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以纤维素苯甲酸酯类为薄层色谱
固定相对手性化合物的拆分
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摘　要 : 用超声方法合成了 3种纤维素苯甲酸酯类手性固定相 : 三 (苯甲酰基 )纤维素 (CTB) , 三 (42氯苯甲
酰基 )纤维素 (CTPCB)和三 (22氯苯甲酰基 )纤维素 (CTOCB ) ; 用红外光谱和元素分析对其进行了结构鉴定。

将该类手性固定相 (CSP)用于薄层色谱分离手性化合物 , 分别采用 TEAA, 乙腈 - TEAA (体积比 2 ∶1) , 乙

酸乙酯 -水 -冰醋酸 (体积比 6 ∶2 ∶1) , 正丁醇 -冰醋酸 -水 (体积比 4 ∶1 ∶1)及乙酸乙酯 -甲醇 - 30%

(体积分数 )醋酸 (体积比 5 ∶3 ∶2)作为展开剂 , 使 22( 92蒽基 ) 222甲氧基乙酸、22( 92蒽基 ) 222羟基乙酸、苯
丙氨酸、组氨酸及扑尔敏 5种手性物质都获得了完全分离 ; 在合成的 3种手性固定相中 , CTB的手性拆分能

力较强 , CTPCB和 CTOCB的拆分能力稍差。

关键词 : 三 (苯甲酰基 )纤维素 ; 三 (42氯苯甲酰基 )纤维素 ; 三 (22氯苯甲酰基 )纤维素 ; 薄层色谱 ; 手性拆分

中图分类号 : O657173; O636111　　文献标识码 : A　　文章编号 : 1004 - 4957 (2008) 02 - 0131 - 05
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Ab s trac t: Three cellulose derivatives, viz. cellulose tribenzoyl(CTB ) , cellulose tris( p2chloro2ben2
zoate) ( CTPCB ) and cellulose tris ( o2chlorobenzoate) ( CTOCB ) were ultrasonically p repared and

characterized by IR spectrometry and elemental analysis. They were used as chiral stationary phase of

thin2layer chromatography to separate five chiral molecules, viz. 22( 92anththryl) 222methoxyacetic

acid, 22(92anthryl) 222hydroxyacetic acid, 22am ino232phenylp ropanoic acid, histidine and chlorphe2
niram ine. The five chiral molecules were comp letely separated with their respective develop ing sol2
vents, viz. TEAA, acetonitrile - TEAA ( 2 ∶1, by volume) , ethyl acetate - H2 O - acetic acid

(6 ∶2 ∶1, by volume) , n2butyl alcohol - acetic acid - H2 O ( 4 ∶1 ∶1, by volume) and ethyl

acetate - methyl alcohol - 30% acetic acid (5 ∶3 ∶2, by volume). The three chiral stationary phases

were compared and the results showed that CTB was the best stationary phase for the chiral separation.

Key wo rd s: cellulose tribenzoyl; cellulose tris ( p2chlorobenzoate ) ; cellulose tris ( o2chlorobenzo2
ate) ; thin2layer chromatography; chiral separation

由于在大多数生命活动过程中的蛋白质、核酸、糖及萜类等天然产物的大多数构型只涉及一种对

映体形态 , 许多生物活性只为一种特定的绝对构型所专有 , 所以对分子绝对构型的确定已经成为立体

化学研究中最主要、最活跃的部分 [ 1 ]。22(92蒽基 ) 222甲氧基乙酸、22( 92蒽基 ) 222羟基乙酸在手性原子
绝对构型表征方面具有广泛的应用 , 所以研究两者的拆分有很重要的意义 ; 苯丙氨酸是一种重要的药

物中间体 ; D 2组氨酸参与动物机体蛋白质合成 , 是生物体内生血素形成的必需条件之一 [ 2 ] ; 扑尔敏是

一种抗过敏药 , 同时有一定的副作用 , 其 R、S构型作用不明了。本实验对这 5种物质进行了拆分。
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在手性固定相中 , 纤维素是一类天然手性物质 , 它是β2D 2葡萄糖单元由 1, 42糖苷键形成的高度有
序、呈螺旋形空穴结构的光学活性天然高分子。衍生化的葡萄糖单元可以作为手性活性点作用于手性

