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壳聚糖苯甲酰化衍生物固定相的制备及其手性识别!
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摘&要&为制备新型手性分离材料!用含不同取代基的苯甲酰氯修饰壳聚糖!合成了壳聚糖9二#%9甲基苯甲

酸酯$9#%9甲基苯甲酰胺$%壳聚糖9二#苯甲酸酯$9#苯甲酰胺$%壳聚糖9二#:!<9二甲基苯甲酸酯$9#:!<9二甲

基苯甲酰胺$和壳聚糖9二#%9氯苯甲酸酯$9#%9氯苯甲酰胺$% 种新的衍生物!以 8!89二甲基甲酰胺为溶剂!将

壳聚糖衍生物涂敷于大孔的 :9氨丙基硅胶上!制得相应的手性固定相5测试了固定相的手性识别性能!结果

表明这些固定相均有较好的对映体选择性5涂覆量为 $=_的固定相比涂覆量为 "#_的固定相有更好的手性

分离性能!以壳聚糖9二#:!<9二甲基苯基甲酸酯$9#:!<9二甲基苯基甲酰胺$制备的固定相有最强的手性识别

性能!以壳聚糖9二#%9甲基苯甲酸酯$9#%9甲基苯甲酰胺$制备的固定相对手性化合物有最大的分离度5

关键词&壳聚糖! 苯甲酰化! 涂覆! 手性固定相! 手性识别

&&对映异构体的手性拆分是分离及分析领域中
的研究热点 ’$!"(5目前!基于使用手性固定相
#IGDTCEJSCSD4KCTVMGCJR! (2*$ 的高效液相色谱
# GD7G MRTU4TBCKIREDn6DF IGT4BCS47TCMGV! @*,($
法因其高效%快速等优点!已成为对映体分离和检
测的最佳方法 ’:( !因而研制新的手性分离材料一
直受到极大的关注5多糖类手性固定相因其手性
识别范围广!手性分离性能好!且制备简单!成本
低!柱容量高!成为使用最广泛的一类手性固定

相 ’%!<(5在已商业化的 $## 多种手性固定相中!应
用最多的是纤维素和直链淀粉衍生物手性固定
相 ’= P!(5一般认为!有机小分子能与纤维素或直链
淀粉的螺旋沟槽)络合*!从而产生手性识别 ’8( !
+gCB4S4等认为多糖衍生物高级结构的规整性对
相应固定相的分离性能有至关重要的作用 ’$#!$$(5
甲壳素与纤维素的结构相似!也有螺旋结构 ’$"( !
脱乙酰后的甲壳素经即为壳聚糖!在已有的文献
报道中!用以制备固定相的壳聚糖的脱乙酰度大
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多为 ;<_ P8#_!即壳聚糖的结构不均一!势必
影响所制备的壳聚糖衍生物的规整性!进而影响
所制备固定相的对映体选择性和分离性能5本文
以超高脱乙酰度壳聚糖#脱乙酰度为 8<_以上的
壳聚糖 ’$:( $为手性原料!用一系列含不同取代基
的苯甲酰氯修饰壳聚糖!制备出新的衍生物!以这
些衍生物为手性选择体!将其涂覆在氨丙基硅胶
上!得到新的手性固定相 #方案一$!以期提高手
性固定相的对映体选择性及分离性能5

!"实验部分
!#!"仪器与试剂

3DI4ERS<?c型红外光谱仪 #美国尼高力公
司$"aCTD4/,111(@3+2 型元素分析仪 #德国
/ERBRKSCT公司$"’7DERKS??" %## .@X核磁共振
仪#美国安捷伦科技有限公司$"’EESRIG $=== 型
色谱柱填充泵 #美国 ’EESRIG 公司$""<# BB b
%Z= BB不锈钢空色谱柱 #美国热电集团$"乌氏
黏度计#毛细管内径 #Z<; BB$"’7DERKS$$## 高效
液相色谱仪#美国 ’7DERKS公司$5

