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摘要：以 ! 4羟基乙基甲基丙烯酸酯（=3>?）为单体，乙二醇二甲基丙烯酸酯（3&>?）为交联剂，制备了亲水分离模
式的聚 =3>?4!"43&>? 新型毛细管电色谱（@3@）整体柱。考察了整体柱的结构特征及其 @3@ 性能，研究了极性
物质的保留行为，并对其可能的保留机理进行了探讨。所制备的整体柱稳定性好，固定相表面带有极性羟基功能

团，不仅能提供亲水相互作用位点，且能吸附流动相中的阴离子产生阳极电渗流（3,A）。在流动相中乙腈含量较
高（ . +!B，体积分数）的条件下，整体柱表现出典型的亲水作用，实现了对核苷、碱基和苯胺类带有碱性的强极性
化合物的高效分离，并成功分离了苯酚类、苯甲酸类等中性或酸性的极性化合物。
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# # 毛细管电色谱（ !"!）结合了高效液相色谱
（#$%!）的高选择性和毛细管电泳（!"）的高效性，
是当今微分离领域的研究热点［$］。毛细管色谱柱

作为 !"! 的核心，其新型固定相及分离模式的研究
是当前 !"! 研究的前沿热点。
# # 毛细管整体柱克服了开管柱相比不足的缺点，
同时避免了填充柱需制作塞子的步骤，具有制备简

单、渗透性好、柱效高等优点［! % &］。亲水作用毛细管

电色谱（#&’!"!）是针对极性化合物分离困难而发
展的一种新的分离模式［’ % $(］。#&’!"! 的分离模式
类似于正相色谱，采用极性较强的固定相和有机溶

剂含量较高的含水流动相；固定相可有效保留极性

物质，解决了分离极性化合物时反相 !"! 为增加极
性物质在非极性疏水固定相的保留而普遍采用有机

相含量很低的流动相所导致的极易产生气泡、反相

整体固定相容易塌陷等问题［$$］。目前已有 #&’!"!
硅胶柱［"，)，$!］和有机聚合整体柱［$(，$* % $+］得到了良好

的发展，已成功地应用于蛋白质、核苷、低聚寡糖等

极性化合物的分离分析，并取得良好的分离效果。

发展亲水作用整体柱对极性化合物分离具有重要的

意义。

# # 本文基于原位聚合技术，以 ! ’羟基乙基甲基丙
烯酸酯（#"()）为单体，乙二醇二甲基丙烯酸酯
（"*()）为交联剂，制备了一种新型聚甲基丙烯酸
酯类的毛细管整体柱———聚 #"()’!"’"*() 亲水
作用 !"! 整体柱。所制备的整体固定相表面带有
极性羟基功能团，不仅能提供亲水相互作用位点，而

且能吸附流动相中的阴离子产生阳极电渗流

（"+,）。聚 #"()’!"’"*() 亲水作用整体柱可以
实现对强极性的核苷、碱基和苯胺类化合物的高效

分离，也可以对苯酚类、苯甲酸类等极性化合物进行

分离。

!" 实验部分

! ! !" 仪器
# # -./012-( ’!$((34 加压毛细管电色谱仪（美国
56/7/8.9 公司）；内径 $(( !7、外径 *+& !7 的熔
融石英毛细管（河北永年锐沣色谱器件有限公司）。

超级恒温水浴（江苏金坛医疗仪器厂）；:%*(";"(
电子扫描显微镜（荷兰 ,"& 公司）；$#;’*! 型精密
酸度计（上海大普仪器有限公司）；可调式移液器

（上海热电仪器有限公司）；<%’)($ 旋涡混合器（江
苏海门麒麟医用仪器厂）。

! ! #" 试剂与材料
# # #"()、"*()、甲基丙烯酸氧丙基三甲氧基硅

烷（!’()$;）（均为分析纯，美国 )!=+; 公司）；偶
氮二异丁腈（)&>?，上海试剂四厂）；环己醇、十二
醇（均为分析纯，天津市光复精细化工研究所）；乙

腈（)!?）、甲醇（色谱纯，国药集团化学试剂有限公
司）；$，*，& ’三叔丁基苯（纯度 )), &@，日本东京化
成工业株式会社）。腺嘌呤、鸟嘌呤、胞嘧啶、尿嘧

