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新型双 β-环糊精键合 SBA-15 液相手性固定相的制备及评价 

周仁丹    李来生*    程彪平    聂桂珍    张宏福 

(南昌大学分析测试中心  南昌 330047) 

摘要  由于桥联双 β-环糊精的协同包结作用和独特的多重识别功能已被广泛地用作人工模拟酶, 本文尝试用桥联双 β-
环糊精作固定相配体, 开发其手性分离功能. 采用 3-异氰酸丙基三乙氧基硅烷偶联剂连续反应法, 首先将(6-氧-对甲苯

磺酰)-β-环糊精键合到有序介孔 SBA-15 硅胶表面, 然后与(6-乙二胺-6-去氧)-β-环糊精反应, 制备一种新型的乙二胺桥

联双 β-环糊精键合 SBA-15 液相色谱手性固定相(BCDSP). 采用质谱、红外光谱、元素分析、热重分析和透射电镜等进

行结构表征. 在极性有机溶剂模式下, 评价了新固定相的基本色谱性能, 并用于 β-受体阻滞剂对映体的拆分. 考察了流

动相中有机溶剂、三乙胺、冰醋酸改性剂用量和柱温对手性分离的影响. 基于优化的色谱条件, 采用双 β-环糊精键合

固定相成功地拆分了常用的 14 种 β-受体阻滞剂药物对映体, 其中普萘洛尔的分离度可达到 2.18, 卡维地洛的分离度可

达到 2.01, 分析时间一般为 10～20 min, 取得了较高的分离效率. 为比较研究, 还制备了一种单 β-环糊精固定相

(CDSP), 结果发现双 β-环糊精键合相可拆分 14 种 β-受体阻滞剂, 而在优化的条件下单 β-环糊精键合相仅能部分拆分 4
种 β-受体阻滞剂, 且前者的分离度明显优于后者. 基于实验数据对双 β-环糊精和单 β-环糊精固定相的分离机理的异同

点展开讨论. 一方面包结作用和氢键作用在桥联双 β-环糊精键合相的手性分离中占重要地位, 与常见的单 β-环糊精固

定相相似; 另一方面桥联双 β-环糊精固定相拥有自身的特点, 两个 β-环糊精腔体存在协同作用, 相应于它的模拟酶功

能, 协同作用不仅扩大了空间识别域, 还提高了立体选择性, 基于双腔体的包结作用和乙二胺桥键的氢键作用等增强

了固定相的手性识别能力, 加上有序的 SBA-15 能加快传质, 使得 BCDSP 具有较好的手性色谱性能, 拥有更广泛的拆

分对象、更高的分离度和更短的分析时间. 新固定相的制备方法简便, 手性分离功能强, 色谱性能稳定, 且制备成本较

低. 这类桥联双 β-环糊精键合有序介孔 SBA-15 新型的快速分离材料在手性药物质量监控和药代动力学研究中存在良

好的应用前景.   
关键词  高效液相色谱法; 乙二胺桥联双 β-环糊精键合 SBA-15 手性固定相; 协同分离机理; β-受体阻滞剂; 手性药物 

 

Preparation and Evaluation of a Novel bis(β-cyclodextrin)-bonded  
SBA-15 Chiral Stationary Phase for HPLC 

Zhou, Rendan    Li, Laisheng*    Cheng, Biaoping    Nie, Guizhen    Zhang, Hongfu 
(Center of Analysis and Testing, Nanchang University, Nanchang 330047) 

Abstract  The bridged β-cyclodextrin has been widely used as artificial enzymes due to its synergistic inclusion effect and 
unique multi-recognition function. In this paper, we employed bridged β-cyclodextrin as ligand in order to explore its chiral 
separation function. A novel N,N'-ethylenediamino bridged bis(β-cyclodextrin)-bonded SBA-15 chiral stationary phase 
(BCDSP) for HPLC was first developed by solid successive reaction method. In the first step, a 6-O-toluene-sulfonyl-β-
cyclodextrin was bonded to ordered mesoporous SBA-15 by using 3-isocyanatopropyltriethoxysilane as coupling reagent. 
Then the bonded SBA-15 silica continued to react with mono-(6-ethylenediamino-6-deoxy)-β-cyclodextrin and obtained the 
BCDSP with bridged double β-cyclodextrin ligand. Its chemical structure was characterized by mass spectrometry, infrared 
spectroscopy, elemental analysis, thermogravimetric analysis and transmission electron microscopy. The basic chroma-
tographic property of new stationary phase was evaluated in polar organic mode and used for the separations of β-blockers 
enantiomers. Some effect factors such as the concentrations of organic solvent, triethylamine (TEA) and glacial acetic acid 
(HOAc) in mobile phase, column temperature on the resolution were investigated. The 14 kinds of β-blockers enantiomers on 
BCDSP column were successfully separated under the optimized chromatographic conditions, in which the resolutions of 
propranolol enantiomers and carvedilol enantiomers were 2.18 and 2.01 within 10～20 min, respectively. By comparative 
study, the bis(β-cyclodextrin)-bonded phase could separate all 14 kinds of β-blockers enantiomers, while native 
β-cyclodextrin-bonded phase (CDSP) with single ring ligand could partially resolve about 4 kinds of them under optimized 
condition. Moreover, the resolutions of drugs on BCDSP were more than those on native β-cyclodextrin column. The chro-
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matographic data analysis showed that BCDSP with double β-cyclodextrin ligand exhibited a stronger enantioseparation abil-
ity and wider analytes as comparison with the native β-cyclodextrin stationary phase. The excellent property of BCDSP 
should be due to the double β-cyclodextrin ligand expands the chiral recognization for enantiomers of drugs. Meanwhile, the 
inclusion interaction from double cavities and the hydrogen bonding interaction from the bridged ethylenediamino group with 
the tested enantiomers improved the chiral selectivities of β-blockers. The ordered pore of SBA-15 could also reduce the 
mass transfer resistance and enhance the chiral chromatographic property of BCDSP. According to chromatographic data, the 
similarities and differences of separation mechanism of double β-cyclodextrin and single β-cyclodextrin stationary phases 
were discussed. On the one hand, the inclusion complexing and hydrogen bonding interactions of BCDSP played important 
roles in chiral separations, which was similar to the common single-β-cyclodextrin stationary phase. On the other hand, the 
synergistic interaction of double β-cyclodextrin cavities could expand spatial recognition domain, making BCDSP with better 
chiral chromatographic performance, wider analytes, higher resolution and shorter analysis time. This new stationary phase 
has clear and stable structure of ligand, convenient preparation method, lower cost, especially, its excellent enantioseparation 
ability. The exploration of this double β-cyclodextrin-bonded phase could provide a kind of new type separation material for 
wide chiral drugs. It has a research significance and bright prospect in quality-controlling of chiral drugs.  
Keywords  high performance liquid chromatography; ethylenediamino bridged bis(β-cyclodextrin)-bonded SBA-15 chiral 
stationary phase; synergistic separation mechanism; β-blockers; chiral drugs 