甲壳素!购于青岛潍坊海之源生物制品有限
公司"硅胶#平均粒径 ; !B!日本 ?CDJ4公司$":9
氨 基 丙 基 三 乙 氧 基 硅 # +9CBDK4MT4MVE9
STDRSG4\VJDECKR!’*)/2$!购于百灵威科技有限公
司"甲基磺酸!购自武汉格奥化学技术有限公司"
%9甲基苯甲酰氯%苯甲酰氯%:!<9二甲基苯甲酰氯
和 %9氯苯甲酰氯购于天津市福晨化学试剂厂"8!
89二 甲 基 乙 酰 胺 # 8! 89FDBRSGVECIRSVECBDFR!
?.’I$% 8! 89二 甲 基 甲 酰 胺 # 8! 89
FDBRSGVEU4TCBDFR! ?.W$%甲苯和色谱流动相购于
国药集团化学试剂有限公司5?.’I使用前加入
分子筛干燥"甲苯用金属钠回流干燥%重蒸5手性
样品 $ P! 购自天津希恩思生化科技有限公司!8
P$8!:$ 及 :" 由江苏恩华药业股份有限公司%江
苏南通制药总厂等国内多家制药公司提供!"# 购
自江苏海安常春藤手性制品开发有限公司!"$ P
:# 按照文献报道的方法合成 ’$%(5
!#5"壳聚糖衍生物手性固定相的制备
$Z"Z$&壳聚糖衍生物的制备

参照文献’$<(!将甲壳素和 3C+@置于正戊
醇中!加热至回流!搅拌 : G5水洗至中性!真空干
燥得到白色粉末5参照文献’$=(方法!测得壳聚
糖分子量 H,为 %Z" b$#

<5
称取干燥至恒重的壳聚糖 $Z=# 7于 <# B,

三口烧瓶中!加入 $# B,甲基磺酸!冰浴冷却!搅
拌至均相!再加入 ! B,对甲基苯甲酰氯!剧烈搅
拌 " G5密封!置于冰箱中冷冻过夜5室温解冻!将
粗产物分散在冰水中!搅拌!过滤5将滤饼分散在
蒸馏水中!滴加氨水调节其 M@至 !!搅拌!过滤5
将滤饼分散在乙醇中!反复洗涤数次!至将滤液作
薄层色谱分析时检测不到有机物为止#紫外分析
仪下观察$!真空干燥至恒重!得 "Z#$ 7第一次修
饰的产物5

为使壳聚糖上的羟基修饰完全!再进行第二
次修饰5将上述产物置于 $## B,三口烧瓶中!加
入 :# B,?.’I和 = B,三乙胺!搅拌%升温!得到
透明溶液!于 !< ]下加入 $$ B,对甲基苯甲酰
氯!反应 "% G 后!冷却!过滤!除去三乙胺盐酸盐5
将滤液逐滴滴入 %## B,甲醇中!并剧烈搅拌!过
滤!滤饼用 $# B,?.’I溶解!再将该溶液逐滴滴
入水中!剧烈搅拌!过滤!用乙醇洗涤固体数次!真
空干燥至恒重!得到 :Z#< 7黄色固体!即壳聚糖9
二#%9甲基苯甲酸酯$9#%9甲基苯甲酰胺$ #!1$!
产率 <8_5$@93.0# %## .@X! "< ]! (?(E:!
).2!’$&$Z8" P"Z%: #B! 8@!-(@: $! :Z$# #J!
$@!"9@$!:Z": P%Z!< #B!<@!:9@!%9@!<9@!=9
@$!<Z:" #J!$@!$9@$!=Z%# P;Z8# #B!$"@!’T9
@$"10#QfT!IB[E$&:%$%#-(+3@-$!:#=$#’T9
@$!$;"% #-(+-$!$"=% #(-+$"元素分析值
#_$!计算值 #(:#@"83+;$&(=8Z!8!@<Z=;!3
"Z;"!实测值&(=8Z%;!@<Z=!!3"Z<#5

依照此方法制备壳聚糖9二 #苯基甲酸酯$9
#苯基甲酰胺 $ # !9$!产率 =!_5$@93.0# %##
.@X!"< ]!(?(E:!).2!’$&:Z"" #J!$@!"9@$!
:Z:" P%Z8<#B!<@!:9@!%9@!<9@!=9@$!<Z%:#J!
$@!$9@$! =Z<# P!Z## # $<@!’T9@$"10#QfT!
IB[E$& :%"" #-(+3@-$! :#:" #’T9@$! $;"#
#-(+-$!$"=%#(-+$"元素分析值#_$!计算
值#("; @": 3+;/#Z<@"+$&(=;Z"$!@ <Z#$!3
"Z8#!实测值&(=;Z!%!@<Z$=!3"Z::5壳聚糖9
二#:!<9二甲基苯基甲酸酯$9:!<9二甲基苯基甲
酰胺#!-$!产率 =<_5$@93.0#%## .@X!"< ]!
(?(E:!).2!’$& $Z8" P"Z%< #B! $!@!-(@: $!
:Z#:#J!$@!"9@$!:Z%# P%Z8< #B!<@!:9@!%9@!
<9@!=9@$!<Z%##J!$@!$9@$!=Z<# P;Z8##B!8@!
’T9@$"10#QfT!IB[E$&:%"" #-(+3@-$!:$"<
#’T9@$!E;"# #-(+-$!$:#; #(-+$"元素分析
值#_$!计算值 #(::@:< 3+;/#Z<@"+$&(=8Z8<!

