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摘要：正确规范使用仪器，摸索仪器条件和数据处理，开发仪器测试功能和方法，是科研的

必经之路。为了支持全院师生科研工作，编写了仪器培训教程，并定期进行研究生独立操作

大型分析仪器的培训和考核工作。其中，Triple TOF 5600 高分辨质谱培训教程内容分为以下

几部分：仪器的连接与激活、液相操作部分、Q-TOF 手动调谐部分、方法和序列编辑部分、

注意事项、常见问题和故障解决方案汇总等。自该仪器安装以来，培训考核研究生 600 余人，

经培训考核获得上机资格的研究生能规范正确地使用仪器，质谱运行 12 年，基本没出现大

的故障，年平均使用机时 4000 小时以上。 
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Abstract: The correct and standardized use of instruments, exploring instrument conditions and 

data processing, and developing instrument testing functions and methods are the only way to 

scientific research. In order to support the scientific research work of teachers and students of the 

school, instrument training courses have been written, and training and assessment work of 

independent operation of large-scale analytical instruments for graduate students has been carried 

out regularly. Among them, the Triple TOF 5600 high resolution mass spectrometry training 

content is divided into the following parts: instrument connection and activation, liquid phase 

operation, Q-TOF manual tuning, method and sequence editing, precautions, common problems 

and fault solution summary. Since the installation of the instrument, more than 600 graduate 

students have been trained and assessed, and the graduate students who have obtained the 



qualification of computer can standardize and correctly use the instrument, and the mass spectrum 

has been running for 12 years, basically without major failures, and the average annual use time is 

more than 4000 hours. 
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国家重点实验室是依托大学和科研院所建设的科研实体,实行人财物相对独立的管理机

制和“开放、流动、联合、竞争”的运行机制。为了实现国家重点实验室仪器的科学开放，为

了使研究生具备规范操作大型仪器的能力，尽快进入科研状态，仪器管理者编写仪器培训教

程，定期进行研究生仪器操作培训和考核工作。培训讲义的制作，基于仪器公司的装机培训，

和作者翻译外文说明书和外文工作站帮助菜单，以及反反复复的模拟演练和修改，凝聚了作

者多年的心血。目的是争取让学生在参加集中培训，和一对一上机辅导后，能做到规范熟练

地使用仪器，科学地分析数据，从而更好地进行科研工作。 

南京大学污染控制与资源化研究国家重点实验室高分辨液质联用，为 Agilent 1260 液相

和 AB SCIEX Triple TOF 5600 高分辨质谱联用。培训教程内容为仪器的连接与激活、液相操

作部分、Q-TOF 手动调谐部分、方法和序列编辑部分、注意事项、常见故障汇总等。其中，

一部分注意事项会单独阐述，一部分注意事项会穿插在其他内容的陈述中。 

1 仪器的连接与激活 

1)点击 Analyst® TF 软件进入 Analyst 软件界面，首先熟悉以下图标： 

Mode List 模式列表； 

Project Folders  项目文件夹（建导师的）； 

Navigation Bar 导航栏； 

System Status Icons 系统状态图标。绿(代表准备就绪)；黄(表示模块待机)；红(提示有

问题)。 

 



 

2)然后，点击侧边栏的 Hardware Configuration(左), 在弹出的对话框中, 选择需要连接的

仪器(如: 单质谱 5600 mass only、液质联用LCMS-5600、液相-DAD-MS联用)。点击Activate 

Profile 激活仪器。激活后,前面对勾变为绿色，Activate Profile 变成 Deactivate Profile。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3)检查仪器状态，点击软件右下角状态栏中的图标, 主要核实质谱以及液相状态，需要注意

的参数如下: 

