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“一锅法”制备Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱及其应用
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摘要：发展了一种“一锅法”制备有机－无机杂化毛细管整体柱的方法。首先将四甲氧基硅烷、乙烯基三甲氧基硅烷

在弱酸条件下水解，然后加入有机单体（甲 基 丙 烯 酸－Ｎ，Ｎ－二 甲 基 十 八 烷 基 溴 化 铵 乙 酯）及 自 由 基 聚 合 引 发 剂，同

步原位完成硅羟基间的缩聚反应及双键间的自由基聚合反应，从而制成Ｃ１８－硅 胶 杂 化 整 体 柱；同 时 用 毛 细 管 电 色

谱（ＣＥＣ）和毛细管液相色谱（ＣＬＣ）对其柱效和分离能力进行了初步评价，并将其应用到微柱液相色谱－串联质谱对

牛血清白蛋白酶解液的分离分析。结果表明，该Ｃ１８－硅胶杂化整体柱具有 较 高 的 柱 效 和 较 好 的 重 现 性，在 分 离 分

析复杂生物样品方面具有较大的应用前景。此外，本文所发展的方法在制备杂化整体柱的过程中不借助相应的硅

烷试剂，为杂化整体柱的制备提供了一种新的思路。
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　第９期 张振宾，等：“一锅法”制备Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱及其应用

　　毛细管整体柱采用原位聚合的方式在毛细管内

形成均一、多孔结构的整体式固定相。它不仅避免

了填充毛细管柱制备过程中柱塞烧制和颗粒装填等

繁琐步骤，还具有比填充柱更好的通透性，可实现快

速分离［１，２］。由于固定相的孔结构和表面化学性质

容易控制，毛细管整体柱成为微柱分离技术发展的

重要方向之一。按照制备单体的不同，毛细管整体

柱可以分为三类：有机聚合物整体柱［３，４］、硅胶整体

柱［５－７］和杂化 整 体 柱［８，９］。不 同 类 型 的 整 体 柱 具 有

各自的优缺点。由于杂化整体柱在一定程度上结合

了有机整体 柱 和 硅 胶 整 体 柱 的 优 点（如 制 备 简 单、

ｐＨ稳定 性 好、机 械 强 度 高 等），自 从 Ｍａｌｉｋ等［１０］首

次通过溶胶－凝胶法制备杂化整体柱后，杂化整体柱

的制备及应用日益引起了人们的重视。杂化整体柱

的制备方法主要有一步法和两步法：一步法是在合

适的酸碱条件下，硅烷试剂的水解和缩聚同时进行，
最后形成多孔结构；而两步法则先让硅烷试剂在酸

性条件下完全水解，然后加入碱性催化剂，使其发生

缩聚反应并形成多孔结构。到目前为止，已经制备

得到 辛 基［１１］、苯 基［９，１２］、氨 丙 基［１３］、烯 丙 基［１４］、巯

基［１５］等多种类型的杂化整体柱。然而，可用于制备

杂化整体柱的硅烷试剂有限而且很多具有特定官能

团的硅烷试剂制备困难或价格昂贵。

　　最近我们课题组发展了一种“一锅法”制备杂化

整体柱的方法［１６，１７］。首先将四甲氧基硅烷、乙烯基

三甲氧基硅烷水解后，加入带有双键的有机单体及

自由基聚合反应引发剂，在适当的条件下同步原位

完成硅羟基之间的缩聚反应及双键之间的自由基聚

合反应从而制成杂化整体柱。该方法的优点是在制

备杂化整体柱的过程中不依赖相应的硅烷试剂，为

制备各种类型的杂化整体柱提供了新的思路。本文

以甲基丙 烯 酸－Ｎ，Ｎ－二 甲 基 十 八 烷 基 溴 化 铵 乙 酯

（ＭＤＯＡＢ）为有机单 体，经 过 系 统 的 优 化 制 备 条 件，
采用“一锅法”成功制备了Ｃ１８－硅胶杂化整体柱，用

毛细管电色谱（ＣＥＣ）和毛细管液相色谱（ＣＬＣ）对其

柱效和分离能力进行了初步评价，并将其应用到毛

细管液相色谱－串联质谱（ＣＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）中对牛血清

白蛋白酶解液进行了分离分析。

１　实验部分

１．１　仪器和试剂

　　电色谱 仪Ａｇｉｌｅｎｔ　ＣＥ　ｓｙｓｔｅｍ购 自 安 捷 伦 公 司

（Ｈｅｗｌｅｔｔ－Ｐａｃｋａｒｄ，Ｗａｌｄｂｒｏｎｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＣＬＣ系

