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原子转移自由基聚合制备 PDMAEMA亲水作用色谱固定相及其 
性能评价 

杨静    董佳斌    冶正得    张雷    王艳    龚波林* 
(宁夏大学能源化工重点实验室  银川 750021) 

摘要  以甲基丙烯酸二甲氨乙酯为单体, 2-溴异丁酰溴为引发剂, CuBr/五甲基二乙烯基三胺(PMDETA)为催化剂, 通过

原子转移自由基聚合(ATRP)反应, 将甲基丙烯酸二甲氨乙酯(DMAEMA)接枝到 5 µm 大孔硅胶表面上, 得到了接枝聚

合物(PDMAEMA)亲水作用色谱固定相. 通过改变反应体系中单体的量, 制备了三种不同接枝量的亲水作用色谱固定相, 
利用元素分析对所制备的固定相进行了表征. 详细考察了该固定相的分离性能以及流动相中盐浓度、水含量对溶质保

留行为的影响, 并将该固定相用于宁心宝胶囊中核苷类化合物的分离和测定. 在亲水模式下, 该固定相可以基线分离 7
种核苷类化合物, 保留时间随着接枝量的增加而增大, 与氨基亲水作用色谱柱相比, 该合成柱的分离效率高, 溶质在

该填料上的保留符合分配作用保留机理. 实验结果表明, 该填料具有良好的分离性能.  
关键词  原子转移自由基聚合; 亲水作用色谱; 核苷类化合物分离; 色谱性能 

 

Preparation of PDMAEMA Hydrophilic Interaction Chromatographic  
Stationary Phase by Atom Transfer Radical Polymerization and Its 

Chromatographic Properties 
Yang, Jing    Dong, Jiabin    Ye, Zhengde    Zhang, Lei    Wang, Yan     

Gong, Bolin* 

(Key Laboratory of Energy & Chemical Engineering, Ningxia University, Yinchuan 750021, China) 

Abstract  Surface-initiated atom transfer radical polymerization (SI-ATRP) technique is an attractive polymer grafting, in 
which the polymer chains with controlled molecular weight and molecular weight distribution can be obtained. The graft 
density is controlled by the surfaces density of the initiator, and the graft chain length by the ratio of monomer to initiator or 
the polymerization time. It plays an important role in the preparation of functional materials in the field of separation science. 
In this paper, SI-ATRP of dimethylaminoethyl methacrylate (DMAEMA) was conducted on the surface of 5 μm silica using 
2-bromoisobutyryl bromide as the initiator and CuBr/1,1,4,7,7-pentamethyldiethylenetriamine (PMDETA) as the catalytic 
system, a novel PDMAEMA chromatographic stationary phase was obtained in DMF medium at 60 ℃. The three stationary 
phases with different chain lengths of the grafted DMAEMA were tried by manipulating the polymeric conditions. The con-
centrations of DMAEMA were changed but the polymerization time kept the same for three DMAEMA-grafted silica. For 
the first one named as ATRP1, [DMAEMA]/ [initiator]/[CuBr]/[PMDETA] ratios were selected as 50∶2∶1∶2, the second 
(ATRP2), [DMAEMA]/[initiator]/[CuBr]/ [PMDETA] ratios as 75∶2∶1∶2, and the third (ATRP3), [DMAEMA]/[initia-
tor]/[CuBr]/[PMDETA] ratios as 100∶2∶1∶2. Three stationary phases were characterized by means of elementary analy-
sis. The synthesized stationary phases were evaluated in detail to determine its separability, effect of the content of water and 
the salt concentration in the mobile phase on the retention of solutes. The stationary phases can effectively separate seven 
nucleosides in HILIC mode, and the retention time of nucleosides have a positive relationship with increasing the chain 
lengths of the grafted poly(DMAEMA). It was used for separation and determination of some nucleoside compounds in 
Ningxinbao Capsule. Compared with NH2 hydrophilic interaction chromatographic column for separation of these com-
pounds under the same chromatographic conditions, the separation efficiency is better. The results showed that the retention 
of solutes was controlled by partitioning between mobile phase and a water-rich layer immobilized on the stationary phase. 
The stationary phase has good chromatographic properties for separation of polar compounds.  
Keywords  atom transfer radical polymerization; hydrophilic interaction chromatography; separation of nucleoside; chro-
matographic properties 
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1  引言 

