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腰果酚键合硅胶固定相的制备及其色谱性能
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摘要：天然产物作为一种绿色低毒、来源广泛、功能位点丰富的单体，已被广泛应用于色谱固定相的研制与开发。
该文以天然可再生资源腰果酚为配体，通过一步法开环反应将其接枝到由 γ⁃缩水甘油醚氧丙基三甲氧基硅烷

（ＫＨ⁃５６０）修饰的硅胶上，制备得到腰果酚键合硅胶固定相。 利用傅里叶红外光谱、元素分析、热失重分析和 Ｎ２ 吸

附脱附实验对固定相进行表征，结果表明成功制备了腰果酚键合硅胶色谱固定相。 采用 Ｔａｎａｋａ 实验试剂、烷基

苯、多环芳香烃、苯酚类化合物和芳香族位置异构体为探针评价其分离性能和保留机制，并与 Ｃ１８柱进行对比。 研

究发现，腰果酚键合固定相除疏水作用外，还具有 π⁃π 和氢键作用。 基于上述保留作用，腰果酚键合硅胶固定相对

测试探针表现出良好的分离性能。 重复进样 １０ 次，各探针保留时间的 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０５２％ ～０􀆰 ０７９％，峰面积的 ＲＳＤ 为

０􀆰 １０４％ ～０􀆰 ８４７％，峰高的 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０８１％ ～０􀆰 ２７２％，表明该色谱柱具有良好的重复性和稳定性。 此外，腰果酚键合

硅胶色谱柱对中药喜树果和吴茱萸果的粗提物具有良好的分离性能，验证了其在实际样品分析中的巨大潜力。 将

天然产物腰果酚用于色谱固定相的制备，为分离纯化喜树碱和吴茱萸提供了新的方法，同时拓展了腰果酚在色谱

分离材料方面的应用。
关键词：腰果酚；键合固定相；色谱性能；中药分离
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　 　 高效液相色谱因其分析效率高、选择性好、操作

简单，已经被广泛应用于化学化工、食品检测、药物

测试、环境监测等领域［１－３］。 随着分析和检测样品

的多样化和复杂化，具有不同分离特性的色谱固定

相应运而生并得到应用，其中化学键合固定相因其

稳定性好、柱效高和重复性好等优点被广泛应用。
硅胶由于具有机械强度高、比表面积大、孔结构丰富

和易于修饰的优点，常作为键合固定相的基质。 作

为各种分离模式建立和发展的基础，新型色谱固定

相的制备与应用已成为色谱研究工作的前沿和热

点［４－６］。
　 　 天然可再生资源作为一种绿色环保、来源广泛

的原料已经被广泛应用于科学研究和工业化生

产［７］，这对替代化石能源和实现“零碳排放”具有重

要意义。 天然化合物独特的化学结构和性能，使其

在色谱固定相研制与开发方面也展现出极大的应用

潜能［８－１０］。 腰果酚作为一种从腰果壳油中提取的农

业副产品，具有来源丰富、可再生和价格低廉等优

点［１１，１２］。 腰果酚是一种带有 １５ 个碳原子烷基链的

间烷基苯酚混合物，其烷基链的不饱和度为 ０ ～
３［１３，１４］。 腰果酚兼具苯环的刚性、烷基链的柔性及

酚羟基的反应活性，其独特的化学结构使其成为近

年来生物基材料领域的研究热点之一，被广泛用于

生物基树脂［１５，１６］、表面活性剂［１７］ 和合成涂料［１８］ 的

制备。 目前将腰果酚直接应用于色谱分离材料并对

其分离性能进行评价的报道较少［１９］。

图 １　 腰果酚键合硅胶色谱固定相的制备
Ｆｉｇ． １　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃａｒｄａｎｏｌ⁃ｂｏｎｄｅｄ ｓｉｌｉｃａ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ

　 　 本文以腰果酚为配体，γ⁃缩水甘油醚氧丙基三

甲氧基硅烷（ＫＨ⁃５６０）为偶联剂，通过化学键合法制

备得到腰果酚键合硅胶色谱固定相（ＣＢＳ）。 以烷

基苯、多环芳烃、苯酚类物质和 Ｔａｎａｋａ 实验试剂为

探针，对其色谱性能进行评价，探讨其保留机制，并
发掘该固定相在中药活性成分分离纯化研究中的应

用价值。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 ＮｉｃｏｌｅｔｉＳ１０ 傅里叶变换红外光谱仪 （美国

Ｎｉｃｏｌｅｔ 公司）； Ｚ００５０７１６ 装柱机 （美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司）；不锈钢色谱柱（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ，
大连依利特分析仪器有限公司）； Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
ＴＧＡ ／ ＤＳＣ３＋同步热分析仪（瑞士梅特勒⁃托利多公

