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混合固定相电色谱中溶质的输运特征
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摘要：以离子交换和反相固定相构成的混合固定相电色谱中，溶质迁移在受到疏水、离子交换作用的同时，对于带

电溶质而言，还受到电泳迁移的影响。根据离子独立迁移原理，结合色谱过程中的多种相互作用，得到了描述溶质

表观迁移速率与其各形态迁移速率、各种相互作用之间相互关系的理论表达式；讨论了混合模式电色谱中流动相

的<=及其中的有机调节剂浓度、混合固定相配比等对电渗流的影响及不同形态溶质在柱内的输运特征。结果表

明，在电色谱中采用混合固定相可以在较大的<=和有机调节剂浓度范围内得到较强且稳定的电渗流。<=通过改

变溶质的形态影响分离；有机调节剂对中性溶质的影响满足一般反相电色谱中的规律；竞争试剂对带电溶质分离

的影响较大，它的加入可以有效地改善峰形，但是由于电泳作用的调节，其作用并不如一般离子交换色谱中对选择

性的影响大。
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毛细管电色谱是近年来新发展起来的一种高效

微分离技术，它结合了毛细管电泳的高效和高效液

相色谱高选择性的特点［%"$］。目前，毛细管电色谱

柱中采用的填料&;V以上沿用反相高效液相色谱

中的烷基键合固定相［(］。由于烷基键合固定相具

有疏水的表面，当流动相中有机调节剂浓度较高时，

电渗流会过低。此外，流动相<=的变化也会对电

渗流产生较大影响。W,.L3等［(］系统研究了多种电
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色谱柱中电渗流的特征，!"#$%&等［’］也研究了反相

和强阳离子交换混合固定相的特征。

在电色谱中采用离子交换与反相填料的混合固

定相可以在较大的流动相组成范围内得到较强且稳

定的电渗流，从而避免了单纯采用反相固定相的缺

陷［(!))］。*"+,-等［).］利用反相和离子交换填料的

混合模式分离小分子肽的混合物，与一般的/01填

料反相电色谱相比，通过调节流动相2*能够有效

改善分离选择性。*34#&5等［)6］采用混合模式电色

谱，通过流动相组成的改变，调整离子交换固定相产

生的离子交换作用与电泳作用，结合竞争阴离子的

种类和浓度控制两者的贡献，使分离选择性改变。

7#+8等［)9］采用电色谱的方法研究奶油中的活性组

分和防腐剂时，分离柱采用强阳离子与反相混合填

料。:+,-等［)’］也合成了具有离子交换和反相特征

的整体柱，在该柱上流动相中的有机调节剂对电渗

流的影响不很明显，在2*.!;内可获得稳定的电

渗流。

在反相与离子交换混合模式电色谱过程中，溶

质的输运不仅与电渗流有关，也与不同形态溶质的

电泳速度、溶质与反相和离子交换固定相的作用有

关。本文基于电泳过程中的离子独立迁移原理，通

过对柱分离过程中各种相互作用的系统考察，说明

溶质在混合模式电色谱中的输运规律。

! 理论部分

在反相和离子交换混合模式电色谱过程中，不

同形态的溶质与固定相的作用机制也不同。一般来

讲，可解离溶质在混合填料电色谱中存在溶质的解

离平衡和不同形态溶质与固定相的作用平衡。

!"! 溶质的解离平衡

对于可解离溶质，在流动相中可以以多种形态

存在，在特定的2*值范围内，一般可以只考虑溶质

两种形态之间的转换平衡。以一元弱酸*7为例，

转换平衡可以写成：

*7
!
!"

