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摘 要：该文利用N，N’-二甲基-1，3-丙二胺与KH560的亲核开环反应，制备了具有双 3-（三甲氧基甲硅烷

基）的双叔胺硅烷化试剂，并将其修饰到硅胶表面；随后将键合有硅烷化试剂的硅球进一步与 1，3-丙磺酸内

酯反应得到双齿键合硅胶色谱固定相（Sil-SAI）。红外光谱与元素分析表征结果显示，Sil-SAI硅胶固定相表

面修饰有叔胺和磺酸甜菜碱两性离子双官能团。考察了 Sil-SAI色谱柱的分离机制、流动相中缓冲盐和 pH值

对色谱保留性能的影响以及固定相的水解稳定性，结果表明：Sil-SAI 具有典型的亲水相互作用液相色谱

（HILIC）分离机理，由于探针分子与 Sil-SAI固定相之间具有亲水作用、偶极-偶极作用、氢键作用和静电作

用等多重相互作用，因此 Sil-SAI固定相表现为分配机制和吸附机制的混合分离机理；随着流动相中缓冲盐

浓度和 pH值的变化，探针分子中的中性、酸性和碱性物质表现出不同的色谱保留性能；由于具有双齿结构，

Sil-SAI固定相具有更好的水解稳定性。将 Sil-SAI固定相用于分离 6种糖类和 7种糖醇类化合物，均表现出较

好的分离性能和分离重现性。
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Abstract：In this study，a tertiary amine silane coupling agent bearing bis［3-（trimethoxysilyl）pro⁃
pyl］ groups was first synthesized via the nucleophilic ring-opening reaction of N，N'-dimethyl-1，3-
propanediamine with KH560（γ -glycidoxypropyltrimethoxysilane），which was then grafted onto the 
surface of silica gel.  Subsequently， the silane coupling agent-bonded silica microspheres were fur⁃
ther reacted with 1，3-propanesultone to afford a bidentate-bonded silica chromatographic stationary 
phase（denoted as Sil-SAI）.  Fourier transform infrared spectroscopy（FT-IR） and elemental analysis
（EA） confirmed that the Sil-SAI stationary phase was successfully modified with sulfobetaine zwitter⁃
ionic and tertiary amine bifunctional groups. Furthermore， the separation mechanism of the Sil-SAI 
column，the effects of buffer salt concentration and pH value of the mobile phase on chromatographic 
retention behavior，as well as the hydrolytic stability of the stationary phase were systematically in⁃
vestigated.  The results indicated that：Sil-SAI exhibits a typical hydrophilic interaction liquid chro⁃
matography（HILIC） separation mechanism.  Owing to the multiple interactions（including hydrophilic 
interaction， electrostatic interaction， hydrogen bonding， and dipole-dipole interactions） between 
probe molecules and the Sil-SAI stationary phase，this stationary phase presents a mixed separation 

doi：10. 12452/j. fxcsxb. 26021301

收稿日期：2026－02－13；修回日期：2026－03－17
基金项目：青岛新能源山东省实验室“分析技术开发”计划（QIBEBT ATD 202403）

∗ 通讯作者：靳 钊，博士，副教授，研究方向：微球分离材料，E-mail：jinzhao@qust. edu. cn
网络首发日期：2026-03-27



第 5 期 孔令毅等：双齿键合叔胺/磺酸甜菜碱共修饰亲水硅胶色谱固定相的制备与应用

mechanism involving both partition and adsorption processes；With variations in the concentration 
and pH of the buffer salt in the mobile phase， the neutral，acidic，and basic probe molecules dis⁃
play distinct chromatographic retention behaviors；Benefiting from its bidentate bonding structure，
the Sil-SAI stationary phase possesses superior hydrolytic stability. The application of Sil-SAI station⁃
ary phase for the separation of six sugars and seven sugar alcohols demonstrated excellent separation 
efficiency and satisfactory separation reproducibility for all analytes.
Key words： bidentate-bonded； sulfobetaine functional group； HILIC chromatographic column；
sugar compounds；sugar alcohols
随着现代化学、生物、医药等领域的迅猛发展，极性小分子化合物的分离需求变得迫切［1］。由于

