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缓冲盐类型和离子对试剂非对离子对强离解酸性化合物
离子对反相液相色谱保留行为的影响
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摘要：在离子对反相液相色谱（ ＩＰ⁃ＲＰＬＣ）分析中，溶质保留受对离子（ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｏｎ）的影响比较受人关注，但鲜有研

究流动相中缓冲盐类型和离子对试剂中非对离子（ｎｏｎ⁃ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｏｎ）对溶质保留行为的影响。 鉴于此，该文以 １４
种磺酸化合物为研究对象，甲醇为有机调节剂，分别考察了 ３ 种缓冲盐体系（磷酸二氢铵、氯化铵和乙酸铵）和 ５ 种

离子对试剂体系（四丁基溴化铵、四丁基磷酸二氢铵、四丁基硫酸氢铵、四丁基硝酸铵和四丁基乙酸铵）下强离解酸

性化合物的 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留行为，通过比较不同流动相条件下得到的溶质 ｌｏｇ ｋｗ（１００％ 水相作流动相时的保留因

子）、Ｓ（线型溶剂强度模型线性回归得到的常数），以及 ＣＨＩ（色谱疏水指数，ｌｏｇ ｋｗ ／ Ｓ），寻找保留行为规律。 研究

表明，流动相中的缓冲盐类型和离子对试剂非对离子均会影响化合物的 ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ 值，所有化合物在氯化铵缓冲

盐体系下具有最大的 ｌｏｇ ｋｗ 值。 相对于无机阴离子，离子对试剂中弱离解性有机阴离子（乙酸根）的存在有利于增

加磺酸化合物的 Ｓ 值。 通过对比不同条件下的保留行为，推测磺酸化合物的 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留机理中同时存在着离子

对模型和动态离子交换模型。 与 ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ 值不同，化合物的 ＣＨＩ 值受缓冲盐类型以及离子对试剂非对离子的影

响较弱。 此外，研究发现化合物的表观正辛醇 ／水分配系数（ ｌｏｇ Ｄ）与 ｌｏｇ ｋｗ、Ｓ、ＣＨＩ 之间均具有良好的线性相关

性。 不同缓冲溶液和不同离子对试剂非对离子条件下获得的 ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ 值存在着一定的差异，而 ＣＨＩ 值相对稳

定，因此，ＣＨＩ 更适用于 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 中定量结构⁃保留行为关系模型的建立。
关键词：离子对反相液相色谱；缓冲盐类型；离子对试剂非对离子；保留行为；定量结构⁃保留行为关系
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ｏｎｓ （ｓｕｃｈ ａｓ ａｃｅｔａｔｅ ｉｏｎｓ） ｉｎ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｗｉｌｌ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ Ｓ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄｓ． Ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｌｙ， ｔｈｅ ＣＨＩｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｍｏｓｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｏｒ ｓｏｌｕｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｎｏｎ⁃ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｏｎｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ， ｔｈｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｔ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｏｎｓ，
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ ｌｏｇ ｋｗ ａｎｄ Ｓ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｓｏｌｕｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ
ｄｙｎａｍｉｃ ｉｏｎ⁃ｅｘｃｈａｎｇｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｐｌａｙｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ＩＰ⁃ＲＰＬＣ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄｓ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｗｉｔｈ ａｌｌ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ， ｔｈｅ ａｐｐａｒｅｎｔ ｎ⁃ｏｃｔａｎｏｌ ／ ｗａｔｅｒ
ｐａｒｔｉｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ （ ｌｏｇ Ｄ） ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｌｏｇ ｋｗ， Ｓ， ａｎｄ ＣＨＩ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｅｓｃｒｉｐｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｃｈａｒｇｅ （ｎｅ）， Ａｂｒａｈａｍ
ｓｏｌｖａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ （Ａ ａｎｄ Ｂ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ （ＰＳＡ） ． Ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｇ ｋｗ ａｎｄ Ｓ ｖａｌｕｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｔｓ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｏｎｓ， ｔｈｅ ＣＨＩｓ
ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｔａｂｌｅ； ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ＣＨＩ ｉｓ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃ⁃
ｔｕｒｅ⁃ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ （ＱＳＲＲ） ｍｏｄｅｌ ｉｎ ＩＰ⁃ＲＰＬＣ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｌｏｇ ｋｗ ａｎｄ Ｓ．

