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相对时间法计算凝胶渗透色谱测试大分子分子量和分子量分布
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!!摘要%在凝胶渗透色谱!H57"对大分子的分子量和分子量分布的测试中&本研究利用小分子乙二醇在系统

中出峰时间恒定的现象&采用乙二醇的出峰时间作为标识物&将H57的色谱图转化为相对时间&再以相对时间

建立校正曲线&作为计算分子量和分子量分布的依据)此方法解决了在测试色谱图的记录*校准曲线的建立和

分子量的计算中以实际时间来表示和计算分子量时&由于H57泵的重复性不稳定*色谱柱柱效的下降*仪器更

换过不同的色谱柱等因素造成的使校正曲线出现偏差*分子量计算结果出现误差等问题)

!!关键词%凝胶渗透色谱(相对时间(标准曲线

引言

凝胶渗透色谱+#,!H57"在测试生物大分子蛋白质*多糖和聚合物分子量和分子量分布中有着广泛的应用)
通常在分子量和分子量分布的测试中&校正曲线要在一个时间段内连续使用&不做标定)但是在这

一个较长的时间段内&由于H57仪器的重复性的不稳定*色谱柱柱效的下降*仪器更换过不同的色谱柱
等&都会使校正曲线出现偏差+!,&造成分子量计算结果出现误差)

我们设想以H57色谱柱渗透极限的概念为基础+#,&不论泵的流速微小变化和管路的替换&乙二醇和
样品在系统中相对出峰时间恒定)本研究采用乙二醇作标识物&以乙二醇的出峰时间作为相对时间的转
换点&将H57的色谱图转化为相对时间&再以相对时间建立校正曲线&进行样品的分子量和分子量分布
的计算)

我们用同一样品&在泵的不同流速下用以模拟系统的偏差&此时峰位发生变化&经过转换&用相对时
间方法&修正系统误差)简化工作量&保持分子量计算的准确性)

#!实验部分

3O3!实验仪器和试剂
仪器’RF=ZS+#(#(泵*!’#’示差检测器*))!(9进样器*+EQ\ZI+B@*"’EW 色谱柱!日本昭和电

工株式会社"*北京龙智达H57工作站)
试剂’+EQ\ZI5*!葡聚糖标准品!日本昭和电工株式会社"*乙二醇!7!E$Q!&北京北化精细化学

品有限责任公司&FS"*纯净水)

3O9!色谱条件
流动相’纯水(流速’#_"0L#09;(柱温箱温度’&(e(检测器温度’&(e)
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3OP!色谱柱性能以及仪器的重复性测试
连续进&针"_(c乙二醇样品)保留时间的误差在"_"$*c)色谱柱性能以及仪器的重复性测试均

符合本实验指标)

3OQ!标准曲线的制作
称取不同分子量的葡聚糖标准品各#"0A!其峰位分子量分别为$’!"""*&&)"""*#%’"""*#")"""*

’)#""*!##""*%$""*$#"""&分别加入#0L水溶液溶解过夜&制成#"0A#0L的标准溶液)进样后把相应
谱图制作成标准曲线)

3OR!相对时间转化
选择"_(c乙二醇溶液的保留时间作为相对时间标准点&将建立的绝对时间下的*个谱图转化为标

准时间&并且建立标准时间的标准曲线)
转换公式为’

>L+C>+>"
!#"

式中’>L+为转换后的相对时间&>+为色谱图的标准时间&即原标准色谱图的时间&>"为乙二醇的峰位
时间)

3O;!样品计算
以葡聚糖标准品5@("*5@#""作为未知分子量的样品进行分子量的计算&并且分别调整泵的流速为

"_%(0L#09;*#_""0L#09;*#_"(0L#09;&以模拟出现偏差后的情况&并且在三种流速下分别进5@("*5@
#""和"_(c乙二醇溶液&以"_(c乙二醇溶液的保留时间作为相对时间标准点&对不同流速下的5@("*

5@#""进行相对时间转换&把其绝对时间下的保留时间转换为标准时间&并对5@("*5@#""标准品进行分
子量及分子量分布的标定)实验数据见表#)

表3!峰位分子量对保留时间

)>7?53!)E5J5>XJ1CFBF1D1@61?5AK?>8N5FIEB>DG85B5DBF1DBF65

样品 (- 绝对时间#09; 相对时间

5@( (_)%o#"& %_")( "_*!"

