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拆分手性化合物色谱填料的研究进展 *
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摘要：手性是自然界的一种普遍的现象。不同手性对映体的生理活性差异较大，对手性化合物进行拆分具

有十分重要的意义。随着生命、化学、材料的发展，人们对手性化合物的研究也日益深入，色谱法在拆分手

性化合物中得到了越来越广泛的应用。作为色谱柱的“心脏”，色谱填料的选择成为了色谱法拆分手性化

合物的关键，拆分手性化合物的色谱填料成为人们关注的热点。目前使用的填料主要包括多糖类手性色谱

填料、大环手性色谱填料、手性配体交换色谱填料、分子印迹聚合物色谱填料、分子印迹冰胶聚合物色谱填

料、“刷型”手性色谱填料、手性金属 - 有机骨架色谱填料、硅胶键合环果糖色谱填料、蛋白质类手性色谱填

料、小粒径色谱填料、免疫亲和色谱填料。本文就拆分手性化合物的色谱填料的研究进展进行综述。
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Abstract：Chirality is a common phenomenon in nature，which is an essential attribute to people’s survival. Due 
to the different chiral enantiomers with different physiological activities，separation of the chiral compounds is 
of great significance. With the development of life，chemical and material sciences，study of chiral compound 
are increasingly enhanced and the chromatography has been more and more widely applied in separating chiral 
compounds. As the “heart” of chromatographic column，the selection of the chromatographic packing is the key 
to separate chiral compounds. Therefore，the chromatographic packing of separating chiral compounds gradually 
becomes the hot issue. The chromatographic packing mainly included polysaccharide-based chiral chromatographic 
packing，macrocyclic chiral chromatographic packing，chiral ligand exchange chromatographic packing， 
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molecularly imprinted polymer chromatographic packing，molecular imprinting cryogel polymer chromatographic 
packing，brush chiral chromatographic packing，chiral metal-organic framework chromatographic packing，silica 
supported cyclofructan chromatographic packing，protein-based chiral chromatographic packing，micro size 
chromatographic packing， and immunoaffinity chromatography packing. In this paper，we systematically reviewed 
the research progress of chromatographic packing used separation of chiral compounds.
Keywords：chiral drugs；chiral enantiomers；separation technology；chromatographic methods；chromatographic 
column packing

