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内容提要 ...
本手册介绍 AgilentOpenLAB CDS ChemStation Edition C.01.xx 版本的光谱模
块所涉及的概念。本手册通过特殊的光谱概念对 《概念和工作流程》手册中的信
息进行了补充，这些概念适用于 LC 3D 和 CE 系统的 Agilent ChemStation 版本
和用于 MSD 的 Agilent ChemStation 版本的紫外 - 可见部分。

1 了解光谱分析

本章内容包括以下部分：

• 什么是光谱分析？

• 确定最佳检测波长。

• 光谱报告格式。

2 光谱库

传统的数据系统通过基于保留时间的相关性对检测的化合物进行定量。如果存在
以下情况，这可能会导致错误的识别：

• 指定的保留时间窗口中出现了未校正的化合物，

• 指定的保留时间窗口中显示了多个峰，

• 由于溶剂流速更改或更常见的柱特性更改，化合物在柱上保留的时间长于指
定的保留时间窗口。

避免此类错误的一种方法是使用特征峰 （如 OpenLAB CDS ChemStation 
Edition Reference 手册中所述）。

由于紫外 - 可见光谱可用于识别峰，因此使用二极管阵列检测器可以避免此类错
误。标准光谱是在明确定义的色谱条件下从参比样品中采集的，它存储在数据库
（光谱库）中。您可以将未知样品的峰光谱与存储在一个或多个谱库中的峰光谱
进行比较。可以将光谱重叠以进行视觉比较，并可以计算标准光谱和样品光谱的
相似性。

OpenLAB CDS ChemStation Edition 版本可以为色谱图中的所有峰以及序列中
的所有色谱图自动执行此过程。除了峰确认以外，本软件还可以使用 “ 纯度首选
项 ” 对话框中的设置执行峰纯度检查。

这些定性结果可以和定量结果合并到一个报告中。此报告将包含某一运行中分析
所需的每个峰的所有信息，例如：

• 化合物名称，

• 含量，
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• 保留时间，

• 特征匹配因子，

• 纯度匹配因子。

本章介绍了光谱库检索的概念。有关如何执行谱库检索的信息，请参阅联机帮助
系统和综合教程。

3 评价峰纯度

本章介绍了中的峰纯度评估。
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1 了解光谱分析
什么是光谱分析？

什么是光谱分析？ 

光谱分析使您可以处理从紫外 - 可见二极管阵列检测器或荧光检测器中采集的光
谱数据。

当结合使用光谱数据分析与色谱数据时，光谱数据分析将向分析数据中添加第三
维数据 （请参阅图 1）。

紫外 - 可见二极管阵列检测器

紫外 - 可见二极管阵列检测器使您可以连续采集光谱图的紫外 - 可见区域中的光
谱；由于二极管阵列检测器可以同时采集所有波长，因此光谱采集过程中不会降
低灵敏度。

图 1 光谱信息

吸
光
度
轴

 

时间轴

色谱图

波长轴

光谱
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了解光谱分析 1
什么是光谱分析？

荧光检测器

荧光检测器使您可以通过以下三种模式采集光谱数据：

• 可以设置固定的激发波长并采集发射光谱

• 可以设置固定的发射波长并采集激发光谱

• 可以进行荧光扫描，在扫描过程中激发波长和发射波长均会发生变化，从而获
得样品的三维特性。 

在色谱分析过程中可以采集激发光谱和发射光谱，但由于荧光检测器是扫描型检
测器，因此采集的波长越多 （扫描范围越宽），分析的灵敏度就越低。三维荧光
扫描必须在停止流量模式下进行，或在离线状态下进行，因为它要求整个分析过
程中池中的样品浓度恒定。

光谱处理

可以通过多种方式处理光谱数据。例如，您可以：

• 从光谱数据中提取色谱信号，以确定每个峰的最佳检测波长，

• 执行光谱库检索以获得定性识别，

• 计算色谱信号比率以确定峰纯度，并

• 执行峰纯度检查以查找 （隐藏的）不纯物。
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1 了解光谱分析
确定最佳检测波长

确定最佳检测波长 

确定了峰分离的合适条件之后，方法开发中的下一步是确定每个峰的最佳检测波
长。

一种技术是以等高图 （称为等吸收图）的形式呈现峰强度 （吸收值或荧光值）、
波长和时间。此技术将光谱信息绘制为一系列位于波长和时间平面上的等吸收浓
度线。这样可以同时显示和观察所有的光谱信息。请参阅图 2 中的中央显示区。

在方法开发中，此技术对于确定每个分离峰的最佳检测波长非常有用。波长与等
高线图中的水平游标位置相对应。沿波长轴移动游标时，将在下面的窗口中重新
生成色谱图，请参阅图 2。

图 2 等高线图

λ

时间

吸光度

波长 [nm]

吸光度



了解您的 ChemStation 光谱模块 11

了解光谱分析 1
确定最佳检测波长

要确定峰的最佳检测波长，需要执行以下操作：

• 从光标字段中选择“快速视图”并移动中央显示区中的水平游标，直到目标峰的
吸光度达到最高，并且下面显示区中的色谱分离良好。

• 从光标字段中选择“信号”并优化谱带宽度以增大信噪比，从而获得最佳检测波
长。通过单击 “ 复制 ” 按钮，可以将选定的信号和谱带宽度传输到数据分析视
图中的信号窗口。这样，信号和谱带宽度就可以用于测试积分、识别和定量过
程。

