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纳米二氧化硅颗粒的制备及其在加压毛细管电色谱中的应用
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摘� 要 � 为了考察小粒径固定相在色谱分析中的特性,以 St�ber法为基础, 以 86. 5%乙醇( V / V )作为反应溶

剂, 加入 0. 2 mol/ L 四乙氧基硅烷、2. 0 mol/ L 氨水制得 517 nm 无孔二氧化硅颗粒, 并将其用高压匀浆法填

充,制得毛细管色谱柱。以加压毛细管电色谱( pCEC)为分析平台, 采用乙腈�水为流动相,探讨该硅胶色谱柱

的保留机理。为了考察制备的硅胶固定相对碱性化合物的分离能力, 选用 4�二甲氨基吡啶、阿米替林、咖啡

因、2, 4, 6�三氯苯胺 4种碱性化合物为分离对象,讨论了流动相比例、缓冲盐浓度、pH 值及操作电压对于分离

的影响。结果表明, 当流动相中乙腈与 5 mmol/ L T ris�HCl 缓冲液的体积比为 30: 70, pH = 5. 0, 电压为

- 9 kV , 检测波长为 214 nm 时, 4 种碱性物质能够获得很好的分离, 对咖啡因的柱效达到 90000 理论塔板/

m。实现了500 nm 二氧化硅固定相用于 pCEC 分离, 为亚微米固定相在色谱中的应用提供了可能。
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1 � 引 � 言

在液相色谱中, 降低固定相粒径能够获得更高的分离柱效和更快的分析速度。因此, 1. 7~ 2. 0 mm

的小粒径色谱固定相备受关注,并成功地实现了产业化。然而,当固定相粒径降低到 1. 5 mm 时,柱反

压会达到 55. 16 M Pa
[ 1]

,使固定相粒径向微米和亚微米方向发展受到了限制。超高效液相色谱( U lt ra

performance l iquid chromato graphy , UPLC)的出现部分解决了该问题 [ 2]。解决柱反压过高的另一种方

法是采用电渗流驱动的毛细管电色谱( Capillary elect ro chromatog raphy, CEC)技术, 该技术以电渗流

驱动流动相,不产生反压,而且流体的前锋轮廓呈柱塞型,可使用极小的颗粒并取得极高的柱效
[ 3]
。但

其主要缺点是可靠性及重现性较低, 当施加高电压时会出现气泡及烧干现象。加压毛细管电色谱

( Pr essurized capillary elect rochr omatogr aphy, pCEC)由于采用压力和电渗流联合驱动流动相,避免了

CEC 的上述缺点,在使用小粒径色谱固定相时仅使用很低的辅助压力( 3. 45~ 6. 90 M Pa)即可达到合理

的线性流速,实现较高的分离柱效
[ 4]
。

单分散的 SiO2 颗粒的粒子分散性好、尺寸可控,且表面具有丰富的硅羟基, 因而非常适合作为高效

色谱填料
[ 5]
。St�ber 等[ 6 ]

