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万古霉素键合固定相的分离性能
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摘要：万古霉素作为一种大环抗生素，具有复杂的分子结构。在充分考虑万古霉素分子结构特征的情况下，采用戊
二醛间隔臂法制备了万古霉素键合固定相，在反相、亲水、离子交换等分离模式下研究了其色谱分离性能。结果表
明，当流动相中有机调节剂含量较低时，该色谱柱表现出典型的反相色谱分离模式特征；随着有机调节剂含量的增
加，逐渐转变成亲水模式，分离特性发生明显改变。由于万古霉素分子结构中含有可以解离的氨基，因此该固定相
也能够用于阴离子交换模式下的分析方法的发展。分别在反相、亲水和阴离子交换模式下，将其应用于扑尔敏等
多种非对映体药物和新型甜味剂甜菊糖的高效液相色谱分离；仅通过改变分离条件，即可在３种不同分离模式下
完成分离。这些结果可以为新型色谱固定相的设计，以及发展采用特殊结构改性基团的色谱固定相在相应分离模
式下的分析方法提供指导。
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　　自１９９４年Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ等［１］首次将大环糖肽抗
生素作为手性选择器合成手性固定相并成功应用于

手性化合物分离后，大环抗生素的应用得到飞速发
展。大环抗生素在高效液相色谱（ＨＰＬＣ）、毛细管

电色谱（ＣＥＣ）、毛细管电泳（ＣＥ）等手性分离技术中
都有广泛应用［２－５］。相比于其他手性试剂，大环抗
生素类化合物不仅可与分析物进行多种相互作用

（如疏水作用、静电作用、偶极叠加作用、氢键作用
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等［６］），还可应用于多种分离模式（如反相、正相、亲
水模式等［７－８］）。万古霉素作为大环抗生素，含有１
个以缩氨酸为核心的复合氨基酸及相连的石炭酸

根、１个或多个中性糖残基和１个或多个氨基糖、在
糖苷配基部分都有１个氨基，其他可离子化部分都
含有酚基，熔融大环的糖苷配基有１个半刚性的“篮
子”结构［９，１０］（见图１）。并且结构中的苯环疏水性
较强，氨基、羧基等极性基团在酸性或碱性条件下可
被离子化，因此其可应用于多种不同分离模式。

　　例如，丁国生等［１１］合成了去甲万古霉素键合的
手性固定相，并在反相模式下成功分离了４种丹酰
化氨基酸。毕玉金等［１２］利用万古霉素手性固定相
在反相模式下对曼尼布碱类手性化合物进行了分

离。２０１１年Ｒａｏ等［１３］利用万古霉素固定相在离子
对色谱模式下对鼠血浆中的代谢物和米氮平进行了

分离。在我们前期工作中［１４］，发展出一种新型万古
霉素固定相制备技术，并将该固定相成功用于手性
化合物的分离。本文基于万古霉素结构特征，进一
步将其应用于在反相、亲水色谱及离子交换等多种
分离模式下非手性样品的分离，为拓宽其在实际样
品分离分析中的应用奠定基础。

图１　万古霉素的分子结构
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ

１　实验部分

１．１　仪器、试剂与样品

　　ＨＰＬＣ系统由Ｐ１２０１泵、ＵＶ１２０１多波长紫外
分光检测器、Ｒｈｅｏｄｙｎｅ－７７２５ｉ进样阀及依利特色谱
工作站ＥＣ２００６组成（大连依利特公司）；超纯水由

Ａｒｉｕｍ　６１１超纯水仪（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）纯化。

　　氨基硅填料（１０μｍ）购自大连依利特公司；戊
二醛购自上海凌峰试剂有限公司；万古霉素购自上
海阿拉丁公司；甲醇、乙腈（色谱纯）购自山东禹王实

业有限公司；ＮａＢＨ４、ＮａＨ２ＰＯ４、ＮａＣｌ、对氨基苯甲
酸、苯甲酸购自上海凌峰化学试剂有限公司；扑尔
敏、氨基比林、巴比妥、烯丙异丙基巴比妥、安定片、
盐酸麻黄碱、氯氮平购自公安部物质鉴定中心；三唑
仑购自中国药品生物制品检定所；甜菊糖粗品由江
西北洋食品添加剂有限公司提供。

１．２　万古霉素键合色谱柱的制备

　　按照雷雯等［１４］的方法，利用氨基硅胶颗粒作为
基质，合成出万古霉素键合固定相。

　　将制备好的色谱固定相装填入２５０ｍｍ×４．６
ｍｍ的不锈钢色谱柱管中。装柱压力为７０ＭＰａ，匀
浆液为丙酮，顶替液为乙醇。

２　结果与讨论

２．１　万古霉素键合固定相在反相模式下的应用

　　在反相模式等度洗脱条件下，以２０％（体积分
数，下同）乙腈为流动相，以尿嘧啶、萘、芴为样品对
万古霉素键合固定相进行评价。如表１所示，３种
物质的出峰顺序为尿嘧啶、萘、芴，符合反相模式机
理。尿嘧啶的柱效为１．３５×１０４塔板／ｍ。分离柱效
偏低的主要原因是本文采用粒径为１０μｍ的硅胶
颗粒合成万古霉素键合固定相，但较大粒径硅胶颗
粒可用于填充制备色谱柱。

