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摘　要　手性识别是分子识别的一个重要组成部分。液相色谱手性拆分机理研究有助于色谱条件的优

化和新型手性固定相的设计 ,也有助于理解手性识别机制 。本文就线性色谱与非线性色谱条件下手性拆分

过程对应热力学参数的推求方法进行了评述 ,阐述了相关热力学参数的涵义及其在色谱保留及手性拆分机

理探讨中的应用 ,并展望了该领域的研究前景 。
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Abstract　Chiral recognition is an important part of molecular recognition.Studies of mechanistic aspects of chiral

resolution by liquid chromatography are helpful to optimize chromatographic conditions , to design novel chiral stationary

phases and to understand chiral recogniton mechanisms.In this paper , the methodologies for deriving corresponding

thermodynamic parameters in the chiral resolution processes by linear or nonlinear chromatography are reviewed.The

meaning of correlative parameters is explained.The applications of these parameters in the studies of mechanistic aspects

of retentions and chiral resolutions by liquid chromatography are expatiated , and corresponding research prospects are put

forward.
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　　高效液相色谱(HPLC)手性拆分过程中 ,柱温是

一个重要的的影响因素。柱温的变化不仅影响对映

体在固定相上吸附 、解吸的速率 ,影响保留因子 、分

离因子和分离度 ,甚至还可能导致固定相构型发生

大的变化 ,从而影响溶质与手性固定相(CSP)间的

作用 ,对映体的洗脱顺序可能因此而反转
[ 1]
,所以柱

温常作为优化色谱分离的一个重要参数 。另外 ,通

过建立色谱数据与柱温之间的关系还可以进一步导

出溶质吸附分离过程的热力学参数 ,从而提供了一

种阐明手性识别机理的方法。

1　线性色谱条件下热力学参数的推导与讨论

　　线性色谱条件下 ,色谱信号(如峰面积)与底物

浓度成线性关系 ,溶质的保留时间基本上不随进样

浓度的变化而变化(可以通过浓度实验确定线性区

域),由色谱数据(保留因子 、分离因子等)导出的热

力学参数不受进样浓度的影响。分析型的低浓度区

域即为线性色谱条件。

1.1　理论部分

色谱分离过程中 ,某一异构体在固定相与流动
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相间的分配系数 K 与该异构体在二相间的自由能

变 ΔG
0
的关系可表示为:

RT lnK =-ΔG
0
=-(ΔH

0
-TΔS

0
) (1)

　　其中 R 为气体常数 , T 为柱温 , ΔH
0
、ΔS

0
分别

代表该异构体在固定相与流动相间分配的摩尔焓变

和熵变。分配系数 K 以 k′ Υ代替则得:

RT ln(k′ Υ)=-(ΔH
0
-TΔS

0
) (2)

重排得:

lnk′=-ΔH
0
 RT +ΔS

0
 R +lnΥ=

-ΔH
0
 RT +ΔS

＊
　(3)

此即色谱保留过程的 van′t Hoff方程 ,式中 k′为保留

因子 , Υ为相比 , ΔS
＊
用以代替 ΔS R +lnΥ。结合

Gibbs-Helmholz关系式:

ΔΔG
0
=ΔΔH

0
-TΔΔS

0
(4)

可得色谱手性拆分中重要的数据分离因子 α与热

力学函数之间的关系:

