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手性整体式毛细管液相色谱柱的制备与应用
杨书雨, 陈令新, 姚 � 波, 罗国安, 王义明

(清华大学 � 化学系, 北京 � 100084)

摘 � 要: 采用紫外光引发模式制备了甲基丙烯酸酯类毛细管整体柱, 通过控制光照精确地控制了柱床的长度

及边界。将环糊精 (��CD)共价连接到了高分子聚合物链上作为手性选择剂, 在碱性环境下以液相色谱模式实

现了在人体的代谢反应中有着重要作用的 F ITC标记的 D, L�苯丙氨酸的分离, 理论柱效 125 000 p la tes/m, 并分

析了流动相性质对分离的影响。
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Preparation and Application o f Ch iralM ono lith ic Colum n for Cap illary

L iquid Chrom atography

YANG Shu�yu, CHEN L ing�x in, YAO Bo, LUO Guo�an, WANG Y i�m ing

( Departm ent of Chem istry, T singhuaUn ive rsity, Be ijing� 100084, China)

Abstrac:t M ono lithic cap illary columns based on po lyacry lam ides w ith UV initiated techno logy w ere

m ade, and the leng th and boundaries o f the co lum n bed w erem ade precisely through adjustm ent ofUV

radiation. ��cyclodextrin( ��CD ) w as bonded to the porous po lym ers o f co lum ns, w hich served as ch iral

selector. FITC labeled ch iral am ino acids, w hich had im portan t im pacts on m etabonom ics in v ivo, w ere

separated and detected by laser induced fluorescence( LIF ) detect ion using liqu id chrom atographym ode

under an alka line cond ition. Theoretical number of the co lum n w as about 125 000 plates/m. The in flu�
ence o f them ob ile phase on the chrom atograph ic perform ances w as analyzed.

Key words: M ono lithic co lum n; Situ po lym erizat ion; ��Cyclodex trin; Laser induced f luorescence

( LIF ) ; Polyacry lam ides

毛细管液相色谱 ( cap illary h igh perform ance liqu id chrom atog raphy, ��HPLC)是近年来发展极为迅速

的一种高效、快速的新型微柱分离方法
[ 1 ~ 3]
。 ��H PLC的固定相可以分为填充式毛细管色谱柱、开管毛

细管色谱柱和整体式毛细管色谱柱。整体式毛细管色谱柱是通过在毛细管内原位聚合或固定化的方法,

制成具有均一多孔结构的整体式固定相, 制备过程最为简单, 同时由于聚合单体的选择范围广, 可以

得到不同性质的聚合柱, 可以满足不同样品的分析需求, 因而发展十分迅速。整体式毛细管色谱柱同

样可以用于毛细管电色谱 ( cap illary e lectrochrom a tography, CEC )研究中。与填充式毛细管色谱柱相比,

整体式毛细管色谱柱有效地避免了填柱、烧塞子等困难的工序 (塞子效应和气泡效应 ) , 而且能有效地

避免开管式毛细管色谱柱相比小、柱容量低等的缺点。

本文在室温条件下, 采用紫外光引发的方式制备了甲基丙烯酸酯类 ��HPLC手性整体柱
[ 4]

, 用环

糊精 ( ��CD)对色谱柱进行了修饰, 并成功地对手性苯丙氨酸进行了快速高效的分离。紫外光引发方式

可以精确地控制聚合物整体柱柱床长度, 对发展芯片上的液相色谱 /电色谱十分重要。

1� 实验部分
1�1� 手性整体柱的制备
1�1�1� 实验试剂 � 单体: 甲基丙烯酸丁酯 ( BMA, S igm a公司 ) ; 交联剂: 三羟甲基丙烷 -三甲基丙烯
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酸酯 ( TR IM, S igm a公司 ) ; 致孔剂: 正丙醇 ( AR级, 北京化工厂 ) , 甲酰胺 ( AR级, 北京化工厂 )和 2�
丙烯酰胺�2�甲基丙磺酸 ( AM PS, Sigm a公司 ) ; 引发剂: 偶氮二异丁腈 ( A IBN, 北京化工厂 ) ; 毛细管

预处理试剂:  �甲基丙烯酸氧丙基三甲氧基硅烷 ( z�6030, Dow Corn ing公司 )。

甲基丙烯酸 ���环糊精酯为实验室合成, 合成方法如下: 由甲基丙烯酸 (AR级, 北京化工厂 )与亚

硫酰氯 ( AR级, 北京化工厂 )制备甲基丙烯酰氯
[ 5 ]

, 所得产物进一步与间硝基苯酚 ( AR级, 北京化工

厂 )反应制得甲基丙烯酸间硝基苯基酯, 再与 ��环糊精 (广州市嘉伟达化工有限公司, 提纯 )在 pH 11

的缓冲液中反应。经层析柱分离, 真空旋蒸浓缩干燥后即得到烯基化的 ��环糊精。该烯基化的 ��环糊
精便会在自由基引发的高分子聚合反应中随机共价连接到聚合物链上。

