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摘要：三七中发挥药效的主要成分为三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１ 和人参皂苷 Ｒｄ，用于

贫血、冠心病、高血压、脑卒中后遗症等疾病的治疗，但其化学成分多且难分离。 将氢化松香丙烯酸羟乙酯

（ＨＲＨＡ）通过巯基⁃烯点击化学反应键合到烷基化硅胶表面，制备出一种新型的改性松香键合二氧化硅高效液相色

谱固定相（ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ），用于三七总皂苷的分离。 对色谱固定相进行一系列表征，表明 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 固定相具

有球形度好和表面多孔的特点，比表面积为 ３０８ ５５ ｍ２ ／ ｇ，平均孔径达到 ６ ７８ ｎｍ。 将制备的固定相湿法装柱，色
谱柱性能评价结果表明，ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱具备反相色谱行为、较好的流通性及重复性。 从色谱柱的综合评价 Ｔａｎａｋａ
测试可知，ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱具有较好的立体选择性及氢键容量。 将其用于三七总皂苷的分离，ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱在一

定程度上优于 Ｃ１８ 柱，而 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱的分离效果又优于实验室同期合成的色谱柱，对 ５ 种皂苷（Ｒ１、Ｒｇ１、Ｒｅ、
Ｒｂ１ 和 Ｒｄ）的分离度依次为 ３ ３３、３ ５４、２０ １７ 和 ９ ７２，表明 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 高效液相色谱柱对三七总皂苷具有优异

的分离效果，为从实际样品中分离纯化三七总皂苷提供了新思路。
关键词：松香键合固定相；高效液相色谱；三七总皂苷
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ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ） ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ＳｉＯ２ ＠
ＨＲＨＡ ｃｏｌｕｍｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｏｌｕｍｎｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｃｏｎｄｕ⁃
ｃｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｓａｐｏｎｉｎｓ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ａｖｅｎｕｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｆｒｏｍ ａｃｔｕａｌ ｓａｍｐｌｅｓ．

引用本文：谢文博，夏璐，李浩，李文，曹宇，黄云，雷福厚． 改性松香键合二氧化硅高效液相色谱固定相的制备及其对三七总皂苷的分

离． 色谱，２０２２，４０（３）：２３４－２４１．
ＸＩＥ Ｗｅｎｂｏ， ＸＩＡ Ｌｕ， ＬＩ Ｈａｏ， ＬＩ Ｗｅｎ， Ｃａｏ Ｙｕ， ＨＵＡＮＧ Ｙｕｎ， ＬＥＩ Ｆｕｈｏｕ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒｏｓｉｎ ｂｏｎｄｅｄ ｓｉｌｉｃａ ｈｉｇｈ ｐｅｒ⁃
ｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇ⁃
ｒａｐｈｙ，２０２２，４０（３）：２３４－２４１．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒｏｓｉｎ ｂｏｎｄｅｄ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ）；
Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ

　 　 三七为五加科植物三七 Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ
（Ｂｕｒｋ．） Ｆ． Ｈ． Ｃｈｅｎ 的干燥根，发挥药效的主要成

分是三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人
参皂苷 Ｒｂ１ 和人参皂苷 Ｒｄ，约占三七总皂苷含量

的 ８０％ ［１］。 三七总皂苷既可以单独作为药物治疗

疾病［２］，又可以与其他药物共同发挥药效［３］，具有

较好的临床应用效果与药学开发价值［４］。 但三七

的化学成分多，结构繁杂且相似，较难分离。 目前从

三七中分离纯化皂苷类化合物需要经过大孔吸附树

脂进行预处理，该过程繁琐且需要消耗大量有机试

剂。 高效液相色谱（ＨＰＬＣ）因其具有分析速度快、

应用范围广的优点，广泛应用于食品、药品、环境污

染物和生物样品等的分离［５，６］。 高效液相色谱技术

的关键是固定相，开发新型色谱固定相分离和纯化

天然产物中的活性成分一直都是科学工作者的研究

热点。 因此，制备新型液相色谱固定相，用于三七总

皂苷的高选择性分离和纯化具有重要意义。
　 　 松香可生物降解，绿色环保。 本课题组制备的

松香基高分子微球已应用于喜树碱［７，８］、紫杉醇［９］、
多环芳烃［１０］等的分离纯化。 松香基高分子微球具

有孔径丰富、孔结构可控以及与药物甾环结构相似

的优势，但其粒径均一性差、比表面积小、机械强度
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低，不能满足色谱固定相的需求；而二氧化硅粒径均