lnα=ln(k 2′ k 1′)=-ΔΔG
0
 RT

=-ΔΔH
0
 RT +ΔΔS

0
 R　(5)

其中 k1′、k2′分别为前 、后出峰异构体的保留因

子 ,Gibbs-Helmholz参数 ΔΔG
0
、ΔΔH

0
、ΔΔS

0
分别代

表后出峰异构体与前出峰异构体在两相间分配的自

由能变 、焓变及熵变之差。若某一温度范围内 , lnk′

或 lnα对温度的倒数作图得一直线 ,则从直线的斜

率或截距可求得手性拆分过程对应的热力学参数 。

线性关系说明这些热力学参数及相比在实验温度范

围内为定值 ,固定相构型未发生明显变化 ,保留机制

及对映选择作用不变 ,其它因素如可离解化合物的

离解平衡等不受温度的影响。若固定相构型在某温

度处发生变化 ,则保留过程对应的热力学参数将改

变 , van′t Hoff图形将出现转折
[ 2]
。

结合溶质结构 ,利用推导出的热力学参数可对

手性拆分机理(特别是溶质与固定相间的作用模式 、

手性识别的热力学驱动力等)进行探讨。热力学参

数中 , ΔH
0
衡量溶质在固定相上吸附过程的放热情

况 ,表征溶质与固定相的作用力大小。 ΔH
0
值越

负 ,说明溶质与固定相的作用越强 ,与固定相的结合

在能量上更有利 。ΔS
0
或 ΔS

＊
表示溶质吸附过程

自由度的变化情况 ,越负说明自由度降低越多 ,分子

总体变得更有序(绝对值大也说明吸附过程构象变

化大)。ΔΔH
0
表示两对映体与固定相的作用强度

之差 , ΔΔS
0
表示自由度变化之差(也反映两个对映

体与手性选择剂作用过程构象匹配性的差别程度)。

若 ΔΔH
0
和 ΔΔS

0
都为负 ,说明手性拆分为焓驱动

(式 5中焓项对分离因子有正贡献),后出峰异构体

较前出峰异构体与固定相存在较强的相互作用 ,且

与固定相形成络合物后分子总体变得更有序 ,温度

升高分离因子下降 。若两者皆为正 ,说明手性拆分

为熵驱动 ,分离因子和柱效都随柱温的升高而升高。

若 ΔΔH
0
为负而 ΔΔS

0
为正 ,两者对手性识别都有

贡献。

1.2　色谱拆分实验及热力学参数的推导

大部分液相色谱手性拆分为焓驱动过程
[ 3]
。

Goossens等
[ 4]
利用多糖类 CSP 正相条件下拆分抗癌

药物 ,从线性 van′t Hoff图推得 ΔH
0
、ΔS

＊
、ΔΔH

0
及

ΔΔS
0
都为负值且绝对值较大 ,说明底物在固定相上

的保留及手性拆分都为典型的焓驱动过程。Pirkle

等
[ 5]
利用氨基柱衍生的离子键合手性固定相拆分联

萘酚及其同系物 ,证明手性拆分为焓驱动 。任其龙

等利用 Chiral-AGP 手性柱拆分萘普生和布洛芬 ,从

求得的热力学函数判断手性拆分为焓控过程
[ 6]
。利

用去甲万古霉素键合手性固定相拆分 β 受体阻滞

剂类药物 ,证实也为焓控过程
[ 7]
。

刘月启等
[ 8]
利用苯基氨基甲酸纤维素酯拆分联

苯类药物 ,发现拆分为焓驱动过程。联苯二甲酸甲

酯类对应的-ΔΔH
0
值明显较联苯二甲酸乙酯类的

大 ,而苯环上其它位置取代基的影响较小 ,认为甲酯

类对映体的空间位阻较小 ,容易进入纤维素衍生物

的螺旋槽 ,与固定相形成氢键 、偶极-偶极作用等 ,从

而获得更有效的手性识别。

Michaud等
[ 9]
利用 DNA修饰手性固定相拆分生

物活性小分子腺苷和酪氨酸酰胺 ,实验表明该固定

相显示出专一性识别的特点 ,如后者分离因子高达

78(前出峰异构体基本上不被识别保留)。对后出峰

D构型的腺苷 , 其与 CSP 的键合焓 ΔH
0
为-71.4

kJ mol ,对后出峰 L 构型的酪氨酸酰胺 , ΔH
0
为

-139.4 kJ mol。如此高的 -ΔH
0
值表明后出峰异

构体与 CSP 形成了很强的络合物 ,手性拆分为焓

驱动。

孟子晖等
[ 10 , 11]

利用光引发聚合的分子印迹聚合

物(MIPs)进行手性拆分 ,热力学函数表明保留及拆

分都为焓控制 ,对 L 构型氨基酸烙印的 CSP , L构型

氨基酸底物与 CSP 的作用焓变及熵变总是大于 D

构型的 ,显示出CSP 的烙印空穴对烙印分子及与其

立体结构相似的对映体分子间存在较强的作用力 ,

具有“预定”的识别能力 ,在构型上也是有利的 ,结合

后将导致分子有序性较大的增加 。特定烙印分子对

应的 -ΔΔH
0
值和-ΔΔS

0
值也明显大于其它同系

物 ,说明烙印空穴对烙印分子的手性识别能力最强 ,
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具有最好的空间匹配性 ,在能量和构型上都是有利