① Source Exhaust Pump:正常时为 Off, 异常为 Bad。 

② Q1 Vacuum Gauge(经验值):≈0.6 × 10-5 torr (待机时); ≈3.5 × 10-5 torr (进样时)。 

③ TOF Vacuum Gauge(经验值):≈0.44 × 10-6 torr (待机时); ≈0.582 × 10-6 torr (进样时)。 

每次实验开始之前需要在记录本上记下 Q1 和 TOF 的真空度值。以上数值为第一次装

机后的值，更换真空规后，此值有变化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 液相操作部分 

2.1 准备工作 

液相部分的准备：准备色谱柱、流动相，检查废液瓶。 

软件部分的准备：先建一个导师的 project。 

2.2 建立方法 

在对应的 Project (建议以导师命名)下建立液相色谱方法。 

依次点击 Build Acquisition Method 和 Agilent 1260 Binary Pump 进入方法建立界面。 

需要建立的方法如下: 

1)、 管路的排气泡方法:分别建立 A 相(水相)和 B 相(有机相)的方法; 5 mL/min, 建议 5 min。 



2)、 纯有机相的冲洗方法:100%B 相, 0.2 mL/min, 建议 30 min （柱子填料粒径大小不同、

内径不同，流速和时间要求不同）。 

3)、 分离待测样品的方法:根据待测样品自行设定。 

液相方法，主要包括二元泵流速，流动相比例，柱温箱温度，自动进样器针的高低位置，

洗针功能等。方法建好后，保存方法。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 调用方法，冲洗液相色谱柱 

依次点击工具栏中 Quene 和 Equilibrium 调用方法，需调用的方法和步骤依次为: 

1)、Purge 阀：逆时针旋松半圈。 

2)、调用 A 相排气泡方法，5 mL/min，至管路无气泡为止，记录此时压力。水相从冰箱中取

出，要先超声脱气，起预热和脱气功能。 

3)、调用 B 相排气泡方法，5 mL/min，至管路无气泡为止，记录此时压力。 

4)、调用纯有机相方法，降低流速 0.2 mL/min（填料粒径大小不同、柱子内径不同，最优流

速推荐值不同）。 

5)、Purge 阀：顺时针旋紧复位。 

点击软件右下角状态栏中的柱子图标，进行系统的压力监控，并在记录本上，记录各步



骤的系统压力以备查（排气泡时，柱前压、纯有机相平衡后、起始流动相平衡后、纯有机相

保存前）。 

2.4 注意事项： 

装柱时，观察柱前有液体流出，低流速下接色谱柱，注意柱子箭头方向，注意要边推边

接，防止死体积和泄露；柱尾巴有液体流出，接上后面管路。平衡到压力稳定，记录此时压

力。流速增加到实验所需流速，观察无漏液后，盖上柱温箱前面板，冲洗色谱柱到正常压力

状态，并稳定，记录此时压力。 

开始序列前，用初始流动相平衡至压力稳定。 

结束后设定 OFF 冲洗色谱柱方法。纯水不可进 C18 色谱柱，至少 5%有机相。用到缓

冲体系做流动相，后务必及时冲洗，梯度冲洗的起始条件，纯水比例要高于实际测试的水相

比例。例如测样时， 缓冲体系相：有机相=20:80，梯度洗脱起始条件为，水相：有机相=30:70，

渐渐过渡到 100%纯有机相。最终将色谱柱保存在纯有机相中。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Q-TOF 手动调谐部分 

准备工作：从冰箱中提前取出调谐校正液，确认“A 通道”正离子或“B 通道”负离子的校

正液管路没入液面下。 

3.1 进入手动调谐界面 



点击侧边栏上的 Manual Tuning 按钮进入手动校正界面或者点击工具栏中的快捷方式

“T”。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 编辑手动调谐液相方法 

1)、在调谐界面下选择 LC Method，同时把 use 前面框里的□√勾上，将液相和质谱关联。 

2)、设定液相条件，保证在手动调谐过程中流动相在同步进行（一般设定为初始流动相比例，

时间设为 5 分钟。液相流速的设定跟用的柱子有关，要了解相关常识。 流速越高，气量越

高。） 

3)、检查 CDS(校正传输系统)校正管路没入校正溶液；检查 CDS 的 Peek 管与 APCI 源相连；

检查液相流路与中间 ESI 源连接；检查针的位置。 

4)、检查“A”正离子，“B”负离子。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 手动调谐一级质谱 

