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摘要：在高效液相色谱中，以纤维素三苯基甲酸 酯、纤 维 素 三 苯 基 氨 基 甲 酸 酯 为 手 性 固 定 相，以 正 己 烷 ’异 丙 醇（ 体

积比为 5? *）为流动相，柱温 !2 ( ，分别以 !’环糊精（!’)*）、!，4 ’二甲基 ’!’环糊精（*+’!’)*）、!，$，4 ’三甲基 ’!’环
糊精（,+’!’)*）为流动相添加剂，分离了 *-’色氨酸和 *-’苯丙氨酸两种手性化合物，考察是否存在手性固定相和

手性添加剂的协同作用。实验结果表明，在流动相中添加 !’)* 或 *+’!’)* 至饱和，协同作用不明显；在流动相中

添加少量 ,+’!’)*（ 即浓度小于 " $ 4" .."# / -）时，分离促进作用不明显；当 ,+’!’)* 浓度高于 " $ 4" .."# / - 时，

手性两相协同作用明显；表明在一定浓度条件下 ,+’!’)* 与两种固定相存在明显的手性两相协同作用。
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& & 手性是自然界普遍存在的一种现象，随着生命

科学的发展，对光学纯物质的需求量也越来越大，而

外消旋体的拆分则是获取手性物质的重要来源。近

几年来，高效 液 相 色 谱（PI-)）手 性 固 定 相 法 或 手

性添加剂法拆分对映体显示出了独特的优势。在液

相色谱方面，改进其手性分离能力的工作主要从两

个方面进行：一是改进本身有手性作用中心的手性

固定相；二是合成更好的可溶于流动相的手性流动

相添加剂，添加到非手性柱分离体系中。前者工作

中多糖、纤维素类手性固定相是其中非常重要的一

类，纤维素衍生物被涂敷在硅胶上用作手性固定相，

它们能直接分离许多对映体；后者工作中 !’环糊精

类手性添加剂向 0*Q 柱体系中的添加是这类研究

的典型。即液相色谱对映体分离分别采用手性固定

相或流动相手性添加剂两种色谱分离模式，国内已

有许多这两方面的工作［* + 3］。本文同时使用手性固

定相和含手性添加剂的流动相分离两种氨基酸手性

化合物，即以 *-’色氨酸、*-’苯丙氨酸为分离对象，
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以纤维素三苯基甲酸酯（"#$）、纤维素三苯基氨基

甲酸 酯（ "#%"）为 手 性 固 定 相，以 !&环 糊 精（ !&
"’）、!，# &二甲基&!&环糊精（’(&!&"’）和 !，$，# &三
甲基&!&环糊精（#(&!&"’）为 流 动 相 添 加 剂 的 色 谱

