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摘 要：为解决高效液相色谱（HPLC）固定相非均相合成中产物多变和重现性差等问题，该文采用均相合成

新方法，制备了既含有二十二碳烷基（C22）、又嵌入脲（U）和/或酰胺（A）强极性基团的两种新型两亲性色谱固

定相C22-A和C22-A/U。通过元素分析、核磁等手段，证实制备的两种新型固定相含有碳、氮元素，且碳氮

元素比例符合理论值，表明酰胺和脲基极性基团成功键合到硅胶上。通过对多种样品进行色谱分离分析，对

两种新型固定相的载体残余硅羟基屏蔽作用、疏水选择性、形状选择性和亲水性等多种性质进行了考察，证

实两种新型固定相不但具备作为反相液相色谱（RPLC）的性能，同时也具备亲水相互作用色谱（HILIC）的性

能。相较于C18固定相，C22-A和C22-A/U具有更好的形状选择性，双重嵌入的极性基团极大地降低了固定

相硅羟基活性。将C22-A和C22-A/U两种固定相应用于几种碱性化合物、雌醇（酮）类化合物的分离，C22固

定相在一定程度上解决了传统C18固定相上碱性化合物分离拖尾严重或保留不足的问题，成功实现了对雌醇

（酮）类化合物的分离。
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Abstract： In order to solve the variable and irreproducible issues of heterogeneously synthesized 
chromatographic stationary phases， a new method of homogeneous synthesis was established and 
used to prepare two newly designed amphiphilic stationary phases， C22-A and C22-A/U， where 
C22 denotes a long docosyl terminal while U and A denote the strong polar insertions of urea and am⁃
ide groups at the initial end，respectively.  By the means of elemental analysis and nuclear magnetic 
spectrum，the two new stationary phases contain nitrogen elements，and the ratio of carbon and nitro⁃
gen elements accords with the theoretical value， indicating that the amide and urea-based polar 
groups are successfully bonded to silica gel.  Through the chromatographic separation and analysis of 
the standard sample and the real sample， the shielding effect on upported silicon hydroxyl，hydro⁃
phobic selectivity，shape selectivity and hydrophilicity of the two new stationary phases were investi⁃
gated.  It is confirmed that the two new stationary phases have amphiphilic properties as reversed-
phase liquid chromatography（RPLC） and hydrophilic interaction chromatography（HILIC）.  Com⁃
pared with C18 stationary phases，C22-A and C22-A/U own better shape selectivity，and the dou⁃
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ble embedded polar groups greatly reduce the silica hydroxyl activity of the stationary phase.  C22-A 
and C22-A/U were used for the separation of several alkaline compounds and estrone（ketone） com⁃
pounds.  The C22 stationary phase solved the problem of serious tailing or insufficient retention of al⁃
kaline compounds in the traditional C18 alkyl stationary phase，and successfully realized the separa⁃
tion of estrone（ketone） compounds.
Key words： chromatographic stationary phase； amphiphilicity； homogeneous synthesis； drug 
analysis；liquid chromatography
色谱固定相的性质决定了保留机理、分离效率以及适合的分离对象［1-2］。反相液相色谱（RPLC）是