%#$$
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@ =Z%#!3 "Z%;!实测值&( =8Z!"! @ =Z%#!3
"Z:!5壳聚糖9二#%9氯苯基甲酸酯$9%9氯苯基甲酰
胺 # !)$!产率 =#_5$@93.0# %## .@X! "< ]!
(?(E:!).2!’$&:Z"##J!$@!"9@$:Z:" P%Z8<#B!
<@!:9@!%9@!<9@!=9@$!<Z:# #J!$@!$9@$!=Z<:
P!Z$" #B! $"@!’T9@$"10#QfT!IB[E$& :%<;
#-(+3@-$!:#=%#’T9@$!$;"%#-(+-$!$"=!
#(-+$" 元素分析值 #_$! 计算值 #("; @"#9
3+;($: $&(<=Z""!@ :Z%8!3"Z%:!实测值&(
<<Z!$!@:Z8;!3"Z"<5
$Z"Z"&固定相的制备

氨丙基硅胶由 :9氨基丙基三乙氧基硅烷与
硅胶于 8< ]下在甲苯中反应 "% G 制得 ’$;(5

将 #Z;# 7!1 溶于 :# B,?.W中!取 $# B,
上述溶液与 "Z! 7氨丙基硅胶相混合!减压蒸干!
此过程重复 " 次!干燥后制得手性固定相 (2*!!
涂覆量为 "#_5

按上述方法!依次称取 #Z<= 7!1%!9%!-和
!)涂敷在 "Z8% 7氨丙基硅胶上!制得涂覆量均为
$=_的 (2*5%(2*7%(2*; 和 (2*>5
$Z"Z:&手性柱的填充及色谱条件及参数

以 :# B,正己烷9异丙醇 #"N$!(V($为匀浆
液!用填充泵将固定相以 :! .*C的压力填充至不
锈钢色谱柱中5以联苯为检测物!以正己烷9异丙
醇#8#N$#!(V($为流动相测定柱效5以 $!:!<9三
叔丁基苯为样品!其它参数与柱效测定中的相同!
测得死时间5手性样品溶液用乙醇配制 #$ B7N
B,$!并经 #Z" !B滤膜过滤5在所有检测中流动
相的流速均为 $ B,NBDK!柱温为 "< ]5

手性识别中的相关色谱参数包括容量因子
#X$%分离因子#"$及分离度#QJ$!其中 Xe##0 [
#B$N#B!#0为手性样品某一个对映体的保留时间!
#B为死时间""eX" NX$!X$ 和 X" 分别为 " 个对映体
的容量因子"QJe"##0" [#0$ $N#)$ u)" $!其中 #0$
和 #0"分别为第一个及第二个被洗脱出来的对映
体的保留时间!)$ 和 )" 分别表示色谱图中 " 个
对映体的峰底宽5

5"结果与讨论
5#!"壳聚糖衍生物的表征

以超高脱乙酰壳聚糖为原料制备固定相5一
些文献报道了制备超高脱乙酰壳聚糖的方法!其
溶剂可归纳为水体系和醇体系两大类 ’$! !$8(5本文
采用戊醇作溶剂!将固体氢氧化钠和甲壳素在戊

醇中相混合!加热回流!所制备的壳聚糖为白色粉
末5图 $ 为所制备壳聚糖的核磁共振谱图5脱乙酰
度及分子量都会影响壳聚糖核磁共振谱图上的化
学位移!所使用的氘代试剂尤其影响化学位移!本
文用氘代三氟乙酸为溶剂进行核磁共振谱的检
测5在图 $ 中!化学位移为 "Z:# 的峰对应未完全
脱乙酰的乙酰基上的甲基 @!化学位移在 %Z< 附
近的峰对应壳聚糖重复单元 " 位上的 @’"#( !在壳
聚糖骨架 @中!$ 位上 @的化学位移最大!但与
相邻的峰有部分重叠!而 " 位 @的峰与相邻的峰
达到基线分离5根据 " 位 @和乙酰基 @的积分面
积比!或者其余骨架 @积分面积之和与乙酰基积
分面积之比!均能计算出壳聚糖的脱乙酰度为
88Z=_5