引用本文：刘小兰，高薇，梁超，乔俊琴，王康，练鸿振． 缓冲盐类型和离子对试剂非对离子对强离解酸性化合物离子对反相液相色谱保

留行为的影响． 色谱，２０２１，３９（９）：１０２１－１０２９．
ＬＩＵ Ｘｉａｏｌａｎ， ＧＡＯ Ｗｅｉ， ＬＩＡＮＧ Ｃｈａｏ， ＱＩＡＯ Ｊｕｎｑｉｎ， ＷＡＮＧ Ｋａｎｇ， ＬＩＡＮ Ｈｏｎｇｚｈｅｎ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｔ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｃｏｕｎｔｅｒ ｉ⁃
ｏｎｓ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｉｏｎｉｚｅｄ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅｖｅｒｓｅｄ⁃ｐｈａｓｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇ⁃
ｒａｐｈｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（９）：１０２１－１０２９．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅｖｅｒｓｅｄ⁃ｐｈａｓｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＩＰ⁃ＲＰＬＣ）； ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｔ ｔｙｐｅ； ｎｏｎ⁃
ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｏｎ ｏｆ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔ； ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ； ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ⁃ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
（ＱＳＲＲ）
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刘小兰，等：缓冲盐类型和离子对试剂非对离子对强离解酸性化合物

离子对反相液相色谱保留行为的影响

　 　 反相液相色谱（ＲＰＬＣ）因具有良好的选择性，
已成为当今应用最为广泛的色谱分离模式。 然而，
在分析一些离解性强的化合物时，单一的 ＲＰＬＣ 体

系并不能得到满意的分离效果［１］。 离子对反相液

相色谱法（ ＩＰ⁃ＲＰＬＣ）通过在流动相中添加离子对试

剂，增强带相反电荷溶质的保留从而改善分离，主要

用于强离解化合物的分离分析［２－７］。 在 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 的

应用研究中，科研工作者对影响化合物保留行为的

因素一直颇为关注，开展了较为广泛的研究。 Ｆｌｅ⁃
ｔｏｕｒｉｓ 等［８］采用烷基季铵盐作为离子对试剂，对多

种青霉素进行 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 分析，研究了配对离子链长

度、流动相 ｐＨ 和浓度，以及柱温对青霉素保留行为

的影响。 Ｌｕ 等［９］利用 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 梯度洗脱研究了氯

雷他定及其 ８ 种相关化合物的保留行为与流动相

ｐＨ 以及离子对试剂浓度之间的关系。 刘文霞等［１］

将十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）作为流动相添加剂，考察

了不同色谱条件对表阿霉素及其 ６ 种相关物质保留

行为的影响，为表阿霉素及其相关物质的分离测定

提供了新思路。 Ｂｕｒｍａｏｇｌｕ 等［５］ 采用蒸发光散射

检测器，分别考察了离子对试剂浓度、有机调节剂类

型、流动相 ｐＨ、色谱柱类型、柱温等对唑来膦酸及其

相关杂质保留行为的影响，建立了最佳分离分析策

略。 很显然，在 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 的应用研究中，人们主要

关注离子对试剂的浓度及对离子（ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｏｎ）类

型、缓冲溶液的浓度及 ｐＨ、柱温等对保留的影响，而
离子对试剂中的非对离子（ｎｏｎ⁃ｃｏｕｎｔｅｒ ｉｏｎ）以及

缓冲盐类型对溶质保留行为的影响研究相对较少。
　 　 定量结构⁃保留行为关系（ＱＳＲＲ）模型可以沟

通溶质保留与疏水性参数正辛醇⁃水分配系数（ ｌｏｇ
Ｐ）之间的关系，可用于溶质保留行为的预测或者

ｌｏｇ Ｐ 的测定［１０］。 对于离解性化合物，通常用表观

正辛醇⁃水分配系数 ｌｏｇ Ｄ 代替 ｌｏｇ Ｐ。 研究［１１］ 发

现，在 ＲＰＬＣ 中以 １００％ 水相作流动相时的保留因子

对数值（ ｌｏｇ ｋｗ）与 ｌｏｇ Ｐ 或 ｌｏｇ Ｄ 之间具有很好的

相关性。 Ｌｏｇ ｋｗ 可由线性溶剂强度（ ｌｉｎｅａｒ ｓｏｌｖｅｎｔ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ， ＬＳＳ）模型外推获得［１２］：

ｌｏｇ ｋ＝ ｌｏｇ ｋｗ－Ｓφ （１）
ｋ 为溶质的保留因子，φ 是流动相中有机调节剂的

体积分数，Ｓ 是线性回归得到的常数。
　 　 当溶质在流动相和固定相上达到相等分配（ｋ ＝
１， ｌｏｇ ｋ＝ ０）时，对应的有机调节剂比例称为色谱疏

水指数 （ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｉｎｄｅｘ，
ＣＨＩ）。 有文献［１３，１４］指出，在引入溶质氢键描述符的