荧光检测器的波长优化通常需要以下两个条件：

• 设置一个低紫外范围 （230 到 250 nm）内的激发波长并采集发射光谱。对于
色谱图中的每个峰，均使用等高线图来确定最佳发射波长。 

• 准备一个时间表以设置每个峰洗脱时的最佳发射波长，并采集激发光谱。

荧光光谱

三维等高线图仅用于显示从荧光扫描中获得的光谱。在这种情况下，光谱信息将
被绘制在激发波长 / 发射波长平面上。由于荧光扫描是在停止流量模式下或离线
状态下进行的，因此没有时间轴。您可以从等高线图中提取任意波长的激发或发
射光谱；激发光谱显示在等高线图上方 （垂直游标），发射光谱显示在等高线图
下方 （水平游标）。
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1 了解光谱分析
光谱报告格式

光谱报告格式

在光谱模块中可以使用以下报告格式：

• 谱库检索

生成一个包括谱库检索结果的校正报告。根据在 “ 自动谱库检索 ” 对话框中指
定的参数打印峰编号、保留时间、谱库检索匹配因子、含量及化合物名称。有
关详细信息，请参阅第 16 页的 “ 报告说明 ”。

• 简短 + 光谱

包含仪器状况、色谱图、定量结果和峰纯度信息。

• 细节 + 光谱

包含表头、仪器状况、色谱图、定量结果、校正曲线和峰纯度信息。表头存储
在方法目录中名为 RPTHEAD.TXT 的文件中。您可以使用文本编辑器更改表
头以包含特定于方法的文本。

• 性能 + 谱库检索

结合了性能和谱库检索类型。

峰纯度信息

峰纯度信息指每种化合物纯度图中的峰之间的光谱评估。这些图包含重叠和归一
化光谱，以及单个和重叠信号。纯度图还可以包含阈值和相似性曲线，这取决于
方法的 “ 纯度首选项 ” 设置。

数字计算包含纯度因子 （光谱形状中的相似性的量度标准）。有关峰纯度的详细
信息，请参阅第 3 章 ,“ 评价峰纯度 ”。
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2 光谱库
检索模式

检索模式 

在光谱库检索过程中，可以使用三种检索模式中的一种。光谱库和校正表对于所
有三种模式都是不可缺少的。您可以将峰纯度检查作为一个选项进行添加。

• “ 按光谱识别 ” 谱库检索。

此模式是最常用的检索模式。 ChemStation 版本使用色谱图作为谱库检索的
基础。它将积分器找到的所有峰的峰光谱与最多四个指定谱库中的光谱进行比
较。为了加快进程或提高可靠性，您可以使用谱库检索模板来缩小谱库检索范
围，只检索位于特定保留时间窗口内的光谱 （请参阅图 3）。

将把最佳匹配的化合物的名称指定给峰。您可以通过自己的阈值来指定此匹配
所需的精确程度。如果找到了优于阈值的匹配因子，则将该峰报告为已识别。
然后， ChemStation 版本将查询校正表，从中查找具有相同名称的条目。如
果找到这样的条目，数据将用于计算和报告含量。

如果在校正表中找不到匹配的名称，依然可以识别峰，但由于没有为此化合物
校正方法，因此将不计算含量。

建议在分析中检索未知化合物时使用此模式。如果色谱图中的化合物数目比谱
库中的条目数少，此模式最有效。 

图 3 保留时间窗口

左窗口

预期保留时间

右窗口

时间 [min]
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光谱库 2
检索模式

• 使用校正表的靶标化合物分析。

本检索模式仅适用于方法已经校正的化合物。 OpenLAB CDS ChemStation 
Edition 仅会将已校正化合物的峰光谱与最多四个指定谱库的光谱进行比较。 
只有已通过光谱比较确认的峰，才被报告为已识别。校正表中定义的化合物名
称必须与谱库中定义的化合物名称相同。

可以将保留时间的目标窗口指定为检索方法的一部分。在识别过程中，只能使
用保留时间适合目标窗口的峰。仅当匹配超过已设置的阈值时，才将最佳匹配
报告为已识别。 

建议使用此模式检索色谱图中已校正的特定化合物。如果色谱图中包含多种化
合物，但只有少数几种目标化合物已校正，则此模式比第一种检索模式更可
取。 

• 使用谱库的靶标化合物分析。 

此检索模式适用于所有谱库条目 （不仅适用于那些包含在校正表中的谱库条
目）。 ChemStation 版本使用光谱库作为基础。它将所有谱库光谱与色谱图中
的峰光谱进行比较，并尝试识别由积分器找到的位于保留时间窗口 （在谱库
检索模板中为谱库条目指定）内的所有峰。在识别过程中，只能使用保留时间
适合目标窗口的峰。找到超过已设置的阈值的匹配时，就会将峰报告为已识
别。定量过程将根据校正表中化合物的名称来进行。如果化合物在谱库和校正
表中都存在，则将化合物报告为已校正且已识别。如果化合物不包含在校正表
中，则将其报告为未校正。

建议在已设置包含特定化合物组的谱库时使用此模式。例如，您可以有一个包
含水溶性维生素的谱库和一个包含脂溶性维生素的谱库。然后，您可以检索色
谱图以查找这些特定化合物。如果色谱图包含多种化合物而谱库中仅包含少数
几种化合物，则此模式比第一种检索模式更可取。