   
1  引言 

手性药物对映异构体在生物体内的代谢和药理作

用常存在着显著差异. 目前临床使用的药物中, 手性药

物占绝大多数, 但是大部分手性药物仍然以外消旋体生

产、出售和使用. 其中, β-受体阻滞剂是一类常见的治疗

心律失常、心绞痛、心肌梗死、高血压、心肌病等心脑

血管疾病的重要药物[1], 它们大多含有一对对映体, 大
部分 β-受体阻滞剂以其外消旋体形式销售. 动物实验表

明, β-受体阻滞剂的对映异构体间大多药代动力学和药

效学性质不完全相同, 左旋体(S)的药理活性大多比右

旋体(R)高. 例如, S-美托洛尔阻滞心脏 β-受体的活性为

R-美托洛尔的 33 倍[2]. S-普萘洛尔的 β-受体阻断作用大

约比R-普萘洛尔强 100倍, 而且R-普萘洛尔是一种男性

避孕药[3]. 因此, 手性拆分研究在监测对映体立体选择

性和生理活性、发展高效低毒 β-受体阻滞剂药物的过程

中均具有重要的意义.  
高效液相色谱手性固定相法是用来拆分和测定 β-

受体阻滞剂的首选方法之一. 目前报道采用的手性柱主

要是 3,5-二甲基苯氨基甲酸酯化纤维素和大环抗生素替

考拉宁商品柱[4,5], 自制研发的固定相相对较少. 涂敷型

的纤维素手性柱一般在正相色谱模式下使用, 可选择的

溶剂范围较窄. 而大环抗生素手性柱品种单一且价格昂

贵. 相比之下, 同时具有腔体包结作用和端口作用的环

糊精类固定相通用性更强, 且制备成本较低, 通过对环

糊精端口羟基的甲基化、乙酰化、苯基化、氨基甲酸酯

化等大大增强其手性分离能力, 可方便地在正相、反相、

极性有机溶剂多种模式下拆分众多的手性客体. β-环糊

精类手性固定相也用于 β-受体阻滞剂的拆分[6～8], 主要

涉及普萘洛尔、美托洛尔和艾司洛尔等临床上最常用的

几种 β-受体阻滞剂对映体. 环糊精凭借其空腔的疏水性

和合适的尺寸, 加上大量的手性作用位点, 在色谱分离

分析中具有选择性高、应用范围广和灵活多变的优势, 
发挥出良好的分离性能, 成为色谱研究中发展最快、应

用最广的手性固定相之一[9～11].  

除配体的选择性外, 键合基质对固定相的色谱性能

也存在一定的影响. Zhao 等[12]首次制备 SBA-15 有序介

孔材料, 该基质具有较大的比表面积、较大的孔壁吸附

容量、规则的孔道结构、良好的水热稳定性等优点. 2002
年, 他们[13]随后又制备了粒径约为 2 μm, 孔径为 8.1 nm
的类球形 SBA-15, 然后用十八烷基二甲基氯硅烷进行

修饰, 首次用作柱色谱填料成功地分离了肌红蛋白被胰

蛋白酶消解后的产物和 4 种蛋白质(溶菌酶、牛血清白

蛋白、肌红蛋白、卵清蛋白), 成为 SBA-15 介孔分离材

料发展的开端. 杜明霞等[14]将三(3,5-二甲基苯基氨基甲

酸酯)纤维素涂敷在 SBA-15 上制备手性固定相, 实现了

安息香等七种手性化合物的快速拆分. 最近我们实验室

制备了一种 2,4-二硝基苯醚-β-环糊精键合有序介孔

SBA-15 手性固定相, 并在极性有机溶剂模式下, 拆分

了艾司洛尔、美托洛尔、普萘洛尔和阿替洛尔, 分离度

为 1.15～1.48, 分析时间缩短至 15 min, 初步表明衍生

化 β-环糊精键合有序介孔 SBA-15 在快速手性药物对映

体拆分方面具有一定的应用优势[15].  
桥联双环糊精独特的分子识别能力已成为当今人

工模拟酶的重要研究主体分子[16,17]. 其中模拟酶功能较

强的主要包括含氮、硫、硒的桥联双环糊精, 双环糊精

腔体与桥联基团的协同作用和多重识别功能使其迅速

发展成为人工模拟酶和不对称合成研究领域的新亮点, 
也是当今超分子化学、合成化学、仿生化学和分析化学

的交叉课题. 相比分子识别研究, 双环糊精固定相的色

谱分离功能尚有待于开发和研究. 艾萍等[18]使用二异

腈酸酯桥联环糊精液相色谱固定相, 拆分芳香烃位置异

构体和氨基酸对映体. 罗爱芹等[19]制备了对联苯二酚

桥联环糊精键合硅胶色谱固定相, 在反相条件下, 分离

了硝基苯胺等位置异构体.  
本文将(6-氧-对甲苯磺酰)-β-环糊精键合到 SBA-15

有序介孔材料表面, 然后与(6-乙二胺-6-去氧)-β-环糊精

进行亲核取代反应, 较方便地制备了新型乙二胺桥联双

β-环糊精键合 SBA-15 手性固定相(BCDSP), 期望能通

过模拟酶的多重识别作用来扩大 β-环糊精固定相的分
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离范围, 进一步增强其手性分离能力. 本实验将双环糊

精新固定相用于较难拆分的 β-受体阻滞剂类药物对映

体的分离分析. 在极性有机溶剂模式下, 成功地拆分了

14 种 β-受体阻滞剂类药物, 分析时间一般为 10～20 
min, 取得了较高的分离效率. 考察了色谱分离过程的

影响因素, 并通过与单 β-环糊精手性固定相(CDSP)进
行对比探讨相关手性分离机理. 该固定相的有序介质提

供了较好的渗透性, 有利于 β-受体阻滞剂的快速拆分.  

