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摘要 涂敷纤维素-三侣，5 -二甲基苯基氨基甲酸醋)于自制的球形氨丙基硅胶上，制备了手性固定相.用该固定

相直接拆分了一系列外消旋联苯类保肝药物.考察了柱温和流动相中乙醇含量对样品的保留和立体选择性的影响，

升高柱温或增大流动相中乙醇含量都会使对映体的保留因子和分离因子降低.所考察样品的分离因子的对数与温

度的倒数成线性关系.确定了对映体从流动相传递到固定相的吉布斯自由能变之差值、始变之差值及娴变之差值.
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Ab础-act A chiral stationacy ph甜( CSP) was prepared by coating cellulose - tris (3 , 5 一

dimethylphenylcarbamate) onto aminopropylated spherical silica gel. 四le enantioselective separation of a series 

of biphenyl compounds wi由 antihepatitis activity was achieved for the first time on 由e CSP , using 由e normal­

phase mode. The effects of temperature and concentration of ethanol in the mobile phase on 出e chiral 

sep创-ation were studied. The retention factors and separation factors for the enantiomers of all investigated 

compounds decreased wi出 increasing temperatu陀 or mcreasmg e出anol concentration in the eluent. 哑le natural 

logari山ns of the separation Íê优tors (lnα) of 由e investigated compounds depended linearly on the reciprocal of 

temperature ( 1 / T) . 哑巴 thermod归amIC阳ameters , such as the difference in enthalpy ð ( L1H 0 ) ，倒ropy

ð (ðSo
) and Gibbs free energy ð ( ðGO) 岛，r the transfer of analyte from 由e mobile phωeωthe CSP we陀

calculated . 
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联苯结构广泛存在于具有不同结构和生物活

性的天然产物如蔽烯、木醋素、香豆素、单宁酸、肤和

合成药物中.由于它们不仅可作为药物活性化合物

而且可作为手性试剂等，因此天然和合成联苯类化

合物已受到人们越来越多的关注.本文所研究的 5

种光学活性异构体为人工合成的联苯类化合物(见

图 1) ，它们为轴向手性异构体.经药理筛选，具有显

著降低血清谷丙转氨酶效果，能减轻肝脏病理损伤

和增强肝脏解毒功能，对肝癌的标记物甲胎蛋白

(AFP)有向正常方向逆转的作用，对于人体免疫缺

乏病毒(HIV) 的复制亦有抑制作用[IJ 由于药物对

映体在药理、毒理和临床疗效等方面存在较大差异，

故其拆分工作具有重要意义.高效液相色谱子性固

定相(田且一 CSP)法是达到这一目的的有效手段.

Okamoto 等制备了一系列带有不同取代基的苯异氧
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酸醋衍生化纤维素子性固定相，比较其拆分性能发

现，纤维素-三 (3 ， 5- 二甲基苯基氨基甲酸醋)

(CDMPC)具有最好的于性识别能力，该固定相由于

拆分范围广而得到广泛应用[2J 本文报道了利用自

制的纤维素-三(3 ， 5 -二甲基苯基氨基甲酸醋)于

性固定相对一系列外消旋联苯类药物进行了直接拆

分的结果.

对映体拆分的保留机理受温度影响比一般的色

谱分离更大一些.温度对环糊精[3J 、手性冠酶[4J 、α­

糖蛋白 [5J及直链淀粉[6J 等固定相手性拆分的影响已

有文献报道.然而，正相条件下温度对纤维素类固定

相手性分离的影响尚未有文献报道，本文的目的是

考察正相条件下温度对这类固定相手性拆分的影

响，以便能获得更多关于子'性保留机理方面的信息.
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图 1 联苯类对映体分子的结构式

Je町， USA);外消旋样品由常俊标教授提供.

1 实验 色谱系统包括阳则泵(Waters , Milford , MA , 

USA) , SPD - 1 型紫外-可见波长检测器(日本岛

1.1 试剂和仪器
津) ,C- R2A 色谱数据处理器(日本岛津) . 