啶、腺嘌呤核苷、鸟嘌呤核苷、胞嘧啶核苷、尿嘧啶核

苷和次黄嘌呤核苷（均为分析纯，美国 ;/A7B 公
司）。甲苯、苯胺、二苯胺、邻苯二胺、对苯二胺、麝

香草酚、苯酚、邻苯二酚、对苯二酚、邻苯三酚、间苯

三酚、苯甲酸、*，& ’二硝基水杨酸、对羟基苯甲酸、没
食子酸均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水。

! ! $" 毛细管整体柱的制备
# # 毛细管内壁的预处理：根据文献［$*］的方法，
采用具有双官能团的 !’()$; 试剂，在毛细管内壁
键合上一层带烯基官能团的硅烷化试剂。

# # 毛细管整体柱的制备：将功能单体 #"() 与交
联剂 "*()（-. $，C D C），致孔剂环己醇与十二醇（*
. +，C D C）以及引发剂 )&>?（占单体与交联剂的质
量分数为 $@ ）混合，用涡旋混合器混匀，超声处理
$& / !( 7/6，用 (, !! !7 微孔滤膜过滤。将过滤好
的填料注入预处理过的毛细管中，控制注入液柱长

度约 *( 87，将毛细管两端密封，浸于 ’( E水浴中
反应 " F。反应完成后，以甲醇为流动相，冲洗毛细
管柱约 $ F，去除床层内残留的致孔剂、未反应的单
体及低聚合度物质。

# # 在距整体柱一端约 !& 87 处用加热器除去约 !
77 的毛细管外壁聚酰亚胺涂层作为检测窗。毛细
管柱总长为 && 87，有效长度为 *( 87。
! ! %" 色谱条件
# # 流动相为乙腈’& 779G D % 磷酸三乙胺（-")$）
缓冲液（2# + H &）。流动相使用前用 (, !! !7 微膜
过滤，超声脱气 !( 7/6。实验前整体柱用流动相平
衡 *( 7/6。应用电压从 ( 逐渐升到 $( I4，然后在
$( I4 运行。每次更换流动相时先用新的流动相平
衡 *( 7/6，柱温保持室温。

#" 结果与讨论

# ! !" 制备条件的优化
# # 实验对制备整体柱的单体与交联剂以及致孔剂
之间的配比进行了优化。考察了致孔剂环己醇与十

二醇的比例在 !. " / ’ . - 范围内变化对整体柱通透
性和柱效的影响。分别以不保留物质甲苯的出峰时

间和丙烯酰胺的有效塔板数来评价整体柱的通透性

和柱效。结果显示，随着致孔剂环己醇与十二醇比

·-+$$·
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例的增大，甲苯的出峰时间逐渐减小，说明整体柱的

通透性变好；丙烯酰胺的有效塔板数随着环己醇比

例的增大而逐渐减小，说明整体柱的柱效变差。综

合二者的结果，实验选择致孔剂环己醇与十二醇的

体积比为 $% &。实验还考察了单体与交联剂的体积
比从 &% " 变化到 # % " 时，对整体柱通透性、!"#、柱
效和固定相极性大小的影响。综合优化结果后选择

单体与交联剂比例为 ’% "。
! ! !" 整体柱特征分析
! ! ! ! #" 形态分析
! ! 图 " 是制备的聚 $!%&’!"’!(%& 整体柱的横
截面扫描电镜图。从图 " 中可以看出该聚合物整体
柱具有高度交联的多孔结构，聚合物颗粒聚集在一

起构成整体，在小颗粒形成的大块之间有不等的大

孔，保证整体柱有良好的通透性。所制备的整体柱

结构均匀，该聚合物整体柱床与毛细管壁紧密结合，

既有小颗粒与“簇”之间形成的中孔，又有小颗粒与

小颗粒之间形成的微孔，可以使溶质和固定相充分

地相互作用以利于分离。

图 #" 整体柱的横截面扫描电镜照片
"#$! #" %&’ ()*+*$,-(). */ +)0 1*2*3#+) 4*3512

%)*+,-,.)/,0+：)：()) *；1：$))) * 2

! ! ! ! !" !"# 与分离模式
! ! 考察了流动相 3$ 值对 !"# 的影响。如图 #
所示，在 3$ #+ , - (+ . 范围内，聚 $!%&’!"’!(%&
整体柱的 !"# 速度随 3$ 值的增大而逐渐增加。
这是由于整体柱固定相表面的极性羟基基团能吸附

