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摘要:制备了一种新型聚合物键合硅胶亲水作用色谱(ＨＩＬＩＣ)固定相ꎬ并利用傅里叶红外分析光谱和元素分析对该固定相

进行表征ꎬ结果表明ꎬ聚合物已成功固定于硅胶表面ꎮ 在亲水作用色谱模式下ꎬ利用经典的核苷类化合物对上述固定相的分离

性能进行评测ꎬ结果表明ꎬ所制备的固定相对核苷类样品表现出较好的分离效果ꎬ并且其保留行为符合典型的亲水作用色谱的

保留特征ꎻ另外ꎬ流动相的种类和柱温对上述固定相的保留行为存在较大的影响ꎮ
关键词:亲水作用色谱ꎻ聚合物键合固定相ꎻ保留行为ꎻ核苷类化合物
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　 　 自 Ａｌｐｅｒｔ 于 １９９０ 年首次提出亲水作用色谱

(ＨＩＬＩＣ)概念以来[１]ꎬ其已成为色谱领域一个研究

分支ꎬ在各种极性分析物的分离分析方面具有很大

的潜力ꎬ如植物提取物、氨基酸、蛋白质、碳水化合物

以及核苷酸等极性化合物的分离分析[２－５]ꎮ
到目前为止ꎬ已经有多种类型的 ＨＩＬＩＣ 固定相

被设计和合成以满足不同的分离要求ꎮ 除了经典的

裸硅胶和氨丙基键合硅胶[６－７]ꎬ多种类型的二氧化

硅键合相 ＨＩＬＩＣ 材料也被开发出来ꎬ如酰胺[８－９]、两
性离子[１０－１１]、二醇[１２]以及糖苷固定相[１３]等ꎮ 目前ꎬ
医药、食品等行业对液相色谱的需求增加且难度也

在变大ꎬ这就要求有更加高效的 ＨＩＬＩＣ 固定相来满

足市场需求ꎮ 聚合物键合硅胶固定相一直是 ＨＩＬＩＣ
的热点ꎬ此类固定相可以提供更多的作用位点ꎬ从而

使得其柱容量得到较大提升ꎮ
笔者将三甲氧基硅丙基封端的聚乙烯亚胺

(ＰＥＩ)键合到硅胶表面ꎬ从而制备出一种新型的季

铵化聚合物型 ＨＩＬＩＣ 分离材料ꎮ 并通过傅里叶变换

红外光谱和元素分析成功地对所获得的材料进行表

征ꎮ 以 ６ 种核苷混合物为探针样品来评估所制备材

料的色谱性能[１４]ꎬ并考察了流动相的组成以及柱温

等因素对固定相保留行为的影响[１５－１６]ꎮ
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１　 实验仪器与试剂

１􀆰 １　 实验仪器

Ｎｉｃｏｌｅｔ ６７００ ＦＴ－ＩＲ 傅里叶变换红外分析光谱

仪ꎬ美国赛默飞世尔公司生产ꎻＶａｒｉｏ ＥＬ ｃｕｂｅ 元素分

析仪ꎬ德国 Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ 公司生产ꎻ梅特勒 －托利多

ＤＥＬＴＡ３２０ ｐＨ 计ꎬ瑞士梅特勒－托利多公司生产ꎻ
ＲＰＬ－ＺＤ１０ 装柱机ꎬ大连日普利公司生产ꎻ２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ 不锈钢空色谱柱ꎬ美国热电集团生产ꎻ
Ｗａｔｅｒｓ １５２５ 二元梯度高效液相色谱仪系统ꎬ包括

