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薄层色谱法拆分几种13一受体阻滞剂药物的研究
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研究生董海英 指导老师梁冰

许多药物或生理上非常重要的化台物都是手性的，这些化合物的光学异构

体在药理上有较大的差异，在某些情况下，其光学异构体也许会产生难以预料

的副作用。因此，为提高药物活性，降低副作用以及指导药物生产和质量控制，

提供光学纯化合物已成为生物化学和药物学的一个重大课题。1992年FDA发布

了手性药物指导原则，要求所有在美国上市的消旋体新药，均需提供详细报告，

说明药物中所含对映体各自的药理作用、毒性和临床效果。因此，外消旋手性

药物的拆分非常重要。

本文详细分析了手性拆分技术的发展趋势，综述了现有的手性拆分方法，

分析了各种方法的利弊。深入研究了D—10一樟脑磺酸铵作为薄层色谱流动相手性

离子对添加剂拆分盐酸普萘洛尔对映体，通过单因素实验考察了展开体系、温

度、预饱和时间、pH、手性离子对试剂浓度以及湿度等的影响，得到了拆分的

最佳色谱条件；采用p一环糊精固载薄层色谱法拆分了盐酸普萘洛尔，并对拆分

的流动相组成、配比和手性选择体固载量进行了考察，优化了分离条件，得到

了拆分的最佳条件，并初步探讨了13一环糊精固载薄层色谱法拆分盐酸普萘洛尔

的机理。

同时研究了D一10一樟脑磺酸铵作为薄层色谱流动相手性离子对添加剂拆分

酒石酸美托洛尔和阿替洛尔对映体，讨论了展开体系、温度、预饱和时间、pH、

手性离子对试剂浓度以及湿度对拆分的影响，分别得到了酒石酸美托洛尔和阿

替洛尔的最佳分离条件；也深入讨论了0一环糊精固载薄层色谱法拆分酒石酸美

托洛尔和阿替洛尔对映体的条件如：展开体系，温度和手性选择体固载量等。
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Studies on the enantioseparation of several

——receptor blocking drugs by TLC

Ihjor：Applied chemistry

Postgraduate：Dong hal ying Supervisor：Liang bing

Many drugs or necessary·physiological compounds ale chiral，and the optical

isomers ofthese compounds are very different in physiology，in some cases，perhaps

the optical isomers have unexpected side—effects．So，in order to improve drug

acfivity，decrease side—effect and process drug manufacturing and quality controlling，

supplying optically pure compounds has become all important subject in biochemistry

andpharmacology．Guidelines ofehiral drugs，whichWaspublishedbyFDAinl992，

demanded that detailed reports of racemic new drugs should be provided before

entering the market in USA，which should prove physiology e毹cts，toxicity and

clinical results ofisomers in drugs．In a word，the enanfioseparation ofracemic drugs

is very important．

The trend of development of chiral techniques Was analyzed，and the

forthcoming chiral separation methods and their advantages and disadvantages were

reviewed detailedly in this paper,The enantioseparation of propranolol by TLC using

D一10-camphor ammonium sulfonate as ehiral ion—pair agent in the mobile phase WaS

studied in depth，The effects ofthe mobile phase，mmperature，pre—saturation time，

pH，the concenlration ofion-pair agent and humidity on separation were investigated

by single-factor experiments，and the optimal chroatographic conditions Werl-e

concluded；Secondly，resolution of propranolol hydrochloride enantiomers using 13

-cyclodextrin impregnated thin-layer chromatography Was studied synchronously，the
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makeup of the mobile phase and quantity of the impregnated chiral selectors were

studied，the conditions of separation were optimized，then concluded the optimal

conditions of separation．

In the meantime，we studied the enantioseparation ofmetoprolol and atenolol by

TLC using D．-1 0-·camphor ammonium sulfonate as chiral ion-pair agent in the mobile

phase，discussed the effects ofthe mobile phase，tempera：tIlre，pre·saturation time，

pH，the concentration of ion-pair agent and humidity on separation，and concluded

respectively the optimal separation conditions of metoprolol and atanolol；we also

discussed the conditions of resolution of metoprolol and atanolol enantiomers using

13一cyclodextrin impregnated thin-layer chromatography，such as the makeup of the

mobile phase，temperature and quantity ofthe impregnated chiral selectors．etc．

KEYWORDS：chiral drugs，resolution，chiral ion-pair agent，13·cyclodextrin，

thin—layer chDmato鲫by，mechanism，propranolol，metoprolol，atenolol
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1前言

1．1手性与手性药物

手性的概念与不对称密切相关“’。从原子到人都是不对称的，如人的左手和

右手不能重叠，互为镜象；自然界存在的糖都是D一型的；氨基酸是L一型；蛋白

质和DNA是右旋的；海螺的螺纹和缠绕植物都是右旋的。因此，我们的世界是

不对称的，即手性是宇宙间的普遍特征，是自然界的本质属性之一。

如果有机化合物分子中的一个碳原子连接了4个不相同的原子或基团，则

该化合物没有任何对称因素(如对称中心、对称面等)，将有两个互为实物——

镜象关系的对映体，于是该分子就具有手性，称为不对称分子。与四个不相同

的原子或基团相连的碳原子称为手性碳原子或不对称碳原子。不对称C原子是

最常见的手性原子。除此之外，S，N，P，B也可形成稳定的手性中心。此外，

一些具有手性轴或手性面的分子(例如丙二烯型、联苯型或提篮型旋光化合物分

子)或金属有机化合物分子(例如二茂铁衍生物)也是手性的”“。旋光性不同的对

映体在其名称前附加符号(+)一或d一，表示右旋；而附加符号(一)一或卜，则表示

左旋。

手性是自然界普遍存在的现象，它与我们日常生活关系密切。3。手性化合物

在非手性环境中具有相同的性质，而在手性环境中则性质不同。虽然右旋和左

旋异构体之间的原子排列只存在微小的差别，但人类新陈代谢由一系列相互衔

接的化学反应组成，从分子水平来看，手性代表着生命过程中最本质的性质。

氨基酸具有手性、小分子糖具有手性、多肽具有手性、蛋白质具有手性、多聚

糖也具有手性，从而生物系统中不同的手性体在代谢与调节过程中具有明显不

同的生理活性。而在药物领域里，含有手性中心的药物，称之为手性药物。当

药物存在对映体时，其药性与药物分子的立体构型有密切关系。在手性药物进

入生物体内后，由于人体细胞或身体可辨别出这种差别，且常常只能利用其中

一种异构体(例如酵母只能使左旋葡萄糖发酵，人体内细胞也只能利用左旋氨基

酸来制造蛋白质)，故代谢途径和药理作用常常不同，生物活性和药效、毒副作

用等也存在显著差异。近年临床实践反复证实了这一点，即：一种立体异构体有

药效，而另一种则药效很小，甚至完全没有药效或有相反的药效。在药理研究
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上。”，将活性最高的立体异构体叫作eutomer，而活性最低的异构体称为

distomer(希腊语，ell=good，Dis=bad)。在许多情况下，distomer不但本身

没有药效，还会部分抵消eutomer的药效，有时还会产生有毒的代谢产物或引

起严重的副作用。

具体可从以下临床研究实例来说明。4“：

(一)手性药物分子两种对映体的具有相同药效，但差别很大。

非巴比妥类静脉麻醉药依托咪酯(Etomidate，甲苄咪唑)结构中含有手性碳

原子，仅右旋体有效：广谱抗生素治疟药氯霉素，其D-(一)一异构体具有杀菌作用，

而L-(一)一异构体则完全没药效：酮咯酸(Ketorolac)镇痛活性是阿司匹林的800

倍，且消炎活性强于萘普生，其S一异构体的消炎作用和镇痛作用较R一异构体强

10倍和230倍：倍他罗定(B—Prodine)的镇痛作用约为阿法罗定(d—Prodine)

的6倍：右旋丙氧酚(Propoxyphene，达尔丰)是成瘾性很小的镇痛药，适用于由

慢性疾病引起的疼痛，而左丙氧酚为一镇咳药。

㈢手性药物分子两种对映体的药效相反。

哌西那朵(Picenad01)是具有独特混合作用的新型苯哌啶镇痛药，既有阿片

激动活性，又有拮抗性，其(+)一异构体为激动剂，(一)一为拮抗剂。

㈢distomer或其代谢产物有毒或引起严重副作用。

最典型的例子是“反应停”。4(沙利度胺，Thalidomide)．20世纪50年代

中期，德国Chemie Grunen Thal公司以消旋体上市Thalidomide，作为镇痛剂

用于预防孕妇的恶心。1961年发现，怀孕后3个月服用此药可引起胎儿的海豹

畸形。据统计，由“反应停”致畸的案例，全世界达17000例以上，是20世纪

最大的药害事件。1979年，德国波恩大学研究人员对该药物进行了拆分，发现

是S型对映体具有致畸作用，而只有R型对映体具有镇痛作用。惨痛的教训使

人们认识到，药物必须注意他们不同的构型。

同样，在农药和除草剂、杀虫剂杀菌剂等领域，手性化合物由于具有对映

体选择效应以及不同的生物降解速度而被关注，调味剂、香料、营养品等与人

们日常生活息息相关的化学产品也受到重视。在处理有生物活性的物质如维生

素、信息素、辅酶、药物产品以及一般天然存在的手性化合物时，对映体的分

离和分析都是最重要的问题。总之，所有相关领域都开始关注手性化学这个主
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题。

1．2手性拆分的提出和意义

在药物领域，据调查目前市场销售与临床应用的化学合成药物中，有75％

以上是外消旋体药物，即为两种光学异构体的等量混合物。为了用药安全有效，

对手性化合物的各个异构体分别进行考察，了解其各自的生理活性是很有必要

的。1992年美国食品与药物监管局(FDA)的药物评价与研发中心(CDER)公布‘删

了光学活性药物的发展纲要，要求新药的使用说明中必须明确量化每一种对映

异构体的药效作用和毒理作用，并且当两种异构体有明显药效和毒理作用差异

时，必须以光学纯药品形式上市。因此，手性药物的分离和鉴定在药物分析中

就占有极其重要的地位，以便对药物进行质量控制，并为药物的药理、毒理研

究提供分析手段。

FDA的决定大大促进了手性药物的研制和开发，使得世界药物市场中的药物

销售类型发生了巨大的变化，手性药物的销售额正以迅猛的势头不断增长““：

1993年世界市场上出售的单一对映体形式的药物比1992年增长了22％，而1994

年又比1993年增长27％，达452亿美元。现用于l临床的原料药世界上总共有3500

种～4000种，其中约50％是合成药物。在合成药物中，又约有4005是外消旋体，

而外消旋体合成药物在目前仍主要以外消旋体在临床使用。

总之，制备旋光纯手性对映体是非常重要的。因为：

(1)不同的对映体具有不同的药理作用；

(2)不同的对映体具有不同的生物活性；

(3)FDA严格提出了手性药物需制备成单体的原则；

(4)与人们生活息息相关的化学品因具有手性，从而具有对映体选择效

应以及不同的生物降解速度；

(5)要研究和利用有生物活性的立体化合物异构体，也要获得对映体纯

的手性化合物。

通过一般的化学反应来制备某种物质时，往往会得到左旋、右旋两种光学

异构体各占一半的混合物。研究不对称合成技术耗费资金较大，手性合成虽可

直接得到纯度较高的光学纯物质，但其产率普遍较低，且不易实现。相反，若
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采用恰当的手性拆分技术，就可以得到较高产量的对映异构体，分离手性化合