WD75$&$@93.0JMRIST6B4UIGDS4JCK #(W:(++?$

因壳聚糖不溶于一般的溶剂中!所以!其初始
的酰基化反应在甲烷磺酸中进行 ’$8 P"$(5甲烷磺酸
能与壳聚糖上的氨基反应生成盐!在酰基化反应
中!羟基会被酰基化!但氨基可能还是以盐的形式
存在5初始酰基化的产物不溶于甲醇%乙醇%丙酮
等有机溶剂!在 ?.W中有一定的溶解度!能较好
地溶于 ?.’I中5为使壳聚糖的羟基及氨基完全
酰基化!在 ?.’I中!将壳聚糖初始酰基化的产物
再进一步酰基化!制备出完全酰基化的壳聚糖5元
素分析及核磁共振谱的结果与预期相一致!表明
壳聚糖被完全酰基化5
5#5"固定相的手性识别性能与构效关系

分别以异丙醇9正己烷%乙醇9正己烷和#甲醇
u乙醇$9正己烷为流动相!用 :: 个手性样品#图
"$对所制备的固定相的手性识别能力进行了初
步评价!表 $ 为对应最大分离度的手性识别结果5
在相同流动相条件下!(2*!%(2*5%(2*7%(2*; 及
(2*> 分别识别了 ""%":%"%%"; 和 "# 种手性化合

<#$$
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物!达到基线分离的样品分别为 %%;%$%% 和 " 个5
从所识别的对映体数目来看!这 < 种固定相均有
较好的手性识别性能5在 (2*5 上的分离度比在
其它 (2*上的分离度普遍要大!而 (2*% 所识别
的手性样品最多5苯甲酰化和 %9甲基苯甲酰化的
纤维素均有较好的手性识别性能!相应的固定相
均已商业化!%9氯苯甲酰化%:!<9二甲基苯甲酰化

WD75"&2ST6IS6TRJ4UIGDTCEI4BM46KFJTRJ4E‘RF YV(2*J! Y>

纤维素及芳香基酰化直链淀粉均未商业化!说明
这些衍生物的手性识别性能较差!或者用这些衍
生物难以制备固定相5本文中的酰基化壳聚糖均
有较好的手性识别性能!有实际应用的前景5

从结构与性能的关系上看!%9甲基苯基和 :!<9
二甲基苯异氰酸酯修饰的纤维素以及 :!<9二甲基
苯异氰酸酯修饰的直链淀粉有较好的手性识别性
能’"$ !""(5本文中的 %9甲基苯甲酰壳聚糖和 :!<9二
甲基苯甲酰壳聚糖也都有较好的手性识别性能!说
明在壳聚糖衍生物中引入 %9甲基苯基和 :!<9二甲

基苯基有利于手性识别5而且!与 %9氯苯基相比!%9
甲基苯基和 :!<9二甲基苯基更有利于手性识
别’""( !其原因可能是&甲基为推电子基团!使得苯
环上的电子云密度增大!从而使 %9甲基苯基或 :!<9
二甲基苯基易与其它苯环发生 !!!作用5苯环上
的氯通过诱导效应吸电子!同时通过共轭作用向苯
环供电子!总的结果是吸电子!但又不能使苯环上
的电子云密度降低很多!所以!%9氯苯基与样品化
合物中的苯基发生 !!!作用要弱一些!导致相应
的固定相#(2*>$所识别手性样品的数量要少一
些5至今为止!鲜见文献报道直链淀粉9三#%9甲基
苯甲酸酯$有较好的手性识别性能!这与纤维素9三
#%9甲基苯甲酸酯$和壳聚糖9二 #%9甲基苯甲酸
酯$9#%9甲基苯甲酰胺$不同5其原因可能在于壳聚
糖和纤维素的糖单元都是通过 &9$!% 糖苷键连接
的!而直链淀粉的糖单元是通过 "9$!% 糖苷键连接
的!糖苷键不同的连接方式导致纤维素和淀粉衍生

