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摘要

单⼀技术可能⽆法分离由⼋种组分组成的混合物，这些组分具有相似或相同的化学性质或分⼦量。共洗脱是导致

分离不完全的⼀种常⻅原因。将多项技术结合使⽤可提⾼分离效率。

优势

⼆维⾊谱将两种独⽴的分离技术合并到单次分析中。第⼀维应⽤梯度分离⽅法按化学性质分离分析物。第⼆维由

传统或理想的⾼分离度GPC组成，按流体动⼒学体积分离来⾃第⼀维的各分析物馏分。将两个维度相结合可显著

提升分离能⼒。就上样量⽽⾔，将HPLC型分离置于第⼀维是有利的。前期需要较⾼的上样量，使进⼊第⼆维的馏

分浓度不会太低，以致于第⼆维的检测器⽆法检出。

简介

先进的⾼分离度分离技术不仅可以应⽤于聚合物⾏业，还可以更⼴泛地应⽤于化⼯材料⾏业。现代材料科学领域

集中在聚合物应⽤上的研发⼯作与聚苯⼄烯或聚⼄烯等本体线性聚合物相去甚远。由于聚合物应⽤的环境⽇益复

杂，仅靠简单的聚合物已⽆法满⾜现代的⽇常需求。随着研发⼯作开始探索多功能的不同聚合物结构（例如嵌段

共聚物、接枝聚合物、树枝状结构、两亲性材料等）或更复杂的混合物，对于聚合物、其结构和预测特性，单独

的标准GPC或LC不⼀定能够提供⾜够多的信息，或者只能提供不完整的信息。

标准GPC或LC各⾃的局限性使多维或⼆维⾊谱成为近年来越来越常⽤的更先进技术的焦点。 
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从仪器⻆度来看，⼆维⾊谱主要由两套独⽴的分离系统组成，这两套系统以8通阀连接，具有两个相同的样品定量

环，如图1所⽰。当其中⼀个定量环内充满第⼀套分离系统的流出物时，第⼆维泵将另⼀个定量环内容物冲洗到第

⼆套分离系统的分离柱上。借助软件在两个定量环之间切换，使⽤第⼆维⾊谱柱分析第⼀维分离的全部流出物。 

 
图1.仪器设置⽰意图

实验

条件

第⼀维：
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表1.第⼀维梯度表 

第⼆维：

ELSD： 增益：5

漂移管： 50 °C

加热： 75%

TUV： 254 nm

⾊谱柱： M&N Nucleodur 100-5 (4.6 × 250 mm)

整个分离在2 h左右完成。

结果与讨论

为8组分PS（1240 kDa、130 kDa、19.7 kDa、1306 Da）和PMMA（988 kDa、202 kDa、18.7 kDa、2380 

Da）聚合物混合物开发⼆维分析⽅法的第⼀步，是两个维度分别运⾏以了解峰数量和各峰的洗脱位置。由于该系

统配备ELSD和UV检测器，因此采集两种检测器迹线以确定由不同选择性所导致的⾊谱图差异，如图2所⽰。在软

件中校正检测器间延迟。
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图2.GPC运⾏所得PS/PMMA聚合物混合物的ELSD和UV迹线叠图

两种检测器均检测到三个基线分离馏分，但峰形略有不同。GPC运⾏中的检测模式检出4~5个峰，其中⼀些峰具有

不规则的峰形。ELSD迹线（⿊⾊迹线）在1.2 mL洗脱体积下出现肩峰，⽽UV迹线（蓝⾊迹线）不存在该肩峰。

UV检测器检出⼀个额外的⼩峰，⽽ELSD迹线中未检出。这些差异表明存在不同的化学结构。

随后采⽤相同的检测⽅法执⾏从CHCl3到THF的梯度分离。图3所⽰为两种检测器得到的叠加⾊谱图。与图2⼀样

，检出三个主要的基线分离馏分。在低洗脱体积下，两种检测器得到的迹线仅略有不同。在1.5 mL洗脱体积下洗脱

的峰表现出⼀个额外的⼩峰，此峰未在ELSD迹线（⿊⾊迹线）中出现。ELSD迹线在4.3 mL处出现⼀个峰，⽽UV

迹线（蓝⾊迹线）中不存在该峰。两种分离模式都⽆法分离混合物中的所有⼋种组分。共洗脱是发⽣这种情况的⼀

个可能原因。 
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图3.梯度运⾏所得PS/PMMA聚合物混合物的ELSD和UV迹线叠图

在⼆维运⾏中，⼀次样品进样⾸先发⽣梯度分离，随后各洗脱馏分在等度GPC模式下得到后续分离。利⽤

Polymer Standards Service的WinGPC创建的轮廓线图绘制结果。从图4可以看出，梯度分离的洗脱体积绘制在y

轴上，GPC运⾏的洗脱体积绘制在x轴上。颜⾊指⽰馏分的丰度。在y轴和x轴旁边显⽰了各分离模式重构的检测器

迹线作为参考。 

 
图4.8组分混合物的轮廓线图
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垂直排列的馏分表⽰具有相同流体动⼒学尺⼨、在GPC中共洗脱的馏分。因此，在纵轴上根据化学结构差异实现

了分离，两种化学物质得到了很好的分离。⽔平排列的馏分按尺⼨得到分离，三种不同尺⼨的物质彼此分离。由

于y轴上的PMMA样品具有相同的洗脱体积，因此在梯度分离中仍未得到分离。PS样品在梯度分离过程中部分分离

，表明分⼦量在梯度分离过程中有轻微的影响。受BEH XT⾊谱柱的分离范围所限，第四个PMMA样品未得到分离

。

结论

轮廓线图证明，两个维度上都有共洗脱现象。将按化学性质和按尺⼨的分离相结合，分离能⼒得以提升，由此可

以分离七个峰⽽不是四到五个峰。

特⾊产品

ACQUITY超⾼效聚合物⾊谱系统 <https://www.waters.com/134724426>■

ACQUITY UPLC ELS检测器 <https://www.waters.com/514219>■
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