
檵檵檵檵檵檵檵檵
檵

檵檵檵檵檵檵檵檵
檵

殝

殝殝

殝

研 究 简 报

DOI: 10． 3724 /SP． J． 1096． 2010． 01615

强极性中药组分的亲水作用色谱保留行为
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摘 要 采用亲水作用色谱模式，以二醇基硅胶为固定相，水-有机溶剂为流动相，通过改变流动相中有机溶
剂种类及浓度、缓冲盐、有机酸种类及其浓度、柱温等条件，研究了强极性中药组分在亲水作用色谱中的保留
行为。结果表明: 流动相中水的比例在 0 ～100% ( V /V) 变化时，溶质保留呈“U”型曲线，属于亲水色谱和反相
色谱的混合保留机理。水含量在 0 ～50% ( V /V) 范围时，亲水作用控制溶质的保留。溶质保留随流动相中缓冲
盐浓度的增大而增强。对于酸性溶质，其保留随有机酸三氟乙酸、甲酸、乙酸的酸性降低而增大。
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1 引 言

亲水作用色谱( HILIC) 的概念是 Alpert于 1990 年提出的［1］。该技术是采用极性固定相，有机溶剂-
水为流动相的一种分离技术，能有效保留反相色谱中保留不完全或不保留的强极性样品，目前已被广泛

应用于蛋白质、肽、氨基酸、寡核苷酸、糖和天然产物提取物的分析和分离中［2，3］。其中，天然产物的分
离与分析对于中药研究有重要意义。中药通常是以水煎给药，其水溶性成分中包含着大量的强极性组
分。这些强极性组分可能是中药活性组分的重要组成部分，或者对中药发挥药效起着重要作用［4］。对
于中药中复杂组分，以反相色谱和 HILIC组成的二维色谱有可能对中药各组分进行有效分离［4，5］。

HILIC的分离材料主要有硅胶、氨基键合硅胶、二醇基键合硅胶、离子交换、两性离子和强极性聚合
物固定相等［6，7］。二醇硅胶表面键合有邻二醇，呈电中性和亲水性，已广泛应用于糖、氨基酸、胆碱、药
物活性组分的分析分离［8，9］。在溶质机理研究方面，依然存在分配和吸附机理的争论［7］，所以，有必要
对溶质，特别是天然产物的亲水色谱保留行为进行深入研究。本研究以随机选用的 6 种强极性中药活性
成分( 绿原酸、丹参素、葛根素、苦杏仁苷、香草酸、阿魏酸) 为溶质，二醇基硅胶为固定相，研究强极性中药
组分的 HILIC保留行为及其影响因素。本研究对中药有效成分的分离条件选择具有一定的指导意义。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

LC-2010C高效液相色谱仪、CLASS-VP色谱工作站( 日本岛津公司) 。硅胶( 粒径 5 μm，孔径 7 nm，
中科院兰州化学物理研究所) ; γ-缩水甘油醚氧丙基三甲氧基硅烷( KH560，应城市德邦化工新材料有
限公司) ; 阿魏酸、香草酸、葛根素、苦杏仁苷、丹参素和绿原酸( 中国药品生物制品检定所，结构见图 1) ;
乙腈、四氢呋喃( 色谱纯，美国 Fisher公司) ; 其它试剂均为分析纯。
2． 2 固定相的制备
采用文献［10］的方法合成二醇固定相。在 1． 5 g 酸化干燥硅胶中加入 40 mL 甲苯，再加入 4 mL

KH560，110 ℃回流 14 h。反应完成后，滤出硅胶，依次用甲苯、丙酮和水各洗涤 4 次。然后将其加入到
60 mL水中，调至 pH 2． 8，回流反应 2 h。用水反复洗涤固体，得二醇固定相。
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图 1 6 种样品的结构图
Fig． 1 Structure of six solutes