一，球形度好，比表面积大，机械强度高但是没有选

择性。 因此，本研究在前期工作的基础上将二氧化

硅微球进行烷基化，引入新的反应位点，通过巯基⁃
烯点击化学反应将松香基交联剂氢化松香丙烯酸羟

乙酯（ＨＲＨＡ）键合到烷基化硅胶表面，得到改性松

香键合硅胶高效液相色谱固定相（ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ）。
通过热重、傅里叶变换红外光谱、比表面积及微孔物

理吸附和有机元素分析等手段对色谱固定相进行表

征；将制备的固定相湿法装柱，对色谱柱的类型、流
通性及重复性进行评价，用 Ｔａｎａｋａ 测试对比分析

其立体选择性及氢键容量。 最后将该色谱柱直接用

于三七总皂苷的分离，为从实际样品中分离纯化三

图 １　 ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ 的合成路线

Ｆｉｇ． １　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ
ＨＲＨＡ： ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｅｄ ｒｏｓｉｎ ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ ａｃｒｙｌａｔｅ； ＭＡＰＳ： （３⁃ｍｅｒｃａｐｔｏｐｒｏｐｙｌ） ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ； ＡＩＢＮ： ａｚｏｂｉｓｉｓｏｂｕｔｙｒｏｎｉｔｒｉｌｅ．

七总皂苷提供一种新思路。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｕｌｔｒａ ＣＰ⁃２４ 装柱机（超高压恒压泵，美国 Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司）； ＭＡＧＮＡ⁃ＩＲ ５５０ 傅里叶变

换红外光谱分析仪（美国 Ｎｉｃｏｌｅｔ 公司）； ＳＴＡ４４９Ｆ３
热重分析仪（德国 Ｎｅｔｚｓｃｈ 公司）； ＡＳＡＰ２０２０ 比表

面积及微孔物理吸附仪 （美国 Ｍｉｃｒｏｍｅｒｉｔｉｃｓ 公

司）； Ｖａｒｉｏ ＥＬ ｃｕｂｅ 有机元素分析仪 （德国 Ｅｌｅ⁃
ｍａｎｔａｒ 公司）； ＬＣ⁃１５Ｃ 型高效液相色谱仪（日本

Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司）。
　 　 氢化松香丙烯酸羟乙酯、丙烯海松酸（１６⁃羟乙

基⁃３４⁃丙烯酸羟乙基）酯（ＡＡＥ） （纯度 ９５％，广西鼎

弘树脂有限公司）；二氢松油醇（ＤＴＰ） （分析纯，成
都金山化学试剂有限公司）；硅胶（粒径：５ μｍ，比表

面积：３７０ ｍ２ ／ ｇ，苏州纳微科技股份有限公司）； ３⁃
巯基丙基三甲氧基硅烷（ＭＡＰＳ）（纯度 ９５％），三七

皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１
和人参皂苷 Ｒｄ （纯度 ≥ ９８％）， 偶氮二异丁腈

（ＡＩＢＮ）（纯度 ９９％），均购于上海阿拉丁生化科技

股份有限公司；乙腈（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；其他试剂均为分析纯。
１．２　 色谱固定相的制备

　 　 将 ５ ｇ 活化硅胶置于 ２５０ ｍＬ 三口烧瓶中，加入

５０ ｍＬ 无水甲苯、２ ｍＬ 无水吡啶、５ ｍＬ 硅烷偶联剂

ＭＡＰＳ，于 ８０ ℃下磁力搅拌 ８ ｈ［１１］，反应结束后冷却

至室温，抽滤，收集固体，依次使用甲醇、丙酮和正己

烷冲洗（每次 ２００ ｍＬ，各洗 ２ 次），于 ６０ ℃真空干燥

１２ ｈ，制备出烷基化硅胶（ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ）。
　 　 将 ５ ｇ 烷基化硅胶、０ ００５ ｇ 偶氮二异丁腈、１００
ｍＬ 乙酸乙酯置于 ２５０ ｍＬ 三口烧瓶内，同时添加 ３
ｇ ＨＲＨＡ，于 ７０ ℃下磁力搅拌反应 ８ ｈ［１２］，反应结束