图 !" 流动相 (6 值对 &7" 速度的影响
"#$! !" &//04+ */ 1*8#30 ()-.0 (6 *2 +)0 &7" 903*4#+:

! 40+5,/,0+6：701,89 3:)69，&4; )+5 . 7708 < = >!&? 1@--9A
（()% ")，B < B）；6@338979+/)AC 3A966@A9，/ 2 () %?)；3@73 -80D
A)/9，)+ " 7= < 7,+；)338,95 B08/)*9，") EF；59/9./,0+ D)B9’
89+*/:，#"’ +72

流动相中的磷酸根离子，形成负的 G9/) 电势，聚
$!%&’!"’!(%& 整体柱的 !"# 为阳极 !"#；随着
3$ 值的增加，磷酸根所带的负电荷数增多，G9/) 电
势逐渐增大，导致整体柱的 !"# 速度随着 3$ 值的
增大而逐渐增加。结果表明所制备的中性毛细管整

体柱的 !"# 行为符合 "E)+5) 等［",］的研究结论。

图 $" 流动相中乙腈含量对模型化合物保留时间的影响
"#$! $" &//04+. */ ;<= 4*2+02+ #2 1*8#30 ()-.0 *2

+)0 ,0+02+#*2 +#10. */ 1*>03 4*1(*52>.
! 40+5,/,0+6：701,89 3:)69，&4; )+5 . 7708 < = >!&? 1@--9A
（3$ & 2 .）；0/:9A .0+5,/,0+6 )A9 /:9 6)79 )6 ,+ #,*2 # 2

! ! 实验以甲苯、丙烯酰胺、硫脲等为代表，考察了
流动相中乙腈含量的改变对 $ 种模型化合物保留时
间的影响，评价了聚 $!%&’!"’!(%& 毛细管整体
柱的性能。如图 $ 所示，当流动相中乙腈含量从
/#H（体积分数，下同）增加到 ()H 时，弱极性的甲
苯最先出峰，其次是极性稍大的丙烯酰胺，极性最大

的硫脲最后出峰，洗脱顺序与亲水作用色谱分离结

果一致。根据文献［"(］，在亲水作用模式下，分析
物与固定相的亲水相互作用随着乙腈含量的增加而

增强。结果表明所制备的聚 $!%&’!"’!(%& 毛细

·.&""·
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管整体柱在流动相中乙腈含量较高（ # $!% &!）时，
体现出亲水相互作用的分离机理。当流动相中乙腈

含量低于 ’(% ’! 时，丙烯酰胺最先出峰，其次是硫
脲，极性最小的甲苯最后出峰，且随着流动相中乙腈

含量的降低，甲苯的保留时间逐渐增大，说明整体柱

的亲水作用随着流动相中乙腈含量的降低而减弱。

! ! ! ! "# 整体柱分离的重现性
) ) 实验考察了聚 "#$%&!"&#’$% 整体柱的重现
性。在流动相为乙腈&’ (()* + , -#%. 缓冲液（ /"
(% ’）（*&+ ,&，0 + 0）、电压为 ,& 12 时，甲苯、丙烯酰
胺和硫脲的柱效分别为 -& !&&、"& !&& 和 .. ,&& 塔
板 + (。以甲苯的保留时间和丙烯酰胺的柱效来评
价整体柱的重现性。保留时间的批内、批间相对标

准偏差（34’）分别为 !% *!（# / ’）和 -% $!（# /
-），柱效的批内、批间 34’ 分别为 .% $!（# / ’）和
’% -!（# / -）。

图 $# 流动相中乙腈含量对 % 种核苷保留因子的影响
"#$! $# %&&’()* +& ,-. (+/)’/) #/ 0+1#2’ 345*’ +/

)4’ 6’)’/)#+/ &5()+6* +& % /7(2’+*#8’*
) 5)67898)6:：();8*< /=>:<，%5? >67 ’ (()* + , -#%. ;@AA<B
（/" (% ’），7<9<C98)6 D>0<*<6E9=，!’. 6(；)9=<B C)67898)6: >B<
9=< :>(< >: 86 F8EG ! G

