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机理

GPC-SEC 的柱填料为已知孔径的刚性的或半刚性的多

孔材料。图 1 列出了分离机理。孔为圆锥形，实际上

可能不是这样。下例为包含 A, B 和 C 三种组分的混

合物，A 最大，和 C 为最小。由于组分被流动相携带

通过色谱柱，组分 A 不能分散到孔内，(称为被排阻)，

组分 B 约部分分散到孔内，(称为部分渗透)，组分 C

可能全部进入到孔内（称为全部渗透）。这样，从色

谱柱内的洗脱顺序为 A, B, C。

前言

凝胶渗透色谱 (GPC)，也称分子排阻色谱 (SEC)，是

一种按混合物组分的分子大小进行分离的液相色谱模

式。在 GPC-SEC中，大分子先从柱中流出，然后小分

子流出。它是分析高聚物的重要工具。 基本结果是得

到分子量值和分子量分布曲线，以区分高聚物性质的

不同。尽管 GPC-SEC也可用于低聚物的分析，但主要

用于分子量为 2000以上的样品分析。没有分子量的检

测上限，甚至可分析分子量为几百万的高聚物。由于

采用 X-轴的洗脱体积与 Y-轴上分子量对数的特殊校正

方法，对仪器的要求非常严格。

采用 GPC-SEC分析高聚物
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图 2.  典型的 GPC-SEC 校正图
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图 1.  GPC-SEC分离机理

分子量的相互关系：校正

GPC-SEC 的分离机理是基于在流动相中溶剂化分子的

大小。在分子量和分子大小间建立校正关系。图 2 表

明：对选择性透过柱填料的组分分子量的对数值 logM

对保留体积作图，为线性关系。从校正图和样品的保

留体积，可测定分子量或分子量范围。
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图 3.  三种相同平均分子量的摩尔质量分布

平均分子量和摩尔质量分布

简单将峰顶点对应的洗脱体积计算转换为分子量 Mp

并不能得到足够的信息，因为它只代表了单一点的分

子量特性。为了更好的鉴定，洗脱峰被分为几个相等

的体积段，按右边的方程计算平均分子量，这里

h(M) 为分子量 M 对应的片段高度。最重要的平均分

子量为 Mn 和 Mw。Mn 为材料柔韧性信息，Mw 为材

料的强度信息。平均分子量反映了高聚物在峰不同点

的分子量特性。这些信息也可通过膜渗透或光散射等

传统技术获得。然而，GPC-SEC 是能同时提供分子量

分布的唯一技术。这是分子量分布函数与分子量对数

值的关系图。分子量或摩尔质量分布是区分高聚物最

重要的特性。平均分子量值只是表述了样品的平均性

质。图 3 给出了三种具有相同平均分子量的高聚物的

摩尔质量分布，完全不同的摩尔质量分布清晰表明他

们有不同的性质。
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图 4.  PLge柱上，分子量应用范围

流动相选择

理论上，流动相只是溶解样品并携带样品通过色谱柱。

在其它的 HPLC 模式中，如分配、吸附和离子交换机

理，样品在流动相和柱填料上的固定相之间存在相互

作用，通过改变流动相强度可以改变保留，在 GPC-

SEC 中，由于在不同流动相中样品的流体动力学体积

会发生变化，改变流动相可能引起保留的微小变化，

此外，流动相的变化会引起凝胶的胀缩，也会引起凝

胶填料孔大小的变化。这种保留变化相对于其它 HPLC

模式中看到的非常小。在 GPC-SEC中，流动相只是溶

解样品并携带样品通过色谱柱，改变溶剂只得到保留

相对的微小变化，因此，不使用梯度洗脱。

流动相可粗略地分为有机相和水相。四氢呋喃 (THF)

是最常使用的有机溶剂。可用于大量的高聚物，如聚

苯乙烯，聚甲基丙烯酸酯，环氧树脂，聚碳酸酯，聚

氯乙烯和聚苯乙烯丙烯腈。其它溶剂，如甲苯，二甲

基乙酰胺，二甲基甲酰胺。对更多高聚物，可选择的

更广泛的流动相和色谱柱的更多信息见参考文献 1。

柱填料

最常使用两种类型的柱填料类型为聚合凝胶和硅胶。

两种类型的填料均有优缺点。高聚物凝胶使用更广泛。

其优势在于可忽略吸附效应， 然而，使用这些凝胶分

析所用溶剂受到限制，由于具有可压缩性，这些凝胶

易受到压力冲击而被破坏。硅胶材料在物理学上很稳

定，可适于大量的流动相。然而，采用硅胶填料，吸

附是大问题，除非对表面进行脱活。高度交联的苯乙

烯/二乙烯基苯颗粒填充的 Agilent PL 凝胶柱是最常

用的用有机流动相分离高聚物的色谱柱。具有不同颗

粒和孔大小的填料适用于测定分子量分布范围很广的

高聚物（图 4）。分析宽分布的高聚物，单独使用一根

色谱柱是不够的。 这样，多数情况下需使用几根色谱

柱，典型的为 2至 3根（直到 6根）。关于流动相和柱

选择的更多信息见参考文献 1。
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图 5.  PL aquagel-OH柱上，分子量的应用范围

