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摘要：整体材料由于具有制备简单、传质速度快、低背压、表面易于修饰等优势，

在色谱分离领域中应用非常广泛．为使业界了解国内外对整体材料研制的现
状，对有机聚合物整体材料、硅胶整体材料、有机－无机杂化整体材料三种整体
材料的制备方法及其在蛋白质组学中蛋白质和肽段色谱分离中的应用进行了

综述，指出：与填充柱相比，整体柱的分离柱效仍有待进一步提高，可以从整体

材料的性能，如比表面积、孔径分布、稳定性、亲水性等方面进行改进．利用整体
材料低背压的优势，可制备超长、超细内径毛细管整体柱，有利于微量蛋白质组

学样品的高效分离分析．随着对整体材料制备技术的不断深入研究，整体材料
也将在食品安全、生命科学、环境问题等众多领域发挥更重要的作用．
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ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．

０　引言

整体材料作为材料科学中的一个新概念，

由Ｓ．Ｈｊｅｒｔｅｎ等［１］于１９８９年首先提出，指的是
一种具有双连续结构和双孔径分布的多孔材

料．整体材料具有传质速度快、反压小、易于功

能化修饰且原位合成等优势，在高效液相色谱

等领域应用非常广泛［２］．与填充柱相比，整体材

料因其反压小而易于实现样品的快速分离，并

且可通过制备超长、超细内径的毛细管整体柱，

特别适用于复杂样品的高效、高灵敏度分析．根

据其基质性质的不同，整体材料主要分为有机聚

合物整体材料、纯硅胶整体材料和有机－无机杂
化整体材料三大类［３－４］．本文将针对这三类整体

材料制备方法的研究进展进行系统的介绍，并综

述其在蛋白质组学蛋白质和肽段的色谱分离中

的应用．

１　整体材料的制备方法

１．１　有机聚合物整体材料的制备
有机聚合物整体材料作为一种最早发展起

来的整体材料，具有 ｐＨ耐受范围宽、易于修

饰、功能多样等优点，其制备过程非常简单，只

需将有机单体、交联剂、引发剂和致孔剂组成的

聚合液混合均匀、脱气，然后吸入预先处理过的

毛细管中，在光照、γ－射线或者加热等条件下

引发聚合而成［５－７］，其孔径和通透性可以通过

调节致孔剂的配比来调整．有机聚合物整体材
料的主要缺点是比表面积小、孔径分布不均匀

等．传统的聚合物整体柱主要采用自由基聚合
法［８－１０］制备，而普通的自由基聚合反应过程中

自由基难以控制，形成的聚合物链分子量分布

比较宽，得到的聚合物整体材料孔径分布不均

匀，使分离柱的功效受到影响．近年来发展了一
些新的聚合方法，如活性可控自由基聚合法和

点击化学法［１１］等．
通过活性可控自由基聚合反应可得到分子

量分布域极窄的聚合物及预定结构和序列的嵌

段共聚物和接枝共聚物，这为制备孔结构可控

的有机聚合物整体材料提供了一定的方法［１２］

（见图１）．目前在聚合物整体材料制备中应用
最广泛的活性可控自由基聚合反应有三种：原

子转移自由基聚合（ＡＴＲＰ）、可逆加成－断
裂－转移自由基聚合（ＲＡＦＴ）、开环易位聚合
（ＲＯＭＰ）．Ｚ．Ｃｈｅｎ等［１３］采用十二烷基甲基丙烯

酸酯（ＬＭＡ）作功能单体、ＥＤＭＡ作交联剂、含
磺酸基团的化合物 ＡＭＰＳ提供电渗流，加入自
制的ＲＡＦＴ试剂ＴＴＣ１，制备了Ｃ１２聚合物整体
柱．采用ＲＡＦＴ方法制备的聚合物整体材料的
孔径，比未加 ＲＡＦＴ试剂的普通自由基聚合法
的制备物的孔径更小，且孔径分布更窄．作者还
将该材料成功用于反相电色谱分离，对萘的最
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低理论塔板高度为７．３９μｍ，优于传统自由基
聚合法制备的 Ｃ１２整体柱．Ｓ．Ｈ．Ｌｕｂｂａｄ等［１４］

采用降冰烯片类单体５ｎｏｒｂｏｒｎ２ｅｎｅｍｅｔｈｙｌｂｒｏ
ｍｉｄｅ（ＮＢＥＣＨ２Ｂｒ）和 ｔｒｉｓ（５ｎｏｒｂｏｒｎ２ｅｎｅｍｅ
ｔｈｏｘｙ）ｍｅｔｈｙｌｓｉｌａｎｅ（（ＮＢＥＣＨ２Ｏ）３ＳｉＣＨ３）作反应
单体，在第一代 Ｇｒｕｂｂｓ’催化剂［ＲｕＣｌ２（ＰＣｙ３）２
（ＣＨＰｈ）］作用下进行ＲＯＭＰ反应，成功制备了
阴离子交换整体柱，并应用于双链ＤＮＡ片段的
分离．此外，他们还采用这两种单体在３００μｍ
内径柱管中制备了整体柱，并衍生上强阴离子

