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高效液相色谱在生物医药研究中的应用

第六讲 高效液相色谱分离光学异物体（下）

徐修 容
（中国科学院上海药物研究所,200031)

2．手性流动相法 手性流动相法亦称手性添

加剂法。优点是拆分化合物不需以手性试剂衍生．也

不需要价格昂贵的CSP，而是将手性试剂加到流动相

中，使用常规的正相或反相柱分离，由于方法简便，引

起广泛的注意。作用原理有两种可能c(1)溶质在流

动相中与手性试剂形成非对映络合物．因rid在固定相

和流动相中分配特性不同。(2）手性试剂吸附在柱上

形成动态的CSP,Davankov(so}将手性试剂吸附在住子

上，拆分样品时，流动相中不再加手性试剂。使叮的

手性添加剂大多数为CSP的键合基团，拆分原理门

CSP相似。主要手性添加剂有以下几类：

(1)蛋白质 由于蛋白质类CSP对多种药物有

良好的拆分效果，白蛋白和a-AGPc5I-FZ)曾作为手性

添加剂拆分某些精神病药物如异丙嗓、甲硫哒嚓及双

异丙毗胺等。Pettersson (say以白蛋白拆分了酸、二梭酸

和色胺酸，为保持蛋白添加剂的稳定．对流动相的组

成和固定相有一定的要求，一般采用大孔径的DIOL

或RP-2为固定相，流动相为磷酸缓冲液，pH 6.5左

右。

(2) 3X糊精类： 以S-CD制成的CSP对多类化

合物都有良好的拆分效果。f3-CD对紫外检测无干扰，

价格较低，是比较理想的手性添加剂．Deboski(54)对f3-

CD拆分扁桃酸作了系统研究，认为化合物的不对称

碳原子上具有能与BCD形成氢键的基团，才能拆

分。Sybilska(5':等以fi-CD拆分巴比妥类药物，发现只

有咯陡环上有不对称碳原子的巴比妥如美芬妥因、甲

基苯巴比妥和海索巴比妥可以拆分。Nobuhara(ss'和

Gazadag(s'3分别对流动相的组成、添加剂的浓度及不

同型号的C1。柱对拆分的影响作了探索，流动相以乙

醇一缓冲液（pH 6. 2）对CD的溶解度较好，添加剂浓

度增加保留值降低，分离效果改善。CD作为手性添

加剂效果远不如CD型CSP,

(3)氢键型手性试剂 Dabashi(sx,以N一乙酞-L-撷

氨酸一叔丁酸胺作为手性添加剂对多种氨基酸衍生物

有较好的拆分效果，a值：1.10-1. 16，同时也发现

N,N一二异丙基酒石酸胺（R,R-）对 a-轻基酸，f3-经基

酸，氨基酸的醋或酞胺．(3-}基酮及肪，a-氨基醇，酞

胺. a一二醇和P-联蔡酚等多种化合物都有V好拆分效

果（图7-8),

这两种CMP都是通过溶质和手性试剂之间形成

氢键而产生作用，流动相要求极性低，多采用己烷一氯

仿系统．固定相为硅胶．添加剂的浓度加大，氯仿含量

减低，对拆分有利。

(a)配位荃手性试剂 Lindner}"}将金属络合物

L-2一异丙基一4-N一乙酞二乙烯四胺-Zn*＋加到流动相

中，使其动态的吸附在C,。柱上，可用于丹酸一氨基酸

的拆分，同年Hatece0，以L-Proline-Cu为手性添加剂用

阳离子交换色谱拆分氨基酸，手性配位基除L-氨基

酸及其衍生物外，光学活性的胺和酸胺亦被采用（表

7-3)161;．溶质与配基及金属离子生成两个三元非对

映络合物，由于稳定性或物理性质的不同而达到拆分

的目的。洗脱顺序与一般反相分离一致，溶质的疏水

性增加，保留时间延长，疏水性氨基酸拆分时流动相

中应加入一定量的有机改性剂，甲醇或乙腈。