以氨水为催化剂,通过四烷基正硅酸酯在醇溶液中的缩聚反应合成了纳米至

微米级单分散无孔硅胶颗粒, 该法具有仪器设备简单、实验条件温和、粒径分布窄等特点。由于硅胶对

碱性化合物具有较好的分离能力,因此选用 4�二甲氨基吡啶、阿米替林、咖啡因、2, 4, 6�三氯苯胺考察固

定相的性能
[ 6]
。本研究在文献[ 5]的基础上, 通过调整反应条件, 制备了粒径为 500 nm 的 SiO2 颗粒,并

将其用于 pCEC分离, 在反压仅为 8. 96 M Pa 时即可实现高效分离。探讨了该亚微米固定相的保留机

理,及4种碱性化合物的分离方法。

2 � 实验部分

2. 1 � 仪器及试剂

加压毛细管电色谱 T riSepTM�2100 pCEC 系统(美国 U nimicro Technolog ies 公司) , 包括高压流动

相输送系统、30000 V 双极式高压电源、紫外�可见可变波长检测器和数据采集分析系统; KQ2200B型

超声波清洗器(江苏昆山超声仪器有限公司) ; 场发射电子扫描显微镜 FEI SIRION 200/ INCA OX�



FORD系统(美国 FEI公司/英国 OXFORD公司) ; 循环水式多用真空泵(河南郑州长城科工贸有限公

司) ; 真空干燥箱 DZF�OR型(上海博泰实验设备有限公司)。

乙腈(色谱纯美国 TEDIA 公司) ; 四乙氧基硅烷( TEOS)、氨水、乙醇、4�二甲氨基吡啶、阿米替林、
2, 4, 6�三氯苯胺、三羟甲基氨基甲烷 ( T ris)、咖啡因 (分析纯, 上海国药集团 )。熔融石英毛细管

( 100 mm i. d. , 360 mm o. d. ,美国 Polym icro Technolog ies公司)。实验用水为纯净水。

2. 2 � 亚微米二氧化硅颗粒的制备

通过优化条件,确定了亚微米 SiO2 颗粒的制备流程。将一定比例的水加入乙醇中、TEOS、氨水及水依次

加入圆底烧瓶中,常温搅拌反应 16 h,陈化12 h,依次用去离子水和无水乙醇洗涤, 80 �真空干燥 4 h, 150 �

真空干燥 4 h, 600 � 煅烧 5 h,停止加热,随炉冷却后, 用 0. 1 mol/ L HCl浸泡过夜,洗涤至中性。

2. 3 � 加压毛细管电色谱分析条件

将合成好的 500 nm二氧化硅颗粒通过高压匀浆填充法制备成毛细管色谱柱( 11 cm � 100 mm i. d. , 500

nm) ,将色谱柱依次用乙腈、乙腈�水混合物冲洗数小时后,进行 pCEC分析。流动相为乙腈/ Tris�HCl缓冲液,

泵流速 100 mL/ min,检测波长为214 nm,分流比约为500: 1,分流前进样环体积为 1 mL,实际进样量为2 nL。

在本实验中,毛细管柱的出口端连接负电极,进样端接地,因此电渗流和压力流一致。

2. 4 � 样品溶液的制备

准确称取 4�二甲氨基吡啶、阿米替林、咖啡因、2, 4, 6�三氯苯胺标准品各 0. 20 g ,将其分别溶于乙腈

中,转移至 10 mL 容量瓶中,定容,得到 20 g/ L 的样品储备液,经 0. 22 mm 滤膜过滤, 在 4 � 条件下避

光保存,临用前用流动相稀释至 0. 2 g/ L。

3 � 结果与讨论

3. 1 � 合成条件对亚微米二氧化硅颗粒的影响

St�ber法 [ 6]是在乙醇和水中,以氨水为催化剂,使 TEOS发生水解缩合反应, 形成粒径均匀的高纯

度 SiO 2 颗粒。其形成过程是 TEOS的水解、成核及颗粒生长三者之间复杂的竞争过程。该反应共分

三步: TEOS水解形成硅酸; 硅酸之间发生缩合反应形成胶体状态混合物;形成的低聚物继续聚合, 形成

三维网络状的硅氧四面体结构,反应过程如下
[ 7]

:

水解反应: � � � � Si( OCH 2CH 3 ) 4 + 4H 2 O Si( OH ) 4+ 4CH 3 CH 2 OH

缩合反应: � � � Si OH + HO Si Si O Si + H 2 O

� � � � � � � Si OCH 2 CH 3 + HO Si Si O Si + CH 3CH 2OH

聚合反应: � �

本实验在 St�ber 法基础上,通过调整反应条件制备了亚微米粒径的 SiO2 颗粒。图 1a 和图 1b分

别为制备的两批 SiO 2 颗粒的场发射扫描电镜图。从图 1a可见,合成的 SiO 2 颗粒为规整的球形,且具

有很好的单分散性, 颗粒的平均粒径为 517 nm( RSD= 3. 6% )。

图 1 � SiO2 颗粒的扫描电镜图

F ig. 1� Scanning electr on micro gr aphs of 500 nm SiO 2 particles

a. 517 nm; b. 发生粘连的颗粒( Part icles w ith conglut inat ion )。

考察了各反应物的浓度对颗粒粒径的影响, 其中 T EOS 浓度对颗粒粒径的影响最为明显, 如表 1
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所示。随着 TEOS 浓度的增加, SiO 2 颗粒的粒径逐渐变大。在其它条件不变时, T EOS浓度的增