表１　万古霉素键合固定相在反相模式下分离尿嘧啶、萘、芴
Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｕｒａｃｉｌ，ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ　ａｎｄ

ｆｌｕｏｒｅｎｅ　ｉｎ　ｒｅｖｅｒｓｅｄ－ｐｈａｓｅ　ｍｏｄｅ　ｕｓｉｎｇ　ｖａｎｃｏ－
ｍｙｃｉｎ－ｂｏｎｄｅｄ　ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ　ｐｈａｓｅ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ／ｍｉｎ　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ
Ｕｒａｃｉｌ　 ３．７８＊ ０

Ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ　 １６．９８　 ３．４９
Ｆｌｕｏｒｅｎｅ　 ３５．７４　 ８．４６

　Ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ：ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｗａｔｅｒ（２０∶８０，ｖ／ｖ）；ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ：２５４ｎｍ．
　＊ Ｄｅａｄ　ｔｉｍｅ．

　　在反相模式下，将万古霉素固定相应用于５种
药物的分离。以３０％甲醇为流动相，扑尔敏、氨基
比林、巴比妥、烯丙基异丙基巴比妥、安定等５种药
物按照极性由强到弱的顺序依次流出色谱柱（见图

２）。其中烯丙基异丙基巴比妥与巴比妥相比，结构
上多了２个烷基，疏水性更强，保留时间更长。因
此，实际药物分离结果符合反相模式的机理。

２．２　万古霉素键合固定相在亲水色谱模式下的
应用

　　在高浓度有机溶剂（８５％乙腈）洗脱条件下，以
尿嘧啶和萘为样品评价万古霉素键合固定相。萘和
尿嘧啶出峰顺序与低有机调节剂条件下相反，显示
出与反相模式相反的分离特征。反相模式下，样品

·２２８·
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图２　反相模式下５种药物的分离谱图
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｄｒｕｇｓ　ｉｎ

ｒｅｖｅｒｓｅｄ－ｐｈａｓｅ　ｍｏｄｅ
　Ｃｏｌｕｍｎ：２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ－ｂｏｎｄｅｄ　ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ
ｐｈａｓｅ；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ：ｍｅｔｈａｎｏｌ－ｗａｔｅｒ（３０∶７０，ｖ／ｖ）；ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ：２１４ｎｍ．
　Ｐｅａｋｓ：１．ｃｈｌｏｒ－ｔｒｉｍｅｔｏｎ；２．ａｍｉｎｏｐｙｒｉｎｅ；３．ｂａｒｂｉｔａｌ；４．
ａｌｌｙｌ　ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ　ｂａｒｂｉｔｏｎｅ；５．ｄｉａｚｅｐａｍ．

与固定相间疏水相互作用较强而可能存在的其他分

离机制的分离能力相对较弱。当有机调节剂浓度增
加时，固定相与流动相的极性差相对变小，使得疏水
作用对总体分离结果的影响变弱，而其他相互作用
的影响相对增强，宏观表现为分离模式的改变。因
此强极性的尿嘧啶保留时间更长，符合亲水模式分
离机理（见图３ａ）。亲水模式分离条件下，萘的柱效
为１．２７×１０４塔板／ｍ。

图３　亲水模式下的分离谱图
Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｉｎ　ＨＩＬＩＣ　ｍｏｄｅ

　Ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ：ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｗａｔｅｒ （８５∶１５，ｖ／ｖ）；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ：（ａ）２５４ｎｍ；（ｂ）２１０ｎｍ；ｆｏｒ　ｏｔｈｅｒ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｓｅｅ
Ｆｉｇ．２．
　Ｐｅａｋｓ：（ａ）１．ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ；２．ｕｒａｃｉｌ．（ｂ）１．ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ
（ＳＴＶ）；２．ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅ　Ｃ（ＲＣ）；３．ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅ　Ａ（ＲＡ）．

　　在上述亲水模式条件下，对甜菊糖粗品进行分
离。甜菊糖是从菊科草本植物甜叶菊中精提的新型
天然甜味剂，主要包含甜菊甙（ＳＴＶ）、莱鲍迪甙 Ａ
（ＲＡ）、莱鲍迪甙Ｃ（ＲＣ）等组分，ＲＡ和ＳＴＶ为主要
成分。如图３ｂ所示，ＳＴＶ具有疏水性，保留较弱，
最先出峰，符合亲水模式的机理。