体系，探讨流动相手性添加剂对对映体选择性的影

响。这种把手性固定相和手性流动相结合使用的方

法在国内报道较少，其前后手性分离能力的变化说

明所选手性添加剂对手性柱的手性分离能力有不同

程度的促进作用。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

! ! )"&#* 高 效 液 相 色 谱 仪，+%’&%&*,% 紫 外&可
见波长 检 测 器，"&-’* 色 谱 数 据 处 理 器（ 日 本 岛

津），液相色谱装柱机（ 美国，*../012），3#+%$’ 红外

光谱仪（ 美国，$45&678），%%&#- 型元素分析仪（ 意大

利，"76.5）；色 谱 柱：!’& 99 : () # 99 4) 8) ，湿 法

装填，;<=06>4. ?’+ 型填料（ 大连依利特公司）。

! ! 微晶纤维素（3.@A7），!&环糊精（ 上海化学试剂

公司），$ &氨 丙 基&三 乙 氧 基 硅 烷、’)&色 氨 酸、’)&苯
丙氨酸（3.@A7），球形硅胶（ 青岛海洋化工厂），正己

烷、异丙 醇（;%)" 级，#0847），’(&!&"’ 和 #(&!&
"’ 由本实验室合成，其他试剂均为国产分析纯。

! ! #" 手性固定相的制备

! ! $ &氨丙基硅 烷 化 硅 胶（*%+）的 合 成：参 照 文 献

［*］，将 %& B 经酸活化并干燥的硅胶置于烧瓶中，加

入 ’& 9) 干燥甲苯、%’ 9) $ &氨丙基三乙氧基硅烷

回流 %! 2 后过滤、洗涤，在 #& C 下真空干燥 !( 2。

元素分析结果为：" !) $*D ，; &) (+D ，E &) ,&D 。

! ! 纤 维 素 三 苯 基 甲 酸 酯 的 合 成：参 照 文 献［%&］，

在 ! B 干燥的微晶纤维素中加入 +& 9) 吡啶，室温

下溶胀 # 2 后，加入 相 当 于 微 晶 纤 维 素 $) ’ 倍 量 的

苯甲酰氯，在 (& - (’ C下超声反应 ( 2，静置过夜，

加入无水乙醇使产物析出，过滤，洗涤至无氯离子，

’& C下真空干燥 %! 2。经红外光谱证实：微晶纤维

素中羟基在$ $*’) %$ 19 F % 处 的 吸 收 峰 几 乎 完 全 消

失，说明已 基 本 上 酯 化 完 全，同 时 在% ,$$ G %% 19 F %

出现苯甲酰基 的 """? 吸 收 峰。元 素 分 析 结 果 为

（ 括 号 内 为 计 算 值 ）：" #,) ’’D （ #+) (&D ），;
() $’D （() ,&D ）。

! ! 纤维素 三 苯 基 氨 基 甲 酸 酯（"#%"）的 合 成：参

照文献［%%］，将 ! B 干燥的微晶纤维素置于 +& 9)
干燥吡啶中回流 %! 2，然后加入相当于微晶纤维素

$) ’ 倍量的苯基异氰酸酯，继续回流 (+ 2，冷却后加

入无水乙 醇 使 产 物 析 出，过 滤，洗 涤，真 空 干 燥 %!
2。经 红 外 光 谱 证 实：微 晶 纤 维 素 中 的 羟 基 在

$ $*’) %$ 19 F % 处 的 吸 收 峰 几 乎 完 全 消 失，同 时 在

$ $*&) (#，$ $$%) +* 19 F % 处 出 现 ""E; 吸 收 峰，

% ,(!) +’ 19 F % 处 为 酯 羰 基 !!" ? 吸 收 峰，说 明 微

晶纤维素已 基 本 酯 化 完 全，元 素 分 析 结 果 为（ 括 号

内 为 计 算 值 ）：" #%) %&D （ #() (#D ），; () ,%D
（’) $’D ），E ,) #’D （+) $!D ）。

! ! "#$ H *%+（ 或 "#%" H *%+）的 涂 敷：将 &) ’ B
"#$ 或 "#%" 溶于 $& 9) 四氢呋喃中，将该溶液加

入经四氢呋喃润湿的 *%+ 硅胶中，旋转蒸发除去溶

剂，得到的填料于 #& C下真空干燥 %! 2，最终得到

涂敷量为 %’D（ 质量分数）的手性固定相。

#" 结果与讨论

# ! !" 样品

! ! 选择含芳香环的色氨酸和苯丙氨酸作分离目标

物，一是因为它们在紫外区有较强的吸收，省去了衍

生化；二是在纤维素类固定相上有手性分离现象，其

芳香环在 !&环 糊 精 空 腔 中 有 明 显 的 手 性 选 择 包 结

作用，这样为考察两相在手性分离过程中是否有协

同作用提供了最基本的条件。

# ! #" 在纤维素类手性固定相上的分离情况

! ! 以正己烷&异丙醇为流动相，在合适的流速、柱

温、检测波长下，色氨酸、苯丙氨酸在纤维素类手性

固定相上有一定的分离效果。如在纤维素三苯基甲

酸酯柱上分离 ’)&色氨酸时，分离的最佳条件为：正

己 烷 和 异 丙 醇 的 体 积 比 为 * . %，流 速 为 %) &