加使其水解速率增加, 形成较长的三维网络链; 在缩聚过程中, 较长的三维网络链聚合在一起 , 聚

合度也较大, 生成颗粒的粒径也随之增大 [ 8] 。实验发现, 当 T EOS浓度过大时,颗粒粒径分布范围

较大, 并出现了 SiO 2 微球共生长和粘连现象 (图 1b, 平均粒径约为 920 nm ) , 其原因可能是随着

TEOS浓度的增加, 其缩聚反应速率增大, 颗粒生长时间延长, 导致出现大小均匀一的两个或多个

半球共生的现象。

催化剂氨水对颗粒的形态也有一定影响。由表 2可见,随着氨水浓度增大,颗粒粒径逐渐增大。当

氨水浓度增大时,反应体系中的 OH
-
增加,抑制了成核速度,使得体系中的成核数量减少,促进了颗粒

的生长,得到的微球粒径较大。

表 1� 反应液中 TEOS 的浓度对粒径的影响

Table 1 � Effect of tetr aet hoxsilene( T EOS) concentrat ion

on par ticles diameter

反应液
Reag ent

浓度 Concent ration

TEOS
(m ol/ L)

NH4OH
( m ol / L)

乙醇
Alcohol ( % )

颗粒直径
Part icle

diam eter/ nm

1 0. 15 2. 0 6. 0 420

2 0. 20 2. 0 6. 0 517*

3 0. 25 2. 0 6. 0 734

4 0. 30 2. 0 6. 0 982

� * 为最终确定的 500 nm 球形硅胶颗粒的合成条件 ( Opt imum

condit ions for synth esis of 500 nm silica part icles)

表 2� 反应液中氨水的浓度对粒径的影响
T able 2 � Effect of NH4 OH concentr ation on par ticles di�
ameter

反应液
Reagent

浓度 Concent rat ion

TEOS
( m ol / L)

NH 4OH
( mol/ L)

乙醇
Alcohol ( % )

颗粒直径
Part icle

diam eter/ nm

1 0. 20 1. 5 6. 0 440

2 0. 20 2. 0 6. 0 517*

3 0. 20 2. 5 6. 0 650

4 0. 20 3. 0 6. 0 762

� * 同表 1( As same as in Table 1)。

水作为反应物之一, 其强极性会导致 SiO2 晶格在一定方向上产生优势生长。实验中固定 TEOS

和氨水的浓度, 从 2. 0~ 8. 0 mol/ L 调整乙醇中水的含量, SiO2 颗粒粒径变化不明显。通过对上述条件

的考察,实验最终确定了 500 nm 球型硅胶颗粒合成条件为: TEOS 浓度为 0. 2 mo l/ L , NH 4OH 浓度为

2. 0 mo l/ L 和 86. 5%乙醇 6. 0 mol/ L。

3. 2 � 亚微米二氧化硅颗粒保留机理的研究
硅胶表面有硅羟基、硅氧桥两种基团,硅氧桥中的氧具有一定的疏水性, 在分离中起反相色谱的作

� 图 2� 乙腈浓度对硫脲、阿米替林和甲苯容量因子的

影响

F ig . 2 � Effects o f ACN concentration on capacity fac�

to rs of thiourea, amitripty line and to luene

色谱条件( Condit ions) : 毛细管色谱柱( Capillary column) , 36

cm � 100 mm; 有效长度 ( Effect ive length ) , 11 cm; 流动相

( M ob ile phase) , 5 mmol/ L Tris�HCl缓冲液 ( pH 5. 0)和乙腈

( Acetonit rile) ; 泵流速( Flow rate of pump) , 100 mL/ min ; 运

行电压( Applied voltage ) , - 7 kV; 检测波长 ( UV detect ion

w avelength) 214 nm。样品 ( S amples ) : � 硫脲 ( Th iourea) ;