的。孙瑞丰等
[ 12]
的工作表明 ,对于光引发聚合(聚

合温度为 4 ℃)的 MIPs ,对映体分离过程存在有利

的焓减少(ΔΔH
0
为负);而对于热引发聚合(聚合温

度为 60℃)的 MIPs ,对映体分离过程存在不利的焓

增加(ΔΔH
0
为正)。认为前者两对映体与固定相作

用的能量变化与构象调整的能量变化同向 ,而后者

是反向的 。

Pirkle等
[ 13]
利用这种热力学方法对手性键合固

定相的带间距离进行了测定。从 lnk′-1 T 图计算得

系列化合物1(含不同数目的亚甲基)在“刷型”手性

固定相 2上的吸附焓变和熵变 ,比较发现当 n 取某

一数值时 ,底物 1 和 2的作用放热最大 ,熵减最多 ,

所对应的化合物 1可作为“分子标尺”衡量带间距

离。放热最大意味着底物两端的 π酸基团可同时

和固定相中相邻两条键连带末端的 π碱基团发生作

用而不需特别地调整构型(如 4 所示),故可用于计

算带间距离。当底物太短或太长时与固定相中相邻

两条带的作用较小(如 3 和 5 所示)或必须调整构

型。实验还发现 ,不管硅胶表面手性带的键合程度

如何 ,放热最大时所对应的亚甲基数目不变(n =

5),这说明手性键连带不是随机分布在硅胶表面 ,而

是成簇的 ,且带间距离一定 ,只是簇的大小随键合度

的改变而改变 ,支持了“补钉模型” 。

Galli等
[ 14]
利用手性配体交换色谱拆分氨基酸

衍生物 ,拆分为焓驱动 , ΔΔS
0
为负但接近零。底物

及固定相分子的去溶剂化 、两者间络合物的形成 、络

合后的重新溶剂化及构型的变化等过程的熵变可能

相互抵消 ,导致 ΔΔS
0
值接近零。Kǜsters 等

[ 3]
在利

用纤维素型手性固定相 Chiracel-OD拆分 rolipram及

其类似物时发现了较少见的熵控拆分 , 8个底物中

有 3个分离因子随温度的升高而升高。Chiracel-OB

手性固定相拆分亚砜化合物时也观察到这一点 ,如

对甲氧基苯甲亚砜的拆分为焓控制 ,而对羟基苯甲

亚砜的拆分却为熵控制
[ 15]

。淀粉基手性固定相也

表现出对不同的底物或不同的色谱条件 ,手性拆分

的热力学起源不尽相同
[ 16]

。

从热力学函数值的大小可以判断主客体间作用

力的类型。Kǜsters 等
[ 15]
认为 ΔΔH

0
的绝对值小于

0.1 kcal mol时 ,手性识别仅归因于立体阻碍 ,而不

包括其它类型的作用力 。在 0.5至 1.0 kcal mol区

间时 ,立体阻碍的贡献被弱相互作用如弱 π-π作用 、

弱氢键作用等放大 。大于1.0 kcal mol时 ,认为后出

峰异构体受到额外的强 π-π作用或强氢键作用 ,从

而导致手性拆分。

实验中观察到 van' t Hoff图呈非线性的情况。

O' Brien等
[ 2]
在利用对甲基苯甲酸纤维素酯拆分一

双醇化合物中发现 , van' t Hoff图在约 18℃时发生转

折 ,可分为两个线性区域:18—50℃的高温区域 ,5—

18℃的低温区域 。两个区域图形的线性关系都很

好 ,说明固定相构型在 18℃时发生了某种变化。两

个区域的拆分机理不同 ,高温区域为焓驱动分离 ,固

定相与两对映体的作用差异导致拆分 。低温区域为

熵驱动分离 ,包结作用可能是主要的拆分驱动力。

差示扫描量热(DSC)及 IR分析支持构型发生变化

的观点。固定相构型的变化也反映在溶质的吸附 

解吸速率(吸附动力学)上。低温区域后出峰异构体

的色谱峰展宽厉害 ,有效塔板高度大 ,属慢吸附 解

吸过程(与包结作用有关)。随着温度的升高 ,有效

塔板高度迅速降低 ,并在高温区域趋向缓和(高温区

域对应快吸附 解吸过程)。先出峰异构体的吸附 

解吸速率受温度的影响小。

1.3　等对映选择温度 T iso

若 ΔΔH
0
与 ΔΔS

0
都为负值 ,拆分为焓驱动。

根据式(5)可以求得 α=1时对应的等对映选择温度

Tiso 。T iso定义为 ΔΔH
0
 ΔΔS

0
,在该温度处熵焓因素

对手性拆分的贡献相互抵消。柱温在 T iso以下时 ,

分离因子随温度的升高而降低 。柱温等于 T iso时 ,

两异构体同时洗脱 。超过 T iso时 ,推测对映体的洗

脱顺序将发生反转 , ΔΔH
0
与 ΔΔS

0
值相应变为正

值 ,手性拆分成熵控过程
[ 17]

。
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Cirilli等
[ 18]
利用蛋白柱反相条件下拆分药物

benazepril等 ,对应的 ΔΔH
0
及 ΔΔS

0
值较负 ,等对映

选择温度 T iso为 67℃。但因高温可能破坏色谱柱 ,

验证实验没有进行。

我们
[ 19—21]

