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整体材料（ｍｏｎｏｌｉｔｈ）由于具有通透性强、传质快、反
压低、易于制备与修饰等优势，被广泛应用于多个分离
科学领域犤１犦，被誉为“第４代色谱分离介质”。随着固载方法
的进步，将重要的手性拆分剂环糊精（β － ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，
β － ＣＤ）固定于石英毛细管整体柱上制备而成的“环糊
精整体柱”，因可避免制塞的难题而得到快速发展，尤其
在手性药物的分离分析领域有举足轻重的地位，并在富
集、固相萃取等方面发挥着越来越重要的作用犤 ２ － ４ 犦。

近年来，β －环糊精整体柱的制备研究成了相关研
究领域的重点与热点犤 ５ 犦。本课题组一直致力于环糊精有
机聚合物整体柱的制备工艺研究犤 ５ － ７ 犦，对包括交联剂、
致孔剂、间隔臂、制备策略在内的多种因素对其手性分

离能力的影响进行了一系列探讨。现有的环糊精有机聚
合物整体柱，如丙烯酸酯类（ａｃｒｙｌａｔｅｓ）、丙烯酰胺类
（ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｓ）和苯乙烯类（ｓｔｙｒｅｎｅｓ）等犤 ２ 犦，一般通过“原
位”（ｉｎ ｓｉｔｕ）自由基聚合方式实现，故自由基引发剂
（ｒａｄｉｃａｌ ｉｎｉｔｉａｔｏｒ）作为单体进行聚合反应的起源，对整体
材料的聚合情况产生重要作用，对其色谱学性能也有
不可忽视的影响。当前制备β －环糊精的甲基丙烯酸
酯类整体柱采用的引发剂主要为偶氮类引发剂偶氮二
异丁腈（ａｚｏｂｉｓｉｓｏｂｕｔｙｒｏｎｉｔｒｉｌｅ，ＡＩＢＮ）犤 ６ － ８ 犦。它有油溶性，
其—ＮＮ—双键易于分裂并生成高活化能的自由基；
同时，反应稳定，属一级反应，只产生一种自由基，无
其他副反应产生，因此易控制且基本不发生诱导分
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摘要：目的探讨自由基引发剂对β －环糊精（β － ＣＤ）毛细管整体柱手性药物拆分能力的影响。方法采用水溶性引发剂２，２′ －偶氮
二异丁腈脒二盐酸盐（ＡＩＢＡ）及常用的脂溶性引发剂偶氮二异丁腈（ＡＩＢＮ），分别制备了２根相近的环糊精整体柱ｐｏｌｙ（ＧＭＡ － ＥＤＡ －
β － ＣＤ － ｃｏ － ＭＢＡ），并系统比较两者的化学性质（差示扫描量热分析和元素分析）、物理性质（通透性、重复性和扫描电镜）及色谱性能
（保留机制和手性拆分评估）的差异。结果亲水性更强的ＡＩＢＡ能加速自由基聚合反应，但对β －环糊精整体柱的手性拆分效果并不优
于ＡＩＢＮ。结论引发剂对手性拆分能力的影响明显，油溶性的ＡＩＢＮ在环糊精聚合物整体柱制备上更具优势。
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图１ Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ制备过程

解。然而，由于水溶性不佳，ＡＩＢＮ在制备整体柱时，难
以用于强溶剂极性的聚合体系。据了解，另一种水溶
性的偶氮引发剂偶氮类引发剂２，２′ －偶氮二异丁腈
脒二盐酸盐犤 ２，２′ － Ａｚｏｂｉｓ（２ － ｍｅｔｈｙｌｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｅ 牘 ｄｉ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＡＩＢＡ 犦可克服ＡＩＢＮ水溶性差等缺点，
但目前仍未见ＡＩＢＡ用于环糊精有机聚合物整体柱
的制备研究。

