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摘要：由于微柱液相色谱（!,78）具有高检测灵敏度、低溶剂消耗、可以与质谱等多种检测器联用的优点，近年来受

到广泛关注。将咪唑键合硅胶固定相填充到毛细管中，在自制的微柱液相色谱系统下利用此键合相具有的弱疏水

作用，采用不同的流动相对酚类和胺类化合物进行 了 分 离。结 果 表 明，流 动 相 中 只 需 添 加 少 量 的 有 机 溶 剂 就 可 以

实现对一些有机化合物的分离，甚至可以只用纯水 作 流 动 相 就 能 分 离 一 些 弱 疏 水 性 化 合 物，如 酚 类。微 柱 液 相 色

谱的流动相用量少，避免或大大减少了 对 环 境 的 污 染。自 制 微 柱 液 相 色 谱 系 统 为 下 一 步 微 柱 液 相 色 谱 ,质 谱 联 用

奠定了一定的基础。
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+ + 与常规液相色谱相比，微柱液相色谱（!,78）由

于具有分离效率高、样品和流动相消耗低、环境污染

小、可不分流 直 接 和 其 他 检 测 器（ 如 质 谱（!@））及

二级色谱系统在线联用、柱惰性好适于生物样品分

析等常规液相色谱不可比拟的优点，近几年得到了

迅速发展［*］。离 子 液 体 由 于 具 有 许 多 其 他 有 机 溶
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剂无法比拟的优点，如不挥发、不易燃、溶解性和稳

定性好等而作为一种新型介质被广泛应用于有机合

成、催化、电化学、分离分析等化学化工的各个领域

中［#］。离子液 体 作 为 一 种 新 型 介 质 在 分 离 分 析 中

也已有不少应用。我们实验室在离子液体应用于液

相色谱方面做过不少研究工作，主要包括离子液体

用作流动相添加剂［" $ %］和离子液体改性硅胶用作色

谱固定相［& $ ’］两个方面。其中在离子液体改性硅胶

方面采用多种键合方法制备了含有离子液体结构的

改性硅胶固定相，并用于色谱分离。咪唑是一种有

机芳香杂环化合物，咪唑环阳离子是组成离子液体

的最普通的一种阳离子。咪唑键合硅胶有着很强的

阴离子交换作用，是一种很好的离子色谱固定相，我

们对其离 子 色 谱 性 能 也 进 行 了 详 细 的 研 究［(］。 另

外，该键合相还具有 !!! 作用、氢键作用、反相疏水

作用等机理，其中反相疏水作用的存在使得该键合

相具有分离一些碱性、酸性、中性物质的能力［)*］。

! ! 在本文研究中，我们自制了微柱液相色谱系统，将

咪唑键合硅胶固定相填充到毛细管中，并用于酚类和

胺类化合物的分离。对咪唑键合硅胶固定相的反相

色谱行为进行了探讨。此自制微柱液相色谱系统为

下一步微柱液相色谱!质谱联用奠定了一定的基础。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! "#!)*$%&’ 高效液相色谱泵（ 日本岛津公司）；

)##’ 型高效毛 细 管 电 泳 仪，配 紫 外 检 测 器（ 北 京 新

技术研究所）；微分流阀（ 上海通微分析技术仪器有

限公司）；()!#*** 色谱工作站（ 南京千谱软件有限

公司）；弹性石英毛细管（*+ #% ** +, -, , *+ "& **
., -, ，河北永年锐沣色谱器件有限公司）。

! ! "!氯丙基三甲氧基硅烷（#/%01，纯度为 ’-2，

湖北省白荆 州 江 汉 精 细 化 工 厂）；甲 苯（ 分 析 纯，重

蒸）；咪唑、甲 醇、乙 腈、四 氯 化 碳 均 为 分 析 纯；硅 胶

（" !*，比 表 面 积 为 ##* *# 3 4，孔 径 为 ’ 5*，本 实

验室合成）；实验用水为重蒸去离子水；被分析物均

为分析纯。

! ! #" 微柱液相色谱系统的建立

! ! 与常规液相色谱系统相比，微柱液相色谱系统

要求更低的流量、更小的死体积和更小进样体积的

进样阀。为此，本实验采用毛细管电泳所用的柱上

紫外检测器［))］。另 外，由 于 进 样 器 最 小 进 样 量、泵

最小流量和稳定性的限制，需采用分流技术。同时

为了减小样 品 因 在 进 样 阀 内 的 扩 散 而 造 成 的 峰 展

宽［)，)#］，本文采用 # !" 定量管进样阀。图 ) 为改造

后的微柱液相色谱系统装置示意图。

图 !" 微柱液相色谱系统装置示意图

"#$! !" %&’()*+#& ,#*$-*) ./ +’( )#&-.&.01)2
0#31#, &’-.)*+.$-*4’#& 565+()