利用酒石酸衍生的手性键合网状聚

合物固定相对氨基酸衍生物 、联萘系列化合物等进

行了拆分 ,考察了流动相中极性添加剂的种类及含

量 、柱温等对手性拆分效果的影响 ,并通过计算得到

保留及拆分过程对应的热力学参数 。对氨基酸衍生

物 ,手性拆分为典型的焓驱动过程 ,氨基衍生基团对

热力学参数的影响大 ,衍生基团为—NHCOPh , 其

ΔΔH
0
和 ΔΔS

0
的绝对值明显比衍生基 团为

—NHCOCH3的大 ,分离效果也较好。进一步分析

ΔH
0
,表明氨基衍生基团主要影响后出峰异构体与

固定相之间的作用。考察流动相中极性醇含量对热

力学参数的影响 ,发现当极性醇含量降至某一比例

(3%)时 ,对应的热力学参数及 Tiso值发生比较明显

的变化 ,认为极性醇含量降低导致固定相构型收缩 ,

从而使固定相与底物间的作用发生变化 。联萘酚等

表现出与氨基酸衍生物不同的拆分热力学性质 ,大

多数情况下为熵焓共同驱动的拆分 ,且热力学参数

ΔΔH
0
和 ΔΔS

0
的绝对值都较小 ,说明相同的色谱条

件下 ,不同类型底物的拆分驱动力也可能是不同的 。

Stringham等
[ 17]
对影响熵控分离的因素进行了

探讨 ,考察了流动相组成对 Tiso的影响 ,并在实验中

观察到了对映异构体洗脱顺序发生变化的现象 。

Schurig等
[ 22]
利用金属络合物拆分螺环化合物(气相

色谱条件),根据热力学数据预测了 Tiso ,并得到了

实验的证实 ,异构体洗脱顺序确实发生了反转 。在

利用手性金属络合物拆分环氧乙烷类化合物中也观

察到了这个现象 ,且 ΔS , R ΔG T-1 T 图在实验温度

范围(含熵驱和焓驱区域)内呈线性关系 ,计算得到

的 T iso值与实验相符。固定相或底物结构的微小变

化都会导致 Tiso大的变化
[ 23]

,其本质原因值得探讨。

对 Tiso的研究可以加深人们对手性拆分机理的

了解 ,进一步验证所求热力学参数的可靠性。对一

些拆分不好的实验可以通过改变温度远离 Tiso而获

得拆分。但要注意的是洗脱顺序的改变也有可能是

因为温度导致固定相构型的变化 ,或温度导致手性

识别机制发生变化引起的 。另外 ,液相色谱手性拆

分中 Tiso经常超出实验范围 , 也阻碍了其应用与

验证 。

1.4　熵焓补偿关系

研究熵焓补偿关系可进一步讨论色谱保留与手

性拆分机制 。熵焓补偿关系指色谱保留过程的焓变

被相应的熵变所补偿 ,对一组溶质保留过程的焓变

与熵变成线性关系 ,即 ΔH
0
对 ΔS

0
作图可拟合出一

直线 ,直线的斜率为补偿温度 ,以 β表示 ,截距可表

示为 ΔGβ
0
,物理意义为补偿温度 β下的 Gibbs自由

能变。用数学公式可表示为:

ΔH
0
=βΔS

0
+ΔGβ

0
(6)

其中 β和 ΔGβ
0
都为常数。以 TΔS

0
对 ΔH

0
作图也

可得一直线 ,设该直线斜率为 α,截距为 TΔS
0
,则该

关系可表示为:

TΔS
0
=αΔH

0
+TΔS0 (7)

其中 α与TΔS
0
分别反映色谱保留过程的构象变化

和去溶剂化程度
[ 24]

。熵焓补偿效应已被证明普遍

存在于主客体化学中。存在熵焓补偿效应说明一组

底物与 CSP 的作用机理相似 ,具有相同或基本一致

的保留机理 。根据式(1)和(6),可得某温度下的

ΔGT
0
为:

ΔGT

0
=ΔH

0
(1-T β)+(TΔGβ

0
) β (8)

　　对系列底物 ΔGT

0
与 ΔH

0
成线性关系 ,补偿温

度 β可从拟合直线的斜率求得 ,或变换为:

lnk′=-(ΔH
0
 R)(1 T -1 β)-

ΔGβ
0
 Rβ +lnΥ　　(9)

　　若 lnk′-ΔH
0
图为直线也说明存在熵焓补偿

关系。

若 ΔΔH与 ΔΔS 成线性关系 ,说明手性拆分过

程存在熵焓补偿 ,一组底物的拆分机理一致 。实验

调和平均温度下的 ΔΔG对 ΔΔH 存在线性关系 ,也

说明手性拆分存在熵焓补偿关系 。

Péter等
[ 25]
利用含大环抗生素 teicoplanin的手性

固定相拆分 β-甲基氨基酸 ,发现 L 构型和 D构型底

物的熵焓补偿图形基本一致 ,说明两种构型底物与

固定相的作用机理类似 ,靠强电荷-电荷作用完成最

初的对接 ,然后靠二级作用如氢键作用 、憎水作用及

立体阻碍等产生差异。

Slama等
[ 26]
利用大环抗生素 vancomycin拆分氨

基酸衍生物 ,从线性 van′t Hoff图推得 ΔH
0
值都为

负 。对缬氨酸 、亮氨酸及苯丙氨酸的丹磺酸酯 ,

-ΔH
0
值较大 ,而色氨酸酯衍生物对应的-ΔH

0
值

较小。前三者观察到了熵焓补偿现象 ,说明与 CSP

的作用方式相似 ,而后者数据与拟合直线相离甚远 ,

进一步说明保留机理不同。色氨酸酯衍生物完全无

法拆分 ,认为是其非极性侧链大 ,增强了与 CSP 间
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长程的疏水-疏水相互作用 ,阻碍了短程的氢键作

