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改性苯乙烯⁃马来酸酐共聚物色谱固定相用于磷脂分离分析
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摘要：磷脂是重要的信号分子，磷脂的代谢与多种疾病密切相关。 因此，开展磷脂的分离分析研究至关重要。 苯乙

烯⁃马来酸酐共聚物（ＳＭＡ）作为一种新型两亲性交替共聚物可以插入生物膜的磷脂双分子层中，形成以膜蛋白质

为中心的脂质纳米盘，对膜蛋白质和磷脂具有良好的增溶作用。 本文基于“点击”反应和自由基聚合反应，将对磷

脂具有良好增溶性能的 ＳＭＡ 接枝到硅胶表面，然后以蛋氨酸甲酯盐酸盐（ＭＭＥ·ＨＣｌ）为开环试剂，通过亲核开环

反应对 ＳＭＡ 进行修饰，制备了新型的改性 ＳＭＡ 修饰色谱固定相（Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ）。 结合高效液相色谱⁃紫外检测

法，利用酰胺类和核苷 ／核酸碱基类以及苯酚类 ３ 类小分子物质对填充 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱的保留机制和分离性

能进行了系统评价，Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱具有典型的亲水作用保留机制，其柱效最高可达 ９０ ９００ Ｎ ／ ｍ，并显示了

良好的分离选择性。 进一步结合高效液相色谱⁃蒸发光散射检测法，考察了 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱对磷脂样品的分

离性能。 二棕榈酰磷脂酰丝氨酸钠（ＤＰＰＳ）、二油酰磷脂酰胆碱（ＤＯＰＣ）、二棕榈酰磷脂酰乙醇胺（ＤＰＰＥ）和 ４ 种

磷脂酰胆碱（ＰＣ）类标准品 溶血卵磷脂（ＬｙｓｏＰＣ）、二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱（ＤＭＰＣ）、二硬脂酰磷脂酰胆碱

（ＤＳＰＣ）、二棕榈酰磷脂酰胆碱（ＤＰＰＣ）均可实现基线分离，并且成功地实现了南极磷虾油和人血清磷脂提取物的

分离分析。 以上结果表明，所制备的 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱在磷脂类物质分离分析中具有良好的应用潜力。
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ｆｏｒ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕ⁃
ａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ． Ｕｎｄｅｒ ｃｅｒｔａｉｎ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｂａｓｅｌｉｎｅ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｆｏｒ ｄｉｐａｌｍｉｔｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｓｅｒｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ （ＤＰＰＳ）， ｄｉｏｌｙｌ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＤＯＰＣ）， ａｎｄ ｄｉｐａｌｍｉｔｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ （ＤＰＰＥ）， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｆｏｕｒ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＰＣ） ｓｔａｎｄａｒｄｓ， ｎａｍｅｌｙ， ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ （ＬｙｓｏＰＣ）， ｄｉｍｙｒｉｓｔｏｙｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＤＭＰＣ）， ｄｉｓｔｅａｒｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＤＳＰＣ）， ａｎｄ ｄｉｐａｌｍｉｔｏｙｌ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＤＰＰＣ） ． Ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ａｎｔａｒｃｔｉｃ ｋｒｉｌｌ ｏｉｌ ａｎｄ
ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ ｃｏｌｕｍｎ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｆｏｒ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ．

引用本文：聂扬扬，杨观涛，王海燕，乔晓强． 改性苯乙烯⁃马来酸酐共聚物色谱固定相用于磷脂分离分析． 色谱，２０２３，４１（１０）：９２１－
９２８．
ＮＩＥ Ｙａｎｇｙａｎｇ， ＹＡＮＧ Ｇｕａｎｔａｏ， ＷＡＮＧ Ｈａｉｙａｎ， ＱＩＡＯ Ｘｉａｏｑｉａｎｇ． Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｓｔｙｒｅｎｅ⁃ｍａｌｅｉｃ ａｎｈｙｄｒｉｄｅ ｃｏｐｏｌｙｍｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｏ⁃
ｇｒａｐｈｉｃ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ ｆｏｒ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２３，４１（１０）：９２１－９２８．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｔｙｒｅｎｅ⁃ｍａｌｅｉｃ ａｎｈｙｄｒｉｄｅ ｃｏｐｏｌｙｍｅｒ； ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ； ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｌｉｐｉｄ； “ｃｌｉｃｋ” ｒｅａｃｔｉｏｎ； ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ

　 　 细胞或者组织的脂质组成变化与多种疾病的发

生息息相关［１，２］。 近年来，人们逐渐认识到脂质的

重要性，与脂质相关的生物学功能及其相关的分析

技术研究越来越多地受到研究人员的关注［３－７］。 磷

脂是重要的脂类物质之一，是生物膜的主要成分，在
生命体中起着重要的结构、代谢和功能作用［８－１０］。
此外，磷脂还参与细胞死亡和细胞信号转导［１１］，并
且与各种神经退行性疾病和肿瘤息息相关［１２－１４］。
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由于其生化和临床的重要性，发展快速可靠的磷脂

分离分析方法对于识别和定量生物样本中的复杂磷

脂分子具有重要意义。
　 　 磷脂分子结构复杂、种类繁多且含量各异，以最

常见的磷脂酰胆碱（ＰＣ）为例，ＰＣ 的主要异构体形

式包括旋光异构、Ｃ＝Ｃ 位置异构、Ｃ＝Ｃ 顺反异构和

ｓｎ 位置异构，这些异构形式可以延伸出数以万计的

异构体。 因此，磷脂分子的极端复杂性使其分离分

析面临着很大的挑战性。 近年来，磷脂类物质的分

离分析方法发展迅速，其中，高效液相色谱⁃质谱

（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ）技术成为磷脂分离、鉴定和定量的重要

技术［１５］。 例如，Ａｎｓａｒ 等［１６］ 基于 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 法分离

和定量了 Ｖｉｓｕｄｙｎｅ 脂质体配方中的磷脂及其相应

的降解产物，该方法能够分离磷脂的结构异构体和

顺反异构体。 Ｖｉｓｕｄｙｎｅ 的主要脂质降解产物包括

溶血磷脂酰胆碱、少数饱和 ／不饱和溶血磷脂酰甘油

以及游离的脂肪酸，每种降解产物含量均小于磷脂

总量的 １％ （质量分数）。 Ｓｕｎ 等［１７］开发了基于超高

效液相色谱⁃四极杆飞行时间质谱的方法来分析人

乳、牛奶和羊奶中的磷脂类别与分子种类，共鉴定出

１１ 个磷脂类，包含 ２２９ 种磷脂分子。 目前，磷脂分

离常用的 ＨＰＬＣ 色谱柱包括二醇柱、Ｃ１８ 柱、氨基柱

等［１８－２３］。 近年来，多种新型的色谱固定相被研制出

来以应对复杂磷脂样品的分离需求。 例如， Ｌｉｕ
等［２４］以烯丙基三辛基溴化膦为单体，设计合成了新

型聚膦离子液体键合硅胶色谱固定相 （ ＰＩＬ ＠
ＳｉＯ２），可同时实现磷脂类和磷脂分子的分离，并成

功应用于大豆卵磷脂中磷脂的分离分析。 李新庭

等［２５］以溴化 １⁃乙烯基⁃３⁃十二烷基咪唑（ＶＤＩ）为单

体，制备了 ＶＤＩ 键合色谱固定相（Ｓｉｌ⁃ＶＤＩ），该固定

相具有反相 ／离子交换混合模式保留机制和良好的

分离性能。 作者进一步将其用于肺癌细胞和鸡蛋黄

磷脂样品提取物的分离分析，Ｓｉｌ⁃ＶＤＩ 色谱柱对 ２ 种

磷脂样品均展示了良好的分离选择性。 然而，为了

改善复杂磷脂样品的分离分析性能，研制新型磷脂

色谱分离固定相仍然是目前研究的热点之一。
　 　 苯乙烯⁃马来酸酐共聚物（ＳＭＡ）是一类新型两

亲性聚合物，在磷脂和膜蛋白质增溶方面得到了广

泛的应用［２６，２７］， ＳＭＡ 对膜蛋白质增溶的原理是其

可以和膜蛋白质周围的磷脂双分子层发生亲水、疏
水相互作用和静电相互作用，从而插入其中形成

“纳米圆盘” ［２８，２９］，实现对膜蛋白质的增溶。 基于

ＳＭＡ 与磷脂双分子层的强相互作用，本文将 ＳＭＡ

引入硅胶色谱固定相的制备，并采用蛋氨酸甲酯盐

酸盐（ＭＭＥ·ＨＣｌ）对马来酸酐基团进行开环修饰，
合成了新型的改性 ＳＭＡ 修饰色谱固定相（Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃
ＭＭＥ），并将该固定相用于南极磷虾油和人血清磷