• 峰纯度检查

峰纯度检查是可选的。建议在进行谱库检索之前使用峰纯度检查，因为匹配的
可靠性只取决于分离的质量。 ChemStation 版本会比较每个峰的不同部分中
光谱的一致性。它将计算和报告纯度因子。可以通过阈值来定义纯度，如果低
于此阈值，将在报告中使用 x 标记有问题的结果。有关峰纯度的详细信息，
请参阅第 3 章， “ 评价峰纯度 ”。
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2 光谱库
报告说明

报告说明

通过光谱库检索生成的典型报告包括： 

• 标注有保留 / 迁移时间的色谱图 / 电泳图谱，

• 包含有关文件名和检索参数信息的表头，

• 检测器信号说明及两个分析表，

• 分析中找到的峰的保留时间，

• 谱库匹配候选的保留时间，

• 校正表中记录的保留时间，

• 化合物含量及其纯度因子 （如果已选择），以及：

谱库条目编号，
谱库匹配因子，
化合物名称。

在谱库检索报告的不同列中，使用特定标记来表示化合物纯度、化合物匹配和化
合物命名。 

这些标记的含义如下面的步骤所述。

纯度标记

对于不纯的化合物，处于峰上升区和下降区的光谱通常是不同的，因此这两个区
域的光谱均被用于谱库检索。 

u： 化合物不纯，并使用处于上升区的光谱进行识别。 

d： 化合物不纯，并使用处于下降区的光谱进行识别。

谱库匹配标记

x： 匹配因子低于给定的匹配阈值。 
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光谱库 2
报告说明

化合物名称标记

?： 使用低于给定匹配阈值的匹配因子来识别的化合物。

??： 使用已分配给另一更佳匹配的化合物名称来识别的化合物。对于此特定化合物，
无法找到一个具有唯一名称的更佳匹配。

含量标记

+： 个体含量高 - 高于在 “ 化合物详细信息 ” 中设置的含量限制。

-： 个体含量低 - 低于在 “ 化合物详细信息 ” 中设置的含量限制。

将与校正表中的任何条目均不匹配的峰列在标为 “ 未校正化合物 ” 的单独的表
中。
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2 光谱库
报告说明
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3 评价峰纯度
检查峰纯度

检查峰纯度 

在所有色谱分析中，一个非常重要的问题就是峰是由一个组分还是多个组分构成
的。在质量控制中，隐藏在目标峰之后的不纯物会导致错误的结果。在研究分析
中，隐藏的且未被检测到的组分可能会导致丢失有价值的重要信息，从而影响研
究工作。

什么是峰纯度检查？

峰纯度检查用于评价峰是纯的，还是包含不纯物。此评价基于洗脱峰过程中记录
的光谱比较。使用每个峰中的五个光谱来评价纯度：每个上升区和下降区上的两
个光谱以及一个位于最高点的光谱 （最高点或顶点光谱）。对这五个光谱进行平
均，并将其与峰中记录的所有光谱进行比较。

如果峰光谱与平均光谱不一致，则理论上该峰包含光谱不纯物。光谱不纯可能是
由一个或多个组分、未基线分离的峰或背景吸收所导致。 

“ 光谱 ” 窗口包含峰光谱，此光谱由在标准化和重叠模式下绘制的比较 （平均）
光谱构成。 “ 纯度 ” 窗口包含加了纯度信息的信号。纯度因子是对光谱图形状相
似性的量度。

即使在系统中存在背景吸收仍然可以检测到峰的不纯物，主要是靠校正。通常，
背景吸收不会干扰峰的定量，因为它也会影响峰起点和终点的高度，而这种影响
可以通过基线校正来消除。在一次分析中，可以通过使用不同的溶剂或溶剂组成
来改变背景吸收。

注意
如果光谱是一致的，峰仍可能包含不纯物。如果光谱吸收相对于主化合物很小，
或不纯物和主化合物具有相同或几乎相同的光谱以及相近的洗脱时间，则可能出
现上述情况。
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评价峰纯度 3
检查峰纯度

匹配因子 

通过视觉上的光谱比较进行峰不纯物检测比较耗费时间，且不适于自动化操作。
有几种统计技术可用于光谱的自动比较。一种技术是对两个光谱进行数学比较。
此技术计算出一个匹配因子来表示光谱间的相似程度。

比较两个光谱，得到如下定义的匹配因子：

值 x 与 y 分别是第一和第二光谱中测量的吸光度 （波长相同）； n 是数据点个
数，  是数据的加和。在极值处，匹配因子为 0 表示不匹配，为 1000 表示光谱
一致。通常，大于 990 的值表示光谱相似。介于 900 和 990 之间的值表示有一
定的相似性，但是必须慎重解释结果。所有低于 900 的值表示光谱是不同的。

匹配因子受许多参数的影响，这些参数由样品和分离方法确定。它们包括化合物
特性、基质化合物的光谱吸收、光谱噪音级别以及由溶剂或不同仪器 （不同的波
长校正）导致的背景吸收和光谱漂移。