司）； ＡＳＡＰ ２０２０ 比表面积及氮气吸附仪（美国 Ｍｉ⁃
ｃｒｏｍｅｒｉｔｉｃｓ 公司）； ＨＳ３１２０ 超声波发生器（昆山市

超声仪器有限公司）； ＬＣ⁃２０ＡＤ 型高效液相色谱仪

和 ＳＩＬ⁃２０Ａ 自动进样器 （日本岛津）； Ｃ１８ 色谱柱

（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ，日本岛津）；超纯水机

（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ａｒｉｕｍ ｐｒｏ，德国）。
　 　 腰果酚（纯度 ９８％，广西梧州日成林产化工有

限公司）；硅胶（５ μｍ，苏州纳微科技公司）； γ⁃缩水

甘油醚氧丙基三甲氧基硅烷（纯度 ９８％，阿拉丁试

剂公司）；甲醇和乙腈 （ＨＰＬＣ 纯，赛默飞试剂公

司）；烷基苯、多环芳烃和苯酚衍生物均为分析纯

（国药试剂公司）；喜树碱、吴茱萸碱和吴茱萸次碱

均为标准品（纯度 ９８％，阿拉丁试剂公司）；苯胺、尿
嘧啶、咖啡因均为分析纯（麦克林试剂公司）；吴茱

萸果和喜树果干样（采自广西南宁）。
１．２　 腰果酚键合硅胶色谱柱的制备

１．２．１　 腰果酚键合硅胶固定相的制备

　 　 腰果酚键合硅胶固定相的制备过程如图 １ 所

示，先用体积分数为 ３０％ 的盐酸溶液对硅胶进行活

化，在 Ｎ２ 保护下 ８０ ℃反应 １２ ｈ，反应结束冷却至

室温，用去离子水洗涤至中性后，再用无水乙醇洗

涤。 放入真空干燥箱 ８０ ℃干燥 １２ ｈ，制得活化硅

胶。 将 １５ ｇ 活化硅胶置于单口烧瓶中加入 １５０ ｍＬ
无水甲苯，搅拌条件下加入 ３ ｍＬ 无水三乙胺及 １５
ｍＬ ＫＨ⁃５６０。 在 Ｎ２ 保护下 １１０ ℃反应 ２４ ｈ，冷却至
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室温并依次用丙酮、甲醇、无水乙醇洗涤，最后真空

干燥 １２ ｈ，制备得到环氧硅胶。 称取环氧硅胶 ５􀆰 ０ ｇ
置于单口烧瓶中，加入 ５０ ｍＬ 无水甲苯，搅拌条件

下加入 １􀆰 ０ ｇ 腰果酚和 ３ 滴高氯酸，在 Ｎ２ 保护下 ９０
℃反应 ２４ ｈ，反应结束冷却至室温，依次用丙酮、无
水乙醇和去离子水洗涤，并用无水乙醇进行索氏提

取 １２ ｈ，在 ８０ ℃下真空干燥 １２ ｈ，得到腰果酚键合

硅胶固定相。
１．２．２　 色谱柱的装填

　 　 采用匀浆法装柱，以异丙醇作为匀浆液，乙醇为

顶替液。 将 ４􀆰 ５ ｇ 固定相加入到匀浆液中超声 ５
ｍｉｎ 使其混匀分散。 在 ６０ ＭＰａ 的压力下将固定相

装填到色谱柱中（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ），保持压力 ２５
ｍｉｎ。 装填完毕，以甲醇为流动相冲洗色谱柱，备用。
１．３　 样品制备

１．３．１　 色谱测试标准品的制备

　 　 烷基苯、多环芳烃、咖啡因、苯酚、酚类化合物、
苯胺、尿嘧啶均用甲醇超声溶解；喜树碱、吴茱萸碱

和吴茱萸次碱均用乙腈超声溶解，过膜备用。
１．３．２　 吴茱萸粗提物与喜树果粗提物的制备

　 　 采用连续回流提取法制备喜树果粗提物［１０］。
将喜树果干燥，粉碎，过 １００ 目筛。 称取 ５０ ｇ 喜树

果粉末，用纱布包好置于索氏提取器中，用 ７５％
（ｖ ／ ｖ）乙醇水溶液提取 ３ 次，每次 １ ｈ，合并 ３ 次粗

提液，抽滤，除去喜树果滤渣。 再用氯仿对醇提液进

行萃取，收集氯仿层溶液并浓缩，制得喜树果浸膏。
取喜树果浸膏 ５􀆰 ０ ｍｇ，用乙腈定容至 ２５ ｍＬ，用微

孔滤膜过滤后得到喜树果粗提物溶液。 吴茱萸粗提

物采用同样方法制得。

表 １　 硅胶、环氧硅胶和固定相的元素分析结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ＢＳ， ＫＢＳ， ａｎｄ ＣＢＳ