交换基团，在９ｍｉｎ内实现了７种５－磷酸寡脱
氧胸苷酸片段的快速分离［１５］．虽然该方法扩展
了有机整体柱的制备途径，但其进一步的发展

和应用受到了单体种类有限和引发剂昂贵因而

不易获取等因素的制约．
基于“巯基”的点击化学反应由于反应效

率高且无需重金属催化，逐渐被应用于制备有

机聚合物整体柱．Ｚ．Ｌｉｕ等［１６］利用两端带炔基

的１，７ｏｃｔａｄｉｙｎｅ（ＯＤＹ）与含多巯基的化合物
（１，６ｈｅｘａｎｅｄｉｔｈｉｏｌ，２ＳＨ或ｐｅｎｔａｅｒｙｔｈｒｉｏｌｔｅｔｒａｋｉｓ
（３ｍｅｒｃａｐｔｏｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ），４ＳＨ），分别采用二甘醇
二乙醚ＤＥＧＤＥ／四氢呋喃ＴＨＦ和ＤＥＧＤＥ／ＰＥＧ
２００作致孔剂，通过光引发的“巯基 －炔”点击
聚合反应制备了两种有机聚合物整体柱．所制

备有机整体柱在 ＣＬＣ分离中展现出了良好的
色谱分离能力，其对苯系物的最高分离柱效可

达１０００００Ｎ／ｍ．Ｈ．Ｌｉｎ等［１７］利用含多环氧基

的ｔｅｔｒａｐｈｅｎｙｌｏｌｅｔｈａｎｅｇｌｙｃｉｄｙｌｅｔｈｅｒ（ＴＰＥＧＥ）与
含多巯基的化合物（２ＳＨ或 ４ＳＨ），在 ＤＭＳＯ／
ＰＥＧ２００／Ｈ２Ｏ三元致孔剂体系中，通过碱催化
热引发的“巯基－环氧”点击化学反应，制备了
大孔径分布均匀的反相聚合物整体柱，其对苯

系物的最高柱效可达１３２０００Ｎ／ｍ，对复杂的
环境样品ＥＰＡ６１０亦具有较好的分离能力．

目前聚合物整体材料的制备方法较多且各

具特色，它们却有个共同的缺点，即所制备的整

体柱介孔和微孔含量很少甚至不含，比表面积

很小，导致其样品负载量小，大部分材料对小分

子的分离柱效低，限制了聚合物整体材料在样

品预处理（如富集）和色谱领域的进一步应用．
为了解决这些难题，目前主要发展了以下几种

策略．
一种策略是对有机整体柱进行超交联

（Ｈｙｐｅｒｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ）［１８－１９］：采用氯化铁催化下
的傅－克烷基化反应，在１，２－二氯乙烷溶剂
中对聚（甲基苯乙烯 －ｃｏ－氯甲基苯乙烯 －
ｃｏ－ＤＶＢ）预聚整体柱进行超交联化处理，使其
比表面积从原来的３２ｍ２增加到了６００ｍ２，大

图１　传统自由基聚合法与活性可控自由基聚合法制备整体材料的比较

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａ）ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｉｎａｓｏｌｖｅｎｔｌｅａｄｉｎｇｔｏ

ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇａｎｄｂ）ｌｉｖｉｎｇｒａｄｉｃａｌｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｌｅａｄｉｎｇｔｏｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ
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大改善了小分子及肽段的分离效果，测得苯系

物的柱效大于８００００Ｎ／ｍ，细胞色素 ｃ酶解产
物也在该柱上得到了较好的分离（序列覆盖率

可达９３％）［２０］．此外，这种超交联化处理不仅
可以提高有机整体柱的比表面积（柱容量）和

分离柱效，而且还可以为整体柱提供更多的可

修饰位点，显著提高其后续衍生的功能基团的

负载量．
另一种策略是在有机聚合物整体柱中或其

表面添加纳米材料，利用后者比表面积大等特

殊的物理、化学性质来改善有机整体柱的分离

性能．Ｙ．Ｘｕ等［２１］为了增大整体材料的比表面

积，预先对含有环氧基的聚合物整体材料表面

进行巯基化，进一步固载上金纳米颗粒，用于选

择性富集和分离含半胱氨酸的肽段；进一步修

饰上功能基团，如Ｃ１８链或磺酸基团，可用于毛
细管电色谱分离和高效液相色谱分离．Ｓ．Ｄ．
Ｃｈａｍｂｅｒｓ等［２２］在制备 Ｐｏｌｙ（ＧＭＡＥＤＭＡ）整体
材料时，向聚合体系中加入含富勒烯 Ｃ６０的单
体，制备的 Ｐｏｌｙ（Ｃ６０ＧＭＡＥＤＭＡ）毛细管整体
柱对小分子的柱效，比Ｐｏｌｙ（ＧＭＡｃｏＥＤＭＡ）柱
高１８倍，当线速度为０．４６ｍｍ／ｓ时，柱效可达
８６００Ｎ／ｍ，保留因子２．６（见图２）．此外，羟基
磷灰石、纳米材料、硅胶杂化微球、石墨烯和金