此类化合物极性较强，依靠疏水作用的传统反相色谱无法达到令人满意的分离效果，而正相色谱流动

相的低极性使得此类化合物溶解性不佳，不能进行有效分离［2］。1990年，Alpert提出了“亲水相互作用

液相色谱（HILIC）”［3］，其兼顾正相和反相色谱的优点，以硅胶或一定交联度的聚合物为基质，表面键

合极性基团，使用乙腈和水作为流动相，可对强极性化合物进行有效分离［4］。近些年，因 HILIC在极

性小分子、碳水化合物、聚糖和多肽等物质分离上的显著优势，其相应的色谱固定相材料也得到了极

大发展［5］。目前被广泛报道和使用的HILIC色谱固定相有二醇基［6］、氨基、酰胺基、糖类、聚合物改性

以及两性离子基团等修饰的硅球［7-8］。其中，两性离子基团因具有较强的亲水性和更多元化的分离作用

力［9］，已经成为固定相合成的研究热点。

两性离子固定相为阴离子基团和阳离子基团构成的内盐结构，其带电基团呈现反向对称分布，空

间取向接近垂直［10］。常用的两性离子基团有磺酸甜菜碱、磷酸胆碱、羧酸甜菜碱等［4］，其中磺酸甜菜

碱色谱柱作为商品化较广的两性离子固定相（如商品化ZIC-HILIC），同时存在强酸性（磺酸）和碱性（季

铵）基团［11］，因此具有非常强的亲水能力和离子作用力，这使得其在极性化合物和蛋白质的分离中具有

明显优势［12］。两性离子类色谱固定相一般基于两种基质材料，一种为聚合物基质，一种为硅胶基质。

Rasheed等［13］通过控制两性离子单体在聚苯乙烯-二乙烯基苯微球（PS-DVB）表面的键合量，详细研究

了磺酸甜菜碱功能基团数量对色谱固定相分离性能的影响。结果表明，随着流动相条件的改变，磺酸

甜菜碱固定相可以表现出离子交换、亲水作用以及疏水作用 3种不同的保留模式，不同固定相的两性

离子功能单体聚合量（即磺酸甜菜碱电荷量的变化）也显著影响对亲水化合物的分离结果，即使聚合量

差异很小，色谱柱性能也能表现出明显差异。2021年 Liu等［14］利用丙烯酰胺型磺酸甜菜碱单体与甲基

丙烯酸缩水甘油酯-二乙烯基苯微球（GMA-DVB）表面的双键进行共聚，制备得到一种新型磺酸甜菜碱

基两性离子固定相（GDS），并对其性能进行详细评价。实验结果表明，GDS的 pH值使用范围达 2. 0~
12. 0，且在高水相条件下基本没有柱流失，对于糖类化合物和药用反离子均具有良好的分离能力。Yu
等［15］则利用可逆加成裂解转移（RAFT）聚合法制备了硅胶基质的两性离子磺酸甜菜碱功能化聚丙烯酰胺

固定相（TENS），并证明TENS具有良好的亲水性和化学稳定性。为了进一步研究TENS材料的适用性，

将其用于低聚果糖、三糖异构体和人参皂苷的分离与糖肽的富集，结果表明这几类物质在 TENS材料

上均能得到良好的分离，此外TENS材料对糖肽的富集也表现出良好的选择性。2024年Hu等［16］利用点

击化学将吡啶鎓-磺酸盐两性离子基团结合到二氧化硅表面，得到硅胶基质的吡啶磺酸甜菜碱型两性

离子固定相 Sil-PyZIC。相比传统磺酸甜菜碱固定相，Sil-PyZIC 在分离亲水化合物时拥有更多元的选

择性。

硅胶微球具有良好的机械强度和传质效率，因此键合有功能基团的硅球为目前最为常用的液相色

谱固定相，但硅胶基质固定相的主要局限在于：酸性条件下键合的硅氧烷层易水解，导致固定相流失；

碱性条件下硅胶基质本身易溶解［17］。在HILIC模式下，由于水层的存在使得硅基固定相比在反相模式

（RPLC）下更容易发生硅氧键的水解和硅胶的溶解，HILIC色谱柱的使用寿命较短［18-19］，因此对硅基的

屏蔽保护也是目前色谱固定相研究的热点。硅胶基质的保护方法主要有聚合物键合、水平聚合、空间

大基团保护、双齿键合和杂化无机-有机固定相的合成等［20］。1998年，Kirkland等［17］首次提出了双齿键

合方式，相较于常规单齿键合方式，双齿键合方式是通过双 3-（三甲氧基甲硅烷基）与硅胶表面发生反

应，将功能化基团键合到硅胶表面，在增加键合牢固度的同时可以有效屏蔽硅羟基，表现出优异pH值

941



第 45 卷分析测试学报（http://www.fxcsxb.com）

适用性与水解稳定性。Wang等［21］利用苯甲酸对果聚糖进行改性，然后将其与键合有 3-（三乙氧基甲硅

烷基）丙基异氰酸酯的硅胶进行反应，得到具有双齿结构的固定相Benzoic CF6 core-shell，用于分离极

性药物、水杨酸类似物、β-受体阻断药物以及核酸及其碱基，均取得良好的分离效果。Gasparrini等［22］

利用 1，2-乙二胺与（3-异氰酸丙基）三乙氧基硅烷反应制备了一种具有双齿结构的脲键固定相 USP-
HILIC，再进一步对其进行改性处理制得含有游离氨基的双齿极性亲水固定相USP-HILI-C-NH2。本课