1)、依次选择扫描类型 TOF MS，极性，扫描范围（m/z 100~1000，本身范围比 reference 大。

如何看 reference? 依次 Tolls setting—调谐选项—reference 174-792）。 

 

 

 

2)、点击 Source/Gas 按钮，设定源和气的参数，通常设定值为 GS1（雾化气）:55; GS2（加



热气）:55; CUR（气帘气）：35；TEM（温度）：550；ISVF（离子捕获电压）:5500(正离子)，

-4500（负离子一般比正离子的电压少 1000.）。 

 

3)、点击 Compoud 按钮，设定 DP（去簇电压）：80; CE（碰撞能量）:10。 

 

4)、{几大步骤 start→CDS inject→CDS stop→STOP→看数据→Save 调谐文件} 

点击 Start 开始扫描（这个时候 CDS 没有进入，是只有液相流动相进入），出现 TIC（左）

和 MS（右）的扫描图。对于正离子，TIC 图信号一般在 106 左右，MS 图信号在 104左右 

对于负离子，TIC 图信号一般在 105左右，MS 图信号在 104 左右 

如果信号过高，需要对管路进行冲洗，用异丙醇：水。比较常见的溶剂背景离子，要善

于总结。 



 

 

5)、点击 Start 扫描之后，观察 TIC 信号，基线平稳之后，点击 CDS Inject 

 

 

 

CDS Refill 表示将 CDS 校正液泵入注射器，充满注射器，一般在采集 CDS 信号过程中

信号下降时，需要点击 CDS Refill 将注射器内校正液注满。CDS Refill 完成后会自动停止。

CDS Purge 表示用当前的校正液充满管路，赶出残存的溶液和排出气泡。如果不是更换校

正模式（正和负之间切换），不需要用 Purge。 

6)、CDS Inject 之后仪器由于进了校正液，信号会出现明显上升的峰，20-30 秒后等 TIC 信

号稳定，即可点击 CDS stop 按钮停止进校正液 



 

 

7)、点击 Stop 停止扫描 

 

 

 

 

 

 

 

8)、鼠标左键选择“左边 TIC 图”平台的后半段比较平缓的地方，双击，就会出现右边质谱。

在出现的质谱图上右击，选择 Re-Calibrate TOF。 

 

  

 

 

 

 

 

 



按照下图中位置(1.2.3.4)，依次点击，进行校正操作 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

保存校正文件 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.选择校正

类型 
2 

3 
4 

校正误差控制在

3ppm之内 



3.4 校正液使用注意事项： 

1)、仪器很稳定，无需频繁校正，建议 5 h 进行一次“自动校正”即可。 

2)、正负离子校正液每次做完实验后需要换上密封的瓶盖，放至实验室冰箱保存 

3)、校正液倒出一点用，不要整瓶用。因为常温下成分会降解，发生变化。 

4)、如果长期不用，要用纯甲醇 purge 校正液管路。平常做完，后面没有人，管路就放 到

甲醇水或者纯甲醇的瓶子里，校正液放回冰箱，节约使用。 

 

 

3.5 手动调谐二级质谱 

选择扫描类型 Product Ion， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



选择合适的母离子，可以选择自动填充，即在下拉菜单选择 Calibrate,勾上 Auto 

Calibration，再勾掉，回到 Mass Method。母离子的一套参数就自动填充进去了。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

手动校准二级质谱需要根据实际样品选择相近的校正液物质，例如，正离子模式，样品

m/z 为 400 左右，则可以选择 m/z 为 315 的校正液物质做二级校正，以此类推。 

 Tolls setting 下选择，APCI(+)只有 315/609 这两个可以做二级校正，二选一。APCI(-)