属有机骨架材料 ＭＯＦｓ（ＭｅｔａｌＯｒｇａｎｉｃＦｒａｍｅ
ｗｏｒｋｓ）［２３－２７］等，都已被成功应用于制备有机聚
合物整体柱，不仅在一定程度上改善了整体柱

的分离效果，还赋予整体材料全新的分离功能．
Ｍ．Ｓｅｏ等［２８］发展了一种模板剂牺牲法，制

备出比表面积大、介孔分布均匀且具有多级孔

结构的有机聚合物整体柱：首先向４－氯甲基
苯乙烯（ＶＢｚＣｌ）和 ＤＶＢ的共聚体系中加入带
链转移功能的聚乳酸 ＰＬＡ，经过 ＲＡＦＴ聚合反
应形成 ＰＬＡｂＰ（ＶＢｚＣｌｃｏＤＶＢ）聚合物；利用
ＰＬＡ在碱性条件下容易降解的特性，将聚合物
中的ＰＬＡ链段刻蚀掉，形成含有介孔的聚合
物；向聚合物中加入ＦｅＣｌ３进行超交联反应，形

图２　Ｐｏｌｙ（ＧＭＡＥＤＭＡ）整体柱修饰Ｃ６０

前后对小分子的分离色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ

Ｐｏｌｙｃｏｌｕｍｎｔｏｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｂｅｆｏｒｅａｎｄ

ａｆｔｅｒｍｏｄｉｆｙｉｎｇＣ６０

成含有微孔的聚合物，比表面积大于６００ｍ２／ｇ；
通过调节 ＰＬＡ的相对分子量可对该材料的介
孔在６～１５ｎｍ之间进行精确控制．此方法最大
的不足之处是制备的聚合物不含大孔结构，无

法用于色谱分离．在此基础上，Ｓ．Ａ．Ｓａｂａ等［２９］

以Ｓｔ和 ＤＶＢ作单体，ＰＥＯ作致大孔模板剂兼
相分离诱发剂，加入ＰＬＡＣＴＡ进行ＲＡＦＴ聚合
反应，形成ＰＬＡｂＰ（ＳｃｏＤＶＢ）聚合物；将材料
中的ＰＥＯ冲洗干净，再用碱刻蚀掉 ＰＬＡ，成功
制备出既含介孔又含大孔的多级孔聚合物整体

材料．这种方法目前尚未有实际应用，但其为介
孔有机聚合物整体柱的发展提供了新的思路和

新的方向．
１．２　纯硅胶整体材料的制备

尽管有机聚合物整体材料合成方法多样，

但其合成物仍然存在机械强度低、易溶胀且孔

径难以控制等缺点．硅胶整体柱因其具有有机
整体柱无法取代的一些优势，如比表面积大、通

孔和介孔尺寸可以独立调控、机械强度高、柱效

高，也具有很广泛的应用．目前硅胶整体材料由
四甲（乙）氧基硅烷的溶胶 －凝胶反应制备而
得，孔径调节主要有如下两种方法．

一种是扩孔法．这是最传统最经典的硅胶
整体柱制备方法，其基本流程为：采用聚乙二醇

·４·
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和醋酸溶液分别作模板剂和催化剂，先将四烷

氧基硅烷在冰浴中下搅拌水解形成均一透明的

溶胶，进一步升温至４０℃进行缩聚形成凝胶，
再加入氨水在一定温度下制备介孔，最后经干

燥、灼烧制成硅胶整体柱．在硅胶整体柱的制备
过程中，诸如反应温度、催化剂和表面活性剂等

因素都会对其形貌产生重要影响．通过改变
ＰＥＧ和硅烷试剂的比例可以调节通孔及材料骨
架的尺寸，通过调节氨水的浓度、扩孔时间和温

度可控制介孔的大小．１９９６年，Ｈ．Ｍａｉｒａｔｕｃｈｉ
等［３０］首次使用该法成功制备了棒状硅胶整体

柱，用十八烷基二甲基 －（Ｎ，Ｎ－二乙基氨基）
硅烷进行化学修饰后，可用作反相高效液相色

谱固定相．目前这种硅胶整体柱已实现商品化，
如 Ｍｅｒｃｋ公司的硅胶整体柱 ＣｈｒｏｍｏｌｉｔｈＰｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅＲＰＣ１８，ＳｉｌｉｃａＲＯＤ等．采用扩孔法制
备硅胶整体材料很容易控制通孔和介孔尺寸，

但其操作步骤繁琐、重现性差．
随着材料科学的发展，一些研究者采用模

板法“一步”合成硅胶整体材料．该方法主要是
通过模板剂的自组装来驱动溶液相的四烷氧基

硅烷，进行微相分离，之后水解聚合而成，一般

所使用的模板剂包括离子型表面活性剂如十六

烷基三甲基溴化胺（ＣＴＡＢ）、十六烷基氯化铵
（ＣＴＡＣ）等，以及非离子型表面活性剂如三嵌
段聚醚（Ｐ１２３，Ｆ１２７，Ｆ１０８）、聚乙二醇（ＰＥＧ）
等．如表１所示，以 ＴＭＯＳ或 ＴＥＯＳ作硅源，采
用不同的模板剂体系，在一定的酸催化中可以