1　多糖类手性色谱填料

多糖类手性固定相主要包括纤维素、直链淀粉

以及它们的衍生物所制得的固体相［6］。多糖如纤维

素由 D- 葡萄糖单元构成，相较于直接用作色谱填料

来拆分手性化合物，它们衍生后能够表现出更好的手

性识别能力。现在多糖类衍生物手性固定相因其具

有较为强大的手性拆分能力，在液相色谱直接拆分对

映体方面应用越来越广泛［7-10］。例如徐红月等［11］制

备了淀粉 -2- 苯甲酸酯 -3-（3，5- 二甲基苯基氨基

甲酸酯）-6-（（S）-1- 苯基乙基氨基甲酸酯）涂抹在

氨丙基硅胶上的色谱填料，并且应用于高效液相色谱

中，经研究表明，其在正相 HPLC 中具有较好的手性

识别能力。

2　大环手性色谱填料

2.1　手性冠醚色谱填料　手性冠醚是指在大醚环上

含有或者兼连有手性中心的冠醚，在大醚环上引入手

性中心，能够使其对手性分子具有独特的手性选择 
性［12］。将手性冠醚作为色谱填料来拆分手性化合

物，经过研究表明，具有很好的拆分效果。例如 R-
（1，1’- 二萘基）-20- 冠 -6 涂敷于 5 μm C18 键合

硅胶的色谱填料用于高效液相色谱的手性拆分，已

经验证了其对 5 种手性氨基酸（缬氨酸、苯苷氨酸、

对羟基苯甘氨酸、谷氨酸、色氨酸）有不同程度的手

性拆分能力［13］。R-（3，3’- 二萘基 -1，1’- 二萘 
基）-20- 冠 -6 涂敷于 5 μm C18 键合硅胶的色谱填

料应用于高效液相色谱的手性拆分，实验结果表明

其对 11 种 α- 氨基酸对映体（苯甘氨酸、对羟基苯

甘氨酸、蛋氨酸、酪氨酸、色氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异

亮氨酸、苯丙氨酸、谷氨酸、天冬氨酸）有不同程度的

手性拆分能力，并且对其中的 6 种 α- 氨基酸对映

体（酪氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、谷氨酸、天冬

氨酸）的手性拆分能力好于商品 CR（+）柱［14］（即在 
5 μm 硅胶表面涂覆手性冠醚的手性柱）。

手性是自然界的属性［1］。生命过程中发生的

各种生化反应过程均与手性的识别和变化有关。在

很多情况下，含有手性中心的活性成分，异构体

之间的理化性质极为相似，但生理活性、毒性、代

谢过程等都存在着显著的差异［2］。例如：氯霉素

（chloramphienicol）的左旋体有杀菌的药效作用，而右

旋体却没有此种药效；（S）- 构型布洛芬（ibuprofen）
是高效的非甾体解热镇痛药，而（R）- 构型布洛芬基

本没有药理活性［3］；镇静药沙利度胺［4］所致的“海

豹儿事件”，经研究是因为该种药物的（R）- 对映异

构体具有缓解妊娠反应作用，但（S）- 对映异构体却

是一种强力致畸剂。由此可以看出，手性化合物的

拆分对于药物的质量控制以及药效评价具有十分重

要的意义。目前，拆分手性化合物的方法众多，例如

结晶拆分法、化学拆分法、生物拆分方法、膜分离法、

色谱拆分方法等［5］，随着色谱填料和分离技术的发

展，色谱法所具有的种类繁多及选择识别性较强等优

势，使其在手性化合物的拆分方面得到了普遍的应

用。在手性化合物的拆分发展过程中，高通量、高性

能、高选择性的色谱填料一直是色谱发展过程中最

丰富，最有活力，最富于创造性的研究方向之一。因

此，如何提高对手性化合物的分离效率，提高其选择

性以及柱效等，也成为了手性拆分中备受关注的问

题。作为拆分手性化合物的色谱柱的核心，色谱填料

的发展和运用对提高色谱的选择性，实现手性化合

物分离等方面起到了至关重要的作用。本文对可以

用作拆分手性化合物的多糖类手性色谱填料、大环

手性色谱填料、手性配体交换色谱填料、分子印迹聚

合物色谱填料、分子印迹冰胶聚合物色谱填料、“刷

型”手性色谱填料、手性金属 - 有机骨架色谱填料、

硅胶键合环果糖色谱填料、蛋白质类手性色谱填料、

小粒径色谱填料、免疫亲和色谱填料的研究进展进行 
综述。
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2.2　环糊精类手性色谱填料　环糊精（CD）是由 D-
吡喃葡萄糖单元通过 α-1，4- 糖苷键连接而成的环