球形硅胶系本实验室合成，粒径 5-6μm，比表
1.2 手性柱的制备

面积 110旷/g，平均孔径 13nm; r- 氨丙基三乙氧基
参照文献[7J方法，将 3g 经酸活化并干燥的球

硅烧(阳I - 550) (辽宁盖县化工厂) ;微晶纤维素(上
形硅珠和 5mL r- 氨基丙基三乙氧基硅皖(阳-

海试剂厂) ;3 ， 5- 二甲基苯基异氨酸醋(ACROS ， New
550) ，于 20mL甲苯中 11O"t回流 24h，制得氨基丙皖

化硅胶(APS) .元素分析(%): C ,2.39; H ， 0 .48 州，
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0.70. 

参照文献[8J方法，将 19 干燥的微晶纤维素在

干燥毗睫中回流 24h，然后加入 3.5 倍量的 3 ， 5 -二

甲基苯基异氨酸醋并继续回流 24h，冷却后，加人甲

醇使产物沉淀，经过滤、洗涤后于真空下 50't干燥

至恒重.经红外光谱证实，微晶纤维素中的 OH 己与

3 ,5 -二甲基苯基异氨酸醋进行了充分的反应.元素

分析(%，括号内为计算值):C ， 64.56(65.66); 日，

6.05(6.18);N ,6.56(6.98). 

将 0.45g CDMPC 溶于 30mL四氢映喃中，将该

潜液lOmL加人 3g APS 硅胶中，真空旋转蒸发除去

溶剂.此过程重复 3 次，最终得到涂敷量为 159毛(质

量分数)的固定相.

1.3 色谱条件

温法装柱( 150mm x 4. 6mm i. d. ) ，采用 90: 10 

(体积比)正己烧-乙醇作悬浮液和顶替液，匀浆法

在 3.7 x 107 Pa 压力下填充.流动相为不同体积比的

正己烧-乙醇榕液，在此流动相体系中，所考察的样

品具有较适宜的保留时间，并能被较好的拆分.流速

为 lmUmin，检测波长为 254nm. 色谱柱的死时间

(to )用 1 ， 3 ， 5- 三叔丁基苯来测定.分离因子 α=

kz' Ik 1 ';容量因子 k1 ' = (t 1 - to)lto, k2 ' = (t 2 - to)1 

to ; Rs = 2( t 2 一 t 1 )/( W1 + W2 ) ， 这里 t 1 和 t2 分别为
先后洗脱的对映体的保留时间.

2 结果与讨论

2.1 柱温对联苯类对映体在纤维素类固定相上保

留行为的影晌

实验中分别考察了柱温在 14 ， 23 ， 32 和 42't时

五种联苯类对映体的色谱分离，柱温对各对映体的

容量因子(k 1 ' ， 仇， )、分离因子(α) 、分离度 (Rs )及对

映体与固定相相互作用的自由能变之差值影响结果

如表 1 所示.从中可见，随着柱温从 14't升高到

42'(: ，对映体的容量因子、分离因子、分离度逐渐降

低，各对对映体从流动相传递到固定相并与固定相

形成缔合物所需的自由能变之差.1 (.1Go)逐渐减

小，这说明升高柱温会使对映体与固定相所形成缔

合物的稳定性之差减小.

色谱分离过程中，样品容量因子 k'与热力学平

衡常数K有如下关系:

k' = K~ 
式中，</>为色谱柱的相比率.分离过程的自由能

变 Aσ可表示为:

.1CO = .1JID - m50 = - RTlnK 

= - RTln( k' 1</> ) 

.1 (.1CO) = - RTln(k2'1</>) - [- RTln( 丸'I</> )J

= - RTln( k2' I k/ ) = - RTlna 

因此， lnα= - .1 (L1JID )1 RT + .1 (.1SO)1 R 

式中 ， k 1 '-先洗脱的对映体的容量因子 ， kz'一

后洗脱的对映体的容量因子， .1 (L1JID)一对映体从

流动相传递到固定相并与固定相形成缔合物所需的

恰变之差，.1(必。)一对映体从流动相传递到固定相

并与固定相形成缔合物所需的情变之差， α一对映

体的分离因子 ， R一气体常数 ， T一绝对温度.