5）手性离子对试剂 这一方法是在离子对色谱

的基础上发展起来，将一般的离子试剂换成手性离子

对试剂，即可用于有机酸和碱对映体的拆分。（＋）- 

10-樟脑磺酸和N-苄氧羰基甘氨酰-L-脯氨酸 作为

手性离子对试剂，可用于氨基醇类化合物对映体的拆

分，一般认为手性的配对离子应具有静电吸附和形成

氢键作用才能产生拆分效果〔62（图7-9。奎宁、奎尼

定及辛可尼定碱对樟脑磺酸和具有极性基团的酸也

有较好的拆分效果。固定相为DIOL键合相，流动相

为二氯甲烷和戊醇混合液。极性溶剂浓度增大，保留

值降低，拆分效果下降；配对离子浓度加大，拆分效果

增加。

表7-3 配位基交换色谱手性添加剂

注 AA氨基酸，Dns-AA：丹酰氨基酸。

7-2 间接拆分法

虽需进行衍生化反应，但生成的非对映异构体，

物化性质不同，可用常规的正相或反相法分离，衍生

后又可改善溶质的色谱性能及增加检测灵敏度，仍为

不少作者采用。分析的样品应具有进行衍生化的基

团，反应条件应该温和、简便，反应方程式如下：

D为手性试剂A为溶质。已有多种手性试剂可供选

用。异氰酸酯和异硫氰酸酯可作为氨基醇 6364

胺 5氨基酸〔66-69等的手性衍生试剂HC，酸酐和酰

氯可作为醇和胺〔70的衍生试剂，手性胺可用于羧酸

的拆分71732,3,4,6-四乙酰--D-吡喃葡萄糖异硫

氰酸酯R（一-萘乙异氰酸酯、（一--甲氧萘乙酸、

（＋）-10-樟脑磺酸、RR-或SS-酒石酸酐、光学纯的氨

基酸等为常用的手性衍生试剂。手性衍生试剂的结

构对拆分效果有很大影响，靠近不对称碳原子有大的



取代基，能加强拆分效果，衍生基团与不对称碳原子

相距越近，效果也越好。为达到良好检测效果，手性

衍生试剂应选择具有紫外和荧光发色基团的化合物。

这种间接拆分法效果良好，灵敏度高。下图为服用外

消旋萘普生后，血清中对映体的分离〔73

氨基酸与邻苯二甲醛及巯基乙醇反应，生成具有

强荧光衍生物，可用于氨基酸的测度。如以光学纯的

半胱胺酸代替巯基乙醇，可用于氨基酸对映体的拆

分74，柱前或柱后衍生皆可，反应情况如下图：

分离方法多采用反相或反相离子对色谱。

7-3 结 论

近年来由于方法的不断发展，手性 HPLC法已成

为测定光学异构体较为理想的方法，分离效果好，速

度快，灵敏度高，应用面广，优于其他方法。在一种对

映体中另一对映体的含量在 0.1％以下都可准确测

出。制备性分离也得到可喜的结果，几克或几十克样

品，一次分离可以得到两种光学异构体的纯品。

手性HPLC的三种方法中发展最快的是CSP法，

这种方法使用简便，适用面广，稳定性好，定量分析准

确，可用于常规和生物样品分析，也适用于制备性分

离。但固定相价格昂贵，每种固定相都有一定的使用

范围，有时需要将样品进行衍生后才能测定。

CMP法虽兼有不需衍生化反应和特殊固定相，

缺点是手性添加剂价格比较贵，有时需自己制备，分

离化合物的范围有限，制备分离比较麻烦。

间接拆分法分离效果好，分离条件简便，但需要

高纯度的衍生试剂，操作比较麻烦，多半在在其他方

法无法实现时，才加以采用。如需制备分离，要在衍

生物分离后，再进行分解反应，才能得到所需产物。

手性 HPLC虽取得很大的进展，但仍有不足之

处，研究仍在进行中。相信随着这一方法的推广应

用，将使药物研究、生产和质量控制提高到一个新的

水平。
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