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基于比折光指数增量、仪器校正曲线相关系数 
及理论塔板数的凝胶色谱仪检定

李  思 *

（云南省计量测试技术研究院，昆明 650228）

摘 要：目的 为顺利完成凝胶色谱仪计量检定，在检定前将仪器各项参数进行调试。方法 本次实验选用葡

聚糖标准物质，用凝胶色谱仪的示差检测器测量了该物质的比折光指数增量（dn/dc），用葡聚糖系列标准溶液

标定了仪器校正曲线的相关系数（r），测定了仪器的理论塔板数（N），并依据测试结果进行了仪器的检定。 

结果 通过对仪器性能的几个主要技术指标的测试、调试，确定仪器性能良好，仪器经检定合格。结论 凝胶色

谱仪检定前若仪器处于良好的工作状态，可有效避免检定过程中不出峰，峰分离度不理想，测量重复性差等问

题，提高检定效率。
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0  引  言

相对分子质量（分子量）是高分子化合物最重要的特性量

值。测量分子量广泛应用于生物医药行业聚合物、生物聚合

物、蛋白质和纳米颗粒分析 [1-2]。凝胶色谱仪是一种尺寸排阻

法液相色谱仪（SEC-size exclusion chromatography），能准确

分析出溶液中大分子和纳米颗粒的分子量、大小和浓度，是

生物医药行业必备的大型仪器 [3-7]。凝胶色谱仪的原理是当高

聚物的溶液以一定流速流经色谱柱（色谱柱为多孔物质填料

填充色谱柱）时，高聚物溶液随即按分子尺寸从大到小顺序分

离，再通过检测器检测出样品的信号值。被测样品的分子量

和分子量分布通过仪器谱图即可得到。凝胶色谱仪的构造通

常由溶剂贮槽、溶剂泵系统、进样器、色谱柱、检测器（示差

检测器必备）、废液回收装置、数据处理系统等部分组成。凝

胶色谱仪的检定项目包括柱箱温度稳定性、泵流量稳定性、

检测器基线噪声、检测器基线漂移、仪器测量最大允许误差

和仪器测量重复性等技术指标。

本文研究了凝胶色谱仪在检定前需要进行的一系列调试准

备，包括测定比折光指数增量（dn/dc）、标定仪器校正曲线相

关系数（r）及测定理论塔板数（N）等，并依据测试调试结果进

行了仪器计量检定，为仪器检定前期准备提供了实验及数据

参考。

1  材料与方法

1.1  仪器参数调试

1.1.1 比折光指数增量（dn/dc）的测定

dn/dc 又称作“比折光指数增量”，它衡量了聚合物溶液的

折光指数对溶质浓度的响应变化。聚合物的 dn/dc 值较高时，

能将更多的光散射。因此，只要了解聚合物的 dn/dc 特性，就

可以利用光散射的数据来估算出其分子质量。dn/dc 会随着波长

的变化而变动，因此测定 dn/dc 的时候需要确保使用的波长与

其一致。本次实验选取葡聚糖标准物质［标准物质编号 GBW

（E）050006］，以纯水为溶质，将其配制为 1 mg/mL 葡聚糖溶

液，再用移液器做一系列的稀释，将葡聚糖溶液配制成 0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL 的 5 个不同浓度的溶液。为保证样品

纯净且不含颗粒物，将配制好的系列溶液通过 0.02 mm 的过滤

器过滤杂质，然后把它们逐一注入到凝胶色谱仪的示差检测器

中，注意不能带入气泡。之后仪器自动采集相关数据，软件程

序根据 Optilab（dn）的信号强度及溶液浓度（dc）来计算得到对应

的 dn/dc 值。

1.1.2 仪器校正曲线（r）的标定

相关系数是一种用来表示变量之间关联程度的统计指标，通

常通过计算两个变量的离差进行。离差是指变量与其平均值之间

的差异；相关系数则是通过计算这两个离差的乘积来反映变量间
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的关联性。为确保仪器处于良好的线性状态，样品测试前应进行