因此，本研究中首次采用ＡＩＢＮ和ＡＩＢＡ ２种性质
不同的自由基引发剂，以单－ ６ －乙二胺基－ β －环糊
精（６ － ＥＤＡ － β － ＣＤ）为手性选择剂，分别制备获得了
２款不同的１００ μｍ内径毛细管整体柱ｐｏｌｙ（ＧＭＡ －
ＥＤＡ － β － ＣＤ － ｃｏ － ＭＢＡ）（Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ），并
进行系统对比，以分析不同引发剂对环糊精整体柱各种
性能（尤其是手性分离能力）的影响。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｖａｒｉｏ ＥＬ元素分析仪（德国Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ公司）；Ｍｅｒｌｉｎ
高分辨场发射扫描电子显微镜（德国Ｚｅｉｓｓ公司）；ＤＳＣ
２１４差示扫描量热仪（德国Ｎｅｔｚｓｃｈ公司）；ＤｉＮａ － Ｓ纳
流泵（日本ＫＹＡ公司）；１００ μｍ内径弹性熔融石英毛细
管（河北锐沣色谱器件公司）。
１． ２ 主要试剂

Ｎ，Ｎ′ －亚甲基双丙烯酰胺（Ｎ，Ｎ′ － ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｂｉｓａｃｒｙｌａｍｉｄｅ，ＭＢＡ）、甲基丙烯酸缩水甘油酯（Ｇｌｙｃｉｄｙｌ
ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＧＭＡ）、ＡＩＢＮ、ＡＩＢＡ、４ －氯－扁桃酸、２ －溴－扁
桃酸、２ －（３ －氯苯氧基）丙酸、２ －苯氧基丙酸、布洛芬、
舒洛芬均购自阿拉丁试剂牗上海牘有限公司；单－ ６ －乙

二胺基－ β －环糊精（６ － ＥＤＡ － β － ＣＤ）购自山东滨州
智源生物科技有限公司。
２ 方法和结果
２． １ 毛细管整体柱的制备

毛细管预处理：参考文献犤 ９ 犦，以１ ｍｏｌ ／ Ｌ的氢氧化
钠、去离子水、甲醇（ＭｅＯＨ）、γ －甲基丙烯酸氧丙基三
甲氧基硅烷（γ － ＭＡＰＳ）和ＭｅＯＨ的混合液先后冲洗石
英毛细管，得预处理好的毛细管空管，氮气吹干，待用。

整体柱制备：参考文献犤 ７，１０ 犦所报道的混合物配
比，分别将适量的单体化合物６ － ＥＤＡ － β － ＣＤ和
ＧＭＡ，助溶剂二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），致孔剂ＭｅＯＨ混合，
加热至６０ ℃反应３０ ｍｉｎ；加入交联剂ＭＢＡ和引发剂
（ＡＩＢＮ或ＡＩＢＡ）；灌入预处理好的毛细管空管中，封闭，
继续加热进行自由基聚合反应；最后，用ＭｅＯＨ冲洗掉
毛细管内部未反应物、残留溶剂、低聚杂质等，得到相关
的整体柱Ｃｏｌｕｍｎ Ａ（ＡＩＢＮ引发）与Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ（ＡＩＢＡ引
发）整体柱（制备过程见图１）。同时，考察各个节点的反
应温度和时间变化的影响。
２． ２ 引发条件的优化

环糊精整体柱的优化方法参考本课题组的前期工
作犤 ６ － ７ 犦。对引发剂使用量的研究结果显示，引发剂用量
增多，反应加快，即无论是ＡＩＢＮ还是ＡＩＢＡ，成核与核
聚结速率均明显变快，且用量为单体质量的２％时效果
最佳。此外，还重点考察了引发温度和引发时间的影响，
优化方案见表１。ＡＩＢＡ所引发的原位聚合反应，温度和
时间对引发效果的影响非常明显。如以温度为５５ ℃为
例，反应时间为６ ～ ２４ ｈ，整体柱聚合不佳，过于疏松
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表１ Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ引发温度与时间优化表
Ｃｏｌｕｍｎ Ａ Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ

表２ Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的元素分析测定结果
整体柱
Ｃｏｌｕｍｎ Ａ
Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ

Ｃ（％）
４３． ５２
４４． ９５

Ｎ（％）
５． ９９
５． ０６

Ｈ（％）
７． １１
８． ７９

（ｔｏｏ ｓｌａｃｋ），说明５５ ℃下ＡＩＢＡ无法充分引发聚合反
应；当温度升至６０ ℃时，整体柱聚合情况大为改善；当
反应时间为６ ｈ时，内部聚合最均匀，通透性良好，内部
孔道相互贯通，形成一个网状结构，但２４ ｈ后则变得太
紧（ｔｏｏ ｈａｒｄ），结构过于严密，无法形成有效的传质；升
温至６５ ℃后，制备得到的整体柱聚合物均呈凝胶状态
（ｇｅｌ），背压（ｂａｃｋｐｒｅｓｓｕｒｅ）非常高。故选择反应温度为
６０ ℃，反应时间为６ ｈ作为引发剂ＡＩＢＡ的引发条件，
较之引发剂ＡＩＢＮ引发速率更快，聚合时间需要更短
（Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ为６ ｈ，而Ｃｏｌｕｍｎ Ａ为１２ ｈ）。
２． ３ 整体柱的化学表征
２． ３． １ 差示扫描量热分析

