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一、中文摘要 

本報告，是針對以逆流層析儀對於銀奈米粒子進行連續萃取，以粒子的大小來進行分離。

我們在親水性的銀奈米粒子的表面修飾羧酸根負電荷，將銀奈米粒子水溶液注入逆流層析

儀分離管柱之後，再將含有四級氨鹽(TOAB)的有機溶液(甲苯/己烷體積比為1)做為動相沖

提，銀奈米粒子與四級氨鹽產生的離子對化合物的水溶性極低，使得奈米粒子會從水中轉

而進入有機溶液，此相轉移的過程與奈米粒子的大小有關，較小的奈米粒子會更容易地進

入有機溶液，藉此可分離不同大小的粒子，此萃取之訊號圖譜類似一般的逆流層析圖。經

過掃瞄式電子顯微鏡觀測後，以含有20 μM TOAB的有機相作為動相的分離結果與奈米粒子

的回收率比較好，尤其對於較小的奈米粒子的分離。此研究中，成功地應用界面活性劑的

動相與靜相系統於逆流層析儀來分離奈米粒子。此外，我們在單一相之逆流層析中，探討

大小分子層析峰之形狀和帶寬，對於逆流層析之特性提供新的資訊。 

 

英文摘要 

Size separation of silver nanoparticles was investigated in a counter-current chromatograph (CCC) 

based on continuous extractions. Carboxylate anions were modified on silver nanoparticles to 

produce water-soluble nanoparticles. The water-dispersible nanoparticles were readily transferred 

to an organic phase (toluene/ hexane = 1:1, v/v) with the presence of the phase transfer catalyst, 

tetraoctylammonium bromide (TOAB), due to formation of ion-pair adducts formed by the silver 

nanoparticle anions and tetraoctylammonium cations. It was found that smaller nanoparticles 

were more easily transferred to the organic phase than larger nanoparticles. Various 

concentrations of TOAB in the organic elution phase were investigated in the CCC extraction 

experiments. The extraction signal of nanoparticles was recorded and the fractions of the effluent 

were collected. It appeared that 20 μM of TOAB was an adequate concentration to achieve 

optimum separation and recovery in the CCC experiments. Particle size distributions, studied 

using scanning electron microscopy, were found much narrower than those obtained using 

batch-type extractions, especially for smaller nanoparticles. In addition, we studied analytes of 

different molecular weights in a single phase CCC. The results provided new information of the 

characteristics in CCC. 

 

關鍵詞 

逆流層析儀、分離銀奈米粒子、連續萃取、層析峰帶寬、擴散 

 

二、報告內容 

(1) 前言 

逆流層析(countercurrent chromatography，CCC)是一種無固體支撐物的液相-液相分離技

術，目前已被廣泛使用在中草藥的分離，能製備大量的中草藥標準品對於醫學研究，藥物

開發、以及科學中藥的法令制定有相當大的幫助，除了中草藥的製備之外，逆流層析在對

於食品成分、金屬離子以及生化分子的分離製備上，也具有相當大的貢獻。但是在對於一
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些親水性大分子的分離，像是蛋白質、親水性的奈米粒子等，因為這些物質極為親水，幾

乎不溶於有機相，所以無法使用傳統的有機相-水相溶劑系統分離，必須尋找出合適的動、

靜相組成才能做有效的分離。 

 

(2) 研究目的 

    近年來奈米材料的性質備受重視，利用層析法已發展出許多奈米物質的分離技

術，鑒於逆流層析具有製備多量樣品的能力，但逆流層析儀尚未應用在奈米物質的製備分

離上，本研究計畫主旨是在發展以逆流層析儀分離奈米粒子，希望藉由界面活性劑改變奈

米粒子在水相-有機相中的分佈，基於分配層析法的原理，尋找適當的溶劑系統以及界面活

性劑分離親水性奈米粒子。另一研究，為分子量大小不同之分子，在單一相逆流層析中層

析峰特質之研究，此研究對於逆流層析層析峰之形狀以及帶寬有更進一步之瞭解，對於逆

流層析之特性提供新的資訊。 

 