9) H 94I，柱温为 !’ C；’&构型先于 )&构型流出。对

于 ’)&苯丙氨酸来说，最佳分离条件则是：正己烷和

异丙醇的体积比为 *. %，流速为 &) ’ 9) H 94I，柱温

!’ C；)&构型先流出，’&构型后流出。

# ! $" 在含 !&环糊 精 类 添 加 剂 的 流 动 相、?’+ 柱 上

的分离情况

! ! 以 ?’+ 为固定相，流动相中不论加入手性添加

剂 !&"’、’(&!&"’ 还是 #(&!&"’ 都不能使色氨酸

和苯丙氨酸达到手性分离的目的。这可能与所用的

#(&!&"’ 的键合 度 有 一 定 的 关 系，!&"’ 空 腔 结 构

有 !% 个羟基，若其中有部分羟基未能甲基化，则可

能对分离产 生 影 响（ 因 为 甲 基 越 多，越 易 形 成 动 态

的“ 假”固定 相，则 分 离 效 果 越 好，反 之 会 影 响 分 离

效果［%!］）。

# ! %" 在含 !&环 糊 精 类 添 加 剂 的 流 动 相、纤 维 素 类

手性固定相上的分离情况

! ! 依据对氨基酸对映体拆分的考察，大多数情况

下流动相中正己烷与异丙醇的体积比为 * . % 时最

优。因此，选择 此 比 例 的 流 动 相，考 察 了 不 同 !&环
糊精类手性添加剂及不同纤维素手性固定相对对映

·’!%·
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体选择性的影响。

! ! 考察了几 种 流 动 相 体 系 下 的 拆 分 情 况，表 "给

出了不同流 动 相 组 成 下 样 品 的 保 留 因 子 和 拆 分 情

况，如在纤 维 素 三 苯 基 甲 酸 酯 柱 上 "#$苯 丙 氨 酸 的

! % 值由 "# $%& 变 化 到 "# ’()，"#$色 氨 酸 的 ! % 值 由

"# (%& 变化到 !# &*$。由表 " 可知 "#$色氨酸、"#$苯

丙氨酸在纤维素三苯基甲酸酯和纤维素三苯基氨基

甲酸酯柱上均能达到良好的分离效果（"#$色氨酸在

两种手 性 柱 上 的 流 出 顺 序 是 相 反 的，其 分 离 图 见

图 "），说明手性固定相与手性流动相共同存在下对

所分离的物质有明显的促进作用，我们把这种两相

之间的促进作用称之为“ 两相协同效应”。

表 !" 不同流动相对 !"#苯丙氨酸、!"#色氨酸分离能力的影响

$%&’( !" )**(+, -* ./**(0(1, 2-&/’( 34%5(5 -1 5(3%0%,/-1 -* !"#34(16’%’%1/1( %1. !"#,063,-34%1

&’( &)*+),-. (/0/*1210 3(" 3(! 3($ 3(’

&45$&’( "#$(61 "" & 7 +*’ & 7 +*$ & 7 +*! & 7 +*’
"! " 7 ++% " 7 ++% " 7 ++) " 7 %**

! ! 7 $!% ! 7 $$& ! 7 $(! ! 7 ’’!
! % " 7 $%& " 7 $+* " 7 $%’ " 7 ’()

"#$408 "" & 7 )!+ & 7 )!) & 7 )!) & 7 )$&
"! " 7 ")+ " 7 !&" " 7 ")% " 7 !*%

! " 7 !)! " 7 !)$ " 7 ")% " 7 $*$
! % " 7 (%& " 7 (+) " 7 (*" ! 7 &*$

&4(&$&’( "#$(61 "" & 7 $*+ & 7 $*% & 7 ’&& & 7 $)(
"! & 7 ($$ & 7 ($’ & 7 (%$ & 7 *&*

! " 7 ’($ " 7 ’(" " 7 ’(+ " 7 ($’
! % " 7 *"! " 7 (%+ " 7 *!’ " 7 %(*

"#$408 "" & 7 *(* & 7 *(* & 7 *++ & 7 *++
"! & 7 ++& & 7 +%" & 7 %&* & 7 )$(

! " 7 "*% " 7 "%& " 7 "%* " 7 !)*
! % " 7 %$’ " 7 %$& " 7 %’" ! 7 !$*

! &’(：96:0/; %2/2:)-/08 +6/%1；&45：91;;,;)%1 20:<1-=)/21；&4(&：91;;,;)%1 20:+61-8;9/0</*/21；3(：*)<:;1 +6/%1；3(" ：61>/-1$

! $+0)+/-);（), "，? @ ?）；3(! ：3(" %/2,0/21. A:26 "$989;).1>20:-（ "$&"）；3($ ：3(" %/2,0/21. A:26 .:*1268;$"$&"；3(’ ：3(" /..1.

