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GPC方法开发简介

GPC原理
凝胶渗透色谱（GPC）是利用不同大小（分子量）的分子在填料
孔隙中的排阻程度不同实现分离。GPC色谱柱的填料采用高分子凝
胶，流动相为非水溶性的有机溶剂。

有效的GPC分离要求分析物部分进入填料孔隙中。如果分析物分子
完全不能进入孔隙中，则会最先在V0（空隙体积）里排出，色谱图
中标记为C。如果分子完全“渗透”进填料孔隙中，则会在最后排
出，图中标记为F。所有在中间洗脱出的分子都处于部分渗透区，
可以准确进行定性和定量分析。

溶剂切换注意事项 
如果一直使用相同的溶剂，可以适当延长GPC色谱柱寿命,同时也会减少溶剂切换的操作次数，避免操作不当
造成的色谱柱柱床塌陷。

确保溶剂切换操作正确的四个步骤：

1.	 降低流速至0.2 mL/min (7.5 – 8 mm ID)

2.	 柱压不超过1500psi

3.	 确保使用的溶剂完全互溶

4.	 使用下表来比较新旧溶剂的溶胀性质

溶剂互溶表

减少溶剂消耗量

Phenogel-NB（窄孔）GPC色谱柱：
凝胶渗透色谱中的更佳规格

•	减少溶剂消耗量

•	提高重现性

•	降低废液处理成本

溶剂消耗
Phenogel-NB色谱柱的内径为4.6mm，使用流速为0.35mL/min，	
能为您节省高达65%的溶剂和废液处理开支！

样品浓度和进样量
以下建议基于样品的分子量和多分散系数（PDI)。
 

注意
样品的粘度随着分子量增加而提高。请使用低浓度样品以避免降解。

溶剂选择
溶剂的选择要从以下几个方面考虑：

•	分析物须能溶解在溶剂中

•	固定相与溶剂兼容

•	选择不会发生次级作用的溶剂，使分离完全来自体积排阻

•	为保证流动相的粘度不至于太高，有时可在较高温度操	

作，	但需保证溶剂的沸点至少比操作温度高50°C
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推荐GPC溶剂 样品 建议温度

THF 

聚苯乙烯
聚丁二烯
环氧树脂
酚醛树脂

聚甲基丙烯酸甲酯
聚乙二醇

室温

室温

HFIP**
聚酰胺（尼龙）

PET/PETP
(聚乙二醇对苯二甲酸酯)

30 °C

二氯甲烷
萘

邻苯二甲酸二乙基己酯 室温

甲苯
聚异丁烯
聚异戊二烯
硅油

室温

DMF

聚环氧乙烷
聚乙烯吡咯烷酮（PVP)

醋酸纤维素
羟乙基纤维素（HEC)

氯化橡胶

50 °C 
40 °C

Phenogel单孔径色谱柱:
线性或 

混合柱床 建议操作温度流动相溶剂 50 Å 100 Å 500 Å 103 Å 104 Å 105 Å 106 Å

丙酮 是 是 是 是 是 是 是 是

苯 是 是 是 是 是 是 是 是

四氯化碳 是 是 是 是 是 是 是 是

氯仿 是 是 是 是 是 是 是 是

30% 六氟异丙醇/氯仿 是 是 是 是 是 是 是 是

乙醚 是 是 是 是 是 是 是 是

二甲基乙酰胺（DMAC） 是* 是 是 是 是 是 是 是 60 °C

二甲基甲酰胺（DMF） 是* 是 是 是 是 是 是 是 60 °C

二•烷 是 是 是 是 是 是 是 是

DMSO 是* 是 是 是 是 是 是 是 60 °C

乙酸乙酯 是 是 是 是 是 是 是 是

六氟异丙醇（HFIP） 是 是 是 是 是 是 是 是

己烷 是 是 是 是 是 是 是 是

间甲酚 是* 是 是 是 是 是 是 是 100 °C

甲乙酮 是 是 是 是 是 是 是 是

二氯甲烷 是 是 是 是 是 是 是 是

邻氯酚 是* 是 是 是 是 是 是 是 100 °C

邻二氯苯 是* 是 是 是 是 是 是 是 135 °C

喹啉 是* 是 是 是 是 是 是 是 60 °C

四氢呋喃 是 是 是 是 是 是 是 是

甲苯 是 是 是 是 是 是 是 是

三氯苯 是* 是 是 是 是 是 是 是 135 °C

水 否 否 否 否 否 否 否 否

二甲苯 是 是 是 是 是 是 是 是

*不建议使用5μm 50Å色谱柱                       否 = 不互溶   是 = 互溶

色谱柱数量 进样量 [µL]

≥ 4 200 – 250

3 100

2 50

1 20

样品 推荐浓度 [mg/mL], (%)

100–10,000 Da (低PDI) 2 (0.2 %)

10,000–1,000,000 Da (低PDI) 1-2 (0.1 – 0.2 %) 较高分子量取较低浓度值

>1,000,000 Da (低PDI) 0.5 (0.05 %) 较高分子量取较低浓度值

高PDI (≥ 2) 4-5 (0.4 – 0.5 %)