情况下，ＣＨＩ 与 ｌｏｇ Ｐ 以及 ｌｏｇ Ｄ 之间也存在着较好

的线性关系。 ＣＨＩ 可通过 ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ 计算［１５］：
ＣＨＩ＝ ｌｏｇ ｋｗ ／ Ｓ （２）

　 　 本文以 １４ 种磺酸化合物为研究对象，在硅胶基

质 Ｃ１８ 柱上，以甲醇为有机调节剂，采用 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ
进行保留行为研究。 首先，固定流动相中离子对试

剂为四丁基溴化铵不变，考察缓冲盐类型（磷酸二

氢铵、氯化铵和乙酸铵）对磺酸化合物保留行为的

影响；然后，固定流动相中缓冲盐为磷酸二氢铵不

变，考察四丁基季铵盐离子对试剂（四丁基溴化铵、
四丁基磷酸二氢铵、四丁基硫酸氢铵、四丁基硝酸铵

和四丁基乙酸铵）中阴离子对磺酸化合物保留行为

的影响，并探索了 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 的保留机制。 最后，对
ｌｏｇ ｋｗ、Ｓ、ＣＨＩ 与 ｌｏｇ Ｄ 的相关性进行了比较。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 实验所用高效液相色谱仪为 Ｗａｔｅｒｓ Ａｌｌｉａｎｃｅ
２６９５（Ｗａｔｅｒｓ，美国），仪器配有真空脱气机、数码四

元泵和 １２０ 位自动进样器。 数据的采集和处理均在

Ｗａｔｅｒｓ Ｅｍｐｏｗｅｒ 色谱管理系统中进行。 用 ９９６ 紫

外⁃可见二极管阵列（ＰＤＡ）检测器在每个化合物的

最佳吸收波长处检测其吸收峰。 流动相 ｐＨ 值使用

ＳｅｖｅｎＭｕｌｔｉ 型 ｐＨ ／电导率 ／离子综合测试仪（Ｍｅｔ⁃
ｔｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ，瑞士）测量。
　 　 实验中所用甲醇（ＨＰＬＣ 级）购自美国 Ｈｏｎｅｙ⁃
ｗｅｌｌ 公司，所用水均为饮用纯净水（杭州娃哈哈集

团）；分析纯磷酸二氢铵、磷酸二氢钾、磷酸二氢钠、
乙酸铵、氯化铵、氨水（２５％ ～ ２８％）、磷酸（８５％）、冰
乙酸（９８％）和盐酸（３６％ ～ ３８％）均购自南京化学试

剂股份有限公司；四丁基溴化铵（９９％）购自百灵威

公司（上海），四丁基硫酸铵（９９％）购自安耐吉化学

（上海），四丁基乙酸铵（９８％）和四丁基磷酸氢铵

（９９％）购自毕得医药科技有限公司（上海），四丁基

硝酸铵（９９％）购自艾览化工科技有限公司（上海）。
　 　 本实验中对 １４ 种磺酸类化合物进行研究，具体

信息见表 １。 其中， ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０值（ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 条件下的

ｌｏｇ Ｄ 值）是由本课题组前期工作中利用 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ
测试得到的实验值［１６］， ｐＫａ 值由 ＡＣＤ ／ Ｌａｂｓ 软件

计算得到，溶质静电荷 ｎｅ、氢键酸性参数 Ａ、氢键碱

性参数 Ｂ、极性表面积 ＰＳＡ 由 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｉｌａｂ．ａｃｄｌａｂｓ．
ｃｏｍ ／ ｉＬａｂ２ ／获取。 磺 酸 化 合 物 分 别 购 自 Ａｃｃｕ
Ｓｔａｎｄａｒｄ（美国）、ＴＣＩ（日本）、国药集团化学试剂有
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表 １　 化合物的 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０、ｐＫａ、ｎｅ、Ａ、Ｂ 和 ＰＳＡ 值

Ｔａｂｌｅ １　 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０， ｐＫａ， ｃｈａｒｇｅ （ｎｅ）， Ａｂｒａｈａｍ ｓｏｌｖａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ （Ａ ａｎｄ Ｂ） ａｎｄ
ｐｏｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ （ＰＳＡ） ｏｆ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｌｏｇ Ｄ７．０ ｐＫａ ｎｅ Ａ Ｂ ＰＳＡ ／ ｎｍ２

