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摘 要 : 合成了对-叔丁基杯[ 4]芳烃高效液相色谱键合固定相 , 分离了多环芳烃、硝基苯胺位置异构体、苯

甲酸酯、邻苯二甲酸酯和苯的单官能团化合物 ; 比较了在不同的流动相中分析物的保留行为 , 发现该键合相

具有明显的反相特征 , 对位置异构体的分离优于 C18 柱 , 并讨论了可能的分离机理。
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Abstract : A new calix[ 4]arene- bonded silica gel stationary phase was prepared by modifying silica gel

with 3-aminopropyltriethoxysilane and then coupling with p- tert- butyl-calix[ 4] arene ester. The chromato2
graphic behaviors of polycyclic aromatic hydrocarbons , positional isomers of nitroaniline , benzoic esters ,

phthalic esters and some monofunctional compounds of benzene were described. A comparison with conven2
tional reversed-phase C18 columns showed that it possesses a predominant reversed-phase character and an

obvious priority for separation of positional isomers. The possible separation mechanism was investigated.
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杯芳烃是由苯酚单元通过亚甲基在羟基的邻位桥联而形成的一类环状低聚物 , 因其分子的形状

酷似希腊圣杯而得名 [ 1 ]。它具有圆锥形内腔 , 与冠醚和环糊精一样可以作为分子接受体 , 通过非共

价键与离子或中性分子形成可逆的配合物 , 所以它几乎是冠醚和环糊精的结合体 , 是超分子化学中

第三代主体分子的杰出代表 [ 2 ]。杯芳烃与冠醚和环糊精相比 , 不仅其毒性小 , 而且原料易得 , 分子

空腔大小可调 , 又具有多种构象 , 对其上缘和下缘修饰后可得到种类繁多的超分子化合物。因此增

加了人们把其共价键合到硅胶上用于色谱分离的兴趣。把杯芳烃应用于色谱分离 , 已有文献报导。

Park 等 [ 3 ] 以杯[ 6]芳烃-对-磺酸盐作为流动相添加剂 , 反相分离了单取代苯酚的位置异构体 , 并指明

分离是基于分离溶质和添加剂形成主 - 客体包结物的稳定性差异 ; 但添加剂本身在紫外区域的强烈

吸收降低了紫外检测的灵敏度 , 另外它较差的溶解性也阻碍了在水相洗脱剂中作为添加剂的应用。

因此 , 发展杯芳烃的化学键合固定相 , 其优势就在于分析物的紫外吸收不至于被杯芳烃的强吸收所

掩盖。 Glenon 等 [ 4 ] 以功能化的杯[ 4]芳烃键合硅胶固定相 HPLC对碱金属离子的选择性分离进行了

研究 , 发现对 Na +有很高的分离选择性 ; 他们 [ 5 ] 还报导了 1 种官能化的杯[ 4]芳烃键合到巯丙基硅胶

上 , 对碱金属离子、碱土金属离子以及氨基酸酯进行了很好的分离。 Friebe 等 [ 6 ] 把对-叔丁基杯[ 4]

芳烃键合到硅胶上 , HPLC分离了二取代芳胺位置异构体及肽、核苷和二肽与脯氨酸的混合物 , 发现

位置异构体的分离结果与在β- CD 键合固定相 HPLC分离结果不同。 Da S- L 等 [ 7 ]把部分官能化的对-

叔丁基杯[ 4]芳烃键合到γ- (乙二氨基)丙基硅胶上 , HPLC分离了多环芳烃、核苷及其碱。

我们按 Gutsche C D优化的方法 [ 8 ] 合成了对-叔丁基杯 [ 4]芳烃 , 对其下缘全官能化修饰后共价键

合到氨丙基硅胶上 , HPLC分离了多环芳烃、苯甲酸酯、邻苯二甲酸酯、硝基苯胺的位置异构体及同碳

数的苯单官能团化合物 , 发现该固定相具有明显的反相特征 , 并对可能的分离机理进行了探讨。
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1 实验部分

1. 1 试剂与样品
硅胶的粒径为 5μm , 比表面积为 150 m2/ g , 由本实验室合成 ; 氨丙基三乙氧基硅烷 (购自武汉天

目公司) ; 对-叔丁基杯[ 4]芳烃由本实验室合成 (未进一步纯化) ; 甲醇、乙腈 (分析纯 , 天津化学试剂

二厂) ; 磷酸二氢钠、多环芳烃及芳烃衍生物等均为分析纯 , 试样用甲醇或乙腈溶解。

1. 2 仪 器
Waters 高效液相色谱系统包括 515 泵 , 2487 双波长紫外检测器和 Millennium32 色谱工作站等 ; 元

素分析在 Vaivo Element 上进行 ; 红外光谱用 Bruker FT- IR光谱仪测定。

1. 3 键合相的制备
取干燥的硅胶 10 g , 加入 10 mL 氨丙基三乙氧基硅烷 , 加入 50 mL 干燥的甲苯 , N2保护回流 24 h ;