用 、范得华力等 ,从而降低了与手性识别有关的作

用 ,导致拆分效果不好。

André 等
[ 27]
利用胃蛋白酶拆分氨基酸丹磺酸

酯 ,考察了流动相中 NaCl添加剂的含量对保留及拆

分的影响 ,并求得不同NaCl浓度时各对映体与蛋白

质作用的焓变和熵变 。保留皆为焓驱动 ,说明溶剂-

蛋白质之间的弱相互作用被强的对映体-蛋白质作

用所取代。ΔH
0
和 ΔS

＊
值与 NaCl浓度成抛物线关

系 ,随 NaCl浓度的升高先降后升 。保留因子与分离

因子随NaCl浓度的升高也呈先降后升趋势 ,转折处

的NaCl浓度约为0.15 mol L。认为存在两种不同的

保留机制 ,当 NaCl浓度在 0—0.15 mol L时 ,离子作

用为主要决定因素 ,NaCl浓度升高导致蛋白质与底

物间的离子作用降低 ,分离因子下降;而大于 0.15

mol L时 ,憎水作用为主控因素 ,NaCl浓度升高使蛋

白质与底物间的憎水作用显著增强 ,分离因子升高 。

不同浓度区间两种作用的相对贡献不同 。熵焓补偿

关系分析进一步支持了这个观点 ,两个浓度区间的

熵焓补偿图形斜率明显不同。

Booth等
[ 28]
利用淀粉基 CSP(Chiralpak AD)拆分

美西律及其类似物 ,熵焓补偿曲线明显分成两条 ,各

对应含羟基和不含羟基的底物 ,说明存在两种不同

的保留机制 ,也暗示氢键的影响大 。

Danel等
[ 29]
利用淀粉基 CSP 正相条件下拆分几

种芳酶抑制剂 ,从热力学函数判断保留及拆分都为

焓驱动 ,当流动相中极性醇含量增加时 , ΔH
0
 值变

小 ,说明溶剂的竞争吸附变大。 ΔΔH
0
 值也变小 ,

说明后出峰异构体对应的 ΔH
0
 值随流动相中极性

醇含量的增加降低得更多 。在 ΔΔH
0
 值变小的同

时 ΔΔS
0
 值也成比例减小(ΔΔH

0
-ΔΔS

0
图成线

性),存在熵焓补偿效应。

纤维素衍生物 CSP(Chiralcel OD-RH)反相模式

下拆分治疗糖尿病的潜在药物 ,对应的 ΔH
0
和 ΔS

＊

都为负值 ,当流动相中乙腈含量为 60%—75%时两

者数值随乙腈含量的增加而变大 , 乙腈含量为

50%—60%时随乙腈含量的增加而变小 ,认为存在

两种不同的作用机制 。ΔΔH
0
和 ΔΔS

0
都为负值 ,并

随乙腈含量的增加而增加 , ΔΔH
0
-ΔΔS

0
图成线性 ,

存在熵焓补偿现象
[ 30]

。

1.5　线性色谱条件下求导热力学参数的局限性

以上方法求导热力学参数较方便 ,且固定相结

构或底物结构 、色谱条件等的变化常导致热力学参

数明显的改变 ,但值得注意的是所求得的热力学参

数都为“表观”热力学参数而非“本质”热力学参数。

实际上 ,很多手性固定相是手性基团负载(物理吸附

或化学键连)到一些无机载体如官能化硅胶的表面 ,

所以底物和固定相之间的作用包含和手性基团间的

对映选择(enantioselective , es)作用以及和载体间的

非对映选择作用(non-enantioselective , ns),两者对底

物的保留都有贡献 ,以式子表示为:

k′app , R = k′ns +k′es , R (10)

k′app , S = k′ns +k′es , S (11)

故表观分离因子(设 R 为后出峰异构体)

αapp = k′app , R k′app , S =

(k′ns +k′es , R) (k′ns +k′es , S)　(12)

而本质分离因子

αintr = k′es , R k′es , S (13)

　　若 k′ns >0 ,表观分离因子 αapp将低于本质分离

因子 αintr 。这时利用式(3)和(5)推导出的热力学参

数并不能反映本质问题 。只有当非对映选择项 k′ns

=0或 k′ns <<k′es时 ,推导出的热力学参数才比较

可靠
[ 31 , 32]

。分析色谱保留及拆分过程非手性作用的

贡献大小是必要的。如 Oberleitner等
[ 31]
利用键连到

巯基丙基硅胶上的金鸡钠碱的氨基甲酸酯作为手性

选择剂 ,利用水-有机溶剂作为流动相拆分 N-酰化

氨基酸 ,认为载体巯基丙基硅胶在极性流动相中与

底物的作用小 ,且手性选择剂的高覆盖度也抑制了

底物与载体之间的作用 。利用仅含载体的参考柱进

行对照实验进一步证实了这一点 ,底物的保留因子

k′<0.1 ,故表观热力学参数被直接推导并用于手性

识别机理的探讨中 。0 —80℃区间 lnk′-1 T 图表现

出显著的非线性 ,而 lnα-1 T 图的线性关系好 ,说明

引起 lnk′-1 T 图非线性的因素对两个异构体的影响

一样 ,与手性识别无关 。0—25℃区间 lnk′-1 T 图的

线性关系尚好 ,25℃以上分离因子随温度的升高下

降明显 ,认为可能是底物与手性主体的去溶剂化与

温度有关的缘故。拆分均为焓驱动 ,不同 N-酰化基

团对应的 ΔΔH
0
与 ΔΔS

0
值明显不同 ,说明底物的

N-酰化基团与手性识别过程密切相关 ,如 π酸基团

DNB衍生的氨基酸对应的-ΔΔH
0
与-ΔΔS

0
值明

显较大 ,可能 π-π作用对手性识别有贡献 。氨基酸

侧链憎水性越强 ,对应的热力学函数越负 ,拆分越

好 ,说明了疏水作用的重要性。

Gilpin等
[ 33]
利用负载 BSA(牛血清白蛋白)手性

固定相拆分色氨酸 ,柱容量测定发现 ,D构型色氨酸

的保留因子不随进样浓度的改变而明显改变 ,而 L
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构型的保留因子在进样浓度超过一定值时出现降低