物从而得到单一旋光体是目前制备单一对映体最有效的方法，手性拆分技术也

就应运而生。

目前已经开发的制备对映纯化合物的方法，主要有以下几种“7 t2-tt]：

(1)从天然光活性产物中获得，这种天然来源即“手性池”(Chiral p001)；

(2)由天然手性化合物经化学改造合成；

(3)外消旋体化学拆分法。即用一种手性试剂把外消旋体混合物中的两个对

映体转变成非对映异构体，然后利用两种非对映体异构体的物理性质差

异，将其分开；

(4)外消旋体生物拆分法。即用微生物(或酶)选择性地将两对映体之一转变

成另一对映体化合物，达到分离目的；

(5)色谱分离法。即利用手性色谱柱直接分离对映体，或由非手性色谱柱间

接分离非对映异构体。目前主要的色谱拆分方法有气相色谱法(Gas

Chromatography； GC)、液相色谱法(Liquid chromatography；LC)、

毛细管电泳(Capilliary E1ecrtophoresis；CE)、超临界色谱法

(Supercritical Fluid Chromatography；SFC)、平面色谱法(Plain

Chromatography)等等；

(6)动力学拆分；

(7)不对称合成。

随着对手性化合物研究和认识的不断深入，人们对单一手性物质的需求量

越来越大，对其纯度的要求也越来越高。研究发展低成本、高效率的手性技术

的重要性日益凸现，为广大医药工业领域的研究者带来了巨大的挑战和机遇。

广阔的应用前景和巨大的市场发展推动了探索新的更有效的获得单一手性化合

物方法的研究。

1．3主要的手性拆分技术及其研究进展

手性拆分技术主要包括：结晶拆分法嘲、化学拆分法、动力学拆分法、酶拆

分法、膜拆分法、色谱拆分法等。
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1．3．1结晶拆分法

(1)晶体机械拆分法(直接结晶拆分法)

如果对映体以晶体形式析出，并且不同构型对映体晶体有明显差异，则可

借助于放大镜，将对映体晶体分别拣出，达到拆分的目的，此即机械拆分法。

1848年，Louis Pasteur用放大镜和镊子成功地分离了酒石酸钠铵盐的外消旋

体，这项先驱性工作标志着手性分离的开始。

本方法由于比较繁琐，只能应用在两种对映体晶体可以被看出区别的那些

外消旋体混合物，所以应用面较窄，不利于推广。

(2)接种结晶拆分法

向外消旋体中加入某一对映体的微晶，该构型的对映体就可以优先结晶出

来，且结晶量远大于种晶量。将晶体滤出后，滤液中就含有过量的另一对映体，

将滤液升温后，加入外消旋体，冷却，接着放入含量较多的对映体的种晶，从

而使该对映体自外消旋体混合物中析出。这种拆分方法只需要2种对映体的少

量晶种即可完成。倘若外消旋体化合物比其对映体的溶解度大，那么也可以用

任一纯对映体晶体接种，而使该对映体自外消旋化合物的饱和溶液中析出。

如果没有纯的对映体，还可考虑采用别的旋光化合物晶体做晶种来进行结

晶拆分，这是近年来发展的所谓“干扰结晶拆分法”。如在外消旋的谷氨酸、酥

氨酸、天门冬氨酸胺饱和溶液中分别加入少许的S一赖氨酸、S一谷氨酸、S一天门

冬氨酸，使R一谷氨酸、R一酥氨酸、R一天门冬氨酰胺先结晶析出。

接种结晶拆分法工艺比较简单，成本相对较低，效果也较好。但合适的溶

剂配比需要很多的探索实验来获得，操作时的投料量和温度等控制要求也相当

严格。

1．3．2化学拆分法

如果外消旋体分子含有如羧基、氨基、羟基和双键等某些活性基团，可让

其与某一旋光活性化合物进行反应，生成两种非对映异构体，然后利用非对映

异构体物理性质主要是溶解度上的差别，将2个非对映异构体分开o“川．
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(+)一酸 一(+)一+(一)碱

对映体 ⋯⋯⋯．．+(一)一碱—— 非对映立体异构体

(一)一酸—-(一)一+(一)碱

本方法主要用于酸碱拆分，天然的麻黄碱、酒石酸、喹啉、樟脑磺酸等都

是常用的拆分试剂。在羟基化合物和双键化合物的分离中，还可用手性试剂与

金属离子形成的配位化合物做拆分试剂。

1．3．3动力学拆分法

1858年，Pasteur发现用灰绿青毒霉发酵消旋酒石酸铵时，右旋对映体的

代谢要比左旋体快，以此进行分离，可得到光学活性化合物，这大概是化学史

上第一个动力学拆分例子，又称经典动力学拆分(Classical kinetic

resolutions，CKR)。这种方法最大限制是，最多只可能得到505的理论产量。

由于经济和环境的影响，人们不仅仅需要生产高纯度的对映体，也需要提高生

产的理论产量，在此条件下，出现了动态动力学拆分。1(Dynamic Kinetic

Resolutions，DKR)。～个动态动力学拆分要想得到较高的e．e．值，其反应选

择性必须很高，一般只有酶才有这样好的选择性，从而将拆分技术引入了酶拆

分”“方法的研究。

1．3．4酶拆分法

利用微生物的活细胞所含的酶或自细胞中分离出来的酶进行手性化合物

的拆分即所谓酶拆分法⋯1。酶拆分的独特作用是由于它们由L一氨基酸组成，其

活性中心构成了一个不对称环境，有利于识别外消旋体。在一定条件下，酶可

以催化dl-体中的一个对映体发生某个反应成为不同的化合物，从而使两个对映

体彼此分开。一般而言，适合拆分的酶应具有广泛的底物选择性、价格低、对

拆分的酸碱环境以及有机溶剂耐受力强等特点。

Jeffrey Ht23]等利用酶拆分了环氧卤丙烷，S Joly“1等也对B一羟基酮进行

了酶拆分研究。我国科研工作者也在相关领域作出了贡献”””1。

6
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1．3．5膜拆分法

手性拆分膜技术主要包括手性拆分液膜和手性拆分固膜两种”“。作为一

种低能耗和易于工业放大的手性拆分技术，近年来随着单一手性物质需求的日

益增长而得到了广泛的关注。

(1)液膜拆分法

主要分为支撑液膜法、乳化液膜法、厚体液膜法。

在支撑液膜中，具有手性选择能力的载体溶解于一定的液体溶剂之中，通

过与某个对映异构体特异性的结合，将其从上相运输到下相，从而实现手性分

离，具有只需少量手性选择剂的优点””1。通常用于手性拆分的支撑液膜是将膜

液(溶剂和手性选择剂)通过毛细管力吸附在多孔固体膜(液体的支撑膜)的孔道

中，故又称为浸渍式液膜。

乳化液膜又称液体表面活性剂膜，是一种复乳。内相和外相是相溶的，而

它们与膜相则互不相溶。膜相通常含有表面活性剂、萃取剂(载体)、溶剂与其

他添加剂以控制液膜的稳定性、渗透性和选择性。也具有传输速度快、对极性

溶剂容量大的优点，且由于表面活性剂的稳定效应，受表面活性介质破坏的影

响较小，相对支撑液膜过程更稳定。3+“。

厚体液膜采用一层相对较厚的不混溶的流体将料液相与接收相分开，膜相

不需支撑，而借助不可混溶性与其它相分开”1。

Coelhoso汹3等研究了液膜拆分的机制，并建立了液膜拆分的模型。
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图I．1膜拆分图示(专利号：CNl431035A)

(2)固膜拆分法

分为选择扩散型手性固膜法和选择吸附型手性固膜法。而选择扩散型手性

固膜法又包括了具有手性选择性并能自身支撑的高聚物固膜8”、由不能自身支

撑而具有手性选择性的高聚物汹神非选择性支撑层组成的非对称复合固膜。“；

选择吸附型手性固膜包括了采用接枝或浸渍等方法将手性选择剂固定在多孔基

材上的手性固膜⋯、将环糊精等手性选择剂混合溶解于制膜液而制成的无孔高

分子手性膜⋯、采用分子印迹技术制备的具有手性识别功能的高分子膜““。

1．3．6色谱拆分法

色谱法是目前最常用的手性拆分方法，可采用两种主要途径即直接法和间

接法实现拆分。

所谓间接法，即将对映体与纯的手性试剂反应，生成两个非对映异构体，

然后用常规色谱方法分离。该方法分离的是对映体的衍生物而不是原对映体，

8
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涉及非对映异构体的形成。间接法的优点是：可使用价格便宜，柱效高的非手性

柱(如0DS柱)；可选用具有各种发色团或较强荧光发射基团的手性试剂。不足

之处有：对映体必须含有能与手性试剂反应的基团；衍生物反应操作复杂、费时，

且容易造成组分的损失；对手性试剂的纯度、储存和反应过程中的稳定性要求

较高；两个对映体的衍生化反应速度应当一致；生成的非对映体应当易分解为

原来的对映体。

在直接法中，又分为采用手性固定相和手性流动相添加剂两种操作。手性

固定相法基于样品与键合到载体表面的手性选择剂(又称手性识别剂)问形成暂

时的非对映络合物的能量差异或稳定性不同而达到分离。手性流动相添加剂法

则是通过对映体与添加到流动相的手性物质分子形成一对非对映的络合物，由

于非对映络合物的稳定性、在流动相中溶剂化作用或络合物与固定相的键合等

性质的差异而得到分离。与间接法相比，直接法避免了繁琐的衍生化操作，具

有较大优势。目前市场上气相色谱法、高效液相色谱法及超临界流体色谱法设

计所使用到的手性固定相已有许多成品出售，其应用日益广泛。但手性固定相

的价格相对较高，在一定程度上限制了它的使用。新的手性固定相和手性流动

相仍不断出现。

色谱分离法因其优秀的分辨能力，成为应用最广的手性拆分方法，尤其在

分离分析和纯度检测方面应用更广。目前手性拆分属于色谱研究领域的最热点

和最前沿，在这方面有大量的文献报道。

各种不同的手性固定相具有不同的分离模式，从理论上讲，不管选择何种

固定相，分离何种对映体，手性分离或手性识别都必须满足同时有三个相互作

用点。这些作用中至少一个是由立体化学决定的，这个原理是1952年首次由

Dalgleish提出，即著名的“三点作用原理””。

近年来利用毛细管电泳拆分手性化合物的报道日益增多，尤其是使用环糊

精及其衍生物为手性选择剂的报道占主要部分，其他如冠醚、低聚糖、蛋白质、

大分子抗生素等也有手性拆分能力。但毛细管电泳的样品处理量太小，不适用

于制各。

计算机发展很迅速，它在分析中的应用在不断深入，从而带动着分析仪器

的发展，缩短了更新换代的时间，出现了多种智能化、微型化的自动分析仪器。

9
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同时，使用计算机技术指导手性拆分的研究也由Armstrong⋯。提出，并己运用到