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ／ ％
Ｃ Ｈ

ＢＳ ０．７３５ １．１２１
ＫＢＳ ８．４６５ １．５６４
ＣＢＳ １５．１３０ ２．１８１

２　 结果与讨论

２．１　 腰果酚键合硅胶固定相的表征

　 　 分别采用傅里叶红外光谱、元素分析、Ｎ２ 吸附

脱附实验和热失重分析对 ＣＢＳ 固定相进行表征。
采用 Ｖａｒｉｏ ＥＬ ｃｕｂｅ 元素分析仪分别对裸硅胶、环
氧硅胶和腰果酚键合固定相中的 Ｃ、Ｈ 元素含量进

行测定（见表 １）。 相较于裸硅胶而言，环氧硅胶中

Ｃ 和 Ｈ 元素的含量分别增加至 ８􀆰 ４６５％ 和 １􀆰 ５６４％，
表明成功制得环氧硅胶。 腰果酚键合固定相的 Ｃ
和 Ｈ 元素的含量分别增至 １５􀆰 １３０％ 和 ２􀆰 １８１％，表
明成功制得腰果酚键合硅胶固定相。
　 　 通过 Ｎ２ 吸附⁃脱附实验，对裸硅胶、环氧硅胶和

固定相的 ＢＥＴ 比表面积和孔结构进行表征，结果如

表 ２ 所示。 随着对裸硅胶进一步的化学修饰，ＢＥＴ
比表面积的数值逐渐下降，表明已成功地将硅烷偶

联剂和腰果酚键合到硅胶上。 此外，经修饰后环氧

硅胶和固定相的孔体积和孔径均减小，说明在修饰

过程中硅烷偶联剂和腰果酚不仅键合在硅胶表面，
而且还进入硅胶的孔道中。

表 ２　 ＢＥＴ 比表面积和孔径数据
Ｔａｂｌｅ ２　 ＢＥＴ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ， ｐｏｒｅ ｖｏｌｕｍｅ， ａｎｄ ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ ｄａｔａ

Ａｎａｌｙｔｅ
ＢＥＴ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ／

（ｍ２ ／ ｇ）
Ｐｏｒｅ ｖｏｌｕｍｅ ／

（ｃｍ３ ／ ｇ）
Ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ ／

ｎｍ
ＢＳ ３５４．８２ ０．８４７ ７．６５
ＫＢＳ ２９３．２７ ０．６３２ ６．３０
ＣＢＳ ２１２．１６ ０．４５８ ６．２８

图 ２　 （ａ）硅胶、（ｂ）环氧硅胶和（ｃ）腰果酚键合硅胶
固定相的红外光谱图

Ｆｉｇ． ２　 ＦＴ⁃ＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ （ａ） ＢＳ， （ｂ） ＫＢＳ， ａｎｄ （ｃ） ＣＢＳ

　 　 傅里叶红外光谱表征见图 ２。 由图 ２ａ 可以明

显观察到裸硅胶在 ３ ４５４ ｃｍ－１处和 ９７２ ｃｍ－１处有明

显的吸收峰，分别归属为 Ｓｉ－ＯＨ 的伸缩振动峰和弯

曲振动峰。 由图 ２ｂ 可以明显地观察到，与裸硅胶相

比，环氧硅胶在 ３ ４５４ ｃｍ－１处 Ｓｉ－ＯＨ 的伸缩振动峰

明显减弱，９７２ ｃｍ－１处 Ｓｉ－ＯＨ 的弯曲振动峰明显消

失，并在 ２ ９４１ ｃｍ－１和 ２ ８６４ ｃｍ－１处出现 Ｃ－Ｈ 的伸

缩振动峰，表明成功将偶联剂 ＫＨ⁃５６０ 修饰到裸硅

胶上。 由图 ２ｃ 可以观察到，２ ９４１ 和 ２ ８６４ ｃｍ－１处

的吸收峰明显增强，在 １ ６２６ 和 １ ４６０ ｃｍ－１ 处出现

芳环骨架 Ｃ ＝Ｃ 的伸缩振动峰；１ ０９３ ｃｍ－１处的 Ｓｉ－
Ｏ 和Ｃ－Ｏ重叠吸收峰变宽，表明成功将腰果酚键合

到环氧硅胶上。

·０５５·
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　 　 通过热失重分析评价 ＣＢＳ 固定相的热稳定性，
如图 ３ 所示。 ３ 种测试物在 ２５ ～ １５０ ℃处出现一个

较小的失重现象，这是由于测试物脱水造成的。 环

氧硅胶在 ４００ ℃处出现明显的失重现象，ＣＢＳ 固定

相分别在 ３３０ ℃和 ４１５ ℃出现明显的失重现象，表
明 ３３０ ℃处的失重现象是由于腰果酚热分解造成

的。 在 ８００ ℃时，相较于裸硅胶而言，ＣＢＳ 固定相

与环氧硅胶分别存在 １５􀆰 ５１％ 和 １０􀆰 ４８％ 的质量损

失。 上述结果表明，实验成功地将腰果酚键合到硅

胶上，并且制备出的固定相具有良好的热稳定性。

图 ３　 硅胶、环氧硅胶和腰果酚键合硅胶固定相的热失重曲线图
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅｒｍｏｇｒａｖｉｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＢＳ，

