
书书书

高效液相色谱槲皮素键合硅胶固定相分离极性化合物

方奕珊　李来生　陈　红　张　杨
（南昌大学分析测试中心　南昌 ３３００４７）

摘　要　槲皮素是一种植物体中含量丰富、价格较便宜的黄酮类化合物，本研究以γ［（２，３）环氧丙氧］丙基
三甲氧基硅烷（ＫＨ５６０）为偶联剂，将其化学键合到硅胶上，得到一种含天然配体的槲皮素键合硅胶固定相
（ＱＵＳＰ）。采用红外光谱、热重分析、元素分析及固体核磁对其结构进行表征，测得硅胶表面槲皮素的键合量
为０１３９ｍｍｏｌ／ｇ。采用不同结构的溶质作探针，在评价固定相反相液相色谱疏水作用性能的基础上，侧重研
究新固定相对极性芳香族化合物的分离能力，探讨了新固定相的色谱分离机理。研究表明，仅采用甲醇或乙

腈水简单流动相，无需用缓冲液精确控制ｐＨ值，ＱＵＳＰ就能分别实现吡啶类、芳胺类、苯酚类、苯甲酸类和黄
酮类等极性化合物的快速基线分离。ＱＵＳＰ键合的槲皮素除含疏水性的 Ｃ６Ｃ３Ｃ６骨架外，黄酮环还能为溶质
提供氢键、偶极、ππ、电荷转移等多种作用位点，各种协同作用有利于提高色谱分离选择性，尤其对极性的可
离子化的酸性和碱性化合物。
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高效液相色谱（ＨＰＬＣ）是近年来发展最快、应用最广的一种现代分离分析技术，其分离过程一般在
常温下进行，不依赖于物质的挥发性和热稳定性，对药物和生化样品有较好的兼容性，己发展成为药物、

生化、食品、环境、化工、商检、法医检验和科学研究不可缺少的分析手段之一［１］。其中以碳十八硅烷键

合硅胶固定相（Ｃ１８或ＯＤＳ）的反相色谱出色地完成了６０％以上的液相色谱分析任务，与正相色谱相比，
反相色谱有明显的优势，它可直接进样分析水溶性样品，因而适用范围广，被誉为“标准固定相分离模

式”［２］。然而，ＯＤＳ由于单一的疏水性分离机理，对极性强疏水性弱的化合物保留能力弱，分离选择性有
限；而对疏水性强的非极性化合物却因保留太强，溶质不易被洗脱，分析时间长。为弥补上述不足常依

赖于梯度洗脱方式来解决复杂样品的分离问题［３］。建立同时适用快速分离极性、非极性，尤其是碱性化

合物复杂体系的方法仍是一个活跃的研究课题［４］。

Ｋｉｒｋｌａｎｄ等［５６］将侧链含异丙基和异丁基的 Ｃ１８长链和一批双齿型键合硅胶作为固定相，黄晓佳
等［７８］先后制备了新型烷基醚型、酯型、酰胺型、胺型、双胺型等一系列优良的分离碱性化合物的新型色

谱柱填料。这类固定相利用Ｃ１８／Ｃ１８双齿型烷基链或侧位大基团的空间立体效应能有效屏蔽溶质与硅
醇基的相互作用，对碱性化合物显示较高的柱效。Ｏ′Ｇａｒａ等［９］制得含有内嵌氨基甲酸酯基团的固定相，

由于静电和立体阻碍作用，硅醇基的活性也能很好地被抑制，可在较简单的流动相条件下有效地分离碱

性化合物，但上述制备方法均涉及复杂的配体合成反应，制备成本高，适用于实验室用做分析型色谱固

定相。

近年来，我们直接选用中草药中主要药用成分，如植物中的大蒜素、大黄素、姜黄素等为配体，制备

和评价了其色谱分离功能，实现对一些极性和碱性化合物的有效分离［１０１１］。这类天然药用配体具有大

平面的共轭π电子芳香环体系，环上带有多个极性或氢键型基团，活性位点多，作用力种类丰富，因而
具有作为反相色谱配体良好的结构条件。在固定相表面引入多种作用位点不仅能有利于提高固定相对
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溶质的分子识别能力，大平面的共轭芳香环体系能有效地捕获溶质，从而削弱溶质与硅醇基的作用力，