2  结果与讨论 

2.1  固定相的结构表征 

2.1.1  配体双 β-环糊精的结构 
为了证明(6-氧-对甲苯磺酰)-β-环糊精与(6-乙二 

胺-6-去氧)-β-环糊精能够发生反应生成乙二胺桥联双 β-
环糊精配体, 实验在氮气保护下, 将(6-氧-对甲苯磺

酰)-β-环糊精和(6-乙二胺-6-去氧)-β-环糊精溶于无水

DMF, 于 80 ℃反应 12 h, 得到乙二胺桥联双 β-环糊精, 
ESI 质谱[M＋H]＋峰为 2293.63(理论值为 2293.79), 证明

乙二胺桥联双 β-环糊精配体合成成功. 质谱图如图 1 所

示.  

 
图 1  乙二胺桥联双 β-环糊精配体的质谱图 
Figure 1  The mass spectrogram of ethylenediamino bridged 
bis(β-cyclodextrin) ligand 

2.1.2  红外分析 
图 2 的上下图分别为双环糊精固定相(BCDSP)和中

间产物(C)的红外光谱图(KBr 压片法). 上图中 3417.39 
cm－1是O—H伸缩振动, 2934.78 cm－1是C—H反对称伸

缩振动, 2878.26 cm－1是C—H对称伸缩振动, 1656.52和
1556.52 cm－1 是氨基甲酸酯上的 C＝O 双键伸缩振动, 
1234.78 cm－1 是氨基甲酸酯上的 C—O 单键伸缩振动, 
1108.70 和 1013.04 cm－1是环糊精和 SBA-15 的 Si—O—

Si 的吸收峰. 下图中间产物(C, 6-TsOCDSP)红外光谱图

中的苯环骨架伸缩振动吸收峰 1616.03 和 1541.47 cm－1

反应后消失表明活泼的对甲苯磺酰基被乙二胺 β-环糊

精所取代. 上述红外光谱测试结果表明乙二胺桥联双 β-
环糊精配体成功地键合到 SBA-15 硅胶表面.  

 

图 2  BCDSP 和中间产物(C, 6-TsoCDSP)的傅立叶变换红外光谱图 
Figure 2  The FT-IR spectra of BCDSP and intermediate product (C, 
6-TsoCDSP) 

2.1.3  元素分析 
BCDSP 的元素分析结果为(%): C 5.12%, H 1.47%, 

N 0.90%, 以碳含量计算其键合量为 0.12 μmol/m2. 
CDSP 的元素分析结果为(%): C 7.73%, H 1.93%, N 
1.81%, 以碳含量计算其键合量为 0.35 μmol/m2. 
2.1.4  热重分析 

图 3为热重分析曲线(升温速度: 20 ℃/min; 记录温

度: 室温～800 ℃), 显示 BCDSP 失重约为 11%, 计算

其键合量为 0.10 μmol/m2; CDSP 失重约为 21%, 计算其

键合量为 0.38 μmol/m2. 与按元素分析结果计算的键合

量大致相同.  

 

图 3  BCDSP 和 CDSP 的热重分析曲线 
Figure 3  The thermogravimetric curves of BCDSP and CDSP 

2.2  双环糊精固定相手性色谱性能的研究 

环糊精含有多个不对称碳原子中心, 独特的腔体结

构使其显示出优良的超分子手性识别能力, 通过端口的

衍生化可进一步加强分子识别能力, 从而大大拓展其应

用范围, 环糊精端口的衍生化已成为超分子化学、合成

化学、分析化学等领域的热点课题之一. 衍生化使得氢

键、π-π、空间位阻、偶极-偶极和包结等作用于一体, 从
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而使得衍生化环糊精固定相在手性色谱中扮演着重要