ＫＢＳ， ａｎｄ ＣＢＳ

图 ４　 ＣＢＳ 柱上烷基苯保留因子的对数（ ｌｏｇ ｋ）与
甲醇体积分数的关系

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｏｇ ｋ ｏｆ ａｌｋｙｌｂｅｎｚｅｎｅｓ ａｎｄ
ｍｅｔｈａｎｏｌ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ ＣＢＳ ｃｏｌｕｍｎ

Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ｍｅｔｈａｎｏｌ ／ ｗａｔｅｒ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ．

２．２　 ＣＢＳ 柱的保留机制

　 　 以 ６ 种烷基苯为探针，考察 ＣＢＳ 色谱柱的保留

机制。 各探针保留因子的对数（ ｌｏｇ ｋ）与流动相中

甲醇含量的变化关系如图 ４ 所示，随着流动相中甲

醇比例从 ６０％ 增加到 ８５％，烷基苯在色谱柱上的保

留能力呈现逐渐减弱的趋势，符合反相色谱保留特

征，表明 ＣＢＳ 柱具有反相色谱保留机制。

　 　 基于 ＣＢＳ 色谱柱的反相保留特征，为一步评价

疏水作用在溶质保留中的作用，以烷基苯保留因子

的对数 ｌｏｇ ｋ 与烷基苯所含烷基链长度进行线性拟

合，评价其疏水性［２０］，并与 Ｃ１８柱对比，结果如图 ５
所示。 在相同色谱条件下 ＣＢＳ 柱和 Ｃ１８ 柱上的

ｌｏｇ ｋ 与其烷基链长度之间具有良好的线性关系，符
合碳数变化规律。 线性回归方程的斜率可以反映固

定相和溶质之间疏水相互作用的强度，ＣＢＳ 柱的斜

率（０􀆰 １３）小于 Ｃ１８柱（０􀆰 １８），这表明 ＣＢＳ 柱的疏水

性弱于 Ｃ１８ 柱。 这主要是由于腰果酚的键合量较

低，其烷基链较短，并且在开环反应中引入了极性官

能团羟基。

图 ５　 ＣＢＳ 柱和 Ｃ１８柱上烷基苯侧链长度与 ｌｏｇ ｋ 关系

Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｏｇ ｋ ａｎｄ ａｌｋｙｌ ｃｈａｉｎ ｌｅｎｇｔｈ
ｏｆ ａｌｋｙｌｂｅｎｚｅｎｅｓ ｏｎ ＣＢＳ ａｎｄ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎｓ

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ｍｅｔｈａｎｏｌ ／ ｗａｔｅｒ （８０ ∶２０， ｖ ／ ｖ）； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ．

２．３　 ＣＢＳ 柱的色谱性能考察

２．３．１　 Ｔａｎａｋａ 实验

　 　 Ｔａｎａｋａ 实验常用于评估反相色谱的疏水性、形
状选择性（区分平面和非平面溶质的能力）和硅羟

基活性［２１，２２］。 实验对比结果如图 ６ 所示，分离色谱

图如 图 ７ 所 示， 戊 苯 在 色 谱 柱 上 的 保 留 因 子

（ｋｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ， ｋＰＢ）取决于固定相中碳含量或配体

键合密度， ＣＢＳ 柱的 ｋＰＢ 值 （ ３􀆰 ４３） 小于 Ｃ１８ 柱

（１３􀆰 １８），表明 ＣＢＳ 固定相的表面碳覆盖率少于

Ｃ１８。 戊基苯与丁基苯的保留因子之比 （ αＣＨ２
＝

ｋｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ ／ ｋｎ⁃ｂｕｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ），称为疏水选择性，通常用

于评估色谱柱分离相差一个亚甲基的烷基苯的能

力。 ＣＢＳ 柱的 αＣＨ２
值（１􀆰 ４２）小于 Ｃ１８柱（１􀆰 ６３），这

可能是腰果酚键合量较低所致。 通过苯并菲与邻三

联苯保留因子的比值（αＴ ／ Ｏ ＝ ｋｔｒｉｐｈｅｎｙｌｅｎｅ ／ ｋｏ⁃ｔｅｒｐｈｅｎｙｌ）来

评价色谱柱的形状选择性，ＣＢＳ 柱的 αＴ ／ Ｏ值（２􀆰 ９９）
大于 Ｃ１８柱（１􀆰 ４４），这表明 ＣＢＳ 柱对相对分子质量

·１５５·
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图 ６　 ＣＢＳ 柱与 Ｃ１８柱的 Ｔａｎａｋａ 参数雷达图

Ｆｉｇ． ６　 Ｒａｄａｒ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔａｎａｋａ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ
ＣＢＳ ａｎｄ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎｓ

　 ｋＰＢ： ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ， ｋｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ， ｕｓｅｄ
ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａ⁃
ｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅｓ； αＣＨ２

： ｋｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ， ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｈｙ⁃

ｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ； αＴ ／ Ｏ： ｋｔｒｉｐｈｅｎｙｌｅｎｅ ／
ｋｏ⁃ｔｅｒｐｈｅｎｙｌ， ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｓｈａｐｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｏｎａ⁃
ｒｙ ｐｈａｓｅ； αＣ ／ Ｐ： ｋｃａｆｆｅｉｎｅ ／ ｋｐｈｅｎｏｌ， ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ⁃
ｂｏｎｄｉｎｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ； αＢ ／ Ｐ： ｋｂｅｎｚｅｎａｍｉｎｅ ／
ｋｐｈｅｎｏｌ， ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ａｐｐａｒｅｎｔ ｓｉｌａｎｏｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａ⁃
ｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ； αＰＢ ／ Ｏ： ｋｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ ／ ｋｏ⁃ｔｅｒｐｈｅｎｙｌ， ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅ⁃
ｓｃｒｉｂｅｓ ｔｈｅ ａｒｏｍａｔｉｃ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ．

和大小相似的平面型与非平面型的分析物具有较好

的分离性能［２３］。 这也为我们的应用提供了一个新

的思路，即可将其用于分析分离具有不同空间构型

的化合物。 通过咖啡因和苯酚保留因子的比值来评

价固定相的氢键作用（αＣ／ Ｐ ＝ ｋｃａｆｆｅｉｎｅ ／ ｋｐｈｅｎｏｌ ）。 ＣＢＳ
柱的 αＣ／ Ｐ值（１􀆰 ００）高于 Ｃ１８柱（０􀆰 ５２），表明固定相

对咖啡因具有更强的保留能力，这是由于 ＫＨ⁃５６０
偶联剂开环反应时形成的羟基能与咖啡因之间形成

氢键作用。 戊基苯和邻三联苯的保留因子之比用来

评价固定相对芳香族化合物的选择性 （ αＰＢ ／ Ｏ ＝
ｋｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ ／ ｋｏ⁃ｔｅｒｐｈｅｎｙｌ） ［２４］， Ｃ１８ 柱的 αＰＢ ／ Ｏ 值（１􀆰 １２）
大于 ＣＢＳ 柱（０􀆰 ５７），且 Ｃ１８柱的 αＰＢ ／ Ｏ值大于 １，表明

在 Ｃ１８柱上邻三联苯在戊基苯之前被洗脱出来。 相

反 ＣＢＳ 柱的 αＰＢ ／ Ｏ＜１，表明具有更多芳环结构的邻

三联苯在 ＣＢＳ 柱上的保留能力更强，这主要是由于

腰果酚中所带的苯环与溶质中的苯环结构具有 π⁃π
相互作用，从而增强了色谱柱对溶质的保留能

图 ７　 ＣＢＳ 柱与 Ｃ１８柱的 Ｔａｎａｋａ 色谱图

Ｆｉｇ． ７　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｔａｎａｋａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｔｅｓｔ ｍｉｘｔｕｒｅ
ｏｎ ＣＢＳ ａｎｄ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎｓ

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ｍｅｔｈａｎｏｌ ／ ｗａｔｅｒ （７５ ∶２５， ｖ ／ ｖ）； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ．
　 Ｔａｎａｋａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｔｅｓｔ ｍｉｘｔｕｒｅ： １． ｕｒａｃｉｌ； ２． ｂｅｎｚｅｎａｍｉｎｅ； ３．
ｐｈｅｎｏｌ； ４． ｃａｆｆｅｉｎｅ； ５． ｎ⁃ｂｕｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ； ６． ｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ； ７．
ｏ⁃ｔｅｒｐｈｅｎｙｌ； ８． ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｅｎｅ．

力［２５］。 利用苯胺和苯酚的保留因子之比 （ αＢ／ Ｐ ＝
ｋｂｅｎｚｅｎａｍｉｎｅ ／ ｋｐｈｅｎｏｌ），来评估固定相表面硅羟基活性。
尽管 ＣＢＳ 固定相的表面键合量较低，并且引入了羟