目前最为常用的一类分离模式，有丁基（C4）、辛基（C8）、十二烷基（C12）、十八烷基（C18）等各种疏水

性固定相［3-4］可供选择。但RPLC不适用于对极性特别是强极性化合物的分离。在其烷基链上嵌入极性

基团，如脲（U）［5-7］、氨基甲酸酯［8-9］、酰胺（A）［10-14］、咪唑啉［15］、磷酸根［16］、季铵［17］等基团是改善其对

极性化合物分离性能的一种有效手段。嵌入基团还能改变或引入新的选择机制，比如酰胺基会引入氢

键等新作用机制，因而可以成为一种多模式或混合模式分离的新型高效液相色谱（HPLC）固定相［7］。

在嵌入型固定相的研究方面，Nogueira等［18］合成了嵌有硫醚基团的十一烷基氨基奎尼考定固定相；

Qiu等［19］制备了聚 1-（2-丙烯酰氧十二烷基）-3-甲基咪唑溴化铵固定相；Mallik等［20］制得了嵌有多重酰胺

的C18固定相等。上述研究将多个基团引入色谱固定相主要存在以下问题：如功能分子的键合过程常

在非均相反应状态下进行，易出现固定相密度波动等问题，给色谱行为考察和结果解读等造成一定的

困难；此外，非均相反应需要较繁复的基团保护与脱保护过程，对选择嵌入目标基团非常不利，当仲

胺和伯胺共存时，若不用叔丁氧酰基进行多次保护，很难选择嵌入到对称多胺化合物中［20-21］。

另一方面，在均相反应条件下，基团可实现选择性功能化，从而有效避免上述情况的出现。比如，

对于酰胺的合成，酯在特定催化剂作用下可以实现多胺的选择性酰化［22］。同时，N-酰基咪唑也可以高

选择性、高效地酰化伯胺，生成酰胺，省去了繁琐的保护和脱保护过程，且反应条件温和［23］。

本文利用均相反应合成两种新型两亲性色谱固定相。首先，在催化剂的作用下，选择性酰化合成

了N-［3-（三甲氧基硅）丙基-N′-二十二酰乙二胺（C22-A-硅烷）；然后，利用免保护酰胺化反应将酰胺

外的仲胺转化成脲基，制备了酰胺/脲双嵌入的N-［3-（三甲氧基硅）丙基-N-二甲胺甲酰基-N′-二十二酰

乙二胺（C22-A/U-硅烷）；最后，经硅烷化反应将上述两种硅烷键合到硅胶载体上，得到目标固定相

C22-A和C22-A/U。相较于非均相接枝法合成的硅胶固定相，这种均相合成目标硅烷并键合至硅胶载

体的方法免除了繁复的基团保护与脱保护过程，具有更高的转化率，可保证接枝体的均一性，非常有

助于固定相色谱行为的解读。实验结果表明，两种新型硅胶固定相既能用于反相液相色谱分离也能用

于亲水相互作用色谱分离，展现出非常好的两亲性能，具有一定的应用开发前景和理论研究价值。

1 实验部分 
1. 1　试剂与仪器　

全多孔球形硅胶（平均直径：5 μm，比表面积：350 m2/g，孔容：1. 0 mL/g）购于日本 AGC 公司；

C18改性色谱硅胶（粒径：5 μm）购于日本富士公司；色谱柱均采用 4. 6 mm×150 mm的不锈钢柱装填；

二十二酸、N，N′-羰基二咪唑（CDI）、六甲基二硅氮烷（HMDS）、N，N-二甲氨基甲酰氯、雌激素等购

于上海安耐吉化学有限公司；N-［3-（三甲氧基硅基）丙基］乙二胺（AEAPS）购于上海阿拉丁生化科技股

份有限公司；色谱级甲苯（Tol）、甲醇（MeOH）、乙腈（MeCN）均购于国药化学试剂有限公司；标准参照

物（SRM 870，SRM869b）购于美国国家标准技术研究所（NIST）。扫描电子显微镜（SEM）为 S-3000N（日

本 HITACHI 公司），固态 13C 核磁共振仪为 JNM-ECZ 600R（日本电子株式会社（JEOL）），元素分析由

ElementarVario EL III型元素分析仪（德国哈瑙）完成。

1. 2　固定相的制备　
1. 2. 1　C22-A硅胶键合固定相的制备　称取 50 mmol 二十二酸（乙酸乙酯重结晶 3 次）溶于 50 mL 甲

苯；共沸除水，待降温至 90 ℃后，少量多次地加入 50 mmol的CDI，反应 2 h；再加入N-［3-（三甲氧基

硅基）丙基］乙二胺，继续反应 8 h；降温至 70 ℃，减压蒸馏除去甲苯后，加入 75 mL乙腈，充分溶解后
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静置冷却结晶。产物C22-A-硅烷经离心收集，用乙腈洗涤2次，干燥后待用。

