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摘要：在反相和正相色谱模式下，研究了几种嘌呤衍生物在葫芦［&］脲单轮烷键合硅胶固定相上的高效液相色谱行
为，并在反相模式下与 567 固定相进行了比较，考察了流动相中甲醇含量、流动相 89 值和离子强度对嘌呤化合物
保留的影响。研究结果表明：在反相模式下，嘌呤化合物与葫芦［&］脲单轮烷键合相之间存在多种相互作用，除疏
水作用外，分离过程中还存在与 567 不同的色谱分离机制。在正相条件下，多作用力的色谱分离机制同样存在。
葫芦［&］脲单轮烷键合相与溶质之间存在疏水、氢键、!+! 和偶极 +偶极等多种作用力，协同作用提高了固定相对嘌
呤化合物的分离选择性。
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, , 嘌呤是生物体重要的内源物质，广泛参与遗传
和代谢等多种生命活动。嘌呤核苷不仅是多种辅酶

的重要组成部分，而且还是构成遗传物质脱氧核糖

核酸（ 6!:）和核糖核酸（ L!:）的基本单元之
一［$］。嘌呤衍生物作为潜在药物已被深入地研

究［! . %］。有关这类化合物的分离与分析已有报道，

主要包括：高效液相色谱法（9N>I）［&］、液相色谱+
质谱联用法（ >I+K7）［#］、离子对色谱法［’］、毛细管

区带电泳法［-］和胶束电动毛细管电泳法［$"］。但有

关其色谱行为的研究报道不多。在已报道的 9N>I
方法中，多为采用十八烷基键合固定相（567）的反
相色谱法。新药的开发对色谱分离技术提出了新的

要求，促进了色谱理论和技术的发展，并需要各种新

型的色谱固定相来满足复杂样品的快速分离分析。

这其中基于超分子作用的环糊精、杯芳烃等大环主

体分子键合固定相由于对众多溶质具有良好的选择
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性，越来越受到人们的关注。

! ! 葫芦脲（!"#"$%&’［!］"$&(，简称 !)［!］，! # $
% &，’(）是超分子化学中继冠醚、环糊精、杯芳烃之
后备受瞩目的一类新型笼状大环主体分子。葫芦脲

拥有疏水性的内部空腔，可与客体分子通过疏水作

用形成包结；空腔两端环绕的多个羰基又可成为阳

离子的键合位点，通过离子*偶极作用和与脲羰基的
氢键作用键合客体分子。利用葫芦脲对溶质分子的

分子识别作用，有望提高色谱分离的选择性。但葫

芦脲在普通溶剂中极差的溶解性以及高化学稳定性

而难以进一步衍生化，因而其在色谱固定相方面的

应用一直受到限制。)((* 年，+&, 等［’’］报道了一

种方便的合成多羟基葫芦脲衍生物的新方法，该衍

生物可溶于二甲基亚砜（-./0）和二甲基甲酰胺
（-.1），其带有的多个活性羟基可以进一步衍生
化，扩展了葫芦脲的应用前景，尤其是为葫芦脲在分

离科学中的应用开辟了道路。冯钰!等［’)］首次将

十二羟基葫芦［"］脲与硅胶键合制成亲水作用液相
色谱固定相，成功地分离了麻黄素等 " 种生物碱。
+&, 等［’*］将十二羟基葫芦［"］脲与烯丙基溴化物反
应得到的烷基化衍生物键合到硅胶表面并进行了结

构表征，但未做色谱应用，也没有进行色谱性能表

征。有关葫芦脲在液相色谱固定相方面的研究报道

如此之少，主要是由于羟基葫芦脲的进一步衍生化

反应条件苛刻，且多为专利方法［’+］，制约了葫芦脲

键合相的研究与实际应用。

! ! 本实验将超分子自组装技术与色谱键合硅胶固
定相制备技术相结合制备的一种新型多模式葫芦

［"］脲单轮烷键合固定相（#"#"$%&’［"］"$&( ,232$2*
’45436*%23767 8&(&#4 8’4’&234$9 :;486，简 称
!)".<)/）［’$］用于嘌呤、腺嘌呤、次黄嘌呤、茶碱和