研究中。

(1)气相色谱法(Gas Chromatography， Gc)

手性气相色谱拆分法”3是手性色谱学的重要分支，是以Gc为基础，引入新

的不对称中心，使对映体的性质产生差异，进而被拆分，包括间接拆分法和手

性固定相拆分法。间接拆分法⋯“：主要采用纯的手性衍生化试剂进行柱前衍生

化，将被拆分的外消旋体衍生化成非对映体混合物进行拆分：手性固定相拆分法

是利用分子间可形成氢键(如氨基酸衍生物)、包合物(如B-cD及其衍生物、冠

醚等)、配位键(如萜烯衍生化的金属共价化合物)的手性选择体制备固定相进行

拆分。前两种固定相的拆分依据是手性分子与手性固定相形成非对映异构体，

由于非对映异构体保留作用力不同，实现手性分离；后者是基于对映体分子中

的活性部位(双键、和杂原子等)，与金属配位化合物中的金属离子在色谱柱内

快速建立可逆的配位平衡，由于金属配位化合物手性固定相中的手性配基在空

间的有序排列，使对映体靠近金属离子的难易有别，在通过多次的配位与交换

以后，就可以达到对映体的分离。

气相色谱手性固定相的发展过程经历了由作用力简单、单一手性中心的氢

键型手性固定相向具有多种作用力、多手性中心复杂型手性固定相的发展过程，

以环糊精衍生物类固定相⋯研究的最多。在实践中，常将上述三类固定相与聚

硅氧烷固定液或毛细管壁进行交联。

(2)毛细管电泳拆分法(Capilliary Elecrtophoresis，CE)

利用毛细管电泳进行手性拆分不是基于电泳分离的原理，而是依靠色谱原

理，采用构建手性分离的环境的方法，使对映异构体与手性选择剂作用⋯3。通

过三种方法来构建手性环境，即使用手性添加剂、使用手性填充毛细管或使用

手性涂层毛细管柱。其中手性填充或手性涂层毛细管需要特别的制作技术，推

广有一定难度。添加剂法只需向电泳缓冲液中加入合适的手性试剂，经过一定

的分离条件优化即能实现手性分离，是一种简便实用的方法。

手性拆分机理包括主一客体作用、络合作用(或配体交换)、相分配、离子交

换等，核心是手性识别作用，这种识别作用导致迁移差异，产生分离。适合于

毛细管电泳的手性添加剂有：环糊精及其衍生物、大环抗菌素(主要包括糖肽类

10



四川大学硕士毕业论文

大环抗菌素)、手性冠醚(要采用C一18一冠一6-4一羧酸)、手性杯芳烃(如杯4、杯6

芳烃的氨基酸衍生物)、非环寡糖和多糖(如a一(1，4)一D一葡聚糖、右旋糖苷、

糊精、二乙基氨基乙基右旋糖苷等)、氨基酸(如用组氨酸一铜金属络合物、天冬

酰苯丙氨酸甲酯一铜等来分离氨基酸对映体)、蛋白质(如牛血清蛋白、人血清蛋

白、a一酸糖蛋白、卵粘蛋白、纤维素酶，肽及肽库也被用做筛选新的手性选择

剂)、表面活性剂(如胆汁酸类)。

毛细管电泳手性分离有两种基本策略：构建手性分离环境或手性消除⋯。让

对映体与手性试剂进行化学反应，可以使之转变成非对映体，然后采用普通CE

办法进行分离，即为手性消除。由于手性消除反应需要昂贵的手性反应试剂，

而且产物的手性可能不得恢复，所以多数人不愿意采用这种方法拆分对映体。

而将手性物质引入到cE分离通道构建手性分离环境，在该环境下样品通过手性

相互作用来改变迁移速度，最终可获得分离，本方法不触及样品本身，相对简

单、快速、高效、发展空间大，己被普遍采用并迅速发展。

近年来，采用毛细管电泳进行手性拆分的研究很多’”。：，国内外都进行了大

量的研究。不过，由于毛细管电泳可分析的样品量极少，从而限制了它在拆分

领域的放大化生产等实际应用，一般只适宜开发为分析方法。

(3)超临界流体拆分法(Supercritical Fluid Chromatography， SFC)

超临界流体是一种在临界压力和临界温度以上相区内的流体，这个相区的

流体的物理特性介于液体和气体之间。超临界流体的粘度与气体相近，比液体

低得多，可显著减少过程阻力；超临界流体的密度与液体相似，有很强的溶解

能力，适于分离难挥发和热稳定性差的物质。

以超临界流体作为流动相进行手性药物拆分的色谱法就是超临界流体拆分

法嘲。SFC具有以下优点””：SFC比HPLC分析时间短，单位时间内具有更高的

分离度；SFC可在比Gc操作温度低的条件下进行手性分离，可有效避免药物消

旋化和手性固定相分解；SFC既可使用HPLC检测器，也可使用Gc检测器(如质

谱、氢火焰离子化检测器)，有利于手性药物中痕量组分的检测和定性分析。

所以，SFC在手性药物对映体分离的应用中具有高效、快速、操作条件易于

变换等特点，不过，温度、流动相密度和组成对SFC手性分离系统的立体选择

及分离度有较大影响。
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“)高效液相色谱法(High Performance Liquid Chromatography， HPLc)

HPLC法在手性药物拆分中的应用比GC，SFC等拆分法广泛的多“”，是药物

质量控制、立体选择性的药理学和毒理学研究的重要手段旧一，分为衍生化(CDR)

法、手性流动相添加剂(CMPA)法及手性固定相(CSP)法。

①手性衍生化拆分法

手性衍生化拆分又称间接拆分”3，要求手性化合物对映体的化学结构中应

具有易于衍生化的基团(如氨基、羧基、羟基或巯基等)，手性试剂和反应产物

的化学和手性性质均稳定，且手性试剂化学和光学纯度较高，手性试剂和反应

产物在衍生化反应和色谱条件下应较稳定，衍生化后生成的非对映体在色谱分

离时可实现高柱效。本方法操作较复杂，且存在一个潜在的问题：用手性试剂进

行衍生化时，有可能使化合物的立体结构发生转变旧”3。

在色谱系统中，分离非对映体的差速迁移与非对映体分子的手性结构、手

性中心所连接的基团和色谱系统的分离效率(包括溶质分子与固定相和流动相

之间的作用力，如氢键、偶极一偶极、电荷转移和疏水性等)有关。衍生后的产

物构型差异越大，分离越容易。

②手性流动相添加剂(CMPA)法”1分为手性包含复合法、手性配合交换法、手

性离子对色谱法。

手性包含复合法经常采用环糊精(CD)和手性冠醚、杯芳烃等作为手性流动

相添加剂。环糊精对疏水性和亲水性药物对映体都具有很强的包合作用，已用

于分离氨基酸及其衍生物、巴比妥类、哌嗪类镇痛药、伪麻黄碱、去甲羟基安

定等。采用的固定相呻’7”常有ODS，CN， C8、苯基、硅胶等。

将手性金属配合剂加入HPLC流动相中形成三元非对映体配合物，此配合物

与固定相发生立体选择性吸引或排斥反应，因结构稳定性和能量差异而使对映

体得以分离，称为手性配合交换法。配合交换系统使用水性流动相和疏水性固

定相，洗脱顺序与反相HPLC一致，溶质疏水性增加，保留时间延长，并可采用

Uv进行检测。常用的手性配合试剂有氨基酸及其衍生物，配位金属包括Cu”，

Zn“，Ni2+，Cd2+等。

在HPLC流动相中加入反离子，使之与流动相中对跌体生成非对映的具有不

同稳定性和分配性质的离子对复合物，与固定相发生静电、疏水或氢键作用后，
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产生差速迁移而分离，称为手性离子对色谱法。

③手性固定相(CSP)法

CSP法即将手性试剂化学键合到固定相上，拆分时，固定相上键合的手性试

剂与药物对映体在CSP表面形成非对映体对复合物，由于其稳定常数不同而获

得分离，分离效率和洗脱顺序取决于复合物的相对强度。

CSP的主要类型有蛋白质键合相”“”’、多糖类键合相‘73’7”、手性聚合物键合

相”’、环糊精键合相和Pirkle型手性固定相“、大环抗体类”61等。

(5)薄层色谱拆分法(Thin Layer Chromatography，TLc)

薄层色谱是平面色谱的一种，为最简便的色谱技术之一。薄层色谱拆分法

具有操作方便、使用设备较简单、分离效率较高、分析速度快、色谱参数较易

调整等优点，在对映体分离中具有实际意义”。”。

用TLC拆分手性药物的方法也主要有三种：手性试剂衍生化(CDR)法、手性

流动相添加剂(CMPA)法、手性固定相(CSP)法。

色谱前用手性选择性试剂与对映体进行衍生化，被测定的多数为苯丙胺类、

B一阻断剂、氨基酸及抗炎药物等，生成的衍生物可在正相或反相硅胶薄层上获

得分离。

正相或反相薄层色谱中，还可在流动相中添加手性选择剂进行对映体分离。

在硅胶键合相薄层板上，用B—CD以及其衍生物、牛血清蛋白、大环抗菌素万古

霉素等做流动相添加剂进行拆分的研究都有报导。““。

在手性固定相上进行对映体分离，HPLC法比TLC法应用广泛些，主要因为

用于薄层的手性固定相具有很高的紫外背景，只能用于具有荧光或有色的样品。

但薄层色谱手性固定相制备加工相对方便，且实验时操作简单，所以至今仍在

手性拆分领域有重要用途，国内外研究也很热门眦“。手性固定相主要有手性固

定相(Chiral Stationary Phase，CSP)及手性涂布相(Chiral Coated Phases，

cop)两类。

手性拆分是获得光学物质的主要途径，薄层色谱法操作方便，设备简单，

对样品适应性广，可用于各类化合物的分离、精制、鉴定和定量，具有分离效

率高、分析速度快、结果直观、色谱参数易调整，能快速更换流动相、能同时

处理多个样品等特点，已在化学、化工、生化、医药、卫生等各个领域广泛使
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用。而且，样品分离后，可根据斑点在薄层上的位置、颜色深浅及大小与随行

对照品比较，可简便、快速地近似估算样品中待测成分的含量，此谓薄层色谱

半定量；也可在测出待测物质对照品在薄层上的检出灵敏度后，对样品中的该

成分进行限量检查；间接定量(洗脱测定法)和直接定量(原位薄层扫描法)是薄

层定量的两种较好的办法，已广泛应用于中药的分析检测中。可以预见，薄层

色谱拆分法必将成为手性拆分的重要手段之一，在光学异构体的分离、分析及

光学纯度的测定中发挥重要的作用。

(6)模拟移动床法(simulated moving bed，SMB)