实现对极性化合物快速分离的目的，弥补 ＯＤＳ柱的不足。直接利用中草药有效成分作固定相配体，可
简化配体的复杂合成步骤，扩大制备规模，有望成为工业色谱分离材料，用于高附加值产品的绿色开

发［１２］。

槲皮素是一种具有多种生物活性的最常见的黄酮类化合物，广泛地存在于植物的花、叶和果实中。

它具有抗炎、抗菌、抗氧化、抗肿瘤等广泛的药理作用［１３］。同时由于它本身具有典型的 Ｃ６Ｃ３Ｃ６黄酮类
骨架，富含极性基团，易与各种溶质发生多种作用。我们制备了一种槲皮素键合硅胶固定相（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
ｂｏｎｄｅｄｓｉｌｉｃａｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ，ＱＵＳＰ，Ｓｃｈｅｍｅ１），有关其制备方法、结构表征和基本色谱性能的评价已进
行了报道［１４］，本文在此基础上进一步考察 ＱＵＳＰ对更广泛的化合物的分离能力，从不同的角度较深入
地研究保留机理，为槲皮素键合硅胶将来用做工业色谱填料提供理论依据。

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａｑｕｅｒｃｅｔｉｎｂｏｎｄｅｄｓｉｌｉｃａｇｅｌｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ（ＱＵＳＰ）

１　实验部分

１．１　仪器和试剂
ＺＱ４０００／２６９５型高效液相色谱仪（美国，Ｗａｔｅｒｓ公司），配有２６９５型自动进样器，２９９６型二极管阵

列检测器和色谱工作站ＭａｓｓｌｙｘＶ４．１。ＶａｒｉｏＥＬＩＩＩ元素分析仪（德国Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ公司），５７００型红外光谱
仪（Ｎｉｃｏｌｅｔ公司），ＤＴＡ／ＴＧ同步热分析仪（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司），ＡｖａｎｃｅＩＩＩ４００ＭＨｚ宽腔固体核磁
共振波谱仪（瑞士ＢｒｕｋｅｒＢｉｏＳｐｉｎ公司），ＫＱ３２００ＤＥ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＺＫＦ
０３０型电热真空干燥箱（上海实验仪器总厂）。

球形硅胶（粒径１０μｍ，比表面积约为２６０～２８０ｍ２／ｇ，青岛美高化工有限公司），γ［（２，３）环氧丙
氧］丙基三甲氧基硅烷（ＫＨ５６０，武汉大学有机硅新材料股份有限公司），槲皮素（四川世坤植化公司，
纯度≥９４２％ ），芦丁等黄酮类化合物购于中国药品生物制品检定所。甲醇、乙腈为ＨＰＬＣ色谱淋洗剂，
购于上海陆都化学试剂厂。吡啶类、苯胺类、苯甲酸类和苯酚类化合物以及无水甲苯和三乙胺均为分析

纯试剂，分别购于国药集团上海化学试剂公司。水为二次蒸馏水。

１．２　键合固定相（ＱＵＳＰ）的制备
槲皮素键合硅胶固定相（ＱＵＳＰ）的结构如 Ｓｃｈｅｍｅ１所示，制备过程基本步骤如下［１４］：１）先用稀盐

酸处理硅胶，并用蒸馏水洗至中性，在１６０℃下烘烤除水活化；２）将活化硅胶悬浮于无水甲苯中，加入
ＫＨ５６０偶联剂和几滴三乙胺催化剂，Ｎ２气保护下回流反应２４ｈ，制得含环氧基的偶联剂键合硅胶
（ＧＢＳ）；３）用无水甲苯溶解一定量的槲皮素，随后加入上述偶联剂键合硅胶（ＧＢＳ）和几滴高氯酸，在Ｎ２
气保护下，回流反应１２ｈ，过滤出的固体经洗涤和烘干；４）将上步得到产物分散到甲苯中，加入一定量
的异氰酸苯酯将部分活泼的酚羟基转变成氨基甲酸酯，最终制得槲皮素键合硅胶固定相（ＱＵＳＰ）。该固
定相分别通过元素分析、红外光谱分析、热重分析和固体核磁表征，根据元素分析碳质量百分含量，计算