题组成功合成了一种双齿键合酰胺基团嵌入式亲水C18固定相［23］，其在酸性条件和碱性条件下的水解稳

定性测试结果表明，该固定相相比常规单齿键合C18拥有更长的使用寿命，将其用于儿茶素类、维生素

C及其衍生物和抗结核药物的分离，由于极性酰胺基团的引入，分离效果均优于传统C18固定相。

本文通过合成双 3-（三甲氧基甲硅烷基）-双叔胺型硅烷化试剂并将其键合到硅球表面，通过进一步

与 1，3-丙磺酸内酯反应引入两性离子基团，构建具有双齿结构的磺酸甜菜碱基团和叔胺基团共修饰的

硅胶色谱固定相。采用红外光谱、核磁共振波谱与元素分析技术，对合成的硅烷化试剂和固定相进行

表征，对固定相的色谱性能、分离机制和水解稳定性进行了详细考察评价，并将固定相应用于 6种糖

类化合物和7种糖醇类化合物的分离，评价了其实际应用效果。

1 实验部分 
1. 1　试剂与仪器　

球形多孔二氧化硅（平均粒径 5 µm，平均孔径 100 Å，比表面积 336 m2/g，比孔容 0. 82 mL/g），日

本 FUJI 公司；浓盐酸、甲苯、甲醇、三乙胺、丙酮，均为分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

1，3-丙磺酸内酯、N，N’-二甲基-1，3-丙二胺，分析纯，上海麦克林生化有限公司；KH560，上海

源叶生物科技有限公司。所用甲苯、甲醇和丙酮均经 4A级分子筛除水处理，实验用水为Milli-Q超纯

水（18. 2 MΩ·cm）。

Vario ELⅢ型元素分析仪，德国 Elementar公司；Nicolet 6700 FTIR Spectormeter型傅里叶变换红外

光谱分析仪，美国 Thermo公司；Nexera LC-40型高效液相色谱仪（HPLC），配置 SPD-M40二极管阵列

检测器，日本岛津公司；Vabquish Core UHPLC超快速液相色谱仪，配备VF-D20-A电雾式检测器，美

国 Thermo公司；P10SNXP1型超高压装柱系统，美国 LabAlliance 公司；AVANCE Ⅲ600型核磁共振谱

仪（NMR），德国Bruker公司。

1. 2　色谱固定相的制备　
（1）硅烷化试剂的合成：在 50 mL烧瓶中依次加入甲苯（25. 0 mL）、KH560（6 mL），搅拌均匀后加

入N，N’-二甲基-1，3-丙二胺（1. 75 mL），75 ℃反应 24 h，得到双 3-（三甲氧基甲硅烷基）-双叔胺型硅

烷化试剂（SA）的混合溶液。

（2）双齿键合叔胺/磺酸甜菜碱共修饰硅胶色谱固定相的合成：取 20. 0 g 硅胶，加入 20. 0%盐酸

（100 mL），室温搅拌10 h后，用蒸馏水反复清洗直至上清液pH值为中性，80 ℃真空干燥12 h，得到活

化硅胶（Bare silica）；取活化硅胶（5. 0 g），在干燥甲苯（25. 0 mL）中充分搅拌分散，将上一步含有 SA硅

烷偶联剂的混合溶液全部加入，干燥氮气环境下 105 ℃回流反应 24 h，然后用甲苯和甲醇洗涤，80 ℃
真空干燥得到双齿键合硅胶（Sil-SA）；取 5. 0 g制备的 Sil-SA键合硅胶，加入 30 mL丙酮搅拌至均匀，

然后逐滴加入 1，3-丙磺酸内酯（3. 02 g）和丙酮（10 mL）的混合溶液，50 min 内滴加完毕，55 ℃反应

20 h，用丙酮和甲醇进行洗涤，80 ℃真空干燥得到双齿键合叔胺/磺酸甜菜碱共修饰硅胶色谱固定相

（Sil-SAI）。

1. 3　色谱柱性能测试　
将完全干燥的Sil-SAI固定相均匀分散在甲醇中，以甲醇为顶替液，于50 MPa条件下填充至250 mm×

4. 6 mm不锈钢色谱柱中。

分离性能评价：流动相为乙腈-0. 1% H3PO4水溶液（90∶10，体积比），流速为 1. 5 mL/min，柱温为

45 ℃，示差检测器温度为40 ℃，进样量为20 µL。
HILIC机制评价：采用不同比例的乙腈和 50 mmol/L甲酸铵溶液为流动相，流速为 1. 0 mL/min，柱