5@#" #_"!o#"’ *_)*) "_)%’

5@!" !_#&o#"’ *_&($ "_)((

5@(" ’_$%o#"’ )_*"$ "_)"(

5@#"" #_"!o#"( )_#%" "_$’%

5@!"" #_%#o#"( $_)"! "_$"(

5@’"" &_((o#"( $_!$" "_($(

5@*"" $_!*o#"( (_%"" "_(&&

ZH b ##_")* #

!!实验结果与讨论

9O3!标准曲线
绝对时间的校正曲线为’

2.!(.+"C!#_&*)’S(_)#%’)T>+F"_)#)"#T>+!S"_"&&#’T>+& !!"

!!该方程式的相关系数为"_%%%)
相对时间的校正曲线为’
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2.!(.+"C!!_)""#%S$%_&#%%’T>+F%$_%#&$T>+!S’%_’’’$$T>+& !&"

!!该方程式的相关系数为"_%%%)
以上两条校正曲线均满足凝胶渗透色谱法的基本要求)

9O9!样品测定结果
我们用三种不同的流速"_%(0L#09;*#_""0L#09;*#_"(0L#09;&模拟色谱峰位的变化情况)图#

是样品5@("图!是5@#"")

#为#_"(0L#09;下的5@("*!为#_"0L#09;下的5@("*&为"_%(0L#09;下的5@("&’为#_"(0L#09;下的

乙二醇&(为#_"0L#09;下的乙二醇&$为"_%(0L#09;下的乙二醇

图#!5@("在三种不同流速下的谱图叠加

Y9A,.3#!7>/.:/<<9;A1?5@(",;<3.:>.33<9??3.3;:?21[C32149:6

#为#_"(0L#09;下的5@#""*!为#_"0L#09;下的5@#""*&为"_%(0L#09;下的5@#""&’为#_"(0L#09;下的

乙二醇&(为#_"0L#09;下的乙二醇&$为"_%(0L#09;下的乙二醇

图!!5@#""在三种不同流速下的谱图叠加

Y9A,.3!!7>/.:/<<9;A1?5@#"",;<3.:>.33<9??3.3;:?21[C32149:6

如图可见&当样品因流速变小而出峰时间延后时&乙二醇的出峰时间也跟随样品延后&但样品相对于
乙二醇的出峰时间没有发生变化&反之亦然)

在"_%(0L#09;*#_"0L#09;*#_"(0L#09;三种流速的情况下以5@("*5@#""保留时间的标准时间
做谱图叠加所得到的结果见图&*图’)
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#为#_"(0L#09;下的5@("*!为#_"0L#09;下的5@("*&为"_%(0L#09;下的5@("

图&!转换后5@("的在三种不同流速下的谱图叠加

Y9A,.3&!7>/.:/<<9;A1?5@(",;<3.:>.33:6-381?<9??3.3;:?21[C32149:6/?:3.:./;8?1.0/:91;

#为#_"(0L#09;下的5@#""*!为#_"0L#09;下的5@#""*&为"_%(0L#09;下的5@#""

图’!转换后5@#""的在三种不同流速下的谱图叠加

Y9A,.3’!7>/.:/<<9;A1?5@#"",;<3.:>.33:6-381?<9??3.3;:?21[C32149:6/?:3.:./;8?1.0/:91;

从上图可以看出&经过转化后&保留时间已经完全一致)

9OP!误差分析

!_&_#!绝对时间标准曲线误差分析!以绝对时间下标准曲线算出的5@("*5@#""与标准品给定的重均
分子量*数均分子量和峰位分子量+’,进行比对&其误差结果见表!)