平滑光谱

当光谱噪音与光谱属于同一级时，峰纯度检查的可靠性会受到限制。以下是平滑
光谱的工作方式。

1 如果定义了数据点个数 （例如 5，也称为过滤器），则使用立方回归可以确定
一个新数据点。

2 然后，过滤器去掉一个离得较远的点，采用其余 4 个已使用的数据点和一个附
加的点重复上述过程。

通过使用平滑算法可以减小统计噪音，使得平滑后的光谱识别更为可靠。

匹配因子

注意
平滑算法还可以改变光谱的变化曲线，这取决于过滤器的长度，即同时在平滑算
法中使用的数据点个数。建议在比较光谱之前使用相同的过滤器来平滑所有光
谱。
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3 评价峰纯度
检查峰纯度

锯齿化光谱

如果采集的光谱分辨率低，则您可以使用锯齿化使光谱更近似于曲线而不是多边
形。方法是使用三角函数计算光谱的原始数据点之间的附加数据点。锯齿化光谱
时，将保留原始数据点。

对数光谱

对数光谱可以压缩吸光度标尺。吸光度范围很大时，此方法可能有用。

导数光谱

在比较不同化合物时，导数光谱会提供比原始光谱更具体的详细信息。光谱中的
微小差异在视觉上将更加明显且更易识别。但是，噪音也会增大，从而限制了导
数光谱的使用。

通过选择参比光谱进行背景校正

可以采用多种类型的校正从数据文件中提取峰光谱以进行背景校正：

手动参比选择

选定某个参比光谱后，将从数据文件中提取指定时间的选定光谱，并从每个峰光
谱中将其扣除。此校正不能用于背景吸收不断变化的情况。

选定两个基线光谱后，在两个光谱之间会进行线性内插。然后，将从每个峰光谱
中扣除基于该线性内插重构的参比光谱。此校正可以用于背景吸收缓慢变化的情
况。

自动参比选择

在自动参比选择中，选定的参比光谱取决于数据文件中光谱的存储模式。

所有光谱： 选定峰的积分峰开始和结束光谱被用作参比光谱并被线性内插 （如同
对两个参比光谱进行手动参比选择时一样）。

峰控制光谱： 最近的基线光谱被用作参比光谱并被扣除 （如同对一个参比光谱进
行手动参比选择时一样）。



了解您的 ChemStation 光谱模块 23

评价峰纯度 3
检查峰纯度

峰纯度技术

峰纯度技术只能用于实现了基线分离的峰。如果峰未实现基线分离，则峰纯度较
复杂，因为每个峰包含的相邻峰会成为它的不纯物。

对于某一数据文件中的所有峰，可能会基于每个峰交互地确定峰纯度，也可以在
每个分析结束时自动确定峰纯度，并将此作为使用光谱报告类型 （例如 “ 细节 + 
光谱 ”）时的方法的一部分。

您可以设置与以下内容相关的选项来优化峰纯度处理，从而获得更高的准确度和
性能：

• 用于纯度确定的波长范围，

• 参比光谱，

• 纯度阈值，

• 光谱处理，包括对数、平滑和锯齿因子以及导数的阶，

• 计算和显示的纯度组分 （包括光谱、光谱偏差、信号、相似性和阈值曲线）。

以下部分介绍了可以用于判断峰纯度的技术，包括：

• 光谱标准化

比较从峰的不同部分取得的标准化光谱，

• 相似曲线

将平均光谱或选定的光谱与峰洗脱时取得的所有其他光谱进行比较。



24 了解您的 ChemStation 光谱模块

3 评价峰纯度
峰纯度显示

峰纯度显示

“ 光谱 ” 窗口

“ 光谱 ” 窗口显示了用于计算纯度计算中使用的平均光谱的五个光谱。您可以使
用 Agilent ChemStation 版本的图形处理更详细地检查峰光谱。



了解您的 ChemStation 光谱模块 25

评价峰纯度 3
峰纯度显示

光谱标准化 

一种常用的峰纯度技术包括将从峰中获取的光谱进行标准化和比较。标准化补偿
了峰洗脱时经过检测器池的组分浓度的变化。此功能是 Agilent ChemStation 版
本光谱显示工具的一部分。

例如，光谱采集于峰的上升区、顶点和下降区。光谱会被标准化并重叠，以便进
行图形显示。此技术对于交互式数据评估非常有用，并且还适用于自动化的常规
分析。

此外，如果选择使用数字因子，则可以对上升区光谱和下降区光谱进行数学比
较，并可以将每个峰的纯度因子和保留时间一起打印出来。

图 4 的示例中显示了光谱采集于峰上升区、峰顶点和峰下降区，以及对光谱进行
标准化。视觉上的比较和软件计算出的纯度因子都清楚地显示了纯峰和不纯峰之
间的差异。

图 4 通过重叠光谱进行峰纯度检查

100

0

50

0

200 400 200 400

7,6 7,8 8,0 8,2 8,4
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3 评价峰纯度
峰纯度显示

“ 纯度 ” 窗口

“ 纯度 ” 窗口的内容取决于选定的纯度参数。缺省的显示是纯度比率，它显示了
带有叠加的相似性和阈值曲线的信号 （请参阅图 5）。显示内容下面的绿色和红
色带状区域显示用户定义的纯度阈值。为峰中的每个光谱计算出的纯度值显示为
一个黑点；如果黑点位于绿色带状区域内，则光谱纯度处于可接受的纯度定义范
围之内。