103 Å 106 Å

溶胀分类 A B C D

A D D D I

B D D I D

C D I D D

D I D D D

D：直接切换。I：不可直接切换，需中间溶剂。 

**HFIP（六氟异丙醇）能将有些聚合物比如聚酰胺和PET的分析温度从原先的135°C（或更高）降至100°C以下。与传统GPC色谱柱相比，Phenogel色谱柱的颗粒粒径分布均一，	
能有效改善使用HFIP时出现的色谱峰重叠和展宽。

注意
在使用窄孔GPC/SEC色谱柱时，样品洗脱体积大大减少，有效浓度升高，可能会引起过载。此时应适当降低进样量。

废液更少！

7.5-8.0 mm内径                   4.6 mm内径

注意
进行溶剂切换前，请确保新旧溶剂完全互溶。

Phenogel颗粒的扫描电镜照片

•
•
•

•

•

•

•

•	极性溶剂如DMF、NMP和DMAC有时会与分析物或流动相
发生不利于分离的次级作用，加入0.1M溴化锂溶液可以消
除这种影响

•

溶胀

溶胀

溶胀

溶胀 乙腈
环己烷
正己烷
氟利昂-113
六氟异丙醇
异丙醇
正丁醇
甲醇

乙醚
二氯甲烷
甲乙烷
环庚烷
乙酸乙酯

丙酮
间甲酚
邻氯酚

二甲基甲酰胺
二甲基乙酰胺

N-甲基吡咯烷酮
DMSO
二•烷

甲苯
TCB
THF

对二甲苯
氯仿
环戊烷
苯
吡啶

邻二氯苯

互溶表
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 	 极性指数 	 折射率 	 紫外 (nm) 	 沸点 	 黏度 	 水溶性
溶剂    @ 20 °C 	 截止波长 @ 1 AU   (°C)  (cPoise)   (% w/w)

醋酸  6.2  1,372  230  118  1.26  100
丙酮  5.1  1,359  330  56  0.32  100
乙腈  5.8  1,344  190  82  0.37  100
苯  2.7  1,501  280  80  0.65  0.18
正丁醇  4.0  1,394  254  125  0.73  0.43
乙酸丁酯 3.9  1,399  215  118  2.98  7.81
四氯化碳  1.6  1,466  263  77  0.97  0.08
氯仿  4.1  1,446  245  61  0.57                     0.815
环己烷  0.2  1,426  200  81  1.00  0.01
1,2 - 二氯乙烷 3.5  1,444  225  84  0.79  0.81
二氯甲烷  3.1  1,424  235  41  0.44  1.6

二甲基甲酰胺  6.4  1,431  268  155  0.92  100
二甲亚砜 7.2  1,478  268  189  2.00  100
二 烷 4.8  1,422  215  101  1.54  100
乙醇  5.2  1,360  210  78  1.20  100
乙酸乙酯  4.4  1,372  260  77  0.45  8.7 
乙醚  2.8  1,353  220  35  0.32  6.89
庚烷  0.0  1,387  200  98  0.39  0.0003
正己烷  0.0  1,375  200  69  0.33                     0.001
甲醇  5.1  1,329  205  65  0.60  100
甲基叔丁基醚 2.5  1,369  210  55  0.27  4.8
丁酮                                       4,7             1,379          329                         80                       0.45              24
戊烷                                       0.0             1,358          200                         36                       0.23         0.004
正丙醇                                   4.0             1,384          210                         97                       2.27            100
异丙醇                                   3.9             1,377          210                         82                       2.30            100
异丙醚                                   2.2             1,368          220                         68                       0.37 
四氢呋喃                               4.0             1,407          215                         65                       0.55            100
甲苯                                       2.4             1,496          285                         111                     0.59            0.051
三氯乙烯                              1.0             1,477          273                         87                       0.57             0.11
水                                           9.0             1,333          200                        100                      1.00              100
二甲苯                                   2.5             1,500          290                        139                      0.61            0.018

非水相GPC/SEC色谱柱	

（空隙体积）

分子量
(MW)

完全排阻

部分渗透

完全渗透

（孔洞体积）

保留体积

色谱柱选择
选择GPC色谱柱首先要考虑分析物的分子量分布，其次要决定分离度和分析速度哪个对您更重要。	
下面的表格可以为您提供一些参考。

串联GPC色谱柱

不同Phenogel色谱柱的分子量校正曲线 

注意
请勿将不同的混合柱床/线性色谱柱串联使用。请勿将混合柱床色谱柱和单孔径色谱柱串联使用。串联使用不同的单孔径色谱柱
时，请确保它们的校正曲线斜率相同。串联色谱柱时，请确保孔径的递增或递减方向一致。

目标

混合柱床

（线性） 单孔径

最佳分离度 

快速分离，分子量范围大 

分子量范围已知  

分子量范围未知 

样品类型 分子量 Phenogel色谱柱

小分子有机物
100 – 3 K
500 – 6 K
1 K – 15 K

50 Å
100 Å
500 Å

树脂
1 K – 75 K

5 K – 500 K
10 K – 1,000 K

103 Å
104 Å
105 Å

大分子聚合物
60 K – 10,000 K
100 – 10,000 K

106 Å
Linear (2)

淋洗体积/柱（mL)
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Separation

Separation

Range
Range

VR

M2

M2
M1

M1
VR VR

VR

色谱柱数量 分子量范围 分离度 分析时间

1根混合柱床色谱柱 宽 一般 短

2根混合柱床色谱柱 宽 好 一般

3根混合柱床色谱柱 宽 很好 长

1根单孔径色谱柱 窄 好 短

2根不同孔径的单孔径色谱柱 宽 好 一般

3根不同孔径的单孔径色谱柱 非常宽 好 长

2-3根相同孔径的单孔径色谱柱 窄 很好 长

聚合物

区间

分离

线性

区间

分离

单孔径

聚合物

（保留体积）（保留体积）
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商标
Phenogel是Phenomenex公司的商标	

仅用于研究目的。不可用于诊断程序。
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