近年来, 随着生物医药技术和食品安全, 环境监测

等研究领域的发展, 强极性和亲水性小分子物质迅速成

为分析化学和生物化学领域的重要研究对象, 但通常此

类化合物在反相色谱上保留很弱, 导致分离困难. 亲水

相互作用色谱(HILIC)的概念由 Alpert[1]于 1990 年首次

提出, 其作为正相色谱的一个分支, 具有和正相色谱类

似的保留行为, 却能为强极性样品提供合适的保留. 它
常采用水-水溶性有机溶剂(乙腈或醇类化合物)作为流

动相 , 显著改善了样品在流动相中的溶解度 . 此外 , 
HILIC 可以和多种检测器兼容, 是一种非常适合于强极

性和强亲水性样品定性定量分析的 HPLC 技术. 韩超 
等[2]利用亲水作用色谱考察了强极性中药组分的保留行

为; Li 等[3]制备了咪唑啉型亲水作用色谱固定相并将其

用于硫酸沙丁胺醇, 烟酸, 维生素B2等强极性化合物的

分离.  
原子转移自由基聚合法(atom transfer radical po-

lymerization, ATRP)是以分子自组装技术为基础, 在固

定相表面形成高密度、具有聚合反应引发点的分子层. 
该分子层是可以继续引发聚合反应的, 从而制备出高密

度聚合物分子刷. 该方法兼具活性聚合和自由基聚合的

优点, 由于 ATRP 技术具有表面键合量可控和键合密度

高的优点, 在高容量、极性可控的固定相的制备上表现

出优异的性能[4～7]. 因此, 原子转移自由基聚合技术将

在分离科学领域功能材料的制备中发挥重要作用. 王婀

娜等[8]采用 ATRP 技术将甲基丙烯酰氧乙基三甲基氯化

铵聚合于硅胶表面, 制得了强阴离子交换色谱填料, 用
于酸性蛋白质的分离, 取得了良好的分离效果. 王富强

等[9]使用单分散大孔交联聚氯甲基苯乙烯-二乙烯基苯

微球为基质和引发剂, 采用 ATRP 反应, 制备了 4-乙烯

基吡啶聚合物, 然后与正溴丁烷反应, 制得亲水作用色

谱固定相, 用于芳胺化合物和酚类化合物的分离.  
甲基丙烯酸二甲氨乙酯(DMAEMA)是一种用途广

泛的多功能单体, 它同时具有烯烃、胺、脂类化合物的

特性, 在一定条件下可发生聚合、加成、季铵化和水解 

等化学反应[10,11]. DMAEMA 分子结构中同时具有亲水

的叔胺基、羰基和疏水的烷基基团, 且两类基团在空间

结构上互相匹配[12]. 近年来, 关于该聚合物对温度和

pH 敏感性研究已有文献报道[13], 但利用 ATRP 技术将

DMAEMA 接枝到硅胶表面上制备聚合物(PDMAEMA)亲
水作用色谱固定相未见报道.  

本文采用ATRP技术, 以硅胶为基质, DMAEMA为

单体 , 在硅胶表面进行聚合反应 , 制备了新型

Sil-DMAEMA 亲水作用色谱固定相, 在亲水模式下对

核苷类化合物进行了分离研究. 实验结果表明, 该填料

具有良好的色谱分离性能.  

2  结果与讨论 

2.1  制备不同接枝量的 Sil-DMAEMA 亲水作用色谱固

定相及表征 

PDMAEMA亲水作用色谱固定相的合成路线如图 1 所

示. 为了研究接枝聚合物链对分离的影响, 通过调节聚

合条件, 合成了三种不同接枝率的 Sil-DMAEMA 亲水

作用色谱固定相. 在 ATRP 反应中, 其接枝聚合物链长

主要是由聚合体系中单体浓度、聚合时间来控制. 本文

采用保持聚合时间不变 , 改变单体的浓度 , 按照[单
体]/[催化剂]/[配体]/[引发剂]物质的量比为50∶1∶2∶2
制备得到了 ATRP1; 按照[单体]/[催化剂]/[配体]/[引发