对映体 , 并具有很好的拆分能力。前人作了许多纤维素苯甲酸酯类的衍生物 , 其拆分能力与苯环上的

取代基有很大关系 , 取代基的诱导效应对纤维素衍生物手性拆分能力有明显的影响 [ 3 ]。本实验采用超

声的方法合成了三 (苯甲酰基 )纤维素 (CTB ) , 三 (42氯苯甲酰基 )纤维素 (CTPCB )和三 (22氯苯甲酰基 )

图 1　纤维素苯甲酸酯类的结构式
Fig11　Structures of cellulose tris( benzoate) s

纤维素 (CTOCB ) , 它们显示了一定的手性识别能

力 , 结构如图 1所示。用红外光谱、元素分析对

产物进行了结构表征 , 并将其与等比例的纤维素

混合制成薄层板。通过优化展开剂对 5种手性化

合物进行了拆分。该方法操作方便、设备简单、

分析速度快 , 且能快速更换展开剂系统。到目前

为止对以上 5种手性物质利用此类纤维素苯甲酸

酯类手性固定相薄层色谱分离还未见文献报道。

1　实验部分

111　试剂与仪器

微晶纤维素 (柱层析用 , 上海恒信化学试剂有限公司 )、吡啶 (AR, 西安试剂厂 )、苯甲酰氯 (AR,

天津市化学试剂厂 )、42氯苯甲酰氯 (AR, 国药集团化学试剂有限公司 )、22氯苯甲酰氯 (AR, 上海金

山亭新化工试剂厂 ) ; 吡啶用分子筛干燥备用 ; TEAA为 1% (体积分数 )乙酸三乙胺溶液 , 即 1 mL三

乙胺加 99 mL水混合 , 再用稀释过的乙酸调成 pH 411; 茚三酮制成丙酮溶液。

KQ2400KDE型高功率数控超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ) , 德国 Vario EL Ⅲ元素分析

仪 , 德国 B ruker公司 EQU INX55型傅立叶变换红外光谱仪。

112　手性固定相的合成

手性固定相的合成参考文献 [ 4 - 5 ]。在室温条件下 , 取一定量的微晶纤维素于烧瓶中 , 每克微晶

纤维素用 40 mL吡啶溶胀 2 h。然后向烧瓶中加入一定比例的酰氯 , 混合均匀后 , 放入超声场中于

45 ℃左右反应 2 h, 静置过夜。然后用乙醚、甲醇交替洗涤至无 Cl
- (用 AgNO3检验滤液 ) , 向粗产品

中缓慢滴加三氯甲烷 (CTOCB用二氯甲烷 ) , 至完全溶解 , 再加入无水乙醇沉淀 , 直到不再出现白色絮

状物为止。抽滤后将所得固体置于小烧杯中 , 60 ℃下真空干燥 12 h, 得到固体产品。

113　手性薄层板的制备

手性薄层板的制备参考文献 [ 6 ] , 称取相同质量的微晶纤维素和手性固定相 , 于研钵中研磨均匀 ,

在不断研磨下慢慢滴入质量分数为 015%的羧甲基纤维素钠水溶液 , 最后滴入少量乙醇除气泡。混合

均匀后 , 涂布在干净的载玻片上 , 使其厚度均匀、表面光滑 , 室温下水平晾干 , 于 100 ℃烘箱中活化

10 m in, 置于干燥器中备用。

2　结果与讨论

211　手性固定相的合成与表征

在纤维素三苯甲酸酯类的制备过程中 , 由于空间位阻的影响 , 其每一个葡萄糖残基 C6上的羟基易

被酯化 , 而对 C2和 C3上的羟基 , 其中 1个易被酯化 , 但 3个羟基完全被酯化有一定困难。实验表明 ,

当酰氯与微晶纤维素的羟基的摩尔比达到 118以上 , 超声反应 2 h, 加入适量的三乙胺 , 就能使纤维素

的羟基基本衍生完全。与传统的加热回流法比较 , 具有操作简单、反应条件温和、大大缩短反应时间

及产率较高等优点。转化率均达到 90%以上。为了得到长链的纤维素苯甲酸酯类手性固定相 , 用氯仿

溶解产物 , 再用无水乙醇使之沉淀出来。这样得到的长分子链产物具有手性螺旋结构 , 可以对手性物

质起空间识别作用 , 更有利于手性物质的分离 [ 7 ]。

21111　红外光谱分析　将合成的 CTB与原料微晶纤维素进行红外光谱分析 , 结果如表 1所示。从表 1

可以看出 , 3种手性固定相中原来 MC在 3 354 cm
- 1羟基 (—OH )的吸收峰已基本消失 , 相继出现苯环

231
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的骨架振动吸收峰 (1 620～1 430 cm
- 1 )、酯羰基吸收峰 (1 740～1 730 cm