的角色[20,21]. 与端口的衍生化相比, 却很少注意到环糊

精腔体间协同作用对手性分离的贡献. 本文合成了结构

对称的乙二胺桥联双 β-环糊精键合SBA-15手性固定相, 
同时也制备了单 β-环糊精键合 SBA-15 手性固定相用于

比较研究. 利用桥联双 β-环糊精的模拟酶多重识别作

用, 实现了 14 种目前临床上常用的 β-受体阻滞剂对映

体的拆分, 其结构如图 4 所示. 影响手性分离的因素较

多, 例如流动相的组成、温度、进样量、流速和检测波

长等. 研究发现流动相的组成及柱温是手性分离的关键

因素.  
2.2.1  手性分离条件的选择 

(1) 分离模式和流动相的选择 
目前 β-受体阻滞剂的拆分一般都采用涂敷型的纤

维素柱, 在正相色谱模式下使用. 环糊精类固定相拆分

β-受体阻滞剂对映体的报道较少, 尚缺乏系统的研究. 
与常用纤维素相比, 环糊精类固定相属于多模式手性固

定相, 可以在正相、反相、极性有机溶剂多种色谱模式

下使用. 其中以反相色谱模式应用居多, 甲醇/水是最常

用的流动相, Armstrong 等[22]认为反相模式下环糊精手

性固定相主要以包结作用为主, 并有一定的弱的氢键作

用. 实验首先在反相模式下进行, 使用甲醇/TEAA(冰醋

酸和三乙胺)或乙腈/ TEAA 对 β-受体阻滞剂进行拆分研

究, 发现只能部分拆分普萘洛尔等几种溶质, 大部分溶

质没有拆分现象. β-受体阻滞剂属氨基丙醇类化合物, 
手性碳直接与极性的羟基和氨甲基相连接, 手性拆分需

要引入氢键作用, 流动相中水的存在不利于固定相与溶

质间的氢键作用, 因而分离选择性有限.  
因此, 选用极性有机溶剂模式[23], 这是一种非水溶

剂的分离模式, 流动相以乙腈为基础性溶剂, 仅添加少

量极性溶剂(如甲醇)、有机酸和碱(如冰醋酸、三乙胺). 
乙腈与水不同, 它不是氢键给体, 环糊精端口与溶质间

的氢键作用不会受到乙腈的干扰, 使得氢键作用明显. 
本实验将双环糊精的多重识别作用与极性有机溶剂模

式相结合, 成功地拆分了 14种 β-受体阻滞剂对映体, 为
将来建立 β-受体阻滞剂对映体质量控制的系统分析方

法创造了条件. 分离条件与结果见表 1. 
在极性有机溶剂模式下, 只用乙腈作流动相时, β-

受体阻滞剂不能被洗脱, 当加入一定量的甲醇后才能出

峰. 明显地, 甲醇作为氢键给体削弱了固定相上环糊精

配体与溶质间的氢键作用, 影响包结物的稳定性, 使溶

质的保留和对映体的分离度发生改变. 实验发现甲醇含 
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阿替洛尔
 Atenolol

艾司洛尔
  Esmolol

 阿普洛尔
Alprenolol

比索洛尔
Bisoprolol

 普萘洛尔
Propranolol

吲哚洛尔
Pindolol

拉贝洛尔
Labetalol

纳多洛尔
  Nadolol

索他洛尔
 Sotalol 卡替洛尔

Carteolol

噻利洛尔
Celiprolol

阿罗洛尔
Arotinolol

卡维地洛
Carvedilol

 

图 4  β-受体阻滞剂手性药物的化学结构 
Figure 4  The chemical structures of β-blockers chiral drugs 
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量低时溶质不易被洗脱, 甲醇含量高时分离度变差, 不
同的 β-受体阻滞剂拆分时所适用的甲醇体积分数有较

大的差别(1%～15%), 必须严格控制流动相中甲醇的用

量[15]. 实验发现要实现 β-受体阻滞剂的手性分离, 必须

向流动相中加入少量的三乙胺, 随着三乙胺的加入, 溶
质保留时间减小, 色谱峰变得对称, 柱效提高, 对映体

的分离度也有一定的改善, 当浓度进一步增大时, 分离

度变差[23]. 只有同时加入一定量的冰醋酸后, 分离度才

有明显的提高. 可能的原因是 β-受体阻滞剂是碱性药

物, 固定相上残存的酸性硅醇羟基(pKa≈3)常导致峰拖

尾, 加入三乙胺可减小这种影响; 冰醋酸一方面能抑制

硅醇羟基的电离, 同时还可以调控 β-受体阻滞剂的电离

程度, 改变溶质的存在形式, 碱性药物易被部分质子化

带正电荷, 有利于被环糊精包结, 并通过端口的氢键、

离子偶极等作用提高对 R-/S-对映体的识别效果. Arm-
strong 等[23]研究也发现环糊精对碱性溶质的最佳手性分

离常常在弱酸性条件才能被观察到. Yuan 等[24]在相关

研究中也发现类似现象, 并指出分离碱性药物在弱酸性

条件下进行比较好. 因此, 在流动相中选择适量的三乙

胺和冰醋酸对 β-受体阻滞剂的拆分很重要. 实验中, 使
用了不同配比的三乙胺和冰醋酸对 β-受体阻滞剂的分

离进行优化, 发现两者保持等摩尔配比对拆分较好, 所
以采用相同配比的三乙胺/冰醋酸进行分离, 一般使用

三乙胺/冰醋酸的体积分数为 1/1 到 4/4 之间, 对每个溶

质进行较精细的优化, 结果见表 1. 
(2) 温度的选择 
温度在热力学上影响溶质的分离和保留, 在动力学

上影响溶质的扩散, 所以我们需要探究温度的影响. 实
验考察了 273～293 K 范围内温度对溶质分离的影响. 
温度高时, 溶质洗脱较快, 但分离效果不好; 随着温度

降低, 保留时间延长, 分离度有所提高; 但是进一步降

低温度时, 保留时间太长, 峰出现展宽, 分离度下降. 
以美托洛尔为例, 温度对其影响的色谱图见图 5.  

实验发现, 温度对选择性因子的影响不大, 而对保

留因子和分离度的影响较明显, 分离数据如表 2 所示. 
综合考虑分离度和分析时间选择在 288 K 下进行分离. 
下列热力学方程用于计算相关的热力学参数: (1)表示保

留因子 k'和温度 T 的关系, ΔH0为焓变; ΔS0 为熵变; R 为

气体常数; Φ为相比. (2)表示选择性因子 α和温度的关

系, Δ(ΔH0)和 Δ(ΔS0)分别为焓变和熵变之差. 根据 Van't 
Hoff 方程, 通过 ln k'对 1/T 曲线的斜率和截距可以计算

出前出峰对映体的焓变 ΔH0和熵变 ΔS*(用以代替 ΔS0/R
＋lnΦ)分别为－36.63 kJ•mol－1 和－14.08 J•mol－1•K－1, 
后出峰对映体的焓变 ΔH0 和熵变 ΔS*分别为－39.03 
kJ•mol－1和－14.94 J•mol－1•K－1. 通过 ln α对 1/T 曲线的

斜率和截距可以计算出焓变之差 Δ(ΔH 0 )为－2.48 
kJ•mol－1和熵变之差 Δ(ΔS0)为－7.48 J•mol－1•K－1, 计算

结果表明Δ(ΔH0)和Δ(ΔS0)都为负值, 表明溶质的分离为 

 

图 5  温度对美托洛尔分离的影响 
色谱条件: 流动相: ACN/MeOH/ TEA/HOAc＝95/5/2/2, 检测波长: 275 nm, 
进样量: 5 μL, 流速: 1.0 mL/min, 温度: 由上至下为 273, 278, 283, 288, 293 
K 
Figure 5  The effect of temperature on the enantioseparation of 
metoprolol 
Chromatographic conditions: mobile phase: ACN/MeOH/TEA/HOAc ＝
95/5/2/2, detection wavelength: 275 nm, injection volume: 5 μL, flow rate: 1.0 
mL/min, temperature: 273, 278, 283, 288, 293 K (top to bottom) 

