡，持续 5min。将流速设置为 0 ml/min 后顺序关闭 WATERS600、2996 电源

开关。关闭氦气钢瓶气阀。处理数据打印报告后，关闭计算机和总电源开关。 
2.1.9 注意事项：遵守实验室安全操作规程。更换色谱柱和流动相时必须停泵。 
2.1.10 仪器维护与保养： 检查各组件连接处有无泄漏；检查废液及时处理；定期检查

氦气气路，保证气路密闭并畅通；停机超过 2 周，需开机运行保养。 
 

2.2  运行分析样品 
2.2.1 创建项目 

分析工作开始首先要创建项目。项目是方法、结果、自定义字段、视图筛选器和原

始数据的集合，由用户定义。该集合驻留在数据库中并在“浏览项目”中显示。自定义

字段、方法和结果存储在硬盘上，位于数据库内的表空间保留区域中。缺省情况下，项

目原始数据直接存储在硬盘上。 

双击工作站主界面的配置系统，选择项目按确定。加载后，按鼠标右键，新建项目。 

项目所占硬盘空间可设置为10~50M。按照提示输入项目名称确认完成。 
关闭窗口，回到主界面，选择创建的项目。 
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2.2.2 创建仪器方法 
仪器方法指软件如何控制色谱仪器。本方法包含流量、溶剂组成、脱气等参数，以

及检测器设置（如波长和数据速率）。“仪器方法编辑器”用于创建和编辑仪器方法，

它含有多个选项卡，可用来为所选仪器组织参数设置。 
2.2.2.1  单一进样(与样品组进样方式不同是每一次进样不需要按运行样品界面的进样

按钮)   双击运行样品，加载后出现运行样品程序界面。填写样品名、创建方法组，编

辑仪器方法（在下拉式菜单出选择创建的项目名）。按编辑进入分析方法编辑器。通用

选项卡一般不设置；脱气速率：在流量为 0 时设置 100ml/min，15min。15min 中后改为

20ml/min，进入正常分析工作。将要脱气的贮液器选上。通道一般不设置。设置后可观

测到压力、温度等参数的变化。流量根据实际分析情况设置。要注意和脱气的贮气瓶相

对应。事件的设置是为了完成工作站和进样阀的联动。检测器通常按缺省状态不需要特

殊处理。所有参数设置后，保存，关闭回到运行样品界面。点击设置，启动仪器。点击

监视器，可观察基线。基线平稳后，可进样分析。每次分析前，提前按动进样按钮，

否则数据不被记录。 
在运行样品分析的实时界面，可观测 PDA 光谱图；自定义分析标尺。要注意想保

留这种记录状态，需要到文件处下拉式菜单中点击保存参数。 
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2.2.2.2  样品组进样 

  在运行样品界面,用鼠标点击样品选项卡，编写样品组方法。存盘，起名。点击运行

按钮运行。 
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第三章  数据的处理 

3.1 创建方法组定量分析 

3.1.1 创建处理方法 
处理方法用于定义软件对未处理数据进行处理的方式。它包含在方法组中，指示软

件进行以下操作： 
• 积分数据 
• 校正标准样 
• 定量未知样 
注： 要创建处理方法，必须要有数据。采集数据，完成指南中的操作和采集数据。按

照该指南，应在方法组中定义处理和报告方法前采集数据。 
3.1.1.1 定量分析步骤 

后处理方式(先采集数据，然后定量计算) 

外标法：单点校正 

从工作站的主界面选择相应的“项目”后，双击“浏览项目”，选择要浏览的项目，

确定后开始加载。在项目界面下的通道选项卡上，选择标准品文件，双击进入主窗口（或

者从“窗口”下拉式菜单中进入“主窗口”），点击提取色谱快捷键，显示色谱图。点击

处理方法指南     新建处理方法    PDA     下一步     下一步      用鼠标拖放

选择积分范围    下一步                                                         
可选择最小面积或高度（鼠标变手形后单击色谱峰变红色。注意最小峰面积或峰高不能

选择太大，否则可能对未知样峰面积在阈值以下，无法完成定量分析）    下一步      
下一步    输入色谱峰名称    下一步       外部标准校正      下一步      选择

基线   下一步       下一步      输入方法名如：利谷隆     完成。返回主窗口界

面。                          
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   点击方法组，选择采集分析数据时用的仪器方法，点击文件保存到方法组，如利谷

隆。关闭返回主窗口界面。接着点击修改样品快捷键，将样品类型由未知改为标准样。

点击量快捷键，输入量值和单位。将鼠标点击组分处，选择点击从方法组复制快捷键，

如：利谷隆，打开，确定。退出存盘。点击视图更新。原来未知样处变为标准样。此时，

校正曲线建立完毕。双击标准样文件，文件打开方法组，如：利谷隆，按校正曲线快

捷键即可显示校正曲线。 
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点击文件保存校正，供分析计算时调用。注意：在分析未知样品时必须将建立校正曲