! ! "# 整体柱性能的考察
! ! " ! &# 核苷、碱基与苯胺类碱性物质的分离
) ) 核苷与碱基由于极性较大，在反相分离模式下
很难得到分离。实验选择 ’ 种核苷和 . 种碱基，考
察了流动相中乙腈含量、/" 值和缓冲液盐浓度变化
对核苷保留值的影响，评价聚 "#$%&!"&#’$% 毛
细管整体柱的亲水性能。由图 . 可见，流动相中乙
腈含量的变化对核苷的分离有较大影响。随着乙腈

含量的增加，’ 种核苷的保留因子逐渐增大，且增大
的趋势逐渐明显。而流动相的 /" 值在 /" -% ’ 0
*% ’ 范围内的变化对核苷保留因子的影响不明显。
随着 /" 值的增加，’ 种核苷的保留因子变化很小。
同样，当流动相中 -#%. 缓冲盐浓度从 !% ’ (()* + ,
增至 !& (()* + , 时，’ 种核苷的保留因子大小也几

乎不变。这说明核苷在此整体柱上的保留主要受亲

水色谱作用机理控制，电泳作用和静电相互作用对

核苷的保留行为影响不显著。

) ) 通过优化，在流动相为乙腈&’ (()* + , -#%.
缓冲液（/" (% ’）（*-+ (，0 + 0）条件下，’ 种核苷得到
了成功分离（见图 ’）。此时聚合物整体固定相表面
静电作用小，避免了碱性化合物与带负电荷的固定

相间较强的静电相互作用而导致的峰拖尾现象，也

避免了在采用产生阴极 #HF 的 5#5 柱时样品分子
出峰时间长或根本不出峰的问题。

图 %# % 种核苷和甲苯的 -%- 谱图
"#$! %# %2’()6+(46+05)+$650 +& % /7(2’+*#8’*

5/8 )+27’/’
) 5)67898)6:：();8*< /=>:<，%5? >67 ’ (()* + , -#%. ;@AA<B
（/" (% ’）（*- + (，0 + 0）；)9=<B C)67898)6: >B< 9=< :>(< >: 86
F8EG . G
) .<>1:：& G 9)*@<6<；, G @B8786<；! G >7<6):86<；- G 86):86<；. G
CI98786<；’ G E@>6):86<G

图 ’# $ 种碱基的 -%- 谱图
"#$! ’# %2’()6+(46+05)+$650 +& $ /7(2’#( 5(#8 15*’*

) 5)67898)6:：();8*< /=>:<，%5? >67 ’ (()* + , -#%. ;@AA<B
（/" (% ’）（*- + (，0 + 0）；)9=<B C)67898)6: >B< 9=< :>(< >: 86
F8EG . G
) .<>1:：, G @B>C8*；! G >7<686<；- G CI9):86<；. G E@>686<G

) ) . 种碱基和 . 种苯胺类物质在聚 "#$%&!"&
#’$% 毛细管整体柱上也得到很好的分离。. 种碱
基按照极性由小到大（尿嘧啶、腺嘌呤、胞嘧啶、鸟

嘌呤）顺序出峰（见图 $），与亲水作用色谱分离中的

·$(,,·
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出峰顺序一致。$ 种苯胺类化合物在流动相为乙
腈!% ""#$ % & 磷酸三乙胺缓冲液（’( &’ %）（()* ")，
) % )）的条件下，在 ") "*+ 内达到基线分离。按照极
性由小到大依次出峰的顺序为二苯胺、苯胺、邻苯二

