
西南医科大学学报 2022年 第45卷 第6期
Journal of Southwest Medical University Vol.45 No.6 2022

高效液相色谱作为一种高效、快速、准确的分离分

析方法，是分离纯化化合物的常用工具 [1-6]。而在分离

亲水性物质时，正相色谱采用的流动相对分析物的溶

解性差，反相色谱则不能达到有效的分离[7]。1990年

Alpert 提出的亲水相互作用色谱（hydrophilic interac⁃
tion chromatography，HILIC），填补了这两类色谱固定相

在分离极性物质中的不足[8]。近年来，有大量文献报道

将多糖类[9-14]、弱阳离子交换[15-17]、亲水碳纳米材

料[18-19]等功能基团作为配体键合到固定相表面，用于

天然药物、碱基核苷等亲水性物质在HILIC模式下的

分离检测。多糖类因具有很好的手性识别能力而同时

在手性拆分方向得到了广泛的研究和应用[20-25]。其中

纤维素衍生物具有高度有序的螺旋结构和出色的手性

识别能力，是最常用的手性固定相（chiral stationary
phase，CSP）之一。在CSP手性分离机理研究中，有三

种或以上相互作用力存在于手性拆分过程之中，包括

立体构象、疏水、氢键、包容络合和范德华力等[26]。基

于此理论，研究者通过在手性固定相上修饰不同基团
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来提高手性拆分能力[27-28]。N-异丙基丙烯酰胺（N-
isopropylacrylamide，NIPAM）是一种分子结构中同时具

有疏水性异丙基和亲水性酰胺基的化合物，基于

NIPAM的色谱固定相具有仅通过变化柱温度就能达成

分析物分离的优势[29-34]。而结合NIPAM和纤维素的多

模式固定相目前还未报道。故在本项研究中，以丙烯

酸纤维素-（3，5-二甲基苯基氨基甲酸酯）（NCAD）和

NIPAM为功能单体，通过自由基引发共聚反应（atom
transfer radical polymerization，ATRP）接枝到硅胶上，制

备了具有多种分离机制和对映体分离能力的色谱固定

相（Sil-NP-NCAD）。
1 材料与实验方法

1.1 仪器与材料

IR Affinity−1（岛津，日本）对衍生化的纤维素和硅

球上接枝的功能团进行表征，CHN628系统（LECO，美
国）对硅球及接枝在硅球表面的功能团进行表征，HY-
HPLC-S（Hydrosys，德国）将制备的高效液相色谱固定