鸟嘌呤及其衍生物的色谱分析，侧重研究了这些嘌

呤类化合物在反相和正相色谱模式下的色谱行为。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! 高效液相色谱仪由 =!*"> 高压泵（ /;&,47*
?"）、/@-*">A 紫外*可见光检测器（ /;&,47?"）和
B*)((( 双通道色谱工作站（浙江大学智能信息工程
研究所）组成，配有 ,,)$ 型手动进样器（<;627936
公司）。

! ! 球形硅胶（粒径 ’( !,，比表面积约为 )"( %
)&( ,) C D，中国青岛美高化工有限公司），!*［（)，
*）*环氧丙氧］丙基三甲氧基硅烷（武汉大学化工
厂，+E*$"(）。用于对照研究的 /9,,6’$9 !’& 色
谱柱（*- . ,, / ’$( ,,，$ !,）购于 F4’6$8 公司。
葫芦［"］脲单轮烷硅胶键合固定相自制［’$］，键合量

为 (- (*& ,,2( C D，其结构见图 ’。

图 !" 葫芦［#］脲单轮烷键合固定相的结构
"#$! !" %&’()&(’* +, )()(’-#&［#］(’#. /+0+’+&1210*3-+04*4 5#.#)1 5&1&#+01’6 7815*（9:#;<:%）

! ! 次黄嘌呤（ ;9:243’;&36）、嘌呤（ :"$&36）、茶碱
（ ’;62:;9((&36）、腺嘌呤（ 4763&36）、鸟嘌呤（ D"4*
3&36）购于 /&D,4 公司。) *氨基*" *氯嘌呤（" *#;(2*
$2*."*:"$&3*) *4,&36，简称衍生物"）、) *氨基*" *氯*
. *（) *甲氧羰基丁酸甲酯*+ *基）嘌呤（7&,6’;9( ) *［) *
（) *4,&32*" *#;(2$2*:"$&3*. *9(）6’;9(］*,4(234’6，简
称衍生物#）、) *氨基*" *氯*. *（ + *羟基** *羟甲基丁
基）嘌呤（) *［) *（) *4,&32*" *#;(2$2*:"$&3*. *9(）6’;*

9(］:$2:436*’，* *7&2(，简称衍生物$）和 ) *氨基*" *
氯*. *（+ *乙酰氧基** *乙酰氧基甲基丁基）嘌呤（ 4#6*
’&# 4#&7 ) *4#6’259,6’;9(*+ *（ ) *4,&32*" *#;(2$2*
:"$&3*. *9(）*%"’9( 68’6$，简称衍生物%）均由本实验
室合成。甲醇为色谱纯试剂，磷酸二氢钠和磷酸均

为分析纯试剂，实验用水为二次蒸馏水。

! ! $" 鸟嘌呤衍生物的合成
! ! 嘌呤衍生物是一类很重要的核苷类药物中间
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体，在鸟嘌呤的 !，#，$，% 位引入某些基团所得衍生
物具有抗病毒、抗癌和降血压等重要的生物医学活

性［!］。因此，研究嘌呤衍生物的色谱行为，有助于

理解嘌呤环类药物结构与功能的关系。本实验中鸟

嘌呤衍生物的结构见图 !。

图 !" 鸟嘌呤及其衍生物的结构图
!"#$ !" %&’()&(’*+ ,- #(./"/* ./0 "&+ 0*’"1.&"1*+

& & 衍生物!和"分别参照文献［’#］和文献［’(］
方法合成。将衍生物"置于甲醇 !甲醇钠溶液中，再
经硼氢化钠还原后得到衍生物#。衍生物#在乙
酸 !乙酐中在催化剂 !，!"二甲基吡啶（#$%&）的作
用下进行酯化反应，得到衍生物$。) 种鸟嘌呤衍
生物均经核磁共振、红外光谱和质谱鉴定。