2． 3 色谱条件
将二醇固定相用匀浆法装填在不锈钢色谱柱管( 100 mm × 4． 6 mm I． D． ) 中。将流动相( 有机溶剂

和水溶液) 按比例混合。流动相 pH值及缓冲盐浓度是指流动相混合前水相的 pH值及盐浓度。检测波
长为 254 nm; 流速为 1． 0 mL /min; 进样体积 20 μL。溶质保留因子 k = ( tR － t0 ) / t0，其中，tR 为保留时
间，t0 为死时间。t0 用甲苯在乙腈-水( 95∶5，V /V) 条件下测量。

3 结果与讨论
3． 1 流动相中有机溶剂浓度对溶质保留行为的影响
本研究以甲醇、乙醇、乙腈、四氢呋喃( THF) /水体系为流动相，考察溶质在不同流动相中的保留行

为。图 2 给出了乙腈 /水体系中溶质的保留行为与流动相中水的含量的关系。显然，当流动相中水的含
量由 0 增大到 50% ( V /V) 时，6 种溶质的保留均减小，体现出 HILIC 保留的典型特征，水为强洗脱剂。
但是，当水的比例继续增大，溶质保留反而呈现增大的趋势，水变为弱洗脱剂，溶质保留转变为反相色谱

保留机理。溶质在其它 3 种流动相体系的保留曲线与图 2 类似。水含量在 0 ～ 100%时，溶质在 4 种流
动相中的保留均呈现“U”型曲线，说明溶质保留机理是混合机理，即 HILIC 和反相色谱的双重保留机
理。另一方面，对于这 4 种流动相体系，当水含量为 0 ～ 50%时，溶质保留随水浓度变化程度远大于水
含量为 50% ～100%的变化程度，说明强极性化合物与固定相之间的作用以亲水相互作用为主，因此，

图 2 流动相组成对溶质保留的影响
Fig． 2 Influence of mobile phase on retention
time of six solutes
1． 阿魏酸( FA) ; 2． 葛根素( PU) ; 3． 香草酸( VA) ;

4． 苦杏仁苷( AM ) ; 5． 丹参素( PA ) ; 6． 绿原酸
( CA) ; 流动相( Mobile phase ) ，CH3CN-15 mmol /L

CH3COONH4，pH 5． 0。

在选取分离条件时，水含量为 0 ～ 50%较适宜。按照亲水
色谱的分配机理［1］，固定相表面吸附流动相中的水，形成一

个动态的“富水层”，亲水色谱的保留主要是依靠溶质在流
动相与此“富水层”中的分配来实现，这与反相色谱的分配
机理类似。在反相色谱中，常用经验式( 1 ) 来描述溶质的
保留行为［11］:

lnk = lnkw － SφB ( 1)
式中，φB 为流动相中强洗脱剂的体积分数，kw 是纯弱洗脱
剂为流动相时对应的容量因子，S表示斜率。
选取图 2 中亲水色谱部分保留数据，以 lnk 对 φB 作图

发现，所有溶质的 lnk 与 φB 均呈线性关系( 相关系数 r =
0. 9838 ～ 0. 9973) 。溶质在其它 3 种流动相体系中的保留
也可以用公式( 1 ) 描述。说明在溶质 HILIC 中，强极性天
然产物的保留也可采用反相色谱中分配机理的公式进行处

理。实验发现，相同浓度的有机溶剂条件下，溶质在甲醇-
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水、乙醇-水流动相中的保留均弱于其在 THF-水、乙腈-水中的保留行为( 表 1) 。这种现象与有机溶剂分
子结构有关。甲醇、乙醇分子中的羟基既是质子给予体，也是质子接受体，可与固定相上邻二醇配体产
生强的氢键作用。另一方面，所采用溶质与固定相之间存在氢键。也就是说，溶质与溶剂在固定相表面
存在竞争性作用。所以，溶质保留必然减弱［12］。而 THF与乙腈仅为弱的质子接受体，与固定相之间的
氢键作用弱。溶质与溶剂在固定相上的竞争作用较弱，导致溶质保留增强。

表 1 不同有机溶剂对溶质保留的影响
Table 1 Influence of different organic solvent on retention of solutes