出ＱＵＳＰ配体的键合量为０１３９ｍｍｏｌ／ｇ。在显微镜下观察到ＱＵＳＰ仍保持分散性球形硅胶颗粒（粒径约
１０μｍ），按２．１节装柱后柱压与同粒径的商业柱相当，表明新固定相具有良好的渗透性和机械强度，适
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用作高效液相色谱柱填料。

１．３　ＱＵＳＰ柱的填充与色谱方法
以异丙醇为匀浆剂，甲醇为顶替液，采用匀浆法装柱，用一台日本岛津 ＬＣ６Ａ泵在恒压模式下将新

固定相ＱＵＳＰ填入不锈钢色谱柱管（４６ｍｍ×１５０ｍｍ）中，填充压力为２５ＭＰａ。用于对照研究的 ＯＤＳ
柱（４６ｍｍ×１５０ｍｍ）填装ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８（５μｍ）。ＱＵＳＰ色谱柱用水和甲醇反复冲洗后，再用流
动相平衡，待基线平稳后进样测定。流动相用Ｇ４砂芯漏斗过滤，超声脱气１０ｍｉｎ，溶质一般用少量甲醇
溶解后，然后流动相定容，浓度一般为５０～２５０ｍｇ／Ｌ，二极管阵列检测波长范围为２２０～２８０ｎｍ，进样量
１０μＬ，流速为０８ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为室温（２５±２）℃。以甲醇溶剂峰的保留时间为死时间，所有样品至
少平行测定２次。

２　结果与讨论

２．１　柱效与稳定性考察
以联苯为溶质探针，Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水）＝４０∶６０为流动相，流速为０８ｍＬ／ｍｉｎ，在 ＱＵＳＰ中的保留时

间为１４８０ｍｉｎ，测得理论塔板数为１６６２７块／米。ＱＵＳＰ柱的柱效低于商品ＯＤＳ柱，可能与硅胶品质、键
合量、配体性质和简单的填装技术等因素有关。为考察新固定相表面配体对流动相的稳定性，采用

Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水）＝４０∶６０或Ｖ（甲醇）∶Ｖ（００２ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠）＝６０∶４０（ｐＨ＝３５）反复交替冲洗ＱＵＳＰ柱
长达７ｄ，测得联苯的保留时间为（１４８０±０２）ｍｉｎ（ｎ＞１０），变化很小，这表明新固定相能耐常见有机
溶剂和酸的冲洗，色谱柱性能较稳定，溶质保留重现性好。

２．２　疏水性的考察

图１　在 ＱＵＳＰ上碱性化合物的 ｌｇｋ′与甲醇含量
（φ）的相关曲线
Ｆｉｇ．１　Ｐｌｏｔｏｆｌｇｋ′ｏｆｂａｓｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｖｅｒｓｕｓｍｅｔｈａｎｏｌ
ｃｏｎｔｅｎｔ（φ）ｉｎｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ
Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ：ｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ，ｆｌｏｗｒａｔｅ：０．８ｍＬ／ｍｉｎ

ａ． ４，４′ｄｉｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ； ｂ． １ｎａｐｈｔｈｙｌａｍｉｎｅ；

ｃ．４ｍｅｔｈｙｌａｎｉｌｉｎｅ；ｄ．３ｍｅｔｈｙｌｐｙｒｉｄｉｎｅ；ｅ．ｐｙｒｉｄｉｎｅ

以５种烷基苯同系物（苯、甲苯、乙苯、丙苯和丁苯）为探针，通过与ＯＤＳ柱对比，考察了键合相的疏
水性。以Ｖ（甲醇）∶Ｖ（水）＝５０∶５０为流动相时，５种同系物分离良好，苯同系物的保留因子的对数
（ｌｇｋ′）与同系物烷基链中的亚甲基数（ｎ）之间具有良好的线性关系，ｌｇｋ′＝０２０５７ｎ＋０３５４４，ｒ＝
０９９４６（ＱＵＳＰ），这符合碳数规律，表明槲皮素配体由于含疏水性骨架，主要以疏水作用的反相色谱机理
来分离中性的苯同系物。在相同的色谱条件下，测得ＯＤＳ柱上同系物的 ｌｇｋ′与亚甲基数（ｎ）之间的关
系式为：ｌｇｋ′＝０４２５２ｎ＋０３２９８，ｒ＝０９９９８（ＯＤＳ）。这表明 ＱＵＳＰ类似于 ＯＤＳ，同属反相色谱固定相，
只不过前者的疏水性较后者弱，这可能是由于槲皮素结构中除疏水性骨架外，还含较多的极性羰基、羟