为了克服通常液相制备色谱不能连续操作以及大量溶剂浪费等弱点，

Broughton于20世纪60年代提出了模拟移动床色谱技术。所谓模拟移动床色

谱就是在色谱分离中模拟出固定相和流动相相对于进样口的循环流动。这样，

两种具有不同保留值的组分就会被固定相和流动相分别带向进样口两边，从而

得到分离“”1。为达到这一目的， 模拟移动床色谱由许多较短的色谱柱首尾相

连而成。模拟移动床技术最早运用于石油工业之中， 近年来在大规模手性药物

拆分领域中得到了广泛的应用。如采用SMB技术可达到每年从外消旋体中分离

出10 000kg(局一3一氯一1一苯基丙醇的规模，它是抗抑郁药(励一氟西

汀(fluoxetine)的中间体。如今怎样在保持较高效率的前提下提高手性药物的

分离量， 是模拟移动床色谱在手性药物拆分领域的研究中所面临的主要问题。

表1．1模拟移动床色谱在工业拆分中的应用实例

1．4研究目的与内容

1．4．1本文的研究内容

本文拟研究以D-IO-樟脑磺酸铵为手性离子对试剂添加到多种流动相体系

中，在普通硅胶GF。板上分离普萘洛尔、美托洛尔、阿替洛尔等B一受体阻滞剂
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类药物，讨论三种药物的分离条件，如展开体系、温度、预饱和时间、pH、手

性离子对试剂浓度以及湿度等对拆分的影响，确定最佳的分离条件。

本文拟研究6一环糊精固载固定相在普通硅胶GF。板上分离普萘洛尔、美托

洛尔、阿替洛尔等B一受体阻滞剂类药物的方法。讨论温度、p一环糊精含量以

及展开体系等分离条件对拆分的影响，确定最佳分离条件。

1．4．2本研究的意义

分离手性化合物从而得到单一旋光体是耳前制备单一对映体最有效的方

法。近20多年来，手性技术的发展很有局限，拆分费用昂贵的现状尚未得到解

决。开发操作相对简便、费用低的拆分方法，可有效降低制备对映体药物的成

本。手性离子对试剂添加流动相薄层色谱方法以及手性选择体固载相薄层色谱

拆分法操作简单方便，拆分效果理想，必将在拆分领域得到重视并有长足进展。

本文研究的手性离子对试剂添加流动相薄层色谱拆分方法以及手性选择体固载

相薄层色谱拆分法，可为进一步研究该方法提供了可靠的实验数据，建立的模

型可提供一定的理论支持。
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2手性离子对试剂添加流动相薄层色谱拆分普萘洛尔

2．1引言

J临床上广泛应用的普萘洛尔，结构如图2．1，是一种重要的受体阻滞剂，一

直以外消旋体的形式入药。动物实验表明，S(一)普萘洛尔对受体的阻滞程度

比R(+)普萘洛尔约大100倍；R(+)普萘洛尔不仅对受体的阻滞作用较小，

还有避孕作用，可作为一种有效的避孕药㈣。因此，以消旋体入药的普萘洛尔

不仅治疗心脏系统疾病的功效不佳，还有一定的副作用。将外消旋普萘洛尔拆

分为手性纯化合物，并作为两种不同的药物分别入药，是提高我国普萘洛尔药

品质量的有效途径。目前用于拆分普萘洛尔对映体的方法主要集中HPLC和TLC。

李乃宣9”等人建立了一种以Nova-Pak CN-I-IP氰基拄为固定相，以二氯甲烷／乙

醇为流动相，添加MBPCE为手性离子对试剂的高效液相色谱法。于金刚⋯1等采

用13一环糊精涂敷薄层色谱在室温下分离了普萘洛尔对映体。徐莉o”等用三一(3，

5---硝基苯甲酰基)纤维素薄层色谱分离了普萘洛尔等六种药物对映体。

D．10一樟脑磺酸铵(图2．1)应用于对映体的拆分已有报道，徐秀珠。4。等运

用离子对色谱以D-IO一樟脑磺酸铵为手性离子对试剂，在二醇柱

(Lichrospherloo—D／OL)高效液相色谱上分离了普萘洛尔，黄慕斌’蚓等以D一10_

樟脑磺酸铵为手性离子对试剂在硅胶HF254板上分离了拉贝乐克和倍他乐克。

Duncan”。在二醇板和高效硅胶板以D_10一樟脑磺酸铵为手性离子对试剂分离了

苯丙醇胺对映体。但还未见有将旷10一樟脑磺酸铵应用于薄层色谱分离普萘洛尔

对映体的报道。我们发现，以D-10一樟脑磺酸铵作为手性离子对试剂添加N--氯

甲烷一甲醇流动相中，在普通硅胶GF254板上，可分离普萘洛尔对映体。在研

究了展开剂体系，温度，预饱和时间，离子对试剂pH，样品pH，离子对试剂浓

度以及湿度的影响的基础上，提出了薄层色谱法拆分普萘洛尔对映体的新方法。

16
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D-IO一樟脑磺酸铵 普萘洛尔

图z，1 D-10樟脑磺酸铵和普萘洛尔结构式

2．2实验试剂与设备

2．2．1实验仪器

展开缸(250mL广口瓶)；DZF一-6050真空干燥箱(上海精宏实验设备有限

公司)；JY2002分析天平(上海精密科学仪器有限公司)；玻璃毛细管点样器(华

西医科大学仪器厂)；风华电冰箱：SHB-III循环水式多用真空泵(郑州长城科工

贸有限公司)；布氏漏斗；舒美KQ2200B型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限

公司)；OLYMPUS(X230)数码相机；平面色谱数字图像处理软件(四川大学化

工学院梁冰教授实验室研制)；紫外分光光度计(TU-1901，北京普析通用仪器

有限公司)；旋光仪(Autopol IV型，美国RuDoLPH公司)。

2．2．2试剂及药品

硅胶GF。(青岛海洋化工有限公司)；D-10一樟脑磺酸(CR：上海华东师范

大学化工厂)；羧甲基纤维素钠(AR；上海三浦化工有限公司)；浓氨水(AR；

重庆精细化工厂)：广泛pH试纸(1—14)；精密pH试纸(5．5—9．0)(9．5-13．0)；

甲醇(AR；天津博迪化工有限公司)：二氯甲烷(AR；天津博迪化工有限公司)；

95％乙醇(AR；上海有机化工试剂研究所)；香草醛(AR；成都科龙化工试剂厂)：

浓硫酸(AR；成都市欣海兴化工试剂厂)；正丁醇(AR，天津市博迪化工有限公

司)；丙酮(AR，上海有机化工试剂研究所)；氯仿(AR，成都长联化工试剂有

限公司)；无水乙醇(AR，成都科龙化工试剂厂)；异丙醇(AR，天律市博迪化

工有限公司)乙酸乙酯(AR，天津市博迪化工有限公司)。
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盐酸普萘洛尔片(湖北华中药业有限公司，标示量为10 mg／片)。

2．3实验研究

2．3．1药品溶液配制

参考中国药典(2005年版)测定盐酸普萘洛尔片中的普萘洛尔含量的样品

溶液制备方法，取盐酸普萘洛尔片10粒(称重0．7119)，置于研钵中碾碎，用

20mL95％乙醇溶解配成5mg／mL溶液，超声溶解lh，抽滤，滤液作为样品溶液。

2．3．2薄层板制备

59／L羧甲基纤维素钠溶液的制备：羧甲基纤维素钠lg，溶解于200m热水

中，在烧杯中搅匀直至完全溶解，冷却后置于冰箱中备用。

铺板：按12ml羧甲基纤维素钠水溶液(59／L)加入49硅胶GF：。的比例，配

好乳状液后，在2．5cmX lOcm的玻板上均匀涂布，厚度约为500—600 11 m。室温

下自然晾干，置于烘箱内，105一110℃下活化30一60min，取出置于干燥器中备用。

2．3．3展开剂配制

准确称取0．09859 D-IO一樟脑磺酸，溶于25mL甲醇中，滴加浓氨水调节pH，

得到浓度为17mol／L的D一10一樟脑磺酸铵溶液，再用甲醇将其稀释数倍得到离

子对试剂溶液备用。

准确吸取0．3mL上述离子对试剂溶液至展开缸中，加入甲醇和二氯甲烷使

其体积为3mL。

2．3．4显色剂配制

取1．OOg香草醛溶于lOOmL浓硫酸中备用。

2．3．5点样和展开

用玻璃毛细管点样器吸取约1．5儿样品溶液，在活化好的板子上点样，点

好后效入干燥器中放置lOmin，以便溶剂完全挥发，及除去吸收的水分。移取展

开剂3ml置于在8"C下恒温lhr的展开缸中，并放入点好样的薄板，不接触展开
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剂的条件下预饱和30分钟后将板子接触展开剂开始展开，展开距离为8cm，取

出，晾干，置于紫外灯下观察展开后的斑点。然后将板子浸入香草醛硫酸溶液

中显色。相机照相，用Photoshop和平面色谱数字图像处理软件处理。

2．4结果与讨论

2．4．1显色定位方法的选择

比较了盐酸普萘洛尔对映体拆分后以①紫外灯(254nm)②碘熏③硫酸香草

醛㈣三种方法显色的结果。表明三种方法均可以显示两个斑点，且斑点大小位

置都一致，但在紫外灯(254nm)下显示的荧光猝灭斑点比较模糊，照相效果不

清晰，而碘熏显色的效果也不如硫酸香草醛。而且碘熏显色的毒性较大。盐酸

普萘洛尔片为常规片，所含的是比较常见的辅料，如淀粉，硬脂酸镁等，这些

辅料均不溶于醇和水，在制样时已被滤除，且香草醛不会与它们显色，故选用

硫酸香草醛显色。出现的两个紫红色斑点显示普萘洛尔对映体获得拆分

2．4．2展开体系及比例的选择

以D_10一樟脑磺酸铵作为流动相中手性离子对添加剂，分别以不同比例的丙

酮／_-氯甲烷，无水乙醇／_-氯甲烷，正戊醇／二氯甲烷，乙酸乙酯／--氯甲烷，

乙酸乙酯／丙酮／z氧甲烷，正丁醇／二氯甲烷，甲醇／_-氯甲烷，氯仿／-氯甲烷

等为展开剂进行试验。结果(表2．1)表明只有以甲醇／_-氯甲烷为展开剂时，

拆分得到的两斑点清晰，大小一致，没有拖尾。

表2．1几种展开体系对普萘洛尔拆分的情况
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图2．2 D_樟脑磺酸铵／_-氯甲烷／丙酮(0．3／1．95／0．75)展开体系对拆分的影响

21
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图2．3 D_樟脑磺酸铵／--氰甲烷／无水乙醇(0．3／1．26／1．44)展开体系对拆分的影响

图2．4 D-樟脑磺酸铵／--氯甲烷／7．酸乙酯(0．3／1．16／1．54)展开体系对拆分的影响

图2．5 D一樟脑磺酸铵／二氧甲烷／氯仿(O．3／1．50／1．20)展开体系对拆分的影响

图2．6 D-樟脑磺酸铵／_-氯甲烷／异丙醇(0．3／0．78／1．92)展开体系对拆分的影响

表2．2 D_10一樟脑磺酸／_-氯甲烷／甲醇展开体系对普萘洛尔拆分的影响
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D-10一樟脑磺酸铵作为流动相中手性离子对添加剂，以不同配比的二氯甲烷

一甲醇混合液为流动相对盐酸普蔡洛尔分离如表2。2所示。实验表明当二氯甲烷

与甲醇体积比为2．6(1．95／o．75)时，两斑点大小～致，分离效果最好(图2．7)。

图2．7二氯甲烷／甲醇(1．95／0．76，v／v)