状结构分子，主要包括 α，β，γ 3 种类型［15］。这种

分子呈锥筒形，中间形成一个空腔洞穴，空腔内部疏

水外部亲水，手性药物的极性基团与环糊精洞口的羟

基互相作用，疏水部分则嵌入环糊精洞穴中，形成了

稳定性不同但可逆的包合物，使环糊精具有良好的手

性识别能力。近年来 CD 手性固定相的研究大部分

集中于开发新型 CD 衍生物及通过不同类型键（醚

键、尿素、三唑等）键合 CD 或 CD 衍生物于硅胶上。

例如，陈姗姗等［16］合成了一种新型 β- 环糊精

衍生物键合到 γ- 巯丙基硅胶的色谱填料，并且用

来对贝凡洛尔对映体进行拆分，表现出较好的分离性

能。程彪平等［17］制备了一种二硝基苯醚化 β- 环糊

精键合有序介孔 SBA-15 色谱填料，实现了对阿替洛

尔对映体的快速拆分。王利涛等［18］构建了 β- 环糊

精 / 硅基杂化介孔硅球手性色谱填料，在反相色谱模

式下，将 β- 环糊精的手性识别功能与有机—无机

杂化材料的优异性能相结合，结果表明杂化手性固定

相具有较高的手性识别能力。由此可见，β- 环糊精

及其衍生物作为固定相在手性拆分色谱中的应用越

来越广泛。

2.3　大环抗生素类手性色谱填料　大环抗生素类化

合物分子有几个到几十个手性中心，它们有立体的环

状结构，芳香基团、氨基和羟基等活性基团。大环抗

生素类手性固定相具有较高的手性识别能力以及高

稳定性等优点，因此在手性化合物的拆分方面已经得

到了较好的应用。张丹丹等［19］利用 3 种大环抗生素

类手性色谱固定相 Chirobiotic V（万古霉素）、T（替

考拉宁）和 R（利托菌素），通过高效液相色谱法对盐

酸马布特罗对映体进行了拆分，结果表明盐酸马布特

罗对映体在 Chirobiotic V、T 固定相上均可得到较好

的分离，与其他 2 种相比，Chirobiotic R 结构中含有

相对多的半糖结构，缺少与盐酸马布特罗对映体的结

合位点羧基，因此不适合对其进行手性分离。

3　手性配体交换色谱填料

手性配体交换色谱填料应用于手性配体交换色

谱中，到目前为止主要是有 3 种形式：（1）将常用的

手性配体如氨基酸、青霉氨等涂渍在硅胶载体上，这

种经过改良后的色谱填料，能够与流动相中的金属

离子以及分析物之间形成三元配位体系，从而形成

稳定性不同的配合物以达到分离的目的；（2）经金属

离子涂渍在硅胶载体上，形成色谱填料，最常用的金

属离子为 Cu2+、Ti4+；（3）混合涂渍法：采用手性物质

与金属离子形成的化合物涂渍在硅胶载体上形成色

谱填料。这 3 种方法所形成的色谱填料在手性化合

物的拆分中都具有很好的应用［20］。例如陈玲等［21］

构建了反式 -4- 羟基 -L- 脯氨酸键合硅胶手性配体

交换色谱填料，并将其应用于手性固定相配体交换

色谱中，这种填料是以硅胶作为载体，以反式 -4- 羟 
基 -L- 脯氨酸作为手性配体，具有机械强度高及分

离效率高等优点，在氨基酸及其衍生物对映体的分离

方面具有优势。手性配体填料也有一些尚未解决的

不足之处，例如目前最为常用的手性配体试剂主要是

一些氨基酸、羟基酸及其衍生物等，分离的手性物质

较为狭隘。其次，手性配体、金属离子与对映体之间

形成三元络合物的稳定性受到多种因素的综合影响，

稳定性较难控制。

4　分子印迹聚合物色谱填料

分子印迹聚合物（MIPs）是模板分子与功能单

体之间相互作用后，在合适的条件下加入交联剂，经

过聚合、洗脱等步骤所得到的一种交联聚合物［22］。

到目前为止，合成的分子印迹聚合物有很多，例如塑

化剂类双模板分子印迹聚合物、小分子分子印迹聚合

物、双分子印迹聚合物、磁性分子印迹聚合物等。在

分离手性化合物的过程中，将分子印迹聚合物作为色

谱填料，不仅操作简单、快速、高效，而且利用其表面

印迹空穴中多具有的特异性识别位点，兼其所具生物

识别体系的优点，可选择性识别富集复杂样品中的目

标物，从而实现手性分子的拆分［23］。和普通的手性

固定相相比，将一种对映体作为模板分子制备的手性

印迹聚合物，由于它的保留性很强，因此将其作为固

定相来拆分手性化合物，可以达到分离对映体的目 
的［24］。这种技术现在已经广泛地应用于固相萃取、

固相微萃取、手性拆分、抗体模拟等方面，并且可以实

现痕量样品的快速检测［25］。

5　分子印迹冰胶聚合物色谱填料 
冰胶是一种疏松、大孔状的凝胶物质，孔径在数

微米到数百微米之间。制备冰胶是在低于体系的凝

固点以下，以合适的模板物质、结构单体、功能单体、交

联剂、引发剂通过聚合或者交联反应制备形成。目前

其聚合物单体主要有甲基丙烯酸羟乙酯（HEMA）［26］、

N，N- 二甲基丙烯酰胺（DMAM）［27］、乙烯己内酰胺

（VCL）［28］、N- 异丙基丙烯酰胺（NIPAm）［29］、2- 丙
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烯酰胺基 -2- 甲基丙烷磺酸（AMPS）［30］、乙二醇二