表 1.  影响分子量数据准确度和精密度的硬件和软件参数

ZORBAX PSM 固定相可以作为聚苯乙烯/二乙烯基苯

基固定相以外的另一种选择，这是一种小的 (5 µm)多

孔微球体 (PSM)，分为脱活和未处理两种。脱活材料

经过硅烷化处理，用于在非水或含部分水的流动相条

件下分析非极性到较强极性的高聚物。未处理材料即

可用于非水也可用于含水流动相。专用于水相流动相

分析的是安捷伦带有亲水的多羟基表面的 PL水凝胶羟

基柱。可分析中性的亲水聚合物，可扩展用于包括如

聚丙烯酰胺和聚环氧乙烷的高分子量聚合物 (图 5) 的

分析。

仪器硬件要求

由于采用 X-轴的洗脱体积（保留时间）与 Y-轴上分子

量的对数的特殊校正方法，对仪器的硬件和软件要求

非常严格。分子量数值的精密度和准确度取决于表 1

列出的几个硬件和软件参数。

最重要的参数之一是流速的精密度。表 2 给出了流速

的偏差对测得的聚苯乙烯样品的分子量 Mw 结果的严

重影响。整个系统在 1 mL/min 的流速下校正，在严

格按照这个流速条件下分析，分子量Mw值为 35400。

表 2 表明流速仅有+0.60% 或 +1.30% 的偏差，分子量

就会有 11.0%和 23.6%的偏差。

硬件参数 软件参数

• 色谱柱稳定性 • 计算过程的精密度
• 泵流量精密度、保留时间的精密度 < 0.1 % • 精密的基线判定
• 柱温精密度±0.15 ºC  • 计算开始和结束标记的精密度
• 最小的短期和长期噪音 • 可选择的数据点个数
• 稳定耐用的自动进样器 • 多种校正程序

• 自动和交互式的数据分析与报告
• 可以使用内标校准流速变化
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图 6.  采用示差折光和紫外-可见光检测器分析聚甲基丙烯酸甲酯的重叠色谱图

流速 [ml/min] 流速偏差 [%] 分子量 偏差 [%]

1.013 +1.30 43400 +23.6
1.006 +0.60 39300 +11.0
1.0 0 35400 0
0.992 -0.80 31100 -12.2
0.985 -1.50 27700 -21.80

表 2.  流速波动对分子量的影响

在校正和样品运行中柱温的稳定性也很重要。例如在

柱温箱没有进行温度控制的情况下，4℃的温度变化很

容易发生，它将使结果产生 2.6%的偏差。

在软件方面重要的是：软件的正确安装和正确的进行

计算。最好的 GPC-SEC软件可提供安装确认和系统确

认程序。在安装后，可执行安装确认程序，然后可定

期地检验所有部分安装正确。系统确认用于证实软件

技术正确。被作为程序的保护部分提供的数据文件和

校正文件将被保护，并生成报告打印。已知样品的

GPC 原始数据以与安捷伦工作站数据采集相同的方式

处理。这不但保证最终的计算结果真实，也保证了完

全的数据处理路径。然后将结果与理论结果比较，如

果结果与指定的百分率差异很小，系统确认测试通过。

硬件与软件的参数对分子量数据的准确度和精密度影

响在参考文献 2和 3中有进一步讨论。

示差折光检测器是采用 GPC-SEC鉴定高聚物最常用的

检测器。一些高聚物，如聚环氧乙烷，右旋糖苷，纤

维素在紫外-可见光范围内无吸收。

另一方面，有些高聚物，如果洗脱液透明，且选择了

正确的检测波长，可用紫外-可见光检测器分析。例如

含芳香基团的高聚物，如聚苯乙烯或聚苯乙烯；丙烯

腈和不含芳香基团的高聚物，如聚甲基丙烯酸甲酯，

聚丁二烯，聚碳酸酯，聚酰胺和聚丙烯酸。图 6 给出

了采用示差折光和紫外-可见光检测器分析聚甲基丙烯

酸甲酯 (PMMA) 的重叠色谱图。

双检测器的优点之一是操作者可得到更多的样品信

息。聚甲基丙烯酸甲酯色谱图在高聚物区非常相似，

但由于UV检测器的高灵敏度，在低聚物区的色谱图明

显不同。
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平均值 精密度

Mn Mw Mn Mw

参考值 86000 (GPC) 246000 (光散射) - -

UV-DAD 90700 265000 0.69 0.33

RID 91530 265000 1.24 0.36

表 3.  UV-DAD和示差折光检测器准确度和精密度的比较

如果 UV 检测器是二极管阵列检测器，在分析中可得

到光谱图，以用于峰识别与峰纯度控制。相关例子可

参见文献 5。紫外-可见光检测器的另一个优点是低的

基线噪音和漂移。这些对分子量数据的准确度和精密

度都会有影响。为进行研究，我们采用 UV-二极管阵

列检测器和示差折光检测器，分析了一系列苯乙烯样

品。表 3 给出了从 10 次自动分析得到的 Mn 和 Mw

平均值和计算出的各自相对标准偏差。

最先进的示差折光检测器在基线噪音，漂移和自动化

方面有明显提高。因此，表 3 中，除精密度数据有所

不同外，两个检测器数据非常相似。紫外-可见光检测

器的精密度数据明显优于示差折光检测器约 2倍。

结论

GPC-SEC 是最广泛用于分析高聚物的技术。可用于有

机相和水相中的样品分析，可测定的分子量范围从约

100 至几百万道尔顿。同传统分析技术相比，它可得到

平均分子量和分子量分布信息。为得到准确可靠的分

析结果，相比其它液相色谱分离模式，对硬件和软件

的要求要严格得多。
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