2．4．3温度及其预饱和时间的影响

比较了室温(28℃)、8。C和一17℃时温度对拆分效果的影响，如图2．8。结

果表明室温(28℃)下对跌体没有得到分离，而8℃时斑点比较清晰，-17℃时，

两个斑点虽然距离更远，但是拖尾比较严重，且斑点大小不一致，所以选择8

℃作为展开的最佳温度。图2．9是由图2。8经过平面色谱数字图像处理软件得

到的色谱曲线图。
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图2．8温度对拆分的影响

图2．9温度影响曲线(a：8℃，b：一17℃)

进一步比较在冰箱(8℃)下预饱和15min，30min，45min，60min，90min，

120min的影响。结果表明放置时间越短，斑点分得越开，但是拖尾较严重。放

置时间越长，斑点靠的较近。故预饱和时间选择为30min。

图2．10饱和时间对拆分的影响

2．4．4 pH的影响

1)展开剂中离子对试剂pH的影响
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手性离子对添加剂对分离效果的影响比较大，故考察了手性离子对添加剂

pH分别为6．5，7．0，7．5，8．0，8．5，9．0，9．5，10．0时对拆分效果的影响。

结果表明手性离子对添加剂pH在6．5-10．0范围内，普萘洛尔均能得到拆分，

但是只有当手性离子对添加剂pH=8．0时，两个斑点大小基本一致，颜色均为紫

红色，分离效果最好。

图2．11离子对试剂pH对拆分的影响

2)样品溶液pH的影响

比较盐酸普萘洛尔溶液pH分别为6．5，7．0，8．0的影响，结果如图2．12。

当样品pH为7．0时，两斑点大小的差异比其他两个pH的斑点差异要小，而pH

为6．5和8．0时，虽然也出现了两个斑点，但是第2个斑点没有第1个斑点清

晰。故选样品溶液的pH为7．0。

图2．12样品pH对拆分的影响 图2．13样品PH影响曲线(a：8．O；b：7．0，c：6．5)
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2．4．5手性离子对添加剂浓度的影响

由于手性离子对添加剂要与对映体生成非对映异构体，其浓度变化对于分

离就有影响。变化D一10一樟脑磺酸铵溶液的浓度，分别为0．17，0．34，0．51，

0．68，0．85，1．02mmol／L，结果如图2．13。当浓度为0．85mmol／L时，两个斑点

大小基本一致，均为紫红色，而浓度小于0．85mmol／L时，两斑点颜色均出现墨

绿色拖尾，浓度大于0．85 mmol几，两个斑点大小明显不一致。故选择手性离子

对添加剂浓度为0．85mmol／L。

图2．14浓度对拆分的影响 图2．15浓度影响曲线

(a：0．17，b：0．34，c：0．51，d：0．68，e：0．85，f：I．02mmol／L)

2．4．6薄板吸潮的影响

薄板吸潮的程度极大地影响薄板的活性。操作中薄板不可避免地要暴露在

空气中吸潮而造成一定程度的失活。故实验考察了薄板在空气中暴露时间的影

响。将点好样并在干燥器中干燥好的板子分别在空气中暴露10s，5min，lOinin，

30min后放入展开缸展开，结果如图2．15。空气中暴露时间为lOs的拆分效果

最好，两斑点大小基本一致，均为紫红色。随着空气中暴露时间的延长，第2

个斑点逐渐消失，第一个斑点出现墨绿色拖尾。因此，实验操作时，薄板在空

气中暴露的时间越短越好。
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图2．16薄板在空气中放置时间的影响

图2．】7空气中放置时间影响曲线

(a：lOs，b：5 min，c：10 sin，d：30min)

2．4．7色谱重现性

综合上述实验结果得出薄层色谱分离普萘洛尔的最佳条件为D一10一樟脑磺

酸铵溶液(0．85mmol／L，pH=8．0)／二氯甲烷／甲醇(0．3／1．95／0．75，v／v／v)，

在冰箱(8℃)下预饱和30min，样品pH为7．0。按照最佳条件，同时在一个展

开缸中背对背展开两块薄板(5x lOcm)，每块薄板点三个点，结果如图2．18所

示。
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图2．18最佳拆分条件下的薄层色谱重现性

图2．19最佳条件下重现性实验的色谱曲线

表2．3重现性实验数据RSD数据

由表2．3我们可以计算出，薄板l的峰面积积分值的RSD。=3．2％，薄板2的
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RSD。=9．2％，两块薄板综合的RSD=6．7％。

2．4．8分离的普萘洛尔两斑点的紫外吸收光谱

按照最佳条件：D-10一樟脑磺酸铵溶液(0．85I『mol／L，pH=8．O)／__--氯甲烷／

甲醇(0．3／1．95／0．75，V／V／V)，在冰箱(8℃)下预饱和30min，样品pH为7．0，

在20×lOcm上带状点样层析后，用显色剂将薄层板的一端约1厘米的宽度沿展

开方向涂渍显色，然后将与两显色斑点对应的未显色的两带区分别刮下，用甲

醇超声溶解30rain后，先以滤纸一漏斗过滤，再经微孔滤膜过滤。滤液分别测定

紫外如图2．20所示

’念

旷
力

一

j 、
《

／ H
、：％ ．，—一

图2．20普萘洛尔两斑点紫外吸收图

(a：离溶剂前沿较近的斑点；b：离溶剂前沿较远的斑点)

从分离的普萘洛尔紫外光谱图可以看出，两斑点的紫外吸收图形完全一致，

说明它们为同一化合物。最大吸收都出现在290nm，与药典记载相吻合。结合硫

酸香草醛的特征显色足以证明所分离出的两个斑点就是普萘洛尔对映体。

2．4．9旋光度证明

对2．4．8中制备得到的溶液测定旋光度(表2．4)。距离原点较近的斑点

为右旋(+)普萘洛尔对映体，距离溶剂前沿较近的斑点为左旋(一)普萘洛尔
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对映体。

表2．4普萘洛尔斑点的旋光度数据

斑点 数值

离溶剂前沿较近的斑点 一0．009

离溶剂前沿较远的斑点 +O．001

2．5盐酸普萘洛尔对映体的分离机理

D-10一樟脑磺酸铵和普萘洛尔结构如图2．1所示，手性识别的产生是由于

D-IO一樟脑磺酸铵分子与普萘洛尔对映体分子在空间上能很好地结合，作用较为

充分，能生成稳定的非对映异构离子对，其在有机流动相和固定相中的分配有

较大的差异而导致的。

2．6小结

在较低温度(8℃)下，以D一10一樟脑磺酸铵为手性离子对试剂，在二氯甲

烷／甲醇的体系中普萘洛尔对映体可以得到分离。该方法简便，经济，易行。为

进一步建立普萘洛尔对映体的分析测定方法打下了基础。

30
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3手性离子对试剂流动相一薄层色谱分离美托洛尔和阿替洛尔

3．1前言

美托洛尔(metoprol01)是一种选择性的B一受体阻滞剂，化学名为1一[4一

(2一甲基乙基)苯氧基卜3一异丙氨基丙醇一(2)酒石酸盐。结构如图3．1。美托

洛尔是具1个手性碳原子的手性分子。临床主要用于治疗轻、中度高血压、稳

定性心绞痛及心律失常。据文献报道，(一)一美托洛尔对离体心脏的抑制效应应

是(+)一美托洛尔的33倍，而美托洛尔右旋体改变眼内压效应则比左旋药物高。

这也许是因为光学异构体的差异影响了药物分布、代谢或与受体的结合，故拆

分美托洛尔对映体的工作有着重要的理论与实际意义。对于美托洛尔对映体的

拆分，文献报道有离子对色谱法、毛细管电泳法、手性衍生化法、手性固定相

法等。衍生化使实验变得繁琐，一般情况下手性柱也较为昂贵。毛细管电泳及

质谱相对来说仪器价格较昂贵，普及度不高。

阿替洛尔(atenolol，(+)4一[2-hydroxy一3一[(1一methylethyl)一amino]

propoxy]benzeneacetamide)作为一种B一受体阻断药，结构如图3．1，能与去

甲肾上腺素能神经递质或肾上腺素受体激动剂竞争B一受体，从而拮抗其B型拟

肾上腺素作用，临床上常用于治疗心绞痛和高血压，通常以消旋体给药，但阿

替洛尔S(一)一对映体的B一受体阻断作用比R(+)一对映体强。所以R(+)，S(．)一

阿替洛尔的手性拆分在药效学和药动学的研究中都具有重要意义。关于阿替洛

尔的拆分，文献报道有高效液相手性固定相法、毛细管电泳法、手性衍生化法

以及三一(3，5一二硝基苯甲酰基)纤维素(CTNB)薄层色谱法等。同样，衍生化的

实验操作比较繁琐，手性柱和毛细管电泳等的仪器价格较昂贵，普及度不高。

图3．1阿替洛尔和美托洛尔的结构
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3．2实验仪器及试剂

3．2．1实验仪器

展开缸(250IIlL广口瓶)；DzF_-6050真空干燥箱(上海精宏实验设备有限

公司)；JY2002分析天平(上海精密科学仪器有限公司)；玻璃毛细管点样器(华

西医科大学仪器厂)；风华电冰箱；SHB-III循环水式多用真空泵(郑州长城科工

贸有限公司)； 布氏漏斗；舒美KQ2200B型超声波清洗器(昆山市超声仪器有

限公司)；OLYMPUS(X230)数码相机；平面色谱数字图像处理软件(四川大学

化工学院梁冰教授实验室研制)：紫外分光光度计(TU一1901，北京普析通用仪

器有限公司)；旋光仪(Autopol IV型，美国RUDOLPH公司)。

3．2．2试剂及药品

硅胶GF。(青岛海洋化工有限公司)；D—lO一樟脑磺酸(CR；上海华东师范

大学化工厂)；羧甲基纤维素钠(AR；上海三浦化工有限公司)；浓氨水(fiR：

重庆精细化工厂)；广泛pH试纸(卜14)；精密pH试纸(5．5-9．O)(9．5-13．0)；

甲醇(AR；天津博迪化工有限公司)；二氯甲烷(AR；天津博迪化工有限公司)；

95％乙醇(AR：上海有机化工试剂研究所)；氯仿(AR，成都长联化工试剂有限

公司)：无水乙醇(AR，成都科龙化工试剂厂)；乙酸乙酯；异丙醇；丙酮；乙

腈；碘(AR，成都科龙化工试剂厂)；茚三酮(AR，成都科龙化工试剂厂)

酒石酸美托洛尔片(常州四药制药有限公司，标示量为50mg／片)；阿替洛

尔片(天津市中央药业有限公司，标示量为25 mg／片)

