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亲水作用色谱固定相及其在中药分离中的应用
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摘要：亲水作用色谱（89:9;）作为一种分离极性化合物的液相色谱模式，近年来越来越受到关注和重视。一方面是
因为强极性化合物的分离问题引起了各个研究领域的重视，如药物分析、代谢组学、蛋白质组学等研究领域都不同

程度地涉及强极性化合物的分离问题；另一方面是由于 89:9; 具有流动相组成简单、分离效率较高、与质谱兼容以
及反压较低等优势。固定相是 89:9; 发展和应用的基础，本文主要从固定相分子结构的角度对 89:9; 固定相的结
构特征、保留特性以及应用概况等进行了综述。对传统正相色谱固定相用于 89:9; 以及专门设计的 89:9; 固定相
进行了介绍，评述了各自的优缺点和应用概况；对近年来 89:9; 固定相在中药分离中的应用进行了介绍；并对
89:9;固定相的发展进行了展望。
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- - 反相液相色谱（IJ:;）是当前分离分析和分离
制备中应用最为广泛的色谱模式，其依靠疏水固定

相与溶质之间的疏水相互作用实现弱极性和中等极

性化合物的高效分离。但是，IJ:; 对强极性化合
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物（如寡糖、糖苷和强极性寡肽等）的保留很弱，甚

至不保留，因此强极性化合物在 !"#$ 上不能得到
很好的分离。用来分离强极性化合物的液相色谱方

法主要有离子交换色谱法（ %&$）、正相色谱法
（’"#$）和亲水作用色谱法（(%#%$）。它们可以作
为 !"#$ 的补充用于强极性化合物的分离；然而，它
们又各自存在一定的局限性。

# # (%#%$ 作为一种分离极性化合物的液相色谱模
式，其概念最早是由 )*+,-.［$］于 $%%& 年提出的。
(%#%$ 的主要特征是使用类似于正相色谱的极性固
定相和水 /有机溶剂（通常是乙腈）流动相（其中水
是强洗脱溶剂）。与正相色谱类似，在 (%#%$ 模式
下化合物的保留时间随化合物极性的增强而增加。

但是，由于 (%#%$ 使用含水流动相，这就可以解决
正相色谱中水溶性物质不溶于流动相的问题。早在

$%"& 年代，(%#%$ 的概念提出之前，#012,1 等［!］就

使用氨基硅胶作为固定相、以含 "’3 乙腈的水溶液
作为流动相用于糖的分离分析。这种分离技术是典

型的 (%#%$ 模式，也是最早的关于 (%#%$ 的报道，
虽然其中并未涉及 (%#%$ 的定义。
# # 近年来，(%#%$ 越来越受到关注和重视［(］。一

方面是因为强极性化合物的分离问题引起了各个研

究领域的重视，如药物分析、代谢组学、蛋白质组学

等研究领域都不同程度地涉及强极性化合物的分离

问题；另一方面是由于 (%#%$ 具有其自身的优势。
首先，(%#%$ 模式对强极性化合物和亲水化合物具
有很好的保留和分离选择性，是解决各类强极性化

合物和亲水化合物分离问题的可靠手段。其次，

(%#%$ 模式使用的流动相体系相对简单，操作方便，
而且克服了 ’"#$ 的流动相对水溶性物质溶解性
差、保留时间对流动相中水含量敏感以及与质谱检

测器不兼容等缺点。另外，(%#%$ 的分离机理与
!"#$ 完全不同，两者的分离选择性有很好的正交
性，而两者的流动相体系却相似，十分适合用于构建

(%#%$4!"#$ 二维色谱系统［)］。将其用于多肽等复

杂样品的分离，弥补了常用的 %&$4!"#$ 二维体系
的不足［’］，成为解决复杂样品分离问题的有效手段

之一。自 !&&* 年 %-567 等［*］对 (%#%$ 的分离机理、
分离材料和各方面的应用进行了全面的综述以来，

近几年关于 (%#%$ 的综述文章逐渐增多［(，* + $’］，它

们都在一定程度上涉及了 (%#%$ 固定相。但专门
针对 (%#%$ 固定相进行综述的文章较少。
# # (%#%$ 固定相的主要特征是固定相表面是与水
有很好的亲和性的强极性基团，如氨基、羟基、酰胺