- 1 )及其他相关吸收峰。

表 1　手性固定相的红外图谱数据
Table 1　 IR spectrometric data of chiral stationary phases

Chiral stationary phase
σ(—OH) /

cm - 1

σ(—C ‖ O) /

cm - 1

σ(—C—O—C) /

cm - 1

σ(—C ‖ C— ( benzene) ) /

cm - 1

M icrocellulose (MC) (微晶纤维素 ) 3 354 - - -

Cellulose tribenzoyl(CTB) (三 (苯甲酰基 )纤维素 ) - 1 731118 1 267168 1 599172

Cellulose tris( p2chloro2benzoate) (CTPCB)

(三 (42氯苯甲酰基 )纤维素 )
- 1 735140 1 264111 1 593185

Cellulose tris( o2chlorobenzoate) (CTOCB)

(三 (22氯苯甲酰基 )纤维素 )
- 1 720155 1 260123 1 600100

21112　元素分析　元素分析结果见表 2。结果表明微晶纤维素中羟基衍生化完全 , 所得产物为目标

产物。

表 2　手性固定相的元素分析数据
Table 2　Elemental analysis data of chiral stationary phases

Analytical item CTB CTPCB CTOCB

Color(颜色 )

Elemental analysis

(元素分析 )

Buff(浅黄色 ) W hite (白色 ) W hite (白色 )

C Found w F /%

Calculated w c /%

68135

66182

55183

55136

55155

55136

H Found w F /%

Calculated w c /%

41571

41673

31052

31017

31086

31017

N Found w F /%

Calculated w c /%

01073

0

01031

0

01059

0

212　对手性化合物的拆分结果

5种手性物质的化学结构见图 2, 在纤维素苯甲酸酯类手性薄层板上的拆分结果见表 3。

图 2　手性物质的化学结构式
Fig12　Chem ical structures of chiral substances

1. 22(92蒽基 ) 222甲氧基乙酸 (22(92anththryl) 222methoxyacetic acid) ; 2. 22(92蒽基 ) 222羟基乙酸 (22(92anthryl) 222hydroxyacetic acid) ;

3. 苯丙氨酸 (22am ino232phenylp ropanoic acid) ; 4. 组氨酸 ( histidine) ; 5. 扑尔敏 ( chlorpheniram ine)

表 3　5种手性物质在纤维素苯甲酸酯类手性薄层板上的拆分结果 3

Table 3　TLC data of five chiral substances on the CSPs of cellulose tris( benzoate) s3

Cellulose tris( benzoate) s Chiral substance R f1 R f2 α Mobile phase　　 V isualization

Cellulose tribenzoyl

( CTB ) (三 (苯甲酰

基 )纤维素 )

(1) 0175 0141 1182 A a

(2) 0169 0115 4160 B (2 ∶1) a

(3) 0184 0122 3181 C (6 ∶2 ∶1) b

(4) 0137 0124 1154 D (4 ∶1 ∶1) b

(5) 0166 0135 1188 E (5 ∶3 ∶2) a

Cellulose tris ( p2chloro2
benzoate) (CTPCB)

三 (42氯苯甲酰基 )

纤维素

(1) 0178 0151 1152 A a

(2) 0171 0120 3155 B (2 ∶1) a

(3) 0186 0125 3144 C (6 ∶2 ∶1) b

(4) 0139 0127 1144 D (4 ∶1 ∶1) b

(5) 0169 0140 1172 E (5 ∶3 ∶2) a
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(续表 1)

Cellulose tris( benzoate) s Chiral substance R f1 R f2 α Mobile phase V isualization

Cellulose trisc ( o2chloro2
benzoate) (CTOCB)

三 (22氯苯甲酰基 )

纤维素

(1) 0178 0152 1150 A a

(2) 0169 0118 3183 B (2 ∶1) a

(3) 0185 0124 3154 C (6 ∶2 ∶1) b

(4) 0140 0128 1142 D (4 ∶1 ∶1) b

(5) 0165 0138 1171 E (5 ∶3 ∶2) a

3分离因子 ( separation factor) : α= R f1 /R f2 ; 体积比 ( volume ratio) : A. TEAA; B. 乙腈 - TEAA ( acetonitrile - TEAA ) ; C. 乙酸乙