后，抽滤，收集固体，用无水乙醇洗涤（每次 ２００ ｍＬ，
洗涤 ４ 次），于 ８０ ℃下真空干燥 １０ ｈ，得到固定相

ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ。 合成路线如图 １ 所示。
　 　 将 ＡＡＥ 和 ＤＴＰ 在色谱固定相合成过程中分别

替代氢化松香丙烯酸羟乙酯，制备出 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 和

ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 固定相。
１．３　 装柱

　 　 准确称量 ５ ０ ｇ 固定相置于小烧杯内，加入 ５８
ｍＬ 甲醇（匀浆液）超声，使固定相分散均匀，放置备

用。 将不锈钢柱管（２５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ）装到装柱机

上，设置流速（２４ ｍＬ ／ ｍｉｎ）、装柱压力和时间（４１
ＭＰａ， ２０ ｍｉｎ），将分散好的固定相倒入匀浆罐中，
以甲醇为顶替液，进行装柱。
１．４　 色谱条件

　 　 色谱柱为自制 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱（２５０ ｍｍ×４ ６
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ｍｍ）；柱温 ２５ ℃；流动相：Ａ 为乙腈，Ｂ 为水，流速：
１ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０ ～ ２０ ｍｉｎ， １８％ Ａ；
２０～４５ ｍｉｎ， １８％ Ａ ～ ４６％ Ａ； ４５ ～ ５５ ｍｉｎ， ４６％ Ａ ～
５５％ Ａ； ５５～６０ ｍｉｎ， ５５％ Ａ。 进样量为 ２０ μＬ；紫外

检测波长 ２０３ ｎｍ。 三七总皂苷在进样前需用 ０ ２２
μｍ 有机滤膜过滤。

２　 结果与讨论

２．１　 固定相的表征

２．１．１　 热重分析　
　 　 采用热重分析仪对固定相进行热失重表征。 从

图 ２ａ 可以看出，ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 在 ２００
℃以下质量损失较少，说明这两种材料在 ２００ ℃内

具有较好的热稳定性；从 ２００ ℃时开始分解到 ８００
℃时分解完全。 而 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 在 ２００ ℃内质量损

失较多，可能是由于含有的两个酯基在此温度范围

内发生分解。 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠
ＤＴＰ 的键合量分别为 ８ ５５％、９ １５％ 和 ６ ４０％。 这

３ 种固定相的热失重变化与 ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ 相比有明

显差别，说明 ＨＲＨＡ、ＡＡＥ 及 ＤＴＰ 均已成功键合到

ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ 表面。
２．１．２　 红外光谱　
　 　 分别对 ＳｉＯ２、ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ、ＳｉＯ２ ＠ ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２

＠ ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 进行傅立叶红外光谱测试，
结果如图 ２ｂ 所示。 ３ ５０２ ｃｍ－１处为 －ＯＨ 特征吸收

峰，１ ６２５ ｃｍ－１处是活化硅胶上结合水的伸缩振动

峰，在 ２ ９３９ ｃｍ－１ 处为 －ＣＨ２－ 和 －ＣＨ３ 中 Ｃ－Ｈ 的

伸缩振动峰。 在 ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ 谱图中，３ ５０２ ｃｍ－１处

峰值强度降低和 ２ ９３９ ｃｍ－１处特征峰的出现说明硅

烷偶联剂已键合在硅胶表面；由于 ＨＲＨＡ、ＡＡＥ 和

ＤＴＰ 的引入使得 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２

＠ ＤＴＰ 在 ２ ９３９ ｃｍ－１ 处的峰值强度增强，ＳｉＯ２ ＠
ＨＲＨＡ 和 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 在 １ ７２２ ｃｍ－１处有 Ｃ＝Ｏ 伸缩

振动峰的出现；ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 在 ３ ５０２
ｃｍ－１处的峰值由于 ＡＡＥ 和 ＤＴＰ 中 －ＯＨ 的存在而

增大。 结合热重表征的结果，可以确定 ＳｉＯ２ ＠
ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 已制备成功。
２．１．３　 孔结构表征　
　 　 如图 ２ｃ 所示，与 ＳｉＯ２ 相比，固定相的氮气吸