制备出具有连通大孔结构和有序介孔结构的硅

胶整体材料．Ｊ．Ｓｍｔｔ等［３１］使用双模板法，采用

ＰＥＧ和ＣＴＡＢ作为模板剂分别控制颗粒聚集和
内部结构，合成了具有三级孔结构的硅胶整体

材料．控制整体材料形成过程中相分离和凝胶
动力学参数，可以得到连通大孔结构及颗粒间

隙造成的１０～２０ｎｍ的骨架介孔；由于模板剂
的超分子模板作用，形成了２～４ｎｍ的内部介
孔．Ｈ．Ｚｈｏｎｇ等［３２］采用 Ｐ１２３作为模板剂和相
分离诱导剂，无机酸（如醋酸、硝酸、盐酸和硫

酸等）溶液作为催化剂，加入少量无机盐

（ＮａＣｌ，ＮａＮＯ３等）合成了具有连通大孔和有序
介孔的多级孔结构硅胶整体柱；系统地考察了

模板剂Ｐ１２３、酸催化剂种类和浓度及无机盐添
加剂对整体材料的影响，并将制备的硅胶整体

柱经Ｃ１８修饰后用于反相色谱固定相．
１．３　有机－无机杂化整体材料的制备

与有机聚合物整体材料和纯硅胶整体材料

相比，有机－无机杂化整体材料兼具两者的优
势，例如稳定性好、比表面积大等，而且在一定

程度上克服了两者的缺点，因此对其合成方式

及应用方面的研究是整体材料发展的一个重要

方向．经过多年的研究，目前已经发展出了多种
有机－无机杂化整体柱的制备方法，主要有溶
胶－凝胶法、“一锅法”及基于 ＰＯＳＳ单体和桥
联硅氧烷的制备方法等．

最常用的也是最传统的方法为“溶胶 －凝
胶法”，这种方法比较简单（见图３）．其一般采
用四烷氧基硅烷（ＴＭＯＳ或 ＴＥＯＳ）与端基含有
机官能团的三烷氧基硅烷Ｒ′Ｓｉ（ＯＲ）３，在酸性

表１　模板法制备硅胶整体柱相关文献与结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｌｅｖａｎｔｌｉｔｅｒａｔｕｒｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｅｍｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄｏｆｐｒｅｐａｒｉｎｇｖｉａｓｏｌｇｅｌｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

文献 前驱体／溶剂／添加剂 模板剂 比表面积／（ｍ２·ｇ－１） 大孔／μｍ 介孔／ｎｍ
［３３］ ＴＭＯＳ／ＨＮＯ３／Ｈ２Ｏ Ｐ１２３／ＴＭＢ ６５６ ０．６ ６．２０
［３４］ ＴＥＯＳ／ＨＮＯ３／Ｈ２Ｏ ＰＥＯ ２１１ １５．０ ２８．００
［３５］ ＴＭＯＳ／ＨＡｃ／Ｈ２Ｏ Ｐ１２３ ６９９ ２．４ ８．９０
［３６］ ＴＭＯＳ／ＦＡ ＰＥＯ／Ｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄ（ＢＭＩＭＴＦＳＩ） ６８２ ０．５ １４．００
［３７］ ＴＥＯＳ／ＨＣｌ／Ｈ２Ｏ／Ｅｔｈａｎｏｌ Ｆ１２７／Ｐｏｌｙ（ｆｕｆｕｒｙｌａｌｃｏｈｏｌ） ５００～９８５ — ３．００～１５．００
［３８］ ＴＭＯＳ／ＨＡｃ／Ｈ２Ｏ Ｆ１２７／ＰＥＧ ６３１ — ６．４０
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图３　端基含有机官能团的硅源与ＴＭＯＳ／ＴＥＯＳ

共聚制备杂化整体材料

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ（ｄｉｒｅｃｔｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）

ｅｍｐｌｏｙｉｎｇＴＭＯＳ／ＴＥＯＳａｎｄａｔｅｒｍｉｎａｌ

ｔｒｉａｌｋｏｘｙｏｒｇａｎｏｓｉｌａｎｅａｓｍｉｘｅｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓｆｏｒｔｈｅ

ｏｒｇａｎｉｃｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａｐｈａｓｅｓ

或者碱性催化的条件下经水解、缩聚而

成［３９－４１］．常见的带有功能基团的硅烷化试剂有
辛基－三乙氧基硅烷（Ｃ８ＴＥＳ）、苯基三乙氧基
硅烷（ＰＴＥＳ）、乙烯基三甲氧基硅烷（ＶＴＭＳ）、氨
丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）、巯丙基三甲氧基
硅烷（ＭＰＴＭＳ）等．不过，由于上述硅烷化试剂
性质上的差异，各自制备杂化整体柱的步骤也