剂]物质的量比分别为 75∶1∶2∶2 和 100∶1∶2∶2 制

备了 ATRP2 和 ATRP3.  
对制备的接枝聚合物 Sil-DMAEMA 固定相采用元

素分析进行了表征 , 根据以下公式 [14]计算得到 Sil-  
DMAEMA 的接枝率 . 由表 1 可知 , 制备的 Sil- 
DMAEMA与溴代硅胶相比, 接枝DMAEMA单体后, C, 
H, N 三种元素的含量明显增加, 表明DMAEMA已经成

功地接枝到硅胶表面. 其中 ATRP1 的接枝量最小, 而
ATRP2 和 ATRP3 接枝量较 ATRP1 大. 这是由于在

ATRP2 和 ATRP3 的合成过程中单体浓度较高, 因此接

枝量高. 这表明接枝聚合物的链长随初始浓度的增加而

增长[7].  
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图 1  PDMAEMA亲水作用色谱固定相的合成路线 
Figure 1  Synthesis route of PDMAEMA hydrophilic interaction chromatographic stationary phase 
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%Cp 是接枝聚合后增加的碳百分含量, %Cp(calcd.)是单

体分子中碳的理论百分含量, %Ci 是固定引发剂后增加

的碳百分含量, %Ci(calcd.)是引发剂单元分子中碳的理

论百分含量, A 是硅胶的比表面积(60 m2/g).  

表 1  Sil-DMAEMA 固定相的元素分析数据 
Table 1  Results for element analysis (%) of the Sil-DMAEMA station-
ary phase 

Elemental composition/% 
Sample 

C          H         N 

Amount of grafted 
DMAEMA/(mg•m－2)

Silica-Br 2.515      0.418      0.631 — 

ATRP1 
ATRP2 
ATRP3 

9.053      0.921      1.253 
10.24      1.168      1.687 
11.04      1.494      2.005 

1.864 
2.172 
2.687 

 

2.2  PDMAEMA固定相色谱性能考察 

2.2.1  核苷类化合物的分离性能考察 
HILIC 对极性化合物具有很好的保留和分离选择

性, 是解决各类极性化合物分离的可靠手段[3,15]. 本研

究以乙腈-甲酸铵水溶液(90∶10, V/V)为流动相, ATRP3
作为研究对象, 在流速为 1.0 mL/min 的条件下, 对 7 种

核苷类化合物进行分离, 评价了该固定相的色谱性能. 
由图 2(A)可知, 在 HILIC 模式下, 7 种核苷类化合物在

该固定相上完全可以基线分离. 极性小的物质首先被洗

脱下来, 极性最大的鸟苷最后被洗脱. 图 2(B)为 7 种核

苷类化合物在氨基亲水作用色谱柱上分离的色谱图, 从
图可以看出该类化合物很难完全分离. 结果表明, 由
ATRP 技术制备的 Sil-DMAEMA 亲水作用色谱固定相

具有良好的分离效果.  
图 3 为 7 种核苷类化合物在三种接枝聚 DMAEMA

色谱柱(ATRP1, ATRP2 和 ATRP3)上的分离图. 从图中

可以看出, 在相同色谱条件下, 溶质分子在ATRP3上的

保留时间最长且分离效果最好, 在 ATRP1 柱上的保留

时间最短且并未完全分开. 这说明溶质分子的保留时间

随着聚合物的链长度和接枝密度的增大而增长. 通过

ATRP 技术, 可以很好地控制聚合物链长度和接枝密度, 
从而可以制备各种链长度的色谱填料达到所需要的分

离效果. 
2.2.2  流动相中甲酸铵浓度对核苷类化合物保留行为

的影响 
图 4为流动相甲酸铵浓度对核苷类化合物保留时间

的影响图. 从图中可以看出, 所有的溶质的保留均随盐

浓度的增大而增强, 但幅度不大. 这是由于盐电离所产

生的离子与流动相中的水分子产生静电或氢键作用, 从 
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图 2  核苷类化合物在 PDMAEMA-sil柱(A)和氨基柱(B)上的色谱图 
Figure 2  Chromatograms of some nucleoside compounds on PDMAEMA-sil 
(A) and NH2 columns (B)  
Mobile phase: acetonitrile-ammonium formate (90∶10, V/V); flow rate: 1.0 
mL/min; detection wavelength: 254 nm; Column temperature: 25 ˚C. 1. Uracil, 
2. Adenine, 3. Adenosine, 4. Uridine, 5. Inosine, 6. Cytidine, 7. Guanosine 