基等。早期的亲水作用色谱分离材料主要是原有的

正相色谱固定相，如硅胶、氨基键合硅胶、二醇基键

合硅胶等［*，$$，$*，$"］。近年来，专门用于亲水作用色

谱的分离材料也已出现，其主要是将含酰胺基、羟

基、两性离子等强极性基团的分子键合到硅胶上作

为 (%#%$ 分离材料。虽然按照 )*+,-. 提出的观点，
亲水色谱的保留主要是依靠溶质在固定相表面吸附

的“富水层”与流动相中的分配机理［$］，但是由于溶

质与固定相直接相互作用的存在，不同固定相的保

留性质表现出较大的差异［$* + $,］。本文将主要从固

定相分子结构的角度对 (%#%$ 固定相的结构特征、
保留特性以及应用概况等进行综述。

!" 传统的 !"#$ 固定相直接用于 %&#&$

# # ’"#$ 使用极性固定相和非极性流动相，依靠
溶质分子在极性固定相表面的吸附实现分离。

’"#$ 使用的极性固定相主要有纯硅胶、氨基键合
相、氰基键合相和二醇基键合相等（见图 $）。这些
固定相具有较强的极性和亲水性，都能直接用于

(%#%$。

图 !" 用于 %&#&$ 的正相固定相的结构
’()* !" +,-./,.-01 23 ,40 !"#$ 1,5,(265-7 845101

.109 (6 %&#&$
89 :0*0;8；<9 8701=；;9 ;>81=；29 20=*9

! * !" 纯硅胶固定相
# # 纯硅胶表面的硅羟基具有很好的极性和亲水
性，可以直接用作 (%#%$ 固定相［$$，$*，$"，$%］。美国

?8.,-: 公司还专门推出了硅胶亲水色谱柱 ).4
*81.0: :0*0;8 (%#%$ ;=*671。纯硅胶固定相在 (%#%$
模式下对强极性化合物（特别是碱性化合物）具有

一定的分离选择性。硅羟基的酸性还使硅胶固定相

表现出一定的离子交换作用［$"，$%］。由于硅胶表面

没有修饰层，因而硅胶的表面吸附活性、表面结构不

均匀性和硅羟基的酸性使色谱峰形和分离重复性产

生一定的问题。另外，由于缺乏修饰层的保护，纯硅

胶固定相在 (%#%$ 模式下的使用寿命较短，一般只
能进样 ’&& 次左右［!&］。近年来，?8.,-: 公司提出
了有机 /无机杂化硅胶的概念并推出了系列色谱柱，
乙基桥杂化硅胶被应用于 (%#%$，其使用寿命比纯
硅胶柱有了很大提高［!& + !(］。但是，由于有机杂化基

团的存在，其表面疏水性增加导致该固定相对强极

性化合物的保留较弱，需要使用甲醇或乙醇取代水

·*"*·
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作为流动相以延长溶质的保留时间［#$］。总体来讲，

硅胶和杂化硅胶固定相用于 !"#"$ 模式时，溶质保
留时间较短，分离重复性也不是十分理想，适用范围

有限。

! ! "# 氨基键合相
! ! 在 !"#"$ 条件下，氨基键合相从 %&’$ 年代开始
用于糖的分离分析，且一直沿用至今［#，#(，#"］。氨基

键合相表现出典型的亲水色谱特性，对糖、有机酸、

核苷等强极性化合物表现出很好的分离选择性。但

是，由于氨基具有弱碱性，在色谱分离过程中表现出

一定的离子交换性质，尤其是分离酸性化合物时表

现较明显［%’ ) %&］。此外，流动相的 %! 值和盐浓度对
溶质的保留时间有影响也证实了氨基固定相用于

!"#"$ 分离时阴离子交换机理的存在。阴离子交换
机理的存在对于提高固定相的选择性有一定的积极

意义，但是也容易造成酸性化合物保留时间过长和

峰形拖尾等问题［%*］。

! ! $# 二醇基键合相和氰基键合相
! ! 二醇基键合相和氰基键合相等正相固定相也可
以用于 !"#"$ 模式，但同样由于键合相亲水性不
足，存在着溶质保留时间较短的问题［%+］。