会有所不同．Ｈ．Ｃｏｌóｎ等［４２］在传统硅胶整体柱

制备方法的基础上进行改进，采用端基含有双

键的三烷氧基硅烷和四甲氧基硅烷作为硅源，

在ＰＥＧ／０．０１ｍｏｌ醋酸／尿素体系中进行一步水
解缩聚，制备出含烯丙基活性基团的杂化整体

柱基质．然后分别通过自由基聚合反应和氢化
硅烷化反应对整体柱进行后修饰，成功制备出

的Ｃ８－杂化整体柱和苯基杂化整体柱，在反相
保留能力和 ｐＨ耐受性上均有显著提高．也有
不少文献报道，在同样的体系下将 ＡＴＭＳ替换
为乙烯基三甲氧基硅烷（ＶＴＭＳ）或者巯丙基三
甲氧基硅烷（ＭＰＴＭＳ），可制备出带有乙烯基或

者巯基活性基团的杂化整体柱．然而，这种在水
溶液中弱酸条件下催化的“一步法”，一般只适

用于所带有机官能团链比较短且单体水解后水

溶性较好的硅烷化试剂，如 ＡＴＭＳ，ＶＴＭＳ和
ＭＰＴＭＳ等．对于水溶性较差的单体如 Ｃ８ＴＥＳ
和ＰＴＥＳ等，则因其水解液难以形成均一、澄清
的溶液，无法得到形貌均匀的杂化整体柱．针对
这一问题，出现了基于有机体系的“一步法”和

“两步法”制备杂化整体柱．Ｌ．Ｙａｎ等［４３］采用

ＴＥＯＳ与３－氨丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）作
为前驱体，其中ＡＰＴＥＳ既作为功能单体又作交
联剂，以表面活性剂ＣＴＡＢ为致孔剂、乙醇为溶
剂，进行“一步法”溶剂 －凝胶共聚，合成了带
有氨丙基官能团的杂化硅胶整体柱，其中

ＣＴＡＢ的加入可以有效提高整体材料结构的均
一性．利用材料整体柱表面丰富的氨基官能团，
一方面可为 ＣＥＣ提供离子交换作用位点并产
生反向电渗流，在弱阴离子交换（ＷＡＸ）ＣＥＣ
模式下，可用于分离有机酸、核苷酸和灵芝提取

物等样品；另一方面利用氨基和戊二醛之间的

反应，可在其表面修饰上各种功能基团，如

Ｊ．Ｍａ等［４４］修饰Ｔｒｙｐｓｉｎ制备了微型胰蛋白酶反
应器；Ｃ．Ｈｏｕ等［４５］修饰氨甲基膦酸，进而又螯

合Ｔｉ４＋制备了金属离子亲和色谱（ＩＭＡＣ）柱；
Ｎ．Ｄｅｎｇ等［４６］修饰核酸适配体（ａｐｔａｍｅｒ）用于选
择性富集α－凝血酶．
２００９年，Ｍ．Ｗｕ等［４７］首次提出了一种名为

“一锅法”的制备有机 －硅胶杂化整体柱的新
技术，该方法自出现后便得到了广泛的应用，其

过程如图４所示．该法采用 ＰＥＧ和尿素作模板
剂，醋酸溶液作催化剂，首先在冰浴条件下将硅

烷化试剂ＴＭＯＳ和ＶＴＭＳ搅拌至完全水解形成
透明溶液．然后向水解液中加入一定量有机
（功能）单体和反应催化剂或引发剂（如 ＡＩＢＮ
等），经过两步升温处理，先在较低温度下水浴

进行缩聚，形成带有可修饰功能基团的硅胶整

体柱基质；然后在较高温度下将有机（功能）单
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图４　“一锅法”制备杂化整体柱示意图

Ｆｉｇ．４　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｏｆｏｒｇａｎｉｃｍｏｎｏｍｅｒｓｗｉｔｈａｌｋｏｘｙｓｉｌａｎｅｓ

ｆｏｒｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｒｇａｎｉｃｓｉｌｉｃａｈｙｂｒｉｄｍｏｎｏｌｉｔｈ

体键合到硅胶基质，形成杂化整体柱的有机表

面．该方法的显著优势是可以根据特定的分离
需求随意变换不同的有机（功能）单体来对杂

化整体柱进行个性化定制．针对不同性质的有
机单体，该研究组发展了不同的反应体系，进一

步拓展了“一锅法”制备杂化整体柱的适用

范围．
针对水溶性较好的有机功能单体，有研究

者发展了水溶液体系“一锅法”．该体系由水、
ＰＥＧ和尿素组成．Ｚ．Ｚｈａｎｇ等［４８］将有机单体替

换为甲基丙烯酸－３－磺酸丙酯钾盐，制备了一
种具有强阳离子交换（ＳＣＸ）功能的杂化整体
柱，柱容量比商品化的 ＳＣＸ填充柱提高了近
３倍，对磷酸化肽具有较强的富集能力．

