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示差折光和光散射双检测体积排除色谱的绝对定量化!
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摘 要 讨论了示差折光和光散射联用双检测体积排除色谱的绝对定量化的原理，强调指出了试样注入量

在数据处理中的重要作用 8测量注入试样的这两种检测器的检测常数，可以同时得到试样的折光指数增量和
重均分子量的绝对值 8这一方法除了适用于各种均聚物外，还可以应用于高分子混合物的分析 8此时，如将混
合物看作为单一溶质，从所得折光指数增量和重均分子量，可对它们的组成作出定量分析，还可以判断共混物

两个组分之间有无分子缔合等现象的产生 8这一方法应用于聚甲基丙烯酸甲酯<聚苯乙烯（=>>?<=@）混合物
的溶液，指明在四氢呋喃中两者产生缔合而形成了复合物 8
关键词 体积排除色谱，AB$C@双检测器，检测常数，高分子混合物间的缔合

示差折光$光散射（AB$C@）双检测体积排除色
谱（@)D）方法在分离柱具有良好分离效率时，可
以用来直接测量高分子的重均分子量和分子量分

布，无需对 @)D 分离柱作事先的分子量分离校
准 8此时，由于两个检测池中的溶液并不是同一个
溶液，流过的时间有先有后，因而必须做池间体积

的移位校准 8另一方面，如果色谱柱的分离效率不
佳，或者试样的分子量分布超越了色谱柱的分离

极限，甚至失去分离作用（相当于将色谱柱从仪器

中移除）此时将得到两条接近重复的检测曲线 8按
照一般的处理办法，这样的数据似乎用处不大 8本
文则将说明，运用这两种检测器的绝对定量化原

则［% E ;］之后，除了分子量分布以外，还可以得到被

测试样的许多额外信息 8本文将对其中的两个，即
折光指数增量的分子量依赖性和高分子混合物在

溶液中的缔合两方面的应用做一简要的说明 8

! 双检测体积排除色谱的绝对定量
化原理和方法

在 @)D过程中，溶质分子按其分子尺寸的大
小而分离 8分子体积一定的溶质，在给定的色谱柱
中具有一定的淋出体积 8在常规 @)D的操作过程
里，用示差折光或紫外吸收作为溶质的浓度检测

器，只要得到淋出溶液在某一淋出体积时的浓度

检测信号，除以信号的总和（归一化），即可得到该

淋出体积时淋出溶质在总体试样中所占的重量分

数 8再与事先订定的高分子的淋出体积与分子量

的关系（校准关系）相结合，即可计算出试样的各

种平均分子量，而归一化实验谱图可视作试样的

分子量分布图 8长期以来，由于这一处理方式无须
知道试样中各个组分含量的绝对值，注入溶液的

浓度无须确知，而分子量的绝对值可以计算得到，

被认为是 @)D 的一个特别优点 8
按照检测器绝对定量化的原则［% E ;］，检测器

的输出信号的大小与注入色谱柱的试样质量有

关 8注入色谱柱一个单一溶质的试样，只会出现一
个单独的色谱峰 !（ "），将此峰的输出信号除以
注入溶质的质量 # ,36后，得到注入单位溶质质量

的输出信号，记作 !#（"）

!#（"）F !（"）
# ,36

# ,36等于注入试样溶液的体积与浓度的乘积 8
!#（"）的总面积称为检测器的响应常数 $

$ F"!#（"）9" F"!（"）9"
# ,36

F %
# ,36

其中 % 为输出信号!（"）色谱峰下的总面积 8
示差折光浓度检测器的输出信号 !AB（ "）与

浓度的关系为［% E ;］

!AB（"）F &［’（"）G ’"］F &· 9’
9( )( · (（"）
（%）

式中 ’（"），’" 分别是检测池中溶液和参比池中

溶剂的折光指数，& 是仪器常数，9’9(是试样溶液
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的折光指数增量 !如在谱图覆盖的整个淋洗体积
范围里对（"）式积分，则示差折光检测响应峰的总
面积 !#$为

!#$ %!"
##$（"）&" % $· &%

&( )& ·!&（"）&"

其中

!"
&（"）&" % & ’()·" ’() % ’ ’()