附⁃脱附曲线仍属于Ⅳ型等温线，属于介孔材料，没
有改变硅胶的孔结构。 由表 １ 可知，与 ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ
相比，本研究制备的 ＳｉＯ２ ＠ ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２ ＠ ＡＡＥ 和

图 ２　 ＳｉＯ２、ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ、ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ＡＡＥ
和 ＳｉＯ２＠ＤＴＰ 的（ａ）热重分析、（ｂ）红外光谱

及（ｃ）氮气吸附⁃脱附等温线图
　

Ｆｉｇ． ２　 （ａ） Ｔｈｅｒｍｏｇｒａｖｉｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ， （ｂ） ＦＴ⁃ＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ
ａｎｄ （ｃ） ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ⁃ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｓｏｔｈｅｒｍｓ
ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ＳｉＯ２， ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ， ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ， ＳｉＯ２＠
ＡＡＥ ａｎｄ ＳｉＯ２＠ＤＴＰ

　

　 ＡＡＥ： ａｃｒｙｌｏｐｉｍａｒｉｃ ａｃｉｄ （ １６⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ⁃３４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ
ａｃｒｙｌａｔｅ） ｅｓｔｅｒ； ＤＴＰ： ｄｉｈｙｄｒｏｔｅｒｐｉｎｅｏｌ．

ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 比表面积、孔容和孔径均有所下降，但
ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 仍有较大的比表面积和孔径可以满足

其作为色谱材料的要求。
２．１．４　 元素分析　
　 　 ＳｉＯ２、ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ 和 ３ 种固定相的元素分析结
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果如表 ２ 所示。 与 ＳｉＯ２ 相比，ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ 中硫元素

的出现，说明 ＭＡＰＳ 已成功键合在硅胶表面；与

ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ 相比， ＳｉＯ２ ＠ ＨＲＨＡ、 ＳｉＯ２ ＠ ＡＡＥ 和

ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 固定相上碳和氢含量的增加证明了单

体已成功键合到烷基化硅胶表面。 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ、
ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 的表面覆盖度［１３］ 分别为

１ １３、０． ８６ 和 １ １６ μｍｏｌ ／ ｍ２。
表 １　 ＳｉＯ２、ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ、ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ＡＡＥ 和

ＳｉＯ２＠ＤＴＰ 的比表面积、孔容和孔径

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａｓ， ｐｏｒｅ ｖｏｌｕｍｅｓ ａｎｄ ｐｏｒｅ
ｓｉｚｅｓ ｏｆ ＳｉＯ２， ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ， ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ， ＳｉＯ２

＠ＡＡＥ ａｎｄ ＳｉＯ２＠ＤＴＰ
　

Ｓａｍｐｌｅ
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ
ａｒｅａ ／ （ｍ２ ／ ｇ）

Ｐｏｒｅ ｖｏｌｕｍｅ ／
（ｃｍ３ ／ ｇ）

Ａｖｅｒａｇｅ ｐｏｒｅ
ｓｉｚｅ ／ ｎｍ

ＳｉＯ２ ３７０．８８ ０．８５ ６．９３
ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ ３４９．７８ ０．７１ ６．８７
ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ ３０８．５５ ０．６５ ６．７８
ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ ２９０．０５ ０．６４ ６．２４
ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ ３１９．６５ ０．６７ ６．２７

表 ２　 ＳｉＯ２、ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ、ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ＡＡＥ 和

ＳｉＯ２＠ＤＴＰ 的元素分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳｉＯ２， ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ，
ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ， ＳｉＯ２＠ＡＡＥ ａｎｄ ＳｉＯ２＠ＤＴＰ

Ｓａｍｐｌｅ Ｃ ／ ％ Ｈ ／ ％ Ｓ ／ ％
ＳｉＯ２ １．７７ ０．４８ ０
ＳｉＯ２ ⁃ＭＡＰＳ ３．６１ １．１５ ２．１３
ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ ６．０８ ２．３０ １．２２
ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ ５．１２ ２．１３ ０．９４
ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ ５．４３ １．９３ １．２６

２．２　 色谱柱性能评价

２．２．１　 流通性评价　
　 　 以乙腈为流动相，通过改变不同的流速来测试

ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 柱的流通

性能。 结果如图 ３ 所示，随着流速的增加，柱压逐渐

升高；流动相的流速与柱压在 ３ 种色谱柱上表现出

良好的线性关系，且相关系数（Ｒ２）均大于 ０ ９９９。
表明 ３ 种色谱柱流通性能良好，具有较好的耐压

性能。
２．２．２　 色谱柱的保留机制　
　 　 以烷基苯为探针，在流速 ０ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ、波长