ＳＡ１ ｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －２．１６ －０．６０±０．５０ －１．００ ０．３１ ０．８８ ０．６２８
ＳＡ２ １，５⁃ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅｄｉｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －４．６９ －０．６０±０．４０ －２．００ ０．６３ １．７１ １．２６０
ＳＡ３ ４⁃ｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －１．０８ －０．８３±０．５０ －１．００ ０．３１ ０．８７ ０．６２８
ＳＡ４ ４⁃ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －１．３４ －０．４３±０．５０ －１．００ ０．３１ ０．８８ ０．６２８
ＳＡ５ ５⁃ａｍｉｎｏ⁃２⁃ｎａｎｐｈｔｈａｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －１．８１ －０．２３±０．４０ －１．００ ０．５４ １．２６ ０．８８８
ＳＡ６ ２⁃ａｍｉｎｏ⁃１，４⁃ｂｅｎｚｅｎｅｄｉｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －５．５５ －１．１５±０．５０ －２．００ ０．８５ １．９０ １．５２０
ＳＡ７ １⁃ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －０．７４ ０．１７±０．１０ －１．００ ０．３１ ０．９４ ０．６２８
ＳＡ８ ２⁃ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －０．７５ ０．２７±０．１０ －１．００ ０．３１ ０．９４ ０．６２８
ＳＡ９ ２，４⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －１．０９ －０．３６±０．５０ －１．００ ０．３１ ０．８９ ０．６２８
ＳＡ１０ ４⁃ｓｕｌｆｏｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ －４．７０ －１．０１±０．５０ －２．００ ０．８８ １．２１ １．０００
ＳＡ１１ ３，５⁃ｄｉｃｈｌｏｒｏ⁃２⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －０．３３ －１．２９±０．４５ －１．１４ ０．８１ ０．９０ ０．８３０
ＳＡ１２ ３，５⁃ｄｉｃａｒｂｏｍｅｔｈｏｘｙｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －１．５３ －１．３４±０．３０ －１．００ ０．３１ １．５５ １．５５０
ＳＡ１３ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ －２．７０ －０．２３±０．５０ －１．０１ ０．８１ １．１５ ０．８３０
ＳＡ１４ ３⁃ｓｕｌｆｏｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ －４．３６ －０．９９±０．１５ －２．００ ０．８８ １．２１ １．０００

　 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０（ ｌｏｇ Ｄ ｕｎｄｅｒ ｐＨ ７􀆰 ０） ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｏｕｒ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｗｏｒｋ［１６］ ； ｐＫａ（ａｃｉｄｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ） ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＡＣＤ ／ Ｌａｂｓ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ （Ｖ１１􀆰 ０２， １９９４⁃２０２１ ＡＣＤ ／ Ｌａｂｓ）； ｎｅ， Ａ ａｎｄ Ｂ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｉｌａｂ． ａｃｄｌａｂｓ． ｃｏｍ ／ ｉＬａｂ２ ／ ．

限公司（上海）、Ａｃｒｏｓ Ｏｒｇａｎｉｃｓ（美国）、Ｍａｔｒｉｘ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ（美国）和 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ（美国）。 所有物质

的纯度均大于 ９８％，用甲醇配制成储备液 （ １􀆰 ０
ｇ ／ Ｌ），置于 ４ ℃冰箱中备用。
１．２　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｗｅｌｃｈ Ｕｌｔｉｍａｔｅ® ＸＢ⁃Ｃ１８（１５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ，月旭科技（上海）股份有限公司）；
柱温：３０ ℃；流速：１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ。 各

化合物的进样质量浓度均为 ５０ ｍｇ ／ Ｌ，所有样品的

保留时间（ ｔＲ）均为至少 ３ 次独立进样的平均值。
　 　 流动相①： （甲醇＋１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四丁基溴化铵） ⁃
（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 缓冲盐＋１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四丁基溴化铵，
ｐＨ ７􀆰 ０），分别使用磷酸二氢铵、氯化铵和乙酸铵作

为缓冲盐。
　 　 流动相②： （甲醇＋１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四丁基季铵盐） ⁃
（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢铵＋１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四丁基季铵