脂提取物的分离分析。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｎｉｃｏｌｅｔｉ Ｓ１０ 傅里叶变换红外光谱仪 （美国

Ｎｉｃｏｌｅｔ 公司）； ＧＬＫ 型装柱机、不锈钢色谱柱管

（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ）、ＧＡＬＡＫ 型氨基色谱柱（ＳｉＯ２ ⁃
ＮＨ２）（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ）（无锡加莱克色谱科技有

限公司）； Ｐ２３０Ⅱ高效液相色谱仪（大连依利特分

析仪器有限公司）； ＥＬＳＤ６０００ 蒸发光散射检测器

（ＥＬＳＤ）（美国奥泰科技有限公司）； ＳＴＡ４４９Ｃ 热重

分析仪（德国耐驰公司）； ＩＫＡ ＲＣＴ ｂａｓｉｃ 磁力搅拌

器（艾卡仪器设备有限公司）； ＳＢ⁃１００ＤＴ 超声波清

洗机（宁波新芝生物科技股份有限公司）。
　 　 球形多孔硅胶（粒径 ５ μｍ，孔径 １２ ｎｍ，日本

Ｄａｉｓｏｇｅｌ 公司）； （３⁃巯丙基）三乙氧基硅烷（ＭＰＳ，
纯度 ９６％ ）、ＭＭＥ·ＨＣｌ（纯度 ９８％ ）、苯乙烯（纯度

９９％ ）、 马 来 酸 酐 （ 纯 度 ９９％ ）、 偶 氮 二 异 丁 腈

（ＡＩＢＮ，纯度 ９９％ ）、对甲苯磺酸（ＴｓＯＨ，纯度 ９９％ ）
（北京伊诺凯科技有限公司）； Ｎ，Ｎ⁃二甲基甲酰胺

（ＤＭＦ）、甲基叔丁基醚（ＭＴＢＥ） （天津市科密欧化

学试剂有限公司）；二棕榈酰磷脂酰胆碱（ＤＰＰＣ，纯
度 ９８％ ）、二硬酯酰磷脂酰胆碱（ＤＳＰＣ，纯度 ９５％ ）、
二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱（ＤＭＰＣ，纯度 ９９％ ）、二棕

榈酰磷脂酰乙醇胺（ＤＰＰＥ，纯度 ９７％ ）（北京百灵威

科技有限公司）；溶血卵磷脂（ＬｙｓｏＰＣ，纯度 ９７％ ，
天津阿尔塔科技有限公司）；二油酰磷脂酰胆碱

（ＤＯＰＣ，纯度 ９７％ ，梯希爱上海化成工业发展有限

公司）；二棕榈酰磷脂酰丝氨酸钠 （ＤＰＰＳ，纯度

９５％ ，艾美捷科技有限公司）；甲醇（ＭｅＯＨ）和乙腈

（ＡＣＮ）（ＨＰＬＣ 级，天津赛孚瑞科技有限公司）。
１．２　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相的制备

　 　 试剂预处理　 称取硅球 ２􀆰 ５ ｇ，放入真空干燥箱

中，于 １００ ℃烘干 ２４ ｈ 备用。
　 　 巯基化硅球（Ｓｉｌ⁃ＳＨ）的制备 　 取干燥后的硅

球，将其置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶中，随后加入 ５０ ｍＬ
无水甲苯使硅球在溶剂中混悬，之后加入 ５􀆰 ８ ｇ
ＭＰＳ，在氮气氛围下于 １１０ ℃搅拌反应 １２ ｈ。 反应

结束后，离心除去溶液，沉淀的硅球用甲醇洗涤 ５
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次，在 ８０ ℃下真空干燥 ２４ ｈ，得到 Ｓｉｌ⁃ＳＨ。
　 　 苯乙烯⁃马来酸酐共聚物接枝硅球（Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ）的
制备　 称取 １４􀆰 ７ ｇ （１５０ ｍｍｏｌ）马来酸酐，置于 ５００
ｍＬ 圆底烧瓶中，加入 ５０ ｍＬ ＤＭＦ 超声使其充分溶