状况 ,说明手性固定相对 L 构型色氨酸存在特异吸

附位 ,且具有一定的吸附容量 。线性色谱区域 D构

型对映体对应的 lnk′-1 T 图呈线性 ,而 L 构型的不

呈线性 ,而是有一个最高点 ,说明存在比较复杂的保

留机理。实际上 ,对蛋白质负载型 CSP ,由于负载量

有限(一般每克载体负载量小于 1 μmol),手性作用

位点少 ,且存在大量的非对映选择位(源于蛋白质的

其它非特异吸附位或载体的吸附),故非手性作用的

贡献不可忽略 ,直接利用式(3)和(5)推导热力学参

数将大大低估对映选择作用。Guiochon等
[ 34]
指出 ,

线性色谱条件下直接推导热力学参数的前提是 CSP

吸附位均一 ,若 CSP 含有不同类型的吸附位 , 运用

该法不仅不能给出不同吸附位的吸附特征 ,甚至可

能得出错误的结论。为了解决这个问题 , Schurig

等
[ 35—37]

在气相色谱手性拆分中引进了一个方法用

于推导“真实”的热力学参数 ,通过引进不含手性选

择剂的“参考柱”将手性作用与非手性作用分开。液

相色谱手性拆分中 ,通过在非线性色谱条件下建立

溶质吸附等温线 ,求解更可靠精确的热力学参数可

以将对映选择作用和非对映选择作用分开 ,从而使

人们对色谱保留机理及拆分机理有更加深入细致的

了解 。

2　非线性色谱条件下热力学参数的推导与

讨论

　　色谱保留过程的溶质吸附等温线描绘出吸附平

衡时流动相中底物浓度与固定相中底物浓度之间的

关系 ,它在更宽的底物浓度区间获得 ,超出了线性色

谱中底物的浓度范围 。研究溶质的吸附等温线及相

关信息也有助于制备型色谱条件的开发 。

2.1　理论部分

液相色谱手性拆分中 ,通过测定单一对映体的

吸附等温线可以了解该对映体与 CSP 作用的详细

信息 。前沿分析法(frontal analysis)是测定单组分吸

附等温线最可靠的方法之一
[ 38]

。该法通过突破实

验(breakthrough experiment)进行:首先以不含底物的

流动相平衡色谱柱 ,再泵进添加最低浓度底物的流

动相 ,待稳定的平台出现后再泵进含次低浓度底物

的流动相 ,以此类推出现一个个的平台峰 ,直到含底

物最多的流动相;最后用不含底物的流动相冲洗色

谱柱 ,再在不同的温度下重复上述实验 ,处理突破峰

即可求得流动相中不同底物浓度时固定相的吸附容

量 ,拟合两者关系(吸附等温模型)可求得固定相对

溶质的吸附容量 、键合能及平衡常数等参数 ,从而判

断吸附保留行为
[ 39]

。

3种单组分吸附模型常被用于吸附数据的拟

合 , 分别为 Langmuir 模型 、双 Langmuir 模型及

Freundlich模型 ,分别以式子表示为:

q(C)=aC (1+bC) (14)

q(C)=a1C (1+b1C)+a2C (1+b2C)　(15)

q(C)=aC
1 n

(16)

q(C)表示当流动相中底物浓度为 C ,吸附达平衡时

固定相中底物的浓度 , a 、b 、n 为常数 。a 即吸附平

衡时对应的热力学平衡常数K , b 衡量吸附位对底

物的结合能大小 , a b即饱和吸附容量q s 。Langmuir

模型适用于固定相只有一种吸附位的情况 。双

Langmuir模型是讨论非均一表面的最简单模型 ,可

用于讨论手性固定相的吸附行为 ,表达式中的两项

分别对应手性识别位和非手性识别位的贡献。拟合

吸附模型可以判断固定相的均匀度
[ 40]

。这些吸附

模型都暗示吸附质之间的相互作用可以忽略或相对

吸附质-吸附剂之间的作用小 ,即单层吸附的情况。

Guiochon等
[ 38]
对更广泛的吸附等温模型进行了讨论

分类。

通过拟合吸附等温线可求得各温度时对应的平

衡常数 K(a),由公式

ΔG
0
=-RT lnK =-RT lna (17)

即可求得 ΔG
0
,根据公式

 (lnK)

 
1
T

=-
ΔΗ

0

R
(18)

由 lnK-1 T 图的斜率可求得焓变 ΔH
0
,由式(1)可求

得 ΔS
0
,符合双 Langmuir 模型的可分别求得不同吸

附位的热力学函数
[ 34]