图 5 “ 纯度 ” 窗口

每个记录的光
谱的相似值

相似曲线 阈值曲线

选定的峰
光谱

峰结束

参比光谱

超出阈值

在阈值范
围内

+ 用于纯度计算
红色：超出阈值

- 不用于计
算蓝色：在阈值范围内

参比光谱

峰开始
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评价峰纯度 3
峰纯度显示

光谱相似曲线

光谱相似曲线显示在光谱显示的 “ 纯度 ” 窗口内 （请参阅第 39 页的图 ）。

如果详细信息显示得不清楚，您可以通过按住鼠标左键并移动鼠标来放大这些信
息。移动鼠标时在屏幕上划出的区域将成为放大区。要恢复原始显示，请双击鼠
标左键。

光谱相似曲线提供了最详细的峰纯度信息。峰的所有光谱都会与一个或多个光谱
（缺省情况下为平均光谱）进行比较。匹配程度或光谱相似性将在洗脱的过程中
绘制出来。理想的纯峰变化曲线是一条值为 1000 的水平直线，如图 6 (a) 所示。

在每个峰的起点和终点，信噪比下降，光谱背景噪音对峰光谱的影响变得明显。
图 6 (b) 中显示了噪音对相似曲线的影响。

图 6 在有噪音和无噪音的条件下绘制的涉及理想相似因子 (1000) 和用户定

义的阈值 (980) 的纯峰的相似曲线。

b) 没有不纯物但有噪音的峰

相似曲线相似曲线

噪音， 0.1 mAU峰光谱， 20 mAU

a) 没有不纯物和噪音的峰
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3 评价峰纯度
峰纯度显示

阈值曲线

阈值曲线显示了噪音对给定相似曲线的影响。这种影响朝着峰的起点和终点方向
迅速增大。阈值曲线本质上是带有背景噪音组分的纯峰的相似曲线。

在图 7 中可以看到噪音的影响。相似因子会随信噪比的降低而减小，或者在噪声
级别恒定的情况下，会随吸光度范围的减小而减小。

图 7 噪音级别对相似因子的作用

光谱不纯物
在噪音级别内

光谱不纯物
超出噪音级别

相似性降低

吸光度范围 [mAU]

25

20

10

5

1000 990 980 970 960 950 940

25 mAU

5 mAU

1 mAU
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评价峰纯度 3
峰纯度显示

图 8 (a) 显示了有噪音的纯峰的相似曲线和阈值曲线，而图 8 (b) 显示了一个不纯
峰的相似曲线和阈值曲线。

噪音阈值是根据指定时间的纯噪音光谱的标准偏差自动确定的，缺省情况下是运
行开始时 （即 0 分钟）的 14 个光谱。

用折线表示的阈值曲线给出了在噪音限值内光谱不纯物的范围。高于此阈值，光
谱不纯物将超出光谱背景噪音，并且相似曲线与阈值曲线相交，这表明存在不纯
物 （假定已合理选择参比和噪音参数）。

图 8 不纯物和噪音对相似性和阈值曲线的影响

阈值曲线

阈值曲线

相似曲线

相似曲线

5% 不纯物

噪音 0.1 mAU 不纯物光谱 1 mAU

(a) 没有不纯物但有噪音的峰 (b) 有不纯物和噪音的峰
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3 评价峰纯度
峰纯度显示

使用特定目标光谱

Agilent ChemStation 版本可以计算与不同目标光谱相关的纯度因子和相似曲
线，如图 9 所示。通常，与平均光谱的缺省比较可以提供大多数未知不纯物的最
有价值的信息。能够选择特定目标光谱，这种灵活性在分析者必须假定不纯物的
位置或需要提高纯度评估的灵敏度时很有价值。以下示例可能有助于说明如何应
用此原理：如果假定不纯物位于峰尾，则选择拖尾光谱或顶点光谱来与所有其他
光谱进行比较，将可以提供此情况下的最重要信息。

图 9 显示了在响应最大 （顶点）之后包含一个不纯物的峰的前部光谱、顶点光
谱、拖尾光谱和平均光谱的比率曲线。

前部光谱显示峰结束处有一个小的光谱不纯物。由于前部光谱吸收值小 （给出了
一个相对较高的阈值曲线），因此第一个比率曲线中的偏差也较小。

顶点光谱显示在峰前部有一个小的不纯物 （顶点光谱只包含一个含量非常低的不
纯物）并且在峰尾处有一个大的不纯物。

拖尾光谱 （包含一个高含量不纯物）显示峰前部有一个光谱不纯物。

图 9 对相同峰选择不同目标光谱时得到的比率曲线

有 2% 不纯物的峰

前部光谱与 
所有其他 
光谱的比率

顶点光谱与 
所有其他 
光谱的比率

拖尾光谱与
所有其他 
光谱的比率

平均光谱与
所有其他 
光谱的比率

1

0
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评价峰纯度 3
峰纯度显示

平均光谱 （五个选定峰光谱的平均值）表明在整个峰中有光谱不纯物。此平均光
谱包含了不纯物对光谱的影响。在这种情况下，不纯物对平均光谱的影响比对顶
点光谱的影响更大，表明与顶点光谱的比率曲线相比，在洗脱或迁移开始时有一
个含量较高的光谱不纯物，而在峰尾处有一个含量较低的不纯物。