温为30 ℃，检测波长为254 nm，进样量5 µL。
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水解稳定性测试：新色谱柱首先用 40倍柱体积的乙腈进行活化。选用尿嘧啶作为低 pH值条件下

水解稳定性测试的探针分子，测试条件：流动相为乙腈-1% TFA水溶液（75∶25，体积比，pH=1. 45），

流速为 1. 0 mL/min，柱温为 40 ℃，检测波长为 254 nm，进样量为 10 µL；选用胞嘧啶作为高 pH值条件

下水解稳定性测试的探针分子，测试条件：流动相为乙腈-50 mmol/L三乙胺水溶液（75∶25，体积比，

pH=10. 75），流速为1. 0 mL/min，柱温为40 ℃，检测波长为254 nm，进样量为10 µL。
1. 4　应用研究的液相色谱条件　

6 种糖类化合物分离条件：流动相为乙腈-水（83. 5∶16. 5，体积比），柱温为 35 ℃，流速为 1. 0 
mL/min，进样量10 µL，检测器为电雾式检测器（CAD），蒸发管温度为35 ℃。

7种糖醇类物质分离条件：乙腈为流动相A，水为流动相B，梯度洗脱条件为：0~36 min，90% A，

36~46 min，90%~80% A，46~66 min，80% A，66~71 min，80%~90% A，71~80 min，90% A；流速为

1. 0 mL/min，进样量10 µL，柱温35 ℃，检测器为电雾式检测器（CAD），蒸发管温度为35 ℃。

2 结果与讨论 
2. 1　固定相的表征　

按照图1所示路线合成双齿键合叔胺/磺酸甜菜碱共修饰硅胶色谱固定相（Sil-SAI）。

2. 1. 1　双 3-（三甲氧基甲硅烷基）-双叔胺型硅烷化试剂

的表征　采用核磁共振氢谱对合成的双 3-（三甲氧基甲

硅烷基）-双叔胺型硅烷化试剂（SA）进行表征，结果见图

2。δ3. 56、3. 53对应 SA中硅氧甲基上C的氢核，δ3. 62、
3. 38对应 5和 5’号位上亚甲基的氢核，δ3. 75对应 6和 6'
号位与羟基相连亚甲基的氢核，δ3. 35对应 4和 4’号位亚

甲基的氢核，δ2. 37对应8和8’号位亚甲基的氢核，δ2. 25
为 9和 9'号位和叔胺相连末端甲基上的氢核，δ2. 43对应

10 和 10’号位上亚甲基的氢核，δ1. 59 对应 11 号位亚甲

基氢核，δ0. 66对应 2和 2’号位亚甲基的氢核，δ1. 69对

应 3和 3’号位亚甲基的氢核。氮原子的存在使得部分峰

出现裂分，并且产物具有强亲水性，极易发生分子间交

联固化使产物不纯净，导致 7号位羟基的特征峰受到影

响无法清晰观测。以上数据证明合成的产物为双3-（三甲氧基甲硅烷基）-双叔胺型硅烷化试剂。

2. 1. 2　固定相的红外表征　采用傅里叶红外光谱对裸硅球、Sil-SA 和 Sil-SAI 进行表征。在图 3 中，

图1　Sil-SAI的合成路线
Fig. 1　The synthesis route of Sil-SAI

图2　SA的核磁氢谱图
Fig. 2　1H NMR spectrum of SA
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1 643、3 446 cm-1处的吸收峰为硅球表面残留硅羟基的弯