! ! ) , 6+46 ’789.8*:5;7 <+=>+- ;68.*:?.48:’6@ ’>*’；# , +5!
A7;?+.5 &:<&7；" , *+;8.!B’<+??78 &:<&7；. , C:;D ’87BB>87 874><:!
?.8；% , *+;8.;.<>*5；& , ><?8:&+.<7? &+B+C<7 -7?7;?.8；( , -:?:
’8.;7BB+54 B@B?7*；- , 7<>:?7,

! ! $" 筛板的制备

! ! 本实验采用较为简单的溶胶!凝胶法［)"］制备柱

上筛板。

! ! %" 液相色谱微柱的制备

! ! % ! !" 咪唑键合硅胶固定相的合成

! ! 相据 文 献［(］的 方 法 合 成 咪 唑 键 合 硅 胶 固 定

相。第一步，将酸化处理过的硅胶（" !*）在干燥的

甲苯中与适 量 的 "!氯 丙 基 三 甲 氧 基 硅 烷 回 流 反 应

#. 6，冷却后抽滤洗涤、真空干燥，制得氯丙基硅胶；

第二步，氯丙基硅胶与咪唑在甲苯中搅拌回流反应

#. 6，冷却后抽滤 洗 涤、真 空 干 燥，制 得 咪 唑 键 合 硅

胶固定相。

图 #" 匀浆法填充毛细管装置示意图

"#$! #" %&’()*+#& ,#*$-*) ./ &*4#00*-6 501--6
4*&7#2$ *--*2$()(2+

! ! ) , 6+46 ’87BB>87 <+=>+- 9<.E（ 98.* ’:;D+54 ’>*’）；# , ><!
?8:B.5+; C:?6；" , ;:’+<<:8@；. , 98+?；% , B<>88@ 87B78&.+8,

! ! % ! #" 液相色谱微柱的填充

! ! 微柱的填充主要有匀浆法、干法和电动填充法

" 种方法，其中匀浆法是最常用的方法［).］。本文采

用匀浆法进行填充［)%］（ 见 图 #）。称 取 #* *4 咪 唑

键合硅胶固定相，用 ) *" 四氯化碳配制成匀浆液，

超声混合均匀后装入匀浆罐中，匀浆罐与高压泵相

连并置于超声 浴 中，以 甲 醇 为 顶 替 液 在 "% 0/: 压

力下将匀 浆 液 压 入 毛 细 管 中。 填 充 完 毕 后 停 止 超

声，同时逐步降低流速使柱压慢慢降为常压，之后用

水在高于运 行 压 力 下 冲 压 # 6。卸 下 此 柱，切 去 柱

头一段未填 充 均 匀 的 部 分，使 有 效 柱 长 为 )% ;*。

最后在距筛板后 *+ % ;* 的地方烧制 # ** 左右的

窗口进行柱上检测。

·’&"·
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! ! "# 色谱条件

# # 色谱柱：咪唑键合硅胶液相色谱微柱（$%& !!
’ &( !% !!，) !!）；流 动 相 分 别 为 水、乙 腈"水（ 体

积比为 % * +%）、甲醇"乙腈"水（ 体积比为 % * % * +&）和

甲醇"水（ 体积比为 )&* "&）；流速为 ) !# $ !%&；检测

波长为 !%, &!。

$# 结果与讨论

$ ! !# 酚类化合物的分离

# # 在自制的微柱液相色谱体系下用不同的流动相

对酚类化合物 进 行 了 分 离，图 ) "’ 和 图 ) "( 是 分 别

以纯水和乙腈"水（ 体积比为 %* +%）为流动相对 % 种

酚类化合物进行分离的色谱图，图 ) ") 是以甲醇"乙
腈"水（ 体积比为 %* %* +&）为流动相对 " 种酚类化合

物进行分离的色谱图。

# # 从图 ) "’ 和图 ) "( 中可以看出，以纯水和乙腈"
水为流动相都能将对氨基酚、苯酚、间苯二酚、间苯

三酚和间硝基酚这 % 种酚类化合物分开，但是以纯

水为流动相分离时这 % 种酚的分离度和峰形与以乙

腈"水为流动相 相 比 要 差 一 些。从 两 图 对 比 中 我 们

还可以看出，与纯水为流动相比较，水中加入乙腈为

流动相，酚的保留时间都有所缩短，这是因为固定相

与被分析物酚之间存在着反相疏水作用。

# # 从图 ) ") 对 " 种 酚 的 分 离 中 可 以 看 出，咪 唑 键

合硅胶微柱液相色谱和常规液相色谱一样，只要选

取适当的分离条件就可以将一些结构相似或是较难

分离的化合 物（ 如 间 氨 基 酚 与 对 氨 基 酚、间 苯 三 酚

与对氯代酚）分开。

图 %# 不同流动相条件下酚类化合物的色谱分离图

"#$! %# %&’()*+($’*), (- +&. ,./*’*+#(0 (- &12’(314.05.0., 41 2#--.’.0+ )(4#6. /&*,.,
# *+,-!’.-/,’0+%) )-&1%.%-&2：)-34!&，%!%1’5-3%4! 64&).%-&’3%571 2%3%)’ !%),-)-34!&（$%& !! ’ &( !% !!）；63-8 ,’.7：) !# $ !%&；