过滤 , 用温热的甲苯、丙酮、甲醇和水依次洗涤 , 60 ℃真空干燥 12 h 得氨丙基硅胶。对-叔丁基杯

[ 4]芳烃按 Gutsche [ 8 ] 优化的方法合成 , 然后在 NaH的存在下 , 以 THF作溶剂与溴乙酸乙酯反应 [ 9 ] ,

水解 [ 10 ] , 酰氯化 [ 11 ] 再共价键合到氨丙基硅胶上 (合成路线如图 1) 。

图 1 对-叔丁基杯[ 4]芳烃键合相的合成示意图
Fig. 1 Synthesis of the p- tert- butyl- calix[ 4]arene- bonded silica gel stationary phase

( ⅰ) HCHO , NaOH , phenyl ether , reflux for 3 h ; ( ⅱ) BrCH2COOC2 H5 , NaH , THF , reflux for 1 h ;
( ⅲ) ethanol , NaOH , reflux for 24 h ; ( ⅳ) SOCl 2 , reflux for 4 h ; ( ⅴ) N(C2 H5) 3 , γ- aminopropyl

bonded silica gel , N2 , room temperature for 48 h

所制备的固定相 105 ℃干燥 8 h , 用匀浆法装入 150 mm×4. 6 mm i. d. 的不锈钢柱中 , 匀浆液为二

氧六环和 CCl 4 , 顶替液为甲醇 , 装柱压力 40 MPa。使

用前先用甲醇、乙腈分别冲洗 6 h , 再用流动相平衡。

2 结果与讨论

2. 1 对-叔丁基杯[ 4 ]芳烃键合固定相的表征
氨丙基硅胶及键合相的元素分析结果为 : 氨丙

基硅胶 C 6. 00 % , H 2. 56 % , N 2. 15 % ; 杯芳烃键合

相 C 9. 87 % , H 2. 83 % , N 1. 39 %。图 2 和 3 分别为

它们的红外光谱图。

由图 2和 3可以看出在 3 600～3 700 cm - 1几乎没有

硅羟基的特征吸收 , 而在 3 418 cm - 1处有 1个宽的吸收

带 , 这是氨基的吸收。在 2 967 cm - 1处应为 C—H键的

伸缩振动 ; 1 650 cm - 1处是苯环和羰基的混合峰 , 一般

羰基的强吸收往往会掩盖苯环的特征吸收峰 ; 在指纹

区 , 四取代的苯环的特征吸收峰较弱 (因为苯环上仅

有两个不相邻的氢 , 在 900～800 cm - 1 范围内呈现弱

的宽峰) , 但对比图 2 和 3 仍可发现在 803 cm - 1 左右

吸收峰得到加强。由此可以看出 , 在氨丙基硅胶上

键合了杯芳烃 , 成功地制备了对 -叔丁基杯 [ 4]芳烃

的键合固定相。

图 2 3-氨丙基硅胶的红外光谱图
Fig. 2 IR spectrum of 3- aminopropyl silica

图 3 对-叔丁基杯[ 4]芳烃键合相的红外光谱图
Fig. 3 IR spectrum of the new p- tert- butyl- calix[ 4]

arene- bonded silica gel stationary phase



2. 2 几种不同的分析物在对 - 叔丁基杯 [ 4 ]芳烃

的键合相上的洗脱
2. 2. 1 多环芳烃的色谱行为 图 4 为 9 种芳烃以乙腈 -

水作为洗脱剂 , 在对-叔丁基杯 [ 4]芳烃键合固定相上的

分离色谱图。它们的洗脱顺序与在反相 C18 柱上的基本

相同 , 可以推测分析物的疏水性作用在分离过程中扮演

了很重要的角色 ; 分析物与固定相之间的 CH3 -π、π -π

作用也对它们的分离有关键的影响 , 也就是说杯芳烃“上

缘”对芳烃不同的识别 , 导致了分析物保留的不同而得以

分离。其中菲和蒽在该条件下未见分离 ; 改用甲醇 - 水

作为流动相 , 2-甲基萘与联苯未达基线分离 , 菲和蒽仅有

部分分离 , 这反映了流动相对分析物的选择性差异。

2. 2. 2 对邻苯二甲酸酯的分离 首次采用对-叔丁基杯

[ 4]芳烃键合固定相 , 分离了邻苯二甲酸酯 , 在该条件下

达到了基线分离 (见图 5) 。可从两方面进行推测 [ 12 , 13 ]:

如果杯[ 4]芳烃的上缘对分析物的苯环端产生包结作用 ,

因分析物分子酯基末端的烃氧基疏水性有明显的差异而

得以分离 ; 另外 , 如果疏水性的内腔对分析物酯的烃基

端有识别作用 , 强弱顺序应为 —CH3 < —CH2CH3 < —

CH2CH2CH2CH3 < —CH2CH2CH2CH2CH3 , 所以邻苯二甲酸

二甲酯先洗脱 ; 对于环己基 , 其体积大于正戊基 , 杯 [ 4]