针对一些中等疏水性单体，有研究者发展

了一种有机 －水溶液体系“一锅法”制备杂化
整体柱的方法，该体系由水、甲醇、Ｎ，Ｎ－二甲
基甲酰胺（ＤＭＦ）和 ＣＴＡＢ组成，克服了之前水
溶液体系对疏水单体溶解能力不足的缺点．采
用该新制备体系，Ｚ．Ｚｈａｎｇ等［４９］将 ＴＭＯＳ，
ＶＴＭＳ，甲醇，ＤＭＦ，水，ＣＴＡＢ，氨水，ＡＩＢＮ和手
性有机功能单体单（６Ａ－Ｎ－烯丙基胺 －６Ａ－
去氧）－全苯基甲酸酯－β－环糊精（ＰｈβＣＤ）
混合均匀，再进一步升温加热，制备了ＰｈβＣＤ－
手性杂化整体柱，并成功地对１３种手性对映体
进行了拆分．此外，他们还分别以甲基丙烯酸正
丁酯 （ＢｕＭＡ）［５０］ 和 甲 基 丙 烯 酸 苄 基 酯
（ＢｅＭＡ）［５１］为有机单体，成功制备了Ｃ４－和苯
基－杂化整体柱，并用于蛋白质组学的分离
分析．

针对疏水性较强的有机单体，有研究者发

展了一种无水体系“一锅法”制备杂化整体柱

的方法，该体系由乙腈和甲酸或醋酸及致孔剂

如十二醇组成．Ｚ．Ｚｈａｎｇ等［５２］采用这种新型的

无水体系“一锅法”，以甲基丙烯酸十二烷基酯

（ＬＭＡ）和甲基丙烯酸十八烷基酯（ＳＭＡ）为有
机单体分别制备Ｃ１２－和Ｃ１８－杂化整体柱，并
用于分离苯系物、苯酚类、苯甲酸类、苯胺类、

ＰＡＨｓ、蛋白混合物和蛋白酶解液，两种整体柱
均表现出较高的分离柱效和较强的分离能力．

此外，多面体寡聚倍半硅烷，ＰＯＳＳ（Ｐｏｌｙ
ｈｅｄｒａｌＯｌｉｇｏｍｅｒｉｃＳｉｌｓｅｓｑｕｉｏｘａｎｅｓ）是一类内部核
由硅和氧组成，外部为有机官能团的新型笼状

化合物．ＰＯＳＳ分子尺寸在１～３ｎｍ之间，其经
验结构式为Ｒｎ（ＳｉＯ１．５）ｎ，其中Ｒ代表其分子外
部的一系列有机官能团，ｎ则是大于或等于４
的偶数［５３－５４］．ＰＯＳＳ分子由于具有 ｐＨ稳定性
好、耐高温、抗氧化、化学修饰性强等特性，目前

已被视为硅烷化试剂的一种理想的替代试剂，

被应用于杂化整体柱的制备．Ｈ．Ｌｉｎ等［５５］将带

８个环氧基团的 ＰＯＳＳ试剂（ＰＯＳＳｅｐｏｘｙ）分别
与３种多巯基化合物进行巯基－环氧点击聚合
反应，成功制备了３种ＰＯＳＳ－杂化整体柱，其
具有非常均一、规整的三维网状骨架结构，对多

种小分子化合物和复杂样品均可实现高效色谱

分离，最高柱效分别达１８２７００Ｎ／ｍ．此外，他
们以含有８个甲基丙烯酸酯基团的 ＰＯＳＳ试剂
（ＰＯＳＳＭＡ）与多巯基化合物膦催化的巯基 －
甲基丙烯酸酯为原料，用点击聚合反应制备了

３种ＰＯＳＳ－杂化整体柱，其对小分子化合物最
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高分离柱效亦可达 １９５０００Ｎ／ｍ［５６］．Ｈ．Ｚｈａｎｇ
等［５７］基于 ＰＯＳＳＭＡ试剂，采用“一锅法”制备
了Ｃ１８反相整体柱，其在 ０．３３ｍｍ／ｓ的线速度
下对苯系物的分离柱效在６００００～７３５００Ｎ／ｍ
之间．Ｚ．Ｌｉｕ等［５８］则采用带环氧基团的 ＰＯＳＳ
试剂（ＰＯＳＳｅｐｏｘｙ）与含两个氨基的胱胺二盐酸
盐作反应单体，利用开环聚合反应制备出ＰＯＳＳ－
杂化整体柱，再将双硫键还原成自由巯基，进一

步利用点击聚合反应分别修饰 Ｃ１８，苯基和两
性离子后用于毛细管色谱分离．以上体系制备
的ＰＯＳＳ－杂化整体材料虽然柱效较高，但材料
均无介孔结构且比表面积很小（＜１０ｍ２／ｇ），导
致柱容量较低，不利于复杂样品的高效分析．