只有 277/403，可以做二级校正。因为其他 m/z 只有母离子，没有子离子，是多肽。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

根据对于分辨率和灵

敏度的需求选择 



点击 Source/Gas 按钮，设定源和气的参数，与一级质谱一致 

点击 Compoud 按钮，设定 DP（去簇电压）：80; CE（碰撞能量）:35; CES（碰撞能量范

围）:15  经验值 m/z609,45±15； m/z315,35±15 

之后进行调谐，与一级质谱方法一致，即 {几大步骤  start→CDS inject→CDS 

stop→STOP→看数据→Save 调谐文件}。 

4 方法和序列编辑部分（含自动调谐） 

高分辨仪器，在序列里，必须要经常性地自动校正。。不能一劳永逸。经验值一般为 3~5

小时自动校正一次，所以需根据样品测定时间调整自动校正的频率。 

4.1 方法编辑 

点击侧边栏上的 Acquire，再选择 Build Acquisition Method。 

 

 

 

 

 

 

依次，编辑液相方法和质谱方法。 

 

 

 

 

 

 

液相方法编辑，可以设置等度或者梯度。 

 

 

 

 

 

质谱方法编辑 

液相方法编辑 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TOF 方法编辑，依次选择扫描类型 TOF MS，极性，扫描范围。 

 

 

 

 

 

 

Accumulation Time：一级质谱时间（< 0.3 s）加上二级质谱时间（ < 0.1 s ），保证最后

得到的总循环时间（Cycle time）小于 1 s。 

点击 Edit Parameters（参数编辑）模块点击 Source/Gas 按钮，设定源和气的参数，通常

设定值为 GS1（雾化气）:55; GS2（加热气）:55; CUR（气帘气）：35；TEM（温度）：550；

ISVF（离子捕获电压）:5500(正离子)，-4500（负离子）。 

点击 Compound 按钮，设定 DP（去簇电压）：80; CE（碰撞能量）:10。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

如图所示添加二级质谱 

 

选择 Experiment 2，Scan type Product Ion，勾上 IDA Experiment，即将一级和二级关联。

IDA 信息相关性采集，满足 IDA，会自动作二级。一般为一拖 10，前 10 个信号最高的会做

二级。 

 

 

 

 

 

 

点击 Source/Gas 按钮，设定源和气的参数，通常设定值为 GS1（雾化气）:55; GS2（加

热气）:55; CUR（气帘气）：35；TEM（温度）：550；ISVF（离子捕获电压）:5500(正离子)，

-4500（负离子） 

点击 Compound 按钮，设定 DP（去簇电压，正离子为正，负离子为负）：80; CE:35（碰

撞能量，正离子为 35，负离子为-35）; CES（碰撞能量范围）:15。。表示为 35±15，能量有

个范围 
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55 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

点击 Switch Criteria，进行 IDA 设定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

55 
55 

可以进一步细化二级扫描离子（

一般不用，只许设置扫描范围即

可） 

表明扫描的离子是带 2到 4

个电荷（一般不用，做单

电荷即可） 

扫描阈值。数值越小，可获得离

子数也越多，未知样品前提下，

建议设为 100 

默认值 50。数值越小越

精确 

表示一级 MS后面跟几个二级 MS/MS,

一般为 6-10原则是这个数值的设定

表示的二级质谱时间加上一级质谱

时间（Accumulation Time，一般为

0.03-0.05sec）最后得到的总循环时

间（Cycle time）小于 1sec. 