3．3实验研究

3．3．1药品溶液配制

参考中国药典(2005年版)测定酒石酸美托洛尔片中的美托洛尔含量和阿

替洛尔片中阿替洛尔含量的样品溶液制备方法，取酒石酸美托洛尔片5粒(称

重0．71 lg)，置于研钵中碾碎，用100mL95％乙醇溶解配成2．5mg／mL溶液，超声

溶解1h，抽滤，滤液作为美托洛尔样品溶液。取阿替洛尔片10粒(称重0．71lg)，

置于研钵中碾碎，用50mL95％乙醇溶解配成5mg／mL溶液，超声溶解1h，抽滤，

滤液作为阿替洛尔样品溶液。
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3．3．2薄层板制备

59／L羧甲基纤维素钠溶液的制备：羧甲基纤维素钠19，溶解于200m热水

中，在烧杯中搅匀直至完全溶解，冷却后置于冰箱中备用。

铺板：按12ml羧甲基纤维素钠水溶液(59／L)加入49硅胶GF“的比例，配

好乳状液后，在2．5cmX lOcm的玻板上均匀涂布，厚度约为500—600 u m。室温

下自然晾干，置于烘箱内，105一llO。C下活化30—60rain，取出置于干燥器中备用。

3．3．3展开剂配制

准确称取0．09859 D-lO一樟脑磺酸，溶于25mL甲醇中，滴加浓氨水调节pH，

得到浓度为17mmol／L的D-IO一樟脑磺酸铵溶液，再用甲醇将其稀释数倍得到离

子对试剂溶液备用。

准确吸取0．3mL上述离子对试剂溶液至展开缸中，加入甲醇和二氯甲烷使

其体积为3mL。

3．3．4显色剂的配制

准确称取茚三酮1．259，加入50mL丙酮，配成2．5％的茚三酮／丙酮溶液。

3．3．5点样和展开

用玻璃毛细管点样器吸取约1．5儿样品溶液，在活化好的板子上点样，点

好后放入干燥器中放置lOmin，以便溶剂完全挥发，及除去吸收的水分。移取展

开剂3ml置于在8"C下恒温lhr的展开缸中，并放入点好样的薄板，不接触展开

剂的条件下预饱和30分钟后将板子接触展开剂开始展开，展开距离为8cm，取

出，晾干，置于碘缸中显色。相机照相，用Photoshop和平面色谱数字图像处

理软件处理。

3．4结果与讨论

3．4．1显色定位方法的选择

酒石酸美托洛尔片和阿替洛尔片均为常规片，所含的是比较常见的辅料，
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如淀粉，硬脂酸镁等，这些辅料均不溶于醇和水，在制样时己被滤除。

比较了美托洛尔和阿替洛尔对映体拆分后以①紫外灯(254nm)②碘熏⑨茚

三酮丙酮溶液“1三种方法显色的结果。表明紫外灯(254nm)、碘熏和茚三酮丙酮

溶液均可以显示两个斑点，且斑点大小位置都一致，但在紫外灯(254nm)下显

示的荧光猝灭斑点由于样品浓度过低比较模糊，照相效果不清晰，而茚三酮丙

酮溶液显色后的紫红色斑点也比较模糊，也不利于照相。因此，选择碘熏显色。

3．4．2展开体系的选择

参照D—lO一樟脑磺酸作为手性离子对试剂拆分盐酸普萘洛尔对映体的条件，

以二氯甲烷／甲醇作为展开剂拆分美托洛尔和阿替洛尔，结果如表3．1，

表3．I D-10一樟脑磺酸／_-氯甲烷／甲醇对美托洛尔和阿替洛尔拆分的影响
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由表3．1，我们可以看出，以D一10一樟脑磺酸铵／_-氯甲烷／甲醇作为展开剂

时，美托洛尔和阿替洛尔均可得到拆分。当二氯甲烷体积含量在61．7％一83．3％

范围内时，美托洛尔可以拆分得到两个斑点；而当二氯甲烷体积含量在

65％-83．麟范围内时，阿替洛尔也可以拆分得到两个斑点。当二氯甲烷与甲醇体

积比为3．2(2．06／o．64)时，酒石酸美托洛尔分离效果最好。当二氯甲烷与甲

醇体积比为11．3(2．48／o．22)时，阿替洛尔分离效果最好。

图3．2 D-10一樟脑磺酸／-氯甲烷／甲醇(O．3／2．06／0．64)展开剂拆分美托洛尔

图3．3 D-10樟脑磺酸／_-氯甲烷／甲醇(O．3／2．48／0．22)展开剂拆分阿替洛尔

以D一10一樟脑磺酸铵作为流动相中手性离子对添加剂，分别以不同比例的丙

酮／二氯甲烷，无水乙醇／--氯甲烷，正戊醇／--氯甲烷，乙酸L酉P,／--氯甲烷，

乙酸乙酯／丙酮／--氯甲烷，正丁醇／二氯甲烷，异丙醇／二氯甲烷，氯仿／二氯甲

烷等为展开剂进行试验。结果表明，这些展开体系的展开效果均不如甲醇／二氯
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甲烷的理想，因此选择甲醇／二氯甲烷作为展开剂。

表3．2不同展开体系对美托洛尔和阿替洛尔的拆分情况

3．4．3温度的影响

比较了室温(28℃)，8℃和一17℃时温度的影响，如图3．4，3．5。结果表明

在三个温度段美托洛尔均可获得拆分，但是随着温度的降低，前面斑点的颜色

越来越淡，-17℃时几乎没有。只有在室温(17℃)下，斑点的大小和颜色才比

较一致，故选用室温(17℃)作为美托洛尔的拆分温度。阿替洛尔的斑点在室

温(17℃)下的斑点也是最好，而随着温度的降低，两个斑点距离越来越近，

因此同样选择室温(17℃)作为阿替洛尔的拆分温度
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图3．4温度对美托洛尔的影响 图3．5温度对阿替洛尔的影响

美托洛尔 阿替洛尔

图3．6温度影响曲线(a：室温；b：8℃；c：一17"(2)

3．4．4 pH的影响

1)样品pH的影响

比较美托洛尔和阿替洛尔溶液pH分别为6。5，7。0，8。0的影响，如图3．7，

3．8。当美托洛尔溶液pH为8．0时，两个斑点大小和颜色均一致，而样品pH为

6．5和7．0时，虽然也出现两个斑点，但前面的斑点颜色比较淡，因此选择美托

洛尔溶液样品的pH为8．0。而阿替洛尔样品溶液pH在7．0，8．0，9．0变化时，

均可拆分出两个斑点，但是当pH为7．0时，斑点大小基本一致，所以选择阿替

洛尔样品的pH为7．0。
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美托洛尔

图3．7样品pH的影响

阿替洛尔
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图3．8 pH影响曲线

2)展开剂中离子对试剂pH的影响

手性离子对添加剂对分离效果的影响比较大，故考察了手性离子对添加剂

pH分别为6．5，7．0，7，5，8．0，9．0，10．0时对拆分效果的影响。结果表明手

性离子对添加剂pH在6．5—7．5范围内，美托洛尔均能得到拆分，但是只有当手

性离子对添加剂pH=7．5时，两个斑点大小基本一致，分离效果最好。当pH大

于7．5时美托洛尔不能得到拆分。因此选择pH=7．5作为美托洛尔分离时离子对

试剂的pH。而手性离子对添加剂pH在6．5—10．0范围内，阿替洛尔均能得到拆

分。而且随着pH的增大，两斑点的距离逐渐增大，但是靠近原点的斑点逐渐变

淡，综合考虑斑点分离程度和两斑点的一致性，选择pH=7．5作为阿替洛尔分离

时离子对试剂的pH。
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美托洛尔

图3．9离子对试剂pH对拆分的影响

阿替洛尔

图3．10离子对试剂pH对阿替洛尔拆分的影响曲线

(a．-6．5，b：7．0，c：7．5，d：8．0，e：9．0，f：10．0)

3．4．5手性离子对添加剂浓度的影响

由于手性离子对添加剂要与对映体生成非对映异构体，其浓度变化对于分

离就有影响。变化D一10一樟脑磺酸铵溶液的浓度，分别为0．17，0．34，0．51，

0．68，0．85，1．02mmol／L，结果如图3．11。虽然在这些浓度时，美托洛尔都可

以得到拆分，但是当浓度为0．17 mol／L时，两斑点大小基本一致。相似度曲

线的两个积分峰也基本一致。阿替洛尔在这些浓度值时也可以得到拆分，当浓
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度为0．17 mol／L时，斑点大小也基本一致。因此选择D一10一樟脑磺酸铵溶液的

浓度为0．17 mmol／L作为美托洛尔和呵替洛尔拆分时手性离子对添加剂的浓度。

美托洛尔

图3．11浓度对拆分的影响

阿替洛尔

美托洛尔 阿替洛尔

图3．12浓度影响曲线

(a：0．17，b．-0．34，c：0．51，d：0．68，e：0．85，f：1．02mol／L)

3．4．6重现性

综合上述实验结果得出薄层色谱分离美托洛尔的最佳条件为D一10一樟脑磺

酸铵溶液(O．17mm01／L，pH=7．5)／二氯甲烷／甲醇(O．3／2．06／0．64，V／V／V)，

室温(17。C)下预饱和30min，样品pH为8．0；薄层色谱分离美托洛尔的最佳
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条件为D一10-樟脑磺酸铵溶液(0．17rmol／L，pH=7．5)／二氯甲烷／甲醇

(O．3／2．48／0．22，V／V／V)，室温(17℃)下预饱和30min，样品pH为7．0。按

照最佳条件，在薄板(10X lOcm)上点四个点跑板，结果如下：

图3．13美托洛尔薄层拆分同板重现性 图3．14美托洛尔同板重现性曲线

表3．3美托洛尔同板重现性RSD数据

4l
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图3．15阿替洛尔薄层拆分同板重现性 图3．16阿替洛尔同板重现性曲线

表3．4阿替洛尔同板重现性船D数据

由表3．3，3．4可以看出，美托洛尔和阿替洛尔均获得拆分，美托洛尔拆分

斑点的RSD分别为1．7％，3．76％；阿替洛尔拆分斑点的RSD分别3．35％，3．25％，

重现性较好。

3．4．7分离的美托洛尔和阿替洛尔两斑点的紫外光谱图

分别按照美托洛尔和阿替洛尔拆分的最佳条件：D—lO一樟脑磺酸铵溶液

(O．17mmol／L，pH=7．5)／二氯甲烷／甲醇(O．3／2．06／0．64，V／V／V)，室温(17

℃)下预饱和30min，样品pH为8．0；D一10一樟脑磺酸铵溶液(0．17mmol／L，pH=7．5)

／--氯甲烷／甲醇(0．3／2．48／0．22，V／V／V)，室温(17℃)下预饱和30min，样
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品pH为7．0。在20×lOcm薄板上跑板，用碘熏显色并记录斑点位置。待碘挥发

完后分别将斑点刮下，美拖洛尔用95％乙醇超声溶解30rain，阿替洛尔用乙醇超

声溶解30rain后，分别先以滤纸一漏斗过滤，再用微孔滤膜过滤，滤液测定紫外

光谱如图3．17，3．18所示：

、

一?。+⋯_u⋯P图3．17美托洛尔两斑点紫外吸收

埝

憋～∥’1
／17 飞、

图3．18阿替洛尔两斑点紫外吸收

(a：均代表离原点较近的斑点；b：均代表离溶剂前沿较近的斑点)