线的文件选上（共同涂黑）。 
 
 

未知样结果计算 

将校正曲线文件和待定量的未知样品文件选上，右键查看，调入文件， 打开方法

组，如：利谷隆，可以显示校正曲线图。按结果快捷键，按下一个 3D 通道，即可依次

显示出未知样品的计算结果。 
百分含量计算结果操作如下：在项目通道中选中标准样品文件，点击上方修改样品

快捷键，在表单中填入标准样品的称样量，在量的快捷键表上值里填上标准样品的百分

含量值（如 99%填写 99）。在未知样品表单中也同样填入。最后一起涂黑计算。 
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外标法：多点校正  

在单点校正曲线建立的基础上，一起选上要用于建立校准曲线的数据文件。修改样

品，填写级别，相应的浓度和单位。点击进入主窗口，先出现单点校正曲线，点击下一

个 3D 通道，出现第二点、第三点……，存盘完成多点校正曲线的建立。未知样结果分

析同单点校正。 
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内标法校正 

    每一组数据不少于 2 个色谱峰。在方法指南中选择单一内标样，在下框内选择内标

物峰。指定的内标物峰浓度为 1。余同外标法校正。 
 

 
 
 

Log-log 线性校正：至少需要 2 点校正 
使用蒸发光散射检测器时，如果浓度范围较大，响应值缺乏线性，则需要取双对数

来进行校正。即取进样质量的对数值与峰面积对数值进行回归计算，得到线性方程 lg A 
= a + b lg m。 
工作站计算：在项目界面下的通道选项卡上，选择标准品文件，双击进入主窗口，显示

色谱图。点击处理方法指南     新建处理方法  确定      处理类型：LC  确定     

下一步     下一步     用鼠标拖放选择积分范围  下一步     可以用最小面积或

最小高度限定几分区域  下一步      曲线类型：Log-log 线性  下一步    输入色谱

峰名称  下一步      下一步      外标校正  下一步       输入方法名如：三乙瞵
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酸铝     完成。 关闭主窗口界面。 
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在通道中，分别选中标样或样品右键“改变样品”，输入各自的称样量和含量。方

法同 PDA。同时选择两个标样和要计算的样品，右键“处理”，使用指定的处理方法，

在下拉菜单中找到上面建立的处理方法，确定即可。在结果中，点击可以查看计算结果。 
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手动计算：取Log-log线性拟合曲线方程为：lgA = a + b lg m (其中A为峰面积，m为进样

质量)，下面以两点校正为例说明计算方法。公式变形后A = a* m b（a* = 10 a），如果两
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个标样的峰面积和进样质量分别为A3、m3、A4、m4，代入变形后的公式： 
A3 = a* m3

b

                                 A4 = a* m4
b

两式相除消去 a*，可得：  

)/lg(
)/lg(

43

43

mm
AAb =

 

样品含量为：
21

12

mA
pmA

x
b

b

=
 

A1—标样的峰面积 
m1—标样称样量 
p—标样百分含量 
A2—样品的峰面积 
m2—样品称样量 

 
 

3.2 定性结果 

3.2.1 手动方法  调出要分析的文件，在查看主窗口界面，提取色谱图后，提取光谱图。

移动时间标尺，观察停在色谱峰不同位置时，紫外吸收光谱曲线的变化。如果变化不大，

可认为色谱峰纯度较高。 
3.2.2 自动方法  按照外标法单点校正的方法进行峰纯度自动计算。当纯度角度值小于

纯度阈值时，表明峰纯度高。最大不纯度值表明从那个时间起峰就不纯了。 
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3.3 打印报告 

将定量结果保存后，返回项目窗口。点击结果选项卡，右键，打印，选择使用指

定的报告方法，青岛科大化工学院分析测试中心。上述报告格式可满足一般分析要求。

如需要特殊格式，可以自定义报告格式。也可以预览报告格式。 
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第四章  文件管理 

4.1 删除数据文件：进入工作站主界面，双击浏览项目，选择要浏览的项目，

按确定。选择要删除的数据文件行，点击右键，点击删除行就将该数据文件删除掉。 
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第五章 Millennium 32 4.02 版本（中文版）安装要点及有关事项 

5.1 操作系统用 WINDOWES 2000 SP2 以上版本 ，另外 需要安装 IE5.5 以上。 
5.2 本机用 ISA bus 选项。 
5.3 注意 ZQ 选项不要选上。    
5.4 安装序列号在 PDA KEY DISK 磁盘上，W1ENCE045M。在安装过程中有 CRC 错误

提示。安装后解压的时间很长，要耐心等待。 
5.5 工作站安装后，在系统中能找到“Buslace”硬件的存在，占有资源：中断请求 12。 
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