胺、对苯二胺（见图 &）。实验中也考察了流动相中
乙腈含量、’( 值和缓冲盐浓度变化对 $ 种苯胺类化
合物保留值的影响，结果表明苯胺类化合物在聚

(,-.!!"!,/-. 毛细管整体柱上的 0,0 行为主要
受亲水作用机理决定。

图 !" # 种苯胺类物质和 $，%，& !三叔丁基苯的 "#" 谱图
$%&’ !" #()*+,-*.,-/0+-&,0/ -1 # 02%(%2)3

024 $，%，& !+,%!!"#!!56+7(5)28)2)
! 0#+1*2*#+3："#4*$5 ’6735，.08 7+1 % ""#$ % & 9,.: 4;<<5=
（’( &’ %）（() * ")，) % )）；#265= >#+1*2*#+3 7=5 265 37"5 73 *+
?*@A # A
! :57B3：) A "，+，% !2=*!#$%#!4;2C$45+D5+5；" A 1*’65+C$7"*+5；# A
7+*$*+5；+ A "!’65+C$5+51*7"*+5；$ A &!’65+C$5+51*7"*+5A

’ ’ % ’ ’" 苯酚类中性化合物的分离
! ! 实验同时考察了所制备的整体柱对中性化合物
的分离性能。结果表明苯酚类化合物的保留值随着

流动相中乙腈含量的增加而增大。在相同条件下，

随着苯环上羟基数目的增加，苯酚类化合物的保留

时间增大，表明了苯酚类化合物在聚 (,-.!!"!,/!
-. 毛细管整体柱上的保留主要基于亲水作用保留
机理。通过优化流动相中的乙腈含量、流动相的 ’(
值和缓冲盐浓度，在流动相为 % ""#$ % & 9,.:（’(
&’ %）!()E 乙腈条件下，, 种苯酚类极性化合物在聚
(,-.!!"!,/-. 毛细管整体柱上分离良好（见图
-），洗脱顺序与羟基亲水作用的强弱及酚类化合物
的极性大小顺序一致：带 " 个酚羟基的麝香草酚和
苯酚极性最小，最先被洗脱出来；接着是带 # 个酚羟
基的极性稍强的邻苯二酚和对苯二酚；最后被洗脱

出来的是带 + 个酚羟基的极性最强的连苯三酚和间
苯三酚。

’ ’ % ’ %" 苯甲酸类酸性化合物的分离
! ! 考察了所制备的整体柱对酸性化合物的分离性

图 (" ) 种苯酚类物质和 $，%，& !三叔丁基苯的 "#" 谱图
$%&’ (" #()*+,-*.,-/0+-&,0/ -1 ) 9.)2-(3 024

$，%，& !+,%!!"#!!56+7(5)28)2)
! 0#+1*2*#+3："#4*$5 ’6735，.08 7+1 % ""#$ % & 9,.: 4;<<5=
（’( &’ %）（() * ")，) % )）；#265= >#+1*2*#+3 7=5 265 37"5 73 *+
?*@A #A
! :57B3：) A "，+，% !2=*!#$%#!4;2C$45+D5+5；" A 26C"#$；# A ’65+#$；
+ A ’C=#>725>6#$；$ A 6C1=#F;*+#+5；% A ’C=#@7$$#$；, A ’6$#=#@$;!
>*+#$A

能，结果表明当流动相中乙腈含量增加时，流动相的

极性降低，酸性物质与固定相之间的相互作用增强，

$ 种苯甲酸类物质的保留因子均逐渐增大。如没食
子酸，当乙腈含量从 -%E 增加到 (%E 时，其保留因

图 *" # 种苯甲酸类物质和 $，%，& !三叔丁基苯的 "#" 谱图
$%&’ *" #()*+,-*.,-/0+-&,0/ -1 # 5)28-%* 0*%43

024 $，%，& !+,%!!"#!!56+7(5)28)2)
! 0#+1*2*#+3："#4*$5 ’6735，.08 7+1 % ""#$ % & 9,.: 4;<<5=
（’( -’ %）（() * ")，) % )）；#265= >#+1*2*#+3 7=5 265 37"5 73 *+
?*@A #
! :57B3：) A "，+，% !2=*!#$%#!4;2C$45+D5+5；" A 45+D#*> 7>*1；# A +，
% !1*+*2=# 45+D#*> 7>*1；+ A &!6C1=#GC45+D#*> 7>*1；$ A @7$$*>
7>*1A