基，但 ＣＢＳ 柱的 αＢ／ Ｐ值（０􀆰 ５４）小于 Ｃ１８柱（１􀆰 ３２）。
这主要是由于 ＣＢＳ 固定相除疏水作用外还具有氢

键作用和 π⁃π 作用，从而增强了固定相对苯酚的保

留作用，此外配体的空间位阻也会对硅羟基活性起

到屏蔽作用［２４，２６］，因此 ＣＢＳ 固定相的 αＢ／ Ｐ值较小。
２．３．２　 分离多环芳烃

　 　 多环芳烃作为日常生活中常见的有机污染物，
对其进行准确分离和测定至关重要。 为考察 ＣＢＳ
柱对多环芳烃的分离性能，选用了 ７ 种多环芳烃测

试其分离性能，并与 Ｃ１８柱对比。 分离结果如图 ８ 所

示，多环芳烃的洗脱顺序与其疏水性一致，色谱峰形

良好。 值得注意的是，尽管 ＣＢＳ 柱的疏水作用弱于

Ｃ１８柱，但在相同的色谱条件下，ＣＢＳ 柱对多环芳烃

的保留性能与 Ｃ１８柱相差较小，且芘和苯并［ａ］蒽在

ＣＢＳ 柱上的保留时间大于 Ｃ１８柱。 这主要是由于芘

和苯并［ａ］蒽中存在较多的苯环结构，能与固定相

上的苯环形成更强的 π⁃π 作用，从而使 ＣＢＳ 柱对其

具有更强的保留能力。
　 　 为进一步研究芳香选择性对烷基苯和多环芳烃

保留性能的影响，以烷基苯和多环芳烃保留因子的

·２５５·
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图 ８　 多环芳烃在 ＣＢＳ 和 Ｃ１８柱的分离色谱图

Ｆｉｇ． ８　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＰＡＨｓ ｏｎ ＣＢＳ ａｎｄ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎｓ
　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ｍｅｔｈａｎｏｌ ／ ｗａｔｅｒ （８０ ∶２０， ｖ ／ ｖ）； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ．
　 Ｐｅａｋｓ： １． ｂｅｎｚｅｎｅ； ２． ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ； ３． ｂｉｐｈｅｎｙｌ； ４． ｆｌｕｏｒｅｎｅ；
５． ａｎｔｈｒａｃｅｎｅ； ６． ｐｙｒｅｎｅ； ７． ｂｅｎｚ（ａ）ａｎｔｈｒａｃｅｎｅ．

对数 ｌｏｇ ｋ 与其油水分配系数的对数 ｌｏｇ Ｐ进行线

性拟合，对其芳香选择性进行评价［２７，２８］。 结果如图

９ 所示，在 Ｃ１８上拟合得到的两条直线斜率相差较小

且几乎相同，且烷基苯直线位于多环芳烃直线的上

方，表明这两类溶质在 Ｃ１８柱上保留机制仅与其疏

水作用有关。 但在 ＣＢＳ 柱上拟合得到的两条直线

斜率不仅相差较大，并且烷基苯直线位于多环芳烃

直线的下方，说明 ＣＢＳ 柱对多环芳烃具有更强的保

留能力。 例如，萘的 ｌｏｇ Ｐ 值小于丙苯，但其在 ＣＢＳ
柱上的 ｌｏｇ ｋ 值却大于丙苯，表明多环芳烃在 ＣＢＳ
柱上的保留性能是疏水和 π⁃π 作用协同作用的

结果。
　 　 此外，另一类多环芳烃邻三联苯、间三联苯和苯

并菲也被用于评价 ＣＢＳ 柱的保留性能，并与 Ｃ１８柱

进行对比。 从图 １０ 可以看出在相同色谱条件下，３
种多环芳烃在 ＣＢＳ 柱上成功实现了基线分离，但在

Ｃ１８柱上间三联苯和苯并菲的色谱峰完全重叠在一

起。 与非共平面构型的间三联苯相比，共平面构型

的苯并菲能够形成更强的 π⁃π 作用，从而增强了

ＣＢＳ 柱对邻三联苯、间三联苯和苯并菲的分离选择

性，这也与 Ｔａｎａｋａ 实验中 αＴ ／ Ｏ的评价结果相符。
２．３．３　 分离酚类化合物

　 　 ＣＢＳ 固定相表面存在的大量－ＯＨ 基团是良好

的氢键作用位点。 以间苯三酚、间苯二酚、苯酚、２⁃
甲酚、３⁃硝基苯酚和 ２⁃萘酚为探针研究了氢键作用

图 ９　 溶质在 ＣＢＳ 和 Ｃ１８柱上 ｌｏｇ ｋ 与 ｌｏｇ Ｐ 之间的关系

Ｆｉｇ． ９　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｏｇ ｋ ａｎｄ ｌｏｇ Ｐ ｏｆ ｓｏｌｕｔｅｓ
ｏｎ ＣＢＳ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎｓ

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｆｉｇ． ８．
　 Ｓｏｌｕｔｅｓ： １． ｂｅｎｚｅｎｅ； ２． ｔｏｌｕｅｎｅ； ３． ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ； ４． ｎ⁃ｐｒｏｐｙ⁃
ｌｂｅｎｚｅｎｅ； ５． ｎ⁃ｂｕｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ； ６． ｎ⁃ｐｅｎｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ； ７． ｎａｐｈｔｈａ⁃
ｌｅｎｅ； ８． ｆｌｕｏｒｉｎｅ； ９． ａｎｔｈｒａｃｅｎｅ； １０． ｂｅｎｚ（ａ）ａｎｔｈｒａｃｅｎｅ．