芳烃对它的包结作用更强 , 其疏水性也大于其它 4 种烃

基 , 所以最后洗脱。同样的条件下 , 苯甲酸酯的洗脱顺

序与上述相似 , 保留值为甲酯 < 乙酯 < (丙酯) < 丁酯

< 苯酯 , 分离色谱图见图 6。实验还发现如果用甲醇 -

水代替乙腈 - 水作为洗脱剂 , 出峰顺序虽与之相同 , 但

是峰变宽 , 尤其丁酯、戊酯、环己酯及苯酯特别严重。

这种现象应是分析物和固定相的作用与洗脱剂和固定相

的作用相互竞争的结果。

2. 2. 3 对硝基苯胺位置异构体的分离 图 7 为邻、间和

对-硝基苯氨的分离色谱图 , 它们的保留为间 < 对 < 邻 ,

在对 - 叔丁基杯 [ 6]芳烃和对 - 叔丁基杯 [ 8]芳烃键合的

HPLC固定相上 , 实验发现其洗脱顺序均与之相同 , 仅仅

保留值不同而已。同样的条件下在 ODS柱上的洗脱顺序

为对位、间位、邻位 [ 10 ] 。这暗示着杯芳烃的疏水性内腔

对分析物的包结作用对洗脱产生了影响。另外 , 如果改

用水 (NaH2PO4 , 0. 02 mol/ L , pH = 3. 5) - 乙腈 (体积比

70 ∶30)作为流动相 , 邻与间位异构体则难以分离。

2. 2. 4 对单官能团取代苯的分离 选择甲苯同碳数的

化合物来考察杯芳烃键合固定相的选择性。从图 8 中可

看出 , 键合相对分析物也表现出明显的反相特征 , 亲水

性强的分析物先被洗脱。按极性考虑 , 似乎苯甲酸应最

先被洗脱 , 但实际上是落后于苯甲醇 , 但先于苯甲醛和

苯甲醚洗脱。这可能是由于杯芳烃键合相中存在着 —

NH - , 与苯甲醇相比 , 苯甲酸与之有较强的氢键作用。
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图 5 邻苯二甲酸二酯的分离色谱图
Fig. 5 Chromatogramof a mixture of phthalic esters
Mobile phase : acetonitrile - water(40 ∶60 by volume) ;

flow rate : 1. 0 mL/ min ; 1. methyl phthalate , 2. ethyl

phthalate , 3. n-butyl phthalate , 4. n-amyl phthalate , 5.

cyclohexyl phthalate

图 7 间 , 对和邻-硝基苯胺的色谱图
Fig. 7 Chromatogram of m , p and o- nitroanilies
Mobile phase : 0. 02 mol/ L NaH2PO4 (pH 3. 5) water -

methanol (70 ∶30 by volume) ; flow rate : 1 mL/ min

图 6 苯甲酸酯的分离色谱图
Fig. 6 Chromatogram of a mixture of benzoic esters

Mobile phase : acetonitrile - water(40 ∶60 by volume) ; flow

rate : 1. 0 mL/ min ; 1. methyl benzoate , 2. ethyl benzoate ,

3. n- butyl benzoate , 4. phenyl benzoate

图 4 多环芳烃的分离色谱图
Fig. 4 Typical chromatogram of a mixture of PAHs
Mobile phase : acetonitrile - water(40 ∶60 by volume) ;

flow rate : 1. 0 mL/ min , 1. benzene , 2. toluene , 3. xy-

lene , 4. naphthalene , 5. 2 - methyl - naphthalene , 6.

biphenyl , 7. phenanthrene , 8. anthracene , 9. pyrene
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图 8 苯的单官能团取代物的分离色谱图
Fig. 8 Chromatogram of derivatives of toluene

Mobile phase : 0. 02 mol/ L NaH2PO4 (pH 3. 5) water -

acetonitrile (70 ∶30 by volume) ; flow rate : 1 mL/ min ; 1.

benzoic alcohol , 2. benzoic acid , 3. benzaldehyde , 4.

methyl phenate

所以 , 该洗脱顺序应该是包结作用、疏水性作用和氢键

作用相互竞争总的结果。这种现象在杯[ 6]芳烃键合相

上也有发现 (苯甲酸后于苯甲醇和苯甲醛洗脱) , 有待作

进一步的研究。

3 结 论

本文利用自制的对-叔丁基杯[ 4]芳烃键合固定相考

察了多种类型分析物的保留行为 , 首次在该固定相上分

离了邻苯二甲酸酯类和甲苯的同碳数芳香化合物 , 并对

分析物在甲醇 - 水与乙腈 - 水流动相中的洗脱行为进行

了比较。发现该固定相具有显著的反相特征 , 分析物

的保留主要受杯芳烃上缘对其包结识别的强弱所控制 ,

甲醇与乙腈对分析物有明显不同的选择性。另外 , 固

定相的键合量和柱效不高 , 是今后需要解决的问题 , 以

便用于其它分析物的分离研究。
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