曲振动和伸缩振动峰，1 087 cm-1处为硅球上 Si—O 的弯

曲振动峰。与裸硅球相比，Sil-SA红外谱图的 1 485 cm-1

处出现了 N—CH3的弯曲振动峰，在 2 952、2 882 cm-1处

出现了—CH 的不对称和对称伸缩振动峰，表明双 3-（三

甲氧基甲硅烷基）-双叔胺型结构已经键合在硅球表面；

与 Sil-SA相比，Sil-SAI在 731 cm-1处出现 S—O的伸缩振

动峰，表明磺酸内酯已经和叔胺反应生成了磺酸甜菜碱。

2. 1. 3　固定相的表面形貌表征　为了观察硅胶固定相在

键合前后的表面形貌变化，采用 SEM 对 SiO2、Sil-SAI的
表面形貌进行表征，结果如图 4 所示。相比于未改性的

SiO2（图 4A），改性后的硅球大小和形态均未发生改变，

硅球周围和表面也无明显的聚合物和硅球碎片出现（图

4B），固定相仍然保持良好的球形结构和单分散形态，确

保了键合后的硅胶固定相满足色谱测试基准。

2. 1. 4　固定相的元素分析表征　采用元素分析仪分别对裸硅球、Sil-SA、Sil-SAI固定相进行表征（平

行合成3次，取平均值）。固定相表面元素键合量公式和表面键合密度公式分别为式（1）、式（2）：

Total bonded amount of individual element = ω1 - ω0

M × 104 （1）
Bonding density = ω1 - ω0

M × n × S
× 104 （2）

其中ω1和ω0分别为键合在固定相与裸硅球中的质量分数，M为相对原子质量，n为键合固定相结构中

的原子个数，S为硅胶比表面积。

相对于 Sil-SA，Sil-SAI的结构仅通过叔胺基团与 1，3-丙磺酸内酯的亲核反应引入磺酸基团（S元

素），因此可以通过计算对比Sil-SA的N元素键合量和Sil-SAI的S元素键合量来对最终得到的固定相结

构进行确定，同时用 S元素计算 Sil-SAI固定相表面的键合密度，计算结果见表 1。与裸硅胶相比，Sil-
SA固定相的C元素、N元素和H元素均明显增加，表明双 3-（三甲氧基甲硅烷基）-双叔胺型基团已经键

合在硅胶表面。Sil-SAI的硫元素含量相比于 Sil-SA明显增加，表明固定相表面存在磺酸基团；Sil-SA
中的 N元素和 Sil-SAI中 S元素的摩尔比接近于 2∶1，推测 Sil-SA中只有一个叔胺基团与 1，3-丙磺酸

内酯反应生成了磺酸甜菜碱，因此 Sil-SAI中一个双齿结构上含有一个叔胺基团和一个磺酸甜菜碱基

团。形成该不对称结构可能原因为：（1）两个叔胺基团中间的烷基链产生的空间位阻不足以支持两个叔

胺基团同时与 1，3-丙磺酸内酯反应，先反应生成的磺酸甜菜碱基团的空间位阻也阻挡了 1，3-丙磺酸

内酯向未反应的叔胺的靠近；（2）丙酮的低介电常数导致其无法屏蔽已生成的磺酸甜菜碱的偶极作用，

使得相邻未反应的叔胺基团周围电子云密度升高，产生的强静电排斥作用阻碍了第二个1，3-丙磺酸内

酯与叔胺的反应。

图4　裸硅球（A）和Sil-SAI（B）的SEM图像
Fig. 4　SEM of bare silicon spheres（A） and Sil-SAI（B）

图3　裸硅球、Sil-SA和Sil-SAI的红外谱图
Fig. 3　Infrared spectra of bare silica，Sil-SA and 

Sil-SAI
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2. 2　固定相分离性能评价　
参考默克公司Sequant ZIC-HILIC柱（不锈钢柱管，内有PEEK内衬，规格250 mm×4. 6 mm，填料粒

径 3 µm）分离山梨醇和甘露醇的应用案例［24］，在相同条件下使用本文制备的 Sil-SAI固定相装填成色谱

柱，利用色谱柱对这两种糖醇的分离性能进行评价，如图 5所示。默克 Sequant ZIC-HILIC柱和 Sil-SAI
柱对两种糖醇类化合物均可实现基线分离，分离度R分别为 4. 82和 4. 63。由于商品化ZIC-HILIC柱填