从二者的紫外吸收图可以看出，美托洛尔两斑点均出现在224nm，与药典描

述的相吻合，且两斑点的紫外吸收图基本一致，可以证明所分离的两个斑点就

是美托洛尔对映体。阿替洛尔两斑点也均在227nm和276nm出现最大吸收，与

药典描述一致，两斑点的紫外吸收图同样基本一致，也可以证明所分离的两个

斑点就是阿替洛尔对映体。

3．4．8旋光度证明

对2．4．8中制备得到的溶液测定旋光度(表3．5)。距离原点较近的斑点

分别为右旋(+)美托洛尔和右旋(+)阿替洛尔对映体，距离溶剂前沿较近的

斑点为左旋(一)美托洛尔和左旋(一)阿替洛尔对映体。
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表3．5美托洛尔、阿替洛尔斑点旋光度数据

斑点 旋光度数值

美托洛尔离溶剂前沿较近斑点

美托洛尔离溶剂前沿较远斑点

阿替洛尔离溶剂前沿较近斑点

阿替洛尔离溶剂前沿较远斑点

-0．003

+O．008

-0．001

+O．013

3．5结论

在室温(17"C)下，以D-10一樟脑磺酸铵为手性离子对试剂，在二氯甲烷／

甲醇体系中美托洛尔和阿替洛尔对映体均得到了拆分，且重现性较好。该法简

便、经济、易行。

3．6三种药物的拆分比较

普萘洛尔、美托洛尔、阿替洛尔三种13一受体阻滞剂药物，以D一10一樟脑磺

酸铵作为手性离子对试剂添加到薄层色谱流动相(甲醇／二氯甲烷)中，均可以

得到拆分。手性识别的产生是由于D一10一樟脑磺酸铵分子与三者对映体分子在空

间上能很好地结合，作用较为充分，能生成稳定的非对映异构离子对，其在有

机流动相和固定相中的分配有较大的差异而导致的。而阿替洛尔的拆分效果不

如普萘洛尔和美托洛尔，可能由于结构中存在酰胺结构，与D一10一樟脑磺酸铵的

结合不是很好而导致的。
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4手性选择体固载薄层色谱法拆分盐酸普奈洛尔、美托洛尔和阿

替洛尔对映体

4．1引言

糊精(cD)是由6、7或8个伊葡萄糖单元通过a-1，4糖苷键结合而成

的环形的、非还原性的低聚寡糖，分别用a、，和J，表示，它们都是晶体，无

吸湿性，能够工业化生产。

在CD分子中，糖单元都采用4Cl椅式构象，并且自我旋转形成环形／中

空的截面圆锥形结构，一系列的水溶性或非水溶性化合物都能进入这个空穴形

成包合络合物。夕一cD是使用最多的cD，由于各种原因，如价格、适用性、普

通的溶剂分子都能包合的空穴的几何形状等，它占生产和消费CD的95％。

B一环糊精(Cyclodex t rin，CD)是由环糊精葡萄糖基转移酶(CGT)作用

于淀粉所产生的7个葡萄糖单元以l，4一糖苷键结合而成的环状低聚糖筒状化合

物，它具有一定尺寸的疏水性空腔和亲水性外沿，能作为“宿主”包络“客体”

形成特殊结构的包合物，因而具有一定的立体选择和识别性能。项生昌等曾利

用这一特性研究了CD与甲基橙、苯基甘氨酸、苯甲醛等疏水性苯基及其衍生物

的超分子化合物的制备及主客体相互作用， 并利用这些基础数据成功地进行了

氨基酸的不对称合成和苯氯代衍生物的分离提纯盼”“。在高分子化合物和硅胶

上固载化的环糊精作为立体选择剂，广泛用于气相色谱“”1、高效液相色谱“”1

和高效毛细管电泳¨叫。B一环糊精及其衍生物作为HPLC手性流动相添加剂已

用于多种手性化合物对映体的分离1“”3。

分离分析手性药物对映体，目前多采用具有手性固定相(CSP)高效液相色

谱法“”’⋯，采用手性选择体涂敷薄层色谱分离分析手性药物对映体的研究较

少“““”。液相色谱CSP合成困难且价格昂贵，相对而言，手性选择体涂敷薄

层色谱选择范围也较宽，且操作相对简单，分离分析手性药物对映体纯度具有

很好发展前景。于金刚曾采用涂敷型TLC薄板法成功拆分了B一肾上腺素能激动

剂药物盐酸克伦特罗⋯““”。
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图4．1环糊精结构

本实验研究了将B—CD，作为手性选择剂固载于TLC板，分离了盐酸普萘洛

尔、酒石酸美托洛尔和阿替洛尔对映体，并考察了流动相组成及配比、手性选

择剂固载量、拆分温度等对分离的影响，优化了实验条件。实验结果表明，p

-cD固载薄层色谱可有效拆分盐酸普蔡洛尔、酒石酸美托洛尔和阿替洛尔对映

体，且样品拆分后斑点大小一致，效果较好。

4．2实验试剂及仪器

4．2．1主要试剂

B一环糊精B．R．北京奥博星生物技术责任有限公司；硅胶GF。(青岛海洋化

工有限公司)；羧甲基纤维素钠(AR；上海三浦化工有限公司)；甲醇(AR；天

津博迪化工有限公司)；二氯甲烷(AR；天津博迪化工有限公司)；95％乙醇(AR；

上海有机化工试剂研究所)；香草醛(AR；成都科龙化工试剂厂)；浓硫酸(AR；

成都市欣海兴化工试剂厂)：正丁醇(AR，天津市博迪化工有限公司)；丙酮(AR，

上海有机化工试剂研究所)：氯仿(AR，成都长联化工试剂有限公司)；碘(AR，

成都科龙化工试剂厂)；无水乙醇(AR，成都科龙化工试剂厂)；异丙醇(AR，

天津市博迪化工有限公司)；乙酸乙酯(AR，天津市博迪化工有限公司)。

盐酸普萘洛尔片(湖北华中药业有限公司，标示量为10 mg／片)；酒石酸美

托洛尔片(常州四药制药有限公司，标示量为50mg／片)；阿替洛尔片(天津市

中央药业有限公司，标示量为25 mg／片)。
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4．2．2主要仪器

展开缸(250lIlL广口瓶)；DZF--6050真空干燥箱(上海精宏实验设备有限

公司)：JY2002分析天平(上海精密科学仪器有限公司)；玻璃毛细管点样器(华

西医科大学仪器厂)；风华电冰箱；SHB—Ill循环水式多用真空泵(郑州长城科工

贸有限公司)； 布氏漏斗：舒美KQ2200B型超声波清洗器(昆山市超声仪器有

限公司)；OLYMPUS(X230)数码相机；平面色谱数字图像处理软件(四川大学

化工学院梁冰教授实验室研制)。

4．3实验研究

4．3．1对映体溶液的配制

分别参考中国药典(2005年版)测定盐酸普萘洛尔片中的普萘洛尔含量，

以及测定酒石酸美托洛尔片中美托洛尔和阿替洛尔片中阿替洛尔含量的样品溶

液制备方法，取盐酸普萘洛尔片lO粒(称重0．7119)，置于研钵中碾碎，用

20mL95％乙醇溶解配成5mg／mL溶液，超声溶解1h，抽滤，滤液作为盐酸普萘洛

尔样品溶液。取酒石酸美托洛尔片5粒(称重0．71 lg)，置于研钵中碾碎，用

100mL95％乙醇溶解配成2．5mg／mL溶液，超声溶解1h，抽滤，滤液作为美托洛尔

样品溶液。取阿替洛尔片10粒(称重0．71 lg)，置于研钵中碾碎，用50mL95％

乙醇溶解配成5mg／mL溶液，超声溶解1h，抽滤，滤液作为阿替洛尔样品溶液。

4．3．2环糊精的重结晶

取35．25913-CD至250 JⅡL烧杯中，加入150 IIlL蒸馏水，电炉加热煮沸，

并不断搅拌至B-CO完全溶解，空气中放至室温，冰箱(一17"C)冷藏过夜，次日

过滤，滤液用200mL冷却蒸馏水洗涤两次，抽滤至干，滤饼于真空(1 lO℃)下干

燥，得重结晶B-CD 30．269，收率为85．9％

4．3．3制备手性选择体固载薄层色谱板

分别准确称取一定量的用蒸馏水重结晶的e—CD，加入到40mL,0。5％羧甲基

纤维素钠水溶液中，搅拌至手性选择体完全溶解后，继续称取15．OOg硅胶GF。
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加入其中，搅拌约半小时，赶走气泡并使硅胶均匀分散到梭甲基纤维素钠水溶

液中。采用倾注法铺制lOcm X 2．5cm硅胶薄层板。室温下空气中放置过夜，

晾干后转移入干燥箱于105"C下活化干燥1h，转移入干燥器保存备用。

4．3．4显色方法

盐酸普萘洛尔采用硫酸一香草醛显色，酒石酸美托洛尔和阿替洛尔均采用碘

熏显色。

4．4结果与讨论

4．4．1展开体系的影响

以1．0913-CD固载15．Og硅胶GF。制备的薄层色谱板作拆分实验考察了包

括甲醇、乙醇、异丙醇、正丁醇、乙酸乙酯、氯仿与二氯甲烷两两混合的混合

溶剂以及不同体积配比的甲醇／氯仿、乙酸乙酯／石油醚混合溶剂进行拆分。结

果表明，甲醇／二氯甲烷混合溶剂可使盐酸普萘洛尔、酒石酸美托洛尔和阿替洛

尔均实现分离，样品斑点拖尾轻微，分离效果较好，所以本试验选用甲醇／二氯

甲烷混合溶剂作展开剂。

表4．1不同展开体系拆分的斑点情况
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图4．2正丁醇／乙腈(2．5／0．5)展开体系对普萘洛尔的拆分影响

图4．3乙酸乙酯／--氯甲烷(2．8／0．2)展开体系对普萘洛尔的拆分影响

图4．4乙酸乙酯／--氯甲烷(1．35／1．65)展开体系对美托洛尔的拆分影响
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图4．5异丙醇／_-氯甲烷(2．25／0．75)展开体系对美托洛尔的拆分影响

图4．6丙酮／--氯甲烷(1．5／I．5)展开体系对阿替洛尔的拆分影响

图4．7无水乙醇／--氯甲烷(2．5／0．5)展开体系对阿替洛尔的拆分影响

4．4．2展开比例的影响

以13一CD固载薄层色谱作拆分实验，考察不同体积比甲醇／二氯甲烷混合展

开剂对分离效果的影响，结果如表4．2所示。结果表明，甲醇／_-氯甲烷混合展

开剂中甲醇体积百分比位于54．7％～66．7％时，普萘洛尔均可实现分离，且分离

度R均大于l_5，即可实现基线分离。比较实验结果中TLC色谱图，选择展开剂

条件为V(甲醇)：V(--氯甲烷)=1．64／I．36时，斑点大小均一，无拖尾现象，分

离效果较好。而当甲醇／二氯甲烷混合展开剂中甲醇体积百分比位于26．7％～

33．3％时，美托洛尔均可得到分离，但是当V(甲醇)：v(-氯甲烷)=O．87／2．13时，

分离效果最好。当甲醇／_-氯甲烷混合展开剂中甲醇体积百分比位于43．3％～

63．3％时，阿替洛尔均可得到分离，但是当V(甲醇)：V(二氯甲烷)=1．5／1．5时，

分离效果最好。
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图4．8甲醇／二氯甲烷=1．64／1．36对普萘洛尔的拆分影响