仪器校正曲线标定。本次实验选用了 7.8 mm I.D×30 cm的填充色

谱柱。在分离范围内，选择 6 种不同重均分子量大小的标准物质

葡聚糖［GBW（E）050004、GBW（E）050005、GBW（E）050006、

GBW（E）050007、GBW（E）050008、GBW（E）050009］，用纯水

作为溶剂配制成浓度为 1.0 mg/mL 的葡聚糖溶液，将这 6 种不同

重均分子量大小的葡聚糖溶液依次注入色谱柱，得到这 6 种标准

物质的凝胶色谱谱图。

1.1.3 理论塔板数（N）的测定

根据塔板理论推导出的理论塔板数，其本质上是对色谱柱

进行了类似于分馏塔的模拟处理。在此过程中，每个塔板都代

表着一种分配状态，即待分离成分与固定相和流动相之间的动

态平衡关系。当不同分子量的样品随流动相一起向前推进时，

塔板会一层层分离出不同的分子量，直至最后从色谱柱中流出

并在检测器处得到识别。理论塔板数的值可以作为评价色谱柱

分离效率的关键指标，常使用符号 N 来标记。一般来说，较大

的 N 值意味着对目标化合物的分离效果更佳。然而，N 的大小

受到多种因素的影响，如填料类型、颗粒大小、粒径分布、填

充方式、柱长度、内部直径、流动相种类及其速度，以及测试

用的试剂特性等。此外，理论塔板数是评估色谱柱分离效率的

重要参考数据，它能体现色谱柱对于样本分析所需的分离能力

及匹配程度， 相当于匹配了多少个分馏塔， 常用于确定色谱柱

是否符合样品测定的分离能力。在凝胶渗透色谱法或尺寸排阻

法中，理论塔板数是一个关键指标，一个高的理论塔板数意味

着色谱柱具有更好的分离能力， 能够提供更高的分辨率和更好

的分离效果。理论塔板数的测定对于优化色谱分离条件，提高

分离效率具有重要意义。实际应用中通过优化流动相、流速和

色谱柱的温度等，可以提升理论塔板数， 进而增强分离效果。

定期对色谱柱进行维护和再生也是保持高理论塔板数的重要

措施。 

理论塔板数的计算可以通过多种方法进行， 其中常用的方

法是使用峰的保留时间（t）和半高峰宽（W1/2）来计算。 本次实验

对凝胶色谱仪的三个检测器（十八角度激光散射检测器、示差检

测器、紫外检测器）进行了理论塔板数的测定。

1.2  仪器检定

本次检定选取了美国 WYATT 公司生产的型号为 DAWN 

HELEOS-II 的具有三个检测器（示差检测器、紫外检测器、十八

角度激光光散射检测器）的凝胶色谱仪。

2  结果与分析

2.1  仪器参数调试的结果

2.1.1 比折光指数增量（dn/dc）的测定结果

图 1 为手动注入示差检测器不同浓度葡聚糖信号图谱，图

2 为依据信号强度和溶液浓度绘制的标准曲线，仪器自动计算

dn/dc 值为 0.1347。

图 1 不同浓度葡聚糖溶液信号图谱

图 2 葡聚糖浓度、强度线性回归图

2.1.2 仪器校正曲线（r）的标定结果

如图 3 所示，谱图中横坐标为保留时间，纵坐标为葡聚糖

溶液的浓度。然后，以葡聚糖的分子量的对数与对应溶液出峰

的保留时间作图，得到葡聚糖标准物质的校正曲线，如图 4 所

示。得到仪器的校正曲线相关系数 r =0.982，大于 0.98，符合

要求。

 
图 3 不同分子量的葡聚糖色谱图

图 4 仪器校正曲线

 2.1.3 理论塔板数（N）的测定结果

实验中选取 2 mg/mL 的氯化钠溶液为样品，纯水做流动

相，注入色谱柱，得到色谱图，根据公式
2 116 TVN

W l
 = × × 
 

计

算色谱柱的理论塔板数，理论塔板数应大于 1.2×104/m。十八

角度激光散射检测器、示差检测器、紫外检测器色谱柱理论塔
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板数测定图见图 5，选取十八角度激光散射检测器色谱图，由