解，加入上一步得到的 Ｓｉｌ⁃ＳＨ，继续加入 ３１． ３ ｇ
（３００ ｍｍｏｌ）苯乙烯后立即加入 ６０ ｍＬ ＤＭＦ 振荡，
使溶液充分混匀，再加入溶于 １０ ｍＬ ＤＭＦ 中的

０􀆰 ６９ ｇ ＡＩＢＮ，立即将溶液置于氮气氛围下，于 ８０ ℃
搅拌反应 １６ ｈ。 反应结束后，离心除去黏稠溶液，
沉淀的硅球用 ＤＭＦ 离心洗涤至上清液无色，再用

甲醇洗涤 ２ 次，于 ７０ ℃下真空干燥 ２４ ｈ，得到 Ｓｉｌ⁃

ＳＭＡ。
　 　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相的制备　 称取 ４􀆰 ０ ｇ （２０
ｍｍｏｌ） ＭＭＥ·ＨＣｌ，置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶中，加入

３０ ｍＬ ＤＭＦ 超声使其充分溶解，取上一步反应产物

加入溶液中，再加入 ５０ ｍＬ ＤＭＦ 振荡，使溶液充分

混匀，称取 ＴｓＯＨ ０􀆰 ５ ｇ，用 １０ ｍＬ ＤＭＦ 溶解后倒入

烧瓶中，在氮气氛围下于 ８５ ℃搅拌反应 ５ ｈ。 反应

结束后，产物依次用 ＤＭＦ 和甲醇各离心洗涤 ３ 次，
在 ７０ ℃下真空干燥 ２４ ｈ，得到最终的固定相材料。
　 　 以上合成步骤见图 １。

图 １　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相制备示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ

ＭＰＳ： ３⁃ｍｅｒｃａｐｔｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ； ＤＭＦ： Ｎ，Ｎ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ； ＴｓＯＨ： ｐ⁃ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ．

１．３　 色谱柱装填

　 　 采取高压匀浆法装填 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱。
匀浆液为氯仿⁃环己醇（１ ∶４， ｖ ／ ｖ）， ２０ ｍＬ；顶替液

为甲醇⁃异丙醇 （ １ ∶ １， ｖ ／ ｖ）。 称取 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ
２􀆰 １ ｇ，加入匀浆液搅拌使其分散均匀。 将固定相材

料的混悬液倒入匀浆管中，调节装柱机压力使其缓

慢上升至 ３５ ＭＰａ。 待顶替液流出约 １００ ｍＬ 后，装
柱完成。 使装柱机压力降为 ０ ＭＰａ，静置 ３０ ｍｉｎ 后

取下色谱柱，安装剩余的筛板和柱头，连接高效液相

色谱泵，用乙腈冲洗色谱柱，备用。
１．４　 样品配制

１．４．１　 色谱测试标准品的配制

　 　 本实验中所有小分子化合物样品均采用色谱纯

乙腈配制并经过超声、离心、过膜后备用。 酰胺类化

合物中氰基乙酰胺质量浓度为 ８０ μｇ ／ ｍＬ，其余小

分子化合物质量浓度均控制在 ３０～５０ μｇ ／ ｍＬ。

１．４．２　 磷脂标准品与复杂磷脂样品的制备

　 　 ＤＰＰＣ、ＬｙｓｏＰＣ、ＤＯＰＣ、ＤＳＰＣ 和 ＤＭＰＣ 采用

三氯甲烷⁃甲醇（１ ∶１， ｖ ／ ｖ）配制，其余磷脂类标准品

采用三氯甲烷⁃甲醇（３ ∶１， ｖ ／ ｖ）配制。 磷脂标准品

质量浓度控制在 ０􀆰 ５～１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ，所有样品均采用

０􀆰 ４５ μｍ 有机滤膜过滤，－２０ ℃冷藏备用。
　 　 南极磷虾油磷脂提取：将磷虾油胶囊剪开，称取

胶囊内容物 １００ ｍｇ，用 ２０ ｍＬ 正己烷⁃异丙醇（１ ∶１，
ｖ ／ ｖ）溶解，所得样品超声 ５ ｍｉｎ，用 ０􀆰 ４５ μｍ 有机滤

膜过滤，常温下放置备用。
　 　 人血清中磷脂提取物的制备：采用 ＭＴＢＥ⁃
ＭｅＯＨ 体系，在 ２００ μＬ 人血清中加入 ４００ μＬ ＭＴ⁃
ＢＥ 和 ８０ μＬ ＭｅＯＨ，涡旋 ３０ ｓ，以 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，此时两相分离，界面出现白色沉淀，取上层