统为实验室自行搭建，包括高效液相色谱（ＨＰＬＣ）泵

（Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００，Ｈｅｗｌｅｔｔ－Ｐａｃｋａｒｄ，Ｗａｌｄｂｒｏｎｎ，Ｇｅｒ－

ｍａｎｙ）、进 样 阀（Ｍｏｄｅｌ　７１２５，Ｒｈｅｏｄｙｎｅ）和 Ｋｎａｕｅｒ
紫外检测器（Ｋ－２５０１，Ｋｎａｕｅｒ），数据采集器（ＣＴ－２１）
及色谱工作 站 均 为 北 京 彩 陆 科 学 仪 器 有 限 公 司 产

品；ＬＴＱ线 性 离 子 阱 质 谱 仪 购 自 美 国 热 电 公 司

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）；基 质 辅 助

激光解吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱ＡｕｔｏｆｌｅｘＴＭ（ｍａｔｒｉｘ－ａｓ－
ｓｉｓｔｅｄ　ｌａｓｅｒ　ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｆｌｉｇｈｔ　ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ）购 自 布 鲁 克 公 司

（Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ　Ａｕｔｏｆｌｅｘ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。四 甲 氧 基

硅烷（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ，ＴＭＯＳ）购 自 武 汉 大 学 化

工厂；偶氮二异丁腈（ａｚｏｄｉｓｏｂｕｔｙｒｏｎｉｔｒｉｌｅ，ＡＩＢＮ，分
析纯）购自上海化学试剂厂，用乙醇重结晶后使用；尿
素（ｕｒｅａ）、二硫苏糖醇（ｄｌ－ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）、碘乙酰

胺（ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ，ＩＡＡ）购自华美生物工程公司；乙烯

基三甲氧基硅烷（ｖｉｎｙｌｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ，ＶＴＭＳ），聚乙

二醇（ＰＥＧ，Ｍｒ：１０　０００），牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅ－
ｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）、胰蛋白酶购自Ｓｉｇｍａ公司（Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；甲基丙烯酸二甲氨乙酯（２，２－（ｄｉｍｅｔｈ－
ｙｌａｍｉｎｏ）ｅｔｈｙｌ　ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＤＥＭＡ）购自南京康满

林化工实业有限公 司；溴 代 十 八 烷（１－ｂｒｏｍｏｏｃｔａｄｅ－
ｃａｎｅ）购自北 京 化 工 厂；乙 腈（ＡＣＮ）为 色 谱 纯，甲 醇

（ＭｅＯＨ）、氢 氧 化 钠、三 氟 乙 酸（ＴＦＡ）、醋 酸（ＨＡｃ）、
盐酸、甲酸（ＦＡ）、碳酸氢铵、乙酸乙酯、正己烷、磷酸

二氢钾等试剂均为分析纯，购自天津市化学试剂二

厂。熔融石英毛 细 管（５０μｍ　ｉ．ｄ．×３７５μｍ　ｏ．ｄ．，

７５μｍ　ｉ．ｄ．×３７５μｍ　ｏ．ｄ．）购自河北永年锐沣色谱

器件有限 公 司。所 用 水 均 为 双 蒸 水 且 经 过 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
（Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ，ＵＳＡ）处理。

１．２　色谱条件

１．２．１　电色谱条件

　　电色谱实验中毛细管的温度均设为２５℃，检测

波长为２１４　ｎｍ。毛细管整体柱先用流动相平衡３０
ｍｉｎ。在第一次进样前，分离电压在１０　ｍｉｎ内缓慢从

０增至－１３　ｋＶ，然后维持在该电压下至基线稳定。

１．２．２　ＣＬＣ色谱条件

　　ＣＬＣ系统进样阀的出口端与Ｔ型三通相连，三

通的另外两接 口 分 别 与 分 流 毛 细 管（５０μｍ　ｉ．ｄ．×
３７５μｍ　ｏ．ｄ．，长９５　ｃｍ）和毛细管整体柱相连，分流

比控制在１／５００左右。毛细管整体柱的出口端与一

空毛细管相连（５０μｍ　ｉ．ｄ．×３７５μｍ　ｏ．ｄ．），在空管

上距离毛细管整体柱出口端６　ｃｍ的位置烧制一个

检测窗口，检测波长为２１４　ｎｍ。

１．３　ＢＳＡ酶解液的制备

　　将１．０　ｍｇ　ＢＳＡ溶解于１　ｍＬ的８　ｍｏｌ／Ｌ尿 素

及１００　ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵中，加入５μＬ　ＤＴＴ溶液（５

·１３８·
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ｍｍｏｌ／Ｌ）后，将该混合物置于６０℃放置１　ｈ以还原