酯 -水 -冰醋酸 ( ethyl acetate - H2O - acetic acid) ; D. 正丁醇 -冰醋酸 -水 ( n2butyl alcohol - acetic acid - H2O) ; E. 乙酸乙酯 -甲醇 -

30%醋酸溶液 ( ethyl acetate - methyl alcohol - acetic acid) ; a: ultraviolet lamp (365 nm) ; b: 茚三酮的丙酮溶液 ( solution of ninhydrin in ac2

etone) ; (1) - (5) are the same as those in Fig12

由表 3可知 , 所合成的手性固定相不仅能拆分单个芳环的手性物质 (如苯丙氨酸 ) , 而且对于含有

两个或两个以上的芳环甚至是含有蒽环的手性物质都具有良好的拆分能力 , 说明所合成的手性固定相

光学拆分适用范围广 , 适于不同分子大小的手性化合物的拆分。

213　手性固定相的性能比较

21311　手性固定相的稳定性比较　本实验分别在有机溶剂 (甲醇、乙醚 )和水中考察了 CTB薄层板的

耐溶剂性和重复使用性。把使用后的 CTB用甲醇浸泡 6 h, 洗涤 , 过滤干燥后 , 再进行元素分析。结

果表明 , 此产品碳的含量为 68126% , 而新制产品碳含量为 68135% , 两者相差不大 , 说明产物有较好

的耐溶剂性和重复使用性能。刮取已用过的 CTB薄层板的固定相 , 用甲醇浸泡 24 h后洗涤 , 并重新干

燥制板 , 对所分离物质进行拆分 , 仍有较好的分离效果 , 相对比移值稍有降低 , 但不影响分离。所以 ,

CTB对有机溶剂和水都是稳定的 , 可用溶剂冲洗除去污染物后反复使用。

CTPCB和 CTOCB的极性较 CTB的大 , 对水的浸润性较好 , 故两者在含水溶剂中易发泡成絮状物 ,

所以两者只是对正相展开系统稳定 , 在含有水的展开剂系统中稳定性不好。

21312　手性固定相对手性化合物拆分性能的比较 　从表 3中可以看出 , CTB的手性拆分能力较强 ,

CTOCB和 CTPCB的拆分能力稍差 , 原因可能是取代基的诱导效应对其拆分能力有明显的作用。CTB

酰基部分的苯环上没有取代基 , 对苯环上的电子云密度影响不大 , 而 Cl的吸电子作用使苯环上的电子

云密度降低 , 从而减弱了后两者与被分离手性化合物之间的作用力 [ 8 ]。CTOCB和 CTPCB相比较后者

的拆分能力更好一些 , 这是因为 Cl处于邻位时 , 增大了分子的空间位阻 , 使得纤维素上的 3个羟基不

容易完全被取代 , 所以其手性拆分能力有所降低。

21313　手性固定相的手性识别机理　综合本实验的结果 , 纤维素苯甲酸酯类手性薄层板之所以有良

好的手性拆分性能 , 其作用过程可能是 : 靠近手性分子手性中心的芳环先以一定的构型嵌入纤维素衍

生物的螺旋空腔结构中 , 此时手性分子的芳环与手性固定相的芳环之间的偶极 -偶极排列就决定了手

性分子能否有效地与“空腔”结合 , 之后纤维素衍生物上引入的羰基与具有羰基、氨基或羟基的手性化

合物发生氢键作用 , 这是一种立体选择作用 , 可能是决定手性分离效能的主要因素。这种解释也符合

Dalgliesh的“三点作用原理”[ 9 ]。

本实验在对展开剂优化的过程中发现 , 通过增大极性较大的组分配比可使 Rf值不同程度地增大 ,

分离度也相应提高 , 但是存在拖尾现象。弱碱性物质加入少量碱性调节试剂 (三乙胺 ) , 酸性物质加少

量酸性调节剂 (乙酸 ) , 能有效减少拖尾现象 , 使斑点圆整清晰 [ 10 ]。
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217　样品分析

以原配制好的 NADH为标准溶液 , 将培养好的铜绿甲单胞菌细胞匀浆 , 离心后取一定量的上清液 ,

按实验方法测定 , NADH的含量及方法回收率见表 1。

表 1　样品铜绿甲单胞菌细胞内中 NADH的分析结果 ( n = 5)

Table 1　Analytical result of NADH in the Pseudom onas aeruginosa ( n = 5)

O riginal

cO / (μmol·L - 1 )