& ’()，" ’()和 ’ ’()分别为注入色谱柱内的原始溶液的

浓度、体积和注入溶质的质量 !示差折光检测器的
响应常数 $#$为

$#$ %
!#$

’ ’()
% (· &%

&( )& （"*）

如果选择一种其折光指数增量已知的试样为标准

试样，计作

$"#$ % (· &%
&( )&

"
（"+）

则待定试样的折光指数增量
&%
&&可从两者的示差

折光检测响应常数的比值算出

&%
&( )& %

$#$

$"#$
&%
&( )&

"
（",）

光散射的检测响应输出信号 #-.（"）也就是
检测池中淋出溶液的瑞利因子 )!（"），它与检测
池中溶液的浓度 &（"）成正比，两者间具有下式所
示的浓度依赖性［/］

#-.（"）% )!（"）% $· &%
&( )&

0

·*1· &（"）

（0）

式中的光散射光学常数 $ % "
+2
·

0·!·%3

"( )0

0

（+2

为 2456*&75 常数，%3 为溶剂的折光指数，"为入
射光在真空中的波长）!上式还指示，检测输出信
号 #-.（"）也同时与池中溶质的重均分子量 *1

和折光指数增量的平方
&%
&( )&

0
成正比 !

如对式（0）在覆盖整个淋洗体积范围内积分，
则光散射检测响应峰的总面积 !-.为

!-. %!"
#（"）&" % $· &%

&( )&
0

·*1·!&（"）&"

如令检测响应峰的总面积 !-.与注入色谱柱内的

溶质质量的比值为光散射的检测响应常数 $-.，

则

$-. %
!-.

’ ’()
% $· &%

&( )&
0

·*1 （0*）

它与溶质的重均分子量与折光指数增量平方的乘

积成正比 !
如果选择一个重均分子量和折光指数增量均

已确知的试样作为标准试样，它的重均分子量和

折光指数增量分别为 *"1 和
&%
&( )&

"
，光散射响应

常数为 $"-.则可分别计算得到示差折光检测器的
仪器常数 ( 和光散射的光学常数 $

( %
$"#$
&%
&( )&

" （8）

$ %
$"-.

*"1
&%
&( )&[ ]" 0 （9）

得到仪器常数和光学常数后，无论什么试样只要

同时测出它们的示差折光检测常数 $#$和光散射

检测常数 $-.，该试样的折光指数增量
&%
&&和重均

分子量*1 即可按

&%
&( )& %

$#$

( （/）

*1 %
$-.

$· &%
&( )&

0 （:）

或 *1 %
(0 $-.

$·$0
#$

（:*）

计算得到 !
运用这一计算方法，可以从 #$;-. 双检测

.<=同时得到待定试样的折光指数增量和重均分
子量的绝对值，不受色谱柱是否有分离作用的限

制 !唯一的实验要求是，注入试样溶液的浓度和体
积必须确知，以便计算注入色谱柱内溶质的准确

质量，从而获得该试样的两个检测常数 $#$，$-.

和重均分子量 *1 !对于一系列分子尺寸不等的
同系高分子而言，通过上述处理方法可以得到高

分子在淋洗溶剂中的折光指数增量、重均分子量、

折光指数增量的分子量依赖性以及浓度检测器中

分子量与淋出体积之间的校准关系 !此时，由于检
测响应常数是对整个实验谱图而言的，无须考虑

两个检测器之间的连接管道长短的影响 !

! 绝对定量化方法的应用

!"# 折光指数增量的分子量依赖性
本工作使用了 " 组由 8 根 .>?7*6@A 色谱柱串

接组成的 B2C<#. /"/ 型液相色谱仪，配接了
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!"#$$ %&!’ (&)型光散射仪和 !"#$$ &*$+,#- .(/
型示差折光仪作为在线检测器联用 0实验用 123
作为淋洗剂，柱温和流速分别固定为 45678和
9677 :;<:+=0 运用上节所述处理方法，对一组窄
分布聚苯乙烯试样的实验数据，除以各自的试样