(3) 文獻探討 

表面帶有負電荷的親水性奈米粒子，可以穩定存在於水相中，但在含有較低極性的陽

離子界面活性劑的幫助下，會由水相逐漸萃取到極性較低的有機相，相轉移的過程中會因

為不同大小奈米粒子而有所差異。在水溶液中合成表面帶有mercaptosuccinic acid (MSA)的

金奈米粒子(Au-MSA)， Au-MSA的表面電漿共振吸收約在540 nm，經由穿遂式電子顯微鏡

的影像測量，顯示奈米粒子的平均粒徑為4.36 nm，標準差為0.89 nm。 

分離的方式是對於平均粒徑為4.36 nm的奈米粒子進行萃取，首先將5 mg的Au-MSA奈

米粒子溶解在20 mL的水中，另外以50 mL含有5×10
-5

 M TOAB的甲苯溶液作為有機萃取

相，將兩溶液劇烈混合攪拌之後，含有甲苯有機相逐漸轉變成黃色，顯示出有部份的金奈

米粒子從水相轉移到甲苯中，若上層相稱之為萃取相A，將A溶液取出後再加入新鮮配製的

40 mL 含有5×10
-5

 M TOAB 的甲苯溶液，再一次劇烈攪拌，靜置後的上層相為溶液B，而

且B溶液的顏色為深棕色。最後再一次加入新鮮配製的40 mL 含有5×10
-5

 M TOAB 的甲苯

溶液，劇烈攪拌之後的上層相為溶液C。經過TEM的測量結果，三次萃取相中的奈米粒子

分佈大小順序為：A < B < C，若是將萃取相中的TOAB調為原本的三倍濃度(1.5 × 10
-4

 M)，

在萃取體積不變之下，則所有的奈米粒子皆會被萃取到上層相，而不會有尺寸大小上的差

異。 

有關在單一相逆流層析中層析峰特質之研究，並無任何文獻記載，此研究是我們在以

逆流層析儀分離奈米粒子時，意外發現的一個現象，因而進行之研究。 

 

(4) 研究方法 

4-1 水溶性銀奈米粒子之合成 

所有反應瓶先以硝酸(0.1M)以及去離子水清洗，將還原劑(NaBH4, 19 mg)溶解在25 mL

的去離子水中，再加入1.7 mg 11-mercaptoundecanoic acid (MUA)於NaBH4水溶液中，攪拌5

分鐘後等待MUA完全溶解，在劇烈攪伴下逐滴加入AgNO3水溶液(21 mg AgNO3 溶於 25 

mL去離子水)至上述含有還原劑NaBH4以及保護劑MUA的混合溶液，反應約1分鐘後水溶液

顏色由透明轉黃色，再由淡黃色逐漸轉為深褐色，持續攪拌24小時之後，即完成反應，將

銀奈米粒子溶液的酸鹼值利用0.1 M鹽酸調至pH 2，再經過6000 rpm 離心沉澱以及真空乾
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燥，樣品外觀上呈現深褐色，其紅外光光譜圖與MUA分子的紅外光光譜，如圖1所示，粒

子表面上MUA單分子層的紅外光光譜吸收峰為1740 cm
-1

(carboxylic acid)，1700 cm
-1

 

(carboxylate)，2917 cm
-1以及2852 cm

-1
 (CH2)，這些紅外光吸收峰皆與MUA分子相同，但是

Ag-MUA奈米粒子在介於2550 cm
-1到2660 cm

-1的紅外光吸收峰消失，表示Ag-MUA奈米粒

子上的硫氫鍵(S-H)被銀與硫醇分子間的共價鍵(Ag-S)所取代，使得奈米粒子上的S-H紅外光

振動消失。所得的銀奈米粒子經過掃瞄式電子顯微鏡測量(圖2)，其粒徑分布如圖3所示，計

算其平均大小為15.8 ± 5.3 nm。 

 