17.7).%-& 8’9737&/.+：!%, &!；!-(%37 0+’272：’: 8’.7,，(: ’)7.-&%.,%37"8’.7,（%* +%，9 $ 9），): !7.+’&-3"’)7.-&%.,%37"8’.7,（% * % * +&，

9 $ 9 $ 9）:
# ;7’< %17&.%6%)’.%-&2：$ : !"’!%&-0+7&-3；! : ""’!%&-0+7&-3；) : 0+7&-3；, : ,72-,)%&-3；% : 0+3-,-/34)%&-3；- : !")+3-,-0+7&-3；
" : ""&%.,-0+7&-3:

图 &# 流动相中甲醇的含量对芳胺化合物保留因子的影响

"#$! &# 7--.8+ (- ).+&*0(6 8(0+.0+ #0 )(4#6. /&*,.,
(0 +&. ’.+.0+#(0 -*8+(’（!）(- *)#0.,

# =>)70. .+7 !-(%37 0+’27，-.+7, )-&1%.%-&2 ’,7 .+7 2’!7 ’2
%& ?%/: ) :
# $ : !"0+7&@37&71%’!%&7；! : ""&%.,-’&%3%&7；) : #"&%.,-’&%3%&7；

, : (7&5%1%&7；% : !"&’0+.+@3’!%&7:

$ ! $# 胺类化合物的分离

# # 在微柱液相色谱体系下对对苯二胺、间硝基苯

胺、邻硝基苯胺、联苯胺和 !"萘胺 % 种芳胺化合物进

行了分离。首先考察了流动相中不同的甲醇含量对

这 % 种 芳 胺 化 合 物 保 留 因 子 的 影 响，结 果 见 图 ,。

从图 , 中可以看出，随着流动相中有机溶剂甲醇含

量的增加，芳胺化合物的保留因子都不同程度地有

所减小；同时随着被分析物芳胺疏水性的增强，保留

强度都明显地增大。图 % "’ 和图 % "( 是分别以水和

甲醇"水（ 体积比为 )& * "&）为流动相对这 % 种 芳 胺

的色谱分离图。从两图对比中可以看出，当以纯水

作流动相时，联苯胺和 !"萘胺拖尾严重且相互分不

开；而以甲醇"水作流动相时，这种情况则得到了较

好的改善。这是由于芳胺的疏水性较大，随着芳香

性的增加疏水性变得更强；同时由于咪唑是一个有

机芳香杂环结构，与芳香性分子之间存在着一定的

·&")·
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图 !" 不同流动相条件下芳胺化合物的色谱分离图

!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- *)"./, 01
2"--/’/.+ )(0"3/ 4&*,/,

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

"-(&. 4"05$-$"0* ).& -(& *)/& )* $0 6$7+ " +
! 8&)9 $5&0-$:$4)-$"0*：& + !1’(&0;%&0&5$)/$0&；’ + "10$-.")0$%1
$0&；" + #10$-.")0$%$0&；( + #&0<$5$0&；) + !10)’(-(;%)/$0&+

"1" 作用，故只用纯水作流动相对芳胺化合物 进 行

分离时峰形较宽且拖尾。这也证实了咪唑键合硅胶

固定相反相疏水作用的存在。

! ! 通过微柱色谱体系下咪唑键合硅胶固定相对酚

类及胺类化合物的分离可以看出，以纯水为流动相，

被分析物的保留时间相对都比较长，峰比较宽且拖

尾；而以纯水加入少许有机溶剂为流动相，被分析物

的保留时间均有所缩短，并且明显改善了被分析物

的选择性和柱效，证实了咪唑键合硅胶固定相反相

疏水作用的存在。

#" 结论

! ! 咪唑键合硅胶固定相存在着多重作用机理，除

了 强阴离子交换作用机理外，反相疏水作用也是此

键合相的一种重要的色谱作用机理，在自制的微柱

液相色谱系统下利用这种作用可以对一些有机化合

物进行分离，甚至用纯水作流动相就可以分离一些

弱疏水性物质。此自制微柱液相色谱系统为下一步

微柱液相色谱1质谱联用奠定了一定的基础。同时，

微柱体系下对几种酚类及胺类化合物的有效分离也

为一些实际样品中酚类或胺类混合物的分离检测提

供了一种参考方法。
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