注入量后，得到两个检测器的单位质量下的实验

谱图 !">?（#）和 !";)（#），如图 9和图 4所示 0

3+@0 9 1AB +=CBD$BE :#FF =G.:#,+HBE BI*B.+:B=$#,

DA.G:#$G@.#:F !">?（#）JG. # FB.+BF GJ =#.GK :G,BDL,#. KB+@A$

E+F$.+-L$+G=（’M!%）*G,"F$".B=B F#:*,BF

1AB ,#-,BF J.G: $G* $G -G$$G: #.B DG..BF*G=E+=@ $G $AB

DA.G:#$G@.#:F J.G: .+@A$ $G ,BJ$ 0

3+@0 4 1AB +=CBD$BE :#FF =G.:#,+HBE BI*B.+:B=$#,

DA.G:#$G@.#:F !";)（#）JG. # FB.+BF GJ ’M!% *G,"F$".B=B

F#:*,BF

1AB +=FB.$BE E+#@.#: +F $AB B=,#.@BE *G.$+G= JG. # N 4O :;0

1AB ,#-,BF J.G: $G* $G -G$$G: #.B DG..BF*G=E+=@ $G $AB

DA.G:#$G@.#:F J.G: .+@A$ $G ,BJ$ 0

由图可见，用 !">?（#）和 !";)（#）可以定量
表示这两个检测器对试样的响应特征 0例如，示差
折光的响应几乎等高，而光散射的响应则随淋洗

体积的增大而逐个变小 0对实验数据只作一个简
单的绝对定量化处理（除以试样注入量），就可以

直观地反映试样的分子量大小，色谱柱的分离效

果等定性信息 0如指定一个聚苯乙烯试样（’P)QO）
作为标准，其折光指数增量为 769RS5，按上节所述
方程（O）和方程（S），计算得到示差折光检测器的
仪器常数 $ 和光散射的光学常数 % 0它们分别是
$ T 9677U V 97W O和 % T 96R9U V 97W O 0这两个常数
确定之后，就可以用它们对经过注入质量归一化

的响应常数 %>?和 %;)来计算任意一个试样的折

光指数增量和重均分子量 0
图 9和图 4中各个聚苯乙烯试样的重均分子

量有很大差别，互不相同 0它们的折光指数增量虽
然十分接近，但可看到当分子量小于 9 V 97S 时，
有下降的趋势，如图 O所示 0在图 O上也画出了文
献所载［9］苯乙烯低聚物在四氢呋喃中的折光指数

增量，与本工作的实验结果能平滑地衔接，两者均

满足聚苯乙烯折光指数增量分子量依赖性的理论

关系［9］

E&
E’ T E&

E( )’ X
9 Y（%! W 9）

((

(







=

（97）

其中
E&
E( )’ 为分子量趋于无穷大时的折光指数增

量，%!为端基与结构重复单元折光指数增量的比
值，(( 为端基分子量 0
可见，当用单一示差折光检测器测量分子量

分布，如聚苯乙烯的分子量小于 9 V 97S 时，折光
指数增量的偏离必须加以考虑 0

3+@0 O 1AB :G,#. :#FF EB*B=EB=DB GJ E&<E’ GJ

*G,"F$".B=B += 123

在图 S上，画出了实验所得的聚苯乙烯的重
均分子量与示差折光检测响应的峰位体积 #* 之

间的关系 0它们与用常规方法从标样的 (* 与 #*

所得的校准曲线十分接近，两者间的微小差异是

由于聚苯乙烯试样的重均分子量略高于峰位分子

量所引起，此差异可以根据光散射Q示差折光检测
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器所得谱图的扩展效应理论作出预计［!］"

#$%" & ’() *)$%(+ ,-).,%) /01,. /,22 -).232 4),5

-013/) 06 78 9)+):+0. 410+ ,;9 +() :,1$<.,+$0; :3.-)

0<+,$;)9 <= 323,1 *,=

#$%" > ’() 1$;),. 9)4);9);:= 06 +() 9)+):+0. .)240;2) :0;2+,;+2

,;9 9!
9" 06 +() ?@A?BBC /$D+3.) 0; +() :0/402$+$0; 06 +()