A:26 &# * **); @ # 20:*1268;$"$&"7

图 !" !"#色氨酸在不同流动相中的分离色谱图

7/89 !" :40-2%,-80%25 -* !"#,063,-34%1 ;/,4 ./**(0(1, 2-&/’( 34%5(5
&6:0/; %2/2:)-/08 +6/%1%：/，<，97 &45；.，17 &4(&7 3)<:;1 +6/%1%：/，.7 3(" ；<7 3($ ；9，17 3(’ 7 B;)A 0/21：" *# @ *:-7 "12192:)-

A/?1;1-26：!%& -*7 C))* 21*+10/2,017 B)0 3(" ，3($ ，3(’ ，%11 261 -)21% :- 4/<;1 " 7

! ! 以含有 不 同 浓 度 的 "$&" 和 "3$"$&" 溶 液 作

流动相 发 现，增 加 "$&" 和 "3$"$&" 的 浓 度 至 饱

和，均与流动相中不加添 加 剂 时 的 情 况 相 似，"#$色
氨酸和 "#$苯 丙 氨 酸 只 能 部 分 分 离。 以 不 同 浓 度

43$"$&" 作 流 动 相 添 加 剂 时：若 43$"$&" 的 浓 度

太低，即浓度小 于 & 7 *& **); @ # 时，分 离 促 进 作 用

不明显；当 43$"$&" 浓度高于 & 7 *& **); @ # 时，手

性两 相 协 同 作 用 明 显；当 其 浓 度 在 &# *& - "# (&

**); @ #时，分离度变化不大。这说明浓度是环糊精

类手性添加剂产生明显手性分离促进作用的一个重

要因素，这可 能 主 要 与 "$&" 上 羟 基 甲 基 化 的 程 度

有关。

! ! 从微观角度讲，纤维素衍生物具有左旋 $ @ ! 结

构，纤维素中葡萄糖残基沿螺旋轴排列，在该螺旋的

外侧是疏水性的芳基形成许多手性空穴。一般认为

在正己烷 @ 异丙醇体系中，消旋体与手性固定相间的

·*!"·
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苯基"苯基间的 !#! 键相互作用以及偶极"偶极作用

使消旋体穿插到 #$% & ’() 或 #$(# & ’() 手性固定

相的手性空穴中，形成非对映体配合物；由于形成的

配合物在手性空穴中所受作用不同，从而导致其对

映体的分离［$%，$&］。而对于环糊精来说，由于环糊精

的每个葡萄糖单元有 ’ 个手性碳原子，其中有 ! 个

位于 #"! 和 #"% 上，#"! 位 于 环 糊 精 空 穴 入 口 处 指

向顺时针方向，#"% 位于环糊精空穴腔外，且指向逆

时针方向，这种结构特征产生一种手性排斥力，从而

起到手性识别作用；并且对映体分子可与环糊精在

液相中形成包结物也已由 *"+,- 及$."/0+ 实验证

实［$’，$(］。

! ! 产生协同效应的主要原因可能是分子之间的超

分子作用［$)］，环 糊 精 衍 生 物 随 流 动 相 进 入 固 定 相

后，先与固定相结合成一种动态的假固定相，对映体

与固定相和假固定相同时作用产生包结物，由于不

同对映体形成的包结物所受分子间的作用力不同，

从而达到分离效果。

! ! "# 结论

! ! 从上述实验结果可以看出，在环糊精类手性添

加剂存在情况下纤维素类手性固定相对手性样品的

手性分离加强，我们把这种在特定的样品和分离材

料组合下，手性固定相和手性流动相添加剂能产生

两相间的促进作用称为两相协同效应，但具体的分

离机理还有待于进一步研究。
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