容量因子
k

绿原酸
CA

丹参素
PA

苦杏仁苷
AM

葛根素
PU

香草酸
VA

阿魏酸
FA

甲醇 Methanol 0． 08 0． 1 0． 05 0． 1 0． 03 0． 03
乙醇 Ethanol 0． 09 0． 1 0． 06 0． 12 0． 04 0． 03
四氢呋喃 THF 0． 94 0． 41 3． 11 1． 53 0． 18 0． 16
乙腈 Acetonitrile 0． 83 0． 47 3． 22 1． 78 0． 22 0． 19

* 流动相( Mobile phase) ，有机溶剂-水-三氟醋酸( Organic solvent-water-trifluoracetic acid，90∶10∶0． 1，V /V) ; THF: tetrahyclrofuran。

3． 2 盐种类及其浓度对溶质保留的影响
以乙腈-水为流动相，研究流动相中添加的盐种类及其浓度对溶质保留的影响。由于许多盐在高浓

度的乙腈中溶解度较低，所以，本研究选择 4 种在较高浓度的乙腈中仍能溶解的盐( 乙酸铵、甲酸铵、乙
酸钠、甲酸钠) 进行研究。实验发现，在含这 4 种盐的流动相中( 浓度为0 ～ 50 mmol /L) ，所有溶质的保
留均随盐浓度的增大而增强。这是由于盐电离所产生的离子与流动相中的水分子产生静电或氢键作
用，从而削弱了强洗脱剂水对溶质的洗脱能力，盐浓度越大，水洗脱能力减小程度也越大。因此，溶质保
留随盐浓度增大而增强。
实验发现，不同盐对这 6 种溶质保留的影响不同，但无规律可循( 图 3) ，很难用 Hofmeister 效应［13］

对溶质保留进行解释。
3． 3 有机酸对溶质保留的影响
当乙腈-水流动相中加入 0． 1%甲酸、乙酸和三氟乙酸，溶质保留值的变化程度不同( 图 4 ) 。葛根

素、苦杏仁苷为中性化合物，流动相中有机酸对其保留影响不大。阿魏酸、香草酸由于保留弱，对酸效应
不敏感，其保留变化也不明显。绿原酸和丹参素保留较强且为酸性化合物，在实验条件下发生一定程度
的解离，流动相中添加有机酸可抑制溶质的解离。由于未解离化合物的亲水性弱于解离生成的酸根离
子，因此外加有机酸会使溶质亲水性减弱，导致保留减小。此外，在相同有机酸浓度下，绿原酸和丹参素
的保留按照三氟乙酸、甲酸、乙酸的酸性强弱顺序依次增大，这也是由于强酸对溶质解离抑制能力比较
强的缘故。
当有机酸添加量在 0 ～ 0． 2%时，溶质保留随酸浓度增加而减小的程度比较明显。但继续增加有机

酸的量，溶质保留趋于保持恒定。由此可见，流动相中有机酸对溶质保留有重要影响，但影响程度因溶
质分子结构而异，所以在天然产物分离中，可通过在流动相中添加有机酸来改变酸性组分的分离选择

性，但添加浓度控制在 0 ～ 0． 2%即可。
3． 4 柱温对溶质保留的影响
为从热力学角度研究溶质在固定相上的保留行为，在 10 ～ 50 ℃范围内研究了柱温对溶质保留的影

响。随着温度的升高，各溶质的保留值均减小。
在色谱保留过程中，溶质保留因子与温度之间的关系可用 Van't Hoff 方程表示:

lnk = － ( ΔHθ /RT) + ( ΔSθ /R) + lnφ ( 2)
ΔGθ = ΔHθ － TΔSθ ( 3)

其中，k为保留因子，R为气体常数，φ 为柱相比，其值等于 1。T 为柱温，ΔHθ 和 ΔSθ 分别表示该溶质
在固定相与流动相间分配的摩尔焓变和熵变。
以 lnk对 1 /T进行线性回归，6 种溶质的相关系数均大于 0． 9920。由直线的斜率和截距可以分别

得出热力学参数 ΔHθ 和 ΔSθ。ΔHθ 值均为负值( 表 2) ，显示了溶质由流动相到固定相的迁移过程是放
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图 3 盐种类对溶质保留的影响
Fig． 3 Influence of buffer types on retention of solutes
流动相( Mobile phase ) ，90% 乙腈( Acetonitrile ) /10% H2O。