:0/40;);+

!"! 高分子共混物组成分析及缔合作用研究
运用单一示差折光计响应的绝对定量化原

则，可以从复杂混合物的质量归一化示差折光谱

图 #$78（%）计算得到二元混合物中组分的组
成［&］"本工作用 78AE@ 双检测 @FG测量了聚甲基
丙烯酸甲酯（?BBC）、聚苯乙烯（?@）以及一系列
组成确知的两者混合物的 @FG谱图 "按前节所述
原理，从溶质质量归一化的实验响应谱图，分别计

算得到这两个检测器给出的检测响应常数 &78和

&E@ "从 &78又可计算得到共混物在溶液中的折光

指数增量
9!
9" "在整个共混物的组成范围内，它们

都与混合物中 ?BBC 的质量分数 $B 间具有十分

良好的线性关系，如图 >所示 "
它们都满足组分重量分数加和定则

& H（I J $B）&?@ K $B &?BBC （L）
的事实指示，一个组成待定的 ?BBCA?@二元混合
物，它的组成可以通过检测常数或折光指数增量

的测量结果，按

$B H
&?@ J &

&?@ J &?BBC
（M）

或 $B H

9!
9( )" ?@

J 9!
9( )"

9!
9( )" ?@

J 9!
9( )" ?BBC

（N）

计算得到混合物中聚甲基丙烯酸甲酯所占质量分

数 $B "
另一方面，测量得到各混合物的重均分子量

并不满足重量分数加和率

’*，O H（I J $B）’*，?@ K $B’*，?BBC （IO）
显现了一种有规律的巨大正偏离，如图 ! "此事实
明确指示，由于聚甲基丙烯酸甲酯与聚苯乙烯在

溶液中产生缔合反应而生成复合物，导致分子量

的增大 "如复合反应按
!C K (P H )!*( （II）

的模式进行，则可导得每克混合物中复合物 )!*(

的摩尔数 + 为

+ H!’*
I

（! J I）!’Q
C K（( J I）(’Q

P K Q!(’C’P

（IQ）
其中 ’C 和 ’P 分别为 C分子（聚甲基丙烯酸甲
酯）和 P分子（聚苯乙烯）的分子量，!’* 则为差值

!’* H ’* J ’*，O （IR）
当组成复合物的原始分子数 ! 和 ( 都等于 I时，
式（IR）成为

+ H I
Q!’*

I
’C’P

（I&）

由于 ?@和 ?BBC分子量的差别比较大，而且
各有其本身的分子量分布，复合物中 ?@和 ?BBC
的分子数（! 和 (）需要推定 "运用求解复合反应
（II）的方法，再与实验结果对比，推知当 ! H R和
( H ISR时，理论计算的结果与实验数据有最佳的
一致性，参见图 !和图 L，此时复合常数 &, H &T!
U IO> "
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!"#$ % &’( )("#’* +,(-+#( ./0(120+- )("#’*3 /4 56678

59 .":*2-(3 "; &<! 3/02*"/;

&’( 3/0"= 0";( "3 *’(/-(*"1+00> 1+0120+*(= 0";( 4/- ! ? @，"

? AB@ +;= #+ ? CD% E AFG $

!"#$ H &’( ;2.I(- /4 ./0(3 /4 7!J" K(- #-+. /4 566789 .":*2-( ";

&<! 3/02*"/; 4/- ! ? @ +;= " ? AB@

L"-10(3：1+0120+*(= 4-/. (:K(-".(;*+0 ./0(120+- )("#’* =+*+$ 9/0"= 0";(：

*’(/-(*"1+0 0";( )"*’ #+ ? CD% E AFG

从以上的实验和所作理论分析的结果可知，

5667和 59混合物在 &<!溶液中，两种结构不同
的高分子由于分子间吸引力的存在，要发生缔合

作用 $复合物的产生导致分子量的增大 $对此过程
可以作出理论的定量诠释 $

! 结论
在前两节中，本文针对示差折光8光散射双检

测体积排除色谱（9ML）绝对定量化的原理和原则
以及它的两个实际应用做了扼要的介绍 $这里所
谓的绝对定量化，事实上是将常规 9ML中通常都
忽视的试样注入量作为一个必要因素在数据处理

过程中加以运用 $这样的改动，并不影响 9ML 数
据的常规应用，反而可能得到更多意料之外的信

息 $

"#$#"#%&#’
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