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提要 利用脲衍生物型手性色谱柱，作正相和反相液相色谱拆分N-35-二硝基苯甲酰化氨基酸丁酯衍生物。结果

表明，正相色谱的手性分离效果比反相色谱要好得多，并且手性洗脱顺序完全相反。认为在固定相上对拆分起主要

作用的可能是（R）�-1-（é-粱�）乙胺部分的手性碳原子，而另外一个手性碳原子在拆分过程中起辅助作用。流相

在拆分过程中起着很重要的作用。
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1 前言

近年来，利用手性色谱柱拆分对映体得到不断

发展〔1〕，它比利用对映体与旋光衍生试剂反应生

成非对映异构体后再拆分更简单。手性柱拆分是利

用对映体与手性固定相（CSP）┲�涞牧⑻遄饔貌�

而进行的。本文所用的CSP结构如图1所示。它含

有两个手性碳原子，分别连接在脲基的两个亚胺基

氮原子上，被分析物与CSP之间有 -作用力和授

受质子的氢键作用力等，根据它与对映体空间作用

力的不同，可用于氨基酸对映体的拆分。一般来说，

高效液相色谱流动相在分离过程中起着特殊重要的

作用。有关流动相对于拆分对映体影响的研究未见

报道。本文比较系统地讨论了在正相色谱和反相色

谱中不同流动相及其组成对手性分离的影 响。

2 实验部分

2.1 仪器与试剂

Varian 5000型液相色谱仪，UV-100型紫外可

见分光检测器 美国Phenomenex公司生产的手性

色谱柱〔(S)-valine (R)-1-a-naphthylethy-

lamine，共价键合〕，4.6mm 250mm。

缬氨酸 Val、苯丙氨酸 Phe、苏氨酸（Thr、丝

氨酸（Ser）皆为分析纯；正己烷、二氯乙烷、甲醇、乙

醇、异丙醇、正丁醇、乙酸乙酯、乙腈、二氧六环、四氢

呋喃均干燥、重蒸；碳酸氢钠、35-二硝基苯甲酰氯

（DNBC）为分析纯；HCl的正丁醇溶液（4.5mol/L ，

二次蒸馏水。

2.2 色谱条件

在正相色谱中，以正己烷和二氯乙烷为基础溶

剂，极性溶剂分别是甲醇、乙醇、异丙醇、正丁醇、乙

腈、四氢呋喃、二氧六环等。

在反相色谱中，以水为基础溶剂，有机改性剂分

别是甲醇、乙腈和四氢呋喃。流动相中含 .1%

NaHCO3(pH8.3)。

流量 1mL/min，检测波长：254nm，柱温：30 。

2.3 衍生反应

2.3.1 N-DNB-氨基酸丁酯的衍生

将1mg氨基酸和1mL HCl／正丁醇加入聚四氟

乙烯高压反应器中，密封，经超声混合后，于 110 下

反应 30min。反应完毕，在红外灯下（约 60 ）烤干，

加入 .5mL CHCl2共沸去水，再烤干。加入 1mL
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DNBC的乙酸乙酯溶液（10mg/mL）后，密封，再于

165 下反应 30min。冷却后，先用 1mL 2mol/L

NaOH溶液洗两遍，再用 1mL二次蒸馏水洗两遍，

取有机层进样分析。

2.3.2 N-DNB-氨基酸的衍生

将1mg氨基酸和 1mL DNBC的乙腈溶液（10mg/mL加尤刖鬯姆�蚁└哐狗从ζ髦校�芊猓��

超声混合后，于 165 下反应30min。冷却后，加入

0.5mL1 NaHCO3溶液，振荡，静置1小时后，进样

分析。

3 结果与讨论

3.1正相色谱

3.1.1 二氯乙烷的影响

当乙醇含量不变，改变正己烷和二氯乙烷的相

对含量时，随着二氯乙烷含量的增大，则流动相极性

增强，洗脱加快，而对映体相对保留值 基本不变，

但对分离度有较大影响，拆分效果明显下降。结果如

表 1所示。

表 1 正相色谱中二氯乙烷对分离的影响

3.1.2 乙醇量的影响

如表 2所示，当二氯乙烷的含量不变，乙醇的含

量增大时，结果与3.1.1所述类似，相对保留值 基

本不变，但对分离度有很大影响，分离效果明显下

降。与表 1比较，乙醇含量只变化2％时，其Rs的变

化比二氯乙烷含量变化5％时要大得多，这可能是因

为乙醇的极性强 且易形成氢键所致。

3.1.3 不同极性调 诩的影响

当固定三元溶剂的含量，改变极性调节剂时，发

现各种氨基酸的相对保留值 及分离度R变化都很

大，这是由于有机改性剂性质不同而引起的，结果汇

于表 3。

表2 正相色谱中乙醇对分离的影响

氨基酸衍生物与CSP间的作用是以偶极-偶极

重叠占优势，氢键处于次要地位。二者之间的作用力

主要有：（�11）〤CS上萘环与隓DN上苯环间π 作

用力；（�2）衍生物的酰胺基与CSP脲基间的偶极重叠

作用；（�3）衍生物上的酯基平行于CSP连接臂，指向

载体表面，与CSP上其余基团之间的作用3。其中

（�22）是依赖于氨基酸空间结构的，只有蠨型氨基对

映体重叠得较好，“面对面”接近，保留较强，而L型

的较差（苯丙氨酸除外），使二者分开。这种拆分仅限

于伯胺。对于仲胺则分不开，因衍生后，酰胺基上无

活泼氢，不能给出质子形成氢键，如脯氨酸。

CSP与衍生物之间的作用力很强，在正相色谱

中不易洗脱，必须在流动相中添加一些极性很强的、

能授受质子形成氢键的醇类如甲醇、乙醇、异丙醇、

正丁醇等才能洗脱。其中以甲醇的极性最强，最易形

成氢键，洗脱最快，但因部分地参与了擞与CSP间的作

用，导致相对保留值 有所减小；乙腈、四 喃和

二氧六环极性也很强，但只能得到质子，不能给出质

子形成氢键，洗脱较慢，甚至要三四个小时以上；对

于非极性或不能形成 键的极�性调节剂，洗脱鸦会更

慢，甚至不能洗脱。

乙二醇、丙三醇、乙胺、二乙胺、三乙胺等授受质

子能力更强，但前二者与正己烷不互溶，而后三者由

于碱性太强，会破坏色 柱，因此不宜采用。

二氯乙烷对分离有一定的影响，但它的主要作



用是使正己烷与极性有机调节剂互溶，起助溶“桥”