色谱图计算得：
2 2

41 21.616 116 16 4.3 10 /m
21.895 21.137 0.3

TVN
W l
   = × × = × × = ×   −   

，

符合要求。

 
图 5 十八角度激光散射检测器、示差检测器、紫外检测器色

谱柱理论塔板数测定图

通过对比折光指数增量（dn/dc）测量、仪器校正曲线相关系

数（r）的标定及理论塔板数（N）的测定，确定了凝胶色谱仪性能

良好，可以开始下一步的仪器检定。

2.2  仪器检定

2.2.1 柱温箱温度稳定性

将仪器柱温设定为 40℃，测温仪放置于柱温箱内，待仪

器温度稳定后，每隔 10 min 记录一次测温仪读数，连续测量 7

次，最大值减最小值即为温度稳定性，不超过1.0℃即为合格。

测量列及结果见表 1。

表 1 柱温箱温度稳定性测量数据及结果

测量次数 1 2 3 4 5 6 7 温度稳定性

测量值（℃） 40.1 40.2 40.2 40.3 40.3 40.3 40.2 0.2

2.2.2 泵流量稳定性

设置泵的流速至 0.5 mL/min，开启设备并使其达到稳定的

压力状态，选取一只称量好的洁净容量瓶，在流动相出口处收

集流动相，收集 5 min，称量收集后的质量，用收集前、后的质

量 差 除 以 时 间 得 到 泵 流 速， 重 复 测 量 3 次， 通 过 公 式

max min 100%v
v vS

v
−

= × 计算得到泵流量稳定性，不超过 1.0% 即

为合格。本次实验使用的流动相为水，泵流量稳定性测量数据

及结果见表 2。

表 2 泵流量稳定性测量数据及结果

测量次数
收集前质量

（g）
收集后质量

（g）
计时时间

（min）
泵流量

（g/min）
泵流量

稳定性

1 35.4233 37.9986 5 0.5151

0.9%2 37.9986 40.5611 5 0.5125

3 40.5611 43.1465 5 0.5171

2.2.3 检测器的基线噪声和基线漂移

（1）基线噪声

以水为流动相，泵流速设定为 0.5 mL/min，启动检测器，

仪器稳定后，走 30 min 基线，选取基线中噪声最大峰 – 峰值

X1，除以检测器的测量满量程 X，即为基线噪声。合格限为示

差检测器小于 0.1% FS，紫外检测器小于 1.0% FS，激光光散射

检测器小于 0.3% FS。

（2）基线漂移

在 30 min 内，选择基线中偏离起始点的最大值 X2，按公式

2 100%d
XN

X t
= ×

×
计算基线漂移，式中 X 为的测量满量程，t 为

记录基线的时间，0.5 h。合格限为示差检测器小于 1.0% FS/h，

紫 外 检 测 器 小 于 4.0% FS/h， 激 光 光 散 射 检 测 器 小 于

1.0% FS/h。

图 6 为示差、紫外、十八角度激光光散射三个检测器的基

线图谱，放大基线图谱，用标尺测量信号值，得到基线噪声和

基线漂移测量结果见表 3。

图 6 检测器基线图谱

表 3 基线噪声和基线漂移测量结果

检测器类型
基线噪声 基线漂移

峰值 1 峰值 2 满量程 基线噪声 起始点 最大差值点 满量程 基线漂移

示差 0.01785 0.01786 0.025 0.04% FS 0.01770 0.01778 0.025 0.6% FS/h

紫外 0.00175 0.00182 0.025 0.3% FS 0.0017 0.0021 0.025 3.2% FS/h

激光光散射 0.00144 0.00147 0.025 0.1% FS 0.0017 0.0016 0.025 0.8% FS/h
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2.2.4 仪器测量最大允许误差和测量重复性