近年来，发展起来一种桥键型有机 －无机
介孔材料ＰＭＯｓ（ＰｅｒｉｏｄｉｃＭｅｓｏｐｏｒｏｕｓＯｒｇａｎｏｓｉｌｉ
ｃａｓ）［５９］，其制备流程如图５所示．

图５　ＰＭＯｓ介孔材料的制备流程图

Ｆｉｇ．５　ＧｅｎｅｒａｌｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｔｏＰＭＯｓ

ＰＭＯｓ是以带有桥键型有机基团的有机硅

化合物（ＲＯ）３Ｓｉ—Ｒ’—Ｓｉ（ＯＲ）３（Ｒ’为有机基

团）为硅源、十六烷基三甲基溴化胺（ＣＴＡＢ）或

三嵌段聚醚（Ｐ１２３或 Ｆ１２７）等作为模板剂，经

过共水解缩聚合成的一种新型多孔材料．将有

机官能团以桥联形式键入杂化材料骨架中，可

以使材料具有一些独特的性质，如功能基团含

量高且分布均匀，还可以很方便地通过改变功

能团调节材料的理化性质．此外，ＰＭＯｓ材料比
表面积大、孔径分布均匀，其每个硅原子与有机

基团直接相连，相对介孔硅胶材料而言，其表面

存在的Ｓｉ—ＯＨ更少，可减少对样品的非特异性
吸附，在色谱固定相中有很大的应用前

景［６０－６１］．ＰＭＯｓ桥键型杂化材料的出现为有机－
无机杂化整本材料的研究注入了新的活力并带

来新的契机．Ｋ．Ｎａｋａｎｉｓｈｉ等［６２］基于相分离和

溶胶－凝胶过程机理，制备了乙基桥键型杂化
硅胶整体材料．该材料具有连通的大孔结构和
高度有序的介孔结构；向模板体系Ｐ１２３中添加
一定量的三甲苯（ＴＭＢ）有助于材料形成长程
有序的介孔结构．Ｏ．Ｂｒａｎｄｈｕｂｅｒ等［６３］采用乙二

醇预先对苯基桥联的硅烷（１，４－双（二甲基硅
烷基）苯，ＢＴＥＢ）进行改性作为硅烷前驱体，以
Ｐ１２３为模板剂，在中等酸性的溶液中合成了苯
环桥键的杂化整体材料．该材料比表面积为
５００ｍ２／ｇ，具有连通的大孔、高度有序的介孔和
微孔的三级孔结构，并且孔壁中的苯环基团是