盐，ｐＨ ７􀆰 ０），分别使用含不同阴离子的 ５ 种四丁基

季铵盐（四丁基溴化铵、四丁基磷酸二氢铵、四丁基

硫酸氢铵、四丁基硝酸铵和四丁基乙酸铵）作为离

子对试剂。
１．３　 实验方法

　 　 采用尿嘧啶测定死时间 ｔ０，所有化合物均使用

等度洗脱，根据化合物疏水性差异，每个化合物至少

在 ４ 个不同的甲醇体积百分数（７０％ ～１０％，间隔 ５％
～ １０％） 下测定 ｔＲ，使用双点校正法 （ＤＰ⁃ＲＴＣ） 校

正［１７］。 根据 ｋ＝（ ｔＲ－ｔ０） ／ ｔＲ 计算保留因子 ｋ，根据方

程（１）建立 ｌｏｇ ｋ⁃φ 方程，求得 ｋｗ 和 Ｓ 值，根据方程

（２）计算 ＣＨＩ 值。 采用 Ｏｒｉｇｉｎ ９􀆰 ４ 进行相关模型建

立及数据分析。

２　 结果与讨论

２．１　 缓冲盐类型对磺酸化合物保留行为的影响

　 　 由于磺酸化合物具有较小的 ｐＫａ 值（见表 １），
在实验环境下（ｐＨ ＝ ７􀆰 ０）带有完全的负电荷，为典

型的强离解化合物，并且磺酸化合物具有明显的紫

外特征吸收，可用使用最为普遍的二极管阵列检测

器进行检测，因此，我们选择磺酸化合物作为模型化

合物。 在分析强离解酸性化合物时，四丁基季铵盐

为最常使用的离子对试剂，在 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 的条件下，
四丁基季铵盐带正电荷，与磺酸化合物形成离子对。
实验中采用甲醇作为有机调节剂，固定流动相中离

子对试剂为四丁基溴化铵不变，分别以磷酸二氢铵、
氯化铵和乙酸铵作为缓冲盐（浓度相同，ｐＨ 相同），
考察缓冲盐类型对磺酸化合物保留行为的影响。
　 　 在不同的甲醇比例下，分别获取 ３ 种缓冲盐条

件下磺酸化合物的 ｋ 值，并建立 ｌｏｇ ｋ⁃φ 模型（方程

（１）），结果发现，模型的线性相关系数 Ｒ２ 均大于

０􀆰 ９９。 由 ｌｏｇ ｋ⁃φ 模型获取每个化合物在不同流动

相下的 ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ 值，并根据方程（２）计算各化合

物的 ＣＨＩ 值。 ３ 种缓冲盐体系下磺酸化合物的 ｌｏｇ
ｋｗ、Ｓ 和 ＣＨＩ 值如图 １ 所示。 从图 １ａ 可以看出，氯
化铵体系下溶质的 ｌｏｇ ｋｗ 值最大，而大部分溶质在

磷酸二氢铵体系下的 ｌｏｇ ｋｗ 值最小，表明流动相中

氯离子的存在有利于增强磺酸化合物的保留。 图

·４２０１·
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离子对反相液相色谱保留行为的影响

图 １　 不同缓冲盐体系下磺酸化合物的（ａ） ｌｏｇ ｋｗ、
（ｂ） Ｓ 以及（ｃ） ＣＨＩ

Ｆｉｇ． １　 （ａ） ｌｏｇ ｋｗ （ｌｏｇａｒｉｔｈｍ ｏｆ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｓｏｌｕｔｅｓ
ｗｈｅｎ １００％ ａｑｕｅｏｕｓ ｐｈａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｏ⁃
ｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ）， （ｂ） Ｓ （ ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｓｏｌｖｅｎｔ
ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｍｏｄｅｌ） ａｎｄ （ ｃ） ＣＨＩ （ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｉｎｄｅｘ） ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

　

１ｂ 显示大部分溶质在氯化铵体系下的 Ｓ 值最大，但
ＳＡ２、ＳＡ４、ＳＡ５ 和 ＳＡ１３ 在乙酸铵体系下的 Ｓ 值明

显大于其他两种缓冲盐体系。 图 １ｃ 显示各化合物

的色谱疏水指数 ＣＨＩ 在乙酸铵体系下最小。 尽管

在 ３ 种缓冲盐体系下的 ＣＨＩ 值存在一定差别，但总

体上同一化合物在各体系下对应的 ＣＨＩ 值近似相

等（见图 １ｃ）。
２．２　 离子对试剂非对离子对磺酸化合物保留行为

的影响

　 　 以甲醇作为有机调节剂，固定流动相中磷酸二

氢铵作为缓冲盐不变，分别采用四丁基溴化铵、四丁

基磷酸二氢铵、四丁基硫酸氢铵、四丁基硝酸铵和四

丁基乙酸铵作为离子对试剂，考察离子对试剂非对

离子对磺酸化合物保留行为的影响。 获取 ５ 种流动

相下化合物的 ｋ 值，建立 ｌｏｇ ｋ⁃φ 线性方程，相关系

数 Ｒ２ 仍然大于 ０􀆰 ９９。 由 ｌｏｇ ｋ⁃φ 线性方程得到各

磺酸化合物的 ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ 值，进一步根据方程（２）
计算相应的 ＣＨＩ 值。 使用不同阴离子四丁基季铵