# $ $" 色谱方法
& & 将葫芦［#］脲单轮烷键合固定相采用匀浆法填
入不锈钢色谱柱（)* # ’’ + ’", ’’）。色谱分离均
在室温下进行，检测波长 !#" (’。样品用流动相溶
解为质量浓度为 ", - !,, %) ! ’* 的样品溶液，保存
于冰箱中（避光），用前摇匀并离心 ’, ’+(。吸取上
层清液进样，进样体积为 ’, %*。重复测定至少两
次。在反相色谱模式下，以甲醇"水为流动相，流速
设为 ,* $ ’* ! ’+(，以甲醇溶剂峰的保留时间为死时
间。在正相色谱模式下，以不同比例的正己烷"异丙
醇、正己烷"乙醇、正己烷"三氯甲烷为流动相，死时
间由 ’，.，" "三叔丁基苯测定。

!" 结果与讨论

! $ #" 反相模式分离嘌呤衍生物

! $ # $ #" 次黄嘌呤、嘌呤、腺嘌呤和茶碱的分离
& & 图 . ",，- 为次黄嘌呤、嘌呤、腺嘌呤和茶碱分别
在 ./#$0/1 和 2#1 上的色谱分离图。比较图 . "
,，- 可以发现，在简单的甲醇"水流动相条件下，
./#$0/1 对 ) 种嘌呤化合物的分离优于 2#1，而
且分析时间短。

& & 2#1 柱的一个缺点是对强极性化合物保留太
弱，对强疏水性溶质则保留太强。比较图. " ,，-可

图 $" 四种嘌呤在（.）23%453% 和（6）78% 上的色谱分离图
!"#$ $" 29’,:.&,#’.:+ ,- -,(’ ;(’"/*+ ,/
（.）23%453% ./0（6）78%

$3-+45 67,85：’597,(34":,95;（’,/ %,，< ! <）=
&5,>8： ’ = 7?63@,(97+(5； ! = 6A;+(5； . = 975367?44+(5；

) = ,B5(+(5=

知，) 种嘌呤的色谱峰在 2#1 柱上明显地按疏水性
强弱分成了两组（’，!，) 号峰和 . 号峰）。实验发现

·,)$·
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多环芳烃在 !""#$"% 上的保留明显弱于 &’%，说
明其疏水性比 &’% 小［#$］。% 种嘌呤化合物在
!""#$"% 上的保留值相对较小，这与两固定相的
疏水性大小相符。

! ! 各溶质在两固定相上的保留并不相同。其中，
茶碱的色谱行为最突出，保留时间由 &’( )* ()*
（&’%）减小到 %( "* ()*（!""#$"%）；除了腺嘌呤
外，其余溶质的保留也有不同程度的减弱，说明色谱

分离呈混合机制。由于 % 种嘌呤的母体均为二元环
含氮化合物，因此嘌呤母体上取代基的性质在较大

程度上支配着溶质的色谱行为。茶碱结构中由于含

有两个甲基，疏水性较强，在 &’% 上有较强保留；而
在 !""#$"% 柱上，茶碱的保留却比腺嘌呤还弱，说
明在分离嘌呤化合物时，除疏水作用外，溶质与

!""#$"% 之间还可能存在氢键、偶极+偶极和 !+!
等多种作用力。腺嘌呤结构中存在伯氨基，极性较

大，按理其保留应不强，但其保留值从 "( #* ()*
（&’%）增加到 ’( +$ ()*（!""#$"%），反而比疏水
性较强的茶碱的保留还强；这可能是腺嘌呤容易与

!""#$"% 配体中的羰基产生较强的氢键作用的
缘故。

! ! 从图 % 可以看出，% 种嘌呤在 !""#$"% 上的
保留随着流动相中甲醇含量的提高而逐渐减弱，其

中疏水性最强的茶碱的保留变化最大，说明疏水作

用在分离过程中有一定贡献，但 ,-. ! 与甲醇含量
并不完全呈线性关系，说明还存在其他作用力。

图 !" 流动相中甲醇含量对 ! 种嘌呤在
!"##$"% 上保留的影响

&’() !" *+,-./+0/ 1, 23/ 4/235+1- 01+2/+2 ’+ 416’-/
7358/8 1+ 23/ 9/2/+2’1+ ,502198（!）1, ,1.9