料粒径为 3 µm，而本文制备的 Sil-SAI色谱柱填料粒径为 5 µm，因此 ZIC-HILIC柱具有更高的分离度

和柱效。除此之外，两款色谱柱对糖醇的出峰顺序和分离效果非常相似。

2. 3　固定相HILIC机制考察　
常规 HILIC 固定相利用亲水性能之间的差异进行化

合物分离，而带有两性离子基团的 HILIC 型固定相在分

离带电荷的化合物时，还可与固定相之间发生静电相互

作用［4］。以尿嘧啶（中性）、尿苷（中性）、胞嘧啶（碱性）、

胞苷（碱性）和乳清酸（酸性）5 种物质为分子探针，通过

改变流动相中乙腈含量、缓冲盐浓度和缓冲液 pH值，考

察探针分子在Sil-SAI-6固定相上的保留行为。

2. 3. 1　乙腈含量的影响　在HILIC模式中，流动相中乙

腈和水的比例可显著影响分析物的保留行为，保留时间

随乙腈含量上升而增加是亲水固定相的首要特征［3］。如

图 6所示，随着乙腈含量的增加，5种分析物的保留因子

均逐渐增加，说明Sil-SAI固定相具有HILIC分离机制。

亲水固定相的分离主要由分配机理和吸附机理共同

影响。分配机理指分析物在固定相表面的富水层和流动

相（高比例乙腈）之间的液-液分配，吸附机理指被分析物与固定相表面极性基团之间发生的氢键作用、

偶极-偶极作用和静电作用等［25］。为了进一步探究 Sil-SAI固定相的分离机制，使用分配机理模型和吸

附机理模型对 5种探针分子的保留因子和流动相中水相比例之间的关系进行拟合，其中分配机理模型

和吸附机理模型的模型公式分别为式（3）［26］、式（4）［16］：

logk = A+Bφ （3）

图5　两种色谱柱的分离性能对比
Fig. 5　Comparison of separation performance of two chromatographic columns

A. commercial column；B. Sil-SAI column；1. sorbitol；2. mannitol

表1　裸硅球和Sil-SAI的元素分析结果（n=3）
Table 1　Results of elemental analysis of bare silica and Sil-SAI（n=3）

Sample
Bare silica

Sil-SA
Sil-SAI

Average elemental content/%（w，n=3）
C

0. 866
13. 208
15. 178

N
0

1. 832
1. 682

H
0. 733
2. 577
3. 200

S
0

2. 332

Bonding amount/（µmol·g-1）

1 308. 8（N）

728. 9（S）

Bonding density/（µmol·m-2）

1. 960（S）

图6　流动相中乙腈含量对探针分子保留因子的
影响

Fig. 6　Effect of acetonitrile content in the mobile 
phase on the molecular retention factor of probes
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logk=A1-B1log φ （4）
公式中 k为保留因子，φ为流动相中水相的体积分数，其余均为常数。从表 2的拟合结果可知，基于吸

附模型的拟合度 r2大于分配模型，表明Sil-SAI固定相的吸附机理大于分配机理。

具有多官能团的固定相的分离作用力具有多样性，通常既有吸附机理也有分配机理。尝试用双重

机理模型对固定相的分离机制进行模拟，模型公式见式（5）［16，27］。

lnk=A2+B2lnφ+Cφ （5）
其中 k为保留因子，φ为流动相中水相体积分数，A2与溶质的分子体积以及溶质与固定相和流动相之间

的相互作用能有关，B2为与溶质和固定相之间的相互作用相关的系数，C为与溶质与溶剂之间相互作

用相关的系数。拟合结果见表3。

从表 3可以得到，3种模型公式中的双重机理模型回归系数为 0. 992 2~0. 999 9，高于分配机理模

型和吸附机理模型，表明 Sil-SAI固定相具有亲水作用、静电作用和氢键作用等多重作用力，表现为双

重分离机制。

2. 3. 2　缓冲盐浓度对探针分子保留行为的影响　亲水固定相在进行分离时，固定相表面会存在一层

富水层，常使用高比例有机相作为流动相，当流动相中存在缓冲盐时，缓冲盐会向固定相表面的富水

层中扩散转移，增加富水层的体积，从而增大分析物在富水层中的分配系数［28］，因此在HILIC模式下

分析物的保留时间会随着缓冲盐浓度的增加而增加。

在流动相为乙腈-水（85∶15，体积比）、甲酸铵缓冲液 pH值为 6. 3的条件下，探究了甲酸铵缓冲

盐浓度对上述 5种探针分子在 Sil-SAI固定相上保留性能的影响。pH 6. 3时，4种碱基核苷类呈现中性

状态，随着缓冲盐浓度的增大，其保留因子逐渐增加，符合HILIC分离机制（如图 7A所示）；乳清酸呈

现带负电状态，保留因子随着缓冲盐浓度的上升而下降，表明带负电荷的探针分子在 Sil-SAI固定相上

的保留行为由离子间的静电作用主导。

2. 3. 3　流动相pH值对探针分子保留行为的影响　流动相的pH值与分析物pKa之间的高低会改变分析

物的带电情况，进而影响分析物与固定相的相互作用［28］。为了考察流动相 pH值对上述 5种分子探针保

留性能的影响，保持乙腈含量为 85%，甲酸铵缓冲盐浓度为 50 mmol/L，当流动相 pH值由 1. 89增加至

10. 11时（图 8）：（1）碱性化合物胞嘧啶和胞苷的保留因子逐渐升高，胞嘧啶和胞苷在流动相 pH＜4. 00
时带正电，而固定相表面叔胺基团也质子化带正电，分析物与固定相表面具有较强的静电互斥作用，