Ｗａｔｅｒｓ ２４８９ 紫外检测器、Ｗａｔｅｒｓ １５２５ 二元高效液相

色谱泵、Ｗａｔｅｒｓ ２７０７ 自动进样器、Ｅｍｐｏｗｅｒ 色谱工

作站ꎬ美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 实验试剂

球形硅胶 (粒径为 ５ μｍꎬ 比表面积为 ３００
ｍ２ / ｇ)ꎬ日本 Ｄａｉｓｏ 公司生产ꎻ三甲氧基硅丙基封端

的聚乙烯亚胺(纯度 ５０％)ꎬ美国 Ｇｅｌｅｓｔ 公司生产ꎻ
ＮꎬＮ －二甲基甲酰胺 ( ＡＲ)、三乙胺 ( ＡＲ)、丙酮

(ＡＲ)、１ꎬ４－二氧六环(ＡＲ)ꎬ国药集团化学试剂有

限公司生产ꎻ甲醇(ＧＲ)、乙腈(ＧＲ)ꎬ德国默克公司

生产ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 合成步骤

聚乙烯亚胺型 ＨＩＬＩＣ 固定相的合成路线如图 １

所示ꎮ 称取 ４ ｇ 球形硅胶于 １５０ ｍＬ 三口烧瓶中ꎬ加
入 １００ ｍＬ 质量分数为 １０％的盐酸水溶液ꎬ在 １１０℃
下搅拌回流 １２ ｈꎬ冷却至室温ꎬ然后用超纯水洗涤抽

滤ꎬ确保盐酸洗去使溶液 ｐＨ 呈中性后放入烘箱ꎬ于
１１０℃下干燥 １２ ｈ 至恒重ꎬ得 ３􀆰 ８ ｇ 空白硅胶密封保

存备用ꎮ

图 １　 聚乙烯亚胺型亲水色谱固定相的制备路线

称取已活化好的球形硅胶 ３􀆰 ５ ｇ 于 １００ ｍＬ 三

口烧瓶中ꎬ对其进行抽真空干燥ꎬ于 １５０℃下油浴加

热 ４ ｈꎮ 抽真空干燥结束后降为室温ꎮ 通过滴液漏

斗向三口烧瓶中加入 ３５ ｍＬ 二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)ꎬ
加入 １􀆰 ０ ｇ 三甲氧基硅丙基封端的聚乙烯亚胺ꎬ滴
入 ２ 滴三乙胺催化剂ꎬ油浴加热反应温度设为

１１０℃ꎬ在氮气保护下磁力搅拌反应 ２４ ｈꎮ 反应结束

后降为室温ꎬ用丙酮离心洗涤 ３ ~ ５ 次ꎬ放入烘箱于

６８℃烘干ꎬ得到白色恒重粉末ꎬ命名为聚乙烯亚胺型

ＨＩＬＩＣ 固定相(ＳｉＯ２－ＰＥＩ)ꎬ称其质量为 ３􀆰 ７８ ｇꎮ
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２０１９ 年 ５ 月 朱萌等:新型聚乙烯亚胺型 ＨＩＬＩＣ 固定相的制备及其色谱性能研究

２􀆰 ２　 色谱柱的填装及色谱条件

利用匀浆法将 ＳｉＯ２ － ＰＥＩ 装填成 ４􀆰 ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ 的高效液相色谱柱:取 ３􀆰 ２０ ｇ ＳｉＯ２ －ＰＥＩ 固
定相填料分散在 ３０ ｍＬ １ꎬ４－二氧六环匀浆液中ꎬ以
甲醇为顶替液ꎬ在 ３５ ＭＰａ 的压力下填充至不锈钢

色谱柱中ꎮ 在亲水色谱模式下ꎬ用尿嘧啶测定柱效

与保留时间ꎮ 流动相为 Ｖ(乙腈) / Ｖ(水) ＝ ９０ / １０ꎬ
流速为 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ等度洗脱ꎬ紫外检测波长设置

为 ２５４ ｎｍꎮ 核苷化合物样品均用超纯水作溶剂进

行配制ꎬ样品质量浓度为 ２００ ｍｇ / Ｌꎬ并经 ０􀆰 ２２ μｍ
滤膜过滤ꎬ进样量为每次 １０ μＬꎮ 整个色谱分离过

程中ꎬ流动相均为等度洗脱ꎬ紫外检测波长均为

２５４ ｎｍꎮ 部分色谱条件下使用 ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４(浓度

为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ) 缓冲液ꎬ用醋酸调节酸碱度至目

标值ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 的表征

为了验证键合实验的结果ꎬ利用红外光谱(ＦＴ－
ＩＲ)对其进行表征ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可以看