图4．9甲醇／--氯甲烷：0．87／2．13对美托洛尔的拆分影响

图4．10甲醇／--氯甲烷=1．5／i．5对阿替洛尔的拆分影响

表4．2甲醇／--氯甲烷对普萘洛尔、美托洛尔和阿替洛尔的拆分情况



四川大学硕士毕业论文

4．4．3温度的影响

比较8℃，-17℃，及室温(15℃)下B—CD固载固定相拆分普萘洛尔、美托

洛尔和阿替洛尔的情况，可以发现在三个温度下普萘洛尔、美托洛尔和阿替洛

尔均可得到拆分，随着温度的降低，斑点之间的距离虽然越来越远，但是也越

来越不对称，因此选择室温(15℃)作为B—CD固载固定相拆分普萘洛尔、美托洛

尔和阿替洛尔的最佳实验温度。
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图4．11温度对普萘洛尔拆分的影响

图4．12温度对普萘洛尔拆分的影响曲线(a：一17"C，b：8"C，c：室温)

图4．13温度对美托洛尔拆分的影响 图4．14温度对阿替洛尔拆分的影响

4．4．4 B-CD固载量的影响

分别考察0．259，0．3759，0．59，0．75，1．OOg，1．59B—CD固载15．09
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硅胶GF。制备的薄层色谱板作拆分盐酸普萘洛尔对映体实验，选择流动相为混

合溶剂甲醇／-氯甲烷(v／v=1．64／1．36)，室温下展开。实验结果(图4．15)表明，

随着B—CD固载量的增加，分离度R逐渐增大。但是由于B—CD的水溶性不好，

当固载量增大时，展开后的薄板会出现少许晶体，不利于显色。当p-cD固载量

为0．759时，TLC色谱图显示分离后的样品点大小最均匀，对显色影响也不是很

大，所以选择条件为0．759 B—CD固载15．Og硅胶GF254来制备薄层色谱板，即

硅胶／B—CD(20：1，m／m)铺板。

图4．15B_cD固载量对普萘洛尔拆分的影响

O 27 54 0l I∞l并I佗I∞2墉；"270蛰T 3"2。t 351 3Te'幛t甏啪舶5 5

图4．16 B—CD固载量对普萘洛尔拆分影响曲线

(at 0．3759，b：0．59，c：0．75，d：1．OOg，e：1．59)
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4．4．5重现性

综合上述实验结果得出B一环糊精固载薄层色谱分离盐酸普萘洛尔的最佳

条件为甲醇／--氯甲烷(1．64／t．36。v／v)，室温(15"C)下预饱和30min，样品

pH为8．0；美托洛尔的最佳条件为甲醇／_-氯甲烷(O．87／2．13，V／V)，室温(15

℃)下预饱和30min，样品pH为7．0；阿替洛尔的最佳条件为甲醇／--氯甲烷

<!．5／I．5，V／V)，室温(15"C)下预饱和30min，样品pH为8．0。按照最佳条

件，分别在薄板(B—cD／GF254：1／20，m／m lOx lOcm)上点四个点跑板，结

果如图4．17：

图4．17普萘洛尔薄层拆分同板重现性 图4．18普萘洛尔同板重现性曲线

表4．3普萘洛尔同板重现性RSD数据
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图19美托洛尔薄层拆分同板重现性 图20阿替洛尔薄层拆分同板的重现性

表4．4美托洛尔同板重现性RSD数据

表4．5阿替洛尔同板重现性RSD数据
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4．5分离机理

4．5．1环糊精作手性选择体拆分对映体机制

环糊精(Cyclodextrin，CD)是由6，7，8或更多个D．吡喃葡萄糖单元通过

a-1，4糖昔键键连而成的“去顶锥筒”状分子，分别是a—CD，B-CD， Y—CD。

由于它们的6一位伯羟基均位于“去项锥筒”空腔的小口端，2一及3一位仲羟基均

位于“去顶锥筒”空腔的大口端，所以环糊精具有一定的亲水性，同时空腔内

表面只有氢原子和带孤电子对的糖苷氧原子，故具有疏水性。构成环糊精的D-

毗喃葡萄糖单元具有右旋的立体构型，这些独特的结构使得它们与有机型客体

分子复合时，可产生良好的识别性能。

4．5．2环糊精拆分盐酸普萘洛尔对映体机制

色谱分离技术中，采用环糊精作TLC流动相添加剂分离对映体是因为环糊

精可导致试样分子受到不同的吸附或滞留作用而获得分离。

环糊精分离两个对映体(D， L)的基本机理是：设CD与两个对映体形成稳定

的包合物，如下列两个平衡表达所示⋯1：

D+CD(=)D-CD (4-1)

L+CD(=)L-CD (4—2)

式(4一1)、(4-2)中，D，L分别代表两个对映体。

当温度等实验条件一定时，TLC分离试样有如下公式：

击=(珈寺·(心．【∞】+·)似s，
式(4—3)中，Vb是流动相的体积，wg是薄层板上吸附的重量，k’是试样在

流动相和固定相中的分配系数，Kb是环糊精与试样在流动相中按1：1包结复合

时的平衡常数，可用于判断相应条件下环糊精对试样分子的识别能力的参数。

从式(4—3)可知，流动相中环糊精的浓度[CD]越大，试样受到的包结次数越

多，相应的Rf也越大，所以，流动相中环糊精浓度足够大是对映体获得分离的

关键因素。同时，当流动相组成和配比变化时，k’与Kb也会发生变化，试样的

Rf值也随之变化，因此也是TLC分离对映体的重要影响因素
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Armstrong等9“采用B-CD作HPLC手性流动相添加剂拆分手性药物，并通

过计算机模拟，认为(+)一R一，(一)一S-普萘洛尔对映体手性碳上羟基处于同样位

置，与CDs上C一3位羟基生成最适氢键。主要差别在于仲氨基位置，(+)一R-普

萘洛尔与B—CD上2，3位仲羟基更易生成氢键，所以成键更牢固，作TLC分离

展开时，距溶剂前沿较远，(一)一s一普萘洛尔相对则距溶剂前沿较近，实现分离。

O¨

Ho

(a)

图21 Armstrong等计算机模拟(十)一R一普萘洛尔，

型

(b)

(-)一S一普萘洛尔与B—CD分子间作用力模

(a)(十)一R-普萘洛尔 (b)(一)-S一普萘洛尔

4．6实验中需要注意的问题

制备手性选择体硅胶薄层板时，如果不预先将B-cD溶解在羧甲基纤维素钠

水溶液中，加入硅胶GF：。后搅拌时，B—CD则不会均匀分散到硅胶中，铺制的

TLC薄板不一致，拆分时效果不好，且无法平行比较拆分结果。所以在制备薄板

时，必须注意手性选择体在羧甲基纤维素钠水溶液中完全溶解后，再加入硅胶

GF254，并充分搅拌使其分布均匀。最好在超声波清洗器中超声lO-20min，以除

掉混合产生的气泡。铺板时，小心振荡涂有调制好的硅胶的玻璃板，尽量多振

荡，以使铺制的TLC薄板平整均匀，从而在作拆分试验时，具有良好的重现性。
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4．7结论

采用B—CD(重结晶)固载硅胶GF。(20：1，m：m)，采用二氯甲烷／甲醇

展开体系，在室温下可拆分盐酸普萘洛尔、酒石酸美托洛尔和阿替洛尔对映体，

该方法简便、易行，为进一步采用B一环糊精固载薄层色谱法拆分手性药物提供

了一定的理论基础。
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5结论与展望

5．1结论

本文系统地研究了薄层色谱法包括手性流动相添加剂液相色谱法和手性选

择体固载薄层色谱法拆分手性药物，对所得到的实验数据进行了总结，并分析

探讨了手性拆分机制。得到了以下结论：

采用D110-樟脑磺酸铵作为薄层色谱流动相添加剂，拆分了盐酸普萘洛尔对

映体。优化了色谱条件，得到了D．10一樟脑磺酸铵作为流动相手性添加剂的薄层

色谱法拆分盐酸普萘洛尔对映体的最佳色谱条件：D-10一樟脑磺酸铵溶液

(0．85mmol／L，pH=8．0)／二氯甲烷／甲醇(0．3／1．95／0．75，V／V／V)，冰箱(8

℃)下预饱和30min，样品pH为7．0。同时研究了D-10-樟脑磺酸铵作为薄层色

谱流动相添加剂，拆分酒石酸美托洛尔和阿替洛尔对映体的影响因素，得到了

酒石酸美托洛尔拆分的最佳色谱条件：D-10一樟脑磺酸铵溶液(0．17rmol／L，

pH=7．5)／二氯甲烷／甲醇(0．3／2．06／0．64，V／V／V)，室温(17℃)下预饱和30min，

样品pH为8．0；阿替洛尔拆分的最佳色谱条件：D一10一樟脑磺酸铵溶液

(0．17nⅡnol／L，pH=7．5)／二氯甲烷／甲醇(0．3／2．48／0．22，V／V／V)，室温(17

℃)下预饱和30min，样品pH为7．0。

研究采用手性选择体9一环糊精固载薄层色谱法分别拆分了盐酸普萘洛尔、

酒石酸美托洛尔和阿替洛尔对映体，得到了盐酸普萘洛尔拆分的最佳条件：甲

醇／_-氯甲烷(1．64／1．36，V／V)，室温(15℃)下预饱和30min，样品pH为8．O；

美托洛尔的最佳条件：甲醇／二氯甲烷(0．87／2．13，V／V)，室温(15℃)下预

饱和30min，样品pH为7．O；阿替洛尔的最佳条件：甲醇／二氯甲烷(1．5／1．5，

V／V)，室温(15℃)下预饱和30min，样品pH为8．0。其中薄板均按照硅胶GF254

与B一环糊精质量比20：1的比例铺板。并初步探讨了B一环糊精固载薄层色谱

法拆分盐酸普萘洛尔的分离机制。

5．2展望

本实验主要研究了以D一10一樟脑磺酸铵作为薄层色谱流动相添加剂，拆分盐

酸普萘洛尔、酒石酸美托洛尔和阿替洛尔对映体的新方法，结果显示三种药物
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均得到了较好的拆分，在今后的研究工作中，需要将以下几方面作为工作重点：

①进行柱色谱放大实验时可能遇到的难点和解决方案；

②进行旋光度确定实验时，需要收集更多量的对映体，尽量将浓度增大，以

比旋光度作为旋光度确定的依据。

本实验还初步研究了用手性选择体B一环糊精固载薄层色谱法分别拆分盐

酸普萘洛尔、酒石酸美托洛尔和阿替洛尔对映体的方法，三种药物也获得了拆

分，但是在今后的实验中，需要改进以下内容：

①p一环糊精的水溶性不好，室温下有时会析出晶体，考虑采用某种B一环糊

精的衍生物如：羟丙基一B一环糊精作为手性选择体固载薄层色谱进行拆分；

②进行柱色谱进行制备分离实验。
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