有机相，用氮气吹干，并用 １ ｍＬ 二氯甲烷⁃甲醇（１ ∶
１， ｖ ／ ｖ）复溶，用 ０􀆰 ４５ μｍ 有机滤膜过滤后冷藏备用。

·４２９·
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２　 结果与讨论

２．１　 结构表征

　 　 首先采用热重分析对 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相进

行表征。 如图 ２ａ 所示，与 ＳｉＯ２ 相比，Ｓｉｌ⁃ＳＨ、Ｓｉｌ⁃
ＳＭＡ 和 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 的热损失逐渐增加，可验证

Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相制备成功。 进一步采用傅里

叶变换红外光谱法对 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相进行表

征。 如图 ２ｂ 所示，在 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ 的红外光谱图中出现

了 １ ４９５ ｃｍ－１和 １ ４５５ ｃｍ－１处的苯环骨架伸缩振动

吸收峰、７００ ｃｍ－１处的苯环 Ｃ－Ｈ 面外弯曲振动吸收

峰以及１ ８３０ ｃｍ－１和 １ ７３５ ｃｍ－１处的马来酸酐不对

称伸缩振动吸收峰和对称伸缩振动吸收峰，由此可

以证实苯乙烯和马来酸酐已经成功接枝到硅球表

面。 与 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ 相比，Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相红外光

谱图中 １ ７３５ ｃｍ－１处吸收峰变小，证明部分酸酐基

团已与 ＭＭＥ 发生酰化反应，可进一步验证 Ｓｉｌ⁃
ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相制备成功。

图 ２　 ＳｉＯ２、Ｓｉｌ⁃ＳＨ、Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ 和 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 的（ａ）热重分析图和（ｂ）红外光谱图

Ｆｉｇ． ２　 （ａ） Ｔｈｅｒｍｏｇｒａｖｉｍｅｔｒｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ （ｂ） ＦＴ⁃ＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＳｉＯ２， Ｓｉｌ⁃ＳＨ， Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ ａｎｄ Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ

图 ３　 流动相中乙腈体积分数对亲水性酰胺类物质保留的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＣＮ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ

ｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｍｉｄｅ ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄｓ

　

　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ； ｆｌｏｗ
ｒａｔｅ， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ， ２１４ ｎｍ．

２．２　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱的保留机制

　 　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 固定相表面的酸酐基团经修饰

后又引入羧酸基团，因此 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱可

具有亲水保留特性。 选取氰基乙酰胺、苯甲酰胺、２⁃
碘乙酰胺、对氨基苯甲酰胺和烟酰胺对 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃
ＭＭＥ 色谱柱的保留机制进行考察。 从图 ３ 中可以

看出，Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱在高比例乙腈的流动相

系统中可以很好地保留 ５ 种酰胺类物质。 当流动相

中乙腈体积分数从 ９５％ 下降到 ７０％ 时，５ 种物质的

保留逐渐减弱，表现出典型的亲水作用色谱保留

机制。
２．３　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱的分离性能考察

２．３．１　 分离酰胺类化合物

　 　 选取 ５ 种酰胺类小分子物质对 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ
色谱柱的分离性能进行考察。 图 ４ 为氰基乙酰胺、
２⁃碘乙酰胺、苯甲酰胺、对氨基苯甲酰胺和烟酰胺的

分离色谱图。 以乙腈⁃水（９６ ∶４， ｖ ／ ｖ）为流动相进行

洗脱，５ 种物质在 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱中色谱峰形

良好，其最高柱效达 ９０ ９００ Ｎ ／ ｍ （图 ４ａ）。 采用

ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 同样分离了上述 ５ 种物质，在相同的流动

相条件下，ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 色谱柱对于酰胺类物质的保留

更弱，２⁃碘乙酰胺和苯甲酰胺的色谱峰完全重叠（图
４ｂ）。 进一步调节流动相比例，使保留时间最长的

烟酰胺与其在 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱上的保留时间

一致，此时，２⁃碘乙酰胺和苯甲酰胺依旧无法分离

（图 ４ｃ）。 这说明所制备的 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱可

提供更高的分离选择性。
２．３．２　 分离核苷 ／ 核酸碱基类化合物

　 　 进一步选用亲水性的核苷 ／核酸碱基类物质考

察了 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱的分离性能。 使用乙腈⁃

·５２９·
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图 ４　 酰胺类物质在（ａ）Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱和（ｂ， ｃ）
ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 柱中的分离色谱图