表9!绝对时间下建立的标准曲线计算出的+HR:(+H3::分子量与标准品给定分子量的对比

)>7?59!)E5A16J>8FC1D1@BE561?5AK?>8N5FIEB1@+HR:>DG+H3::A>?AK?>B5G7LCB>DG>8GAK845

5CB>7?FCE5GKDG58BE5>7C1?KB5BF65>DGBE5CB>DG>8G)C61?5AK?>8N5FIEB

项目
5@(" 5@#""

(; ([ (- \ (; ([ (- \

说明书 ’_((o#"’ ’_**o#"’ ’_)#o#"’ #_") #"_""o#"’ ##_&"o#"’ #"_)"o#"’ #_#&

标准时间 ’_’$o#"’ ’_%)o#"’ ’_$$o#"’ #_## %_%#o#"’ ##_!"X#"’ #"_&"o#"’ #_#&

相对误差 "_"%o#"’ "_"%o#"’ "_"(o#"’ b "_"%o#"’ "_#"X#"’ "_’"o#"’ b

绝对误差 #_%*c #_*’c #_"$c b "_%"c "_**c &_)’c b
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!!由表!可知&由传统方法建立的校准曲线计算出的样品的分子量误差都在允许范围之内)系统
正常)

!_&_!!绝对时间与相对时间误差分析!传统方法和不同色谱条件下转化后的分子量的计算结果见
表&)

表P!样品+HR:分子量的误差分析

)>7?5P!)E558818>D>?LCFC1@C>6J?5+HR:

样品
(;o#"’ ([o#"’ (-o#"’

计算值 绝对误差 相对误差 计算值 绝对误差 相对误差 计算值 绝对误差 相对误差

5(" 传统方法 ’_’$ "_"% !_"$c ’_%) "_") #_’*c ’_$$ "_"! "_(’c

5("
#_"0L#09;

相对时间
’_’* "_## !_(!c ’_%% "_"% #_*%c ’_$% "_"$ #_#%c

5("
"_%(0L#09;

相对时间
’_!! "_#( &_’&c ’_)’ "_#$ &_!!c ’_$" "_"’ "_)$c

5("
#_"(0L#09;

相对时间
’_&! "_"( #_#’c ’_*% "_"# "_#(c ’_(% "_"’ "_%)c

平均 ’_&) "_#" !_!%c ’_%" "_"* #_$*c ’_$’ "_"’ "_*$c

表Q!样品+H3::分子量的误差分析

)>7?5Q!)E558818>D>?LCFC1@C>6J?5+H3::

样品
(;o#"’ ([o#"’ (-o#"’

计算值 绝对误差 相对误差 计算值 绝对误差 相对误差 计算值 绝对误差 相对误差

5#"" 传统方法 %_%# "_!# !_#’c ##_!" "_"( "_’(c #"_&" "_!" #_%’c

5#""
#_"0L#09;

相对时间
%_% "_!" !_"(c ##_#" "_"( "_’(c #"_!" "_#" "_%*c

5#""
"_%(0L#09;

相对时间
%_(# "_#% #_%)c ##_"" "_#( #_&$c %_%" "_!" !_"!c

5#""
#_"(0L#09;

相对时间
%_’) "_!& !_’"c ##_&" "_#( #_&&c #"_"" "_#" #_""c

平均 %_)" "_!# !_#’c ##_#( "_#" "_%"c #"_#" "_#( #_’%c

!!从上两个表可看出&以在相对时间下建立的标准曲线计算出的标准品结果误差均在范围内&达到研
究预期)

&!结论

本项目以H57色谱柱渗透极限的概念为基础&使用了相对时间转化的方法&利用小分子乙二醇在系
统中示峰时间恒定的现象&以乙二醇的保留时间作为相对时间标准点&将标准品和样品的绝对保留时间
转化为标准时间&并用标准时间制作的标准曲线对样品的分子量和分子量分布进行标定)

转化为标准时间后样品的的保留时间谱图并没有因泵流速的改变而受到很大影响&所以此方法可以
减小用来标定仪器和色谱柱的时间&不必再以经验来判断校正曲线的合理性&同时减少标准品的使用量
和重新标定H57的校正曲线的工作量&以提高其性能和经济效益&具有一定的可行性)
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