相似、阈值和比率曲线的轮廓图取决于不纯物的位置、级别和光谱差异。因此，
对于其形状没有任何通用声明。情况不同，轮廓图也不尽相同。

纯度计算和显示

纯度因子并非峰纯度的绝对量度标准。它只是在计算中所使用的参数 （特别是纯
度阈值）的函数。因此，需要将其结果与阈值集一起解释。对于纯峰，不同的参
数设置会产生相似的结果。对不纯的峰，则会产生最差的实例分析。计算中只考
虑表示不纯物的数据点 （例如低于阈值的光谱），因此阈值的变化可能会极大地
影响不纯峰的纯度因子。有关这些计算的详细信息，请参阅下面的内容。有关
Agilent ChemStation 版本相似曲线的详细描述，请参阅第 27 页的 “ 光谱相似曲
线 ”。

所有光谱

1 为峰记录的高于用户定义的阈值的所有已校正的参比光谱都会被用于计算纯度
和阀值曲线； “ 光谱 ” 窗口中将显示这些光谱中的五个光谱。

2 通过在显示在“光谱”窗口中的每个光谱和这五个光谱的平均值之间的计算得到
匹配因子；在纯度显示中将这些匹配因子绘制为单个点。 
对于用户定义的阈值，在纯度图上将叠加相似曲线。

对于计算得到的阀值，阀值是针对每个光谱计算的；光谱的纯度值被定义为阀
值与相似值之间的比率，结果为一条直线。这可以更好地表示纯与不纯的数据
点。在纯度图上将叠加相似性和阀值曲线。

峰控制光谱

1 为峰记录的高于用户定义的阈值的所有已校正的参比峰光谱都会被用于计算并
显示在 “ 光谱 ” 窗口中。

2 通过在显示在“光谱”窗口中的每个光谱和这些光谱的平均值之间计算得到匹配
因子；在纯度显示中将这些匹配因子绘制为单个点。 

3 纯度值是计算出的所有匹配因子的平均值。 
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3 评价峰纯度
峰纯度显示

将峰分类为纯峰或不纯的峰

计算得到的纯度级别用于产生显示在屏幕上的纯度声明。

• 如果纯度因子低于阈值 （手动设置，或根据阈值曲线计算 - 请参见 第 29 页的
图 8），则会将峰归类为 “ 纯 ”。 

• 如果纯度因子不在阈值范围内，则会将峰归类为 “ 不纯 ”。

峰纯度信息

纯度因子

纯度因子给出了峰纯度的数字值。 

• 如果峰被分类为纯峰，则纯度因子为阈值内所有光谱的平均值。

• 如果峰被分类为不纯的峰，则纯度因子为超出阈值的所有光谱的平均值。

不论哪种情况，都应指定用于计算纯度因子的光谱数目和计算依据。

阈值

对于计算得到的阈值，这是用于计算纯度因子的所有这些光谱的平均值。对于用
户定义的阈值，这是在纯度选项中设置的值。

峰光谱

峰光谱显示了用于纯度计算的五个光谱的详细信息。还可以显示

• 差异光谱

通过计算平均光谱和每个选定的光谱之间差异得到的光谱。纯峰的差异光谱仅
显示噪音。

• 比较光谱

用于纯度计算的平均光谱。

• 所有记录的光谱

从峰中记录的所有光谱。

注意
检测到的不纯物是光谱不纯物，但并不意味着它一定是化合物不纯物。光谱不纯
物可能是由溶剂组成发生变化 （梯度）导致的，也可能在未实现基线分离的峰中
出现。
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评价峰纯度 3
峰纯度显示

• 参比光谱

用于背景校正的光谱。

纯度和噪音计算

有关纯度计算的信息显示了记录的光谱数和已被用于计算纯度因子的阈值内或超
出阈值的光谱数。

有关噪音计算的信息显示了已被用于计算噪音阈值的光谱及计算结果。可以显示
噪音光谱以及噪音统计图。还可以更改用于噪音计算的参数。

纯度曲线

“ 纯度曲线 ” 信息显示了峰中的每个光谱与平均光谱比较的结果。 “ 差异 ” 列中的
值表示 “ 纯度 ” 列与 “ 阈值 ” 列中值之间的算术差异。差异值用于确定哪些光谱
用于计算峰的纯度因子和阈值。

更多纯度曲线

“ 更多纯度曲线 ” 的信息显示了除使用平均光谱外，使用前部、顶点和拖尾光谱
计算的纯度结果 （请参阅第 30 页的 “ 使用特定目标光谱 ”）。您可以选择显示其
中任何计算或所有计算的相似曲线。还可以更改纯度计算的参数以及显示结果的
方式。

注意
更改用于背景噪音计算的参数可能会对纯度计算的结果产生较大影响。在进行任
何更改之前，请确保您已了解第 34 页的 “ 高级峰纯度选项 ” 中给出的信息。

注意
更改纯度计算的参数可能会对纯度结果产生较大影响。在进行任何更改之前，请
确保您已了解第 34 页的 “ 高级峰纯度选项 ” 中给出的信息。
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3 评价峰纯度
峰纯度显示