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａｍｉｄｅｓ ｏｎ （ａ） ｔｈｅ
Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ （ ｂ， ｃ ） ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ
ａｍｉｎｏ ｃｏｌｕｍｎ （ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２）

　

　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ （９６ ∶
４， ｖ ／ ｖ） ｆｏｒ ａ ａｎｄ ｂ， １００％ ＡＣＮ ｆｏｒ ｃ； ＵＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅ⁃
ｌｅｎｇｔｈ， ２１４ ｎｍ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ．
　 Ａｎａｌｙｔｅｓ： １． ｃｙａｎｏａｃｅｔａｍｉｄｅ； ２． ２⁃ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ； ３．
ｂｅｎｚａｍｉｄｅ； ４． ｐ⁃ａｍｉｎｏｂｅｎｚａｍｉｄｅ； ５． ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ．

水（９４ ∶６， ｖ ／ ｖ）作为流动相对待测样品进行洗脱，在
８ ｍｉｎ 内尿苷、尿嘧啶和肌苷可在 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色

谱柱上达到基线分离，其最高柱效可达到 ７９ ３００

图 ５　 核苷 ／核酸碱基类物质在（ａ）Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱和
（ｂ， ｃ）ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 柱中的分离色谱图

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ ａｎｄ
ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂａｓｅｓ ｏｎ （ ａ） ｔｈｅ Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ
ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ （ｂ， ｃ） ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ ｃｏｌｕｍｎ

　

　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ （９４ ∶
６， ｖ ／ ｖ） ｆｏｒ ａ ａｎｄ ｂ， ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ （６０ ∶４０， ｖ ／ ｖ） ｆｏｒ ｃ； ＵＶ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ， ２１４ ｎｍ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ．
　 Ａｎａｌｙｔｅｓ： １． ｕｒａｃｉｌ； ２． ｕｒｉｄｉｎｅ； ３． ｉｎｏｓｉｎｅ．

Ｎ ／ ｍ（图 ５ａ）。 同样采用 ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 对以上 ３ 种物质

进行分离。 在相同的流动相条件下，ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 色谱

柱对于核苷 ／核酸碱基类物质的保留更强，在 １５
ｍｉｎ 内只有尿嘧啶出峰（图 ５ｂ）。 进一步调节流动

相中乙腈和水的比例，选用乙腈⁃水（６０ ∶４０， ｖ ／ ｖ）作
为流动相，此时肌苷与其在 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱

上的保留时间一致，但尿嘧啶和尿苷的分离度仅为

１􀆰 ６２（图 ５ｃ）。
２．３．３　 分离苯酚类化合物

　 　 选取了 ４ 种苯酚类小分子物质对 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃
ＭＭＥ 色谱柱的分离性能进行考察。 图 ６ａ 为对乙

酰氨基酚、对甲酚、对氯苯酚和 ４⁃叔辛基苯酚在 Ｓｉｌ⁃
ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱上的分离色谱图。 以流动相乙

腈⁃水（４０ ∶６０， ｖ ／ ｖ）进行洗脱，４ 种物质在 ６ ｍｉｎ 内

可实现基线分离，其最高柱效可达到 ６０ ０００ Ｎ ／ ｍ。
采用 ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 对以上 ４ 种物质进行分离，在相同的

流动相条件下，ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 色谱柱对于苯酚类物质的

保留更弱，其中对乙酰氨基酚和对甲酚的色谱峰完

全重叠，对氯苯酚和 ４⁃叔辛基苯酚也无法达到基线

分离（图 ６ｂ）。 调节流动相比例，使保留时间最长的

４⁃叔辛基苯酚与其在 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱上保留

时间一致，此时 ４ 种物质可以达到基线分离 （图

６ｃ），但两种色谱柱表现出了不同的分离选择性。

图 ６　 苯酚类物质在（ａ）Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱和（ｂ， ｃ）
ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 柱中的分离色谱图