7.9’+/8 1+ !"##$"%

! ! 图 $ 为流动相的 /0 值对 % 种溶质保留行为的
影响，结果表明：随着流动相 /0 值的增大，除腺嘌
呤的保留值增大较明显外，溶质的保留值均略有增

大，这一现象归因于嘌呤的层面堆积现象。层面堆

积（1234)56, 74658)*.）［#)］是嘧啶和嘌呤环的缔合，

这种现象有助于增大溶质的疏水性和保留，但其一

图 $" 流动相的 7: 值对 ! 种嘌呤在 !"##$"% 上保留的影响
&’() $" *+,-./+0/ 1, 23/ 7: ;5-./ 1, 416’-/ 7358/8 1+
23/ 9/2/+2’1+ ,502198（!）1, ,1.9 7.9’+/8 1+ !"##$"%

#-9),2 /:672：(24:6*-,+*( *# (-, ; < =60& >&%（ #* , -*，

1 ; 1，/0 ?67 6@AB742@ 9C 0+ >&%）D

般发生在水溶液中，而不是有机溶剂中。而对于腺

嘌呤，其分子中的氨基在流动相 /0 值较低时易被
质子化，因而其保留较弱；随着 /0 值的增大（/0 值
&( $ . %( $），腺嘌呤的保留值增加较快；再继续增大
/0 值，其保留变化不大，这种趋势相应于腺嘌呤的
去质子化。

! ! 实验还考察了缓冲溶液离子强度对嘌呤化合物
保留的影响。结果表明：随着离子强度的增加，嘌呤

的保留减小，说明嘌呤与固定相之间存在一定程度

的离子交换作用。

% ) & ) %" 鸟嘌呤及其衍生物的色谱行为
! ! 图 " +6，9 分 别 为 鸟 嘌 呤 及 其 衍 生 物 在
!""#$"% 和 &’% 上的色谱分离图。从图 " 可看
出，!""#$"% 在流动相中甲醇含量（#*E）比 &’%
柱（&$E）低的情况下，对 $ 种溶质的分离优于 &’%
柱，而且分离时间短。&’% 柱在流动相中的甲醇含
量高于 &$E 时，衍生物!和"峰重叠；降低流动相
中的甲醇含量，衍生物!和"能得到良好分离，但整
体分离所需时间太长。由于 $ 种溶质都来源于同样
的嘌呤母体，因此嘌呤环上的取代基较大程度地支

配着溶质的色谱行为。从图 " 可知，溶质在 &’% 柱
上的保留顺序为：鸟嘌呤 / 衍生物! / 衍生物" /
衍生物# /衍生物$，溶质的保留随侧链取代基的
增大而增强，这相应于 &’% 基于疏水作用的反相色
谱性能。$ 种溶质在 !""#$"% 柱与 &’% 柱的保
留顺序大致相同，这说明溶质与 !""#$"% 配体间
的疏水作用在分离过程中有较大的贡献。然而，溶

质在 !""#$"% 上的保留顺序与 &’% 并不完全一
致：衍生物!在 &’% 柱上先于衍生物"被洗脱，而
在 !""#$"% 柱上两者的洗脱顺序相反。而且，两
固定相对溶质的选择性有明显不同：比较图 " +6，9，
衍生物#和$在 !""#$"% 上的保留远比 &’% 弱，
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图 !" 鸟嘌呤及其衍生物在（!）"#!$%#& 和
（’）()& 上的色谱分离图

*+,- !" "./01!20,/!13 04 2.5 ,6!7+75 !78 +23 406/
85/+9!2+953 07（!）"#!$%#& !78（’）()&