1�1�2� 手性整体柱的制备 � 毛细管预处理: 以 45% ( !)的冰醋酸, 50% ( !)水及 5% ( !) z�6030充于

毛细管内过夜, 然后将上述混合液冲出, 处理后的毛细管用于下面的实验。

手性整体柱的制备: 以 C ast ing so lvent为溶剂即 20% ( !)乙醇, 20% (!)磷酸盐 ( 5 mmo l/L, pH 7�5)

和 60% (!)乙腈的混合液, 配制含 AM PS为 0�6% (w )和 A IBN为 5% (w )混合溶液。取 200 �L上述混合溶

液, 加入 70 �L BMA、25 �L TR IM、55 �L正丙醇、45 �L甲酰胺、 20 �L z�6030和 5 m g甲基丙烯酸 ��环
糊精酯, 混合振荡均匀制得反应混合溶液。再将此反应混合溶液充入上述预处理过的毛细管内, 在 365

nm紫外光下反应约 1 h。为了控制柱床长度, 预先将部分毛细管用 0�5mm I�D�氟塑胶管套住以掩蔽紫外
光。制备好的毛细管整体柱用 75% (!)乙腈的水溶液冲洗 1h以洗去残留的反应物。

整体柱尺寸 28 cm � 75 �m I�D�, 柱床有效长度为 10 cm。将制备得到的聚合物整体柱柱床进行扫

描电镜及红外光谱的表征。

1�2� 手性氨基酸的分离分析
1�2�1� 手性氨基酸的荧光标记 � 实验试剂: D, L �苯丙氨酸 ( Phe)和 L �苯丙氨酸 ( Phe, S igm a公司 ) ,

荧光素异硫氰酸酯 ( F ITC, S igm a公司 ) , 硼砂 (AR级, 北京化工厂 )。

氨基酸储备液: 称取苯丙氨酸 9�91 m g加入 3 mL二次蒸馏水配制 20 mm o l/L, 并在 4  保存。

样品的荧光标记: 量取上述的储备液 0�25 mL, 加入 1�75 mL 20 mm o l/L硼砂 ( pH 9�2)和 0�2 mL

40 mm o l/L FITC的丙酮溶液, 配制 2�3 mm ol /L的荧光标记混合溶液, 室温暗处过夜, 即可完成氨基酸

的荧光标记过程。使用时稀释成 58 �m o l/L的工作液。

1�2�2� 手性氨基酸的分离 � 实验仪器: 高效毛细管电泳仪 B eckm anP /ACE 5500, 激光诱导荧光检测

图 1� 柱床的扫描电镜图
F ig. 1� SEM p icture of po rous po lym ers

( L IF, 488 nm氩离子激光器 ); 上述制得的毛细管整体柱。

样品: F ITC标记的氨基酸溶液 (参见 1�2�1)。流动相: 5 mm o l/L磷酸盐 ( pH 8�5) - 乙腈 (体积比

30 !70) , 其中, 乙腈 (色谱纯, F isher公司 ) , 磷酸二氢钠 ( AR级, 北京化工厂 ); 5�512 �10
5

Pa压力下

进样 5 s, 并在此压力下进行分离。

2� 结果与讨论

2�1� 整体柱的表征
在上述掩蔽紫外光的管内部分, 聚合反应未进行或反应进行的程度较低, 毛细管内仍为液体状物

质, 未出现固体状柱床, 而未掩蔽紫外光的部分则形

成连续、均匀的整体柱柱床, 将所制备得的整体柱柱

床用扫描电镜分析, 所得的扫描电镜图如图 1。

由图 1可看出, 所制备的整体柱柱床颗粒均匀,

保证了柱床具有一定的机械强度, 而且由于致孔剂的

加入, 在柱床上形成了一定的孔, 保证了柱床的通透

性。而且柱床与管壁的连接较紧密, 不会在管壁处漏

液。且由于毛细管内径较细, 柱床与空气接触面较小,

放置 6周后, 柱床也不会开裂, 由此保证了柱床有较

高的使用寿命。

将制备得的聚合物整体柱柱床进行红外光谱的表

征, 其红外光谱吸收曲线如图 2所示。
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在图 2中曲线 1为聚甲基丙烯酸酯聚合物柱床