相填料装填入色谱柱，用于装填固定相填料的不锈钢

柱（15 cm × 4.6 mm）购自中国大连日普利科技仪器有

限公司，最后高效液相实验在安捷伦1260型高效液相

色谱仪-二极管阵列检测器（安捷伦，美国）上进行。

球形硅胶（直径 5.50 μm，孔径 100 μm，比表面积

465 m2·g-1）购买于日本Daiso Chemicals公司，4-（氯甲

基）苯基三甲氧基硅烷购于美国Gelest公司，N-甲基咪

唑、氯丙烯、丙烯酰氯、3，5-二甲基苯基异氰酸酯、N-
异丙基丙烯酰胺、氯化铜购于中国阿达马斯试剂有限

公司，氯化亚铜、三（2-二甲氨基乙基）胺（tris（2-（di⁃
methylamino）ethyl）amine，Me 6 TREN）购于中国阿拉丁

化学有限公司，硫脲、尿苷、腺苷、腺嘌呤、胞嘧啶、二苯

胺、间苯二胺、1，4-苯二胺和华法林等标准测试品购于

中国阿达马斯试剂有限公司，纳米纤维素（nano-
cellulose，NC，直径50 nm）购于中国麦克林试剂有限公

司，用于调节流动相pH的氨水和甲酸购自中国成都凯

隆试剂公司，超纯水由美国艾科浦AWL-1002-H超纯

水系统纯化后获得，色谱级乙腈购于中国阿达马斯试

剂有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 纤维素 3，5－二甲基苯基氨基甲酸酯（NCAD）

的制备 参照文献的方法合成了 1-烯丙基-3-甲基咪

唑氯盐（AmimCl）作为纤维素在反应中的溶剂[35]。如图

1A所示，将 0.25 g纳米纤维素加入 6 g AmimCl中，在

80 °C下机械搅拌 1.5 h，得到 4 wt%的纤维素溶液。然

后将0.062 mL丙烯酰氯加入混合物中，在50 °C下反应

1.5 h。然后，将 2.07 mL 3，5-异氰酸二甲酯与液体混

合，在80 °C下保持反应24 h。所得产物用400 mL甲醇

重结晶，后用200 mL二甲基亚砜和200 mL甲醇洗涤得

到的固体以除去未反应的丙烯酰氯和3，5-异氰酸二甲

酯，得到的NCAD在60 °C的真空干燥箱中干燥过夜。

1.2.2 引发剂改性硅球（Sil-Cl）的制备 5.0 g硅球分散

在 150 mL 1 mol/L的盐酸溶液之中，在 90 ºC回流搅拌

3 h后使用 2 L纯水洗涤至中性，然后将活化后的硅球

在 150 ºC真空干燥箱中干燥 24 h。接着如图 1B所示，

将2.5 g活化硅胶和0.68 mL 4-（氯甲基）苯基三甲氧基

硅烷加入 50 mL无水甲苯中，室温下搅拌反应 16 h，然
后用200 mL甲醇、200 mL二氯甲烷和200 mL丙酮清洗

过滤后的沉淀。最后将Sil-Cl在55 ºC的真空干燥箱中

干燥过夜。

1.2.3 Sil-NP-NCAD的制备 采用ATRP反应聚合硅

球表面的功能单体。如图1C所示，2.79 g NIPAM、1.89
g NCAD与50 mL异丙醇溶解于三颈瓶中，将0.213 g氯
化亚铜、0.029 g氯化铜和0.517 g Me6TREN的催化剂体

系快速加入无氧环境下的三颈瓶中，然后将混合溶液

搅拌反应30 min。再加入2.5 g Sil-Cl，在室温氮气保护

下进行反应16 min后得到接枝了NIPAM与NCAD的硅

球，将其用200 mL甲醇、200 mL乙二胺四乙酸（EDTA）
溶液、200 mL水、200 mL DMSO和 300 mL丙酮连续冲

洗，最后在 55 ºC下的真空干燥箱中干燥过夜得到 Sil-
NP-NCAD。

图1 Sil-NP-NCAD色谱固定相的制备过程
Figure 1 Scheme for the systhesis of Sil- NP-NCAD stationary phase

1.2.4 色谱柱的装填与活化 采用浆液充填法制备4.6
mm × 150 mm的混合模式高效液相色谱柱，以10 mL异
丙醇和乙腈（1∶1，v/v）的混合溶液为溶剂，加入2 g Sil-
NP-NCAD固体材料，将其充分混合搅拌，再超声震荡

3 min，得到无色透明的匀浆液；甲醇作为顶替液，将压

力缓慢上升至50 MPa保持20 min，然后减压至30 MPa
保持 10 min，缓慢降压至零，静止 3至 5 min，卸下柱子
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后用刀铲平柱头。以甲醇为流动相，持续冲洗色谱柱

