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摘要：以 !-环糊精和 5-苯丙氨酸为手性选择剂，采用毛细管区带电泳成功地分离了新型抗菌素西他沙星差向异构

体。考察了添加剂的种类、浓度和缓冲溶液的 #6 对毛细管电泳分离西他沙星的影响。分离电压为 ’& 7(，选用 #"
4%（ 有效长度 &!, & 4%）8 &" !% 2+ 9+ 的石英 毛 细 管，缓 冲 溶 液 组 成 为 ’" %%)* : ; <6!=>% -<!6=>%（ #6 %, &），’"
%%)* : ; ?@!>% ，!" %%)* : ; !-环糊精和 ’" %%)* : ; 5-苯丙氨酸。实验结果表明，添加剂的种类和浓度是影响西他

沙星手性分离的重要因素，只有当 5-苯丙氨酸、铜 离 子 和 !-环 糊 精 同 时 存 在 并 达 到 一 定 浓 度 时，西 他 沙 星 差 向 异

构体在毛细管电泳中才具有良好的分离效果。该方法可用于西他沙星差向异构体的定量分析。
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. . 在药物分析中，手性拆分占有重要地位。大约

有 -"U 以上的 药 物 都 是 手 性 药 物，大 多 数 情 况 下，

其中一种异构体具有药理活性，而另一种异构体通

常活性差，甚至有毒副作用。因此，对手性异构体的

分析显得极为重要。目前，气相色谱和液相色谱方

法已大量用于手性药物分析，尤其是各种型号的手

性色谱柱已广泛用于药物分析。但是，这些色谱柱

通常价格昂贵、使用寿命短且柱效低［’］。毛细管电

泳（?0）是 !" 世纪 -" 年代兴起的一种分离分析技

术，其分离效率高、分离模式多、低耗、快捷、简便，在

手性药物分离中得到十分广泛的应用［! 0 %］。喹诺酮

类药物是近年来迅速发展起来的抗菌药物，具有抗

菌谱广、抗菌力强、结构简单、给药方便，与其他常用

抗菌药物无交叉耐药性、通过合成方法生产、疗效价

格比高等优势，因而愈来愈受到各国的重视，成为竞

相生产和应用的热点药品。西他沙星属于第四代喹

诺酮类 抗 菌 素，其 抗 菌 谱 及 抗 菌 力 达 到 了 新 的 高

峰［& 0 #］。西 他 沙 星（ 结 构 见 图 ’）具 有 ( 个 手 性 中

心，在其合成过程中，仅—,6! 位为外消旋体，其差

向异构体分离困难，目前对它的手性分离主要采用

手性柱高效液相色谱法，但所用色谱柱昂贵，色谱平

衡时间长。本实验选用 !-环糊精（?5）和 5-苯丙氨
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酸（!"#）为手性添加剂，以 毛 细 管 区 带 电 泳 法 分 离

西他沙星手性药物，方法简单，易于操作。

图 !" 西他沙星的结构

!"#$ !" %&’()&(’* +, -"&.,/+0.)"1

!" 实验部分

! $ !" 仪器与药品

$ $ %#&’()* ! + ,-./0 012 毛细管电泳仪，配二

极管阵列检 测 器，高 压 电 源（ 3 #$ ’4 5 6 #$ ’4）

（ 美国贝克曼公司）；%$ &( 7&$ !( 89 :9（ 有效长度

&!’ & &(）石英毛细管（ 河北永年光导纤维厂）。

$ $ !;-1、";-1、#;-1（ 纯度 ((’ )<，=8>() 公司），

西他沙星（ 自制）；实验用 水 为 超 纯 水（08??8;2 %8@;
&#? 除热源超纯水系统）；所有试剂均为分析纯。

! $ #" 实验条件及方法

$ $ 配 制 运 行 缓 冲 溶 液，其 组 成 为：)$ ((@? + A
BC!!D" ;B!C!D" ，)$ ((@? + A -E=D" ，!$ ((@? + A #;
-1 和 )$ ((@? + A 1;苯丙氨酸，并用 C#!D" 调节 FC
值至 "’ &，经 $’ "& !( 的纤维树脂膜过滤并超声脱气

后使 用。 石 英 毛 细 管 使 用 前 先 后 用 $’ ) (@? + A
G)DC、$’ ) (@? + A 磷酸、超纯水和运行缓冲溶液加压

冲洗各 )& (8*。每 两 次 运 行 之 间 用 缓 冲 液 冲 洗 #
(8*，冲洗压力 &$ ’!)，检测波长 !(& *(。压力进样

* ’!) 7& H，运行电压 )& ’4，实验温度 !& I。

#" 结果与讨论

# $ !" 手性试剂对拆分的影响

$ $ 首先，选用 !;-1、";-1 和 #;-1 # 种环糊精进

行试验，运 行 缓 冲 溶 液 的 组 成 为：)$ ((@? + A 环 糊

精，)$ ((@? + A 硫 酸 铜，)$ ((@? + A 1;苯 丙 氨 酸 和

)$ ((@? + A 磷酸二氢钾;磷酸氢二钾（ FC "’ &）。结

果发现以 #;-1 为 手 性 试 剂 时，西 他 沙 星 差 向 异 构

体有较好的分离。

$ $ 同时，在运行缓冲溶液的其他组成和仪器条件

不变而只改变 #;-1 浓 度 的 情 况 下 进 行 试 验，结 果

发现，西他沙 星 差 向 异 构 体 的 分 离 度 随 着 #;-1 浓

度的 增 加 而 增 加，但 是 当 #;-1 的 浓 度 超 过 !$
((@? + A 后则分离度略有减小，结果见图 ! ;)。

# $ #" 金属离子对拆分的影响

$ $ 在 运 行 缓 冲 溶 液 中 分 别 加 入 )$ ((@? + A J#;