蛋白 质 中 的 二 硫 键。然 后 加 入１．８５　ｍｇ　ＩＡＡ （１０
ｍｍｏｌ／Ｌ）并 在 室 温 下 避 光 放 置４０　ｍｉｎ。再 用１００
ｍｍｏｌ／Ｌ的碳酸氢铵缓冲液（ｐＨ８．２）将该溶液稀释

８倍，按１∶２５（ｗ／ｗ）的比例加入胰蛋白酶，在３７℃
水浴中酶 解１６　ｈ。酶 解 完 成 后，用１０％的ＴＦＡ将

该酶解液的ｐＨ调至２．７。用自制的Ｃ１８固相萃取

柱对酶解 产 物 进 行 除 盐 并 富 集。将 收 集 后 的ＢＳＡ
酶解产物分装后于－２０℃下保存备用。

１．４　ＣＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析ＢＳＡ酶解液的条件

　　ＣＬＣ－ＭＳ／ＭＳ实 验 在ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ　ＬＴＱ上

进行。ＣＬＣ部分包括自动脱气、Ｓｕｒｖｅｙｏｒ　ＭＳ泵、自

动进样器；质谱部分包括电喷雾离子源和线性离子

阱质谱。ＨＰＬＣ泵 驱 动 的 流 动 相 经 传 输 毛 细 管 至

ＰＥＥＫ　ｍｉｃｒｏｃｒｏｓｓ（Ｕｐｃｈｕｒｃｈ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｏａｋ　Ｈａｒ－
ｂｏｒ，ＷＡ，ＵＳＡ）。在ＰＥＥＫ　ｍｉｃｒｏｃｒｏｓｓ余下的一端接

上铂丝，以提供喷雾所需的电压。ＣＬＣ所采用的流动

相为Ａ：０．１％ＦＡ水溶液，Ｂ：含０．１％ＦＡ的ＡＣＮ，分流

后有效流速约为２００　ｎＬ／ｍｉｎ。毛细管温度为２００℃，
喷雾电压为１．８　ｋＶ。ＭＳ和ＭＳ／ＭＳ谱图采集采用数

据依赖模式（Ｄａｔａ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｍｏｄｅ），对ＢＳＡ酶解液进

行 ｍ／ｚ　４００～２　０００全扫描，对强度最高的６个离子

进行独立的ＭＳ／ＭＳ扫描。

１．５　质谱数据分析

　　ＣＬＣ－ＭＳ／ＭＳ所 得 数 据 采 用 基 于ＳＥＱＵＳＥＴ算

法 的 ＢｉｏＷｏｒｋｓ软 件 进 行 检 索。检 索 参 数 设 置：

ｂｏｖｉｎｅ．ｆａｓｔａ数据库，甲硫氨酸残基加１５．９９　Ｄａ的可

变修饰，半胱氨酸加５７．０２　Ｄａ的固定修饰，母离子质

量容忍度为２　Ｄａ，碎片离子质量容忍度为０．８　Ｄａ；胰
蛋白酶完全酶切，最多允许两个漏切位点；所有鉴定

得到的肽段须满足以下条件：单电荷肽段，筛选门槛

Ｘｃｏｒｒ≥１．９；双电荷肽段，筛选门槛Ｘｃｏｒｒ≥２．２；三电荷

肽段，筛选门槛Ｘｃｏｒｒ≥３．７５，筛选门槛ΔＣｎ≥０．１。

１．６　有机单体 ＭＤＯＡＢ的合成

　　参考本课题组以前的合成方法［１８］。将９　ｍＬ溴

代十八烷（２６．５　ｍｍｏｌ）溶解于２０　ｍＬ乙醇中，逐 滴

加入４　ｍＬ　ＤＥＭＡ（２３．８　ｍｍｏｌ），室温下搅拌１０　ｍｉｎ
后将温度提高到５５℃，继续搅拌３６　ｈ。反应完成后

减压蒸馏除 去 溶 剂 得 到 黄 色 液 体。加 入４０　ｍＬ乙

酸乙酯／正己烷（２０∶８０，ｖ／ｖ），在４℃下放置１　ｈ，过
滤并干燥，得到９．２　ｇ产品，产率为９５％。用 ＭＡＬ－
ＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ对 产 物 进 行 鉴 定，相 对 分 子 质 量 为

４１０．３３［Ｍ＋］。合成路线如图１所示。

图１　有机单体 ＭＤＯＡＢ的合成路线

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｎ－（２－（ｍｅｔｈａｃｒｙｌｏｙｌｏｘｙ）ｅｔｈｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌ－ｏｃｔａｄｅｃｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ　ｂｒｏｍｉｄｅ（ＭＤＯＡＢ）