5 h以上，从而活化色谱柱。

2 结果

2.1 Sil-NP-NCAD固定相填料的表征

2.1.1 元素分析 采用元素分析对功能基团键合至硅

球表面的情况进行表征。如表 1所示，相对于裸硅球

而言，Sil-Cl的碳含量升至 1.93 %，根据公式可计算出

Sil-Cl上碳元素的键合密度为 2.67 μmol·m-2，表明 4-
（氯甲基）苯基三甲氧基硅烷成功接枝到二氧化硅表

面。Sil-NP-NCAD材料的氮含量增加至0.3 %，碳含量

升至 6.17 %。通过公式，可计算出 Sil-NP-NCAD材料

上的氮元素和碳元素的键合密度分别增加至 3.85
μmol·m-2和 9.48μmol·m-2，表明纤维素酯和NIPAM已

成功接枝到硅球表面。为评价功能基团键合率，键合

密度的计算公式如下：

键合密度（μmol·m-2）=（Z %×106）/（MZ×S）
式中：Z代表被计算的相应元素，Z %为相应元素

百分含量；MZ为相应元素的相对原子质量；S为裸硅胶

的表面积（465 m2·g-1）。

表1 SiO2、Sil-MPS与Sil-NP-NCAD的元素分析

Table 1 Element analysis results of SiO2，Sil-MPS and Sil-NP-NCAD
样品

Silica

Sil-Cl

Sil-NP-NCAD

C（%）

1.49

1.93

6.17

H（%）

1.27

0.93

1.48

N（%）

0.00

0.05

0.30

2.1.2 红外光谱分析 用红外光谱法验证了纤维素衍

生化合物和嫁接不同功能单体的二氧化硅的合成成

功。如图 2A所示，与NC的红外吸收光谱相比，NCAD
的吸收峰明显不同，3 293 cm-1处的吸收峰是N-H的拉

伸振动峰，1637 cm-1和 1 562 cm-1处的吸收峰分别为

C = O和C = C的拉伸振动峰。以上结果证实了丙烯酰

氯和 3，5-二甲基异氰酸苯酯已经成功地与纤维素结

合。裸硅球、Sil-Cl、Sil-NP-NCAD的红外谱图如图 2B
所示，裸硅球在968 cm-1处的吸收峰是Si-OH的伸缩振

动峰。而 Sil-Cl的谱图中 968 cm-1处的峰强度明显下

降，证明4-（氯甲基）苯基三甲氧基硅烷已成功被接枝

到硅球表面。Sil-NP-NCAD的谱图中，3 295 cm-1处的

是N-H的伸缩振动峰，1 651 cm-1处的吸收峰为C = O
的伸缩振动峰，1 560 cm-1、1 495 cm-1和1457 cm-1出现

了苯环的特征峰。以上结果证明了固定相的成功

制备。

图2 红外表征图谱

Figure 2 FT-IR spectrums
注：A、B分别代表纤维素衍生物和Sil-NP-NCAD色谱固定相材料

2.2 Sil-NP-NCAD固定相上的色谱行为

本实验通过对硫脲（脂水分配系数 lg P = -0.39）、

尿苷（lg P = -1.61）、腺苷（lg P = -1.02）、腺嘌呤（lg P =
-2.12）和胞嘧啶（lg P = -2.29）五种核苷类标准品进行

分析来评价 Sil-NP-NCAD在亲水相互作用模式下的

分离性能。如图 3A所示，在以乙腈/甲酸铵缓冲盐

（93 : 7，v/v）为流动相和流速为 1 mL/min的条件下，五

种核苷类标准品的混合物在 Sil-NP-NCAD上实现了

良好的分离，且相邻色谱峰的分离度均已大于1.5。为

进一步验证其保留机理，通过改变流动相中水相的百

分比来观察核苷类分析物在固定相上的保留时间的变

化规律，此过程中流动相组成中有机相为乙腈，水相为

20 mmol/L甲酸铵水溶液（pH = 5.88）。如图 3B所示，

随着流动相中水相比例的降低，核苷类物质在固定相

上的保留时间逐步缩短。接下来，如图3C所示，在10 °C
~ 50 °C的温度范围内对制备的色谱柱的热响应洗脱能

力进行考察，随着柱温度的降低，制备的柱对分析物的

保留增强。
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接着采用苯胺类物质包括二苯胺（lg P = 2.97）、联

苯二胺（lg P = 1.56）、间苯二胺（lg P = -0.31）、1，4-苯
二胺（lg P = -0.68）对制备的Sil-NP-NCAD固定相温度

响应分离能力进行进一步考察。如图4A所示，在乙腈/
水（80∶20，v/v）和流速为1 mL/min的条件下，二苯胺、间

苯二胺和 1，4-苯二胺在该色谱固定相上达到完全分

离，接着在相同流动相条件下改变流速至 0.8 mL/min，

二苯胺、联苯二胺、间苯二胺和1，4-苯二胺分离情况如

图 4B所示。联苯二胺和前后两种分析物的色谱分离

度均未达 1.5，故选取二苯胺、联苯二胺和间苯二胺在

10 °C - 50 °C的温度范围内对制备柱的热响应性洗脱

能力进行进一步考察。如图 4C所示，随着柱温降低，

三种分析物的保留时间逐渐延长，在10 °C成功实现了

三种苯胺的分离。

图3 核苷类在Sil-NP-NCAD 柱上的色谱分离图
Figure 3 Chromatographic separations of nucleoside and nucleic bases on Sil-NP-NCAD column

注：A、B、C分别是五种核苷在30 °C的分离图谱、在30 °C时保留时间与流动相中水含量的关系图、保留时间与柱温的关系图；进样量：10
μL；出峰顺序：（A）1硫脲，2尿苷，3腺苷，4腺嘌呤，5胞嘧啶

图4 苯胺类在Sil-NP-NCAD 柱上的色谱分离图
Figure 4 Chromatographic separations of anilines on Sil-NP-NCAD column

注：A、B、C分别是三种苯胺在30 °C的分离图谱 、四种苯胺在30 °C的分离图谱、三种苯胺保留时间与柱温的关系；进样量：10 μL；出峰顺

序：（A）1二苯胺，2间苯二胺，3 1，4-苯二胺；（B）1二苯胺，2联苯二胺，3间苯二胺，4 1，4-苯二胺；（C）1二苯胺，2联苯二胺，3间苯二胺

对手性化合物分离过程中，如图5A所示，Sil-NP-
NCAD固定相成功实现了对手性药物华法林Warfarin
（lg P = 3.42）的对映体拆分；图5B所示，接着在10 °C -

50 °C的温度范围对华法林在固定相上的色谱行为进

行考察，华法林对映体分离随柱温度的变化不明显。

图5 华法林在Sil-NP-NCAD 柱上的色谱分离图
Figure 5 Chromatographic separations of warfarin on Sil-NP-NCAD column