参考文献犤 ５ 犦的具体操作，通过差示扫描量热
（ＤＳＣ）分析来测定整体柱聚合物材料的热稳定性，初步
推断β －环糊精是否成功键合在整体柱骨架材料上。差
示扫描量热分析结果显示，整体材料具有良好的热稳定
性，３１０ ℃处有明显的吸热峰，分析为β －环糊精的热
分解峰犤 ５ 犦，可大致判断β －环糊精成功键合在交联聚合
物上。
２． ３． ２ 元素分析

通过元素分析的结果考察，采用不同引发剂制备得
到的Ｃｏｌｕｍｎ Ａ与Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ整体柱的组成。结果见表２。
可见，Ｃｏｌｕｍｎ Ａ与Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ中６ － ＥＤＡ － β － ＣＤ的含
量基本一致，Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ中环糊精含量略高。

２． ４ 整体柱的物理表征 犤 ６ －７ 犦

２． ４． １ 通透性和重复性
整体柱的通透性数据是衡量其性能的重要依据之

一。以不同流动相犤乙腈、甲醇、乙腈－水（等体积）犦作比

对，并根据Ｄａｒｃｙ方程公式计算而得犤 ６ 犦。以乙腈为例，
Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的通透性分别为６． ７０ × １０ － １４ ｍ２
和３． １０ × １０ － １４ ｍ２；以甲醇为例，Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ
的通透性分别为６． ４０ × １０ － １４ ｍ２和２． ３７ × １０ － １４ ｍ２；以
乙腈－水为例，Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的通透性分别为
４． ８０ × １０ － １４ ｍ２和１． ９６ × １０ － １４ ｍ２。上述结果表明，两者
均具有较好的通透性（同一数量级），并未随流动相的改
变而发生显著的形变或溶胀。这也从侧面反映了柱子具
有稳定性良好的骨架结构。

此外，以乙腈－水（５０ ∶ ５０，Ｖ ∶ Ｖ）为流动相，甲苯和
硫脲作为测试化合物，测定Ｃｏｌｕｍｎ Ａ与Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的范
迪姆特方程曲线（图２）。Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ在最佳线性流速
（０． ３８１ ｍｍ ／ ｓ）下其理论板高为２６． ０３ μｍ，曲线斜率较
大，呈“斜坡状”，说明其在高流速下理论板数较低；
Ｃｏｌｕｍｎ Ａ在最佳线性流速（０． ４２４ ｍｍ ／ ｓ）下的理论高度
为２１． ４９ μｍ，曲线斜率较小，这说明其在较高的流速下
仍能保持较理想的理论板数，更有利于快速分离。可见，
Ｃｏｌｕｍｎ Ａ比Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ更适宜快速分离分析。此外，还对
Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的重复性，包括ｄａｙ － ｔｏ － ｄａｙ
（ｎ ＝ ３）、ｂａｔｃｈ － ｔｏ － ｂａｔｃｈ（ｎ ＝ ５）、ｃｏｌｕｍｎ － ｔｏ － ｃｏｌｕｍｎ
（ｎ ＝ １０）进行了考察。结果相对标准偏差（ＲＳＤ值）均在
５％以下，表明方法重复性良好，且尝试连续进针３０ ｄ

图２ Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的范迪姆特方程曲线

５５

５０

４５

４０

３５

３０

２５

２０

１５
０． ０ ０． ５ １． ０ １． ５ ２． ０ ２． ５

Ｃｏｌｕｍｎ Ａ

Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ

Ｈ ／ μｍ

温度（℃）

５５
５５
５５
６０
６０
６０
６５
６５
６５

反应时间（ｈ）
６
１２
２４
６
１２
２４
６
１２
２４

背压（ＭＰａ）
ｔｏｏ ｓｌａｃｋ
ｔｏｏ ｓｌａｃｋ
ｔｏｏ ｓｌａｃｋ
ｔｏｏ ｓｌａｃｋ
７． １２
＞ １０
ｇｅｌ
ｇｅｌ
ｇｅｌ

反应时间（ｈ）
６
１２
２４
６
１２
２４
６
１２
２４

背压（ＭＰａ）
ｔｏｏ ｓｌａｃｋ
ｔｏｏ ｓｌａｃｋ
ｔｏｏ ｓｌａｃｋ
６． ３８
＞ １０
ｔｏｏ ｈａｒｄ
ｇｅｌ
ｇｅｌ
ｇｅｌ

ｕ ／ ｍｍ·ｓ － １
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Ｂ

Ａ． Ｃｏｌｕｍｎ Ａ Ｂ． Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ
图３ Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ扫描电镜图