本次检定选取重均分子量 MW 标准值为 6.33×104 g/mol 的

葡聚糖标准物质［GBW（E）050006］，以纯水为溶剂，配制成

1 mg/mL 的葡聚糖溶液，经 0.02 mm 滤膜过滤后，注入色谱

柱，设置仪器运行 30 min，得到色谱图，积分后得到标准物质

葡 聚 糖 的 重 均 分 子 量， 重 复 测 量 3 次， 按 公 式

100%W W
W

W

M M
M

M
−

∆ = ×标

标

计算仪器测量误差，误差限为水流动

相 ±25%； 用 三 次 重 均 分 子 量 的 测 量 结 果， 按 公 式

max min 100%W W

W

M M
M

δ
−

= × 计算重复性，误差限 ±5.0%。仪器图

谱见图 7，测量和计算结果见表 4。

图 7 仪器测量最大允许误差和测量重复性图谱

表 4 仪器测量最大允许误差和测量重复性数据及结果

测量次数 1 2 3 平均值
仪器测量

误差

测量

重复性

测量值

（g/mol）
6.559×104 6.400×104 6.484×104 6.481×104 2.4% 2.5%

2.2.5 仪器检定结果处理

仪 器 外 观 及 开 机 检 查： 合 格。 柱 箱 温 度 稳 定 性：

0.2℃ ≤ 1.0℃，合格。泵流量稳定性：0.9% ≤ 1.0%，合格。

检测器基线噪声：示差检测器 0.04% FS ＜ 0.1% FS，紫外检测

器 0.3% FS ＜ 1.0% FS，激光光散射检测器 0.1% FS ＜ 0.3% FS；

检测器基线漂移：示差检测器 0.6 FS/h ＜ 1.0% FS/h，紫外检测

器 3.2 FS/h＜ 4.0% FS/h，激光光散射检测器 0.8 FS/h＜ 1.0% FS/h，

合格。仪器测量误差：2.4%，符合水流动相MPE±25%的要求，

合格。仪器测量重复性：2.5%，符合 ±5.0% 的要求，合格。

3  讨论与结论

仪器检定应以仪器处于良好的工作状态为前提，因此在检

定前需将凝胶色谱仪进行各项参数调试测试 [8-9]。实验用凝胶

色谱仪的示差检测器测定了葡聚糖标准物质的比折光指数增量 

dn/dc=0.1347，检定中将这个实测数值输入软件程序带入计算

重均分子量 [10]。实验对仪器的校正曲线进行了标定，校正曲线

相关系数，说明仪器峰分离准确度可靠。实验还测定了色谱柱

的理论塔板数 N=4.3×104/m，大于 1.2×104/m，表明仪器色谱

柱柱效具有较高的分离能力。在仪器各项指标调试测试完毕，

对仪器进行了计量检定，结果合格。仪器检定前测定比折光指

数增量（dn/dc）、用实测值带入软件计算比查阅参考资料或根据

经验值带入计算更为准确可靠。标定仪器校正曲线相关系数（r）

及测定理论塔板数（N）来明确仪器检测器、柱效性能良好，这

也是仪器检定前需要完成的工作。因此，基于比折光指数增量 

（dn/dc）、仪器校正曲线相关系数（r）及理论塔板数（N）的凝胶色

谱仪检定，可有效避免仪器在计量检定过程中不出峰，峰分离

度不理想，测量重复性不理想等问题，并提高计量检定效率。

在计量检定的过程中选择客户常用的重均分子量数值的标准物

质做仪器示值误差及测量重复性的被测样品，对于客户来说具

有重要意义，其可有效反映客户在日常工作中该分子量测量的

偏差及分离度。同时，客户可依据检定结果及时对日常测量结

果做出正确的修正。
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