基的缘故。

２．３　碱性化合物的分离
碱性化合物广泛存在于环境、农业以及制药等

领域，据统计，约６０％的药物具有碱性基团，建立分
离碱性化合物的有效方法对药物质量控制、临床分

析和药物代谢研究具有重要作用。解决碱性化合物

的峰拖尾问题，也是考察硅胶基质固定相性能的重

要方面。本研究将ＱＵＳＰ用于吡啶类和苯胺类碱性
化合物的色谱分析。

２．３．１　亲硅醇基作用的考察　根据疏溶剂理论，一
般在反相模式分离中，当硅胶固定相存在残留硅醇

基时，由于硅醇基易解离，可以与溶质阳离子或氢键

基团相互作用产生“亲硅醇基效应”，在分离碱性化

合物时会使色谱峰拖尾，保留因子（ｋ′）的对数与流
动相中有机改性剂含量的关系将呈“Ｕ”形状曲
线［１５］。为了考察 ＱＵＳＰ的亲硅醇基作用，本实验在
甲醇水为二元流动相条件下，考察了甲醇浓度对吡
啶、３甲基吡啶、甲萘胺、对甲基苯胺、联苯胺５种常

１８　第１期 方奕珊等：高效液相色谱槲皮素键合硅胶固定相分离极性化合物



见的碱性物质在ＱＵＳＰ柱上的保留行为的影响（图１），实验发现，这５种碱性物质的保留因子（ｋ′）均随
流动相甲醇含量的增大而减小，显然这种变化与反相色谱行为相符，并未出现“Ｕ”形曲线，这说明固定
相中亲硅醇基效应得到了有效的抑制。可能是 ＱＵＳＰ的槲皮素配体含羰基和酰胺键等极性基团，一方
面通过多种作用更易捕获碱性溶质，另一方面又能与硅醇基形成氢键，从而降低碱性溶质直接与硅醇基

作用的几率，达到有效抑制“亲硅醇基效应”的目的，具有一定的立体屏蔽作用。

２．３．２　吡啶类化合物的分离　图２为５种代表性的吡啶类化合物（４羟基吡啶、３羟基吡啶、４氰基吡
啶、３甲基吡啶、氯羟吡啶）在ＱＵＳＰ柱和ＯＤＳ柱上的分离色谱图。从图２Ａ可见，以简单的甲醇水为流
动相，无需调节ｐＨ值，５种吡啶类化合物在ＱＵＳＰ柱上得到了基线分离，分析时间约１２ｍｉｎ。可是，以甲
醇水做流动相在ＯＤＳ柱上却很难得到良好的分离结果（图２Ｂ），在同等条件下 ＯＤＳ的选择性有限，为
了寻找ＯＤＳ的最佳分离条件，优化Ｖ（甲醇）∶Ｖ（水）＝２２∶７８，即便如此，也只实现了部分分离，且峰有一
定的扩展，柱效降低。这是因为碱性溶质易质子化，不调节流动相ｐＨ值，ＯＤＳ的分离效果不好。

图２　吡啶类化合物在ＱＵＳＰ（Ａ）和ＯＤＳ（Ｂ）上的色谱图
Ｆｉｇ．２　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐｙｒｉｄｉｎｅｓｏｎＱＵＳＰ（Ａ）ａｎｄＯＤＳ（Ｂ）

Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ：Ａ．ｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ（３５∶６５，Ｖ／Ｖ）ｆｏｒＱＵＳＰ；Ｂ．ｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ（２２∶７８，Ｖ／Ｖ）ｆｏｒＯＤＳ；ｆｌｏｗｒａｔｅ：０．８ｍＬ／ｍｉｎ．