! ! 综上所述，传统的正相色谱固定相虽然可直接
用于 !"#"$ 模式，但是在亲水性、选择性、重复性和
使用寿命方面存在很多问题，其应用范围有限，不是

理想的 !"#"$ 固定相。

"# 专为 "#$#% 设计的固定相的发展

! ! 由于 !"#"$ 模式的快速发展和强极性化合物
分离需求的增强，专为 !"#"$ 设计的固定相得到了
越来越多的关注和应用，并且已经有多种类型的专

门用于 !"#"$ 的固定相实现了商品化。虽然当前
!"#"$ 固定相的种类很多，但是根据键合相的化学
结构进行分类，!"#"$ 固定相可分为酰胺型、多元醇
羟基型和两性离子型等。这几类基团具有很好的亲

水性，十分适合作为亲水色谱的固定相，而且在一定

程度上可以解决传统正相固定相用于 !"#"$ 所存
在的问题。值得注意的是，使用不同合成方法制备

的 !"#"$ 固定相，其极性功能基团的连接方式和空
间排布不同，得到的 !"#"$ 固定相的表面化学结构
和分离性能会有很大区别［%+］。

" ! !# 酰胺固定相
! ! 酰胺基团有很好的亲水性和稳定性，而且是电
中性基团。因此，酰胺固定相十分适合作为 !"#"$
固定相，可以避免氨基固定相的使用寿命短、分离重

复性差和色谱峰形不佳等问题出现。在酰胺型固定

相中，&’(’) 公司的 &*+,-. /012-3*$ 固定相（见图

#）应用较为广泛，其在 !"#"$ 模式下用于分离核
苷、核苷酸、肽、糖、糖醇和有机酸等亲水化合

物［#+ ) #&］，取得了很好的分离效果。

图 "# 酰胺型固定相 &’()*+ ,-./*0%& 的结构
1.)! "# ’2345243* 67 28* 96:/*/ ;-./* <2;2.6:;3=

>8;<* &’()*+ ,-./*0%&

" ! "# 醇羟基固定相
! ! 醇羟基具有很好的极性和亲水性，同时又不会
发生电离，反应活性也较低，具有很好的稳定性，因

此十分适合作为亲水色谱固定相。与正相色谱中常

用的二元醇羟基固定相相比，多元醇羟基固定相具

有更丰富的表面醇羟基和特异的空间构型，因而其

对强极性化合物的保留和分离选择性也有较大的增

强。/40(54’6, 等［,$，,%］使用 !3环糊精固定相分离
寡糖，取得了很好的结果，并且从保留值和分离效率

两个方面分析了分离原理，认为分离过程中分配作

用和氢键作用同时存在。/.%-45［%］提出 !"#"$ 的概
念时就使用多元醇羟基固定相对糖、氨基酸、肽等多

种强极性样品进行了分离。/27869-2 *-%84851’6
&-9)6’.’,: 公司的环糊精固定相 $:9.’;’62 #$$$
和 $:9.’;’62 !以及 <’.:#$ 公司的多元醇羟基固
定相 <’.:!:24’=:.-5):. /（见图 ,）已经实现了商
品化。

图 $# 多元醇羟基固定相 ?6+="=/36@=+*28=+ , 的结构
1.)! $# ’2345243* 67 28* >6+=8=/36@=+ <2;2.6:;3=

>8;<* ?6+="=/36@=+*28=+ ,

! ! #186, 和 #-1 等［,#］发展了使用点击化学（ 9.19>
9)-01(54:）合成 !"#"$ 固定相的方法，并制备了一
系列以醇羟基为功能基团的 !"#"$ 固定相，主要包
括单羟基固定相、多元羟基固定相、环糊精固定相

（$.19> $?）、葡萄糖固定相（$.19> @.A9’(-）和麦芽
糖固定相（$.19> B8.5’(-）等（见图 (）［,, ) ,"］。上述

基于点击化学的醇羟基固定相中醇羟基的空间分布

与传统的醇羟基固定相有所不同，特别是以葡萄糖

和麦芽糖为功能基团的糖基固定相中的醇羟基分布

·’’+·
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图 !" 基于点击化学的 !"#"$ 固定相
%&’( !" )*+,-*,+./ 01 *2. !"#"$ /*3*&043+5 623/./ 73/.8 04 -9&-: -2.;&/*+5
!" #$%$&’()$*’+；," #-+./&’()$!#/%$；0" 0’0+$(1*.)/%；(" 2+-0$31；1" #!+.$31"