称取 10 g硅胶，在机械搅拌下悬浮于 50 mL甲苯中；加入 7 g干燥的C22-A-硅烷，回流反应 24 h；
趁热过滤，用热甲苯洗涤 3次，70 ℃烘干。随后悬浮于甲苯中，用六甲基二硅氮烷做封尾处理 20 h。
反应结束后过滤收集C22-A键合硅胶颗粒，用沸甲醇洗涤 3次，烘干后即可用于装柱。流程如图 1中

Route 1所示。

1. 2. 2　C22-A/U硅胶键合固定相制备　取 12 g 干燥 C22-A-硅烷溶于甲苯，加入等摩尔三乙胺；在

70 ℃下滴加等摩尔N，N-二甲氨基甲酰氯，反应 4 h。过滤除去三乙胺的盐酸盐，取滤液蒸出甲苯，再

用无水乙腈洗涤后与硅胶键合，135 ℃回流24 h，其余处理同上。制备流程如图1中Route 2所示。

1. 3　色谱柱制备　
色谱柱由匀浆液填充法制备。称取 2. 2 g C22-A或C22-U/A键合硅胶颗粒，悬浮于 40 mL三氯甲烷

中，超声匀浆。在 50 MPa液压下，以乙腈为顶替液，将匀浆压入不锈钢柱管（4. 6 mm×150 mm）中。装

填完成后，将色谱柱安装至液相色谱仪上，用纯甲醇冲洗30 min后备用。

1. 4　色谱分析　
所有色谱测试均在汉邦Newstyle高效液相色谱系统上进行。该装置配备NP 7000二元泵、NU 3000

紫外-可见检测器、柱温箱和Rheodyne 7725进样器。采用等度洗脱分离，参数设定为：流速1. 0 mL/min、
柱温 30 ℃、进样量 5 μL、紫外检测波长 254 nm。所有流动相和分析样品在使用前均经 0. 45 μm多孔膜

过滤，临用时再超声脱气。

RPLC：用 4∶1（体积比）的甲醇/20 mmol·L−1中性磷酸钾缓冲液分离 SRM870，用 9∶1（体积比）的

甲醇/水分离烷基苯、烷基联苯、三联苯异构体、三亚苯，用纯甲醇分离SRM869b。
HILIC：用体积比为 5∶95～95∶5的乙腈/20 mmol·L-1乙酸铵缓冲液分离甲苯与胞苷，用纯水分离

胞苷与尿苷，用 15∶85（体积比）的乙腈/0. 1%甲酸水溶液分离磺胺类药物，用 3∶2的甲醇/水分离三环

抗抑郁药，用3∶1的甲醇/水分离雌激素（在230 nm检测）。

2 结果与讨论 
2. 1　色谱固定相表征　
2. 1. 1　元素分析及色谱性能表征　表 1汇总了新制备的C22-A、C22-A/U与传统C18固定相的重要参

数。表 1显示，C22-A和 C22-A/U 键合硅胶固定相比商品 C18固定相多出了氮元素，且 C22-A/U 的相

对含氮量（1. 83%）约为C22-A（1. 38%）的1. 5倍，初步说明含氮基团（酰胺和脲基极性基团）的存在，碳、

氮元素同时出现且比例符合理论值，说明预先合成的功能化硅烷均已成功键合到硅胶上。C22-A/U和

图1　C22-A与C22-A/U键合硅胶固定相的制备路径
Fig. 1　Routes to prepare on-silica-bonded C22-A and C22-A/U stationary phases
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C22-A的区别在于前者的键合密度（2. 18 μmol·m-2）高于后者（1. 89 μmol·m-2），脲基对键合量的提升具