Ｐｅａｋｓ：ａ．４ｈｙｄｒｏｘｙｐｙｒｉｄｉｎｅ；ｂ．３ｈｙｄｒｏｘｙｐｙｒｉｄｉｎｅ；ｃ．４ｃｙａｎｏｐｙｒｉｄｉｎｅ；ｄ．３ｍｅｔｈｙｌｐｙｒｉｄｉｎｅ；ｅ．ｃｌｏｐｉｄｏｌ

由于５种溶质均来源于同样的吡啶母体，因此吡啶环上的取代基较大程度地支配着溶质的色谱行
为，如极性强的羟基吡啶首先被洗脱，带有—ＣＨ３的甲基吡啶最后被洗脱。ＯＤＳ按疏水性大小来分离，
保留顺序为４羟基吡啶 ＜３羟基吡啶 ＜４氰基吡啶 ＜氯羟吡啶 ＜３甲基吡啶（图 ２Ｂ）。５种溶质在
ＱＵＳＰ柱与ＯＤＳ柱的保留顺序大致相同，说明ＱＵＳＰ柱上的分离也主要基于疏水作用。

然而，吡啶类化合物在ＱＵＳＰ上的保留顺序与ＯＤＳ并不完全一致，例如：氯羟吡啶在ＯＤＳ柱上先于
３甲基吡啶被洗脱，这是因为氯羟吡啶的结构中尽管含２个甲基和２个氯，但吡啶环上的羟基极性强，
易电离，因此其疏水性弱于３甲基吡啶。可是，在 ＱＵＳＰ柱上，前者由于带有极性羟基，为氢键给体，而
ＱＵＳＰ上的羰基为氢键受体，氢键作用和偶极偶极作用增强氯羟吡啶与固定相的作用，故最后被洗脱。
从图２Ａ和２Ｂ的比较中，不难发现非疏水作用对提高分离选择性也有重要贡献，可电离的吡啶仅依靠
单一的疏水作用达完全分离存在困难，且峰展宽。而ＱＵＳＰ还能为溶质提供氢键、偶极、ππ作用，增强
对不同吡啶结构的识别能力，即使用简单的甲醇水流动相，分离选择性也有一定的提高。另外值得一
提的是，上述吡啶在ＱＵＳＰ上的作用明显强于 ＯＤＳ，前者流动相甲醇含量为３５％，而后者仅为２２％，暗
示着吡啶环与槲皮素黄酮环平面层叠的ππ作用明显存在，使吡啶类化合物与ＱＵＳＰ作用普遍加强。
２．３．３　苯胺类化合物的分离　考察了５种苯胺类化合物（对苯二胺、磺胺、对氯苯胺、邻硝基苯胺、二苯
胺）分别在ＱＵＳＰ和ＯＤＳ上的色谱分离，见图３。比较图３Ａ和３Ｂ可以发现，在简单的流动相（甲醇水）
条件下，ＱＵＳＰ对５种苯胺类化合物的分离优于 ＯＤＳ，且分析时间短。对苯二胺结构中由于存在２个
氨基，极性较强，疏水性最弱，在两柱子上均最先被洗脱下来。二苯胺结构中含有２个苯环，疏水性最强，
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保留强最后被洗脱。邻硝基苯胺由于分子内氢键，疏水性增强，其保留仅次于二苯胺，这一变化与 ＯＤＳ
相类似，５种溶质在ＱＵＳＰ柱与ＯＤＳ柱的保留顺序也大致相同，说明疏水作用的存在。同时，二苯胺在
ＱＵＳＰ上的保留明显弱于ＯＤＳ，也证明其疏水性比ＯＤＳ弱，这与两固定相的疏水性大小相符。

图３　苯胺类化合物在ＱＵＳＰ（Ａ）和ＯＤＳ（Ｂ）上的色谱图
Ｆｉｇ．３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆａｎｉｌｉｎｅｓｏｎＱＵＳＰ（Ａ）ａｎｄＯＤＳ（Ｂ）
Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ：ｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ（５０∶５０，Ｖ／Ｖ）；ｆｌｏｗｒａｔｅ：０．８ｍＬ／ｍｉｎ