２．３　万古霉素键合固定相在离子交换色谱模式下
的应用

　　与固定相共价相连的荷电基团决定离子交换色
谱柱的特性：阴离子交换固定相表面带正电荷，阳离
子交换固定相表面带负电荷。以对氨基苯甲酸和苯
甲酸为样品考察了万古霉素键合固定相的离子交换

色谱分离特征，结果如图４所示。

图４　氨基苯甲酸和苯甲酸的分离色谱图
Ｆｉｇ．４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐａｒａ

ａｍｉｎｏｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ　ａｎｄ　ｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ
　Ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅｓ：Ａ．１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ　４．５）；Ｂ．１０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４－０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ：２１５
ｎｍ；ｆｏｒ　ｏｔｈｅｒ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｓｅｅ　Ｆｉｇ．２．
　Ｐｅａｋｓ：１．ｐａｒａ　ａｍｉｎｏｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ；２．ｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ．

　　采用ＮａＣｌ线性梯度洗脱确定对氨基苯甲酸和
苯甲酸的相对保留值后，研究了该固定相在不同等
度洗脱条件下的分离能力。当流动相中盐浓度为
０．２２５ｍｏｌ／Ｌ（４５％Ｂ）时，对氨基苯甲酸和苯甲酸获
得基线分离（见图４）。由于万古霉素的ｐＩ为７．２０，
在ｐＨ　４．５流动相条件下带正电荷；对氨基苯甲酸
和苯甲酸的ｐＫａ 分别为４．９２和４．２０，在此条件下
分别带正电荷和负电荷。因此，苯甲酸保留更强，符
合阴离子交换固定相分离机理。分别在ＮａＣｌ浓度
为０．１、０．５、１．０ｍｏｌ／Ｌ条件下考察对氨基苯甲酸和
苯甲酸的分离度。发现当盐浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ时，
两种物质获得较好分离。原因可能是当盐浓度过
高，溶剂中的负电荷与固定相作用结合位点作用增
强，流动相洗脱能力过强；而当盐浓度过低时，溶剂
中的负电荷与固定相作用结合位点作用较弱，流动
相洗脱能力减弱，保留较强的苯甲酸无法洗脱。同
时考察流动相ｐＨ为３．８、４．５、５．７时对对氨基苯甲
酸和苯甲酸的分离的影响，发现随着ｐＨ 的增大保
留时间增加。原因是样品在不同ｐＨ下所带电荷不
同，与万古霉素之间作用存在差异。

　　扑尔敏、盐酸麻黄碱、三唑仑以及氯氮平４种药
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物极性较强，在反相模式下保留较弱，死时间即流出
色谱柱。当对这４种极性药物进行离子交换模式分
离时，其保留显著增强，符合阴离子交换机理（见图
５）。在阴离子交换模式下，扑尔敏的柱效为１．３４×
１０４塔板／ｍ。

图５　阴离子交换模式下４种极性药物的分离色谱图
Ｆｉｇ．５　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｆｏｕｒ　ｐｏｌａｒ　ｄｒｕｇｓ　ｉｎ

ａｎｉｏｎ－ｅｘｃｈａｎｇｅ　ｍｏｄｅ
　Ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ：Ａ．１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ　３．８）；Ｂ．１０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４－０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ．Ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｅｌｕｔｉｏｎ：０－３０
ｍｉｎ，１０％Ｂ－９０％Ｂ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ：２１５ｎｍ；ｏｔｈｅｒ　ｃｏｎ－
ｄｉｔｉｏｎｓ　ｓｅｅ　Ｆｉｇ．２．
　Ｐｅａｋｓ：１．ｃｈｌｏｒ－ｔｒｉｍｅｔｏｎ；２．ｅｐｈｅｄｒｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ；３．ｔｒｉ－
ａｚｏｌａｍ；４．ｃｌｏｚａｐｉｎｅ．

２．４　万古霉素键合固定相制备的重复性和稳定性

　　为了考察制备方法的重复性，分别采用不同批
次制备的万古霉素键合固定相填充了３根色谱柱，
以３０％甲醇为流动相，测定扑尔敏、氨基比林和巴
比妥保留时间的相对标准偏差小于１５％。

　　采用戊二醛间隔臂法制备的万古霉素键合固定
相稳定性较好，连续在不同分离模式下使用３个月，
重复进样３００余次，仍能保持良好的分离能力。

３　结论

　　万古霉素具有特殊结构，与分析物间存在多种

相互作用，因此可根据样品结构特征在多种模式下
进行分离。本文制备的万古霉素键合固定相具有良
好的稳定性并能同时实现反相、亲水、离子交换３种
模式下的分离功能，拓展了万古霉素键合固定相的
应用范围，因此对特殊选择性的样品具有良好的应
用前景。同时为新型色谱固定相的设计，以及采用
特殊结构改性基团的色谱固定相在相应分离模式下

进行方法发展提供指导。
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