在自由的糖单元上，结构上具有独特之处［##］。基于

点击化学的 45657 固定相被用于分离单糖、二糖、
糖醇、寡糖、碱基、核苷、肽以及中药中的强极性组

分［##，#$］。由于环糊精分子具有亲水的外表面和疏

水的内腔，7+/08 79 除了具有 45657 特性外，还对
弱极性化合物表现出 :;67 性质，即表现出反相 <亲
水作用混合色谱模式的保留行为［#$］。另外，基于点

击化学的固定相具有独特的三唑环结构。三唑环具

有一定的碱性，在酸性条件下容易质子化而带上正

电荷，因此基于点击化学的 45657 固定相表面具有
明显的正电荷，在分离过程中表现出静电吸引或排

斥作用［#$］。

# ( $" 两性离子固定相
% % 两性离子（ =>/..1)/$%）是指在一个分子中同时
存在正电荷中心和负电荷中心。 5)2-# 等［#& ’ #(］将

两性离子固定相应用于离子色谱中，发现使用纯水

就可以进行离子色谱分离。该固定相的结构见图

$!。两性离子固定相在离子色谱模式下的分离机理
说明了其具有很好的亲水性，适合用于 45657 模式。
% % 随着 45657 模式的快速发展，两性离子固定相
迅速进入了 45657 领域，以 ?57@45657 的名称实现
了商品化，并且得到了十分广泛的应用［)* ’ )&］。两性

离子固定相由于同时具有正电荷和负电荷中心，其

总体的表面电荷效应较小（理论上应该为电中性）。

A-$ 等［+"］的研究结果表明具有电荷中心的 ?57@
45657 的离子交换作用小于以酰胺为功能基团的
BCD21+ E#/(1@,*。
% % 5)2-# 等［)"］从电荷排布的角度考虑，又设计了

一种以磷脂为功能分子的两性分子固定相（结构见

图 $,）。与 ?57@45657 的负电荷中心位于键合相末
端不同，该固定相的正电荷中心位于键合相末端。

5)2-# 等期望通过改变正负电荷中心的排布来改变

图 %" 两性离子固定相的结构
%&’( %" )*+,-*,+./ 01 *2. <=&**.+&04&- /*3*&043+5 623/./

!" 3-+F$!+8’+,1.!/%1；," G&$3G&$)’+0&$+/%1"

固定相的总体电荷效应，但该固定相表面依然带有

部分负电荷。该固定相对肽具有很好的分离选择

性，而且固定相和溶质分子的电荷状态对分离选择

性的影响很大。

图 &" 强阳离子交换固定相 >095),9620.*259 ? 的结构
%&’( &" )*+,-*,+. 01 *2. 7048.8 /*+04’ -3*&04 .@-234’.

/*3*&043+5 623/. >095),9620.*259 ?

$" 离子交换固定相用于 !"#"$

% % 除了上述类型的 45657 固定相外，常用于离子
交换色谱的离子型固定相具有很好的亲水性，因此

也可以应用于 45657 模式，例如 ;$+’67 公司的
;$+’C-+G&$1.&’+ E（见图 &）。由于离子型固定相表
面带有较强的表面电荷，因此用于 45657 模式时仍
然表现出离子交换（或排斥）作用，是一种离子交换

（或排斥）<亲水作用混合色谱模式［+!，), ’ $)］。基于磷

酸化肽在 45657 模式下离子型固定相上的保留特
性，E+G1).［$$］于 !**, 年提出了电荷抑制的亲水作用
色谱（H:657），实质即为离子排斥与亲水作用混合

·,"&·
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色谱模式。值得注意的是，!"#"$ 模式使用高含量
的乙腈作为流动相，其离子型固定相与离子型溶质