甲基丙烯酸酯（EGDMA）［31］等。分子印迹冰胶填充

柱或整体柱的色谱填料通常是由冰胶制备成颗粒包

埋型分子印迹冰胶聚合物所构成。和普通的分子印

迹聚合物类色谱填料相比，这种填料的色谱柱内具有

大孔、介孔和微孔 3 种孔径结构，从而实现了快速的

对流传质。由于其具有能够将冰胶的大孔结构和高

通量分子印记技术的构效预知性和特异识别优势相

结合的特点，分子印记冰胶聚合物拥有更高的柱效以

及色谱亲和能力。因此，这种色谱现在已经开始应用

于从复杂的环境水样及血清、尿液、细胞破裂上清液

等生物样品中快速、高特异性地进行手性识别、生物

分离等，并且具有较为广泛的应用前景［32］。

6　“刷型”手性色谱填料

“刷型”手性固定相是将作为选择体的单分子

层手性有机分子通过一定的间隔臂键合到硅胶载

体上制得，因而被称之为“刷型”或“束型”手性固

定相。手性识别机理是 Dalgliesh 在 1952 年提出

的“三点相互作用理论”，其具有色谱性能高，对映

体选择性好，溶剂适应性好等优点［33］，常用作“刷

型”手性色谱填料是苯苷胺酸衍生物。例如 Pirkle
等［34］研究了一类苯甘氨酸衍生物手性固定相，虽然

其手性识别能力不及 1-（3，5- 二硝基苯甲酰胺）- 
1，2，3，4- 四氢菲键合多孔硅胶的 Whelk-O1，但可

以识别的化合物种类多，如非甾体抗炎药、苯二氮杂

酮等，应用也较为广泛。

7　手性金属 - 有机骨架色谱填料

金属 - 有机骨架材料是由金属离子与含氮氧等

多齿有机配体利用分子组装和晶体工程方法构建的

一类具有周期性一至三维网络结构的多孔晶体材料，

又名多孔配位聚合物［35］。这种材料具有优于有机或

者无机材料的独特性能，它本身的多孔结构，使其具

有特异性识别特点，在手性识别方面具有广泛的应

用。将这种材料作为色谱填料，可以实现某些化合物

的手性分离。例如农蕊瑜等［36］利用手性金属 - 有机

骨架｛［Co（L-trp）（bpe）（H2O）］·H2O·NO3｝n 作为

手性固定相对奥美拉唑、马来酸氯苯那敏、盐酸普萘

洛尔等 11 种外消旋体进行了手性拆分，结果表明其

对醇类、胺类等外消旋化合物具有较好的手性识别能

力。Tanaka 等［37］将单一手性（R）-MOF-silica 复合

材料作为液相色谱固定相，结果表明其对一系列的亚

砜类化合物表现出良好的手性识别能力。

8　硅胶键合环果糖色谱填料

环果糖（CFs）是环糊精的结构类似物，是由 6
个、7 个或更多的 β-D- 果糖单元通过 1，2 糖苷键

连接而成的环状低聚糖，环果糖的每一个果糖单元都

含有 3 个羟基，硅胶键合衍生化的环果糖的手性拆分

能力显著提高［38］。近几年来，一系列环果糖及衍生

物作为色谱填料应用于药物的手性拆分。例如硅胶

键合 R- 萘乙基氨基甲酸酯衍生的 β-D- 环六果糖

色谱柱可有效拆分联萘催化剂等［39］。

9　蛋白质类手性色谱填料

蛋白质是由很多氨基酸组成的具有复杂三维结

构的高分子聚合物，其分子内的氨基酸和多糖等结构

可提供多种相互作用力和手性识别位点，因此蛋白

质具有识别手性化合物的能力，其作为色谱填料制

备成的手性固定相在手性药物拆分领域具有重要地

位，其优点是可使用水做流动相且手性选择能力较

好。目前，这种手性固定相作为应用最为广泛的手性

固定相之一，对不同类型的药物如硝基咪唑类抗菌

药、唑类抗真菌药、拉唑类质子泵抑制剂、西汀类抗

抑郁药以及 β- 受体抑制剂等有广泛的手性识别能 