图２　“一锅法”制备Ｃ１８－硅胶杂化整体柱示意图

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃ１８－ｓｉｌｉｃａ　ｈｙｂｒｉｄ　ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃｏｌｕｍｎ　ｂｙ“ｏｎｅ－ｐｏｔ”ｐｒｏｃｅｓｓ

１．７　Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱的制备

１．７．１　毛细管预处理

　　先用０．１　ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液冲洗石英毛细管

２　ｈ，再 用 去 离 子 水 冲 洗３０　ｍｉｎ；接 着 用０．１　ｍｏｌ／Ｌ
盐酸溶液冲洗１２　ｈ，然后用去离子水冲至流出液为

中性，最后在室温下用氮气吹干备用。

１．７．２　Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱的制备

　　首先将７１３．９　ｍｇ　ＰＥＧ、１　０１５．５　ｍｇ尿素、１．８　ｍＬ

ＴＭＯＳ、０．６　ｍＬ　ＶＴＭＳ与５．０　ｍＬ１０　ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸溶

液相混合，在冰水浴中搅拌水解１　ｈ，形成均一的溶液

后，取出０．５　ｍＬ水解液，加入３０　ｍｇ有机单体ＭＤＯ－
ＡＢ和２　ｍｇ引发剂ＡＩＢＮ，超声１０　ｍｉｎ后用注射器将

预聚液引入毛细管中。再将其两端密封置于４５℃水

浴锅中反应１２　ｈ，然后置于６０℃下继续反应１２　ｈ。
最后用水及甲醇依次冲洗毛细管柱，将致孔剂及一些

未反应完的残余物冲出。其制备过程见图２。

·２３８·
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２　结果与讨论

２．１　Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱制备条件的优化

　　在制备整体柱的过程中发现致孔剂的含量、温

度等因素 对 柱 床 形 貌 及 色 谱 性 能 有 较 大 影 响。因

此，我们对以上因素进行了考察。

　　首先，我们考察了致孔剂ＰＥＧ和尿素的含量对

柱形貌的影响，结果如表１所示。ＰＥＧ除了起到致

孔作用外还会 影 响 溶 胶－凝 胶 反 应 过 程 中 的 相 分 离

过程［１５］。保 持 体 系 中 尿 素 的 含 量 为６９９．６　ｍｇ不

变，改变ＰＥＧ的 含 量 时 发 现，当ＰＥＧ的 含 量 小 于

６０７．６　ｍｇ时，形成的整体柱有明显的脱壁现象。这

可能是因为ＰＥＧ含量较少时，在溶胶转变为凝胶过

程中体积会发生收缩，导致形成的整体材料沉向毛

细管一侧，即发生脱壁现象；随着ＰＥＧ含量增加，体
积收缩减小，相分离速度减小，形成的整体柱形貌致

密均匀；然而ＰＥＧ的含量太高将导致形成的整体柱

通透性变差。

　　与ＰＥＧ的作用相似，尿素作为致孔剂的同时也

影响溶胶－凝胶 反 应 中 相 分 离 的 速 度。保 持 体 系 中

ＰＥＧ的含 量 为７１３．９　ｍｇ不 变，改 变 尿 素 的 含 量 时

发现，当尿素的含量小于６０３．８　ｍｇ时，形成的整体

柱形貌较松散，这可能是因为尿素含量较低时，在溶

胶转变为凝胶过程中体积收缩严重，导致形成的整

体柱有明显的脱壁现象；随着尿素含量的增加，体积

收缩减小，相分离速度也减小，形成的整体柱形貌致

密均匀；然而当尿素含量大于１　０１５．５　ｍｇ时，形 成

的整体柱通透性变差。

表１　Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱制备条件的优化

Ｔａｂｌｅ　１　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃ１８－ｓｉｌｉｃａ　ｈｙｂｒｉｄ　ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃｏｌｕｍｎ

ＰＥＧ／ｍｇ１） Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　 Ｕｒｅａ／ｍｇ２） Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　 Ｔ／℃３） Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

６０７．６ ６０３．８ ３５

７１３．９ ８４６．８ ４５

９４０．３ １０１５．９ ５０

　１）ｕｒｅａ　ｃｏｎｔｅｎｔ：６９９．６　ｍｇ；ｐｏｌｙｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：４５℃．２）ＰＥＧ　ｃｏｎｔｅｎｔ：７１３．９　ｍｇ；ｐｏｌｙｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：４５℃．３）
Ｔ：ｐｏｌｙｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ＰＥＧ：７１３．９　ｍｇ；ｕｒｅａ：１０１５．５　ｍｇ．Ｏｔｈｅｒ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：１０　ｍｍｏｌ／Ｌ　ＨＡｃ，５　ｍＬ；ＴＭＯＳ，１．８　ｍＬ；ＶＴＭＳ，
０．６　ｍＬ；ＭＤＯＡＢ，３０　ｍｇ．