。

2.2　实验研究

Guiochon等
[ 41]
利用前沿分析法探讨了苯丙氨酸

衍生物 PA在 L-PA印迹 CSP 上的保留及拆分机理 ,

发现吸附数据与双 Langmuir模型及 Freundlich模型

吻合得都很好。从拟合双 Langmuir模型得出的系数

表明高键合能位对印迹 L-PA显示出高的选择性 ,而

对 D-PA的饱和吸附容量低 。高键合能吸附位对两

对映体的饱和吸附容量都较低。从突破曲线可求得

色谱保留过程的传质速率常数 ,L-PA随样品浓度的

升高增加很快 ,而 D构型只有微小的增加 。L-PA在

低浓度时质量转移速率低与其主要与高键合能位作

用有关 。

利用该法研究心得安药物在负载纤维素酶
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CBH I手性固定相上的拆分机理发现
[ 34]

,吸附平衡

数据和双 Langmuir 模型符合得很好 ,表达式中的一

项相应的参数 a 、b对两个构型底物基本一致 ,对应

非手性识别位 ,位点多饱和容量高 ,结合能小质量转

移速率快。吸附容量受温度的影响不大 ,说明温度

对非手性识别位构型的影响不显著 。另一项对应手

性识别位 ,只具有低的单层吸附容量 ,结合能大质量

转移速率慢 。温度升高 , R 构型在 CSP 上的饱和吸

附容量降低 ,说明是放热过程 ,与线性色谱条件下保

留因子随温度的变化趋势相同 。S 构型在高浓度区

域的变化趋势与R 构型相同 ,而在低浓度区域却随

温度的升高而升高 ,说明为吸热过程 ,与色谱实验相

符 ,吸附等温线转折处的浓度约为0.025 mmol L。

由不同温度时的吸附等温数据可求得两种选择位与

底物作用的焓变和熵变。当 pH值为 5.5时 ,非手性

识别位对二异构体的作用焓变和熵变分别为 -1.1

kcal mol和 0.1 cal (mol·K),而手性识别位对 R 构型

心得安的作用焓变和熵变为-1.9 kcal mol和-2.6

cal (mol K), 对 S 构型的为1.6 kcal mol和 11.6

cal (mol K)。这就解释了为什么在该 pH 值时前出峰

异构体的保留时间随温度的升高而降低 ,而后出峰

异构体的保留时间却随温度的升高而升高 ,从而导

致分离因子随温度的升高而快速增加。S 构型异构

体保留过程对应的高熵变值使少见的吸热保留机制

可以发生 。

高的熵变值说明 S 构型异构体在手性选择位

点上的吸附打乱了原先围绕在溶质及 CSP 周围水

分子的有序性 ,而 R 构型异构体在手性选择位点上

的吸附及两对映体在非手性选择位点上的吸附对去

溶剂化程度的影响较小。认为 S 构型异构体与蛋

白质手性选择位点结构符合很好 ,进入蛋白质的内

部隧道 ,从而挤出了较多的溶剂分子。

更广泛的 pH 范围内拟合吸附等温数据得到的

双 Langmuir参数表明 ,pH值增加 ,非手性识别位点

增加;R 构型的对映选择位点增加 ,但 S 构型的基

本不变;手性识别位对 R 构型的作用能基本不变 ,

但对 S 构型增加显著。线性色谱条件下分离因子

随 pH值的升高而升高 。在研究的 pH值范围内 ,底

物氨基呈质子化的正电状态 ,pH值的增加提高了固

定相中带负电荷官能团的数量 ,从而使底物与固定

相间的离子作用增强 。这种影响说明了离子作用的

重要性
[ 42 , 43]