盐时，各化合物的 ｌｏｇ ｋｗ、Ｓ 和 ＣＨＩ 值如图 ２ 所示。
从图 ２ａ 可以看出，ＳＡ８ 和 ＳＡ１１ 在 Ｂｒ－作为季铵盐

阴离子时的 ｌｏｇ ｋｗ 最大，ＳＡ３、ＳＡ７、ＳＡ９ 和 ＳＡ１２ 在

ＮＯ－
３ 作为季铵盐阴离子时的 ｌｏｇ ｋｗ 最大，其他 ８ 种

化合物则在 ＣＨ３ＣＯＯ－ 作为季铵盐阴离子时的 ｌｏｇ
ｋｗ 最大。 与 ｌｏｇ ｋｗ 不同，几乎所有化合物的 Ｓ 值都

在 ＣＨ３ＣＯＯ－为季铵盐阴离子时最大，并且相对于其

他 ４ 种阴离子下的 Ｓ 值具有明显增强，表明离子对

试剂中弱离解性非对离子（乙酸根）的存在有利于

增加磺酸化合物的 Ｓ 值。 Ｓ 是溶质相关的溶剂强度

参数，与溶质的疏水表面积相关，反映了溶质和溶剂

之间的相互作用。 我们的前期研究［１８］ 证明，核酸样

品的保留在微小的流动相强度变化下产生的巨大变

化，与其非常大的 Ｓ 值相关。 因此，相对于四丁基

溴化铵、四丁基磷酸二氢铵、四丁基硫酸氢铵和四丁

基硝酸铵，磺酸化合物在四丁基乙酸铵体系下对流

动相有机调节剂强度的变化更为敏感。 有趣的是，
所有化合物的 ＣＨＩ 仍然是在 ＣＨ３ＣＯＯ－的存在下最

小，与缓冲盐类型对磺酸化合物 ＣＨＩ 的影响一致。
但从 ＣＨＩ 数值对比来看，１４ 种磺酸化合物在 ５ 种不

同的离子对试剂下得到的 ＣＨＩ 值相差不大（最大误

差值为 ０􀆰 ０３）。 因此，可认为 ＣＨＩ 近似相等（见图

２ｃ）。 以上结果表明，离子对试剂中的阴离子也会

影响磺酸化合物的保留行为，对 ｌｏｇ ｋｗ 的影响较为

复杂，对 Ｓ 值的影响具有一定的共性，对 ＣＨＩ 的影

·５２０１·
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图 ２　 离子对试剂不同阴离子时磺酸化合物的（ａ） ｌｏｇ ｋｗ、
（ｂ） Ｓ 以及（ｃ） ＣＨＩ

Ｆｉｇ． ２　 （ａ） ｌｏｇ ｋｗ， （ｂ） Ｓ ａｎｄ （ｃ） ＣＨＩ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ
ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔｓ

　

　 Ｂｒ－， ＨＳＯ－
４ ， ＣＨ３ＣＯＯ－， Ｈ２ＰＯ－

４ ａｎｄ ＮＯ－
３ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｑｕａｔｅｒｎａｒｙ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｉｏｎ⁃ｐａｉｒ ｒｅａｇｅｎｔｓ （ ｔｅｔｒａｂｕｔｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ， ｔｅｔｒａｂｕｔｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆａｔｅ， ｔｅｔｒａｂｕｔｙｌ ａｍ⁃
ｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ， ｔｅｔｒａｂｕｔｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｎｄ
ｔｅｔｒａｂｕｔｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒａｔｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ） ．