有促进作用。C22-A和C22-A/U的键合密度均小于C18（2. 67 μmol·m-2），原因可能是二者的二十二烷

基碳链更长，位阻更大。

2. 1. 2　固态 13C核磁共振波谱分析　为进一步证明硅烷配体的结构，采用固态 13C核磁共振技术表征

了新制备的C22-A固定相（图2）。其中，化学位移174. 1 ppm处为酰胺基的羰基碳振动峰，30 ppm处为

亚甲基碳的主峰，对应于长脂肪链的扭曲构象，此构象是可移动和无定形的［24］；而 30. 7 ppm处的小肩

峰证明了反式构象的存在，此构象是刚性和有序的［25］，但反式构象不明显。由此可见C22的大部分链

处于无序状态，其原因可能是键合密度较低。结果表明含酰胺极性配体的硅烷成功接枝到硅胶表面，

同时证实了配体结构。

C22-A/U固定相的固态 13C核磁共振波谱如图 3所示，175 ppm处与 30 ppm处的峰信号明显，分别

为酰胺和脲基的羰基碳的吸收峰以及碳二十二链的亚甲基碳的吸收峰，说明极性基团和碳二十二链成

功键合到硅胶表面。

2. 1. 3　扫描电子显微镜表征　对未键合硅胶和C22-A和C22-A/U的硅胶固定相分别进行扫描电子显

微镜（SEM）表征，结果如图 4所示。从 SEM图可以看出，硅胶键合前后的外观形貌无明显变化，硅胶

微球未发生粘连、破裂等不良情况，微球形状规则、单分散性良好。由此可以证明，硅胶微球的机械

强度和分离稳定性良好，不易发生恶性形变，适于色谱柱的装填。

表1　C22-A、C22-A/U键合硅胶固定相的元素分析与色谱性能表征结果
Table 1　Elemental analysis and chromatographic characterization of C22-A and C22-A/U bonded silica gel

Stationary phase
C22-A/U
C22-A

C18

Elemental loading
C/%

20. 19
17. 51
18. 32

N/%
1. 83
1. 38

/

Surface coverage
/（μmol·m-2）

2. 18
1. 89
2. 67

Theoretical plate number （Tailing factor）a

Phenylpropane
20 628 （0. 99）
12 135 （1. 09）
88 500 （1. 01）

Amitriptyline
8 052 （1. 06）
9 245 （1. 07）

29 300 （2. 84）

Selectivityb

αEtB/Tol
1. 37
1. 33
1. 44

αTBN/Bap
1. 32
1. 40
1. 80

αTri/o-Ter
2. 29
2. 18
1. 45

　a：at 30 ℃，phenylpropane was eluted with 80% methanol and 20% water，or amitriptyline （20 mmol/L，pH 7. 0） was eluted with 80% metha⁃
nol and 20% potassium phosphate buffer；unit of theoretical plate number：plate number/meter（30 ℃下，用 80%甲醇和 20%水洗脱丙苯，或用
80%甲醇与 20%磷酸钾缓冲液洗脱阿米替林（20 mmol/L，pH 7. 0）；理论塔板数单位：塔板数/米）；b：αEtB/Tol was determined from ethyl⁃
benzene（EtB） and toluene（Tol） eluted by 80% methanol and 20% water， αTBN/BaP from tetrabenzopyrene（TBN） and benzopyrene（BaP）， and 
αTri/o-Ter from tribenzopyrene（Tri） and o-biphenyl （o-Ter）（从 80% 甲醇和 20% 水洗脱的乙苯（EtB）和甲苯（Tol）中测定 αEtB/Tol，从四苯并芘

（TBN）和苯并芘（BaP）中测定 αTBN/BaP，从三亚苯（Tri）和邻三联苯（o-Ter）中测定 αTri/o-Ter）

图2　C22-A固定相的固态 13C核磁共振谱图
Fig. 2　Solid-state 13C NMR spectrum of C22-A
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2. 2　色谱固定相性能分析　