２５４ ｎｍ 的条件下考察 ３ 种色谱柱的保留机制。 如

图 ４ 所示，随着流动相中乙腈体积分数的增加，烷基

苯在色谱柱上的保留时间不断下降，符合反相色谱

的保留特征，说明这 ３ 种色谱柱均具备反相色谱性

能。 从图 ４ｄ 可知，烷基链的长度与烷基苯在色谱柱

上的保留因子 ｌｏｇ ｋ 有很好的相关性，Ｒ２ 均为

图 ３　 ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠ＤＴＰ 柱的

流速与柱压关系曲线
Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ

ｃｏｌｕｍｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ＳｉＯ２ ＠ ＨＲＨＡ， ＳｉＯ２ ＠
ＡＡＥ ａｎｄ ＳｉＯ２＠ＤＴＰ ｃｏｌｕｍｎｓ

　

０ ９９９；而线性回归曲线的斜率可以反映固定相与溶

质之间疏水作用的强度［１４］， ＳｉＯ２ ＠ ＨＲＨＡ 柱的线

性拟合曲线的斜率值最大，表明 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱的

疏水性优于 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 柱和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 柱。
２．２．３　 重复性评价　
　 　 重复性是评价色谱柱性能的一个重要指标。 以

苯、萘、芴、蒽、苯并菲为探针，在流速为 ０ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ、
波长 ２５４ ｎｍ 的条件下考察 ３ 种色谱柱的重复性。
　 　 将多环芳烃重复进样 ３０ 次，依次选择第 １、５、
１０、１５、２０、３０ 次数据计算。 通过计算可知，在 ＳｉＯ２

＠ ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 柱上溶质保留

时间的相对标准偏差 （ ＲＳＤ） 分别为 ０ ３２％ ～
０ ６６％、０ ２０％ ～ ０ ４９％ 及 ０ ４６％ ～ １ ２１％，表明 ３ 种

色谱柱均有较好的重复性。
２．２．４　 Ｔａｎａｋａ 测试　
　 　 色谱柱的 Ｔａｎａｋａ 测试［１５］是通过测试 ３ 种不同

的混合物，根据其保留时间得到色谱柱的不同性能

参数。 本实验采用的混合物 １ 由尿嘧啶、丁基苯、戊
基苯、ｏ⁃三联苯和苯并菲组成；混合物 ２ 由尿嘧啶、
咖啡因和苯酚组成；混合物 ３ 由尿嘧啶、苯甲胺和苯

酚组成，得出了疏水性、疏水选择性、立体选择性、氢
键容量、ｐＨ＞７ 和 ｐＨ＜３ 的离子交换容量。
　 　 如图 ５ 所示，ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱和 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 柱

的立体选择性 αＴ ／ Ｏ值大于 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 柱，说明 ＳｉＯ２

＠ ＨＲＨＡ 柱和 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 柱具有较好的立体选择

性，有利于平面和非平面化合物的分离［１６］，这可能

与 ＨＲＨＡ 和 ＡＡＥ 中的三元类菲环骨架有关。
　 　 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱和 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 柱的氢键容量

αＣ／ Ｐ值大于 ＳｉＯ２ ＠ ＤＴＰ 柱，可能是因为 ＳｉＯ２ ＠

·８３２·
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图 ４　 色谱柱反相色谱性能及疏水性能评价
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅｄ⁃ｐｈａｓｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎｓ

图 ５　 ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ＡＡＥ 及 ＳｉＯ２＠ＤＴＰ 柱的 Ｔａｎａｋａ 测试参数图

Ｆｉｇ． ５　 Ｔａｎａｋａ ｔｅｓｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ， ＳｉＯ２＠ＡＡＥ ａｎｄ ＳｉＯ２＠ＤＴＰ ｃｏｌｕｍｎｓ．
　 ｋＰＢ： ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ； αＣＨ２

： ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ； αＴ ／ Ｏ： ｓｔｅｒｅｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ； αＣ ／ Ｐ： ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｃａｐａｃｉｔｙ； αＢ ／ Ｐ ７．６０： ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ

ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｐＨ＞７； αＢ ／ Ｐ ２．７０： ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｐＨ＜３．