图 １０　 多环芳烃异构体在 ＣＢＳ 柱和 Ｃ１８柱上的色谱图

Ｆｉｇ． １０　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａｒｏｍａｔｉｃ ｐｏｓｉｔｉｏｎａｌ ｉｓｏｍｅｒｓ
ｏｎ ＣＢＳ ａｎｄ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎｓ

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｆｉｇ． ８．

对 ＣＢＳ 柱分离性能的影响。 由图 １１ 可以观察到，
ＣＢＳ 柱和 Ｃ１８柱对 ６ 种酚类化合物均表现出良好的

分离性能，但酚类化合物在两根色谱柱上的保留性

·３５５·
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图 １１　 苯酚类化合物在 ＣＢＳ 柱和 Ｃ１８柱上的色谱图

Ｆｉｇ． １１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ ＣＢＳ
ａｎｄ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎｓ

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ｍｅｔｈａｎｏｌ ／ ｗａｔｅｒ （６０ ∶４０， ｖ ／ ｖ）； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： ０􀆰 ８
ｍＬ ／ ｍｉｎ．
　 Ｐｅａｋｓ： １． ｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉｎｏｌ； ２． ｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌ； ３． ｐｈｅｎｏｌ； ４． ２⁃ｃｒｅ⁃
ｓｏｌ； ５． ３⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ； ６． ２⁃ｎａｐｈｔｈｏｌ．

能存在明显的差异，除了 ２⁃甲酚和 ３⁃硝基苯酚，各
探针的出峰顺序与物质的疏水性一致。 ＣＢＳ 柱对

３⁃硝基苯酚表现出更强的保留性能，除了 π⁃π 作用

外，固定相表面的－ＯＨ 基团和 ３⁃硝基苯酚的－ＮＯ２

基团形成氢键相互作用。 尽管 Ｃ１８柱的疏水作用强

于 ＣＢＳ 柱，但 ＣＢＳ 柱对间三苯酚、间苯二酚和 ２⁃萘
酚的保留性能均强于 Ｃ１８柱，表明 π⁃π 作用和氢键

作用在一定程度上可以弥补 ＣＢＳ 柱疏水作用较弱

的缺陷，另一方面也表明 ＣＢＳ 柱对苯酚类化合物的

成功分离是疏水、π⁃π 和氢键作用协同作用的结果。
２．３．４　 色谱柱稳定性考察

　 　 在应用过程中，色谱柱需要具有良好的稳定性。
为了评价色谱柱的稳定性，以烷基苯为探针重复进

样 ３５ 次，随机选取 ８ 次分离色谱图，叠加后如图 １２
所示，其色谱峰所对应的物质分别为苯、甲苯、乙苯、
丙苯、丁苯、戊苯，由图 １２ 可知各探针的色谱峰基本

重叠。 选取前 １０ 次分离结果，对各烷基苯的保留时

间和峰面积进行统计，其中各烷基苯保留时间的

ＲＳＤ≤０􀆰 ０７９％，色谱峰峰面积的 ＲＳＤ≤０􀆰 ８４７％，色
谱峰峰高的 ＲＳＤ≤０􀆰 ２７２％。 各烷基苯的保留时间、
峰面积和峰高几乎未发生改变。 此外，重新制备了

２ 批 ＣＢＳ 固定相，并将其填充到柱管，３ 批色谱柱对

６ 种酚类物质保留时间的 ＲＳＤ 为 １􀆰 ４１％ ～ ９􀆰 ２６％，
表明 ＣＢＳ 柱具有良好的稳定性和重复性。

图 １２　 ＣＢＳ 柱的分离重复性
Ｆｉｇ． １２　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＣＢＳ ｃｏｌｕｍｎ

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ｍｅｔｈａｎｏｌ ／ ｗａｔｅｒ （８０ ∶２０， ｖ ／ ｖ）； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： ０􀆰 ８
ｍＬ ／ ｍｉｎ．

２．４　 ＣＢＳ 柱分离喜树果和吴茱萸粗提物

　 　 以乙腈 ／水（４０ ∶６０， ｖ ／ ｖ）为流动相，柱温 ２５ ℃，
进样量 １０ μＬ， 检测波长 ２５４ ｎｍ， 流 速 为 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ，测试 ＣＢＳ 柱对喜树果粗提物的分离性能，
分离结果如图 １３ａ 所示。 ＣＢＳ 柱对喜树果粗提物

展现出良好的分离性能，其中峰形最高的色谱峰与

喜树碱对照品色谱峰保留时间一致，且峰形良好。
喜树碱与前后相邻的两个色谱峰的分离度分别为

４􀆰 ２３ 和 ２􀆰 ７１。

图 １３　 （ａ）喜树果粗提物和（ｂ）吴茱萸粗提物在 ＣＢＳ 柱上
的色谱图

Ｆｉｇ． １３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃａ ａｃｕｍｉｎａｔｅ
ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ （ｂ） Ｆｒｕｃｔｕｓ ｅｖｏｄｉａｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ
ＣＢＳ ｃｏｌｕｍｎ