Added

cA / (μmol·L - 1 )

Total found

cT / (μmol·L - 1 )

Found

cF / (μmol·L - 1 )
Recovery

R / %

4185 5100

10100

9174

14176

4189

9191

98

99

3　结　论

本文研究了将亚甲基蓝掺杂在单壁碳纳米管薄膜进而固定在玻碳电极上 , 制得聚亚甲基蓝 /单壁碳

纳米管薄膜修饰电极 ; 电极对 NADH有很好的电化学活性 , 可以作为脱氢酶系电化学生物传感器的基

底电极 , 具有很大的潜在应用价值。

参考文献 :

[ 1 ] 　GHOUS T, TIWNSHEND A. Flow injection method for the determ ination of thyroxine by inhibition of glutamate dehydro2
genase[ J ]. Anal Chim Acta , 2000, 411: 45 - 49.

[ 2 ] 　杨文初 , 俞爱民 , 陈洪渊. 微量乳酸脱氢酶毛细管电泳在线反应电化学检测方法的研究 [ J ]. 高等学校化学学
报 , 2001, 22 (4) : 547 - 551.

[ 3 ] 　郑琦 , 刘志洪 , 蔡汝秀. 肌红蛋白作催化剂荧光分析法高灵敏检测 NADH [ J ]. 武汉大学学报 : 理学版 , 2004,

50 (2) : 137 - 140.

[ 4 ] 　BLUM L J, GAUTIER S M , COULET P R. Continuous2flow biolum inescent assay of NADH using a fiber2op tic sensor

[ J ]. Anal Chim Acta, 1989, 226 (2) : 331 - 336.

[ 5 ] 　 IIJ IMA S. Helical m icrotubles of graphite carbon[ J ]. Nature, 1991, 354 (6348) : 56 - 58.

[ 6 ] 　杨钰 , 史海滨 , 陈强 , 等. 单壁纳米碳管制备葡萄糖生物传感器的研究 [ J ]. 高技术通讯 , 2006, 16 (2) : 167 -

170.

[ 7 ] 　王宗花 , 刘军 , 罗国安 , 等. 碳纳米管修饰电极的孔性界面对电分离多巴胺和抗坏血酸的影响 [ J ]. 高等学校化
学学报 , 2003, 24 (2) : 236 - 240.

[ 8 ] 　王存嫦 , 沈国励 , 俞汝勤 , 等. 基于碳纳米管和铁氰酸镍纳米颗粒协同作用的葡萄糖生物传感器 [ J ]. 化学学
报 , 2006, 64 (13) : 1355 - 1360.

[ 9 ] 　刘颜 , 袁若 , 柴雅琴 , 等. 聚亚甲基蓝和纳米金修饰玻碳电极的葡萄糖生物传感器 [ J ]. 分析测试学报 , 2005,

24 (4) : 24 - 27.

[ 10 ] ZENG J inxiang, W E IW anzhi, ZHA I Xiurong, et al. Low2potential nicotinam ide adenine diucleotide detection at a glassy

carbon electrode modified with toluidine blue O functionalized multiwall carbon nanotubes[ J ]. Anal Sci, 2006, 22: 399

- 403.

　 (上接第 134页 )

[ 6 ] 　徐莉 , 刘岚 , 何建峰. 用三 2(3, 52二硝基苯甲酰基 )纤维素薄层分离对映体 [ J ]. 中山大学学报 , 2002, 41 (5) :

115 - 117.

[ 7 ] 　张湘东 , 彭彩云 , 方渡. 纤维素类手性固定相的研究进展及应用 [ J ]. 中南药事 , 2003, 1 (1) : 39 - 40.

[ 8 ] 　OKAMOTO Y, NOGUCH I J, YASH IMA E. Enantioseparation on 3, 52dichloro2 and 3, 52dimethylphenylcarbamates of

polysaccharides as chiral stationary phases for high2performance liquid chromatography [ J ] Reactive & Functional Poly2
mers, 1998, 37: 183 - 188.

[ 9 ] 　P IRKLE W H, POCHAPSKY T C. Considerations of chiral recognition relevant to the liquid chromatographic separation of

enantiomers[ J ]. Chem Rev, 1989, 89 (2) : 347 - 362.

[ 10 ] 徐莉 , 何建峰 , 刘岚. 薄层色谱用纤维素苯甲酸酯类手性固定相的制备及色谱性能 [ J ]. 分析测试学报 , 2003,

22 (2) : 1 - 4.

831