高级峰纯度选项

在 “ 高级峰纯度选项 ” 中所做的更改可能会对纯度结果产生较大影响。建议您首
先了解所做的更改将会对结果产生的影响，然后再进行更改。

纯度计算

缺省情况下，纯度计算使用峰中的五个光谱的平均值 （请参阅第 20 页的 “ 什么
是峰纯度检查？ ”），但也可以使用其他光谱作为计算的依据：

“ 所有峰光谱 ” 使用所有五个选定的光谱来产生五组结果，这些结果显示在同一
窗口中。

“ 顶点光谱 ”、 “ 前部光谱 ” 和 “ 拖尾光谱 ” 使用特定的光谱，使您可以提高纯度
分析的灵敏度 （请参阅第 30 页的 “ 使用特定目标光谱 ”）。 

“ 前部和拖尾光谱 ” 显示了使用前部和拖尾光谱作为纯度计算的依据所产生的两
组结果。

缺省的峰纯度显示是纯度比率 （如第 26 页的图 5 所示），但也可以将纯度结果
显示为相似性和阈值曲线。

Agilent ChemStation 版本提供了三种模式来显示相似性和阈值曲线：

1 不进行任何转换 （请参阅第 35 页的图 10 [a]）；

2 使用自然对数 ln （请参阅第 35 页的图 10 [b]），其优点是可以显示图形较低
部分中峰顶点的更详细的信息；

3 使用比率： ，（请参阅第 35 页的图 10 [c]）。ratio 1000 similarity–
1000 threshold–
---------------------------------------= 相似性

阈值
比率
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评价峰纯度 3
峰纯度显示

对于光谱纯峰，比值小于 1 ；对于光谱不纯的峰，比值大于 1。比率模式的优点
是只显示一条线，解释起来较为容易。

噪音阈值

缺省情况下，将使用运行开始时 （0 分钟）的 14 个纯噪音光谱的标准偏差自动
确定噪音阈值。您可以更改用于计算噪音标准偏差的光谱的时间和数目，也可以
输入一个固定的标准偏差值 （缺省值为 0.1）。通过指定数目的扫描计算得到的
标准偏差最为准确。

图 10 阈值曲线和相似曲线
(a) 计算结果

(b) ln （阈值）和 ln （相似性），以及

(c) 使用比率

(a) 计算结果 (b) 使用自然对数 (c) 使用比率

阈值曲线

相似曲线

ln （阈值）

ln （相似性）

995
1000

995

1000

1

0
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3 评价峰纯度
使用峰纯度分析

使用峰纯度分析

本部分包括有关采集适于峰纯度分析的数据和设置峰纯度选项的实用提示。

光谱采集

峰纯度测试基于对峰中的光谱的比较。请确保有足够数目的光谱可用于比较，并
且光谱的质量较高。确保检测器被维护得很好，灯的亮度足够，并选择了适当的
流通池和狭缝。通常，应优化灵敏度而非分辨率，因为即使很小的光谱改变都会
在较宽的波长范围上反映出来，而分辨率通常没有这么重要。

使用 “ 存储所有光谱 ” 功能来连续地收集光谱。多个检测器支持全部在峰中模
式，该模式会在检测到峰且在运行开始时存储约 20 个峰，用来确定纯度分析的
基线时，不断收集光谱。 

将仪器方法的二极管阵列检测器部分的峰宽设置为运行中最窄的目标峰的峰宽。

请保样品浓度适合检测器的线性运行范围。如果组分浓度过高，检测器的运行范
围将超出吸收度最高的波长的线性范围，但在其他波长仍保持在线性范围内。这
会导致光谱的形状随着浓度而变化，并会将组分报告为 “ 可能不纯 ”。如果组分
浓度过低，则光谱的信噪比不佳，纯度分析的灵敏度也会下降。准确性、灵敏度
最高的纯度分析通常针对的是高度约 250 至 800 mAU 的光谱范围。 

使用缺省设置来检查峰纯度。如果检测到可能存在不纯物，则可以对结果进行进
一步地分析，以确认不纯物并深入了解其特性。

设置峰纯度选项

在 “ 光谱选项 ” 对话框的相应选项卡中选择以下设置。

波长范围

使用此设置可以控制用于纯度分析的波长范围的部分。例如，您可以设置一个下
限，用于排除流动相吸光度导致噪音过大的波长。还可以设置一个上限，用于排
除目标化合物不吸收的较大波长。
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评价峰纯度 3
使用峰纯度分析

光谱处理

使用光谱处理可以执行数学计算以转换、平滑或锯齿化光谱。实际上，能够扩大
光谱中的微小差异的任何处理 （求导数）也会增大噪音，而能够减小噪音的任何
处理 （平滑）也会降低微小光谱变化的灵敏度。

吸收阈值

吸收阈值用于设置分析中可以包含的最低光谱强度。通常，阈值被设置为 
1-2 mAU，以确保将峰边缘处的光谱包括在纯度检查中。

参比光谱

参比光谱是用于校正背景吸光度的基线光谱。建议您始终使用一个参比光谱。建
议的设置为 “ 自动 ”。使用此模式时，将从靠近积分开始和结束的基线提取光
谱。这两个光谱的线性外插用于校正峰中的每个光谱。由于这是两点参比，它可
以使用梯度补偿检测器漂移和流动相组成中的变化。其他参比模式用于与先前的
软件进行向后兼容，从而即使只收集少数光谱，也可以获得某些纯度信息。 

如果两个峰没有完全实现基线分离，使用自动参比选择来自动选择参比光谱可能
会导致从两峰间的峰谷选择参比光谱。未分离的峰不可能是纯峰。在这种情况
下，纯度测试可以用于查找其他隐藏的组分。使用手动参比选择可以从峰组之前
和之后选择参比光谱。

