
檱檱檱檱檱檱檱檱檱檱檱
檱

檱檱檱檱檱檱檱檱檱檱檱
檱

殗

殗殗

殗

仪器应用

键合支链淀粉（３，５－二甲基苯基氨基甲酸酯）
手性固定相的制备及手性拆分应用

韩小茜　崔　红　李鸿瑜　安丽丽　常　静
（兰州交通大学化学与生物工程学院，兰州，７３００７０）

　　摘　要　采用双官能团键合法，以六亚甲基异氰酸酯为键合试剂，自制了键合支链淀粉（３，５－二甲基苯基氨基

甲酸酯）手性固定相。在所制得的固定相上，以正相、反 相、极 性 有 机 相 多 种 色 谱 分 离 模 式 对８种 含 苯 环 的 手 性 化

合物进行了拆分。实验结果发现，正相模式下，在流动相正己烷或正己烷／异丙醇中添加二氯甲烷、三氯甲烷、四氢

呋喃有利于手性化合物的拆分。在反相和极性有机相色谱条件下，此固定相仍具有手性拆分能力；除样品７外，其

余手性样品均获得不同程度的手性分离。
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１　前　言

随着科学技术的发展，人们对手性化合物的认

识不断深入，不同旋光性化合物表现出来的不同、有
体化便时甚至相反的生理活性和毒理特性引起了人

们的高度重视，因此手性化合物对映异构体的分离

及测定，对于手性化合物的合成、生产过程的质量监

控以及药理学研究等具有十分重要的意义［１，２］。在

各种手性分离方法中，常采用操作相对简便的高效

液相色谱法手性固定相。目前研究和应用最多的是

涂敷 型 多 糖 衍 生 物 手 性 固 定 相［３－６］，此 类 涂 敷 型 手

性固定相耐溶剂性能比较差，只能选用烷烃／低链碳

醇的弱极性流动相体系来拆分手性化合物。为解决

这一矛盾，近年来出现了各种化 学 键 合 的 方 法［７－１０］

来制备键合型多糖衍生物手性固定相，因为键合型

多糖固定相是通过化学键将多糖衍生物键合在硅胶

等载体上，所以化学性质稳定，对流动相没有特殊的

要求，有更好的发展前景。目前此类键合型手性固

定相的研制主要集中在键合纤维素和直链淀粉衍生

物手性固定相上，未见键合支链淀粉衍生物手性固

定相的制备及应用报道。支链淀粉是葡萄糖以α－

１，４－糖苷键连接为主链，并有α－１，６－糖 苷 键 连 接

作为分支点而形成的葡聚糖，分子很大，是一种树形

结构，天然淀粉中７０％～８０％为支链淀粉。

Ｆｅｌｉｘ［４］、周志强［６］等报道了用支链淀粉衍生物

涂敷在硅胶表面制备手性固定相，并考察了流动相

中不同醇及其含量对拆分的影响。明永飞等［７］利用

４，４－二苯基 甲 基 二 异 氰 酸 酯 作 为 连 接 臂，采 用６－
位选择键合法制备了键合型纤维素（３，５－二甲基苯

基氨基甲酸酯）手性固定相，并将其应用于戊唑醇的

手性分离。本文参照文献［７］以支链淀粉代替纤维

素，以六亚甲基异氰酸酯作为连接臂，制得了键合支

链淀粉（３，５－二 甲 基 苯 基 氨 基 甲 酸 酯）手 性 固 定 相

（键合ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ）。六亚甲基二异氰酸酯作为

连接臂，比４，４－二苯基甲基二异氰酸酯的空间位阻

小，更 利 于 键 合。用 制 得 的 键 合 ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ在

正相、反相及有机相等多种色谱模式下对８个含苯

环的手性化合物进行了拆分。考察了在正相模式下

往流动相中添加ＣＨ２Ｃｌ２、ＣＨＣｌ３、ＴＨＦ等溶剂对键

合ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ手 性 识 别 能 力 的 影 响，除 样 品７
始终未获分离外，其余７个样品在不同的色谱分离