如果.1(础。)在所考察的温度范围内是不变

的，那么，以一对对映体在不同温度下的分离因子的

对数(即 hα)对 l/ T 作图，则得到一条直线，斜率为

- .1 (L1JID )IR ， 截距为.1 (.150 )IR. 因此，可计算出对

映体的.1 (L1JID) 和.1 (.150 )之值，各对映体的 lna -

l/ T 关系如图 2 所示，所得的熔变之差[.1 (L1JID )J和

愤变之差[.1 (.15 0
) J 归结于表1.
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阁 2 联苯类对映体分离过程的 Ina - 1f T 图
.一化合物 1; .一化合物 2; ...一化合物 3;

择一化合物 4;.→化合物 5

色谱条件参见表 l
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图 3 不同柱温时化合物 1 的色谱分离

柱温 :R一14 't: ， b-42't:;色谱条件参见表 1
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表 1 不同柱温时联苯类对映体的容量因子、分离因子、分离度和热力学参鼓的变化结果

对映体 柱温I'C k]' k/ α Rs .6 (.6Go)/ (J 'mol-' ) .6 (.6HO)/ (J 'mol-' ) 4(.6S0 )/(J 'mol-"K-' ) n 
1 14 13.4 25.0 1. 86 3.35 -1482 1但5

23 9.14 15.3 1.67 3.05 -1261 1324 

32 6.52 9.88 1.52 2.75 -1055 
- 8542 - 24.58 

18'叨

42 4.53 6.11 1. 35 2.50 -784 2091 

2 14 7.25 9.76 1. 35 1.45 710 1282 

23 5.82 7.41 1.27 1.4Q -595 1673 
-450l -13.19 

32 3.81 4.ω 1. 21 1.35 -478 2051 

42 3.22 3.66 1. 14 1.30 -336 2336 

3 14 5.31 11.3 2.12 3.ω -1793 lω6 

23 3.85 7.36 1.91 3.15 -1596 1224 
-7687 - 20.55 

32 2.87 5.02 1.75 2.80 一 1419 1761 

42 2.15 3 .42 1.59 2.65 -1216 2137 

4 14 3.36 4.68 1.4Q 1.4Q 一 791 1198 

23 2.83 3.74 1. 32 1.35 -687 1482 
- 4Q12 - 11.20 

32 1. 91 2.43 1. 27 1. 28 -611 1962 

42 1.70 2.04 1.20 1. 25 … 478 2287 

5 14 5.29 9.86 1. 86 2.25 -1487 1145 

23 4 .49 7.63 1.70 2.05 -1306 1413 
-7321 - 20.30 

32 3.16 4.95 1.57 1.80 一 1139 1948 

42 2.87 4.σ7 1. 42 1.45 - 915 2约2

表中: k，'一先洗脱对映体的容量因子;仇' 后洗脱对映体的容量因子:α一分离因子 ; Rs 分离度 ; n 理论塔板数.色谱条件:洗脱液 ， V(正

己烧): V( 乙醇) = 80:20; 流速，1. 0rnUmin

从所得的 ，1 (，1W)和，1 (，150 )的数据来看，可分 常随温度的升高而降低.另一种完全不同的温度效

为两组，甲醋类对映体，如化合物 1 ， 3 和 5，具有较大 应是动力学效应，柱子的效率通常随温度的升高而

的 -，1(，1J?)和 - ，1(，150 )值，而乙醋类对映体，如化 增大.我们从实验中发现，对于分离度比较大的样品

合物 2 和 4，却具有较小的 -，1(，1J?) 和- ,1 (,150
) 采用较高的柱温分离是有利的.较高的柱温具有柱

值.乙醋类对映体较小的- ,1 (础。)值和较正的 效高价值较大)、分离耗时短 ( k'值较小)、灵敏度高

,1 (，150 )值导致其分离度相对较差.对甲醋类对映体 等优点.图 3 给出了不同柱温时化合物 1 的色谱分

的较负的，1 (，1SO)值可用甲醋类 D 型对映体与 L 型 离结果.