表 1  β-受体阻滞剂在 BCDSP 的分离结果 
Table 1  Separation results of β-blockers on BCDSP 

ACN/MeOH/Compounds k1 k2 k3 α Rs TEA/HOAc 
UV 

Metoprolol 3.38 3.90  1.15 1.66 95/5/2/2 275 nm
Atenolol 9.60 12.02  1.25 1.57 93/7/4/4 275 nm
Esmolol 6.36 7.91  1.24 1.59 95/5/1/1 275 nm

Propranolol 3.51 4.44  1.26 2.18 95/5/1/1 290 nm
Alprenolol 4.85 5.46  1.13 1.39 95/5/1/1 270 nm
Bisoprolol 4.59 4.97  1.08 0.74 97/3/2/2 272 nm

Sotalol 6.93 7.29  1.05 0.86 99/1/4/4 275 nm
Celiprolol 9.38 9.98  1.06 0.78 95/5/1/1 332 nm
Pindolol 5.64 5.98  1.06 0.77 97/3/2/2 263 nm
Carteolol 6.81 7.40  1.09 0.75 95/5/2/2 254 nm
Arotinolol 8.78 10.76  1.23 1.58 85/15/1/1 316 nm
Carvedilol 5.66 7.44  1.31 2.01 95/5/4/4 285 nm
Labetalol 8.78 9.77 10.64   95/5/2/2 306 nm
Nadolol 11.85 13.43 15.43   95/5/2/2 276 nm

 

表 2  美托洛尔在不同温度下的分离数据 
Table 2  Separation results for metoprolol at different temperatures 

T/K 1/T k'1 ln k'1 k'2 ln k'2 α ln α Rs

273.00 0.003663 7.43 2.01 9.18 2.22 1.24 0.2151 1.22
278.00 0.003597 5.91 1.78 6.68 1.90 1.13 0.1222 1.28
283.00 0.003534 4.84 1.58 5.87 1.77 1.21 0.1906 1.39
288.00 0.003472 3.38 1.22 3.90 1.36 1.15 0.1398 1.66
293.00 0.003413 2.50 0.92 2.77 1.02 1.12 0.1133 0.87

 
焓驱动过程; 同时计算出转折温度 Tiso 为 331.55 K, 实
验温度比转折温度低, 也说明对映体分离为焓驱动过 
程[25]. 按照上述方法, 在同样的温度范围内, 我们也分
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别考察了普萘洛尔、艾司洛尔、卡维地洛等对映体分离

过程中的热力学行为, 结果表明两对映体间的 Δ(ΔH0)
和 Δ(ΔS0)均为负值, 归因于焓驱动过程, 说明 BCDSP
对这类手性药物遵循一个相类似的分离机理. 因此, 综
合考虑热力学实验数据, 一个基于焓驱动过程的手性色

谱条件应该选择在较低的柱温进行更为有利.  
0 0

ln ' ln
H S

k
RT R

Φ
−Δ Δ

＝ ＋ ＋   (1) 

( ) ( )0 0  
ln

H S

RT R
α

Δ Δ Δ Δ－
＝ ＋  (2) 

(3) 检测波长的选择 
对所分离的 14 个 β-受体阻滞剂进行 200～400 nm

全波长扫描, 发现大部分溶质的特征吸收在 225 nm 和

275 nm 左右, 225 nm 比 275 nm 吸收大. 但是选择 225 
nm 作为检测波长时, 信噪比不高, 溶质的峰较扁平, 可
能是流动相中的三乙胺和冰醋酸在低波长处存在一定

的本底吸收干扰. 所以一般选择 275 nm 左右作为检测

波长. 溶质的具体检测波长根据特征吸收进行选择, 一
般不选低波长而选较高波长.  

(4) 进样量的选择 
以 500 μg/mL 的美托洛尔、普萘洛尔、艾司洛尔三

个溶质为例, 选择进样量分别为 1, 5, 10, 15 和 20 μL 进

行对比研究. 进样量低时, 样品峰较低, 易受基线波动

的影响; 进样量高时, 对分离度有一定的影响. 故进样

量一般为 5 μL.  
(5) 流速的选择 
因为基质 SBA-15 具有渗透性良好、传质阻力小的

优点, 所以试验的流速范围较广, 柱压低于常规柱. 实
验选择 0.5, 1.0, 1.5 和 2.0 mL/min 进行实验, 以美托洛

尔、普萘洛尔、艾司洛尔为例, 考察不同流速对溶质分

离的影响. 流速为 0.5 mL/min 时, 溶质洗脱较慢, 保留

时间较长, 不利于快速分离; 流速大于 1.5 mL/min 时, 
溶质洗脱快, 部分溶质的分离度偏低. 兼顾到分离度和

分析时间, 本实验选择流速为 1.0 mL/min, 在此条件下, 
溶质的保留和分离度重现性好.  

同时, 对双环糊精固定相的化学稳定性和色谱性能

重现性进行了考察. 从上述热分析图可以看出, BCDSP
在 250 ℃以上才开始明显失重, 表明其有较高的热稳

定性和化学稳定性. 固定相经乙腈等强溶剂长时间冲洗

和在弱酸性缓冲盐条件下使用后, 重复测定发现溶质的

保留时间、对映体分离度和柱效变化很小, 说明自制的

固定相有较好的重现性. 例如: 一周内普萘洛尔对映体

的保留时间的 RSD (n≥10)分别小于 0.98 % (S-对映体)
和 0.81% (R-对映体). 列举其中 6 次平行测定的色谱图

(图 6). 
2.2.2  分离结果和分离机理的探讨 

桥联环糊精独特的分子识别能力是当今人工模拟

酶的重要研究课题[16,17], 但目前在色谱分离中的应用很 

 

图 6  普萘洛尔分离的重现性色谱图 
Figure 6  The reproducible chromatograms of propranolol enantiomers 