4-2 以逆流層析連續萃取方式分離銀奈米粒子之研究 

將體積比為1:1的甲苯/己烷溶液以流速4 mL/min填滿逆流層析管柱，待填充完畢之後，

將逆流層析的轉速調高為700 rpm，隨後注入含有5 mL的銀奈米水溶液樣品，同時動相也隨

之改變，動相改以含有不同濃度(0.1 mM ~ 0.01 mM) 的TOAB的甲苯/己烷(1:1, v/v)有機溶

劑進行沖提，UV偵測器波長設定在430 nm，動相流速為每分鐘1 mL，以每2分鐘為單位分

管收集沖提液，並選其中四個收集管以電子顯微鏡測量奈米粒子的分布。 

 

4-3單一相逆流層析中分析物訊號峰形狀以及擴散之研究 

 本研究之方法，直接將不同大小（分子量）之樣品分子注入逆流層析儀，在不同轉速

之下記錄其分佈曲線，而探討其特性，實驗方法簡單，但是卻提供很有趣的結果。 

 

(5) 結果與討論 

 

5-1 以逆流層析連續萃取方式分離銀奈米粒子 

圖4是四個同TOAB濃度萃取銀奈米粒子的訊號圖譜，若我們以較高濃度的TOAB (0.1 

mM) 萃取銀奈米粒子(圖4A)，則圖譜中只會出現單一波鋒，其波峰出現時間約在50 min左

右，為進一步確認0.1 mM 的TOAB對於銀奈米粒子是否具有分離能力，我們收集並以電子

顯微鏡測量此波峰裡其中四個收集管中的銀奈米粒子，收集時間與平均大小分別為：(42 min, 

15.6 ± 4.5 nm)，(50 min, 16.5 ± 5.9 nm)，(58 min, 15.1 ± 5.2 nm)，(62 min, 16.1 ± 5.8 nm)，由

此可見無論是在波峰的前緣(42 min)或是波峰尾端(62 min)，奈米粒子的分布均相差無幾，

經由CCC管柱流出後的銀奈米粒子與樣品注入時的大小分布相似(15.8 nm)，也就是說以濃

度0.1 mM TOAB的有機溶液做為沖提液時，所有的銀奈米粒子皆被萃取到有機相，並無大

小尺寸上的差異性存在，此結果與文獻中的實驗也相符合，也就是在使用含有高濃度的

TOAB的有機溶液的情形之下，單一次的批式萃取便可萃取所有大小的奈米粒子。 

圖4(B)是降低TOAB濃度 ([TOAB] = 0.03 mM)對銀奈米粒子的萃取訊號圖譜，圖譜中

出現兩明顯波峰，分別是出現在60 min與75 min，其中最早出現的波峰的時間比圖4(A)中的

波峰時間(50 min)還要來得晚，表示以0.03 mM TOAB 對於萃取奈米粒子的能力小於含有

0.1 mM TOAB的有機溶液，圖4(B)中對於銀奈米粒的收集時間與平均大小分別為：(58 min, 

13.8 ± 2.8 nm)，(62 min, 15.4 ± 3.3 nm)，(78 min, 15.9 ± 4.1 nm)，(90 min, 19.2 ± 5.0 nm)，在

58-60分鐘所流析出的銀奈米粒子(13.8 nm)略小於樣品的平均大小(15.8 nm)，隨著流析時間

增加，所收集到的奈米粒子大小也隨之增加。 

接著我們再次降低TOAB的濃度，以含有0.02 mM TOAB的有機溶液做為CCC的動相，
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其萃取訊號見圖4(C)，銀奈米的流析時間大幅拉長，收集時間與銀奈米粒子的粒徑測量結

果為：(60 min, 13.7 ± 1.9 nm)，(74 min,14.1 ± 3.5 nm)，(80 min, 19.2 ± 4.9 nm)，(90 min, 22.2 