� 阿米替林( Amit riptylin e) ; �甲苯( Tolu ene)。

用,未离解的羟基对极性样品有吸附作用; 离解的

羟基则是良好的阳离子交换基团
[ 9]
。因此硅胶固定

相表面的性质决定了其具有反相分配、正相吸附和

离子交换多重保留机理。实验中为了考察亚微米硅

胶固定相的保留机理, 选择在水相及乙腈中都具有

良好溶解性的硫脲、阿米替林和甲苯作为样品进行

测定, 如图 2所示。硫脲容量因子随乙腈比例的增

加而增大,主要因为硫脲极性较大,硅胶表面未解离

的硅羟基对其有较强的吸附作用,表现为正相保留

机理。阿米替林的容量因子随乙腈比例的增加而减

小,主要因为阿米替林的三环结构使其与固定相表

面以反相分配作用为主, 同时固定相表面带有负电

荷的硅羟基与以阳离子形式存在的阿米替林间的离

子交换作用较弱 [ 10] ;甲苯的容量因子随乙腈比例增

加先减小后增加。这是因为甲苯既具有一定的疏水

性又具有一定的极性,当乙腈比例较低时,甲苯在亚

微米 SiO2 颗粒表面表现出反相分配的机理;当乙腈

比例增加到 70%时,甲苯的保留时间低于硫脲的保

留时间呈现正相模式,此结果与 Wei等[ 11] 的研究结

果一致。
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3. 3 � 流动相组成对分离结果的影响

由于硅胶具有弱疏水性及离子交换能力,对碱性药物具有较好的分离。为了考察制备的硅胶固定

相对碱性物质的分离能力,采用 4�二甲氨基吡啶、阿米替林、咖啡因、2, 4, 6�三氯苯胺作为研究对象。以
乙腈�T ris�HCl缓冲液为流动相, 当缓冲液的浓度固定为 5 mmo l/ L ,从 20% ~ 70%调节乙腈比例。如

图 3所示,随着流动相中乙腈比例的增加, 4种物质的保留时间逐渐降低,说明在此种条件下, 4种碱性

化合物在亚微米硅胶柱上呈反相保留机理。同时, 4种物质的分离度随乙腈浓度的增加而减小; 当乙腈

比例大于 40% 时,咖啡因和 2, 4, 6�三氯苯胺不能达到基线分离。综合考虑分离度和分析时间, 流动相

中乙腈的体积分数选择为 30%。

3. 4 � 缓冲液中离子浓度对分离结果的影响
考察了流动相中 Tris�HCl缓冲液浓度对 4种物质分离的影响。如图 4所示,当乙腈浓度固定在

30%时,随着缓冲液浓度的增加, 4�二甲氨基吡啶和阿米替林保留时间增加, 当盐浓度大于 10 mmo l/ L

时,保留时间随盐浓度变化不大;咖啡因、2, 4, 6�三氯苯胺的保留时间随盐浓度的增加均有所增加。这
主要因为缓冲液中离子浓度增大时,缓冲溶液对样品离子的电离抑制作用增强, 增强了样品的疏水性,