 

图 3  7 种核苷在三种不同接枝聚 DMAEMA 色谱柱上的色谱图 
Figure 3  Chromatograms of 7 nucleosides separated by three 
Sil-DMAEMA columns 
Columns: (a) ATRP1; (b) ATRP2; (c) ATRP3. The chromatographic condi-
tions were the same as in Figure 1 
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图 4  盐浓度对保留时间的影响 
Figure 4  Effect of salt concentration on retention 
Mobile phase: Acetonitrile-water containing ammonium formate concentration 
varied (90∶10, V/V); flow rate: 1.0 mL/min; pH＝6.0; detection wavelength: 
254 nm; Column temperature: 25 ˚C. 1. Uracil, 2. Adenine, 3. Adenosine, 4. 
Uridine, 5. Inosine, 6. Cytidine, 7. Guanosine 

而削弱了强洗脱剂水对溶质的洗脱能力, 盐浓度越大, 
水洗脱能力减小程度也越大. 因此, 溶质保留时间随盐

浓度增大而增强.  
2.2.3  流动相中水含量对核苷类化合物保留行为的影

响 
HILIC的特征之一是溶质的保留随流动相组成中强

洗脱剂水含量的增加而减弱[15]. 如图 5 是流动相中不同

水含量对 7 种核苷化合物保留的影响. 从图 5 可见, 各
溶质的保留均随流动中水含量的增多而减少, 符合亲水

作用保留机理. 当流动相水含量达到 40%时很难再将 7
种物质分开. 但在此过程中, 各溶质的出峰顺序没有变

化, 说明流动相比例改变, 对溶质的选择性影响不大.  
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图 5  流动相中水含量对保留时间的影响 
Figure 5  Effect of water content of mobile phase on the retention  
Other conditions are the same as in Figure 1. 1. Uracil, 2. Adenine, 3. Adeno-
sine, 4. Uridine, 5. Inosine, 6. Cytidine, 7. Guanosine 

2.2.4  亲水作用色谱保留机理 
目前, 分配机理, 吸附机理, 以及分配和吸附共同

作用的双机理被认为是 HILIC 保留的主要机理. 使用 

水-水溶性有机溶剂作为流动相时, 亲水性固定相表面

存在一层“富水层”, 溶质的保留是通过在“富水层”

与流动相之间的分配作用实现的, 随着溶质的极性增

大, 保留增强[16]. 可用公式(2)表示:  
lg k＝lg kw－sφ   (2) 

式中 k 为溶质的保留因子, 按 k＝(tR－t0)/t0定义, tR为溶

质保留时间, t0 为死时间, 本文以甲苯为溶质, 使用乙 
腈/水(95/5, V/V)测量 t0. kw 是以弱洗脱剂纯乙腈为流动

相时的保留因子, s是 lg k对φ作图成线性关系时的斜率, 
φ 是流动相中强洗脱剂水的体积分数. 将图 4 的数据用

式(2)处理, 发现 lg k 对 φ作图呈线性关系(图 6), 相关性

系数 R2值分别为 0.9906, 0.9929, 0.9975, 0.9952, 0.9966, 
0.9913 和 0.9958, 这表示核苷类化合物在 Sil-DMAEMA
固定相上的保留符合分配机理[17].  
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图 6  lg k 和 φ的线性关系 
Figure 6  Linear plot of lg k and φ 
1. Uracil, 2. Adenine, 3. Adenosine, 4. Uridine, 5. Inosine, 6. Cytidine, 7. 
Guanosine 

在正相色谱中, 保留机理认为溶质保留是吸附机理

所决定的, 并且溶质保留和流动相组成的关系可以由式

(3)所描述[18]:  

s
B B

B
lg  lg lg Ak k N

n
＝ －    (3) 