　　采用“一锅法”制备杂化整体柱的时候，首先在

较低的温度下进行缩聚反应形成整体柱骨架，然后

进一步升高温度至６０℃，引发自由基聚合反应，使

有机功能单体ＭＤＯＡＢ经过原位聚合反应共价键合

到整体柱骨架表面。实验过程中发现自由基聚合反

应温度对整体柱形貌的影响不是很明显，然而，缩聚

反应温度对整体柱形貌的影响很大，因此我们分别

考察了不同的缩 聚 温 度 下（３５、４５及５０℃）形 成 的

整体柱形貌及其通透性，实验结果如表１所示。从

表１中可以得知，在 温 度 偏 低（＜３５℃）的 情 况 下，
形成的整体柱不能填满整个毛细管而沉积在一侧，
即出现严重的脱壁现象，这可能是温度较低时溶胶

转变为凝胶时体积发生收缩导致的；然而温度偏高

（＞５０℃）时，形 成 的 整 体 柱 外 观 有 些 透 明，通 透 性

差，以致流动相 都 不 能 通 过；由 于 体 系 中ＰＥＧ和 尿

素含量保持不变，相分离速度也不变，但随着温度的

升高，溶胶转 变 为 凝 胶 的 速 度 加 快［１５］，因 此 形 成 的

整体柱骨架中的孔尺寸逐渐减小，导致形成的整体

柱通透性逐渐变差。只有在比较合适的温度条件下

（４５℃）才能形成均匀且通透性良好的整体柱。

　　基 于 上 述 考 察，实 验 中 预 聚 液 的 组 成 为ＰＥＧ
７１３．９　ｍｇ、尿素１　０１５．５　ｍｇ、１０　ｍｍｏｌ／Ｌ　ＨＡｃ　５　ｍＬ、

ＴＭＯＳ１．８　ｍＬ、ＶＴＭＳ０．６　ｍＬ、ＭＤＯＡＢ３０　ｍｇ；缩聚

反应温度为４５℃；自由基聚合温度为６０℃。

２．２　Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱的表征

　　图３为 在 优 化 条 件 下 制 备 的Ｃ１８－硅 胶 杂 化 整

体柱截面的扫描电镜图。从图３中可以看出，多孔

骨架分布均匀且与管壁结合紧密。

　　以４０％的乙腈为 流 动 相 考 察 了Ｃ１８－硅 胶 杂 化

整体柱的机械强度。流速（Ｘ）由０．８６μＬ／ｍｉｎ增加

·３３８·
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图３　Ｃ１８－硅胶杂化整体柱的扫描电镜图

Ｆｉｇ．３　ＳＥＭ　ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃ１８－ｓｉｌｉｃａ　ｈｙｂｒｉｄ　ｍｏｎｏｌｉｔｈ

到２．０μＬ／ｍｉｎ时柱压（Ｙ）呈线性增加，线性方程为

Ｙ＝１０８　Ｘ，相 关 系 数ｒ＝０．９９９。表 明 该Ｃ１８－硅 胶

杂化整体柱具有良好的机械强度。通透性Ｂ０ 的计

算根据Ｄａｒｃｙ关 系 式［１９］：Ｂ０＝ＦηＬ／（πｒ
２ΔＰ），式

中Ｆ为 流 动 相 的 速 率，η为 流 动 相 的 黏 度（０．８０１
ｃｐ），Ｌ是毛细管柱的有效长度，ｒ是毛细管柱的内

半径，ΔＰ是对应的柱压降。经计算，该杂化整体柱

的通透性为１．９×１０－１３　ｍ２，这表明该杂化整体柱具

有较好的通透性。

　　分别用ＣＬＣ和ＣＥＣ方式考察了柱效与流速的

ｖａｎ　Ｄｅｅｍｔｅｒ方程 曲 线，实 验 结 果 如 图４所 示。以

硫脲和丁苯为标准样品，通过改变流速或电色谱两

端的分离电 压 测 得。在ＣＬＣ中 硫 脲 和 丁 苯 的 最 低

理论塔板高度分别为１４．９μｍ和１７μｍ，对应的柱

效分别为６．７×１０４　Ｎ／ｍ和５．８×１０４　Ｎ／ｍ。在ＣＥＣ
中硫脲和丁苯的最低理论塔板高度 分 别 为３．６μｍ
和１０μｍ，对应的柱效分别为２．８×１０５　Ｎ／ｍ和１．０
×１０５　Ｎ／ｍ。ＣＥＣ中 柱 效 远 远 高 于ＣＬＣ是 因 为 在