力［40-44］。

10　小粒径色谱填料

10.1　亚 -2 μm 手性色谱填料　亚 -2 μm 手性色

谱填料主要是应用于纳米液相色谱（nano-LC）中。

Rocchi 等［45］合成了亚 -2 μm 万古霉素改性氢化

硅胶色谱填料，这种色谱柱能够有效地拆分手性化

合物，和 5 μm 的色谱填料相比，表现出更好的色谱 
性能。

10.2　1 μm 无孔 C18 填料［46］　将 1 μm 的无孔 C18

作为填料，以手性加压毛细管电色谱作为平台，通过

采用手性流动相添加法来进行手性化合物的分离。

1 μm 的无孔 C18 作为色谱填料，根据 van Deemter 方
程，在液相色谱中，降低固定相的粒径能够获得更高

的柱效，但是在传统液相中，小粒径的填料会造成反

压过高而限制其发展，加压毛细管电色谱的压力流和

电渗流联合驱动正好解决了这个问题，在使用亚微米

粒径填料时仅使用较低的压力即可达到合理的线性

速度。这种色谱填料由于机械强度好等优势，在手性

化合物分离的应用上也具有良好的前景。

11　免疫亲和色谱填料

免疫亲和色谱是指将某种抗原的单克隆抗体，

结合到适宜的载体上，制备成免疫亲和色谱柱，根据
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该单抗具有与相应抗原决定簇特异性结合的特点，特

异性结合相应的抗原小分子，同时其他非抗原成分随

洗脱液洗出，从而实现化合物的分离。免疫亲和色谱

填料是免疫亲和色谱柱的核心部分，在其制备方面，

现在的研究已经逐渐增多，例如已经制备出了凝血因

子Ⅶ免疫亲和柱［47］。本实验室在这方面也具有一定

的前期工作基础，现在已经制备出了葛根素［48］、甘草 
酸［49］等免疫亲和色谱柱，并且应用到了实验之中，根

据配基单抗对抗原小分子的亲和力不同，成功实现了

对某些成分的特异性敲除［50］。例如 Qu 等［51］利用葛

根素单克隆抗体免疫亲和柱敲除葛根水提液中的葛

根素，得到纯化的葛根素。

免疫亲和色谱填料主要由载体和配基组成，常

用的载体多为耐高压的有机聚合物，比如琼脂糖凝胶

等。配基又可以分为生物亲和配基和仿生亲和配基，

比如说单克隆抗体等。在亲和色谱中，配基的性质和

密度决定了免疫亲和色谱的手性拆分能力以及吸附

容量，因此，用亲和色谱拆分手性化合物的关键是选

择合适的配基［52］。

本研究团队选择的免疫亲和色谱填料为以 CNBr
活化的琼脂糖凝胶 4B 为载体，将人工合成的单克隆

抗体通过连接臂结合在载体上，从而形成。琼脂糖凝

胶作为载体，具有良好的亲水性和稳定性，并且与可

溶性蛋白的非特异性反应小，作为色谱填料基质既可

以在非变性条件下使用，又可以在变性条件下使用，

是目前在免疫亲和色谱应用较多的载体［53］。固定化

的单克隆抗体具有特异性强，灵敏度高，工艺简单，富

集效果好以及环境友好等特点，因此可以利用已经制

备出来的单克隆抗体对不同手性化合物的特异性结

合能力来实现对不同构型手性化合物的拆分。

虽然之前用来拆分手性化合物的色谱填料种类

多样，各有优势，但是随着技术的不断发展，需要不断

创新，开发新型的分离手性化合物的色谱方法，探索

新的色谱填料。有文献表明，利用免疫亲和色谱柱拆

分手性化合物，具有特异性强，快速、简便的显著优 
势［54］。早在 20 世纪初，Landsteiner［55］研究利用 D-
酒石酸抗体来分辨酒石酸的对映异构体，证明抗体能

