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摘要

羧甲基纤维素钠(NaCMC)是⼀种⽔溶性且⽆毒的⽣物聚合物，⼴泛应⽤于各⾏各业的不同产品中，如⻝品和⽣物

制药。它的增稠性、机械性能和粘弹性受分⼦量和取代度的影响，这些特性⼜会影响溶解度。将NaCMC加⼊产品

中之前进⾏适当地表征对于确保理想性能⾄关重要。鉴于离⼦性质，寻找适合⽤于表征的流动相并⾮易事。本研

究摒弃了传统耗时的体积排阻⾊谱⽅法，重点关注Advanced Polymer Chromatography™系统的⽅法开发，以

快速筛选流动相，并测定两种不同粘度的五个NaCMC样品的分⼦量。由于被测流动相与聚合物之间的离⼦相互作

⽤，我们观察到显著不同的⾊谱响应。中性pH和较⾼的盐度尽可能地减⼩了离⼦相互作⽤，并得到理想的⾊谱性

能。

优势

APC被证明是⼀种⾼效、快速开发⽅法的有⽤⼯具■

BEH AQ⾊谱柱可以在较宽的pH范围内产⽣低RSD的可重现结果■
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简介

多年来，⼯业中⽣物基聚合物（如纤维素及其衍⽣物）的产品和⼯艺不断增多1。 由于天然纤维素难以使⽤，往往

通过修饰来改变它的溶解性和粘度等物理化学性质。NaCMC就是⼀个经过修饰的纤维素⽰例。对于单羧甲基钠取

代，每个葡萄糖单位最多可以进⾏三个修饰（图1）。

图1.可能的取代位置2。

不同的修饰过程得到的取代度（DS，即每个⽆⽔葡萄糖单位取代的羧甲基钠的平均数⽬）不同。NaCMC越来越多

地应⽤于⻝品、制药、涂料、陶瓷和⽯油⼯业等各种⾏业。⽔性NaCMC溶液可以形成⾼粘性的溶液，因具有增稠

、悬浮和稳定性能⽽得到应⽤，特别是⽤于⻝品和化妆品中。NaCMC有多种化学组成，分⼦量(MW)范围⼴。为了

确定NaCMC的分⼦结构对应⽤性能的影响，需要了解其平均分⼦量信息2。 随着NaCMC在⼯业中的重要性⽇益增

加，⼈们开始关注表征这种物质的不同技术和⽅法。与其他多糖衍⽣物⼀样，这种纤维素基聚合物电解质由于分

⼦量(MW)和化学成分的异质性，⾮常难以表征3。 为了改善现有应⽤的功能或开发新的应⽤，必须要确定其物理

化学特性，如DS、MW和流变性。相较于其他特性，DS对该化合物的溶解度有显著影响，否则，NaCMC会很容易

溶于⽔。测定NaCMC的MW异质性及其分布最常⽤的是传统的体积排阻⾊谱(SEC)法4,5。 然⽽，传统的SEC测定通

常需要较⻓的运⾏时间，⽽且由于吸附剂粒径较⼤以及仪器相关的谱带展宽的影响，分离度较低，导致对细微MW

异质性的灵敏度通常不⾼6。 UPLC SEC分离克服了这些不⾜，过去已成功⽤于表征⽣物基和半合成聚合物7。

要建⽴⼀个稳定的体积排阻⾊谱分析⽅法，有⼏个重要的因素必须考虑。主要因素包括固定相、流动相的选择以
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及样品前处理。本研究的样品前处理采⽤内部⽅法，未做进⼀步研究，⽽是将重点放在使⽤给定的固定相BEH AQ