!"#$%& ’()*&*：（ )）+&,()-"%./),&0（#$ % &$，1 2 1）；（ #）
+&,()-"%./),&0（!"% ’"，1 2 1）3
( ( 4&)5*：# 3 67)-$-&；! 3 8&0$1),$1& !；) 3 8&0$1),$1& "；* 3
8&0$1),$1& #；" 3 8&0$1),$1& $ 3

且鸟嘌呤、衍生物"和!在 9:+!;:< 的分离选择
性更高。这说明除疏水作用外，9:+!;:< 还具有
不同于 =>< 的分离机理。这种现象可以从以下方
面来解释：一方面，9:+!;:< 容易与这类极性溶质
形成氢键；另一方面，偶极.偶极作用存在于极性溶
质（含 ?@ ,

! ，,=@，9-= 等）和 9:+!;:< 之间。此
外，9:+!;:< 键合相配体中的苯环与溶质芳环之
间的 !.! 作用也改善了其对嘌呤衍生物的分离选
择性。

( ( 衍生物!的结构是在衍生物"的 & 位上接了一
个含有多个亚甲基的大体积支链，而溶质的疏水性

与亚甲基数成正比，因而衍生物!的疏水性应该比
衍生物"大得多，但在 =>< 柱上，两者的保留相差
不大。原因可能是衍生物!支链上具有两个极性羟
基，使其极性增强，从而降低了衍生物!的疏水性，
保留减小。而在 9:+!;:< 柱上，衍生物"的保留
反而比衍生物!强，原因可能是由于一方面衍生物
!结构外围的羟基使其具有较强的极性，降低了其
疏水性；另一方面由于衍生物!的大体积支链不利
于层面堆积作用，导致其疏水性减小，保留减弱。

( ( 实验考察了流动相中甲醇含量对 " 种溶质保留

的影响。结果表明，随着甲醇含量的增加，溶质在

9:+!;:< 上的保留值减小。但是，鸟嘌呤和衍生
物"和!的保留随甲醇含量变化很小，这说明在分
离这些化合物时，疏水作用并不起主导作用。

( ( 实验还考察了流动相酸度和缓冲溶液离子强度
对上述 " 种嘌呤衍生物保留行为的影响。结果表
明：随着流动相 ’@ 值的增大，溶质的保留值增大，
这相应于溶质的去质子化作用。" 种溶质在流动相
’@ 值较低时，保留较小。这一方面是由于 " 种溶质
都具有氨基，容易被质子化，溶质质子化后疏水性减

小，保留降低；另一方面 9:+!;:< 键合相配体中的
两个多羰基环形端口也易质子化，质子化的氨基与

质子化的键合相配体间存在静电排斥作用，导致溶

质的保留减小。此外，实验发现 " 种溶质的保留值
随离子强度的增加而减小，表明嘌呤衍生物与

9:+!;:< 之间存在一定的离子交换作用。
# - #" 正相模式分离嘌呤衍生物
( ( 9:+!;:< 含有羟基、酰胺基和众多高度有序
排列的羰基等极性基团，因而具有良好的正相色谱

性能。采用不同比例的正己烷.异丙醇、正己烷.乙
醇和正己烷.三氯甲烷为流动相，考察了正相色谱条
件下嘌呤类化合物在 9:+!;:< 柱上的色谱行为，
结果表明流动相的洗脱能力随组分极性的增加而增

加。洗脱能力依次为正己烷.乙醇 .正己烷.异丙醇
.正己烷.三氯甲烷。
# - # - $" 次黄嘌呤、嘌呤、腺嘌呤和茶碱的色谱行为
( ( 正相色谱的分离主要基于溶质的极性强弱，反
相色谱的分离则主要基于疏水作用，溶质在正相和

反相模式下的保留顺序按理应完全相反。图 ’ 为次
黄嘌呤、嘌呤、腺嘌呤和茶碱在 9:+!;:< 上的正相
色谱分离图。* 种溶质的洗脱顺序在上述 ) 种流动
相条件下一致：嘌呤 / 次黄嘌呤 / 茶碱 / 腺嘌呤。
其保留顺序与反相模式并不完全相反，说明溶质的