=#$$
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物空间结构的不同!需要不同的取代基与之匹配才
能发挥较好的手性识别性能5
5#7 涂覆量对固定相手性识别的影响

涂覆量对固定相的手性识别性能有较大的影
响!+gCB4S4等研究过纤维素9三#:!<9二甲基苯基
氨基甲酸酯$在氨基化硅胶上的涂覆量与相应固
定相手性识别性能的关系 ’":( !结果表明当涂覆量
在 $"_至 "#_时!固定相对多数样品都有较好的
手性识别性能5当涂覆量大于 "#_时!样品的保
留时间较长!柱效会有不同程度的降低!柱压则会
升高5所以!为兼顾适当的分离时间和较好的分离
度#QJ$!多糖衍生物固定相的涂覆量通常为
"#_5为比较不同涂覆量固定相的手性识别性能!

将 !1 分别以 "#_和 $=_的质量比涂敷于 ; !B
大孔氨丙基硅胶上!制得 (2*! 和 (2*55由表 $ 可
知!在相同的流动相条件下!在 (2*! 上的容量因
子#X$比在 (2*5 上的大!在 (2*$ 上的分离度比
在 (2*5 上的小!表明涂覆量少的固定相的手性
识别性能强!而且手性样品在其上的保留时间短!
这是在研制新的固定相时所希望的5大多数手性
样品在 (2*5 上的分离度要明显大于在 (2*! 上
的分离度5从所识别的样品数量上看!(2*5 识别
了 ": 个化合物!而 (2*! 识别了 "" 个化合物5虽
然 (2*! 上壳聚糖衍生物的涂覆量比 (2*5 上的
要高!但并没有提高固定相的手性识别能力5因
此!本工作在其它固定相的制备中!壳聚糖衍生物
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投料的质量比均为 $=_5
5#;"流动相的组成对手性识别的影响

在正相条件下!一般都用异丙醇作为流动相
的组分!较少使用乙醇!不用乙醇与甲醇的混合物
作为流动相的组分5不用甲醇作为流动相组分的
原因可能是甲醇不能与正己烷以任意比例互溶!
而乙醇与甲醇的混合物能与正己烷相溶5在本文
中!分别以异丙醇9正己烷%乙醇9正己烷和#甲醇
u乙醇$9正己烷为流动相!考察流动相中不同的
醇对手性识别的影响5从表 $ 中可以看出!在
(2*$9(2*< 中!分别有 #%%%"%; 和 < 个手性样品
在含异丙醇的流动相中分离度最大"分别有 $#%
8%=%$" 和 < 个手性样品在含乙醇流动相中分离
度最大"分别有 $$%8%$=%= 和 " 个手性样品在含
乙醇及甲醇混合醇的流动相中分离度最大5从总
体上看!手性样品在含混合醇流动相中的分离度
比在含异丙醇或含乙醇流动相中的好5在手性识
别中!手性样品与流动相和壳聚糖衍生物之间都
有相互作用!手性识别的产生是这些作用的综合
结果5用乙醇和甲醇的混合物作为流动相的组分

更有利于手性识别的原因尚不清楚5

7"结论

本文共合成了 % 种新的壳聚糖衍生物!并将
其涂敷于大孔氨丙基硅胶上制得相应的固定相!
这些固定相有较好的手性识别性能5研究了壳聚
糖衍生物在固定相上的涂敷量对手性识别性能的
影响!发现当衍生物涂敷量由 $=_增加到 "#_
时!固定相的手性识别性能稍有降低5在研究中还
发现当使用乙醇和甲醇的混合溶剂作流动相的组
分时!有利于提高壳聚糖衍生物对手性样品的分
离度5综合比较 % 种固定相的手性识别结果!以壳
聚糖9二#:!<9二甲基苯基甲酸酯$9#:!<9二甲基
苯甲酰胺$制备的固定相的手性识别性能最强!
以壳聚糖9二 #%9甲基苯基甲酸酯$9#%9甲基苯甲
酰胺$制备的固定相对手性化合物的分离度最
大5另一方面!本工作使用的壳聚糖的分子量未必
最适合所制备固定相的手性识别及分离!改变壳
聚糖的分子量!还有望进一步提高固定相的手性
识别性能!尤其是对手性化合物的分离度5
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! 期 罗迎彬等&壳聚糖苯甲酰化衍生物固定相的制备及其手性识别
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