模式下均获得不同程度的拆分。
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２　实验部分

２．１　仪器与试剂

色谱系统包括ＬＣ－１０ＡＴ泵，ＳＰＤ－１０Ａ紫外可

见波长检测器和ＳＣＬ－１０ＡＳＰ色谱数据处理器（日

本，岛津）。样品溶解在流动相中，色谱拆分在室温

下进行，检测波长２５４ｎｍ，灵敏度０．０２Ａ．Ｕ．Ｆ．Ｓ。

５μｍ球形硅 胶 购 自 中 国 科 学 院 兰 州 化 学 物 理

研究所；三苯基氯甲烷、吡啶、甲苯、盐酸、正己烷、异
丙醇、无水甲醇等均为国产试剂（分析纯）。支链淀

粉、３，５－二甲 基 苯 基 异 氰 酸 酯、六 亚 甲 基 二 异 氰 酸

酯购自Ｆｌｕｋａ公司。流动相经 超 声 波 脱 气 后 使 用，
流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ。

２．２　手性固定相的制备

键合ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ参 照 文 献［７］由 本 实 验 室

自行合 成：３ｇ支 链 淀 粉 悬 浮 于５０ｍＬ吡 啶 中，与

１０．０ｇ三苯基氯 甲 烷 在１００℃下 反 应２４ｈ，再 与１０ｇ
３，５－ 二 甲 基 苯 基 异 氰 酸 酯 在１００℃下 继 续 反 应

２４ｈ，冷却后，将反应产物（ａ）倒 入３００ｍＬ含 少 量 盐

酸的甲醇溶液中，室温下搅拌２４ｈ，过滤并用甲醇洗

涤；产物（ｂ）在５０℃下 真 空 干 燥１２ｈ后，取０．５ｇ溶

于３０ｍＬ　ＴＨＦ中，加入２．０ｇ氨丙基硅胶，缓慢蒸除

去ＴＨＦ后，移 入 烧 瓶，加 入 新 干 燥 的 甲 苯 和 吡 啶

５ｍＬ，２０ｍｇ六 亚 甲 基 二 异 氰 酸 酯，９０℃下 反 应５ｈ，
冷却后，分别用甲醇、ＴＨＦ洗涤产物（ｃ），真空干燥。
产物（ｃ）即 所 得 填 料。采 用 匀 浆 法 装 柱（１５ｃｍ　４．６
ｍｍ　ｉｄ），顶替液为正己烷／异丙醇（９０︰１０，ｖ／ｖ）。

２．３　色谱参数计算

色谱柱死时间（ｔ０），在正相、极性有机相色谱模

式下用１，３，５－三叔丁基苯测定，在反相色谱模式下

用乙腈 测 定。保 留 因 子（ｋ′）按ｋ１′＝ （ｔ１－ｔ０）／ｔ０，

ｋ２′＝（ｔ２－ｔ０）／ｔ０ 计 算；分 离 因 子（α）按α＝ｋ′２／

ｋ′１，分离度（Ｒｓ）按Ｒｓ＝２（ｔ２－ｔ１）／（ｗ１＋ｗ２）计算；
这里的ｔ１和ｔ２分 别 为 先 后 洗 脱 的 对 映 体 的 保 留 时

间，ｗ１ 和ｗ２ 分别为先后洗脱峰之基线峰宽。

３　结果与讨论

３．１　手性固定相的表征

图１为支链淀粉及其衍生物的红外光谱图。
图１ｂ显示，在３０６７ｃｍ－１处的羟基吸收峰完全消

失，在 ３３８９ｃｍ－１ 处 出 现 了 酰 胺 Ｎ － Ｈ 吸

收峰，在１７４０ｃｍ－１处出现了羰基吸收峰，在１６０７ｃｍ－１

图１　支链淀粉及其衍生物的红外光谱图

和１４４４ｃｍ－１处出现 了 苯 环 骨 架 的Ｃ＝Ｃ伸 缩 振 动

吸收峰，表明三苯基氯甲烷、３，５－二甲基苯基异氰

酸酯都已经和支链淀粉上的羟基发生了反应。
图１ｃ显示，用含盐 酸 的 无 水 甲 醇 洗 涤 后，在 支

链淀粉上的三苯基被除去，在３３１８ｃｍ－１处出现了羟
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基吸收峰。