#+
*<<7" （)）

其中：!+=
［*<］［7>］

［*7］
，为解离平衡常数；*7为溶

质的酸性形态，7>为其对应的碱性形态。在流动相

中，中性形态溶质以电渗流速度#&?迁移，带电形态

的溶质以电渗流和电泳流的合速度#&?<#&2迁移。

!"# 不同形态的溶质与固定相的作用平衡

由于离子交换作用源于固定相表面上的强酸性

或强碱性基团的解离，而反相固定相表面的键合非

极性基团的稳定性较高，因此在流动相中盐的种类

和离子强度保持不变的情况下，可以认为两种固定

相在研究范围内稳定。与带电形态的溶质相比，中

性形态的溶质，尤其是极性较弱的溶质与离子交换

固定相的作用相对较小，一般可以不予考虑。带电

形态的溶质与反相色谱固定相的相互作用也较小，

同样可以忽略。这样，只需探讨中性形态的溶质与

反相色谱固定相的作用和带电形态的溶质与离子交

换固定相之间的作用，即：

*7<1)
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其中：!)=
［*71)］

［*7］［1)］
，!.=

［71.］

［7>］［1.］
，分别为对应

的作用平衡常数；1)，1.分别代表反相和离子交换

固定相。

根据电泳过程中的离子独立迁移原理，溶质在

毛细管电色谱中的表观迁移速率为其各种形态迁移

速率#的摩尔分数加权平均，因此

#$
!+［*%］#&?%（#&?%#&2）

)%!+［*%］%!.［1.］%!+!)［1)］［*%］
（9）

其中，［1)］、［1.］为反相和离子交换固定相表面的活

性位点分数。

式（9）反映了在混合固定相情况下溶质迁移速

率与固定相种类、溶质性质、流动相性质、混合填料

的配比以及操作条件之间的关系。

# 实验部分

在选用的作为溶质的化合物中除苯甲酸、乙苯

和喹啉为化学纯试剂外，其余均为分析纯或色谱纯

试剂。流动相由二次去离子水配制；:53@（上海第一

试剂厂）、磷酸、磷酸二氢钠和三乙基胺（沈阳化学试

剂厂）均为分析纯；乙腈（色谱纯，山东禹王试剂厂）。

流动相在使用前超声.A83,；实验中每次更换流动

相后均先将电色谱柱预平衡6A83,。

实验在B&C%8+,D／7EF’’)A型电泳仪（美国

B&C%8+,公司）上进行，于.’9,8波长处检测。填

充毛细管电色谱柱为自制，毛细管电色谱柱中填充

的固定相为’"8粒径的12G&53@?5H/01和’"8
粒径的1EI（购自英国DG+@&1&2+5+$3?,公司）的填

料；所用毛细管的内、外径分别为J’"8和6(’"8，

总柱长为.JC8，填充部分长度为.AC8（河北永年

光导纤维厂）。数据采集系统（K0!;’色谱工作

站，国家色谱研究分析中心）。

$ 结果和讨论

$"! 混合固定相电色谱中电渗流的变化

1EI为最常用的强阳离子交换固定相，其表面
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磺酸基的解离使其具有较强的亲水能力；!"#是最

常用的具有强疏水表面性质的反相色谱固定相。采

用#$%与!"#混合固定相具有一定的代表性，图&
给出了不同固定相配比情况下的电渗流变化。

混合填料的电渗流采用硫脲测定，全部装填

#$%填料的电渗流采用水测定。可以看出，电渗流

随#$%配比的增加有小的下降趋势，但当#$%的

配比不是很小时，电渗流基本不变。采用硫脲测定

混合填料的电渗流时，由于硫脲的强极性可能与

#$%表面发生作用，影响到电渗流的测定精度，但

并不 影 响 图&中 电 渗 流 总 的 变 化 趋 势。’()*+
等［&,］的研究也表明，混合固定相在较大的流动相有

机调节剂浓度变化范围和较大的-’变化范围内保

持较大且稳定的电渗流。

图! 不同"#$／%&"配比下的电渗流变化

’()*! +,-./(0123(45,/6,,1,-,7/800290/(7:-06（;%’）

.1<!（"#$）／!（%&"）

./01)2/34*02/5627/0)809)+08)3(0:

在理想情况下，硫脲在!"#柱中完全不与固定

相作用。而水在#$%柱中也完全不与固定相作用，

但在相反的体系中，两者可以与固定相产生极强的

相互作用。混合填料情况下电渗流的强弱应介于两

种极端情况下的电渗流强弱之间。根据容量因子的

物理意义，这一结果应与稀溶液的依数性规律非常

相似。

在完全理想的状态下，尤其在两种填料单独使

用时死时间相差较小的情况下，混合填料电色谱的

死时间可以表示为两者关于固定相配比的加权平

均。一般来讲，混合模式的电渗流与理想结果将有

所偏离，可能得到正偏离或负偏离的结果。

=*> 中性溶质在混合固定相上的输运

对于非解离的中性化合物在混合模式电色谱柱

上的分离，式（;）可以简化为：

!<
!05

&"#&［#&］
（=）

显然，如果不考虑电渗流的变化，#$%填料的

加入只相当于反相电色谱中相比的改变。根据容量

因子的定义，式（=）可以进一步改写为 ：

#$%#&［#&］ （>）

其中：#$为溶质的容量因子，#&相当于填料全部为

反相固定相时的#$，即在一般反相电色谱中的容量

因子，可采用通常的容量因子表达式计算。图,给

出了在#$%／!"#混合柱上根据死时间和溶质保留

时间的实测值，按通常的容量因子表达式计算得到

的甲苯的容量因子随#$%／!"#配比的变化情况。

由图,可见，在#$%／!"#混合柱中，中性形态

溶质的迁移所满足的规律与一般反相电色谱中的规

律基本相同，保留值与混合固定相的配比成正比例

变化，在很大范围内式（>）能够被很好地满足。

图> 甲苯容量因子随"#$／%&"配比的变化

’()*> +,-./(0123(45,/6,,1"#0:/0-?,1,.1<
9.228./(00:"#$.1<%&"