的相互作用和常规 "%$ 模式（乙腈含量较低，一般
为 #$& 左右）下两者的相互作用有较大的不同，可
以带来分离选择性的巨大差异［#%，&’，"(］。

!" 亲水作用色谱在中药分离中的应用

! ! 中药通常是以水煎给药，其水溶性成分中包含
着大量的在反相液相色谱上没有保留的强极性组

分，如多糖、寡糖、强极性糖苷、强极性生物碱、有机

酸等。这些强极性组分可能是中药活性组分的重要

组成部分，或者对中药发挥药效起着重要的作用。

但是，受到反相液相色谱分离能力的限制，这些强极

性组分没有得到很好的分离和表征，造成了中药物

质科学研究中强极性组分方面的严重不足。近年

来，随着 !"#"$ 分离机理和分离方法研究的深入，
!"#"$ 被用于中药分离分析和分离制备，显示出了
一定的应用潜力。

! ! 本研究小组利用 !"#"$ 分离技术，以川芎水提
物为对象，发展了亲水作用色谱指纹图谱技术［")］。

川芎水提物中存在着大量在 ’(#$ 上没有保留的强
极性物质，因此在传统的 ’(#$ 指纹谱中这些强极
性物质的信息往往被忽略。在亲水作用色谱上强极

性物质得到了很好的分离，可作为一种新的中药指

纹图谱，揭示中药强极性物质的组成信息。!"#"$
指纹图谱技术与传统的 ’(#$ 指纹图谱技术相结
合，能更全面地反映中药全成分信息［")］，克服了传

统 ’(#$ 指纹图谱技术不能反映强极性组分信息的
缺陷，有利于提高中药质量控制的技术水平。

! ! 由于中药组成十分复杂，单维色谱分离往往难
以满足分析的需要，大量重叠峰的存在严重制约了

色谱定性、定量的准确性，对一些低丰度的微量成分

的分离分析尤为不利。因此，发展二维色谱分离方

法对于中药的分离分析具有重要意义。!"#"$ 和
’(#$ 具有完全不同的分离机理，十分适合用于与
’(#$ 相结合构建二维液相色谱系统［&］。我们使用

$#* 固定相和本课题组发展的环糊精固定相，构建
了 ’(#$)!"#"$ 二维色谱模式，并以红花中的中等
极性组分为分析对象，系统评价了该二维色谱系统

的正交度和峰容量，结果显示该二维液相色谱系统

具有非常好的正交性，在对红花样品的分离中获得

了 # &*+ 的峰容量［"+］。此外，使用 *+,-./ 0123.)
*$ 柱和本课题组发展的 $/245 $6 柱以及 $/245
78/9:;. 柱构建了 !"#"$)!"#"$二维液相色谱系统，
用于红花强极性组分的分离，取得了较好的分离

效果［"*］。在 %6)!"#"$)!"#"$ 系统中，两维均适用
于强极性化合物的分离分析，因此相对于 ’(#$)
!"#"$ 二维模式，所分离化合物的极性也更强，且不
会因样品在某一维不保留而降低整个系统的分离能

力，能够使二维的分离能力得到最大程度的体现。

! ! <= 等［"’，)$］发展了 !"#"$ 和 ’(#$ 在线串联的
液相色谱分离模式，并对金银花提取物进行了分离

分析，只需一次进样就可同时获得强极性物质和弱

极性物质的分离。该研究小组还使用 *+,-./ 01)
23.)*$ 柱和 (:/>!>3?:@>.9A>/ 0 短柱构建了 !"#)
"$)!"#"$ 在线二维液相色谱系统，与四极杆飞行时
间质谱（B)*CD)7+）联用，用于分析金银花提取物，
从中鉴定了 &) 种皂苷类成分。此外，通过色谱分离
结果和质谱的相对分子质量信息发现该二维液相色

谱系统可实现皂苷异构体的分离［)#］。

! ! 在 !"#"$ 用于中药物质基础研究中还发现，亲
水作用色谱不仅能用于中药强极性物质的分离，而

且可以作为 ’(#$ 的重要补充用于分离某些在
’(#$ 上有很好保留的共流出组分，拓展了亲水色
谱的应用范围［)%，)(］。我们分别使用 E89.?; 公司的
09/8F92; !"#"$ 柱和自制的 $/245 $6 柱对从甘草中
获得的一个黄酮苷共流出组分进行了分离。该组分

在 ’(#$ 上有很好的保留，但是由于其所含化合物
的疏水性相似，无法获得很好的分离（见图 +）。在
!"#"$ 模式下，该组分得到了很好的分离（见图 *）。
较 09/8F92; !"#"$ 柱，$/245 $6 柱表现出更好的分
离选择性和重复性［)%］。在分离分析的基础上，我们