响不大。
２．３　 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 的保留机理

　 　 对 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 的保留机理一直存在着两种不同

的观点，一种认为是离子对模式保留机理，离子对试

剂与带相反电荷的分析物在流动相中首先形成中性

物质，然后中性物质分配到疏水性固定相中［１９］；另
外一种认为是动力学离子交换模式保留机理，离子

对试剂首先被吸附到固定相上，在固定相表面产生

电荷位点，作为带相反电荷分析物的离子交换位

点［２０］。
　 　 在动态离子交换模式保留机理中，疏水性的四

丁基铵盐可以吸附在固定相表面，形成双电层，磺酸

化合物通过与阴离子的交换实现保留，保留主要取

决于磺酸化合物所带阴离子电荷的数量。 然而，我
们的实验表明，具有 ２ 个净电荷（ｎｅ ＝ －２）的化合物

ＳＡ２、ＳＡ６、ＳＡ１０ 的保留（ ｌｏｇ ｋｗ）甚至比相同色谱条

件下只有 １ 个净电荷 （ｎｅ ＝ － １） 的化合物 （ ＳＡ７、
ＳＡ１２ 等）的保留弱（见图 １ａ 和 ２ａ）。 相反，保留最

强的化合物为 ＳＡ１１，对应净电荷为－１􀆰 １４，具有最大

的 ｌｏｇ Ｄ 值（－０􀆰 ３３），即疏水性最强。 因此，动态离

子交换模式保留机理占主导地位不成立，猜测离子

对模式保留机理占主导地位。
　 　 在离子对模式保留机理中，磺酸化合物的保留

与和对离子（四丁基铵盐）的结合力以及所形成中

性化合物的疏水性有关。 以四丁基溴化铵和磷酸二

氢铵条件下的保留为例，磺酸化合物 ｌｏｇ ｋｗ 的顺序

为 ＳＡ１１＞ＳＡ８＞ＳＡ７＞ＳＡ１２＞ＳＡ３ ＞ＳＡ９ ＞ＳＡ２ ＞ＳＡ４ ＞
ＳＡ５＞ＳＡ１４＞ＳＡ６＞ＳＡ１＞ＳＡ１０＞ＳＡ１３（见图 １ａ），呈现

出与磺酸化合物的疏水性（ ｌｏｇ Ｄ）、与四丁基铵离

子的静电结合能力、空间位阻等多重因素相关的保

留。 有研究［２１］ 表明，在 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 分析时向流动相

中加入与对离子相同电荷的离子会引起溶质保留的

变化。 Ｊｏｎｅｓ 等［２１］ 在分离不同的硫酸乙酰肝素二

糖时，利用二糖的负电荷与烷基铵离子对试剂的正

电荷发生静电相互作用实现保留，通过在流动相中

添加 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 铵离子提高了结构相近的硫酸乙

酰肝素二糖 ＩＩＳ 和 ＩＩＩＳ 的分离度，并提出丁胺与铵

离子之间的竞争是实现这两种异构体分离的主要原

因；该研究充分说明，不同的阳离子可以竞争溶质阴

离子，从而导致溶质保留的差异。 我们的实验中，在
不同 的 阴 离 子 添 加 剂 条 件 下， 非 目 标 阴 离 子

（Ｈ２ＰＯ
－
４、ＣＨ３ＣＯＯ－、Ｃｌ－、Ｂｒ－、ＨＳＯ－

４、ＮＯ－
３ ） 在流动

相中均可以与四丁基铵离子发生静电相互作用，通
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过与磺酸根竞争形成离子对，竞争效应的强弱应高