出ꎬ在 ２ ９２１、２ ８５２􀆰 ２ ｃｍ－１处有明显的甲基(—ＣＨ３)
强伸缩振动峰ꎬ１ ５４６􀆰 ４５ ｃｍ－１处为 Ｎ—Ｈ 振动吸收

峰ꎮ 这些特征峰可以作为键合成功的有力证据ꎮ

１—ＳｉＯ２ꎻ２—ＳｉＯ２－ＰＥＩ

图 ２　 ＳｉＯ２ 与 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 的红外谱图

为了进一步说明键合实验结果ꎬ利用元素分析

的表征方法对其进行考察ꎮ 结果表明ꎬ空白硅胶中

不含有碳、氮元素ꎬ相比较之下ꎬＳｉＯ２ －ＰＥＩ 中含有

９􀆰 ７３％碳和 ３􀆰 ５７％氮ꎮ 这 ２ 个元素质量分数的增加

充分说明实验键合是成功的ꎮ
３􀆰 ２　 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 的色谱分离性能评价

３􀆰 ２􀆰 １　 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 的分离性能评价

以尿嘧啶为探测物ꎬＶ(乙腈) / Ｖ(水) (９０ / １０)
为流动相ꎬ对柱效进行测定ꎬ结果表明ꎬ所制备的

ＳｉＯ２－ＰＥＩ 的塔板数达到 ２５３２０( ｐｌａｔｅｓ / ｍ)ꎬ对称因

子为 １􀆰 ０５ꎬ说明该分离材料具有较理想的色谱性

能ꎮ 选用 ６ 种核苷混合物为样品ꎬ以 Ｖ (乙腈) /

Ｖ(水)＝ ７０ ∶３０ 作为流动相对其进行初步评测ꎬ结果

如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ６ 种核苷类物质在

１０ ｍｉｎ 内可以被基线分离ꎬ并且具有较良好的峰形ꎮ
被分析物依次洗脱顺序及对应的物质极性:胸苷

(ｌｏｇ Ｐ＝ －０􀆰 ９３)、腺苷(ｌｏｇ Ｐ＝ －１􀆰 ０５)、尿苷(ｌｏｇ Ｐ ＝
－１􀆰 ９８)、胞苷( ｌｏｇ Ｐ ＝ －２􀆰 ５１)、鸟苷( ｌｏｇ Ｐ＝ －１􀆰 ９０)
和肌苷(ｌｏｇ Ｐ＝ －２􀆰 １０)ꎬ其中ꎬｌｏｇ Ｐ 值来源于 Ｈｏｍｅ－
ｐｕｂｃｈｅｍ ｃｏｍｐｏｕｎｄ－ＮＣＢＩ 的网址上查得ꎮ 在亲水作

用色谱中ꎬ具有较高 ｌｏｇ Ｐ 值的化合物亲水性较低ꎬ
因此在 ＨＩＬＩＣ 模式下保留较短ꎮ 前 ４ 种样品洗脱顺

序与这个规律相符ꎻ后 ２ 种物质异常的保留行为是

由于分子结构中的酰胺和氨基基团与分析物的相互

作用引起的ꎬ使其在固定相洗脱中最慢ꎮ

图 ３　 ６ 种核苷类化合物在 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 上的

分离结果
　 　 注:色谱条件:流动相 Ｖ(乙腈) / Ｖ(水)＝ ７０ / ３０ꎬ流速为 １􀆰 ０
ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测器为 ＵＶꎬ柱温为 ３０℃ꎮ

３􀆰 ２􀆰 ２　 流动相的组成对 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 保留行为的影响

流动相的组成对分析物的保留行为和峰形特征

有着较深远的影响ꎮ 以乙腈、甲醇和 ＫＨ２ＰＯ４ 缓冲

液构成 ３ 种流动相分别分离 ６ 种核苷样品的色谱图

如图 ４ 所示ꎮ 由图 ４ 可以看出ꎬ核苷组分在 Ｖ(甲
醇) / Ｖ(水)＝ ７５ / ２５ 的流动相中不能被完全分离ꎬ且
具有微弱的保留作用ꎻ核苷组分在 Ｖ(乙腈) / Ｖ(水)＝
７５ / ２５ 的流动相中完全被分离且具有较强保留作