的作用。

考虑到溶剂的互溶性、氨基酸的分离度和分析

速度，选择最佳流动相组成为正己烷 ∶二氯乙烷 ∶

乙醇=75 18 7。所得色谱图见图1。

表3 正相色谱中不同极性调节剂对分离的影响

流动相为正己烷 二氯乙烷 乙醇=75 18 7流速

1mL/min，柱温 30 ，检测波长254nm。峰：1．乙酸乙酯

(272min)2.L-Val(4.67min)，3.D-Val(6.93min)，4.L-

Thr(8.07min)5.L-Ser(10.85min)6.D-Thr(12.34min)，

7.D-Ser(17.34min)，其余各峰均为杂质峰。

3.2反相色谱

由表4可见，与正相色谱相比，相对保留值a明

显下降，Rs值很小，分离效果较差，而手性洗脱顺序

完全相反。

因流动相呈碱性，衍生物完全离子化，溶质亲水

性加强，其极性羧基部分指向流动相，而在正相色谱

中则指向载体，因而分离过程发生变化，氢键机理占

据优势。其作用力主要有：1CSP上萘环与DNB苯

环间的- 作用力；2DNB上硝基氧原子与CSP

脲基的酰胺间的氢键作用力；3氨基酸衍生物的亚

胺基与CSP的羰基间的氢键作用力；4二者间亲脂

相互作用力。由于空间作用，3 4在拆分氨基酸对

映体过程中应起主导作用，故对L型保留较强5。

流动相不仅与溶质间有作用力，而且与CSP间

也有作用力，为CSP与溶质间亲脂作用提供了强键

作用，并有利于手性识别，这在非极性流动相中是不

可能的5。当流动相变化时，对a值影响较大。随流

动相极性的增大，洗脱减慢。

表4 反相色谱中有机改性剂对分离的影响

在正相色谱流动相中加入少量醇，有利于洗脱，

并不影响洗脱机理；而在反相色谱中，流动相与CSP

间有强作用力，使两种具有相反选择性的相互竞争

的手性识别过程发生变化，从而使洗脱顺序及a值

都有较大的变化。

本实验表明，在CSP两个手性碳原子中起主要

作用的可能是（R-1-（╝a-粱�┮野凡糠值氖中�

原子，从出峰顺序也验证了这一点。另一个手性碳原



子在分离过程中起辅助作用，提高分离效果。

这种手性色谱柱应用于正相色谱时，对拆分对

映体更有效。
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Study on the Separation of -Amino Acid Enantiomers

by High Performance Liquid Chromatography(HPLC)
with Urea Derivative as Chiral Stationarv Phase

Lu Haitao and Yun Zihou

(Department of Chemistry Beijing Nor niveriy, Beijing, l00875)

using HPLC with urea derivative as chiral stationary phase the separations of racemicN-3,5-dinitroben-

zoyl amino acid butyl esters by normal-and reversed-phase liquid chromatography have been investigated.The

results showed that the separation by normal-phase chromatography was better than that by reversed-phase

chromatography,and the opposite elution order was obtained.We thought that the chiral recognition might

mainly be controlled by the asymmetric carbon atom of the R-1-（anaphthyl）ethylamine component. Ano-

ther asymmetric carbon atom,i.e.the one in the amino acid components might only contribute to improve

the enantioselectivity.The mobile phase also acted as an important role for the enantiomer separation.

Key words high performance liquid chromatography,urea derivative as chiral stationary phase,enan-

tiomer,a-amino acids,enantiomer separation

辽宁省色谱学会成立

经有关部门批准，辽宁省色谱学会于1994年11月12日宣告成立。成立大会在中国科学

院大连化学物理研究所隆重召开。

来自辽宁省的各市级色谱学会或筹委会的20余名代表出席了会议。会上，就各市级色谱

学会开展活动的经验进行了交流，并通过了“辽宁省色谱学会章程”，选举了新的理事会。代表
们一致选举全国政协委员、中国色谱学会常务理事、沈阳药科大学孙毓庆教授任辽宁省色谱学

会理事长，中国色谱学会常务副理事长、中国科学院大连化学物理研究所副所长张玉奎研究员

任常务理事长，沈阳药科大学王延琮教授任秘书长。省色谱学会挂靠在沈阳药科大学。

大会聘请中国科学院院士、大连化学物理研究所研究员卢佩章教授任省色谱学会名誉理

事长。卢佩章教授在百忙中还接见了各位代表，并就省色谱学会今后的工作提出了宝贵的意

见。

与会代表还就今后省色谱学会如何开展工作进行了热烈的讨论，并一致认为辽宁省色谱

技术实力雄厚，多年来为色谱技术的发展做出了卓越的贡献，今后必将取得更大的成绩。大家

决心在省色谱学会领导下，加强与全国各省、市色谱学会合作，为加速推动辽宁省色谱技术更

快地普及和提高，努力做好省色谱学会的工作。