式中 k 为溶质的保留因子, kB是使用水作为流动相时的

保留因子, As和 nB是溶质和水分子所占据的固定相表面

积, NB是流动相中水的体积分数.  
将图 5 的数据用式(3)处理, 发现 lg k 和 lg NB不符

合线性关系 (图 7), 这进一步说明核苷类化合物在

Sil-DMAEMA 固定相上的保留主要由分配作用所控制. 
根据固定相的结构分析, 溶质和固定相之间的氢键作用

力及静电作用将是溶质保留的主要作用力.  

2.3  应用 

2.3.1  宁心宝胶囊中核苷类化合物的分析 
宁心宝胶囊是一种常用的中成药, 为新鲜冬虫夏草

中分离得到的麦角菌科真菌虫草头孢经液体深层发酵 
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图 7  lg k 和 lg NB的线性关系 
Figure 7  Linear plot of lg k and lg NB 
1. Uracil, 2. Adenine, 3. Adenosine, 4. Uridine, 5. Inosine, 6. Cytidine, 7. 
Guanosine 

所得菌丝体的干燥粉末制成的胶囊. 有提高窦性心律, 
改善窦房结传导功能[19]. 核苷类物质为其主要活性成

分之一, 具有舒张血管, 降低血压, 减慢心律, 抑制血

小板凝聚等多种生理活性[20]. 文献报道用 RPLC 法测定

宁心宝胶囊中核苷类化合物的含量[21], 但由于强极性

物质在反相柱上保留很弱, 分离效率不高. 本文用自合

成的 PDMAEMA亲水色谱固定相分离了其中的核苷类化合

物并测定了其含量.  
(1)宁心宝胶囊样品的处理 

取宁心宝胶囊内容物适量, 置 100 mL 单颈瓶中, 
加 60%乙醇 20 mL, 超声 10 min, 回流 3 h, 然后转移至

250 mL 容量瓶中用 60%乙醇定容到刻度, 摇匀, 离心

(3000 r/min, 3 min), 0.45 µm 滤膜过滤, 加水定容至刻

度, 作为供试品溶液. 图 8B 是提取物的色谱图, 与标准

品(图 8A)对照, 3 个核苷类化合物在色谱柱上被分离, 
分别为腺嘌呤, 尿嘌呤核苷, 鸟嘌呤核苷, 其余的峰均

为杂质. 说明合成的 PDMAEMA 亲水色谱柱具有良好的分

离性能, 可用于宁心宝胶囊中核苷类化合物的分离纯

化.  
(2)宁心宝胶囊中核苷类化合物含量的测定 

分别精密称取 3 种核苷标准品 20.0, 40.0, 60.0, 80.0, 
100.0 mg, 用纯净水溶解, 转移至 100 mL 容量瓶中, 定
容至刻度, 摇匀配制成浓度分别为 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 
mg/mL 的核苷对照品溶液. 按照 4.6 节色谱条件测定, 
记录峰面积, 以对照品浓度(mg/mL)为横坐标(X), 峰面 

积积分值为纵坐标(Y)绘制标准曲线(表 2). 测得宁心宝

胶囊中腺嘌呤、尿嘌呤核苷和鸟嘌呤核苷的含量分别为

1.6204, 11.1640 和 7.6510 mg/g.  
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图8  核苷标准品(A)和宁心宝胶囊提取物(B)在PDMAEMA柱上的HILIC
图谱 
Figure 8  The chromatograms of the standard nucleosides (A) and the 
extract from Ningxinbao capsules (B) 
The chromatographic conditions were the same as in Figure 1. 1. Adenine, 2. 
Uridine, 3. Guanosine, 4. Cytidine 

3  结论 

本文采用原子转移自由基聚合反应, 将甲基丙烯酸

二甲氨乙酯接枝到 5 µm 大孔硅胶表面上, 得到了接枝

聚合物(PDMAEMA)色谱固定相. 考察了该固定相的合成

过程, 分离性能以及流动相中盐浓度、水含量对溶质保

留行为的影响, 并将该固定相用于宁心宝胶囊中核苷类

表 2  分析物的线性回归方程和检出限 
Table 2  Regression equation and detection limits of analytes 