少. 艾萍等[18]采用二异氰酸酯与 β-环糊精反应, 将合成

的桥联双环糊精用作液相色谱固定相, 用于硝基苯胺、

硝基苯酚、氨基苯酚、硝基甲苯四种位置异构体的分离, 
显示邻、间、对异构体良好的分离选择性, 并成功地拆

分了五种丹磺酰化氨基酸对映体. 罗爱芹等[19]制备了

对联苯二酚桥联环糊精键合硅胶色谱固定相, 用甲醇/
水作流动相, 分离了硝基苯胺、二甲氧基苯和甲基苯酚

位置异构体, 发现一般对位异构体最后出峰, 认为包结

作用是可能的分离机理之一. 国外尚未见有关桥联环糊

精固定相的报道.  
为了比较研究桥联双 β-环糊精及单 β-环糊精固定

相的手性分离能力和解释相关机理, 本文采用相同的间

隔臂和键合基质, 在同样的条件下分别制备了桥联双 β-
环糊精(BCDSP)及单 β-环糊精(CDSP)键合手性固定相. 
按碳含量计算双 β-环糊精的键合量为 0.12 μmol/m2, 而
单 β-环糊精的键合量为 0.35 μmol/m2, 键合量后者居高. 
按照1 mol双β-环糊精相当于2 mol单β-环糊精折算, 两
固定相表面所含 β-环糊精腔体数目近似相等. 因此, 在
键合过程中单个 β-环糊精的位阻大小决定了固定相表

面 β-环糊精的键合密度.  
Armstrong 等[22]对环糊精固定相的研究作出了重要

贡献, 他们指出环糊精内腔的包结作用及端口的作用是

手性识别的重要位点, 它决定了这类固定相的手性色谱

性能. Zhang 等[7]使用“Click Chemistry”点击反应制备

了单 β-环糊精手性柱(Click β-CD CSP), 在反相色谱模

式下对普萘洛尔和阿普洛尔进行拆分, 分离度分别为

0.57 和 0.54. Wang 等[8]也有一个相关报道, 在反相模式

下使用单 β-环糊精手性柱(CCN-CSP) 拆分普萘洛尔对

映体, 分离度为 0.82. 从前人的工作中可以看出, 在反

相模式下, 分离 β-受体阻滞剂(β-blockers)存在较大的局

限性和改善分离度上的困难. 可能是因为 β-受体阻滞剂

属氨基丙醇类结构, 其手性碳直接与羟基和氨甲基相
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连, 手性碳附近的极性比较强, 引入氢键作用对手性识

别应更为有利. 可是在反相色谱中, 流动相所含的大量

水会大大削弱这种氢键作用, 难于进一步改善其分离

度. 为此, 本实验选用极性有机溶剂模式, 所用的流动

相以乙腈为主体, 添加少量的甲醇、三乙胺、冰醋酸来

优化手性分离, 乙腈与水不同, 它不是氢键给体, 极性

有机溶剂模式有利于发挥固定相与溶质间的氢键作用. 
为了探讨双环糊精固定相的手性分离机理, 首先对

照研究单 β-环糊精固定相(CDSP)分离 β-受体阻滞剂的

性能. 我们发现 CDSP 对 β-受体阻滞剂保留较弱, 因此

将流速减小至 0.5 mL/min, 然后进行优化, 发现它对美

托洛尔、阿替洛尔、艾司洛尔、普萘洛尔有一定的分离, 
其中普萘洛尔的分离度可以达 0.96, 其它三种洛尔对映

体分离度小于 0.7, 另外 10 种洛尔没有发现拆分迹象, 
参见图 7 所示. 明显地, 单 β-环糊精固定相对上述溶质

的分离性能远不如双 β-环糊精固定相, 这与 Armstrong
等[22]关于未修饰的单 β-环糊精的手性识别能力十分有

限的论述相一致.  
双β-环糊精固定相(BCDSP)的分离性能优于上述的

单 β-环糊精固定相(CDSP). 从表 1 可以看出, 美托洛尔

等十四种 β-受体阻滞剂在乙二胺桥联双 β-环糊精手性

柱(BCDSP)上得到了较好的分离, 其中普萘洛尔的分离

度可以达到 2.18, 卡维地洛的分离度可以达到 2.01, 而
且分离时间一般为 10～20 min, 取得了较高的分离效

率, 部分药物对映体拆分的色谱图如图 8 所示.  

以下基于实验数据对双 β-环糊精和单 β-环糊精分

离的异同点展开一些讨论. 从表 1 可以发现, 双 β-环糊

精对分子体积较小, 尤其是取代基和手性碳一端处于对

位的美托洛尔、阿替洛尔、艾司洛尔分离效果普遍较高

(Rs＝1.57～2.18), 比取代基处于邻位的阿普洛尔(Rs＝

1.39)好, 这与常见的单β-环糊精固定相的分离机理基本

相似, 包结作用是产生手性分离的重要因素. 溶质分子

体积小、两个取代基处于对位时分子呈线性, 插入到 β-
环糊精的腔体更深, 端口手性识别就更好. 比索洛尔(Rs

＝0.74)分子也呈线性, 但分离度不佳, 可能与对位带有

8 个原子较长的链所产生的位阻有关, 影响到包结作用

的发挥. 同样地, 噻利洛尔(Rs＝0.78)的芳环上含三个取

代基, 对溶质进入腔体产生一定的影响. 卡替洛尔(Rs＝

0.75)与普萘洛尔(Rs＝2.18)结构相似, 均含有双环结构, 
但分离度差别很大, 是因为卡替洛尔芳环含杂原子, 极
性较强, 与环糊精疏水性腔体性质差异较大; 而普萘洛

尔的萘环与环糊精疏水性腔体性质相似, 包结作用强使

分离得到改善. 所以只有大小、形状、极性与内腔匹配

合适的分子才能与空腔发生较好的包结作用. 在温度影

响的研究中, 我们发现客体分子的 ΔH0, ΔS0, Δ(ΔH0)和
Δ(ΔS0)均为负值, 说明后出峰的对映体(一般是 R)与手

性固定相的作用更强、放热更多, 可能与其包结较深, 
包结物更稳定有关. 同样地, 强烈包结作用限制了客体

的运动, 使熵变得更小. 这进一步证实包结作用在手性

分离中是主要作用力. 

