
白皮书

摘要
凝胶渗透色谱/体积排阻色谱 (GPC/SEC) 作为一种液相色谱 (LC) 技术，需要使用流
动相。人们越来越意识到需要更具可持续性（更环保）的解决方案，这使得对环境
和健康友好的溶剂和溶液成为关注的焦点。

众所周知的绿色化学十二条原则[1] 中有三条是液相色谱法的核心要求：防止生成废
弃物，使用更安全的溶剂和助剂以及使用可再生原料。目前许多科学家关心的问题
是如何在分析实验室中实施这些原则。

本白皮书介绍了来自可再生资源的危害较小的替代溶剂，可成功应用于大分子的体
积排阻分离。此外，我们还为 GPC/SEC 用户提供了多种选择，用于建立符合绿色化
学十二条原则的解决方案。

实现更环保的 GPC/SEC 分析
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前言
GPC/SEC 是一种成熟的液相色谱技术，用于表征溶液中的大
分子[2]。典型的 GPC/SEC 系统包括： 

 – 一个等度泵，用于输送流动相 

 – 一个进样系统（手动或自动），用于引入溶解于流动相中
的样品

 – 一根或多根装填大孔填料固定相的分离柱

 – 一个或多个检测器 

在扩散受控的过程中，溶解的大分子通过其在大孔径固定相孔
隙中不同的流体动力学体积实现分离。比固定相颗粒孔隙大的
分子被排阻在孔隙外，留在流动的洗脱液中，并首先从色谱柱
中洗脱出来。比孔隙小的分子能够在孔内外扩散，尺寸越小越
晚洗脱。必须避免样品与固定相的相互作用。 

水性流动相和有机流动相在 GPC/SEC 中均有使用。有机流动
相对环境和人体健康的影响是其面临的一大挑战。

此外，GPC/SEC 的分离质量取决于可用的孔体积，这进一步
增加了复杂性。传统上，GPC/SEC 使用大内径长色谱柱。通
常将色谱柱组合在一起形成色谱柱组，从而提高分离度或扩展
摩尔质量分离范围[3]。因此，GPC/SEC 通常是一种分析速度慢
且溶剂消耗量大的方法。

图 1 为在长 300 mm、内径 8 mm 的 GPC/SEC 分析柱上进行
分离获得的典型色谱图。每次进样大约需要 15 mL 溶剂。

图 1. 内径 8 mm、长 300 mm 的典型 GPC/SEC 分析柱的总色谱柱体积、间隙
体积和孔体积图示

间隙体积

孔

固定相颗粒填料

鉴于上述挑战，通过换用绿色化学解决方案来降低该技术的负
面影响，符合 GPC/SEC 用户的利益。在所谓的绿色化学十二
条原则[1] 中，有三条特别适用于液相色谱法： 

 – 防止：“防止生成废弃物总好过生成废弃物之后再处理或
净化。”

 – 使用更安全的溶剂和助剂：“应尽可能避免使用助剂（如溶
剂、分离剂等），即使使用也应为无害助剂。” 

 – 使用可再生原料：“在技术上和经济上可行的情况下，应使
用可再生原料，不使用可耗竭原料。”
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更环保的流动相 

大多数典型的有机 GPC/SEC 溶剂，如四氢呋喃 (THF)、三氯
甲烷、甲苯或二甲基甲酰胺/二甲基乙酰胺 (DMF/DMAc)，都
会对健康和环境造成严重的危害。

其中许多洗脱液都有至少满足绿色化学十二条原则之一的替代
品。典型的有机溶剂及其可能的替代品汇总于表 1。

流动相 可能的替代品 备注

THF
环戊基甲醚 生成的过氧化物较少 

2-甲基-THF 能够从可再生原料中获得

THF、甲苯和二氯 
甲烷/三氯甲烷

乳酸乙酯 无重大健康风险

乙酸乙酯 健康风险较低

DMF、DMAc DMSO 无重大健康风险，但能促进渗透

表 1. 有机 GPC/SEC 溶剂及其替代品的示例总结

使用以下标准对这些替代品在 GPC/SEC 分离中的适用性进行
了更详细的评估：

 – 这些替代品是否与典型的 GPC/SEC 固定相兼容？

 – 流动相能否在预防性可持续（可行）的条件（如压力、温
度）下使用？

 – 是否存在适用的 GPC/SEC 校准标样，它们是否可用于 
校准？

 – 是否存在适用的检测方法？

用 2-甲基-THF 代替 THF

在许多应用中，可以使用 2-甲基-THF 代替 THF，这是一种从
可再生资源中获得的溶剂。Agilent SDV 色谱柱（聚苯乙烯-二
乙烯基苯共聚物填料）与 2-甲基-THF 完全兼容。