３．２　不同流动相模式对手性拆分的影响

依据８种含苯环手性样品的分子结构（见图２）
推断，样品与键合ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ之间可能存在氢

键作用、偶极－偶极作用，及π－π作用，流动相中醇、

水等溶 剂 有 可 能 与 样 品 分 子 竞 争 而 与 键 合 ＡＰ－
ＤＭＰＣ－ＣＳＰ发生相互作用，从而影响样品分子在键

合ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ上的 保 留 和 分 离，同 时 样 品 分 子

本身的立体空间位阻也有可能影响到手性分离。

图２　手性化合物的结构

３．２．１　正相模式下的手性拆分

目前，无论是在涂敷型还是键合型多糖衍生物

手性固定相的应用或研究过程中，最常使用的流动

相组成还是正己烷与醇的混合溶剂。为此，在常规

正相色谱模式下，我们以不同体积比的正己烷／异丙

醇为流动相对８种手性样品在键合 ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ
上进行了拆分，结果见表１。

表１　手性化合物在正相模式下正己烷／异丙醇中的色谱拆分结果

流动相
正已烷︰异丙醇（ｖ／ｖ）

色谱
参数

手性化合物

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８

ｋ′１ ０．５６　 ２．０１　 ２．３７　 ２．６１　 １．７５　 ２．５４　 ０．７９　 １．３８

８０︰２０ α １．０３　 １．００　 １．１９　 １．００　 １．１５　 １．００　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．３６　 ０．００ ０．３６　 ０．００ ０．１９　 ０．００ ０．００ ０．００

ｋ′１ ０．６６　 ２．７０　 ４．４３　 ５．９６　 ３．８４　 ５．６２　 １．１４　 ２．８１

９０︰１０ α １．２２　 １．００　 １．２０　 １．００　 １．１９　 １．００　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．４７　 ０．００ ０．６９　 ０．００ ０．２１　 ０．００ ０．００ ０．００

ｋ′１ ０．７６　 ４．８５　 ６．４１　 ８．５６　 ５．１３　 ７．８３　 １．５１　 ５．２１

９５︰５ α １．２７　 １．００　 １．２２　 １．１２　 １．１６　 １．１６　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．５５　 ０．００　 ０．７３　 ０．２６　 ０．３７　 ０．３２　 ０．００　 ０．００

＊实验条件：流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长２５４ｎｍ，灵敏度０．０２Ａ．Ｕ．Ｆ；手性化合物编号同图２。

　　从表１可以看到，随着流动相中异丙醇含量的减

少，流动相的极性下降，溶质的保留时间增长。从图

２样品的结构可以看到，被拆分的８种手性化合物分

别含有羟基，苯环和萘环等官能团，其中化合物３和５
含有两个苯环，一个羟基，因此较容易与手性固定相

中的分子 形 成 氢 键，还 可 能 有 额 外 的 偶 极－偶 极 作
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用，π－π作用。化合物４和５的不同之处在于化合物

４的硒端是萘环，化合物５的硒端是苯环，萘环增加

了空间位阻和π－π作用，进入手性空腔的程度就小

些，与手性固定相上的苯环形成的π－π电荷迁移作

用也较小，从而不利于手性拆分，样品１，３～６被部分

拆分，２，７和８未被拆分。

对于键合ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ，正相条件下，流动相

中极性改性剂还可选用ＣＨ２Ｃｌ２、ＣＨＣｌ３ 或ＴＨＦ，以
改善填料对样品的选择性。我们以ＣＨ２Ｃｌ２、ＣＨＣｌ３
或ＴＨＦ为流动 相 中 的 极 性 改 性 剂，对８种 手 性 样

品在键 合 ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ上 的 色 谱 行 为 进 行 了 研

究，结果见表２和表３。

表２　流动相组成为正己烷／极性改性剂条件下的色谱拆分结果

流动相

９０︰１０（ｖ／ｖ）
色谱
参数

手性化合物

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８

ｋ′１ ０．５２　 ３．４３　 ４．２７　 ６．７２　 ４．５３　 ６．７４　 １．１７　 ３．２８

正已烷︰ＣＨ２Ｃｌ２ α １．２３　 １．５２　 １．１９　 １．１２　 １．１２　 １．１７　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．４２　 １．３１　 ０．７３　 ０．２９　 ０．２５　 ０．３５　 ０．００ ０．００