使其在硅胶上的保留增强。在所选浓度范围内, 4种物质均实现了基线分离,考虑到盐浓度增加会产生

焦耳热效应,影响电色谱分离效果,因此, T ris的浓度选择为 5 mmol/ L。

� 图 3 � 乙腈浓度对各物质保留时间的影响

Fig. 3 � Effects o f ACN concent ration on retention time

of analy tes

1. 4�二甲氨基吡啶( 4�Dim ethylamin opyridine) ; 2. 阿米替林

( Amit riptyline) ; 3. 咖啡因( Caffein e) ; 4. 2, 4, 6�三氯苯胺( 2,

4, 6�T rich loroan iline)。色谱条件同图 2 ( Condit ions are the

same as in Fig. 2)。

� 图 4� 缓冲液浓度对保留时间的影响

F ig . 4 � Effects of buffer concentr ation on r etention time

o f ana lyt es

色谱条件( Condit ions ) : Tri s�HCl缓冲液 ( pH 5. 0 bu ffer) + 乙

腈( Acetonit rile) ( 70�30, V / V ) ; 除缓冲液浓度外其它条件及

样品同图 3( Samples an d other condit ion s are s ame as in Fig. 3

except bu ffer con cent rat ion)。

3. 5 � pH值对分离结果的影响

pH 值对碱性物质保留时间的影响比较复杂。考察了缓冲盐 pH 值在 4. 0~ 8. 0范围内与保留时

间的关系,如图 5所示。4�二甲氨基吡啶和阿米替林的保留时间随 pH 值的增大先减小后增加, 咖啡

因和三氯苯胺的保留时间随 pH 值的增大而减小。在 pH 4. 0时,由于 pH 较低,硅胶表面电离的硅

羟基减少使得固定相表面 �电势降低, 电渗流速度较低, 因此4种物质在 pH 4. 0时保留时间较长。

随着 pH 值的增加, 4�二甲氨基吡啶( pK a= 9. 4)
[ 12]
和阿米替林( pK a= 9. 6)电离率不断减小, 在接近

pH 7. 0~ 8. 0时,只有部分带正电荷, 在相同电场强度下, 电泳对其正向迁移的贡献降低,使这两种

化合物的保留时间增加。同时 pH 值增加, 使得固定相表面的电离硅羟基增多,导致硅胶作为离子交

换固定相的作用增加,对保留时间的延长也有一定的作用。咖啡因和 2, 4, 6�三氯苯胺在 pH 4~ 8范

围内表面带电状况变化不大,电泳对其迁移的速度变化的影响不大。随着 pH 增加固定相表面硅羟

基增多,电渗流速度增加,使其保留时间缩短。由于 pH 值对硅胶固定相表面的性质及碱性物质的带

电状况都有影响, 使其保留机理十分复杂, 有待进一步研究。综合考虑分离度、分析时间和柱寿命等

因素, 本实验选择 pH 5. 0。

3. 6 � 电压对分离结果的影响
由于 pCEC 具有压力流与电渗流双重驱动力,与微径液相色谱( m icro�HPLC)相比,它能够通过调
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节电压实现对带电物质的分离分析。从图 6可见, 随着电压的增大, 各物质的保留时间明显降低的同

时,色谱峰峰形变窄,亚微米硅胶色谱柱的分离理论塔板数有所增加。当电压在- 9 kV 时, 咖啡因的柱

效达到 90000理论塔板/ m。从表 3可见,体系具有良好的重现性。但当实验中电压太高时, 出现焦耳

热效应。考虑到实验的连续性及分离效果,选择- 7 kV 作为操作电压。本实验得到的柱效与文献[ 13]

采用1 mm SiO2 颗粒在 pCEC模式下获得的 200000 理论塔板/ m 的柱效相比明显偏低, 这主要由于色

谱填料的粒度极小, 毛细管柱的填充密度不够理想,导致柱容量过低所致。因此,在后续实验中采用不

同的毛细管柱制备方法, 以获得更高柱效。

� 图 5 � 缓冲液 pH 对保留时间的影响

Fig. 5� Effects of pH o f running buffer in mobile phase

on retention t ime of four analytes

色谱条件( Condit ions) : 5 mmol/ L Tris�HCl缓冲液( Buf fer) +

乙腈( Acetonit ril e) ( 70: 30, V / V ) , 除 pH 外其它条件及样品

同图 2, ( Samples and other condit ions are the same as in Fig. 2

ex cept pH value)。

� 图 6� 电压对各物质保留时间的影响

Fig .6 � Effects of separ ation voltage on retention time of

analytes

色谱条件( Condit ions) :毛细管柱( Capillary column) , 36 cm �

100 mm ; 有效长度( Ef fect ive length) , 11 cm ; 流动相( M ob ile

ph as e) , 5 mmol/ L Tris�HCl缓冲液 ( pH 5. 0)和乙腈( Acetoni�

t rile) ( 70/ 30, V / V ) ; 泵流速 ( Flow rate of pum p) , 100 mL/

m in; 检测波长( U V detect ion w avelength) : 214 nm。

表 3� 在不同电压下, 4 种物质的保留时间及相对标准偏差( n= 3)

Table 3� Relativ e standard dev iations ( RSD) o f retention times o f four analy tes under condition of differ ent v oltages

电压
Voltage
( kV)

4�二甲氨基吡啶
4�Dimethylaminopyridin e

t 1 t 2 t3
RSD
( % )

