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64 8填料时流动相问题

韩吉华 ( 化学教研室 ) 陈兆珍 ( 仪器中心 )

提 要 据文献 () l() 2报导
:it V

一

X
一

4 68是用于分子大小排斥色谱的填料
,

是经过特殊方法处理

后
,

已消除了任何不可逆吸附作用的刚性高硅胶玻璃
,

流动相既可用有机溶剂
,

又可用水溶液
。

但当我们检查它的渗透极限和排斥极限时
,

发现这种填料仍存在一定的吸附作用
,

而且对某些化

合物的吸附作用还相当强 (如罗丹明 B被强烈吸附 ) ,

因此使样品在选定条件下
,

保留值与理论相

反
,

分子量小于渗透极限的样品
,

在保留值上有差异
。

为了克服这种现象
,

我们选用了几种不同

的流动相
,

结果以用甲醇 ( M e O H ) 或含有 5 % 以上的M e O H溶液作流动相时
,

效果较好
。

关健词 填料 ; 流动相 ; 渗透极限 ; 排斥极限 , 排斥色谱
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: V计
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64 8 填料经去活

性后
,

从理论上讲 已消除了吸附作用
。

但根

据一些人的实验发现
:

这类填料仍存在一定

的吸附作用
,

要克服这种现象
,

就必须注意

流动相的选择
。

为此我们对该填料的性能做

了一些检查
。

材 料 与 方 法

色借仪 P
一

E 公 司 S e r i e s 3 十 L c 一
6 5T (紫

外
一

可见波长检测器 )
,

灵敏度 。 .

01 A U F S ; 记

录仪
:

3 e i型
,

量程 i o m V ; R h e o d y n e 7 1 0 5进样阀 ;

色谱 柱
: 250

x 2
.

6 m m r D 不 锈 钢 柱 ; 填 料
:

P
一

E公司生产的V it
一

X
一
6 4 8

,

3 6
一

44 卜m
,

分离范围

6 5。~ 48 。。。 , 填充方法
:

用敲击法干装
。

试剂 重蒸馏水 , M e O H
:

分析纯
,

并重蒸馏

一次 , 其它试剂均为分析纯
。

样品 牛血 清 (生物制剂 )
,

蓝 葡 聚 糖
,

丙

酮
,

丁酮
,

青霉素 G
、

K ( 药用 )
,

V c .

茶和蕙

等
。

结 果

我们用水作流动相
,

用 3 一 4 根 V it
一

X
一

64 8柱

串联
,

分别进入丙酮 (分子量 5 8) 和丁酮 (分子量

7 2 )
,

V e (分子量 2 7 6
.

1 ) 和青霉素 G
、

K (分子

量 37 2
.

4) 来检查V it
一

X
一
6招的渗透极限时

,

发现丙

酮和丁酮
,

V 。和青霉素 G
、

K ,

不 仅 保 留 值 有差

别
,

而且分子量小的保留值反而小 (见图 1
、

2)
。

为了克服这种现象
,

我们采用了几种不同的流动相

( 1 ) 纯 M e O H ( 2 ) M e O H
’ H : O ( 3 ) 0

·
0 0 0 4

N H : 5 0 一溶液 ( 4 ) 磷酸盐缓冲液 ( p H = 7
,
卜 =

0
.

1 5 ) ( 5 ) T r
i s

一

H o P O 一缓冲液 ( p H = 7 一 s ) ,

结果见表 1一 3
,

图 3 一 7
。

表 1 小 于渗透极限的样品用M
e O H作流动 相 时的分析结果

样 品 流 速

0
.

5m l / m i n

蔡
一

葱

丙酮
一

丁酮

丁酮

丙酮

丙酮
一

丁酮

i m l / m i n

t a ( m i n ) V e (m l ) 备 注

1 4
.

3 8 7
.

19 色谱柱及检测条件见图 3

1 4
。
5 0 7

。

2 5

1 4
。

7 5 7
。
3 8

1 4
。
5 0 7

。
2 5

7
.

50 7
.

50 色谱柱及检测条件见图 4

7
。
6 2 7

。

6 2

7
。
2 2 7

。
2 2

蔡蕙

注
: t R为保留时间

,

V “ 为保留体积
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表 2丙酮和 丁酮混合液 用M
e 0 H: H。 0作流动相时的分析结果

M eO H
: HZO

1 0 0: 2 0
流 速 ta (分m i n )V e (m l)备

1 0 0: 0

8 0: 2 0

7 0:
3 0

3 0: 7 0

0
.

s m l/m i n

扩

1 8
。

1 7

9 1
。
5 0

19
。

7 6

19
。

3 8

色谱柱及检测条件见图 5O口一勺才认q自nù内了只ù9
.

…
O口 gQó
9

,

,

2 0 : 8 0

1 0 : 9 0 :
1 9

。

6 7

.

9
。
8 4 色谱柱及检测条件见图 6

5 : 9 5 口 . 令

2 : 9 8 刀 2 0
。

0 0 1 0
。
0 0

0 : 1 0 0
( 1 ) 2 0

( 2 ) 2 2

·
12

。

l了

( 1 ) 1 0
.