保留并不只是取决于溶质的极性，而是与反相模式

一样，存在多种作用力的色谱分离机制。溶质与固

定相之间可能存在氢键、偶极.偶极、!.! 以及与键
合相配体中葫芦［+］端口环羰基的缔合作用等多种
作用力。次黄嘌呤由于结构中含有两个羰基，可能

与 9:+!;:< 键合相配体中的众多羰基存在较强的
相互作用，导致色谱峰展宽。腺嘌呤结构中含有伯

氨基，极性较强，又因为其能与键合相配体中的众多

羰基产生较强的氢键作用，保留增强，最后出峰。

# - # - #" 鸟嘌呤及其衍生物的保留行为
( ( 图 0 为鸟嘌呤及其衍生物在 9:+!;:< 柱上的
正相色谱分离图。" 种溶质在 9:+!;:< 柱上的保
留较强，这可能与溶质的结构有关：" 种溶质的结构
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图 !" 四种嘌呤在 !"##$"% 上的正相色谱图
&’() !" *+,-./ 01.23 230.,.4’+5 61,+-.4+(,.-

+7 7+8, 08,’532 +5 !"##$"%
!"#$%& ’()*&：(&+),&-$*"’."’),"%（##$ %，/ 0 /）；1%"2 .)3&：

&’ ( 45 0 4$,6
! ! 7&)8*：% 6 ’9.$,&；) 6 (:’"+),3($,&；* 6 3(&"’(:%%$,&；( 6
);&,$,&6

中均含有伯氨基，极性较强，而且都能与 <="!>=?
键合相配体中的众多羰基产生较强的氢键作用，导

致保留增强。+ 种溶质的洗脱顺序与极性关系基本
一致，顺序为：衍生物! ,衍生物" ,衍生物# ,鸟
嘌呤 ,衍生物$。鸟嘌呤结构中含有羰基，由于没
有取代基的阻碍，嘌呤环可以更加紧密地贴近键合

相配体而产生较强的相互作用，因而保留较强。衍

生物$的支链中含有两个极性羟基，能与键合相配
体中的众多羰基产生较强的氢键作用，因而最后出

峰。实验发现，溶质的 %"@ ! 值与流动相中强溶剂
浓度的对数（ %"@ "）存在较好的线性关系。

图 $" 鸟嘌呤衍生物在 !"##$"% 上的正相色谱图
&’() $" *+,-./ 01.23 230.,.4’+5 61,+-.4+(,.-

+7 (8.5’53 93,’:.4’:32 +5 !"##$"%
!"#$%& ’()*&： (&+),&-$*"’."’),"%（ #& $ %&， / 0 /）； 1%"2

.)3&：&’ " 45 0 4$,6
! ! 7&)8*：% 6 ;&.$/)3$/& !；) 6 ;&.$/)3$/& "；* 6 ;&.$/)3$/& #；
( 6 @9),$,&；+ 6 ;&.$/)3$/& $ 6

%" 结论

! ! 在反相和正相色谱条件下，较系统地研究了几
种嘌呤衍生物在多模式键合固定相 <="!>=? 上的

色谱保留行为，并在反相色谱条件下与传统的反相

固定相 AB? 进行了比较，考察了流动相中甲醇含
量、’C 值和离子强度对嘌呤化合物保留行为的影
响。研究结果表明：在正相色谱和反相色谱模式下，

<="!>=? 对嘌呤化合物的分离均存在多种作用力
的色谱分离机制。反相模式下，采用高水含量的甲

醇-水系统，<="!>=? 对嘌呤化合物具有较高的分
离选择性，并能实现快速分离；正相色谱条件下，

<="!>=? 同样能对嘌呤衍生物实现有效分离。主
要原因是：<="!>=? 能为溶质提供多种分子间相
互作用力，如：疏水、氢键、!-!、偶极-偶极和离子交
换作用等，协同作用提高了新固定相对溶质的分离

选择性。因此，<="!>=? 在常规快速分离嘌呤碱
基衍生物中将有良好的应用前景。
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