度依赖于阴离子的结构和化学性质。 Ｄａｉ 等［２２］ 的

研究指出，水对阴离子的水合强度控制着阴离子形

成离 子 对 的 能 力， 相 对 于 中 等 水 合 的 阴 离 子

ＣＨ３ＣＯＯ－（气相离子水合时的吉布斯自由能变 ΔＧ
＝ －３７３ ｋＪ ／ ｍｏｌ）和 Ｃｌ－（ΔＧ＝ －３４７ ｋＪ ／ ｍｏｌ），高度水

合的阴离子 Ｈ２ＰＯ
－
４（ΔＧ＝ －４３７ ｋＪ ／ ｍｏｌ）在水中更不

易形成离子对，相比之下，“较差”的水合阴离子如

ＣｌＯ－
４（ΔＧ ＝ －２１４ ｋＪ ／ ｍｏｌ）在水中更容易形成离子

对。 基于水合强度，我们推测 Ｈ２ＰＯ
－
４ 与四丁基铵离

子的结合能力要明显弱于 Ｃｌ－和 ＣＨ３ＣＯＯ－，与磺酸

根的竞争力最弱，因此，三者中，在含有 Ｈ２ＰＯ
－
４ 条件

下磺酸化合物的保留应该最强。 然而，这一推测与

我们的实验结果并不相符，图 １ａ 显示在 Ｃｌ－存在下

各化合物的 ｌｏｇ ｋｗ 最大，图 ２ａ 则显示大部分化合

物在 Ｈ２ＰＯ
－
４ 下的 ｌｏｇ ｋｗ 小于在 ＣＨ３ＣＯＯ－ 下的

ｌｏｇ ｋｗ值。 另外，其他 ３ 种阴离子 Ｂｒ－、ＨＳＯ－
４ 和

ＮＯ－
３ 的实验水合吉布斯自由能变我们无法获取，根

据 Ｂｏｒｎ 离子化模型，电荷相同时，离子半径越大的

离子水合吉布斯自由能变越大，对应的竞争力越强。
对比图 ２ａ 中 Ｂｒ－、ＨＳＯ－

４ 和 ＮＯ－
３ 下的 ｌｏｇ ｋｗ 值，我

们发现有的化合物在 Ｂｒ－存在下 ｌｏｇ ｋｗ 最大，有的

化合物则在 ＮＯ－
３ 存在下 ｌｏｇ ｋｗ 值最大，并不能得到

一致的保留规律。 因此，根据非目标阴离子的竞争

力强弱以及我们的实验结果表明，磺酸化合物保留

过程中并不完全遵循离子对模型保留机理。 在两种

保留机理下都无法获得与实验结果相一致的结论，
因此，我们推测，磺酸化合物保留过程中同时受离子

对模型保留机理与动态离子交换模型保留机理控

制，以离子对模型保留机理为主。
２．４　 ｌｏｇ ｋｗ、Ｓ、ＣＨＩ 与 ｌｏｇ Ｄ 相关性的比较

　 　 在 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 模型下，电荷作用和氢键作用均会

影响离解化合物的保留，可以在 ｌｏｇ Ｄ⁃ｌｏｇ ｋｗ 模型

中引入溶质静电荷 ｎｅ、氢键酸碱性参数 Ａ 和 Ｂ，建
立 ＱＳＲＲ 模型［１４］，用于 ｌｏｇ Ｄ 或保留的预测。 在磷

酸二氢铵、氯化铵和乙酸铵 ３ 种缓冲盐体系下，我们

分别以 １４ 种磺酸化合物的 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０、ｌｏｇ ｋｗ、ｎｅ、Ａ 和

Ｂ 进行多元线性拟合，建立 ＱＳＲＲ 模型，结果如表 ２
所示。 可以看出，３ 种流动相条件下的 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０ 和

ｌｏｇ ｋｗ 之间均有良好的线性相关性，Ｒ２ 达到 ０􀆰 ９８。
为了进一步改善方程的相关性，我们将溶质的极性

表面积 ＰＳＡ 引入到上述方程中，发现方程的 Ｒ２ 进
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一步增大，线性得到改善。 同样，在引入参数 ｎｅ、Ａ
和 Ｂ 的情况下，以 Ｓ 对 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０作线性方程，可以得

到良好的线性相关性，当引入 ＰＳＡ 后，氯化铵体系

下的线性相关性得到明显改善，线性相关系数 Ｒ２ 由

０􀆰 ９６ 增大到 ０􀆰 ９９（见表 ２）。 最后，分别对 ３ 种缓冲

盐体系下得到的 ＣＨＩ 对 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０进行线性拟合，结
果显示，ＰＳＡ 引入前后 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０ ⁃ＣＨＩ 模型的线性相

关性 Ｒ２ 均在 ０􀆰 ９８ 以上。 表 ２ 中的结果表明，溶质

的极性表面积 ＰＳＡ 会影响溶质的保留，ＰＳＡ 的加入

有利于 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０ ⁃ｌｏｇ ｋｗ、 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０ ⁃Ｓ 和 ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０ ⁃ＣＨＩ
模型的改善。
　 　 引入溶质静电荷 ｎｅ、氢键酸碱性参数 Ａ 和 Ｂ、
极性表面积 ＰＳＡ， 分别用 １４ 种磺酸化合物的

ｌｏｇＤ７􀆰 ０值与在 ５ 种不同离子对试剂条件下得到的

ｌｏｇ ｋｗ、Ｓ 以及 ＣＨＩ 值，进行多元线性拟合，得到如

表 ３ 所示的线性方程。 可以看出， ｌｏｇ Ｄ７􀆰 ０ 和 ｌｏｇ
ｋｗ、Ｓ 以及 ＣＨＩ 之间均具有良好的线性关系，相关

系数 Ｒ２ 均在 ０􀆰 ９８ 以上。
　 　 用 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 研究 ｌｏｇ Ｄ 相关的 ＱＳＲＲ 模型，通
常以 ｌｏｇ ｋｗ 作为疏水性指数，建立 ｌｏｇ Ｄ 和 ｌｏｇ ｋｗ

之间的线性关系。 我们的研究发现，ｌｏｇ Ｄ 与 Ｓ 以

及 ＣＨＩ 之间也具有良好的线性相关性。 强离解酸

性化合物进行 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 分析时，当流动相中使用不

同的缓冲盐阴离子或者离子对试剂阴离子，即使得

到的 ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ 值存在一定差异，但最终获取的色

谱疏水指数 ＣＨＩ 几乎相等。 因此，相比 ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ
而言，ＣＨＩ 更适用于 ＱＳＲＲ 模型的建立。

３　 结论

　 　 本研究发现 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 中缓冲盐阴离子以及离

子对试剂阴离子均会影响磺酸化合物的保留行为。
相同离子对试剂情况下，氯化铵体系下的 ｌｏｇ ｋｗ 最

大；相同缓冲盐的情况下，离子对试剂中弱离解性阴

离子（乙酸根）的存在有利于增加磺酸化合物的 Ｓ
值。 我们推测磺酸化合物的 ＩＰ⁃ＲＰＬＣ 保留机理同

时存在着离子对模式和动态离子交换模式，并以离

子对模式为主。 对于强离解酸性化合物，由于在 ＩＰ⁃
ＲＰＬＣ 不同缓冲盐和不同非对离子条件下获得的

ｌｏｇ ｋｗ 和 Ｓ 值存在着一定的差异，而 ＣＨＩ 值相对稳

定，因此 ＣＨＩ 更适用于 ＱＳＲＲ 模型的建立。
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