Analyte Linear range/(mg•L－1) Regression equation Correlation coefficient (r) Detection limit/(mg•L－1) 

腺嘌呤 1.0～20.0 Y＝0.01487＋3.8854X 0.9997 0.25 

尿嘌呤核苷 2.5～70.0 Y＝2.5030X－0.2785 0.9993 0.16 

鸟嘌呤核苷 5.0～95.0 Y＝2.1432X＋0.009279 0.9995 0.34  
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化合物的分离和测定. 在亲水模式下, 该固定相可以基

线分离 7 种核苷类化合物, 为强极性和强亲水性样品的

分离提供了新方法.  

4  实验部分 

4.1  试剂与仪器 

LC-20AT 高效液相色谱仪(日本岛津).  
大孔硅胶(粒径: 5 µm, 比表面积: 60 m2/g, 平均孔

径: 300 Å, 中国科学院兰州化学物理研究所); 五甲基

二乙烯基三胺(PMDETA), CuBr(化学纯), 2-溴异丁酰溴

(97%), 甲基丙烯酸二甲氨乙酯(DMAEMA), 尿嘧啶 , 
腺嘌呤, 肌苷, 胞嘧啶核苷, 腺呤核苷, 尿嘧啶核苷, 鸟
嘌呤核苷, 均购自上海晶纯试剂有限公司; 宁心宝胶囊, 
购自上海普康药业有限公司.  

4.2  硅胶预处理 

称取 3.0 g 硅胶加入 60 mL 20% (V/V)的盐酸, 超声

5 min, 于110 ℃回流6 h, 回流毕, 砂芯坩埚抽滤, 用大

量蒸馏水洗至中性, 乙醇, 丙酮各洗 2次, 120 ℃真空干

燥 24 h.  

4.3  氨丙基硅胶的制备 

将上述干燥好的硅胶转移至 100 mL 两颈瓶中, 加
入 40 mL干燥甲苯, 超声 10 min, 在N2保护下缓慢滴加

5.22 mL γ-氨基丙基三乙氧基硅烷, 滴加完毕后升温至

110 ℃反应 24 h. 反应毕, 砂芯坩埚抽滤, 分别用甲苯、

丙酮各洗 2 次, 120 ℃真空干燥.  

4.4  2-溴异丁酰溴氨丙基硅胶的制备 

取 3 g 干燥好的氨丙基硅胶, 分散于 24 mL 干燥的

四氢呋喃中, 室温搅拌 1 h, 再在冰浴下滴加 2.3 mL 三

乙胺, 搅拌 30 min 后, 逐滴加入 1.5 mL 2-溴异丁酰溴, 
室温下反应 24 h, 产物用四氢呋喃、蒸馏水、丙酮洗涤, 
60 ℃真空干燥 24 h.  

4.5  接枝聚 DMAEMA 固定相的合成  

取上述 3.0 g溴代硅胶作为引发剂于 100 mL单颈瓶

中, 加入 0.166 g CuBr, 1.5 mL PMDETA(五甲基二乙烯

基三胺), 5 mL 甲基丙烯酸二甲氨乙酯(DMAEMA), 再
加入 15 mL DMF 作为溶剂密封通氮气, 抽真空循环多

次, 60 ℃下反应 24 h, 反应结束后分别用二次蒸馏水, 

0.1 mol/L EDTA 水溶液洗, 然后再用大量蒸馏水, 乙醇, 
丙酮洗涤, 在 60 ℃真空干燥, 即得到新型 PDMAEMA 亲

水作用色谱固定相.  

4.6  色谱柱的装填及色谱条件 

称取3.0 g固定相, 以甲醇为匀浆液, 超声分散均匀

后, 在 40 MPa 压力下以甲醇为顶替液装入 15 cm×0.46 
cm. I.D 不锈钢柱管中. 液相色谱条件: 乙腈-甲酸铵水

溶液; UV 检测波长: 254 nm; 30 min 等度洗脱. 使用前

经 0.45 μm 滤膜过滤; 进样体积: 10 μL. 
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