够分辨手性化合物的立体异构体，这为后来利用抗体

作为色谱填料提供了思路。近年来，研究者开始利用

单克隆抗体与不同手性化合物特异性结合能力不同

的特性来研究拆分手性化合物。但是由于单克隆抗

体的制备工艺较难，并且在前期的检测探索中获得对

手性化合物具有良好分离效果的单克隆抗体更加困

难，因此到现在为止利用单克隆抗体免疫亲和色谱分

离手性化合物的研究鲜有报道。根据目前的文献记

载，利用免疫色谱方法进行手性化合物的研究主要是

在几种手性药物和手性小分子上。

11.1　手性药物的拆分　Ikegawa 等［56］通过免疫获

得了（S）- 布洛芬的抗单克隆抗体，将其与亲和胶结

合，得到了一种新的免疫亲和色谱填料，然后利用此

填料对用（S）- 布洛芬和（R）- 布洛芬修饰的物质

P （RPKPQQFFGGLM-NH2）进行拆分，用水洗脱时， 
（S）- 布洛芬修饰的物质 P 滞留在柱子上，而（R）-
布洛芬修饰的物质跟随水被洗脱出来，从而实现了对

手性布洛芬修饰的物质 P 的分离。Nevanen 等［57］利

用（d）- 二芳烷基三唑单克隆抗体的免疫亲和色谱

填料对（d）- 二芳烷基三唑和（a）- 二芳烷基三唑进

行了分离。Vuolanto 等［58］利用免疫亲和色谱法对芬

罗唑消旋体进行了手性分离。

11.2　手性小分子的拆分　对于小分子方面，本实

验室［59］已经完成了利用人参皂苷 Rh1 的单克隆抗

体对人参皂苷 20（S）-Rg2 亲和力强，而与人参皂苷 
20（R）-Rg2 几乎无亲和力的特点，实现了通过使用

人参皂苷 Rh1 单克隆抗体的免疫亲和柱对人参皂苷

20（S）-Rg2 和人参皂苷 20（R）-Rg2 手性化合物的

分离。并且在实践中又实现了利用人参皂苷 Re 与

琼脂糖凝胶交联的免疫亲和色谱填料对人参皂苷 20
（S）-Rh1 和人参皂苷 20（R）-Rh1 的拆分。

12　展望

随着科学技术的不断发展，人们对手性化合物不

同对映体的生物活性等方面的研究不断深入。目前

拆分手性化合物的色谱技术可以满足分析及一般性

制备拆分的需要，但是大批量手性化合物的拆分依旧

存在一定的局限性，例如手性制备柱的高价格等。同

时，不同种类手性色谱柱的应用范围也比较有限，因

此，不断开发引进新的色谱填料制备手性柱完成手性

化合物的拆分成为研究的必然。在众多拆分手性化

合物的色谱填料中，免疫亲和色谱填料在整个分离过

程中特异性高，操作简便、快速，不需要有机试剂，对

环境友好，可以满足大批量制备等其他色谱填料所不

具有的优势，使其成为拆分手性化合物的一种潜在

的、可行的色谱填料。虽然目前其在手性拆分的过程

中也存在一定的缺陷性，但是它为手性化合物的拆分

提供了一种新的思路与方法，通过与其他技术联用并
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不断改进完善，将来必能呈现其巨大的分离潜力，使

免疫亲和色谱填料应用于拆分手性化合物中，成为一

种具有良好发展前景的色谱填料。
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