ＣＥＣ中采用电渗流来推动流动相，不仅克服了ＣＬＣ
中流速分布不均匀引起的峰扩展，而且柱内无压降，
使得峰扩展仅与溶质扩散系数有关。

　　通过测定分析物的保留因子考察了色谱柱的重

现性。在ＣＬＣ和ＣＥＣ中，柱 与 柱 间 的 相 对 标 准 偏

差（ＲＳＤｓ）分别小于３．４％ （ｎ＝３）和小于４．７％ （ｎ
＝３），批次与 批 次 间 的ＲＳＤ分 别 小 于５．６％ （ｎ＝

图４　Ｃ１８－硅胶杂化整体柱的流速与理论塔板

高度的ｖａｎ　Ｄｅｅｍｔｅｒ曲线

Ｆｉｇ．４　ｖａｎ　Ｄｅｅｍｔｅｒ　ｐｌｏｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃ１８－ｓｉｌｉｃａ
ｈｙｂｒｉｄ　ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃｏｌｕｍｎ

　ａ．ＣＬＣ；ｂ．ＣＥＣ．
　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａ．ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｃｏｌｕｍｎ，２４　ｃｍ （ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｌｅｎｇｔｈ）×７５μｍ　ｉ．ｄ．；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，０．１％ ＦＡ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　４５％
ＡＣＮ；ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，２μＬ（ｂｅｆｏｒｅ　ｓｐｌｉｔ）．ｂ．ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｃｏｌ－
ｕｍｎ，３３　ｃｍ （ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｌｅｎｇｔｈ）×７５μｍ　ｉ．ｄ．；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，１０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＨ２ＰＯ４ ｂｕｆｆｅｒ　ａｔ　ｐＨ　３．０５　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　５０％ ＡＣＮ；
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，－５　ｋＶ　ｆｏｒ　２　ｓ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ，２１４　ｎｍ．

３）和６．３％ （ｎ＝３）；该结果说明该杂化整体柱具有

较好的重现性。

２．３　Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱的应用

２．３．１　在毛细管电色谱中的应用

　　由于在单 体 上 引 入 的 季 铵 基 团 有 利 于ＣＥＣ中

电渗流的产生，因此首先将制备的Ｃ１８－硅胶杂化整

体柱应用于ＣＥＣ中。理论上，当ｐＨ值为３．０５时硅

羟基的电离被抑制，电渗流主要依靠季铵基团来产

生。实验结果证明了这一点：当我们采用正向电压

进行分离时没有溶质被检测到；当改为负向电压时

溶质则很容易地被检测到。而且当ｐＨ值增 大 到７
时，电渗流方向依然保持不变，即由季铵基团产生的

反向电渗流 依 然 大 于 由 解 离 的 硅 羟 基 产 生 的 电 渗

流，这也进一步表明有较多的功能单体键合到了整

体柱表面上。用 含 有５０％ＡＣＮ的 磷 酸 二 氢 钾 缓 冲

液（ｐＨ＝３．０５，浓 度 为１０　ｍｍｏｌ／Ｌ）为 流 动 相，在

Ｃ１８－硅胶杂化整体柱上基线分离 了 苯 系 物、多 环 芳

烃（ＰＡＨｓ）、苯酚类、苯甲酸类化合物，实验结果如图

５所示。
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图５　（ａ）苯系物、（ｂ）多环芳烃、（ｃ）苯酚类和（ｄ）苯甲酸类化合物在Ｃ１８－硅胶杂化整体柱上的电色谱分离图

Ｆｉｇ．５　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ（ａ）ａｌｋｙｌｂｅｎｚｅｎｅｓ，（ｂ）ＰＡＨｓ，（ｃ）ｐｈｅｎｏｌｓ　ａｎｄ（ｄ）ｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｏｎ
ｔｈｅ　Ｃ１８－ｓｉｌｉｃａ　ｈｙｂｒｉｄ　ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃｏｌｕｍｎ　ｂｙ　ＣＥＣ