Ａ

表３ ６种手性化合物在Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ上的手性分离效果

４ －氯－扁桃酸ａ

２ －溴－扁桃酸ａ

２ －（３ －氯苯氧基）丙酸ｂ

２ －苯氧基丙酸ｂ

布洛芬ｂ

舒洛芬ｂ

Ｃｏｌｕｍｎ Ａ Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ

注：“ａ”表示流动相为乙腈－水（７０ ∶ ３０，Ｖ ／ Ｖ），ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ ＝ ４． ２０；“ｂ”表示流动相为乙腈－水（７０ ∶ ３０，Ｖ ／ Ｖ），
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０． ２％ ＴＥＡＡｃ，ｐＨ ＝ ４． ２０。

样品
ｋ１
２． ３６
２． １５
５． ０７
４． ６２
３． ０６
４． ０４

ｋ２
４． ４８
４． ０２
６． ３８
５． ４２
３． ６４
５． ００

α
１． ９０
１． ８７
１． ２６
１． １７
１． １８
１． ２３

Ｒｓ
５． ０３
４． ４４
１． ７０
１． １５
１． ４０
１． ６５

ｋ１
３． ０５
２． ８８
６． ９０
１． ８８
２． ９６
５． ２０

ｋ２
５． ５３
４． ９８
８． ２２
２． ２２
３． １９
６． ２６

α
１． ８０
１． ７３
１． ２０
１． ２０
１． ０８
１． ２０

Ｒｓ
３． １７
２． ５６
０． ８７
１． ０６
＜ ０． ５０
１． ３３

以后，未出现较大误差。
２． ４． ２ 扫描电镜分析

对比Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ毛细管横截面的扫描
电镜情况，见图３。发现两者孔状分布较均匀，不同部位
的基本型貌非常相似：不规则的球形结构堆积成其基本
骨架，并形成典型的网状外观；同时与石英毛细管内壁
结合紧密，整体聚合情况良好。但观察其微观形貌可发
现聚合物形态仍有差异。Ｃｏｌｕｍｎ Ａ的聚合物在孔径和
粒径分布上显然更均匀而明显；Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的聚合物粒
径内部结构相较Ｃｏｌｕｍｎ Ａ稍显疏松，聚合物颗粒黏连
在一起，成核形态也不如Ｃｏｌｕｍｎ Ａ显著。结果表明，引
发剂对整体柱的整体骨架无明显作用，但对其内部聚合
情况有显著影响。骨架结构改变可减小传质阻力，降低
整体柱背压，但具体形貌对高流速下的快速分析和分离

效果更重要。
２． ５ 整体柱的色谱性能表征
２． ５． １ 保留机制研究

通过对比极性化合物保留机理的变化，有助于判断
整体柱色谱性能。本研究中采用甲苯（非极性标志物）和
硫脲（极性化合物）作为测试标准，乙腈和水为流动相，
通过改变流动相中有机相与水相比例，考察Ｃｏｌｕｍｎ Ａ
与Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的极性保留因子（ｋ）的变化。当乙腈含量从
６０％降低至３０％时，甲苯的保留因子（ｋ）显著增加，硫
脲的保留因子基本不变；当乙腈含量从６０％升高至
９０％时，甲苯的保留因子基本不变，硫脲的保留时间有
所增长，可见，Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ与Ｃｏｌｕｍｎ Ａ整体柱的保留机理
一致。研究结果证明，引发剂并未对整体柱骨架的极性
及保留机理产生影响。
２． ５． ２ 手性选择性评估