因此保留因子较小，随着流动相 pH值上升，碱性化合物的带电情况减弱，当流动相 pH＞5. 00时，胞

嘧啶和胞苷变为中性状态，与固定相之间的离子互斥作用逐渐减弱，保留因子逐渐增加，pH＞8. 00
时，固定相表面叔胺基团也趋于中性状态，因此胞嘧啶和胞苷的保留因子趋于平衡；（2）中性化合物与

固定相之间无静电作用力，因此保留因子无明显变化；（3）酸性化合物乳清酸的保留因子一直呈下降趋

表2　基于分配与吸附模型的拟合结果
Table 2　Fitting results based on partition and adsorption models

Analyte
Uracil

Uridine
Cytosine
Cytidine

Orotic acid

Partition model
Fitting formula

logk=0. 381-0. 023φ
logk=0. 730-0. 034φ
logk=1. 027-0. 038φ
logk=1. 152-0. 048φ
logk=1. 587-0. 027φ

r2

0. 971 1
0. 953 0
0. 959 8
0. 942 3
0. 875 9

Adsorption model
Fitting formula

logk=1. 029-0. 856logφ
logk=1. 735-1. 318logφ
logk=2. 159-1. 487logφ
logk=2. 682-1. 871logφ
logk=2. 416-1. 075logφ

r2

0. 999 7
0. 993 0
0. 995 4
0. 988 0
0. 947 1

表3　基于双重机理模型的拟合结果
Table 3　Fitting results based on the multiple interaction model

Analyte
Uracil

Uridine
Cytosine
Cytidine

Orotic acid

Multiple interaction model
Fitting formula

lnk=2. 411-0. 879lnφ+0. 002φ
lnk=5. 405-2. 135lnφ+0. 050φ
lnk=5. 983-2. 060lnφ+0. 034φ
lnk=8. 369-3. 141lnφ+0. 078φ
lnk=8. 553-2. 808lnφ+0. 107φ

r2

0. 999 7
0. 999 9
0. 999 4
0. 999 9
0. 992 2
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势，乳清酸在流动相 pH 值变化范围（1. 45~10. 11）内一直为带负电荷状态，当流动相 pH 值升至 8. 00
时，固定相表面叔胺基团的质子化程度逐渐减弱趋于中性，导致酸性化合物与固定相之间的静电吸附

作用力减弱，因此保留因子逐渐减小，而当 pH>8. 00时，流动相中OH-的浓度逐渐增加，竞争乳清酸

中的 COO-与固定相表面磺酸甜菜碱基团中带正电的季胺基团间的静电吸附作用，导致保留因子继续

减弱。

因此，流动相 pH值可以影响 Sil-SAI固定相表面叔胺基团的带电情况，也可以影响碱性或酸性物

质的带电情况，通过影响固定相与碱性或酸性探针分子静电作用力的大小，使探针分子保留因子发生

变化；而对于中性物质，由于其本身不带电，因此保留因子受流动相pH值影响较小。该结果进一步证

明，Sil-SAI固定相具有静电作用力。

2. 3. 4　固定相水解稳定性测试　相比反相固定相，亲水固定相表面存在富水层，在极端 pH值流动相

条件下对硅胶基质色谱柱的寿命损害更大［18］。2023年，Waters公司的研究人员［29］对市售硅胶基质氨基

柱、二醇柱、酰胺柱、两性离子柱和BEH（亚乙基桥杂化）两性离子柱进行了高pH值条件下的水解稳定

性研究，结果发现即使采用BEH硅胶为基质的两性离子柱，在冲洗7 h后柱效下降仍超过70%，而商品

C18柱在类似的测试条件下仅下降了50%左右［30］。

以尿嘧啶和胞嘧啶分别作为低 pH值和高 pH值条件下水解稳定性测试的探针分子，对具有双齿键

合结构的 Sil-SAI固定相进行水解稳定性测试。低 pH值条件下，分别记录 20 d内 Sil-SAI色谱柱对尿嘧

啶的分离柱效，以初次柱效为基准，计算此后每次尿嘧啶分离柱效与第一次分离尿嘧啶柱效的百分比，

以该数值为纵坐标，时间为横坐标作图（图 9A）。高 pH值条件下，以同样的方法记录 370 h内 Sil-SAI

图7　流动相中甲酸铵浓度对5种探针分子保留的影响
Fig. 7　Effect of ammonium formate concentration in mobile phase on the retention of five probes