ｋ′１ ０．５４　 ９．４０　 ６．３０　 ５．２３　 ７．４５　 ５．１３　 １．３８　 ５．１４

正已烷︰ｖＣＨＣｌ３ α １．４３　 １．６２　 １．２２　 １．００　 １．１７　 １．００　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．５１　 １．６８　 ０．８３　 ０．００ ０．４７　 ０．００ ０．００ ０．００

ｋ′１ １．１５　 ３．４３　 ６．３２　 １０．７　 ３．４２　 １１．１　 １．４７　 １．８３

正已烷︰ＴＨＦ α １．００　 ２．２８　 １．２４　 １．００　 １．００　 １．００　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．００　 ２．１１　 ０．９０　 ０．００　 ０．００　 ０．００　 ０．００　 ０．００

＊ 实验条件同表１；手性化合物编号同图２。

表３　流动相组成为正己烷／异丙醇／极性改性剂条件下的色谱拆分结果

流动相

９０︰５︰５（ｖ／ｖ／ｖ）
色谱
参数

手性化合物

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８

ｋ′１ ０．１９　 ２．３６　 ２．９４　 ４．２９　 ２．５３　 ４．０３　 ０．６４　 ２．２６

正已烷︰异丙醇︰ＣＨ２Ｃｌ２ α １．７４　 １．３０　 １．２１　 １．１１　 １．１３　 １．００　 １．００　 １．６０

Ｒｓ　 ０．６８　 ０．６８　 ０．７１　 ０．２２　 ０．２７　 ０．００ ０．００　 １．５２

ｋ′１ ０．６９　 ３．３４　 ３．９２　 ５．４１　 ３．４６　 ５．１３　 ０．９４　 ２．８０

正已烷︰异丙醇︰ＣＨＣｌ３ α １．２５　 １．００　 １．１２　 １．１２　 １．２２　 １．００　 １．００　 １．５０

Ｒｓ ０．６５　 ０．００ ０．８０　 ０．２７　 ０．３１　 ０．００ ０．００　 １．４７

ｋ′１ ０．５９　 ２．２９　 ３．８０　 ４．９６　 ３．２２　 ４．９６　 １．０８　 ２．５９

正已烷︰异丙醇︰ＴＨＦ α １．２１　 １．５０　 １．１９　 １．００　 １．００　 １．００　 １．００　 １．４０

Ｒｓ ０．３１　 １．３０　 ０．６３　 ０．００　 ０．００　 ０．００　 ０．００　 １．０５

＊ 实验条件同表１；手性化合物编号同图２。

　　从表２和表３可以看到，手性样品的保留、立体

选择性和分离度随着极性改性剂的变化而变化。在

流动相为正己烷／异丙醇时，未获拆分的２号和８号

手性样品分别在流动相为正己烷／异丙醇／ＴＨＦ、正

己烷／异丙醇／ＣＨ２Ｃｌ２ 中获得基线拆分；在流动相为

正己烷／异丙醇时，获部分拆分的１号和３～６号手

性样品在以ＣＨ２Ｃｌ２、ＣＨＣｌ３ 或ＴＨＦ为极性改性剂

的流动 相 中 拆 分 结 果 均 有 所 改 善，流 动 相 中 添 加
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ＣＨ２Ｃｌ２、ＣＨＣｌ３ 或ＴＨＦ导致对映异 构 体 分 离 情 况

的改变或许是因为这些极性改性剂的存在改变了样

品与固定相之间的相互作用。部分样品的色谱拆分

图如图３所示。

图３　部分样品的色谱拆分图

样品１：正已烷︰ＣＨＣｌ３＝９０︰１０（ｖ／ｖ）　　样品２：正乙烷︰ＣＨ２Ｃｌ２＝９０︰１０（ｖ／ｖ）
样品３：正已烷︰ＴＨＦ＝９０︰１０（ｖ／ｖ）　　样品４：电醇︰水＝９０︰１０（ｖ／ｖ）
样品５：正已烷︰异丙醇︰ＣＨＣｌ３＝９０︰５︰５（ｖ／ｖ／ｖ）