Ｐｅａｋｓ：ａ．ｐｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ；ｂ．ｓｕｌｆａｎｉｌａｍｉｄｅ；ｃ．ｐｃｈｌｏｒｏａｎｉｌｉｎｅ；ｄ．ｏｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｎｅ；ｅ．ｄｉｐｈｅｎｙｌａｍｉｎｅ

其中，对苯二胺和磺胺两溶质疏水性相当，在ＯＤＳ柱上发生重叠，尽管降低流动相中的甲醇含量也
能使对苯二胺和磺胺产生分离，但整体分析时间太长，且苯二胺不出峰，即无法被洗脱，需要梯度洗脱才

能解决上述问题。而在同等条件下，对苯二胺和磺胺两物质在 ＱＵＳＰ柱上得到良好的分离，这是因为槲
皮素配体的羰基可与溶质的—ＮＨ２基间产生氢键和偶极作用，从而使疏水性相近的对苯二胺和磺胺在
短时间内产生分离。

第４号峰（邻硝基苯胺）的保留时间在ＱＵＳＰ（１１ｍｉｎ）和ＯＤＳ（８ｍｉｎ）上有明显差别，这说明吸电子
的硝基有利于加强邻硝基苯胺与槲皮素平面环间ππ重叠和电荷转移作用，这样使得邻硝基苯胺与第
３号峰（对氯苯胺）分离得更好。二苯胺疏水性较强，在 ＯＤＳ上保留时间为４７ｍｉｎ，而在 ＱＵＳＰ上只有
２７ｍｉｎ，明显地，ＱＵＳＰ可以采用等度洗脱分离较复杂的样品，多种作用对疏水性弱的极性溶质显示较高
的分离选择性。

２．４　酸性化合物的分离
苯酚和芳香酸类化合物不仅是重要的医药化工原料，也是水体中分布广泛的环境污染物。这类酸

性溶质在水中易电离，以分子和离子形式存在，在ＯＤＳ反相色谱分离需要控制ｐＨ值来抑制其电离。本
研究发现，ＱＵＳＰ在乙腈水作流动相中，无需调节 ｐＨ值，就能分别实现苯酚类和苯甲酸类酸性化合物
的基线分离。

２．４．１　苯酚类化合物的分离　以７种酸性苯酚类物质（邻氨基苯酚、邻苯三酚、苯酚、对硝基苯酚、邻硝
基苯酚、２硝基１萘酚、１亚硝基２萘酚）为溶质，分别考察了它们在 ＱＵＳＰ和 ＯＤＳ上的色谱行为，参见
图４Ａ和４Ｂ。由图４可见，邻氨基苯酚和邻苯三酚被最先洗脱，是因为两溶质带多个极性基团，疏水性
弱。２硝基１萘酚和１亚硝基２萘酚保留较强，被最后洗脱，这与疏水性的萘环有关。从整体来看，这
些酚类化合物在ＯＤＳ和ＱＵＳＰ上保留顺序大致相同，说明疏水作用对其分离起主导作用，这归因于两
柱的反相色谱性能。

比较图４Ａ和４Ｂ可以看出，在简单的乙腈水流动相条件下，ＱＵＳＰ对７种苯酚类化合物的分离明显
优于ＯＤＳ柱。其中，对硝基苯酚与邻硝基苯酚在ＯＤＳ柱上分离度较小，２硝基１萘酚与１亚硝基２萘
酚也分不开，这是因为疏水性相近，ＯＤＳ对它们的分离选择性有限，加之溶质电离导致峰展宽或变形，
即使优化条件也难于达到好的分离效果。而在ＱＵＳＰ上得到较好的分离，显然二者的分离机理不同，
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ＱＵＳＰ对溶质的分离不完全靠疏水作用，它可为电离性溶质提供诸如氢键、偶极偶极等作用。从３对疏
水性相近的溶质（邻氨基苯酚与邻苯三酚、对硝基苯酚与邻硝基苯酚、２硝基１萘酚与１亚硝基２萘
酚）分离中容易看出多作用力的贡献。