⾊谱柱时流动相的选择上。 

本研究的重点是在短时间内筛选多个流动相，以克服离⼦相互作⽤，采⽤Aadvanced Polymer 

Chromatography™ (APC™)可重现地测定NaCMC的MW。 

实验

⽤去离⼦⽔溶解相应量的盐，制备APC的流动相，即pH = 5的⼄酸盐缓冲液、pH = 8.8的NaOH稀释液和pH = 7的

0.01 M NaNO3 + 0.2 M NaH2PO4。⽤⼄酸、盐酸和/或氢氧化钠调节pH值。 

样品描述

样品组包含两种不同粘度的五个NaCMC样品。NaCMC 1和2为⾼粘度样品，NaCMC 3到5为中等粘度样品。取100 

mg NaCMC溶于10 mL去离⼦⽔中，在80°C (70 rpm)的线性振摇⽔浴中溶解1⼩时。将溶液冷却⾄室温，然后⽤

洗脱液稀释，制备1 mg/mL的样品溶液。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY APC™

检测条件： ⽰差折光检测器(RI)

⾊谱柱： AQ900 Å + AQ 450 Å + AQ 125 Å/AQ 45 Å

柱温： 40 °C

样品温度： 25 °C

进样体积： 10 µL

流速： 1 mL/min和0.5 mL/min
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数据管理

⾊谱软件： 带有GPC选项的Empower™ 3

结果与讨论

使⽤去离⼦⽔作为评估聚合物与聚合物以及聚合物与表⾯之间相互作⽤的流动相起点。在相同的保留时间范围内

，5个NaCMC样品以近似的死体积(V0)洗脱，形成带⽑刺和肩峰的窄峰，如图2所⽰。在螺旋膨胀（因排斥⽽导致

）和离⼦排斥的共同作⽤下，可以明显看到，先洗脱的成分⼏乎没有分离。NaCMC在⽔中的这种洗脱⾏为是聚合

电解质在低离⼦强度极性溶剂中的典型表现9。 这些电荷效应与固定相类型⽆关，因为以⽔为洗脱液时，NaCMC

的洗脱⾏为与在凝胶⾊谱柱上观察到的相同9。

图2.以⽔作为流动相分析得到的NaCMC 1-5的RI叠加⾊谱图。
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为了减轻NaCMC的聚电解质效应，⽅法开发⼯作流程的后续步骤包括改变pH值，同时添加盐，研究哪种组合能更

有效地减少离⼦引起的排斥和其他影响。在pH 5的⼄酸盐缓冲液中，样品峰的保留时间略有增加，⾊谱图显⽰出

两个不同的峰，如图3所⽰。第⼀个峰对应于NaCMC，⽽5-6 min之间的第⼆个峰通过叠加样品⾊谱图上的空⽩运

⾏鉴别为洗脱液的峰。这⼀结果排除了盐排斥的作⽤，即由于唐南平衡，盐从孔隙中排出3。 主峰突然急剧上升表

明有很⼤⼀部分样品从最⼤的⾊谱柱孔中排出，从⽽被洗脱⽽未分离。基于之前的研究，NaCMC会在缓冲溶液中

形成缔合物10,11。 这些缔合物倾向于在⾊谱柱的死体积中洗脱，这可能是⾊谱图中峰急剧上升的原因。制备⽔溶

性多糖，特别是带电多糖的⽆缔合物溶液是⼀个普遍的问题11。 很难辨别样品峰的拖尾是由于次级相互作⽤，还

是由于样品中存在⼀部分低MW成分。因为硅胶是极性表⾯，可以得出结论，聚合物与表⾯的相互作⽤极⼩。然⽽

，仔细观察⾊谱图发现，样品NaCMC 2、4和5在保留时间3.5-5分钟之间可能存在第⼆个峰群。可以排除⾊谱柱⼲

扰这⼀因素，因为NaCMC 1和3没有表现出这种特征肩峰。我们可以将造成这种肩峰的馏分视为样品中固有的成分

。总的来说，这种流动相条件不够充分，且辨别能⼒不⾜。 

图3.利⽤pH 5的⼄酸盐缓冲液分析所得的所有NaCMC样品的RI叠加图。

由于降低pH值只能轻微改善分离，因此考察了pH 8.8的NaOH稀释溶液，结果如图3所⽰。增加pH值的⽬的是研

究图3中观察到的聚电解质效应是否能随着流速的降低⽽进⼀步减⼩。峰形较之前测试的流动相有所改善。仍有可
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能发⽣相互作⽤，但由于⾼pH值对螺旋聚合物链形状的影响不同，相互作⽤的类型也不同。尽管峰形表⾯上看起