=*= 离子形态的溶质在混合固定相上的迁移

一般的方法建立应避免在可解离溶质的-&)?
@:=的范围内调节-’，否则所建立方法的稳定性将

不能得到保证。因此，在所建立的方法中一种溶质

通常只以一种主要形态存在于流动相中。

对只以带电形态存在的溶质，式（;）可简化为：

!%
!05"!0-
&"#,［#,］

（A）

带电形态溶质的迁移综合了电泳和离子交换色

谱的特征。B3)C-D3等［E］通过在流动相中加入离子

竞争试剂调节电泳机理和离子交换机理在分离过程

中的作用，使样品达到更好的分离效果。为了说明

带电形态的溶质在混合填料电色谱中的迁移行为，

图F给出了喹啉在混合固定相、-’,G>F的流动相

体系中的电色谱谱图。

在-’,G>F的流动相体系中喹啉带正电荷，与

电渗流迁移方向相同，应较作为电渗流标记物的硫

脲流出更快，但由于其与#$%固定相的作用，使表

观迁移速率变慢。图F中峰,为喹啉。由于在这种

实验条件下喹啉带正电荷，可以与#$%产生离子交

换作用，因而又引起峰拖尾。当流动相中加入三乙

基胺后，由于其对固定相表面的掩蔽作用，可以减弱

溶质与混合固定相的离子交换作用，使峰形得到改

善。当竞争试剂与溶质的作用比其与固定相的作用

强时，溶质以与毛细管区带电泳（$HI）中相类似的

机理输运，迁移速率主要由电泳流决定，表观迁移速
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率加快。结合式（!）和图"，也可以得到喹啉在该体

系中的离子交换平衡常数。

图! 喹啉在"#$%&!流动相体系中的迁移

’()*! +,"-.-/(010234(105(1,(1/6,708(5,"6-9,（"#$%&!）

#$%&’(’$%)：*’+,&)(-(’$%-./01-),，2!*，!（3#4）／

!（563）78／"92；0-:;,&:$<=*%<,%>(1，"?:*；($(-<:$<=*%
<,%>(1，"@:*；*$A’<,01-),：B#CDE"5（@?FG?，"／"）:$%(-’%’%>
"**$<／HC-E"I5JDEGI5J，0E"9!G；’%K,:(’$%，8;LM8)N

8N(1’$=.,-；"NO=’%$<’%,；!N’*0=.’(/N

!*: 复杂样品在混合固定相上的分离

对于同时含有酸性、碱性和中性化合物的复杂

样品，由于混合固定相具有较好的选择性调节作用，

因此 在 其 上 可 以 得 到 更 好 的 分 离 效 果。P<-*0Q<
等［R］在混合固定相电色谱柱上实现了中性、酸性和

碱性化合物的同时分离。我们在实验中采用3#4／

563混合填充柱，在等度洗脱方式下也实现了酸

性、碱性和中性化合物的同时快速分离（见图J）。

图: +;<／=>+混合填充柱同时快速分离

酸性、碱性和中性化合物

’()*: +,"-.-/(0102-?(@，8-9(?-1@1,4/.-5?07"041@901/6,
7(A,@9/-/(01-.B"6-9,02+;<-1@=>+(1/6,9-7,.41
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在0E"9!G的条件下，吡啶和喹啉均带正电，而

其他化合物皆为中性，U种组分在R*’%内得到很

好分离。

流动相中有机调节剂、0E、竞争试剂浓度的变

化，可以同时影响到不同形态溶质的迁移行为。为

了使所建立的方法具有足够的稳定性，选定的0E
应避免在所有组分的0%-附近。通常选择较强的

酸性（0E"G）或较强的碱性（0E#U）范围，这样一般

的酸性或碱性组分将以中性形态存在。此外，当组

分所带电荷导致其与电渗流迁移方向相反时，也可

能使分析时间过长，甚至不出峰。实际上通过0E
的控制，同时含有酸性、中性和碱性组分的样品分离

可以简化为只有带一种电荷形态的组分及中性组分

在柱中的分离。带电形态的组分迁移受电泳过程和

离子交换过程两种机理影响，而中性形态的溶质的

迁移过程满足一般的反相电色谱分离机理。

流动相中的有机调节剂对分离选择性的影响主

要取决于对中性组分在两相间分配过程的影响。由

于离子交换固定相提供了较强的电渗流，且有机调

节剂对电渗流的影响不明显，因此有机调节剂对带

电形态组分的迁移影响不大。竞争试剂对中性形态

组分的迁移过程几乎无影响；而对带电形态的溶质

分离的影响较大，因此有机调节剂的加入可以有效

地改善带电形态溶质的峰形。但是由于电泳过程的

调节，其作用不如在一般离子交换色谱中对选择性

的影响大。

对于强极性化合物的分离，3#4也起到一定的

作用，此时应在考虑反相色谱机理的同时考虑3#4
的离子交换作用。磺酸基的存在增大了固定相表面

的亲水能力，因此可以通过降低流动相中有机改性

剂含量的方法来实现强极性化合物的分离。
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