图４　苯酚类化合物在ＱＵＳＰ（Ａ）和ＯＤＳ（Ｂ）上的色谱图
Ｆｉｇ．４　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐｈｅｎｏｌｓｏｎＱＵＳＰ（Ａ）ａｎｄＯＤＳ（Ｂ）
Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ：ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗａｔｅｒ（３０∶７０，Ｖ／Ｖ）；ｆｌｏｗｒａｔｅ：０．８ｍＬ／ｍｉｎ

Ｐｅａｋｓ：ａ．ｏａｍｉｎｏｐｈｅｎｏｌ；ｂ．ｂｅｎｚｅｎｅ１，２，３ｔｒｉｏｌ；ｃ．ｐｈｅｎｏｌ；ｄ．ｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ；ｅ．ｏｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ；ｆ．２ｎｉｔｒｏ１ｎａｐｈｔｈｏｌ；ｇ．１ｎｉｔｒｏｓｏ２ｎａｐｈｔｈｏｌ

２．４．２　苯甲酸类化合物的分离　图５Ａ和５Ｂ为没食子酸、间苯二酸、对甲基苯甲酸、对硝基苯甲酸和
水杨酸分别在ＱＵＳＰ和 ＯＤＳ上的分离色谱图。从图中可看出，ＱＵＳＰ在流动相中乙腈含量（３３％）比
ＯＤＳ柱（２５％）高的情况下，对５种溶质的分离优于 ＯＤＳ柱，且分离时间较短。从流动相中乙腈含量可
以推测这些羧酸在ＱＵＳＰ上的保留均强于 ＯＤＳ，说明羧酸电离会大大降低溶质的疏水性，使其与 ＯＤＳ
作用力减弱，而在ＱＵＳＰ上情况不同。明显地，具有一定碳链长度的功能分子均会有明显的疏水分配作
用，槲皮素不同于ＯＤＳ的是其分子中有一些极性基团和可以形成氢键的基团，这才是它改善极性分子
分离的关键所在。

图５　苯甲酸类化合物在ＱＵＳＰ（Ａ）和ＯＤＳ（Ｂ）上的色谱图
Ｆｉｇ．５　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄｓｏｎＱＵＳＰ（Ａ）ａｎｄＯＤＳ（Ｂ）

Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ：Ａ．ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗａｔｅｒ（３３∶６７，Ｖ／Ｖ）ｆｏｒＱＵＳＰ；Ｂ．ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗａｔｅｒ（２５∶７５，Ｖ／Ｖ）ｆｏｒＯＤＳ，ｆｌｏｗｒａｔｅ：０．８ｍＬ／ｍｉｎ

Ｐｅａｋｓ：ａ．ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ；ｂ．ｉｓｏｐｈｔｈａｌｉｃａｃｉｄ；ｃ．４ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ；ｄ．ｐｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ；ｅ．ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ

从图中也不难发现，溶质在ＱＵＳＰ上的保留顺序与 ＯＤＳ并不完全一致，对甲基苯甲酸 ＜对硝基苯
甲酸＜水杨酸（ＱＵＳＰ，图５Ａ），水杨酸＜对硝基苯甲酸＜对甲基苯甲酸（ＯＤＳ，图５Ｂｂ）。以水杨酸为例，
由于苯环上同时含有极性羟基和羧基，疏水性在上述３种溶质最弱，在 ＯＤＳ上保留最短，可是在 ＱＵＳＰ
上保留却最长，因此分离这些可电离性溶质必定存在其它作用机制。在ＱＵＳＰ柱上，水杨酸除本身易形
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成分子内氢键外，也与ＱＵＳＰ配体之间有着较强的氢键作用和偶极作用，故保留最强，最后被洗脱。另
外，硝基苯甲酸中硝基的吸电子效应使其作为电子接受体与ＱＵＳＰ配体的大 π电子体系也发生了较强
的电荷转移作用，通过协同作用，使得其在 ＱＵＳＰ上的保留较对甲基苯甲酸强。因此，配体的丰富作用
位点，更有利于分离极性的可电离性溶质，甚至无需精确调节 ｐＨ值也能达到基线分离，缩短了建立分
析方法的时间。