排除同位素的

窗口 



点击 IDA Advanced，勾选 DBS（动态背景扣除 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 序列编辑 

点击侧边栏上的 Acquire，再选择 Build Acquisition Batch。 

先点击 Add Set ，默认为 SET 1 之后再点击 Add Samples ，在右边的下拉菜单里选择

方法，编辑序列，要填写的具体内容有：样品名称（Sample Name） ，小瓶位置（Vial Position） ，

数据文件名（Data File）。 

在 Calibrate 选项卡中将 Auto Calibration 之前的对勾勾上，进行自动校正（通常 5 h 校

正一次）。 

在 Submit 选项卡中编辑的序列提交。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

选择相隔多少样品校正，根据
样品数量设定 



在 Submit 选项卡中编辑的序列提交，如果出现报错，则原因是自动校准的标准物质的

质荷比超过了编辑的一级或者二级质谱的扫描范围，需要更改校正表中的离子范围。 

 

修改自动校准物质：依次点击 Tools→Settings→Tuning Options。 

点击 Reference，选择所采用的校正液, 选中或勾掉相应的离子，点 OK 即可。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 运行序列 

序列提交后，点击 Quene，可以看到序列状态。 

点击 Equilibrium(工具栏中)调用方法所需方法进行平衡。 

仪器（色谱柱）已经平衡，处于 Standby 状态下，就可以开始序列 （注意：在调谐状

态下，状态栏里的 T 是呈灰白色，开始序列前确认该图标为非激活状态）。 

实验结束后点击 Deactivate Profile 使仪器失活。 

1 

2 
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◼  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

注意：TOF MS 和 Product Ion 方法中 advanced MS 选项卡下的 Pause between mass 

ranges 必须给定一个数值，不能为零，否则，仪器将不采集信号。一般情况下，该参数为

系统默认值，无需修改。 

 

 

 

 

 

 

 