。

X射线晶体分析进一步证实 , CBH I 手性固定

相的手性识别位即它的酶催化活性位 ,由几个 α螺

旋和 β折叠单元构成一个长约 40 的隧道 ,底物可

高选择性地进入隧道中 。隧道周围的羧基基团起重

要作用 ,其中谷氨酸残基的两个羧基基团分别位于

底物质子化氨基的两侧 ,可与底物形成两个强的离

子对作用 ,而合适位置上的两个色氨酸残基可与底

物形成憎水作用 。pH 值影响活性位中两个羧基基

团的离子化程度 ,使 S 构型与活性位的作用增强。

而 R 构型与活性位符合不是很好 ,故羧基基团离子

化的增加对其键合常数的影响小 ,只是增加了作用

位而已 。

与纤维素型 CSP 的吸附等温线数据比较发现 ,

纤维素型 CSP 手性识别位的饱和吸附容量明显比

蛋白质型的大 ,更适合于制备分离 ,但蛋白质型 CSP

对特定底物的作用能高 ,使它的对映选择性更高 。

将前沿分析法得到的热力学数据与线性色谱条

件下得到的热力学数据进行对比 ,发现后者数据大

致可看作非线性色谱条件下两种识别位对应热力学

参数的平均值。线性色谱条件下得到的热力学数据

没有将手性作用和非手性作用分开讨论 ,不能很好

地阐释手性识别机理。

Loun等
[ 44]
利用前沿分析法研究了华法令在负

载人血清白蛋白(HSA)上的键合行为 ,证实两异构

体在该CSP 上只有一种键合位(即“华法令-阿扎丙

酮”位),键合位点都较少 , R 构型较S 构型的多些 ,

可能是因为两种构型华法令和键合位中的不同氨基

基团作用的缘故 。S 构型的键合常数比 R 构型的

大 ,温度升高差别减小 。从键合常数与温度之间的

关系可求得吸附过程的热力学参数值 ,37℃时两异

构体对应的吸附自由能变 ΔG
0
基本一致 ,但 R 构型

的吸附伴随较大的熵变 ,暗示在键合过程中有更多

的溶剂分子被释放出来 ,这与 R 构型与 HSA键合位

的内部吸附模型相符 。 S 构型的吸附放热较大

(-ΔH
0
值大),说明其与 HSA 的分子间作用力更

强 ,可能是氢键作用 、静电作用等存在差异的原因。

前沿分析法得益于 HPLC高压溶剂输送系统的

可靠方便 ,可以得到较精确的热力学 、动力学数据 ,

但较费时费试剂。利用前沿分析法研究双组分或多

组分的竞争吸附作用更为麻烦
[ 45]

。Cavazzini 等
[ 46]

利用竞争前沿分析法研究了 1-苯基-1-丙醇在纤维

素三苯甲酸 酯上的吸附 行为。吸 附数据与

Langmuir、双 Langmuir、Langmuir-Freundlich 及 Tóth 竞

争吸附等温模型符合得都很好 ,尤其是后两者。结

合动力学模型模拟了柱过载时的色谱峰形 ,与实验

图形相符。该研究有利于制备型色谱拆分的进行。
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干扰法(perturbation method)也可用来分开对映

选择作用和非对映选择作用。该法通过向不同浓度

底物平衡后的色谱柱中注入样品 ,通过建立干扰峰

的保留时间与流动相中底物浓度之间的关系 ,求得

CSP 中不同吸附位对应的吸附热力学数据(如饱和

吸附容量 、吸附能等),从而分开两种吸附位对保留

及手性拆分的贡献。从不同吸附位的保留因子与温

度之间的关系可求得对应的吸附焓变和熵变值 。

André 等
[ 47]
利用干扰法研究了苯氧异丙酸类除草剂

在 teicoplanin型手性固定相上的保留及拆分机理 ,

发现吸附等温数据符合双 Langmuir等温模型 。低亲

合能位对应的 van′t Hoff图在所研究的温度范围内

呈线性 ,而高亲合能位的在约 30℃时出现转折 。对

高亲合能位 , lnα-1 T 图也在 30℃时出现转折 ,说明

作用机理在该温度处发生变化且只影响高亲合能

位。对低亲合能位 ,不同构型的底物或苯环上不同

位置氯取代的底物 ,存在熵焓补偿效应 ,说明在该位

的作用机理一致。对高亲合能位 ,存在两条熵焓补

偿拟合直线 ,各对应两个温度区间。3条熵焓补偿

直线斜率各不同 , 说明存在 3种不同的保留机制 。

低亲合能位的吸附能数据对两异构体近似相等 ,对

应非手性识别位 , 该位的吸附机制不受温度影响 。

高亲合能位的吸附能数据对两异构体差别较大 ,对

应手性识别位。

3　展望

　　液相色谱手性拆分机理研究不仅将促使色谱拆

分从经验走向理性 ,而且还将丰富手性识别研究的

内涵 。一些理论方法已被发展并应用于手性拆分机

理的探讨中 ,如分子模型法 、统计拟合法等
[ 48, 49]

。分

子模型法应用分子对接技术(docking)及计算机图形

学技术 ,通过量子力学(QM)、分子力学(MM)和分子

动力学(MD)方法等给出手性识别的直观模式 ,但受

计算机技术限制一般只适用于相对较小的手性固定

相的识别研究 ,对高分子手性固定相的应用较少 。

另外 ,分子模型法尚难于讨论溶剂的影响 ,一般只模

拟手性识别位 ,非手性识别作用(如无机载体等与底

物的作用)常被忽略 ,计算出的两异构体与 CSP 的

作用能差与实验值之间存在差距
[ 2]
。应用于液相色

谱手性拆分机理研究的统计拟合法———定量结构-

对映保留关系(QSERR)法在底物结构参数的选择上

有一定难度 ,且一般需要系列底物 。液相色谱手性

拆分机理的热力学方法研究在推导主客体结合过程

的热力学函数上较简便 ,推导出的热力学参数对底

物结构的变化较敏感 ,研究的温度范围宽 ,可探讨溶

剂的竞争吸附作用 ,可分开手性识别位与非手性识

别位的作用贡献。今后应加强研究拆分过程的热力

学效应与动力学效应之间的关系 ,以期更全面了解

主客体之间的作用模式;加强竞争吸附行为研究;加

强与分子模型法 、QSERR法及其它实验方法如量热

滴定法 、紫外-可见光谱滴定法 、NMR滴定法等之间

的比较 ,互动发展 ,使经典的手性识别“三点作用”模

型
[ 50]
等理论更趋理性化 、定量化 。
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