２．５　黄酮类化合物的分离
黄酮类化合物是以ａ苯基苯并吡喃酮为主体的一系列物质的总称。黄酮类物质作为一类具有多种

生理活性的天然物质，它常以黄酮苷或黄酮苷元形式存在于水果、蔬菜和豆类等多食源性植物中。由于

黄酮类化合物具有多种药理作用，在药用方面具有很大的重要性，是一类具有广泛开发前景的天然药

物，分离和纯化黄酮类化合物均有重要意义和实用价值［１６］。槲皮素是最具代表性的黄酮类化合物，具

有特征的 Ｃ６Ｃ３Ｃ６结构。根据相似性作用原理，本实验考察槲皮素配体的黄酮环对５种常见的黄酮类
化合物的分离能力（芦丁、大豆苷、染料木素、紫花牡荆素、黄芩苷）。

图６为５种黄酮类化合物在 ＱＵＳＰ和 ＯＤＳ柱的色谱图。从图６可以看出，５种黄酮类化合物在
ＱＵＳＰ上的分离相对较好，保留顺序为：芦丁＜大豆苷＜染料木素＜紫花牡荆素＜黄芩苷。而在ＯＤＳ其
出峰顺序为：芦丁＜黄芩苷＜大豆苷＜染料木素 ＜紫花牡荆素。可见两柱对黄酮类化合物分离选择性
存在一定的差别，其中黄芩苷的行为最为明显，这说明分离机理的差异性。

图６　黄酮类化合物在ＱＵＳＰ（Ａ）和ＯＤＳ（Ｂ）上的色谱图
Ｆｉｇ．６　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｏｎＱＵＳＰ（Ａ）ａｎｄＯＤＳ（Ｂ）

Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ：ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗａｔｅｒ（３３∶６７，Ｖ／Ｖ）；ｆｌｏｗｒａｔｅ：０．８ｍＬ／ｍｉｎ．Ｐｅａｋｓ：ａ．ｒｕｔｉｎ；ｂ．ｄａｉｄｚｉｎ；ｃ．ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ；ｄ．ｃａｓｔｉｃｉｎ；ｅ．ｂａｉｃａｌｉｎ

从图６Ｂ中可知，芦丁、黄芩苷和大豆苷在ＯＤＳ上的保留时间短，由于它们的结构中含有多羟基的
糖基或糖酸基，亲水性的糖基增强了极性易被洗脱，但由于分子极性接近，这几种几乎一齐被洗脱。紫

花牡荆素结构中含有４个—ＣＨ３Ｏ，疏水性相对较强，在ＯＤＳ柱上被最后洗脱。从图６Ａ中发现，ＱＵＳＰ有
较强的能力识别含极性的糖基的黄酮，展示更好的分离，可能是因为槲皮素与被分离溶质间有类似的平

面黄酮环，更易接近溶质，通过氢键或偶极等作用识别溶质黄酮环不同位置上的取代基，导致作用力的

差异而产生分离。黄芩苷是典型的黄酮糖苷，其黄酮苷元骨架与槲皮素相似，结构上富含极性羟基或羧

基，黄芩苷分子与配体槲皮素分子间结构上更匹配，通过氢键、偶极、ππ等协同作用加强与ＱＵＳＰ的作
用力，故在最后被洗脱。由此可见，疏水作用与氢键、偶极、ππ、电荷转移作用相结合，有利用提高对极
性化合物的分离选择性，分析条件的选择将变得更简单和便利。

３　结　论

将天然配体槲皮素与色谱键合硅胶制备技术相结合，采用固液相连续反应法，制备了槲皮素键合硅

胶固定相（ＱＵＳＰ）。考察了新固定相对多种相似芳环结构的极性化合物的分离能力，探讨了色谱分离机
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理。研究表明，ＱＵＳＰ具有良好的反相色谱性能，对中性、碱性、酸性和黄酮类化合物显示较好的分离选
择性，尤其是可有效地用于碱性化合物的分离分析。其保留机理存在疏水作用、氢键作用、ππ作用和
偶极偶极作用等多种作用力机制。由于ＱＵＳＰ配体中含有典型的 Ｃ６Ｃ３Ｃ６黄酮类骨架、酰胺基和极性
羰基，加之本身的药用抗菌功能，在复杂样品分析和生化样品分析方面有广泛的应用潜力。
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