使用 $/245 $6 制备柱对该组分进行了纯化分离，制
备得到了 & 种黄酮苷类化合物［)(］。

图 #" 甘草中共流出黄酮苷组分的 !"#$ 谱图
%&’( #" !"#$ )*+,-./,’+.- 0,+ /*1 ),2134/15 03.6,7,&58
! *2-.?52F $#* 4:/=1F：%"$ 11 , &- ) 11，" !1G 7:H2/.
IA8;.：0，J:?124 8423)K89.?（$- #. ’’- ’，L M L）；N，J:?124 8423)
84.9:F29?2/.（ $- # . ’’- ’，L M L）；-?832.F9：$ / &$ 12F，"& N /
%"& N；&$ / &" 12F，%"& N / &$& N；&" / "$ 12F，&$& N /
’"& NG 6.9.492:F K8L./.F-9A：(($ F1G
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图 !" 甘草中共流出黄酮苷组分在（!）"#$#% &’(’)! 柱和（*）%(’)+ %, 柱上的 "#$#% 谱图
-’./ !" "#$#% )0123!42.1!35 621 407 )287(947: 6(!;2<2’:5 2<（!）407 =4!(!<4’5

"#$#% &’(’)! )2(93< !<:（*）%(’)+ %, )2(93<
# !"#$%& ’()*&：+，,"-.$/ )/$012)3&-（$% &’ ((% (，4 5 4）；6，,"-.$/ )/$01)/&3"7$3-$%&（$% &’ ((% (，4 5 4）8 9&3&/3$"7 2)4&%&7:3(：))$ 7.8
)8 ;<=<> ?$%$/) /"%@.7：!*$ .. + ,% - ..，* !.；."#$%& ’()*& :-)0$&73：$ . )$ .$7，(/A 6 . (*A 6；)$ . )* .$7，(*A 6；#8 >%$/B
>9 /"%@.7：&*$ .. + ,% - ..，* !.；."#$%& ’()*& :-)0$&73：$ . )$ .$7，(/A 6 . ($A 6；)$ . )* .$7，($A 68

#" 问题与展望

# # ;<=<> 模式的分离机理不是十分明确，存在着
多种复杂的相互作用。溶质除了在流动相和固定相

表面水层中的分配作用以外，还存在与固定相直接

的相互作用。例如，多篇文献报道证实了多种 ;<=1
<> 固定相与溶质分子发生静电相互作用，而且对色
谱保留性质产生十分重要的影响［&- . &(，)*］。另外，溶

质与固定相直接的氢键相互作用和偶极作用也存在

于 ;<=<> 模式中［)$，)&］。;<=<> 固定相的种类繁多，
不同 ;<=<> 固定相具有不同的选择性和适用范围，
而对 ;<=<> 固定相的保留特性缺乏系统的研究，因
此选择“合适”的 ;<=<> 色谱柱十分困难［&"］。另

外，当前 ;<=<> 色谱柱在分离某些标准样品时具有
和 CD=> 类似的分离效率，但是对实际样品中的多
数极性化合物（如糖、多肽等）的分离效率较

低［&$，)$］。

# # 针对各类强极性样品的分离问题，结合 ;<=<>
模式的分离特性，设计和制备结构新颖的极性固定

相仍是未来 ;<=<> 研究的重要方向。由于键合相
的结构直接影响溶质与固定相的相互作用，而相互

作用不仅决定色谱保留特性，而且对色谱分离效率

也产生重要影响，因此 ;<=<> 固定相的发展除了需
要考虑键合相结构对保留特性影响之外，还需要兼

顾键合相结构对分离效率的影响，期望发展出适用

范围广的 ;<=<> 固定相。
# # 对主要的 ;<=<> 色谱柱进行系统的色谱评价
也是推广 ;<=<> 应用的基础，但是当前缺乏 ;<=<>
的评价方法和评价样品。色谱柱生产商评价 ;<=<>
色谱柱时所选择的样品也不尽相同，大多数只是给

出少数几个样品的柱效，不能全面地反映色谱柱的

特性。;<=<> 色谱柱评价缺乏具有典型代表性的样
品。因此，需要建立包含几种典型极性（亲水）物质

的 ;<=<> 色谱柱“评价样品体系”，为 ;<=<> 应用中
色谱柱的选择提供参考。
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