 

图 7  四种 β-受体阻滞剂在单 β-环糊精柱(CDSP)上优化的色谱图 
Figure 7  The optimized chromatograms of 4 kinds of β-blockers on CDSP 
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图 8  β-受体阻滞剂在 BCDSP 上的色谱分离图 
Figure 8  Some chiral chromatograms of β-blockers on BCDSP

同时氢键作用也有助于手性识别. 如在极性有机溶

剂模式比反相模式分离对象广且分离度好, 表明非水体

系有利于氢键作用, 更适用于 β-受体阻滞剂的拆分. 在
极性有机溶剂模式中, 发现随着流动相中甲醇含量的提

高, 溶质保留迅速减小, 说明甲醇作为氢键给体会与 β-
环糊精的端口的羟基竞争氢键, 结果加快了溶质的洗

脱, 合适的甲醇含量对控制溶质保留和优化分离度至关

重要. 另一个现象也能揭示出氢键作用对分离的影响, 
如阿替洛尔和阿罗洛尔都含有伯酰胺结构(—CONH2), 
保留时间大大延长, 需要 15%的甲醇才能将阿罗洛尔洗

脱, 而其它洛尔适用的甲醇不超过 5%, 这可能是因为

当它们进入 β-环糊精腔体时, 伯酰胺基与 β-环糊精的另
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一端口的羟基发生氢键作用, 保留增强, 更容易被拆分

(Rs＝1.57～1.58). 有趣的是, 索他洛尔的保留很弱, 只
需要 1 %的甲醇即可将其洗脱, 唯有它的手性碳链没有

通过氧原子连接芳环, 形成包结物后这个氧原子处于端

口中心位置, 氢键作用明显, 索他洛尔缺乏这种作用, 
也许是它保留变短、分离度较小的原因之一.  

除包结作用和氢键作用的共同机理外, 双环糊精固

定相还有自已特有的色谱性能. 桥联环糊精固定相的手

性识别效率远高于单环糊精固定相, 尤其针对分子体积

较大的溶质, 如卡维地洛含三元环(二苯并吡咯)的分离

度为 2.01, 噻利洛尔芳环上含三个取代基的分离度为

0.78, 而它们在单环糊精固定相上没有拆分现象. 所以

两个桥联的环糊精腔体存在协同作用, 当桥联的一个环

糊精腔体包结溶质基团时, 另一个腔体也在与溶质的其

它基团发生作用, 这也是目前桥联环糊精常用作人工模

拟酶的重要原因[16,17]. 协同作用扩大了桥联双环糊精配

体的手性识别域, 从而拥有更广泛的拆分对象、更高的

分离度和更短的分析时间.  
实验发现吲哚洛尔在单环糊精柱(CDSP)没有拆分

现象, 这与文献[23]的分离结果相一致, 他们用商业柱

Cyclobond I (单 β-环糊精手性柱)不能拆分吲哚洛尔, 后
改用 Cyclobond II 柱(单 γ-环糊精手性柱)进行拆分. 他
们认为可能是因为吲哚洛尔的体积相对较大, 有位阻作

用, β-环糊精对它的选择性较差, 需要进入空腔更大的

γ-环糊精才能发生手性识别作用. 本实验使用乙二胺双

β-环糊精柱(BCDSP) 对吲哚洛尔有一定的分离(Rs＝

0.77). 说明双 β-环糊精配体的手性识别域更大, 这与两

个环糊精腔体及乙二胺桥的协同作用有关. 桥联双 β-环
糊精固定相对含两个手性碳的拉贝洛尔和纳多洛尔也

有一定的拆分能力. 它们的色谱图中出现三个峰, 可能

是因为第一对对映体的 R-型与第二对对映体的 S-型保

留时间相近, 导致只出现三个峰. 这也说明桥联双 β-环
糊精固定相有较大的手性识别域.  
2.2.3  SBA-15 对快速分离的影响 

目前所研究的固定相多数是采用球形硅胶为键合

基质, 本文采用 SBA-15 作为 BCDSP 的键合基质. 实验

发现该柱子渗透性好, 柱压是传统柱子柱压的一半左

右, 使得实验过程中可优化的流速范围广, 传质阻力较

常规柱子小, 有利于 β-受体阻滞剂的快速分析. 

3  结论 

本文首次制备了乙二胺桥联双 β-环糊精键合

SBA-15 手性固定相, 制备方法简便. 研究发现对十四

种 β-受体阻滞剂有较好的手性分离效果, 相对于单 β-环
糊精手性固定相分离对象更广泛, 对分子体积较大的溶

质有较好的手性识别性能. 说明由于在固定相上引入了 

乙二胺桥联双 β-环糊精配体, 增强了固定相对溶质的手

性识别能力, 双 β-环糊精的协同作用和空间域作用、桥

联乙二胺的氢键作用和配位作用、SBA-15 的良好传质

功能, 使得 BCDSP 是一种较好的增强手性选择性的方

法, 是目前 β-环糊精类固定相用于手性分离的一个有力

补充, 具有很好的科研价值和应用价值.  

4  实验部分 

4.1  仪器与试剂 

Waters ZQ-4000/2695 高效液相色谱质谱联用仪, 
配有 2996 型二极管阵列检测器 , 色谱工作站

Masslynx4.1(美国Waters公司); JEM-2100型透射电子显

微镜(日本 JEOL 公司); Nicolet-5700 型红外光谱仪

(FTIR, 美国尼高力公司); Vario EL III 型元素分析仪(德
国 Elementar 公司); Diamond TG/DTA 同步热分析仪(美
国 Perkin Elmer 公司); 装柱装置(美国 Haskel 公司); 
Milli-Q超纯水装置(美国Millipore公司); DF-2型集热式

磁力搅拌器(金坛市鑫鑫实验仪器厂); KQ-100E 型数控

超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); ZKF-030 型

电热真空干燥箱(上海实验仪器总厂).  
三嵌段聚合物 P123(PEO20PPO70PEO20, MW～5800, 

Sigma 公司); 1,3,5-三甲苯(TMB, 阿拉丁试剂公司); 正
硅酸乙酯(TEOS), β-环糊精(用蒸馏水多次重结晶), 乙
二胺(使用前经重蒸处理), 3-异氰酸丙基三乙氧基硅烷

均购于 Sigma 公司; 对甲苯磺酰氯(化学纯, 中国医药集

团上海化学试剂公司), 用石油醚多次重结晶; 外消旋

β-受体阻滞剂标准品均购于 Sigma 公司(结构如图 1 所

示); 乙腈和甲醇均为色谱淋洗剂(美国 Tedia 公司); 冰
醋酸(分析纯, 上海青析化工科技有限公司); 三乙胺(分
析纯, 国药集团化学试剂有限公司), 使用前经重蒸处

理; 吡啶、DMF 均为分析纯, 使用前均经过除水处理; 
水为超纯水; 除特殊标明, 其它试剂均为分析纯.  