但与 THF 相比，2-甲基-THF 具有一定的局限性：

当 2-甲基-THF 与 UV-Vis 检测器一起使用时，所使用的波长必
须高于 230 nm。该值略高于 THF 阈值（通常为 212 nm）。

此外，使用  2 -甲基 - T H F  时无法测定  P E G / P E O。虽然 
PEG/PEO 在加热时可溶，但在冷却至室温时就会重新析出。

用乙酸乙酯代替 THF、甲苯和二氯甲烷/ 
三氯甲烷
乙酸乙酯是一种颇具前景的溶剂，它满足上文提到的多项标
准，但也存在一些使用限制。乙酸乙酯适用于 SDV 色谱柱，
是各种聚合物分析的良好溶剂，如聚苯乙烯 (PS) 及其衍生
物、聚(甲基)丙烯酸酯和聚二甲基硅氧烷 (PDMS)。 

图 2. WinGPC 软件中不同校准曲线的叠加图（PS：灰色；PMMA：黑色；
PDMS：绿色），使用乙酸乙酯进行检测，流速 1 mL/min、室温、样品浓度 
0.5–1 mg/mL、进样量 20 µL 并采用 RI 检测

然而，所有的可溶性聚合物都无法实现无相互作用的色谱分析
和单纯的体积分离。PS 及其衍生物表现为延迟洗脱，并且可
能不仅仅是按体积来分离的。因此，乙酸乙酯不能用于这些聚
合物的分析。

另一方面，使用乙酸乙酯可以按体积轻松分离聚丙烯酸酯和聚
甲基丙烯酸酯。因此，对于这些分析物，乙酸乙酯是一种潜在
的替代溶剂，而且健康风险较小。

PDMS 标准物质在乙酸乙酯中还表现出典型的 GPC/SEC 行
为。由于在使用示差折光检测器时，PDMS 必须在甲苯或三氯
甲烷中进行常规色谱分析才能被检测到，因此乙酸乙酯是一种
可能的替代品。在图 2 中，将不同聚合物类型的校准曲线进
行了叠加。可以明显地看到 PS 的问题。
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用 DMSO 代替 DMF/DMAc

对于中等极性、粘性洗脱液（如 DMF 或 DMAc），DMSO 是一
种健康风险极低的替代溶剂。但需要注意的是，DMSO 是一种
促渗剂，溶解后的物质可以轻松突破人体皮肤屏障进入体内。 

由于 DMSO 的粘度相对较高（甚至高于 DMF/DMAc），因此
建议在更高的温度（通常为 60–80 °C）下使用。通过提高温
度来降低溶剂粘度，可以降低反压，提高分离度。目前，在此
极性范围内尚未发现粘度更低的替代溶剂。因此，没有一种替
代溶剂可以在室温下使用，以满足低能耗的绿色化学要求。尽
管如此，DMSO 仍是 DMF 或 DMAc 的理想替代溶剂。

预防措施：小尺寸色谱柱 

与其他色谱技术相比，GPC/SEC 的分离度有限。GPC/SEC 色
谱柱特性和实验参数对分离度的影响较为复杂。色谱柱填料粒
径、填料质量等诸多因素会影响传质过程，从而影响分离度[4]。

传统上使用长 300 mm、内径约为 8 mm 的 GPC/SEC 色谱柱。
如图 1 所示，这些色谱柱每次进样所需的溶剂量约为 15 mL。
为了达到 ISO 13885 等标准要求的分离度，将色谱柱组合为色
谱柱组使用。这种方法的缺点是溶剂消耗量和废弃物随色谱柱
数量线性增加。色谱柱组通常由两到三根分析柱组成，因此每
次进样需要 30–45 mL 流动相。  

使用小尺寸色谱柱，如内径 0.46 mm 或更小，长 150 mm、
250 mm 或更短的色谱柱，可以显著减少溶剂消耗。然而，色
谱柱直径减小的情况下塔板数也减少[5]。分离度也随着柱长的
减小而降低。 

因此，在尝试替换现有应用的色谱柱时，至少应在一定程度上
补偿由此导致的分离度降低。例如，可以使用小粒径填料。小
粒径填料可以减小间隙体积，从而提高分离度。需要强调的
是，这种方法需要优化硬件，尽量减少死体积，并使用小体积
检测器流通池[4]。