３．２．２　反相、极性有机相模式下的保留和拆分

多糖衍生物手性固定相可在正相、反相及极性

有机相等多种色谱模式中使用，通过改变洗脱模式，
可以使在某种色谱模式下未能获得手性分离的样品

在另一种色谱模式下获得分离。因此我们在反相模

式下以甲醇／水、乙腈／水为流动相对８个手 性 样 品

进行了拆分，随着流动相中水的比例的增加，流动相

的极性增大，溶质的保留增大，符合反相色谱保留机

理；对于相同比例的甲醇／水和乙腈／水流动相，样品

在前者中 的 保 留 比 在 后 者 中 的 保 留 强，键 合 ＡＰ－
ＤＭＰＣ－ＣＳＰ仍表现出手性识别能力，在正相模式下

仅获部分拆分的样品５在甲醇／水中获基线拆分，样
品２在乙腈／水中获较好分离。在极性有机相色谱

模式下，流动相为甲醇／异丙醇时，仅样品５获得部

分拆分；流动相为乙腈／异丙醇时，样品４获得近基

线分离，样品５获得部分拆分，实验结果见表４。

表４　反相和极性有机相模式下的色谱拆分结果

流动相

８０／２０（ｖ／ｖ）
色谱
参数

手性化合物

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８

ｋ′１ １．５０　 ２．３４　 ０．７９　 ２．３７　 １．３２　 ２．３７　 １．５９　 ０．５３

甲醇︰水 α １．００　 １．３２　 １．００　 １．００　 １．５８　 １．００　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．００ ０．７６　 ０．００ ０．００　 １．７２　 ０．００ ０．００ ０．００

ｋ１′ ０．７０　 １．１６　 ０．４２　 １．１７　 ０．６８　 １．２０　 ０．７４　 ０．３９

乙腈︰水 α １．００　 １．３２　 １．００　 １．００　 １．５０　 １．００　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．００　 １．１０　 ０．００ ０．００　 １．３０　 ０．００ ０．００ ０．００

ｋ１′ ０．４２　 ０．６１　 ０．３１　 ０．５９　 ０．３５　 ０．６０　 ０．６２　 ０．１３

甲醇︰异丙醇 α １．００　 １．００　 １．００　 １．００　 １．３０　 １．００　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．００　 ０．００　 ０．００　 ０．００　 ０．５２　 ０．００　 ０．００　 ０．００
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续表４

流动相

８０︰２０（ｖ／ｖ）
色谱
参考

手性化合物

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８

ｋ１′ ０．７２　 ０．５３　 ０．７６　 ０．５４　 ０．５６　 ０．５４　 ０．５５　 ０．５４

乙腈︰ 异丙醇 α １．００　 １．００　 １．００　 １．４２　 １．３８　 １．００　 １．００　 １．００

Ｒｓ ０．００　 ０．００　 ０．００　 １．４０　 ０．５４　 ０．００　 ０．００　 ０．００

＊　实验条件同表１；手性化合物编号同图２。

　　样品的拆分结果的不同是由于醇属于质子性溶

剂，而乙腈是非质子性溶剂，质子性溶剂可以与溶质

竞争，代替溶质与手性固定相的极性氨基甲酸酯基团

形成氢键，而非质子性溶剂，只是一个弱的氢键接受

体，对溶质和手性固定相之间的作用强度影响较小。

４　结　论　

采用双官能团键合法，以六亚甲基二异氰酸酯

为双官能团 试 剂，采 用６－位 选 择 的 方 法，制 得 新 型

键合 ＡＰＤＭＰＣ－ＣＳＰ。在 正 相，反 相 及 极 性 有 机 相

中该ＣＳＰ均表现出一定的手性识别能力，可以在非

常规流动相 中 使 用，且 表 现 出 较 好 手 性 识 别 能 力。
被拆分的８个手性样品中，除样品７始终未获分离

外，其余７个样品在不同的色谱分离模式下获得了

不同程度的拆分。
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