　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｃ１８－ｓｉｌｉｃａ　ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｃｏｌｕｍｎ，２４　ｃｍ（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｌｅｎｇｔｈ）×７５μｍ　ｉ．ｄ．；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，１０　ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＨ２ＰＯ４
ｂｕｆｆｅｒ　ａｔ　ｐＨ３．０５　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　５０％ＡＣＮ；ａｐｐｌｉｅｄ　ｖｏｌｔａｇｅ，－１３　ｋＶ；ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，－５　ｋＶ　ｆｏｒ　２　ｓ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ，２１４　ｎｍ．
　Ｐｅａｋ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：ａ．ｔ０．ｔｈｉｏｕｒｅａ；１．ｂｅｎｚｅｎｅ；２．ｔｏｌｕｅｎｅ；３．ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ；４．ｐｒｏｐｙｌｂｅｎｚｅｎｅ；５．ｂｕｔｙｌｂｅｎｚｅｎｅ．ｂ．ｔ０．ｔｈｉｏｕｒｅａ；１．
ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ；２．ａｃｅｎａｐｈｔｈｅｎｅ；３．４，４′－ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｉｐｈｅｎｙｌ；４．ｐｙｒｅｎｅ；５．ｐ－ｔｅｒｐｈｅｎｙｌ．ｃ．１．ｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉｎｏｌ；２．４－ｃｒｅｓｏｌ；３．２，４－
ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ；４．４－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｌ；５．２，４，５－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏ　ｐｈｅｎｏｌ．ｄ．１．ｐ－ｐｈｔｈａｌｉｃ　ａｃｉｄ；２．ｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ；３．ｍ－ｎｉｔｒｏ　ｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ．

图６　苯系物在Ｃ１８－硅胶杂化整体柱上的毛细管液相色谱分离

Ｆｉｇ．６　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｌｋｙｌｂｅｎｚｅｎｅｓ　ｏｎ　Ｃ１８－ｓｉｌｉｃａ　ｈｙｂｒｉｄ　ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃｏｌｕｍｎ　ｂｙ　ＣＬＣ
　ａ．ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；ｂ．ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ＡＣＮ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ．
　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｃｏｌｕｍｎ，３３　ｃｍ（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｌｅｎｇｔｈ）×７５μｍ　ｉ．ｄ．；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ，２１４　ｎｍ；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ：
０．１％ＦＡ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　４５％ＡＣＮ；ｓｏｌｕｔｅｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｉｎ　Ｆｉｇ．５ａ．

２．３．２　在ＣＬＣ中的应用

　　我们用ＣＬＣ进一步评价Ｃ１８－硅胶杂化整体柱

的分离能力，结果如图６所示。从图６可 以 看 出５
个苯类同系物 能 在４５％的 乙 腈 浓 度 下 得 到 基 线 分

离，并按照疏水性由弱到强的顺序出峰，与ＣＥＣ中

的出峰顺序一致。而且随着流动相中乙腈含量的增

加，苯系物在Ｃ１８－硅胶杂化整体柱上的保留因子逐

渐减小，符合反相色谱保留的规律。

　　除了分离上述标准样品外，我们也将Ｃ１８－硅胶

杂化整体 柱 用 于ＣＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分 离 分 析ＢＳＡ酶 解
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液。由于柱压降的限制，一般填充毛细管柱的柱长

不超 过１５　ｃｍ，因 此 能 够 获 得 的 柱 效 是 有 限 的。

Ｃ１８－硅胶杂化毛细管整体柱中由于存在较多的通孔

结构，其通透性 优 于５μｍ的 硅 胶 填 料 填 充 的 毛 细

管柱，因此可以通过采用更长的色谱柱来提高分离

性能，以 适 应 复 杂 样 品 的 分 离 分 析 要 求。我 们 用

Ｃ１８－硅胶杂化整 体 柱（３０　ｃｍ×７５μｍ　ｉ．ｄ．）对ＢＳＡ
酶解液进行 了ＣＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分 离 分 析，得 到 的 质 谱

数据采 用 基 于ＳＥＱＵＥＳＴ算 法 的ＢｉｏＷｏｒｋｓ软 件 进

行数据库检索，鉴定到５５个特征肽段，序列覆盖率

为４８．６％ （ＲＳＤ＝６．７％，ｎ＝３）。略优于之前报道

的用Ｃ１８填充柱（１５　ｃｍ×７５μｍ　ｉ．ｄ．，１．７μｍ）对

ＢＳＡ酶解液分析鉴定的结果（２２个特征肽 段，序 列

覆盖率为３７．８％）［１６］。表明Ｃ１８－硅胶杂化整体柱在

复杂生物样品分离分析方面具有较大的应用前景。

３　结论

　　本文发展了一种“一 锅 法”制 备 有 机－无 机 杂 化

整体柱的方法。该方法经原位聚合反应直接将功能

单体键合到硅胶杂化基质上，制备过程简单，使杂化

整体柱制 备 不 再 受 有 机 硅 烷 试 剂 的 限 制。制 备 的

Ｃ１８－硅胶杂化整体柱机械强度较为稳定，柱效较高，
具有较好的重现性；应用于ＣＥＣ中基线分离了多种

芳香 类 化 合 物；并 用 于 ＣＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分 离 分 析 了