5 注意事项 

（1)、所有样品均须过 0.22 um 滤膜，或者 15000 rpm/min 离心 5~10 min 取上清液。 

（2)、C18 色谱柱建议保存在纯甲醇中，因为乙腈时间长了会析出结晶。 

（3)、进样小瓶的盖子买粗糙有纹路的，抓瓶出现故障时，不可以用手强行扳机械臂下爪子，

关机即可。 



（4)、水相，当日用时新配，超声脱气再用。溶剂要淹没滤头。 

（5)、缓冲液体系，样品测试结束一定要及时冲洗柱子和系统。 

（6)、水相长期不用，滤头放到有机相中。 

（7)、所有管路不可夹到仪器组件里，废液出口要观察是否流畅。 

（8)、Purge 时，纯水 5mL/min 时，若压力超过 7-8bar，告知老师。 

（9)、使用中，注意观察压力变化。接柱子时，采取低流速 0.1-0.2mL/min。“柱前纯有机溶

剂压力” “接柱子纯有机溶剂至平衡压力”、“实验结束纯有机溶剂冲柱子的压力”，登记在实

验记录本上。 

（10)、冲柱子，从 MS 离子源进口前断掉。 

（11)、液相柱不能和液质联用柱子混用。 

（12)、样品如含有无机盐，务必前处理。过 H 柱，或 SPE 处理 

（13)、如因为样品量少用到内插管，注意抬高液相针，用尺子量。 

（14)、测试开始/结束的质谱背景信号，发负责老师。 

（15)、上样浓度务须注意，未知样品先稀释一千到一万倍再上样。 

（16)、数据，桌面 upload data 上传到服务器。不允许连外网／下软件／插 u 盘。 

（17)、参加培训，预约考试，获得使用资格。使用自己的账号。 

（18)、校正液用完 1 瓶再开新的。别拿错。 

（19)、不要随意修改仪器参数，尤其检测器电压。 

（20)、氮气发生器冷凝水，除湿机水，及时倾倒。 

（21)、有机废液要按规定处理。 

（22)、注意仪器室卫生、用电安全。 

6 常见问题解决方案 

仪器运行 12 年来，学生遇到各种问题，会求助老师。在方法开发方面，会一对一指导

实验，例如： 

（1)、问题：保留时间不具重现性，无法定量；柱压比之前高 1.9 倍。（郭同学） 

解决：梯度最后要回到起始比例并维持足够时间；建议设置高比例水相清洗。 

（2)、问题：峰拖尾，峰宽超 2 分钟。液相峰是大包，很宽。（吴同学、戴同学） 

解决：优化色谱条件，先后洗脱出几个尖峰，并且数据得到很好解析 

（3)、问题：高分辨液质测试藻毒素质量误差偏大。（刘同学） 



解决：考虑高质量端兼方法采集时间长，建议增加自动校正频率，且梯度设短一点。 

（4)、问题：高分辨测试没信号。（石同学，龚同学、汤同学） 

解决：优化色谱梯度。排查发现 0.1%甲酸冰箱久置挥发，重申水相必须新配原则。 

（5)、问题：样品背景溶剂是丙酮，能否直接进样。（姜同学） 

解决：建议氮吹，流动相复溶。否则峰形非常难看，前伸峰。 

（6)、问题：降解产物，两性离子，氨基和磺酸基都有，做负离子测试，要加氨？（王同学） 

解决：建议加甲酸铵乙酸铵 2mM~5mM。 

（7)、问题：做了一个多月都没有测出信号。（冯同学） 

解决：正负离子的判断，不清楚化合物性质，采取错误离子模式 

（8)、问题：直接进样有信号，一上柱子就消失（虞同学） 

解决：溶剂的选择有讲究。从高比例有机相到纯有机相。 

（9)、问题：准分子离子找不到。（于同学） 

解决：母离子选择[M + H]+、[M + Na]+？  

（10)、问题：样品在死体积出峰。（鲁同学） 

解决：极性物质，C18 柱上无保留，选择合适的色谱柱。 

（11)、问题：负离子，手动校正时，质量误差 0.6ppm。但是做样品时，标样（m/z 151）13-17ppm 

解决：在 batch 里设置一个自动校正，即 Autocali。 

研究生在使用仪器时，经常会出现一些小的故障，久病成医，作者会第一时间相应，当

日维修好，节约了时间，节省了维修经费。 

（1)、问题：液相不泵液，Purge 时，压力为 0。或，通道 purge 时波动。 

解决：入口单行阀阀芯超声清洗，如还无法解决，更换阀芯 

（2)、问题：自动进样器不取样了。 

解决：用的瓶盖光滑，更换有螺纹的。 

（3)、问题：正离子不行，校正两小时通不过，质量误差 200ppm。 

解决：质谱部分清洗，更换探针，更换所有 PEEK 管路，清洗流路。 

（4)、问题：液相模块红了，无法进样。 

解决：漏液。漏液传感器处擦拭后，重新联机。 

（5)、问题：质谱无信号。 

解决：经检查液相部分正常，质谱喷针堵了，探针超声清洗，或换探针。 

（6)、问题：CDS 校正传输系统不输液体。CDs inject 有信号平台不够高。或 CDS 有气泡，



一大段连绵不断的气泡。 

解决：用纯甲醇冲洗 CDS 系统。 

（7)、问题：自动进样器报红，针座处漏液。 

解决：同学的样品没有过滤好，或者离心取的上清液中有颗粒。90%是针座堵了，超声，

如超声如法解决，用提前购置的配件更换。10%是针扎毛了，更换。 

仪器的培训工作要有责任心，日常的运行维护和维修要有耐心。Agilent 1260—AB 

SCIEX Triple TOF 5600 高分辨质谱联用的培训讲义，除了本文的 word 版本外，还有 ppt 版

本，视频版本。这台仪器累计培训 600 余人次。培训之后，每位同学可申请老师的一对一辅

导上机，取得上机操作资格后，方法开发中遇到任何问题，都可以求助负责的老师。受益于

培训及指导的研究生，每年都有一定数量的论文发表在 ENVIRONMENTAL SCIENCE & 

TECHNOLOGY，WATER RESEARCH 等环境领域顶级期刊上。因为日常的维护和故障的维

修到位，年平均节约维修经费 20 万元，年平均使用机时 4000 小时以上。 

 

 

 

 

 

 

 