对映体在固定相上的自由度之差异比乙醋类的大来 2.2 流动相中乙醇含量对联苯类对映体在纤维素

给予解释，这可能是由于甲醋类对映体具有较为有 类固定相上保留行为的影晌

利的立体结构所致.由此可推测联苯类化合物的醋 实验中考察了柱温在 23"(; 时，流动相正己烧-

基在于性识别过程中可能起着关键作用. 乙醇( V/V)中乙醇含量对五种联苯类对映体的容量

在高效液相色谱中，温度对分离具有两种完全 因子、分离因子和分离度的影响，结果列于表 2.

不同的影响作用.一种是热力学效应，分离因子 α 通

表 2 流动相中Z醇含量对联苯类对映体的保留和拆分的影响

对 乙醇含量(体积分数)

映 10% 20% 279毛

k,' k/ α Rs k,' k2' α Rs k,' k2' α Rs 

17.9 33.8 1.90 3.30 9.14 15.3 1.67 3.05 6.19 10.2 1.65 2.65 

2 8.58 11. 2 1. 30 1.55 5.82 7.41 1. 27 1.4Q 2.99 3.77 1. 26 1. 30 

3 7.34 14.3 1.96 3.85 3.85 7.36 1.91 3.15 2.77 5.26 1.90 2.70 
~ 

4 3.80 5.29 1.39 1.50 2.83 3.79 1. 34 1. 35 1. 47 1.97 1. 34 1. 30 

5 6.27 10.9 1. 74 2.20 4.49 7.63 1.70 2.05 2.27 3.84 1.68 1. 55 
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从表 2 可以看出，随着流动相中乙醇含量的增

加，各对映体的容量因子 k'逐渐降低，表现出正相

色谱的特征.分离因子 α 受乙醇含量的影响不大

(化合物 1 除外) ，随着乙醇含量的增加， α 稍稍有所

降低，分离度 Rs 也逐渐降低.

纤维素苯基氨基甲酸醋类手'性固定相上的氨基

甲酸醋结构单元被证实是决定于性识别的重要部

位[9] 子性识别的形成是多种相互作用力共同作用

的结果，这些作用力包括对映体与固定相之间的氢

键作用、偶极-偶极作用及 π-π 相互作用.由增加

流动相中乙醇含量会使对映体的容量因子降低许多

可知，于性固定相上氨基甲酸醋残基的 NH 基因与

对映体的 C二O 基团间的氢键作用是主要作用力.

流动相中乙醇与手性固定相上氨基甲酸醋残基的

C二O 基团也会形成氢键作用，此过程与对映体和

固定相的氢键作用相竞争，当流动相中乙醇含量增

加时，其竞争力增加，因而，对映体的容量因子降低.

衍生化纤维素固定相上手性作用点的高度有序

结构也是决定于性识别的主要因素之一[10] ，同样用

3 ,5 -二甲基苯基异氨酸醋衍生化的纤维素与淀粉

表现出截然不同的于性拆分能力.经 X 射线分析证

实[川，纤维素-三 (3 ， 5- 二甲基苯基氨基甲酸醋)

具有左旋三重 (3/2)螺旋构型而直链淀粉却具有左

旋四重(4/1 )螺旋构型.在这两种衍生化的多糖类手

性聚合物分子中，极性的氨基甲酸醋基团和 3 ， 5 -

二甲苯基团围绕着主链形成一个螺旋槽.样品分子

调整构象进入螺旋槽中，通过上述氢键作用、偶极­

偶极作用及 π-π 相互作用与固定相形成缔合物.如

果一对对映体与固定相所形成的缔合物稳定性不一

样，便可实现手性拆分.对于本文所拆分的 5 种联苯

类对映体，不同构型的对映体与固定相形成的缔合

物的稳定性应是不相同的.

比较甲醋类样品 1 和 3 与乙醋类样品 2 和 4 的

拆分结果可以发现，甲醋类样品的保留值 k' 和分离

因子α 比相应的乙醋类样品大许多，这可能是由于

甲醋类对映体的空间位阻相对较小，比较适宜进入

固定相的螺旋槽中，对映体与固定相形成的氢键作

用、偶极-偶极作用和 π-π 相互作用就比较强，从

而获得更为有效的于性识别.
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