2. 2. 1　残余硅羟基活性与疏水选择性　色谱固定相多数键合在硅胶载体上，常会残留硅羟基等非特

异性吸附活性位点，易导致峰拖尾、柱效下降等问题。合成的新型固定相在靠近硅胶表面一端碳链上

嵌有脲与酰胺基团，链之间在此处易形成氢键，可能形成覆盖活性位点的大网络，从而可以有效屏蔽

活性位点产生的不利影响；同时嵌入基团也可能影响固定相的疏水选择性和芳香选择性。为此，采用

仿 SRM870［26］五组分配方进行色谱表征：其中，以尿嘧啶测量死时间，以碱性阿米替林考察硅胶表面

残余硅羟基的活性，以甲苯和乙苯测定疏水选择因子。

如图 5所示，阿米替林在C18柱上拖尾明显，保留时间长（图 5A），而在C22-A和C22-A/U上出峰

对称且快速（图 5B、C），表明嵌入的酰胺和脲基能有效屏蔽硅羟基的不利作用。如表 1所示，相较于

阿米替林在常规 C18 固定相的拖尾因子（2. 84），其在 C22-A 和 C22-A/U 的拖尾因子分别为 1. 07 和

1. 06，表明双重嵌入的极性基团极大地降低了固定相硅羟基的活性，为碱性化合物的分离奠定了基础。

由表 1可知，C22-A和C22-A/U由于嵌入了亲水基团会抵消一些碳链的疏水作用，柱效比应用于

RPLC的C18差，αEtB/Tol 也稍低于C18，但足以基线分离甲苯和乙苯，初步表明利用该方法制备的两种极

性嵌入型固定相可以用于RPLC分离。

图3　C22-A/U固定相的固态 13C核磁共振谱图
Fig. 3　Solid-state 13C NMR spectrum of C22-A/U

图4　裸硅胶（A）、C22-A（B）以及 C22-A/U（C）的SEM图
Fig. 4　SEM images of bare silica gel（A），C22-A（B） and C22-A/U（C）
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2. 2. 2　形状选择性　两种新固定相还具备形状

分辨能力，可用多环芳烃混合物 SRM869b［27-28］的

色谱分离（图 6）来检验。SRM869b 的选择因子

（αTBN/BaP）小于 1. 0时为强形状选择性，大于 1. 7时

为弱选择性，介于 1. 0~1. 7 时为中等强度选择

性。C22-A/U和C22-A对四苯并芘和苯并芘的选

择因子介于 1. 0~1. 7 之间（分别为 1. 32、1. 40），

为中等强度选择性；而C18测得值为 1. 80，形状

选择性更弱。

以邻三联苯（o-Ter）、间三联苯（m-Ter）、对

三联苯（p-Ter）、三亚苯（Tri）为样品，分析了新

固定相对平面异构体的识别能力，其中 Tri 和 o-

Ter 的长宽比接近，但分子平面结构不同，其

αTri/o-Ter 可度量固定相的平面选择性［29］，结果是：

C22-A/U（2. 29）>C22-A（2. 18）>>C18（1. 45）。这

说明带有酰胺和脲两种羰基极性基团的C22烷基

链能强化固定相的平面识别能力。C22-A对多环

芳烃异构体良好的形状识别能力，是因为固定相

与多环芳烃之间存在羰基 π-苯 π 相互作用，而

脲基与酰胺结构相似，结果显示嵌有酰胺、脲基

双重基团的固定相的形状选择性略优于单酰胺的

C22-A。

2. 2. 3　亲水作用分析　C22-A 和 C22-A/U 嵌有

强极性亲水基团，具有兼容 100%水为流动相的

可能性。以纯水为流动相分离了胞苷和尿苷。在

纯水流动相中，多次重复进样获得的保留时间

（表 2）不随进样次数缩短，说明二者均具有可被

水完全浸润的特征［7］。

以甲苯和胞苷为基准物，在HILIC模式下测得了两者的保留因子随流动相中乙腈比例变化的曲线。

图 7A显示，在C22-A上胞苷的保留因子只在很窄的范围内随乙腈体积分数的增加而增强，可见C22-A
表现出典型的HILIC保留机制，不具备混合色谱模式特征。对于C22-A/U（图 7B），甲苯的保留因子随