4.2  固定相的制备 

4.2.1  SBA-15 的制备 
参照并改进 Zhao 等[12]的合成方法, 结合我们小组

的经验, 合成 SBA-15 有序介孔材料, 合成方法和表征

结果已经报道[26]. 合成步骤简述为: 将 8.0 g P123, 208 
mL 水和 40 mL 35%的浓盐酸搅拌至透明溶液, 然后加

入 8.0 g TMB 和 17.2 g TEOS, 于 35 ℃搅拌 24 h, 随后

在 100 ℃下于自压水热反应釜中连续静态反应 3天, 最
后于 550 ℃下煅烧 8 h, 除去模板得到 SBA-15 硅胶. 采
用扫描电镜、透射电镜、XRD 衍射、比表面测定仪等

对其表征, 表征结果为: 扫描电镜显示 SBA-15 为类球

形颗粒, 透射电镜表明其结构有序(图 9), X 衍射峰(100)
出现在 2θ＝0.67, 孔径约为 14.01 nm, 比表面积为 465 
m2/g, 氮气吸附-脱附等温线属于 IV 型.  
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图 9  SBA-15 的透射电镜影像 
Figure 9  Transmission electron microscopy image of SBA-15 

4.2.2  乙二胺桥联双β -环糊精手性固定相的制备

(BCDSP) 
参照有关文献[27, 28]进行合成, 制备路线如图 10

所示. 具体步骤如下: 氮气保护下, 称取 16.7 g β-环糊

精(A)溶于 160 mL 无水吡啶, 2.0 g 对甲苯磺酰氯溶于 40 
mL 无水吡啶并滴加到上述溶液中, 室温搅拌 12 h. 待
溶液变黄后, 真空除去吡啶, 加入无水乙醚得到白色固

体, 过滤固体并用超纯水多次重结晶得到产物(6-氧-对
甲苯磺酰)-β-环糊精(B), ESI 质谱[M＋Na]＋峰 1311.61. 
称取干燥的 1.5 g 产物(B), 搅拌溶于 20 mL 无水 DMF
中, 慢慢滴加 0.4 mL 3-异氰酸丙基三乙氧基硅烷, 滴加

完后升温至 80 ℃反应 2 h. 然后加入 4.0 g SBA-15, 并
补加适量的无水DMF, 升温至110 ℃反应24 h, 过滤所

得固体, 用 DMF、丙酮、甲醇、水反复洗涤至滤液澄清, 
然后用丙酮索氏提取 16 h 清洗孔道, 所得固体于 60 ℃
真空干燥 12 h, 得到产物(C).  

氮气保护下, 将 1.5 g 6-氧-对甲苯磺酰-β-环糊精 

(B)溶于无水吡啶, 加入 25 mL 新蒸过的乙二胺, 搅拌

30 min 后升温至 80 ℃反应 2 h, 真空除去吡啶, 将所得

固体溶于少量丙酮水溶液进行重结晶, 收集白色沉淀, 
于 40 ℃真空干燥 5 h, 合成(6-乙二胺-6-去氧)-β-环糊精

(D), ESI 质谱[M＋H]＋峰 1177.57, ESI 质谱[M－H]－峰 
1175.53, 与理论值相符.  

氮气保护下, 将 3.0 g 产物(C)溶于 100 mL 无水

DMF, 加入 1.0 g 产物(D), 110 ℃反应 24 h, 过滤所得

固体, 用 DMF、丙酮、甲醇、水反复洗涤至滤液清亮, 随
后用丙酮索氏提取 16 h, 最后于 60 ℃真空干燥 12 h, 
得到最终产物(E).  

单 β-环糊精手性固定相(CDSP)的制备采用 β-环糊

精与 3-异氰酸丙基三乙氧基硅烷偶联 , 然后键合在

SBA-15 表面.  
4.2.3  色谱柱的填装及柱效测定 

采用匀浆填充法填装色谱柱. 称取2.0 g固定相, 以
丙酮为匀浆剂, 甲醇为顶替剂, 将匀浆液装入不锈钢色

谱柱(150 mm×4.6 mm I.D.), 压力为(34.5 MPa), 装柱

时间为 30 min. 以萘为溶质, 甲醇/水(40/60, V/V)为流动

相, 流速为 1.0 mL/min, 检测波长 254 nm, 测得柱效为

28566 块/米.  
4.2.4  色谱方法 

外消旋 β-受体阻滞剂标准品用甲醇溶解, 配制成浓

度为200～500 μg/mL的标准溶液, 经0.22 μm滤膜过滤, 
超声脱气, 直接进样分析, 进样量一般为 5 μL. 流动相

为不同体积比的乙腈/甲醇/三乙胺/冰醋酸. 流动相使用

前用 G4 砂芯漏斗过滤, 超声脱气. 流速为 1.0 mL/min. 
检测波长: 根据被测药物的特征吸收设定. 柱温: 15 ℃. 
所有样品被测定三次. 用 1,3,5-三叔丁基苯测定死时间

为 1.41 min. 
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bridged bis(β-cyclodextrin)-bonded SBA-15(BCDSP)

(a) p-toluenesulfonyl chloride/pyridine/ room temperature/12 h; (b) 3-isocyanate propyl triethoxy silane/DMF/80 ℃/
2 h/SBA-15 /110 ℃/24 h; (c) pyridine/80 ℃/2 h; (d) DMF/110 ℃/24 h.  

图 10  乙二胺桥联双 β-环糊精键合 SBA-15 手性固定相(BCDSP)的合成过程 
Figure 10  Synthesis route of the ethylenediamino bridged bis(β-cyclodextrin)-bonded SBA-15 chiral stationary phase (BCDSP) 
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