Ｆｉｇ． ６　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ （ａ） ｔｈｅ
Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ （ｂ， ｃ） ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ ｃｏｌ⁃
ｕｍｎ

　

　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ （４０ ∶
６０， ｖ ／ ｖ） ｆｏｒ ａ ａｎｄ ｂ， ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ （９７ ∶３， ｖ ／ ｖ） ｆｏｒ ｃ； ＵＶ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ， ２１４ ｎｍ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ．
　 Ａｎａｌｙｔｅｓ： １． ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ； ２． ｐ⁃ｃｒｅｓｏｌ； ３． ｐ⁃ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ；
４． ４⁃ｔｅｒｔ⁃ｏｃｔｙｌｐｈｅｎｏｌ．

２．４　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱用于分离磷脂样品

２．４．１　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱用于分离磷脂标准品

　 　 基于 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱良好的分离选择

性，进一步考察了 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱对磷脂的

分离性能。 首先选择不同类别的磷脂 ＤＰＰＳ、ＤＯＰＣ
和 ＤＰＰＥ 考察其分离选择性。 如图 ７ａ 所示，选用流

动相为 Ａ⁃Ｂ（８０ ∶２０， ｖ ／ ｖ），其中，Ａ 相为正己烷⁃异
丙醇⁃水⁃冰乙酸⁃三乙胺（５ ∶８１ ∶１４ ∶１􀆰 ５ ∶０􀆰 ０８， ｖ ／ ｖ ／

·６２９·
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ｖ ／ ｖ ／ ｖ）， Ｂ 相为甲醇，３ 类磷脂 ＤＰＰＳ、ＤＯＰＣ 和

ＤＰＰＥ 可实现基线分离，且峰形良好。
　 　 进一步采用不同的 ＰＣ 分子 ＬｙｓｏＰＣ、ＤＭＰＣ、
ＤＳＰＣ 和 ＤＰＰＣ 评价了 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱对不

同种类磷脂的分离选择性。 如图 ７ｂ 所示，选用流动

相为 Ａ⁃Ｂ（２５ ∶７５， ｖ ／ ｖ），其中 Ａ 相为水，Ｂ 相为甲

醇⁃乙腈（８ ∶１， ｖ ／ ｖ），具有不同酰基侧链的 ４ 种 ＰＣ
在 １０ ｍｉｎ 内实现了基线分离。 以上结果显示，所制

备的 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱可以同时实现磷脂类别

和 ＰＣ 种类的分离分析。

图 ７　 （ａ）不同磷脂类别和（ｂ）不同 ＰＣ 分子种类在
Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱中的分离色谱图

Ｆｉｇ． ７　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｃｌａｓｓｅｓ ａｎｄ （ｂ） ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＣ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ ｃｏｌｕｍｎ

　

　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｆｏｒ ａ， Ａ⁃Ｂ （８０ ∶
２０， ｖ ／ ｖ） （Ａ： ｎ⁃ｈｅｘａｎｅ⁃ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ⁃Ｈ２Ｏ⁃ｇｌａｃｉａｌ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ⁃ｔｒｉ⁃
ｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ （５ ∶８１ ∶１４ ∶１􀆰 ５ ∶０􀆰 ０８， ｖ ／ ｖ ／ ｖ ／ ｖ ／ ｖ）； Ｂ： ＭｅＯＨ）； ｍｏ⁃
ｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｆｏｒ ｂ， Ａ⁃Ｂ （２５ ∶７５， ｖ ／ ｖ） （Ａ： Ｈ２Ｏ； Ｂ： ＭｅＯＨ⁃ＡＣＮ
（８ ∶ １， ｖ ／ ｖ））； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｅｖａｐｏｒａｔｉｖｅ ｌｉｇｈｔ⁃ｓｃａｔ⁃
ｔｅｒｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｏｒ．
　 Ａｎａｌｙｔｅｓ ｆｏｒ ａ： １． ｄｉｐａｌｍｉｔｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｓｅｒｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ
（ＤＰＰＳ）； ２． ｄｉｐａｌｍｉｔｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ （ＤＰＰＥ）； ３．
ｄｉｏｌｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＤＯＰＣ） ． Ａｎａｌｙｔｅｓ ｆｏｒ ｂ： １． ｌｙｓｏｐｈ⁃
ｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ （ＬｙｓｏＰＣ）； ２． ｄｉｍｙｒｉｓｔｏｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏ⁃
ｌｉｎｅ （ＤＭＰＣ）； ３． ｄｉｓｔｅａｒｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＤＳＰＣ）； ４． ｄｉ⁃
ｐａｌｍｉｔｏｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｃｈｏｌｉｎｅ （ＤＰＰＣ） ．