ＨＲＨＡ 柱和 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 柱在硅胶表面的键合量大

于 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 柱，含有较多的酯基和羟基，能够与

咖啡因形成氢键，增加溶质的保留，对极性溶质具有

较好的分离选择性［１６，１７］。
２．３　 三七总皂苷的分离

　 　 图 ６ 为 ４ 种色谱柱分别在各自最佳的色谱条件

下分离三七总皂苷的色谱图，从图中可知，ＳｉＯ２ ＠

ＨＲＨＡ 柱和 ＳｉＯ２＠ ＡＡＥ 柱均有较好的分离效果，而
ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 柱分离效果不佳且出峰时间最长。 其

中 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱对三七总皂苷的综合分离效果

最佳，分离度分别为 ３ ３３、３ ５４、２０ １７ 和 ９ ７２；并且

对 Ｒｇ１ 与 Ｒｅ 的分离效果优于 Ｃ１８ 柱。 ＳｉＯ２ ＠
ＨＲＨＡ 柱对三七总皂苷的分离效果优于 ＳｉＯ２ ＠
ＡＡＥ 和 ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ 柱，这可能是由于 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ
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图 ６　 ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ、ＳｉＯ２＠ＡＡＥ、ＳｉＯ２＠ＤＴＰ 和 Ｃ１８ 柱分离三七总皂苷

Ｆｉｇ． ６ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｂｙ ＳｉＯ２＠ＨＲＨＡ， ＳｉＯ２＠ＡＡＥ， ＳｉＯ２＠ＤＴＰ ａｎｄ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎｓ
　 Ｆｏｒ ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： （Ａ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃（Ｂ） ｗａｔｅｒ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ： ０－ ２０ ｍｉｎ， １８％ Ａ； ２０－ ４５ ｍｉｎ， １８％ Ａ－
４６％ Ａ； ４５－５５ ｍｉｎ， ４６％ Ａ－５５％ Ａ； ５５－６０ ｍｉｎ， ５５％ Ａ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ： ２５ ℃； ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２０３ ｎｍ． Ｆｏｒ ＳｉＯ２＠
ＡＡＥ ｃｏｌｕｍｎ， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： （Ａ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃（Ｂ） ｗａｔｅｒ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ： ０－２０ ００ ｍｉｎ， １５％ Ａ； ２０ ００－２７ ２３ ｍｉｎ， １５％ Ａ－
３０％ Ａ； ２７ ２３－６０ ００ ｍｉｎ， ３０％ Ａ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： ０ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ： ３０ ℃； ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２０３ ｎｍ． Ｆｏｒ ＳｉＯ２＠ ＤＴＰ， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ：
（Ａ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃（Ｂ） ｗａｔｅｒ （１５ ∶８５， ｖ ／ ｖ）， ｉｓｏｃｒａｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ： ２５ ℃； ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２０３ ｎｍ． Ｆｏｒ
Ｃ１８， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： （Ａ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃（Ｂ） ｗａｔｅｒ； ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ： ０－２０ ｍｉｎ， ２０％ Ａ； ２０－４５ ｍｉｎ， ２０％ Ａ－４６％ Ａ； ４５－５５ ｍｉｎ，
４６％ Ａ－５５％ Ａ； ５５－６０ ｍｉｎ， ５５％ Ａ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ： ２５ ℃； ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２０３ ｎｍ．

柱上松香基含有的三元类菲环骨架与多环化合物

（三七总皂苷）具有结构相似性，有利于三七总皂苷

的分离。 除此之外，ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱较好的立体选

择性和疏水性在三七总皂苷的分离过程中也发挥了

一定作用。

３　 结论

　 　 本文将氢化松香丙烯酸羟乙酯键合到烷基化硅

胶表面，成功制备了 ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 固定相。 填充的

ＳｉＯ２＠ ＨＲＨＡ 柱具有典型的反相色谱保留机制、较
好的立体选择性及氢键容量。 结果表明，ＳｉＯ２ ＠
ＨＲＨＡ 柱对三七总皂苷具有较好的分离效果，说明

改性松香键合二氧化硅高效液相色谱柱具有潜在的

应用前景，为从实际样品中分离纯化三七总皂苷提

供了新思路，为后续进一步研究该色谱柱对天然产

物的分离性能奠定了基础。
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