阿米替林
Amit riptylin e

t1 t 2 t 3
RSD
( % )

咖啡因
Caf feine

t 1 t2 t3
RSD
( % )

2, 4, 6�三氯苯胺
2, 4, 6�T richloroanilin e

t 1 t 2 t 3
RSD
( % )

1 9. 81 9. 62 9. 77 1. 03 13. 49 13. 35 13. 39 0. 54 14. 84 14. 80 14. 82 0. 41 18. . 02 17. 96 17. 99 0. 17

3 5. 01 5. 04 5. 03 0. 30 6. 71 6. 67 6. 68 0. 74 10. 77 10. 85 10. 67 0. 84 13. 10 12. 95 13. 10 2. 87

5 3. 09 3. 10 3. 15 1. 03 4. 12 4. 13 4. 23 1. 50 6. 85 6. 81 7. 00 1. 50 8. 30 8. 09 8. 51 2. 53

7 2. 47 2. 45 2. 48 0. 62 3. 37 3. 30 3. 40 1. 53 5. 89 5. 85 5. 90 1. 30 7. 37 7. 29 7. 53 1. 65

9 1. 48 1. 50 1. 52 1. 33 2. 04 1. 97 2. 08 2. 74 3. 80 3. 70 3. 85 2. 01 4. 63 4. 42 4. 69 3. 00

�

4 � 结 � 论

本研究以 St�ber 法制备 500 nm 球型 SiO2 颗粒, 并对合成条件和保留机理进行了研究。当采

用乙腈�水体系, 该固定相呈现出正相吸附、反相分配及离子交换 3种保留机理。当盐浓度在 5~

30 mmol/ L 时,所制备的 500 nm 无孔 SiO 2 颗粒系统中仍存在电渗流, 可用于 pCEC分析。采用

pCEC 分析模式, 在较低压力推动下合成的亚微米级 SiO2 颗粒, 在 10 min 内即实现对 4 种碱性化

合物的分离, 效果较好。
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Preparation of 500 nm Spherical Silica Particles and Its Applications in

Pressurized Capillary Electrochromatography

ZH ANG Xiao�H ui1, WANG Yan1, GU Xue1 , QU Q i�Shu2, YAN Chao* 1

1 ( S chool of Pharmacy , S hang hai J iao Tong Univ er sity , S hanghai 200240)

2 (College of Chemistr y and Chemical Engineer ing , Yangz hou Univer sity , Yangzhou 225002)

Abstract � Nonporous, spherical silica part icles w ith diameter o f 500 nm was pr epared by St�ber meth�
od. The concentrat ion of tet raethoxysilane( TEOS) , ammonium hydrox ide and w ater w as 0. 2, 2. 0

and 6. 0 mo l/ L r espect ively. T he 500 nm packing w as packed into 100 mm i. d. capillary columns by

slurry packing method. The applicat ion of the co lumn in pressurized capillary elect rochromatography

( pCEC) for the separat ion of four basic compounds: 4�dimethy laminopy ridine, am it riptyline, caffeine

and 2, 4, 6�tr ichloroaniline has been studied. The effects of the composition of mobile phase, the con�
centrat ion of the buf fer, pH value and applied voltag e w ere invest igated. T he opt imum separat ion fo r

the four basic compounds w as achieved w ith the mobile phase of acetonit rile and 5 mmo l/ L T ris�HCl

buf fer ( pH 5. 0) 30/ 70, V / V ) , applied voltage at 9 kV and U V detect ion at 214 nm. A co lumn eff i�
ciency of 90 000 plates per meter for caffeine w as obtained under the optim ized condit ions. T he experi�
mental r esults demonst rated that the silica column show ed a normal phase separat ion mechanism,

rever sed phase separat ion mechanism and ion exchange mechanism as the proport ion of the acetonit rile

changed. In this resear ch, the 500 nm silica stat ionary phase w as used in pCEC separ at ion fo r the f ir st

time, w hich provides useful guideline for applicat ion of submicr on part icles in chr omatographic f ield.

Keywords � Subm icron silica stat ionar y phase; Pressurized capillary elect rochromatog raphy; Prepara�
t ion; Basic compounds
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