　

　 　 以乙腈 ／水（６０ ∶４０， ｖ ／ ｖ）为流动相，柱温 ２５ ℃，

·４５５·



　 第 ６ 期 曾　 磊，等：腰果酚键合硅胶固定相的制备及其色谱性能

进样量 １０ μＬ， 检测波长 ２９０ ｎｍ， 流 速 为 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ，测试 ＣＢＳ 柱对吴茱萸粗提物的分离性能，
分离结果如图 １３ｂ 所示，其中峰形最高的两个色谱

峰分别与吴茱萸碱和吴茱萸次碱对照品色谱峰保留

时间一致，且峰形良好。 吴茱萸碱与吴茱萸次碱的

分离度为 ５􀆰 ４３，与前后相邻的两个色谱峰的分离度

分别为 ２􀆰 ２０ 和 １􀆰 ６９。 上述结果表明，ＣＢＳ 柱对这

两味中药的主要活性成分分离具有一定的潜能，在
后续工作中会对其他的色谱峰进行进一步的结构

鉴定。

３　 结论

　 　 本文以绿色可再生资源腰果酚为配体，制备得

到腰果酚键合硅胶色谱固定相并对其色谱性能进行

了考察。 制备出的腰果酚键合硅胶色谱具有典型的

反相色谱保留机制，通过 Ｔａｎａｋａ 实验对其色谱性

能进行评价，发现该色谱柱除疏水作用外还具有 π⁃
π 作用和氢键作用，并对烷基苯、多环芳烃和苯酚类

化合物表现出良好的分离选择性。 腰果酚键合硅胶

色谱柱对中药喜树果和吴茱萸的粗提物表现出良好

的分离性能，为喜树碱和吴茱萸碱的分离纯化提供

了新的选择；该固定相制备方法简单，配体资源丰

富，有望用作工业色谱分离材料，用于部分中药的分

离纯化。
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１２５０５
［１６］ 　 Ｅｃｏｃｈａｒｄ Ｙ， Ｄｅｃｏｓｔａｎｚｉ Ｍ， Ｎｅｇｒｅｌｌ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，

２０１９， ２４（９）： １８１８
［１７］ 　 Ｍａ Ｊ， Ｌｉｕ Ｎ， Ｈｕａｎｇ Ｍ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｍｏｌ Ｌｉｑ， ２０１９， ２９４：

１１１６６９
［１８］ 　 Ｗａｚａｒｋａｒ Ｋ， Ｋａｔｈａｌｅｗａｒ Ｍ， Ｓａｂｎｉｓ Ａ． Ｐｒｏｇ Ｏｒｇ Ｃｏａｔ，

２０１７， １０６： ９６
［１９］ 　 Ｌｉ Ｇ Ｘ， Ｄｅｎｇ Ｊ， Ｚｅｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎａｌｙｔｉ⁃

ｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１９， ４７（１２）： １９４６
李国祥， 邓杰， 曾磊， 等． 分析化学， ２０１９， ４７（１２）： １９４６

［２０］ 　 Ｌａｙｎｅ Ｊ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２００２， ９５７（２）： １４９
［２１］ 　 Ｔａｎａｋａ Ｎ， Ｔｏｋｕｄａ Ｙ， Ｉｗａｇｕｃｈｉ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，

１９８２， ２３９： ７６１
［２２］ 　 Ｋｉｍａｔａ Ｋ， Ｉｗａｇｕｃｈｉ Ｋ， Ｏｎｉｓｈｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ｓｃｉ，

１９８９， ２７： ７２１
［２３］ 　 Ｍａｌｌｉｋ Ａ Ｋ， Ｑｉｕ Ｈ Ｄ， Ｔａｋａｆｕｊｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＴｒＡＣ⁃Ｔｒｅｎｄｓ Ａｎａｌ

Ｃｈｅｍ， ２０１８， １０８： ３８１
［２４］ 　 Ｚｈａｏ Ｗ Ｊ， Ｃｈｕ Ｊ Ｘ， Ｘｉｅ Ｆ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１７，

１４８５（１７）： ４４
［２５］ 　 Ｈｏｒａｋ Ｊ， Ｍａｉｅｒ Ｎ Ｍ， Ｌｉｎｄｎｅｒ Ｗ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２００４，

１０４５： ４３
［２６］ 　 Ｊｉａｎｇ Ｄ Ｎ， Ｃｈｅｎ Ｊ， Ｇｕａｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｌａｎｔａ， ２０２１， ２３３：

１２２５１３
［２７］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｍ Ｌ， Ｔａｎ Ｔ， Ｌｉ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１４，

１３６５： １４８
［２８］ 　 Ｑｉｕ Ｈ Ｄ， Ｔａｋａｆｕｊｉ Ｍ， Ｌｉｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１０，

１２１７： ５１９０
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