来更⼀致，但⾼pH值的流动相并没有区分出不同粘度的5个样品。此外，在低pH值的⼄酸盐缓冲液中观察到的第

⼆个峰群在⾼pH值的流动相中也没有得到分离。因此，⾼pH值的流动相并没有显著提⾼分离效果。唯⼀的改善可

能是由于将流速从1 mL/min减少到0.5 mL/min。

图4.利⽤pH 8.8的NaOH稀释液分析所得的所有NaCMC样品的RI叠加图。

在明确⾼、低pH值的流动相均不能充分抑制聚电解质典型⾏为的情况下，研究了使⽤中性pH的磷酸盐-硝酸盐流

动相且提⾼盐量的影响12。 此外，将之前的实验中使⽤的AQ 45 Å替换为AQ 125 Å⾊谱柱。分离在11分钟内完成

。从图5中可以看出，因为NaCMC 1已经在低pH值实验中进⾏了观察，所以除NaCMC 1外，将其他样品分为两组

。这表⽰NaCMC 1中低分⼦量组分的丰度不如其他样品明显。结果表明，使⽤含盐的中性pH流动相可以减少

NaCMC与⾊谱柱填料之间不需要的相互作⽤。
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图5.利⽤pH 7的0.2 M NaH2PO4/0.01 M NaNO3分析所得的所有NaCMC样品的RI叠加图。

所有NaCMC的测定分⼦量⻅表1。样品的相对标准偏差(RSD)计算值<4.5，表明测量结果具有良好的重复性。此外

，较低的RSD值也表明聚合物链在剪切作⽤下不存在潜在降解，因为降解会使信号（⾊谱图）的重复性降低，从

⽽导致RSD值较⾼。 

7利⽤Advanced Polymer Chromatography™研究⽔溶性⽣物聚合物中溶剂诱导的离⼦相互作⽤



表1.利⽤pH=7的0.2 M NaH2PO4/0.01 M NaNO3时，所有NaCMC样品的分⼦量和标准偏差。

如预期⼀样，⾼粘度样品NaCMC 1和2的最⾼重均分⼦量(MW)在900-1000 kDa范围内，中等粘度样品的MW在

700-750 kDa范围内。此外，NaCMC 1的多分散性更强，Đ为5.23，⽽NaCMC 2的Đ为4.76。⾊谱图（图4）中可

以清楚地看到显著差异，图4显⽰NaCMC 1主要由⾼MW组分和少量低MW组分组成，这些低MW组分显⽰为宽拖尾

。相⽐之下，NaCMC 2有⼀个⾼MW组分以及第⼆个分离良好的低MW组分，该组分洗脱较晚，保留时间较⻓。另

外，所有中等粘度样品的⾊谱图均有⾼和低MW组分。然⽽，与⾼粘度样品的⾼MW组分相⽐，中等粘度样品的⾼

MW组分洗脱的保留时间相对较⻓。从这些图中可以明显看出，在每种粘度组中，没有相同的两个批次，特别是⾼

粘度组中（NaCMC 1和NaCMC 2）。实际上，在样品进样前的过滤步骤中定性观察到，NaCMC 1的溶液粘度远远

⾼于NaCMC 2和其他样品。⽐较测试的四种流动相，中性pH流动相与AQ 900 Å + 450 Å + 125 Å⾊谱柱相结合对

NaCMC样品的分离效果最好。

结论

⽐较所有样品在增加盐度和低、⾼pH值下的⾊谱结果发现：

聚电解质效应随流动相中盐含量的增加⽽减⼩1. 

pH值在降低聚合物与聚合物的相互作⽤⽅⾯作⽤较⼩2. 

使⽤⾼盐度和中性pH值的组合，如pH 7的0.2 M NaH2PO4/0.01 M NaNO3，所有样品都能得到可重现的MW值

以及容易区分的⾊谱图。这种流动相能最有效地抑制离⼦效应

3. 

即使是3根⾊谱柱组合使⽤，APC系统也能快速运⾏，有助于筛选流动相，⽆需耗时的溶剂交换步骤4. 
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