用ꎮ 这种保留行为的变化是溶质在甲醇 /水和乙腈 /
水中分配系数不同而引起的ꎮ 也就是说ꎬ较高的

ｌｏｇ Ｐ 值的溶质可以更容易地转移到甲醇 /水相中ꎬ
而不是转移到乙腈 /水相中ꎬ导致在甲醇 /水流动相

中较弱的滞留ꎮ 至于 ＫＨ２ＰＯ４ 缓冲液ꎬ其引入可以

为所用分析物提供优良的峰形ꎬ但在 Ｖ (乙腈) /
Ｖ(缓冲液)＝ ７５ / ２５ 流动相中具有更少的洗脱时间ꎮ
这一结果意味着这些核苷分析物在乙腈 /水相中以

非中性形式存在ꎬ这是因为缓冲液可用于控制分析

物和固定相的电离状态ꎬ从而影响他们之间的相互

作用ꎮ
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１—Ｖ(甲醇) / Ｖ(水)＝ ７５ / ２５ꎻ２—Ｖ(乙腈) / Ｖ(水)＝ ７５ / ２５ꎻ
３—Ｖ(乙腈) / Ｖ(缓冲液)＝ ７５ / ２５

图 ４　 在 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 上 ３ 种流动相分离 ６ 种

核苷的色谱图
　 　 注:色谱条件:流速为 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎻ检测器为 ＵＶ 检测器ꎬ
２５４ ｎｍꎻ柱温为 ３０℃ꎮ ６ 种核苷分别为:( １) 胸苷ꎻ( ２) 腺苷ꎻ
(３)尿苷ꎻ(４)胞苷ꎻ(５)鸟苷和(６)肌苷ꎮ

３􀆰 ２􀆰 ３　 柱温对 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 分离性能的影响

柱温是影响 ＨＩＬＩＣ 中极性化合物保留的另一个

重要因素ꎮ 以 Ｖ(ＡＣＮ) / Ｖ(水) ＝ ７０ / ３０ 为流动相ꎬ
在 ＨＩＬＩＣ 模式下考察不同柱温对 ６ 种核苷保留行为

的影响ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 由图 ５ 可以看出ꎬ当温度

从 ２５℃增加到 ４５℃ꎬ核苷的保留呈现降低的趋势ꎮ
这些分析物的斜率也随着他们极性的增加而减小ꎬ
符合亲水作用色谱变化的规律ꎮ

１—胸苷ꎻ２—腺苷ꎻ３—尿苷ꎻ４—胞苷ꎻ５—鸟苷ꎻ６—肌苷

图 ５　 柱温的倒数(１ / Ｔ)对 ＳｉＯ２－ＰＥＩ 上
６ 种核苷保留因子对数的影响

　 　 注:色谱条件:流动相 Ｖ(ＡＣＮ) / Ｖ(水)＝ ７０ / ３０ꎻ流速为 １􀆰 ０
ｍＬ / ｍｉｎꎻ检测器为 ＵＶ 检测器ꎬ２５４ ｎｍꎻ柱温分别为 ２５、３０、３５、
４０℃和 ４５℃ꎮ

４　 结论

以三甲氧基硅丙基封端的聚乙烯亚胺键合为功

能基团ꎬ将之健合到硅胶表面ꎬ得到一种亲水作用色

谱固定相ꎮ 以核苷类物质为分析物ꎬ通过改变流动

相的组成、柱温对保留行为的影响来探索固定相的

保留行为ꎬ结果表明ꎬ核苷类样品在此分离材料上得

到较优异的分离ꎬ其保留行为符合典型的 ＨＩＬＩＣ 色

谱特征ꎬ说明所制备的 ＨＩＬＩＣ 材料在分离高极性物

质上具有更大的潜力ꎮ
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