纯度阈值

如果通过采集峰控制光谱来收集数据，则需要输入纯度阈值的值。通常，使用缺
省值 990 会得到可以接受的结果。

如果通过采集所有光谱或峰中的全部光谱来收集数据，则通过允许 Agilent 
ChemStation 版本根据每个光谱各自的信噪比计算其阈值将会得到最佳结果。此
外，也可以为峰中的所有扫描设置一个固定的阈值 （不建议使用此方法）。如果
要使用固定阈值，请使用高于峰控制光谱值的值 （例如介于 995 和 998 之间的
值）。
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3 评价峰纯度
质谱峰纯度

质谱峰纯度

在 LC/MS 中，化合物的特征离子丰度在某个特定保留时间最大，此时 MSD 中组
分的浓度为最大。根据色谱条件和扫描周期时间，相近洗脱的峰的保留时间可能
会非常接近，并且在总离子色谱图 (TIC) 中多个组分可能会显示为单峰或失真的
峰 （如肩峰）。通过检查各个离子最大化时的保留时间，就有可能将在相同保留
时间最大化的离子簇分组；然后可以假定这些离子全部属于相同组分。如果有多
个离子簇，在相同色谱图峰包络线下它们最大化的保留时间不同，则可以认为峰
不纯，并可以确定各个离子簇。

在此分析中，做了以下几个假设：

• 多组分混合物的组分可以通过其质谱或保留时间来分离。混合物的每个组分都
具有独特的质谱和唯一的 m/z 值，或者组分可以充分地被分离，从而可以确
定多个最大值。

• 信噪比足够高，从而可以清楚地确定实际最大值。

• 用作计算组分保留时间依据的离子保留时间是精确而有代表性的。

除了极少数例外，电喷雾电离 (ESI) 只产生分子离子，除非离子源的碰撞诱导解
离 (CID) 用于产生碎片。这意味着如果在一系列光谱中找到两种不同的单电荷离
子 （即使它们一起洗脱），就有可能对这些离子进行识别和定量。执行此操作时
应小心，因为阳离子和阴离子加合物可以产生预期的 [M+H]+ 或 [M-H]- 以外的离
子。大气压化学电离 (APCI) 也产生分子离子，但与电喷雾相比，其中的热碎片
更常见。

另外，质谱包含可用于帮助识别和纯度评估的同位素信息。

只有存在光谱和时间差异时才能通过峰纯度算法识别不纯的峰。手动处理则可以
不受此限制。与紫外数据不同，只要 “ 化合物 ” 包含不同离子，就可以使用 MS 
数据对不纯的峰进行定量。通常，峰纯度需要使用扫描数据而不是 SIM 数据。
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评价峰纯度 3
质谱峰纯度

质谱纯度计算

使用选定的一组 m/z 值检索覆盖峰积分区域的 TIC 范围，并确定每个 m/z 值的
最大丰度值。对于找到的每个最大值，都将使用抛物线拟合来计算内插保留时间
（扫描数）。最大值的保留时间将被分成簇，然后使用此区域内存在的组分进行
识别。有关簇中有多少组分、每个组分的保留时间 （扫描数）以及最大的 m/z 
值的信息将会被报告。

使用丰度值大于扫描中的最大丰度值 （基峰）的 1% 的所有 m/z 值，通过检查在
积分峰时间范围的 25%、 50% 和 75% 时的扫描来获得选定的一组 m/z 值。对于
每个选定的 m/z 值，在确定簇之前，时间范围内第一次扫描和最后一次扫描的平
均丰度将被用于背景校正。

组中的每个 m/z 值是在时间范围内的每次扫描中检查的，最大丰度值及其两端的
丰度值将被存储在一起。对于每个 m/z 值，只存储一个最大值。存储的每个最大
值都会被验证，方法是检查此最大值既没有出现在第一次扫描中也没有出现在最
后一次扫描中，并且两端的丰度值均不为零。

计算了 m/z 值的内插扫描数并且进行了背景校正之后，将产生一个包含 m/z 值、
丰度和内插扫描数的表 （按内插扫描数排序）。

通过检查列表中按扫描数升序排列的最大丰度值来确定簇。一旦注册了簇，将计
算出簇中的 m/z 值的平均内插扫描数；如果所考虑的下一个点比此平均值多出一
半扫描数，则开始一个新的簇。

找到的簇数被报告为组分数；平均内插扫描数为报告的扫描数；簇中具有两个最
大丰度的 m/z 值被报告为离子。

含有多个簇的积分峰将被报告为不纯。

质谱纯度显示

“ 峰离子 ” 窗口

“ 峰离子 ” 窗口显示了每个簇中具有最大丰度的两个 m/z 值。单组分峰显示在同
一保留时间最大化的两个离子；多组分峰显示在同一保留时间最大化的成对离
子。每对离子表示不纯峰中的一个组分。您可以使用 ChemStation 版本的图形
处理更详细地检查离子。



40 了解您的 ChemStation 光谱模块

3 评价峰纯度
质谱峰纯度

“MS 峰纯度结果 ” 窗口

“MS 峰纯度结果 ” 窗口包含峰纯度分析的表格式结果。表中的每行包含一个组分
的信息：平均内插扫描数和两个丰度最大的离子。
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