分子有序的．Ｈ．Ｚｈｏｎｇ等［６４］将 ＴＥＯＳ和 ＢＴＥＢ
进行溶胶 －凝胶共缩聚，以 Ｐ１２３／ＴＭＢ为模板
体系，制备了孔径分布均匀、骨架中部分含桥联

苯基结构的杂化整体材料．然而，由于制备方法
复杂，目前这几种 ＰＭＯｓ杂化整体柱均尚未用
于色谱分离．

２　整体材料在蛋白质组分析中的应用

目前，蛋白质组学研究主要包括 Ｔｏｐｄｏｗｎ
和Ｂｏｔｔｏｍｕｐ两大策略．Ｔｏｐｄｏｗｎ策略首先要

求样品在蛋白质水平进行分离，再采用质谱对

蛋白质直接进行分析鉴定．而Ｂｏｔｔｏｍｕｐ策略则

是先将样品中的蛋白质进行酶解形成肽段，再

对所得的肽段进行分离，最后采用质谱进行分

析鉴定．因此，对于复杂样品中蛋白质组的分

析，蛋白质和肽段的分离至关重要．近年来，整

体材料由于其独特的双连续结构和双孔分布结

·８·
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构而深受蛋白质组学研究者们的喜爱，广泛用

于蛋白质和肽段的分离．

２．１　在蛋白质分离中的应用
有机聚合物整体柱比表面积很小（只有几

ｍ２／ｇ），具有比较简单的孔结构（一般只含有

μｍ级的通孔）和优良的渗透性及传质速率，生

物相容性好且非特异性吸附小，常被用于蛋白

质的快速分离．Ｔ．Ｊ．Ｃａｕｓｏｎ等［６５］对商品化的

Ｃ１８反相硅胶整体柱和 ｐｏｌｙ（ＳｔｃｏＤＶＢ）有机

聚合物整体柱的色谱分离效果进行比较发现，

硅胶整体柱用于小分子苯系物的快速分离更有

优势，而孔结构简单比表面积小的有机聚合物

整体柱则更有利于蛋白质的快速分离．Ｌ．Ｂａｉ

等［６６］采用原子转移自由基聚合法，以甲基丙烯

酸甲酯为单体，乙烯基酯树脂为交联剂，十二

醇／离子液体（１－丁基－３－甲基咪唑氯盐）为

致孔剂，ＣＣｌ４为引发剂，ＦｅＣｌ２为催化剂，制备

了大孔结构均匀的有机聚合物整体柱，用于鸡

蛋清中溶菌酶高分辨率的快速分离．

利用有机聚合物整体材料不易收缩的优

势，Ｊ．Ｃ．Ｍａｓｉｎｉ等［６７］采用自由基聚合法在

２．１ｍｍ内径的柱管中合成了 Ｐｏｌｙ（ＧＭＡｃｏ

ＥＤＭＡ）有机整体柱，并在其表面修饰功能基团

亚氨基二乙酸（ＩＤＡ），然后将该柱用于阳离子

交换顺序注射色谱中，５μＬ·ｓ－１流速下成功地

对４种蛋白质（肌红蛋白、核糖核苷酶 Ａ、细胞

色素ｃ和溶菌酶）进行了分离，且分离重现性

很好．

Ｐ．Ｓｉｍｏｎｅ等［６８］采用 γ－射线引发法制备

了反相聚甲基丙烯酸酯类整体柱Ｐｏｌｙ（ＬＭＡｃｏ

ＨＤＤＭＡ），得益于该整体柱优异的通透性，制备

了５５ｃｍ的长柱（ｉ．ｄ．２５０μｍ）并用于完整蛋白

质的分离，其峰容量超过１０００，并成功用于毛

细管液相色谱 －高分辨质谱（ｃＬＣＨＲＭＳ）分

析，对９个标准蛋白混合物及复杂样品小鼠肠

道菌裂解液都获得了很好的分离效果．

除了有机聚合物整体柱，也有研究者发展

了硅胶杂化整体柱用于蛋白质的分离．Ｚ．Ｌｉｕ

等［６９］将３种ＰＯＳＳ－杂化硅胶整体柱（Ｃ４，Ｃ１８

及Ｃ１２）分别用于完整蛋白质的分离，得到较好

的分离效果及重现性，利用整体柱的高渗透性，

其在 ２．５ｍｉｎ内实现了 ７种蛋白质的快速

分离．

蛋白质的毛细管液相色谱分离效果不仅与

分离材料基质性质有关，色谱柱内径也有较大

的影响．Ｉ．Ｎｉｓｃｈａｎｇ等［７０］在不同内径毛细管

（１０μｍ，２５μｍ和５０μｍ）中合成了 Ｃ４－聚合

物整体柱（Ｐｏｌｙ（ＢｕＭＡｃｏＥＤＭＡ）），发现在相

同的线速度和流动相梯度条件下，蛋白质在不

同内径毛细管整体柱中的保留时间相同，但内

径越小、蛋白质峰越窄、灵敏度越高．

２．２　在肽段分离中的应用
整体材料作为非常重要的一类色谱固定

相，具有制备简单、反压小且传质速度快等优

势，不仅可以实现样品的快速分析，还可通过增

加柱长，提高分离柱效，通过减小毛细管柱内

径，增加分析灵敏度，这对于蛋白质组学中肽段

的分离具有很大的意义．Ｘ．Ｊｉａｎｇ等［７１］利用长

２０ｃｍ，内径１００μｍ的Ｐｏｌｙ（ＬＭＡｃｏＥＤＭＡ）整

体柱实现了 ｎａｎｏＲＰＬＣＭＳ／ＭＳ自动化平台的

构建，并对酵母蛋白酶解产物和鼠肝蛋白酶解

产物进行了高通量分离．Ｍ．Ｈ．Ｖ．Ｄ．Ｍｅｅｎｔ

等［７２］将 ｎａｎｏＨＰＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ系统用于肽段

的分离鉴定，并通过考察毛细管整体柱的长度

和色谱分离梯度的影响，发现色谱柱越长，分离

梯度越长，所得峰容量、肽段鉴定数目和蛋白质

序列覆盖率越高．Ｓ．Ｅｅｌｔｉｎｋ等［７３］分别以５ｃｍ，

２５ｃｍ和１ｍ（内径为２００μｍ）长的Ｐｏｌｙ（Ｓｔｃｏ

ＤＶＢ）整体柱对大肠杆菌样品进行分析，结果发

现 ５ｃｍ长的整体柱最高峰容量为 ４００，而

２５ｃｍ长的整体柱最高峰容量为４８５，当整体柱

延长至１ｍ长时，其在１０ｈ分离梯度下峰容量
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最高可达１０３８，这充分证明延长柱长可有效增

加峰容量、提高色谱分离能力．

整体材料除了作为反相色谱固定相应用于

肽段分离以外，还可以作为亲水相互作用色谱、

离子交换色谱等固定相．Ｋ．Ｈｏｒｉｅ等［７４］在其前

期工作中，基于纯硅胶整体柱制备了 Ｃ１８超长

反相硅胶整体柱，并成功用于肽段的分离鉴定，

近期他们制备了４ｍ长的超长亲水硅胶整体

柱，最高柱效可达 ３×１０５Ｎ／ｍ，并成功用于

ＨｅＬａ细胞酶解产物的 ｎａｎｏＨＰＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ

分离分析，所得的蛋白质和肽段鉴定数目与超

长反相整体柱相当．Ｘ．Ｃｈｅｎ等［７５］以二［２－（甲

基丙烯酰氧基）乙基］磷酸（ＢＭＥＰ）作交联剂和

功能单体，采用光引发自由基聚合法制备了磷

酸功能基团含量很高的阳离子交换整体柱，其

对溶菌酶的富集容量高达７３ｍｇ／ｍＬ，对肽段的

分离柱效可达５２９００Ｎ／ｍ，且在３０ｍｉｎ分离梯

度内峰容量为２８．

３　展望

尽管有越来越多的文献报道用不同方法制

备多种多样的整体材料，但与填充柱相比，整体

柱的分离柱效仍有待进一步提高，可以从整体

材料的性能，如比表面积、孔径分布、稳定性、亲

水性等方面进行改进．此外，利用整体材料低背

压的优势，可制备超长、超细内径毛细管整体

柱，有利于微量蛋白质组学样品的高效分离分

析．随着对整体材料制备技术的不断深入研究，

整体材料也将在食品安全、生命科学、环境保护

等众多领域中扮演重要的角色．
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