的红外吸收曲线, 柱制备过程见 1�1�2节, 在制备

时未加入甲基丙烯酸���环糊精酯, 曲线 2为制备时

加入甲基丙烯酸 ���环糊精酯后的聚合物柱床的红外
吸收曲线。在波数 3 440 cm

- 1
附近, 曲线 2相比 1

有明显的吸收峰, 经指认为 ��环糊精所带羟基的吸
收峰。在进行红外光谱分析前, 柱床固体已分别用

10%醋酸及乙腈超声洗涤并干燥。图 2表明, ��环
糊精已经通过共价键连接至了聚合物柱床上。

2� 2� 手性氨基酸的分离
我们采用磷酸盐溶液与乙腈的混合溶液为色谱

流动相, 压力 ( 5. 512 � 10
5

Pa)进样 5 s。得到氨基酸

样品的色谱图如图 3所示。实验中我们将 L氨基酸

样品加入 D, L �氨基酸混合样品中, 保证 D型与 L

型的浓度比为 2 !3, 由此便可准确无误地对两个峰

进行指认。

从图 3可看出, F ITC标记的 D, L�苯丙氨酸在
自行制备的 ��H PLC手性整体柱中得到了快速分离,

其分离时间不到 6 m in。图 3中样品信号后有一微小

的倒峰, 它与仪器波动及流动相对样品信号峰的干

扰有关, 但该倒峰强度很小, 且与样品信号相互分

离, 因此并不影响对正常信号的观测。

本文制备的整体柱是将 ��环糊精通过烯键连接
至聚合物整体柱柱床上作为色谱固定相, 提高了 ��
环糊精对手性氨基酸分离效果的稳定性。另外我们

还考查了流动相 pH 值对分离效果的影响。当流动

相 pH较小 ( pH 4~ 7)时, 氨基酸样品很难被洗脱,

在 30 m in内都很难出峰, 说明此时氨基酸样品所带

电荷与柱床表面的荷电基团发生强烈的静电相互作

用, 因而很难被洗脱; 当流动相 pH 较大 ( pH 10)

时, 虽然会缩短样品的分析时间, 但会对样品的信

号峰产生较强的干扰, 如图 4, 图中标记的 L代表

FITC标记的 L �苯丙氨酸, 此时倒峰的信号强度与正

常信号峰的强度大致相同, 已无法进行分析。由此

为保证较高的分离效率和较小的干扰, 我们选定流

动相的 pH为 8�5较适宜。此外流动相中盐浓度和乙腈的浓度也会对分离效果产生影响, 盐浓度的高低

会对样品与固定相间的相互作用产生影响, 而适当的乙腈可以保证流动相与聚合物柱床能很好地浸润,

避免产生气泡。综合考虑, 我们最后得到对手性氨基酸分离最佳的色谱流动相组成为 5 mm o l/L磷酸盐

( pH 8�5) - 70% 乙腈。采用 L IF检测, 能大大提高氨基酸样品的检出限, 本实验中氨基酸样品的检出

限为 1 � 10
- 8

m o l/L。

2�3� 整体柱柱效评价
经计算可得样品的容量因子 k∀= 4�56, 本文以 L �苯丙氨酸为分析物, 以硫脲作为不保留标记物。

计算后得整体柱的有效塔板数为 125 000 plates/m。可看出所制备得的整体柱的柱效很高, 而且由 L �苯
丙氨酸较高的容量因子也可以说明所制备的整体柱柱床中所共价连接的手性选择剂 ��CD的含量很高,

因此能够在短时间内实现对手性氨基酸的分离分析。

(下转第 33页 )
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表 2� 不同预处理方法的测定结果
Table 2� Dete rm ination resu lts obta ined by using two d iffe rent sam ple pretreatm en tm e thods

M icrow ave d igestion m ethod

Cu Fe

Iod ine- xy len e- HNO 3 stripp ing m eth od

C u Fe

C on ten t 90# 0. 298 1. 410 0. 302 1. 469

∀/ ( �g# mL- 1 ) 93# 0. 431 1. 164 0. 444 1. 195

97# 0. 211 0. 908 0. 221 0. 939

RSD 90# 2. 08 3. 23 2. 74 1. 14
sr /% 93# 1. 86 2. 78 2. 30 1. 44

97# 3. 50 2. 53 3. 85 2. 11

R ecovery 90# 98 ~ 107 92~ 104 99~ 107 95 ~ 10 4

R /% 93# 96 ~ 106 96~ 106 94~ 106 94 ~ 10 6

97# 93 ~ 103 94~ 106 93~ 105 94 ~ 10 7
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3� 结 � 论
本文通过将甲基丙烯酸 ���环糊精酯作为手性选择性功能单体, 采用室温紫外光引发的方式成功

制备了 ��H PLC手性整体柱, 并将其用于 FITC标记的手性苯丙氨酸的快速高效的分离实验。此外,

与传统的热引发方式制备整体柱的方式相比, 光引发制备不仅可以提高整体柱的制备效率, 而且可

以精确地控制聚合物整体柱柱床的长度。
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