1，2，3，4 分别表示流动相水中含有 25 mmol /L 的 NH4AC，

HCOONa，NaAc，HCOONH4 时溶质的保留 ( 1，2，3 and 4

denote the retentions of solute in mobile phase containing

25 mmol /L NH4AC，HCOONa，NaAc and HCOONH4 respective-

ly) ; 5 表示流动相中不加盐时溶质的保留( 5 denotes retentions

of solutes in pure water) 。

图 4 外加酸对保留的影响
Fig． 4 Influence of acidic additive on retention of solutes
1． 表示未加酸时溶质的保留 ( Retention of solutes in pure

water) ; 2，3，4 分别表示流动相中加入 0． 1% CH3COOH，

HCOOH，trifluoracetic acid 时溶质的保留( Retention of solutes in

0． 1% CH3COOH，HCOOH and trifluoracetic acid，respectively) ;

流动相( Mobile phase) ，90%乙腈( Acetonitrile) /10% H2O。

热过程，有利于溶质保留。除绿原酸外，其余 5 种溶质的 ΔSθ 均为负值，说明溶质由流动相到固定相的
迁移熵不利于溶质保留。但是，由于熵的损失可以通过焓变予以补偿，因而溶质在迁移过程总的自由能
变为负值，保留时间随温度升高而减小。

表 2 溶质保留过程的热力学参数
Table 2 Thermodynamics parameters of solutes in transformation process form mobile phase to stationary phase

绿原酸
CA

丹参素
PA

苦杏仁苷
AM

葛根素
PU

香草酸
VA

阿魏酸
FA

摩尔焓变 ΔHθ ( kJ /mol) － 2． 47 － 8． 42 － 11． 52 － 7． 25 － 13． 10 － 12． 85
摩尔熵变 ΔSθ ( J / ( mol·K) ) 10． 30 － 14． 85 － 28． 84 － 19． 08 － 41． 67 － 42． 26

本研究采用 HILIC模式，以二醇硅胶为固定相，水-有机溶剂为流动相，通过改变流动相中有机溶剂
种类及浓度、盐和有机酸种类及其浓度、柱温等条件，研究了强极性中药组分在 HILIC 中的保留行为。
使用二醇固定相、水-乙腈流动相，以 HILIC 模式分离强极性中药组分时，为使溶质保留遵循 HILIC 模
式，应控制流动相中水的比例在 0 ～ 50%范围为宜。流动相中添加的盐和有机酸可改变溶质的分离选
择性，但其变化程度因溶质和盐、酸种类而异。一般情况下，溶质保留随流动相中盐浓度增大而增强，酸
性溶质随流动相中酸性降低而增大，添加酸的比例一般为流动相体积的 0 ～ 0． 2% ( V /V) 即可。
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Retention Behaviors of Strongly Polar Compounds from Traditional
Chinese Medicine in Hydrophilic Interaction Chromatography

HAN Chao，DAI Xiao-Jun，LEI Gen-Hu，WEI Yin-Mao*

( Key Laboratory of Synthetic and Natural Function Molecule Chemistry of Ministry of Education，
College of Chemistry ＆ Material Science，Northwest University，Xi＇an 710069)

Abstract The retention behaviors of six polar compounds from traditional Chinese medicine were investigated
with hydrophilic interaction chromatography ( HILIC) by changing kinds of organic solvent and concentration，
additives ( salt and organic acid) in mobile phase and column temperature． The retention curves of six solutes
exhibit“U”shape with the change in the concentration of water from 0 to 100% ( V /V) in mobile phase，
indicating a mixed-mode of hydrophilic interaction and reversed phase chromatography． The retention times of
all solutes increased with the increase of salt concentration，and the retention of the acidic solutes increased
with the decrease of the acidity of organic acid，trifluoroacetic acid，formic acid and acetic acid in the same
concentration of the additives in the mobile phase． These results might have some instruction role to select the
condition in the separation of traditional Chinese medicine．
Keywords Hydrophilic interaction chromatography; Diol column; Strongly polar compounds; Retention
behavior
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