本研究中参考文献犤 ７，１０ 犦的方法配制缓冲盐溶液，
以４ －氯－扁桃酸、２ －溴－扁桃酸、２ －（３ －氯苯氧基）
丙酸、２ －苯氧基丙酸、布洛芬、舒洛芬６种手性药物及
中间体作为评估对象，对Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ的手性
拆分能力进行评估，考察引发剂对β －环糊精整体柱手
性分离能力的影响。结果Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ对上述手
性化合物基本实现基线分离，且分离时间较短（４ ～ ８ ｍｉｎ），
完全体现了整体柱在快速分离上的优势。Ｃｏｌｕｍｎ Ａ的
手性分离效果明显优于Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ（表３）。以４ －氯－扁
桃酸为例，在分离条件一致的情况下，其在Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和
Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ整体柱上的分离度Ｒｓ分别为５． ０３和３． １７，
对应的分离因子α分别为１． ９０和１． ８０。综合比较，
Ｃｏｌｕｍｎ Ａ和Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ对几种酸性手性化合物的分离效
果均较理想，但对碱性手性化合物却基本无法实现基线
分离。

手性拆分能力为评价环糊精整体柱关键标准之一，
Ｃｏｌｕｍｎ Ａ整体柱该能力优于Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ。可见，引发剂的
性质同样能对整体柱的柱性能和手性分离能力造成影
响，分解反应较平稳的脂溶性引发剂ＡＩＢＮ可能更适合
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β －环糊精有机聚合物整体柱的制备。分析其原因，应
该是由于引发剂ＡＩＢＮ引发所形成的整体材料（ＣｏｌｕｍｎＡ）
虽然环糊精含量较低，但由于聚合反应的差异，材料表
面上所暴露的有效环糊精却高于ＡＩＢＡ引发所形成的
整体材料（Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ）。Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ尽管环糊精含量高，但
可能由于包埋作用，实质上可用于手性分离的有效环糊
精含量却不如Ｃｏｌｕｍｎ Ａ。
３ 讨论

近年来，引发剂对整体柱色谱性能的影响已有大量
报道犤 １１ － １３ 犦，并成为了有机整体柱研究领域的热点。然
而，在手性整体柱研究领域，相关研究尚处于空白阶段。
大分子手性配体如环糊精、奎尼丁、万古霉素等由于自
身的理化性质，在整体材料固定化过程中，需考察大量
制备因素，而自由基引发剂的选择将发挥重要作用。

本研究中创新性地取代常用的油溶性引发剂
ＡＩＢＮ，以水溶性引发剂ＡＩＢＡ通过一锅法成功制备了整
体柱Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ，并系统考察了引发剂用量、引发温度和
引发时间等重要因素；通过表征整体柱的化学性质（差
示扫描量热分析和元素分析）、物理性质（通透性、重复
性和扫描电镜）以及色谱性能（保留机制和手性拆分评
估），对Ｃｏｌｕｍｎ Ａ与Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ进行了全面对比。研究表
明，２种引发剂的使用量为单体质量的２％时，效果最
佳，且引发条件差异不大。Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ所需制备时间及键
合环糊精的量也比较高；同时，其聚合物粒径内部结构
较疏松，相对而言不如Ｃｏｌｕｍｎ Ａ理想。在关键的手性拆
分效果上看，以ＡＩＢＮ为引发剂制备得到的Ｃｏｌｕｍｎ Ａ
的实际分离效果明显优于以ＡＩＢＡ为引发剂制备得到
的Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ。

综合两款整体柱的一系列对比结果进行判断，引发
剂ＡＩＢＡ属水溶性偶氮类引发剂，在该致孔剂条件下，
聚合速度快，反应条件更温和；但在水溶液聚合与乳液
聚合过程中，对于有机聚合物的引发效果不佳，难以进
行平和、稳定、可控制的分解反应，导致Ｃｏｌｕｍｎ Ｂ整体
柱内部的聚合物粒径较小，孔径分布不均匀。ＡＩＢＮ虽然
水溶性较差，但在ＤＭＳＯ的助溶作用下，仍可达到相应
的聚合效果。

本研究结果提示，引发剂对β －环糊精整体柱的手
性分离能力有一定影响，选用水溶性引发剂虽可大幅缩
短反应时间，但并不能改善β －环糊精整体柱的手性分

离能力，脂溶
性ＡＩＢＮ引发
剂尽管反应
时间稍长，但
更适用于

β －环糊精有机聚合物整体柱的制备。本研究为手性单
体尤其是大极性手性单体的整体材料引发系统研究提
供了科学的参考依据。后续研究将从具有相转移能力的
引发剂着手，以期获得更加理想的引发系统。
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