乙腈体积分数的下降而上升，是典型的 RPLC 特征；而胞苷的保留因子则先降后升，呈现 U 型曲线，

具有混合模式保留特征。通过调节流动相的组成和配比［30］，可实现C22-A和C22-A/U在不同模式下的

分离，极大地方便了操作。

2. 3　新型色谱固定相应用　
2. 3. 1　碱性化合物的分离　为考察新制备固定相对碱性化合物的分离能力，以阿米替林等 7种三环抗

抑郁药组成的混合物作为分析物对两种色谱柱进行了评价（图 8），7种碱性化合物 40 min内在两种色谱

柱上全部被洗脱，且峰形较好。C22-A/U对阿莫沙平和多塞平表现出更优越的分离能力，这也体现了

嵌入脲基的优势，出现此现象的原因还有可能是C22-A/U的含碳量高于C22-A。总体来说，此两种固

定相对碱性化合物具有良好的识别能力，嵌入极性酰胺基和脲基的C22固定相在一定程度上可以解决

图5　自配仿SRM870在 C18（A）、C22-A/U（B）和C22-A
（C） 柱上测得的色谱图

Fig. 5　Chromatograms of laboratory-prepared SRM870 eluted 
by C18（A），C22-A/U（B） and C22-A（C） columns

peaks：1. uracil，2. toluene，3. ethylbenzene，
4. amitriptyline，5. quinizarin

图6　用 C18（A）、C22-A/U（B）和C22-A（C）柱测得的
SRM869b色谱图

Fig. 6　Chromatograms of SRM869b eluted by C18（A），
C22-A/U（B） and C22-A（C） columns

表2　由C22-A和C22-A/U测得的胞苷和尿苷的保留时间变化
Table 2　Retention time changes of cytidine and uridine measured by C22-A and C22-A/U

Sample
Uridine
Cytidine

C22-A/U column
Retention time/min
5.38， 5.34， 5.28
8.42， 8.36， 8.32

Mean retention time/min
5. 33±0. 05
8. 37±0. 05

C22-A column
Retention time/min
4.59， 4.70， 4.74
6.53， 6.70， 6.76

Mean retention time/min
4. 68±0. 09
6. 67±0. 14
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传统C18固定相对碱性化合物分离拖尾严重或保留不足的问题。

2. 3. 2　雌醇（酮）类化合物的分离　使用C22-A、C22-A/U和C18柱分离含雌三醇、雌酮以及两种雌二

醇异构体的四组分溶质（图 9），结果表明C22-A和C22-A/U可以实现 4种雌激素的完全分离，而C18未

能完全分离，说明两种极性嵌入固定相对雌激素的多环结构表现出良好的亲和力。其中，C22-A/U对

雌酮和雌二醇异构体的选择性远高于C22-A，说明溶质和脲基之间氢键相互作用的重要性。

3 结 论 
本文建立了两亲性色谱固定相的均相合成新方法，制备了两种新型色谱固定相C22-A和C22-A/U。

它们既具有C22长链烷基末端，又具有能屏蔽载体残余活性的脲和酰胺强极性基团。通过对不同标样

和实际样品的成功分离，证实两种新型色谱固定相除了疏水性和亲水性特征外，还具有较好的形状选

择性，既能用于RPLC又能用于HILIC，可极大地扩大其应用范围，具有较高的实用价值和开发潜力。
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