± 4.3 nm)，相較於含有0.03 mM TOAB 有機溶劑做為動相的分離結果，我們發現以含有0.02 

mM TOAB的有機溶劑對於銀奈米粒子的分離效果較好，四支收集管柱中的奈米粒子的電子

顯微鏡測量結果見圖5，圖6則是奈米粒子的分布情形，在此濃度下( 0.02 mM TOAB)的分離

條件之下其統計結果可以得到比其他TOAB濃度更小的標準差，也就是分離後的奈米粒子

分佈更為狹窄。 

由上述實驗可以得知：以含有較低濃度TOAB的有機溶劑做為動相，可以得到較好的

分離結果，但是TOAB的濃度不能低於0.01 mM，倘若我們以含有0.01 mM TOAB 的有機溶

液做為動相，對於同樣的奈米粒子的萃取圖譜如圖4(D)，從圖4(D)的訊號面積可以指出我

們所回收的銀奈米粒子遠少於動相含有0.1 mM ~ 0.02 mM TOAB 所得到的銀奈米粒子，當

收集200分鐘後實驗結束，以氮氣將CCC內部管柱的液體推出，所推出的溶液中含有部份黑

色沉澱固體，此沉澱物為銀奈米粒子聚集之後的顆粒，由此現象我們推測過低濃度TOAB

的有機溶劑無法有效萃取表面帶負電的銀奈米粒子，而且還會降低銀奈米粒子在水相中的

分散程度，使奈米粒子產生聚集沉澱，因此在本實驗中選用TOAB濃度為0.02 mM的有機溶

劑為最適合的分離條件。 

 本研究所發表之論文，列於計畫成果自評。 

 

5-2 單一相逆流層析中分析物訊號峰形狀以及擴散之研究 

本研究之結果已經在近期發表，列於計畫成果自評，此處簡單描述其成果。圖七是兩

個分子量相差極大的分子（銀奈米粒子和黃色染料分子）在逆流層析中之分佈。從圖中可

以看到，小分子的分佈為高斯形狀，但是奈米分子則為比較奇怪的，稱之為convection peak。

所以會造成這個原因，是由於在細管徑中流析之時，流體分子和管壁摩擦，因而流速減慢，

再加上奈米分子之擴散很慢，因此造成分佈於管子中央部分之分子速度遠大於分佈於管壁

之分子，因此產生此種較為奇怪之分佈。 

除此之外，我們還發現，當逆流層析儀旋轉時，所有的層析峰都會越趨近於高斯曲線，

而且層析峰之帶寬都會變窄，主要時由於旋轉造成縱向混合加強，因此導致分析物分子之

分佈變窄，而且轉速和變窄的程度呈現線性關係。這些發現解釋了過去一些逆流層析所觀

察到卻無法解釋的現象。 
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圖 1、FT-IR 光譜圖(a) MUA 分子 

(b)Ag-MUA 銀奈米粒子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2、掃描式電子顯微鏡下的銀奈米粒子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      圖 3、利用 NaBH4 還原 AgNO3 所製備而成的 

銀奈米粒子的粒徑分布 
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圖 4、含有不同 TOAB 濃度之下的有機溶劑對銀奈米粒子的萃取訊號圖(430 nm)，[TOAB] = 

0.1 mM (A), 0.03 mM (B), 0.02 mM (C), 0.01 mM (D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 5、以電子顯微鏡測量含有 0.02 mM TOAB 萃取後的銀奈米粒子收集液，收集時間分別
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為 60-62 min (A), 74-76 min (B), 88-90 (C), 110-112 min (D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 6、在實驗圖 5 中，四支收集管中的粒徑分布圖 

 

圖 7 Peak profiles obtained for AgNPs (solid line，奈米大分子) and tartrazine (dash line，染料

小分子) samples eluted in a static CCC coiled tube. The flow rate was set to (a) 0.5 ml/min, (b) 1 

ml/min, (c) 1.5 ml/min, (d) 2.0 ml/min, (e) 2.5 ml/min, and (f) 3.0 ml/min. 
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四、 計畫成果自評 

已發表和本計畫相關的兩篇論文： 

1 Ching-Wei Shen, Tiing Yu*, 2009/6 ”Size-fractionation of silver nanoparticles using ion-pair 

extraction in a counter-current chromatograph” 1216, 5962-5967, SCI, 

NSC-95-2113-M-009-031 

2 Ching-Wei Shen, Tiing Yu*, 2009/10 “Peak shape and dispersion behavior of solutes in 

counter-current chromatography with a single phase” J. Chromatogr. A, 1216, 6789-6795, 

SCI, NSC-97-2113-M-009-031- (accepted). 

 

 

我們的成果，非常符合此計畫原先設定之目標。 

 

 

  

 