ＢＳＡ蛋白酶解液，表明Ｃ１８－硅胶杂化整体柱在分离

分析复杂生物样品方面具有较大的潜力。随着对杂

化整体柱制备技术的不断深入研究，它将在生命科

学、医药食品、环境安全等众多领域中扮演更重要的

角色。

参考文献：

［１］　Ｚｏｕ　Ｈ　Ｆ，Ｈｕａｎｇ　Ｘ　Ｄ，Ｙｅ　Ｍ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ａ，２００２，

９５４（１／２）：５
［２］　Ｗｕ　Ｒ　Ａ，Ｈｕ　Ｌ　Ｈ，Ｗａｎｇ　Ｆ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ａ，２００８，

１１８４（１／２）：３６９
［３］　Ｓｖｅｃ　Ｆ．Ｊ　Ｓｅｐ　Ｓｃｉ，２００９，３２（１）：３
［４］　ＳｖｏｂｏｄｏｖáＡ，Ｋｒíｚｅｋ　Ｔ，Ｓｉｒｃ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ａ，２０１１，

１２１８（１１）：１５４４
［５］　Ｘｉｅ　Ｃ　Ｈ，Ｙｅ　Ｍ　Ｌ，Ｊｉａｎｇ　Ｘ　Ｇ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，

２００６，５（３）：４５４
［６］　Ｍｉｙａｍｏｔｏ　Ｋ，Ｈａｒａ　Ｔ，Ｋｏｂａｙａｓｈｉ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，２００８，

８０（２２）：８７４１
［７］　Ｙａｎ　Ｆ　Ｃ，Ｃｈｅｎ　Ｂ．Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（严 逢

川，陈波．色谱），２０１１，２９（５）：４２６
［８］　Ｗｕ　Ｍ　Ｈ，Ｗｕ　Ｒ　Ａ，Ｚｈａｎｇ　Ｚ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２０１１，

３２（１）：１０５
［９］　Ｙａｎ　Ｌ　Ｊ，Ｚｈａｎｇ　Ｑ　Ｈ，Ｌｉ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｒｏｍａ－

ｔｏｇｒａｐｈｙ（严丽娟，张庆合，李 彤，等．色 谱），２００５，２３（５）：

４９９
［１０］　Ｈａｙｅｓ　Ｊ　Ｄ，Ｍａｌｉｋ　Ａ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，２０００，７２（１７）：４０９０
［１１］　Ｙａｎ　Ｌ　Ｊ，Ｚｈａｎｇ　Ｑ　Ｈ，Ｆｅｎｇ　Ｙ　Ｑ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ａ，２００６，

１１２１（１）：９２
［１２］　Ｙａｎ　Ｌ　Ｊ，Ｚｈａｎｇ　Ｑ　Ｈ，Ｚｈａｎｇ　Ｗ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

２００５，２６（１５）：２９３５
［１３］　Ｙａｎ　Ｌ　Ｊ，Ｚｈａｎｇ　Ｑ　Ｈ，Ｚｈａｎｇ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ａ，２００４，

１０４６（１／２）：２５５
［１４］　Ｃｏｌｏｎ　Ｈ，Ｚｈａｎｇ　Ｘ，Ｍｕｒｐｈｙ　Ｊ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｈｅｍ　Ｃｏｍｍｕｎ，２００５：

２８２６
［１５］　Ｘｕ　Ｌ，Ｌｅｅ　Ｈ　Ｋ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ａ，２００８，１１９５（１／２）：７８
［１６］　Ｗｕ　Ｍ　Ｈ，Ｗｕ　Ｒ　Ａ，Ｗａｎｇ　Ｆ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，２００９，８１

（９）：３５２９
［１７］　Ｚｈａｎｇ　Ｚ　Ｂ，Ｗｕ　Ｍ　Ｈ，Ｗｕ　Ｒ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，２０１１，８３

（９）：３６１６
［１８］　Ｗｕ　Ｍ　Ｈ，Ｗｕ　Ｒ　Ａ，Ｌｉ　Ｒ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，２０１０，８２（１３）：

５４４７
［１９］　Ｓｔａｎｅｌｌｅ　Ｒ　Ｄ，Ｓａｎｄｅｒ　Ｌ　Ｃ，Ｍａｒｃｕｓ　Ｒ　Ｋ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ａ，

２００５，１１００（１）：６８

·６３８·