0 8

( 2 ) 1 1
。
0 8

色谱柱及检测条件见图 7

带 t R漏记

表 3 牛血清和蓝葡聚糖
.
在下列流动 相下分析结果

样 品

牛血清

蓝葡聚糖

牛血清

蓝葡聚糖

流动相 t a (m i n )

H : O

流 速

0
.

s m l /m i n 5
。
8 3

5
。
7 5

备 注

色谱柱及检测条件见图 9

T r i s
一

H s P O 一 o
.

s m l /m i n

缓冲液 P H 7一 s

5
。

5
。

V e ( m l )

2
。

9 2

2
。

8 8

2
。

8 2

2
。
7 4

色谱柱及检测条件见图 86347

带 蓝葡聚糖分子量约 2 X 10e
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色谱柱
: V it

一
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一

6 48 四根柱串联

流动相
:

H : O

流 速
: o

.

s m l/ m in

检测器
: U V 2 5 4 n m

,

衰弱 1 6

温 度
:

室温

进样量
: V c s川

,

青霉素 G
、

K妞 1

图 2

明ù

?

l申从以一

色谱柱
: V i七

一

X
一
6 4 8四根柱串联

流动相
: H : 0

流 速
: l m l / m i n

检测器
: U V 2 5 4 n 。 ,

衰减 26

温度
:

室温

图 1



3 4

瀚
,

条
十葱

阿别
`

惫

、

一一

一
- 副

图 3 色谱柱
: v i t

一

X
一
648 三根柱串联 ; 流动相 : M e O H ; 流速 : 。

.

s m l/ m i n ; 检测器 : U V 2 5 4n m :

衰减 3 2 ; 温度
:

室温 ; 进样量
:

蕙 2卜1
,

茶 ( 1 ) 0
.

遵林 l
、

( 2 ) 0
.

6卜 l ( l o m g / m l )
,

丙酮
一

丁酮 2 0卜 l

(各含5 协l / m l )
,

蔡
一

葱 6卜Ll

叹
,
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几
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厂
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图 通 色谱柱
: V it

一

X
一

64 8四根柱串联 ; 流动相
:

M e O H ; 流速
: l m l/ m l ;

检测器
: U V 2 5 4 n m

,

衰弱 1 6 5 温度
:

室温
,

进样量
: 1 0协 1( 1 0 卜̀1 /m l )

,

丙酮 + 丁酮 1 0一、 1 (各含 5协1/ m l )

日. 州 ;

脚
,佃片邸

图 5 色谱柱
: V it

一

X
一

64 8四根柱串联 ; 流动相
:

M
e O H : H : O ; 流速

: 。
.

s m l/ m in ; 检测

器
: U V 2 5 4n m

,

衰减 1 6 ; 温度
:

室温 ; 进样量 6时 (丙酮和丁酮的混合液各含 1 2
.

5川 / m l)
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冰 O日全日之 O

图 6 色谱条件同图 5

t傀e 0 H: Hj 5时
n

土
,

飞六二友
图 7 色谱条件同图 5 图 8 色谱柱

: V it
一

X
一

64 8三根柱串联 ; 流动相
: T r is

一

H: PO .

缓冲液 p H 7~ 8 ; 流速
: 0

.

5 m l /m i n ; 检测器
: U V 2 5 5 o m

衰减 16 , 温度
:

室温 , 进样量
:

10 llt

5万夕

牛玺着
一 `

图 g 色谱柱
: V it

一

X
一
648 三根柱串联 ,

流动相
:

H : O ; 流速
: 。

.

s m l/ m in

检测器
: U V 2 5 4 n m

,

衰减 1 6 ,

温度
:

室温 ; 进样量
:

牛血清邻 1
,

蓝葡聚糖 1。闰

结 果 和 讨 论

1
.

实验结果表明
:

V i t 一 X
一 6 48 填料虽

然己经用类似于六甲基二 氮硅烷 ( he
x a m e -

士h y l s i l a : a n e
) 去活性 (川

2 ’ ,

但单纯用 水溶

液作流动相时
,

仍存在一定的吸附作用
。

这

种吸附作用与样品的疏水性有关
,

疏水性较

大
,

被吸附也较强
。

例如丁酮比丙酮 的疏水

性要强些
,

因而丁酮的保留值大于丙酮
。

2
.

从所用的几种 流 动 相 看
:

只有用

M
e
O H或含有 5 % 以上的 M e O H 水溶液作流

动相
,

才能消除填料的吸附性
。

说明这种填

料不宜用单纯水溶液 (即不含有机溶剂 ) 作

流动相
。

K i r k l a n d J J等 (。’ (
` ’
也已指出

。

3
.

iV 七一 X
一

64 8 填料这种作用产生的原

因
,

可能是由于硅烷化以后
,

表面的烃基增

加
,

降低了固定相的亲水性
,

因而导致了反

相 作用
。

M
o O H能抑制样品与固定相之间的

疏水作用
,

故而可降低甚或消除固定相对样



3 6

品的反相作用
。

这种 结 论 与 a B rth H G等
(3, (̀ , ( , ’ 的实验结论是一致的

。

4
.

由于反相作用
,

分子量小于 6 5 0( 渗

透极限 ) 的样品
,

经 iV t 一X
一 6 48 填料

,

能否

全部在同一时间内出峰
,

流动相的选择具有

决定意义 (s ’ 。

不过这种反相作用对分子量大

于排斥极限 ( 分子量大于 48 0 0 0 ) 的样品影

响较小 (见表 3 和图 8 一 9 )
。

5
.

对处于分离范围内样品
,

能否按分

子量大小次序出峰
,

除选好流动相外 (s ’ ,

还

需要考虑样品的分子结构
。
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