小粒径填料的缺点是压力会随着粒径的减小而增大。当使用较
小的粒径时，尤其对于较大的分子，一个潜在的威胁是剪切降
解。根据目前的科学研究，低至 3 µm 的小粒径可应用于低粘
性溶剂中的低聚物以及蛋白质。使用具有更小孔隙率的筛板的
小粒径色谱柱能否测量更高的摩尔质量或更刚性的结构，且不
存在断链的危险和色谱伪峰，目前尚在研究之中。

图 3 比较了使用 5 µm 填料的 8 × 300 mm SDV 分析柱和使用 
3 µm 填料的 4.6 × 250 mm 半微量色谱柱的色谱图。分析条件
（进样质量、流速等）和仪器（RI 检测器）已设置为推荐的标
准条件。

分析类型

典型色谱柱 
尺寸 
(mm)

理想操作 
流速 

(mL/min)

分析时间/ 
色谱柱 
(min)

洗脱液消耗量/
色谱柱 (mL)

半微量 4.6 × 250 0.33 10 3.5

分析型 8 × 300 1.00 12.5 12.5

表 2. 半微量和分析型 GPC/SEC 柱的比较
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图 3 使用基于时间的坐标轴，以便轻松、直观地比较色谱
图。插图的 x 轴显示了消耗的溶剂，表明可以节省大量溶剂，
同时分离度略有提高。

图 3. 通过使用 5 µm 填料的 SDV 分析柱（蓝色）和使用 3 µm 填料的半微量色
谱柱（绿色）获得的两幅色谱图的叠加。为了便于直观比较，大图显示了获得
色谱图所需的时间。插图显示了所需的溶剂量，其中半微量色谱柱所需的量明
显更少

预防措施：交替进样 

防止生成废弃物并节省溶剂的另一个措施是使用基于数据采集
的软件功能，该功能可缩短进样之间由色谱柱间隙体积引起的
冗余时间。

图 1 介绍了 GPC/SEC 色谱柱的间隙体积，在进样前通常由纯
溶剂填充。在样品分析周期中，通常首先从色谱柱中排空溶
剂，然后才会出现最早洗脱的成分。当晚洗脱化合物出现时，
纯溶剂又重新填充间隙体积。

填充聚合物凝胶固定相的典型 GPC/SEC 色谱柱的间隙体积约
为 30%。对于长 300 mm、直径 8 mm 的分析柱，该体积对
应于 5 mL 流动相。纯溶剂填充间隙体积以及从间隙体积中排
出溶剂不会影响分离；它只会消耗时间和溶剂。因此，如果软
件包含一种功能，能够在上一个样品完全洗脱之前注入下一个
样品，则可以节省时间和溶剂。

图 4 展示了如何实现该功能[6]，并显示了包含连续两次进样的 
Agilent WinGPC 原始数据窗口（以及此处不考虑的另一次进
样）。每次进样都有进样标记，即底部的蓝色三角形和顶部的
样品名称。在“样品瓶 5：样品 3”的系统峰洗脱之前，下一
个样品“样品瓶 6：样品 4”已进样（约 23 mL）。“样品瓶 
5：样品 3”的数据评估不受第二次进样影响；基线限值（比
较两个红色三角形）和积分限值仍可按国家/地区和国际 GPC 
标准（如 ISO 13885）[7] 的要求设置。

绿色和红色区域分别表示“样品瓶 5：样品 3”和“样品瓶 
6：样品 4”所需的总体积。在本例中，每次进样可以节省大
约 8 mL 流动相。还可以进一步节省溶剂，因为有足够的基线
面积来适当设置基线限值。  

图 4. 交替进样：“样品瓶 6：样品 4”在“样品瓶 5：样品 3”完全洗脱之前
进样。显示的洗脱体积适用于“样品瓶 5：样品 3”。该软件功能可以节省约 
30% 的溶剂

系统峰
上一个样品

系统峰
样品瓶 5：样品 3

洗脱体积 [mL]

系统峰
样品瓶 6：样品 4

交替进样（图 4）功能可应用于所有类型的色谱柱，不受柱长
和直径的影响。我们只需缩短进样间隔即可。分离度和分析条
件（如流速或色谱柱载样量）不受影响。
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结论
科学家可以通过多种方式来确保其 GPC/SEC 分析符合绿色
化学原则，从而降低对环境和健康的影响。这些指导原则有
助于避免生成废弃物，并使用更安全的溶剂和助剂以及可再
生原料。本白皮书展示了遵循这些原则的策略，提出了用于 
GPC/SEC 的替代溶剂、小尺寸色谱柱和交替进样功能，这些
都可以减少或防止有害废弃物的产生。 
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