A. base-nucleoside class probe molecules；B. acidic probe molecules

图8　流动相pH值对5种探针分子保留行为的影响
Fig. 8　Effect of mobile phase pH on the retention of five probes

A. base-nucleoside class probe molecules；B. acidic probe molecules
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色谱柱分离胞嘧啶的柱效，得到图 9B。结果表明：低 pH值测试条件下，使用 Sil-SAI色谱柱连续冲洗

20 d，尿嘧啶的柱效无明显下降，主要原因为 Sil-SAI固定相的功能基团被两个三甲氧基硅烷键同时键

合到硅胶表面，提供了比普通单三甲氧基硅烷键更高的键合稳定性［17］，使其在低pH值环境下拥有更高

的使用寿命，未来可以借助固体核磁共振技术对双齿键合结构进行进一步确认；高 pH值条件下，OH-

对硅胶基质具有溶解作用，导致其机械强度下降，多孔结构出现坍塌，柱效大幅度降低；而 Sil-SAI色
谱柱在连续冲洗363 h后，探针分子胞嘧啶的柱效才开始明显下降，主要原因为两性离子基团最外层的

磺酸根作为强阴离子基团，对流动相中的OH-有静电排斥作用，同时双齿键合结构的引入使得硅胶表

面形成了交联保护层，使得OH-无法与硅胶进行直接作用，对硅胶基质进行了有效保护。

2. 4　应用研究　

2. 4. 1　糖类化合物的分离　糖类化合物作为人类最主要的能量来源，是一种典型的强亲水类化合

物［31］，分离难度大。利用 Sil-SAI色谱柱对 6种单糖和二糖（木糖、果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、海

藻糖）进行分离。结果如图 10A所示，Sil-SAI色谱柱可对 3种单糖和 3种二糖进行分离，其中木糖和果

糖的分离度为 1. 44，二糖的保留时间大于单糖。在上述分离条件下，连续进样 5次考察 Sil-SAI色谱柱

对6种糖类化合物的分离重现性（图10B），保留时间的相对标准偏差（RSD）为0. 090%~0. 31%（n=5）。

2. 4. 2　糖醇类化合物的分离　糖醇类化合物因低热量、低升糖、防龋齿、保湿性强等优点，在食品、

医药、化工等领域被广泛应用［32］。糖醇作为糖类化合物的衍生物，因其多羟基和结构相似性，分离存

在一定困难［33］。采用 Sil-SAI色谱柱对赤藓糖醇、木糖醇、阿拉伯糖醇、山梨糖醇、甘露糖醇、麦芽糖

醇和乳糖醇进行分离。结果如图11A所示，Sil-SAI色谱柱对7种糖醇的分离度均大于1. 2。在上述分离

图9　Sil-SAI 色谱柱的水解稳定性测试
Fig. 9　Hydrolytic stability test of Sil-SAI column

A. low pH test result（pH=1. 45）；B. high pH test result（pH=10. 75）

图10　Sil-SAI色谱柱对6种糖类化合物的分离（A）和分离重现性考察（B）
Fig. 10　Separation of six saccharides on Sil-SAI column（A） and separation reproducibility test（B）

1. xylose；2. fructose；3. glucose；4. sucrose；5. maltose；6. alginose
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条件下，连续进样 5 次考察 Sil-SAI 色谱柱对 7 种糖醇类化合物的分离重现性（图 11B），保留时间的

RSD为0. 080%~0. 44%（n=5）。

3 结 论 
本文以硅胶为基质制备的 Sil-SAI固定相同时具有叔胺基团和磺酸甜菜碱基团，因此相关探针分子

在 Sil-SAI固定相上的保留受到亲水作用、氢键作用和静电作用等多重作用力的共同影响，表现为分配

和吸附共同存在的双重分离机制。通过考察流动相中缓冲盐浓度和pH值对中性、碱性和酸性化合物保

留因子的影响，发现Sil-SAI固定相呈现出典型的HILIC分离模式；由于Sil-SAI固定相与带电物质间存

在静电相互作用，因此随着流动相中缓冲盐浓度和pH值的变化，中性、酸性和碱性探针分子表现出不

同的色谱保留性能。Sil-SAI固定相表面的功能性基团通过双齿键合方式键合到硅球表面，这增加了键

合的空间位阻和交联度，从而可更有效地屏蔽硅羟基并保护硅氧键，使得 Sil-SAI固定相在高/低 pH值

条件下均具有良好的水解稳定性，具有更长的使用寿命。将 Sil-SAI固定相应用于糖和糖醇类强亲水物

质的分离，达到了良好的分离效果和分离重现性。
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