子由 )’ % 增大到 #’ &，说明苯甲酸类化合物在聚
(,-.!!"!,/-. 毛细管整体柱上的保留主要基于
亲水作用机理，且随着乙腈含量的增加，亲水作用逐

渐增强。通过优化流动相中的乙腈含量、流动相的

’( 值和缓冲盐浓度，$ 种苯甲酸类化合物在聚 (,!
-.!!"!,/-. 毛细管整体柱上得到良好的分离（见
图 (），表明该整体柱适用于酸性化合物的分离。

·&&""·
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!" 结论

# # 制备了亲水分离模式的聚 !"#$%!"%"&#$ 新
型 ’"’ 整体柱。考察了其结构特征及 ’"’ 性能，
分析了流动相中乙腈含量、(! 和缓冲盐浓度对分离
过程的影响，探讨了整体柱的分离机理。所制备的

整体柱固定相表面含有的羟基基团不仅使整体柱固

定相具有较强的极性，同时还可吸引流动相中的磷

酸根离子以产生阳极 ")*。所制备的 !+%’"’ 整体
柱具有高效广泛的分离能力，成功地实现了对在反

相色谱中难以分离的强极性物质核苷、碱基和苯胺

类化合物的高效分离，也实现了对苯酚类、苯甲酸类

极性化合物的分离，效果良好。

参考文献：

［$］# ,- .，/0123 4 !，,56 7，58 19: ’0625;5 7<-=219 <> ’0=<?1%
8<3=1(0@（吴漪，张晓晖，魏娟，等 : 色谱），!%%&，!’（(）：
)%&

［!］# AB5C *: 7 A5( AC6，!%%(，!"：’!&
［*］# ,- D $，!- E !，,123 * 7，58 19: 7 ’0=<?18<3= $，!%%"，

$$"+：*)&
［+］# .12 E 7，/0123 F !，E6 G，58 19: ’0625;5 7<-=219 <> ’0=<%

?18<3=1(0@（严丽娟，张庆和，李彤，等 : 色谱），!%%(，!*
（(）：+&&

［(］# ,- # !，,- D $，,123 * 7，58 19: $219 ’05?，!%%&，"$：
*(!&

［)］# E62 4 ’，E62 7，,123 7 H，58 19: ’0625;5 7<-=219 <> ’0=<%
?18<3=1(0@（林旭聪，林葭，王家斌，等 : 色谱），!%$%，!"
（*）：!"+

［’］# )- 7 7，&<23 7，&<23 4 E，58 19: "95C8=<(0<=5;6;，!%%’：
!"，$+"

［"］# .5 * I，465 / !，,<23 J .，"95C8=<(0<=5;6;，!%%)，!’：
**’*

［&］# !-123 I !，E612 F .，/523 , ’，58 19: "95C8=<(0<=5;6;，
!%%"，!&：*"&)

［$%］# *- ! 7，762 , !，461< !，58 19: "95C8=<(0<=5;6;，!%%*，
!+，!%"+

［$$］# D56K G A，!52=@ D $: $? E1L，$&&&，*$（$+）：!+
［$!］# E62 4 ’，/523 , ’，,123 4 ’，58 19: 7 A5( AC6，!%%&，*!：

!’)’
［$*］# E62 7，!-123 I !，E62 4 ’，58 19: "95C8=<(0<=5;6;，!%%"，

!&：+%((
［$+］# ,123 7 H，EM ! 4，E62 4 ’，58 19: "95C8=<(0<=5;6;，!%%"，

!&：&!"
［$(］# ,123 4 ’，E62 4 ’，465 / !，58 19: 7 ’0=<?18<3= $，!%%&，

$!$)：+)$$
［$)］# E6 4 .，,123 .，I- 4，58 19: ’0625;5 7<-=219 <> ’0=<?1%

8<3=1(0@（李新燕，王彦，谷雪，等 : 色谱），!%$%，!"（*）：
!*$

［$’］# I-=@ NC1 O，#5C0=5> .，P19? $ J，58 19: 7 H6<C05? H6<(0@;
#580<K;，!%%’，’%：*

［$"］# )Q12K1 * #，"9 D1;;6 /: "95C8=<(0<=5;6;，!%%(，!)：$&""
［$&］# $9(5=8 $ 7: 7 ’0=<?18<3= $，$&&%，+&&：$’’

·"’$$·