注：A、B分别是华法林在30 °C的分离图谱和保留时间与柱温的关系图；进样量：10 μL
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3 讨论

NCAD作为一种具有良好手性识别能力的功能单

体，NIPAM作为一种疏水和亲水结构共存且可在温度

调节下改变其疏水性的热响应材料，其在32 °C的低临

界溶解温度（lower critical solution temperature，LCST）左
右，疏水和亲水性可以切换。在低温下，NIPAM聚合物

膨胀，NIPAM高分子链中的酰胺基暴露出来，易与周围

的水分子产生分子间氢键作用。而在高温下，NIPAM
高分子链会收缩并形成分子内氢键，使得疏水作用逐

渐加强 [36]。将两者通过ATRP反应修饰到硅球上，开

发了一种具有亲水分离机制、温度响应机制和对映体

分离能力的多模式色谱固定相，并为亲水性、手性化合

物开辟了一种新型色谱分离方法。

本研究采用元素分析对接枝量不同化合物的硅球

产物（二氧化硅、Sil-Cl和Sil-NP-NCAD）上的接枝量进

行了计算；采用红外光谱仪对硅球产物进行了表征，根

据红外光谱上的特征峰的位置确定了硅球上存在的功

能基团。这些表征结果为 Sil-NP-NCAD固定相的色

谱保留机制研究提供了论据。

为验证该制备色谱固定相是否具有多重作用模

式，采用亲水性核苷类、苯胺类物质的混合物来考察其

亲水相互作用模式。本项研究通过改变流动相的水相

比例验证了其亲水相互作用模式，然后通过考察分析

物的保留时间与色谱柱温度变化的关系，进一步证明

了该制备色谱柱具有的温度响应模式。大部分核苷类

物质出峰顺序都与物质本身的 lg P值大小相关，腺苷

相较尿苷的保留时间更长，说明除了亲水相互作用力

以外，具有伯氨基的腺苷还与固定相产生了氢键相互

作用，从而延长了保留时间。接着，如图3B所示，随着

流动相中水相比例的降低，核苷类物质在固定相上的

保留时间逐步缩短。这是一种典型的亲水模式作用下

的保留特征。这进一步证明了该固定相材料可以与核

苷类产生亲水相互作用，具有在亲水模式下分离核苷

类的保留机制。接下来，如图 3C所示，随着柱温度的

降低，制备的柱对分析物的保留增强。其原因是固定

相表面的共聚物链在低温下膨胀并展现出亲水性，和

核苷类分析物发生亲水相互作用。因此本实验制备的

Sil-NP-NCAD固定相在亲水模式下对核苷类化合物具

有一定的热响应能力。

关于苯胺类的分离情况如图4B所示，四种苯胺类

出峰顺序按其 lg P值由大到小先后出峰，这证实了该

色谱固定相能与苯胺类产生亲水相互作用。如图 4C
所示，二苯胺、联苯二胺和间苯二胺在10 °C实现分离。

这是由于在低温下固定相上的共聚物链亲水基团暴

露，与分析物产生了分子间氢键作用，从而延长了分析

物的保留时间。因此本实验制备的 Sil-NP-NCAD固

定相在亲水模式下对苯胺类化合物进行分离，且能通

过对温度变量的控制对固定相的亲水性做出调节，使

原本不能分离的化合物实现分离。

此外，华法林的对映体分离情况没有明显随柱温

度的变化而变化（图5B）。毕竟相对疏水的华法林与核

苷类的在色谱柱上的热响应是不同的。根据HPLC上

的速率理论，流动相粘度随温度的增加而降低。随着

柱温度的升高，分析物的保留时间会降低 [37]。但华法

林在 Sil-NP-NCAD柱上的保留时间随温度的升高几

乎保持不变。这些结果表明，制备的手性固定相通过

提高温度从亲水性转变为疏水性，能与具有疏水基团

的化合物发生更强的疏水相互作用。这结果也证明了

Sil-NP-NCAD固定相具有一定的热响应调节能力。

以上实验结果验证了基于衍生化纤维素与NIPAM
的多模式温度响应手性固定相的成功制备。Sil-NP-
NCAD固定相的制备是对普通单模式HILIC色谱柱的

补充，也为新型多模式色谱柱的开发提供可靠的依据。

4 结论

本研究采用ATRP反应制备得到衍生化纤维素和

N-异丙基丙烯酰胺共聚物功能化的多模式热响应型手

性固定相，并对其色谱行为进行了分析与评价。该固

定相实现了对核苷和苯胺类亲水物质的分离，也成功

对华法林对映体进行了拆分，在生物样品中核苷类亲

水性物质的分离分析中具有广阔的应用前景。同时该

固定相能在一定的温度范围对其亲水性与疏水性进行

调节，具有实现对复杂样品进行分离的潜力。

（利益冲突：无）
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