２．４．２　 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱用于分离复杂磷脂样品

　 　 南极磷虾油富含磷脂态的二十碳五烯酸

（ＥＰＡ）和二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）等 Ｏｍｅｇａ⁃３ 多不

饱和脂肪酸，具有良好的生物活性，如调节血脂、缓
解肥胖症并可提高人体免疫力和减轻脑老化等。 磷

虾油磷脂主要由 ＰＣ、磷脂酰肌醇（ＰＩ）、磷脂酰乙醇

胺（ＰＥ）、磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）组成，其中 ＰＣ 为主要

成分。 采用南极磷虾油磷脂提取物考察了 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃
ＭＭＥ 色谱柱对于复杂磷脂样品的分离性能。 如图

８ａ 所示，选用流动相为 Ａ⁃Ｂ（２５ ∶７５， ｖ ／ ｖ），其中 Ａ
相为水，Ｂ 相为甲醇⁃乙腈 （８ ∶ １， ｖ ／ ｖ）， Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃
ＭＭＥ 色谱柱可以在 １０ ｍｉｎ 内分离出 ６ 个主要的色

谱峰。

图 ８　 （ａ）南极磷虾油磷脂提取物和（ｂ）人血清磷脂提取物在
Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱中的分离色谱图

Ｆｉｇ． ８　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ
ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ａｎｔａｒｃｔｉｃ ｋｒｉｌｌ ｏｉｌ ａｎｄ （ｂ） ｈｕｍａｎ
ｓｅｒｕｍ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃
ＭＭＥ ｃｏｌｕｍｎ

　

　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， Ａ⁃Ｂ （２５ ∶７５， ｖ ／
ｖ） （ Ａ： Ｈ２Ｏ； Ｂ： ＭｅＯＨ⁃ＡＣＮ （ ８ ∶ １， ｖ ／ ｖ））； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｅｖａｐｏｒａｔｉｖｅ ｌｉｇｈｔ⁃ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｏｒ．

　 　 血清磷脂主要包括 ４ 部分 卵磷脂、溶血磷

脂、神经磷脂和脑磷脂。 血清磷脂的组成发生变化

会导致多种心血管类疾病的发生，例如肥胖代谢综

合征和糖尿病。 另外，心力衰竭、类风湿性关节炎、
骨质疏松症等疾病的发生也与体内磷脂的代谢密切

相关。 基于此，进一步采用人血清磷脂提取物考察

了 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱对复杂磷脂样品的分离性

能。 如图 ８ｂ 所示，选用流动相为 Ａ⁃Ｂ（２５ ∶ ７５， ｖ ／
ｖ），其中 Ａ 相为水，Ｂ 相为甲醇⁃乙腈（８ ∶ １， ｖ ／ ｖ），
１０ ｍｉｎ 内可以观察到 ４ 个主要色谱峰。 显然，Ｓｉｌ⁃
ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱对复杂的磷脂样品显示了一定的

分离潜能。

·７２９·
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３　 结论

　 　 本研究以苯乙烯和马来酸酐为单体，进一步结

合 ＭＭＥ·ＨＣｌ 开环修饰，制备了 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色

谱固定相。 填充 Ｓｉｌ⁃ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱具有典型的

亲水作用色谱保留机制，并且对于酰胺类和核苷 ／核
酸碱基类以及苯酚类小分子物质显示了良好的分离

选择性。 此外，通过调节不同的色谱分离条件，Ｓｉｌ⁃
ＳＭＡ⁃ＭＭＥ 色谱柱可以实现不同磷脂类别和 ＰＣ 种

类的有效分离，并且对于复杂的南极磷虾油磷脂和

人血清磷脂样品显示了一定的分离潜力。 本研究为

开发新型磷脂分离色谱固定相材料提供了新的可行

性思路。
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