=D" 、G8=D" 、-E=D" 和 K*=D" ，缓冲溶液的其他组成

为 !$ ((@? + A 环 糊 精、)$ ((@? + A 苯 丙 氨 酸 和 )$
((@? + A 磷 酸 二 氢 钾;磷 酸 氢 二 钾，FC 值 调 节 到

"’ &。结果表明：在 含 有 J#! + 的 缓 冲 溶 液 中 几 乎 无

拆分现象；在含有 G8! + 、-E! + 和 K*! + 的缓冲溶液中

都有一定的拆分效应；含有 -E! + 时拆分得最好。

$ $ 进一步考察 -E=D" 在运行缓冲液中的适宜浓

度，结果发 现（ 见 图 ! ;L）：当 运 行 缓 冲 溶 液 中 没 有

-E=D" 时，几乎没有拆分现象；随着 -E=D" 浓 度 的

增加，拆 分 的 分 离 度 逐 渐 增 大；当 达 到 )$ ((@? + A
后变化较平缓，可较好地达到拆分要求。因此最终

选用 )$ ((@? + A -E=D" 配制运行缓冲液。

# $ $" 氨基酸对拆分的影响

$ $ 在运行缓冲溶液中加入不同的 1 型氨基酸，如

1;!"#、1;M?E、1;,HF 和 1;ANH 等，其 他 条 件 保 持 不

变。结果表明：当运行缓冲溶液中加入 1;!"# 时西

他沙星差向异构体的拆分效果最好；加入酸性氨基

酸 1;M?E 和 1;,HF 时，几乎没有拆分效应；加入碱性

氨基 酸 1;ANH 时 只 有 较 小 的 分 离 度。 因 此 选 择

1;!"#作为运行缓冲溶液的添加剂。

图 #" （.）!234、（5）3(（!）和（ )）4267* 浓度

对西他沙星分离的影响

!"#$ #" 8,,*)&- +, )+1)*1&’.&"+1- +,（.）!234，（5）3(（!）

.19（)）4267* +1 ’*-+/(&"+1 +, -"&.,/+0.)"1

$ $ 从图 ! ;& 可以看出，随着 1;!"# 浓度的增加，西

他沙 星 差 向 异 构 体 的 分 离 度 迅 速 增 加，达 到 *
((@? + A后分 离 度 的 增 加 速 度 减 缓，浓 度 超 过 ))
((@? + A后 分 离 度 开 始 逐 渐 减 小。 因 此 最 终 选 择

1;!"#的浓度为 )$ ((@? + A。

·")&·
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! ! "# 缓冲溶液的 "# 值及电压对拆分的影响

! ! 通 过 上 述 实 验 发 现，缓 冲 溶 液 的 组 成 为 "#
""#$ % & ’($)*% +’$()*% ，"# ""#$ % & ,-.*% ，$#
""#$ % & !+,/ 和 "# ""#$ % & /+)01 时，两种异构体

可达到基线分离，但迁移时间较长。因此，在此基础

上进一步优化操作条件。

! ! 用磷酸调节缓冲溶液的 2( 值分别为 !& ’，!& $，

%& !，(& $，考察 2( 值对分离和迁移时间的影响。图

( 显示在 $! 3，"! 45 条件下缓冲液的 2( 对 西 他

沙星差向异构体迁移时间和分离度的影响。2( 对

迁移时间影响的总趋势是迁移时间随着 2( 的升高

而增长。这主要 是 由 于 在 低 2( 溶 液 中，毛 细 管 壁

的硅醇基离解减少，电荷数减少，6178 电位降低，电

渗速度亦随 之 减 缓。另 外，缓 冲 液 的 2( 对 溶 质 的

离解也产生影响，当 2( 降低时，西他沙星主要以共

轭酸的形式存在，带更多的正电荷，因而迁移速度增

大，并且迁移速度的增加大于电渗速度的减少，因此

西他沙星的表观迁移速度仍然增大，迁移时间缩短。

同时，2( 值减小，使得西他沙星的离解程度增加，带

更多的正电荷，因而在毛细管中的泳动主要依靠本

身的迁移，缔合作用进一步体现在表观迁移速度上，

从而使西他沙星差向异构体的分离得到改善。但若

2( 过低，则迁移速度过快，会使西他沙星与添加剂

的作用时间缩短，导致分离效果下降。

图 $# "# 对西他沙星的（$）迁移时间和（%）分离度的影响

&’(! $# )**+,-. /* "# /0（$）1’(2$-’/0 -’1+ $03
（%）2+./45-’/0 /* .’-$*4/6$,’0

! ! 实验发现，分离电压由 ! 45 升至 "! 45 时，分

离度和 峰 形 有 所 改 善；升 至 $# 45 时，分 离 效 果 下

降。这是高电压下过量的焦耳热不能有效地散发而

形成径向温 度 梯 度，导 致 区 带 展 宽、柱 效 下 降 的 结

果。因此选用 "! 45 作为分离电压。

! ! 在上述优化条件下西他沙星差向异构体的分离

图谱见图 %。

图 "# 西他沙星差向异构体的毛细管电泳图谱

&’(! "# )4+,-2/"7+2/(2$1 /* .’-$*4/6$,’0 +"’1+2.
9-::;:< =#$-7;#:："# ""#$ % & ,-.*% ，$# ""#$ % & !+,/，

"# ""#$ % & /+)01，"# ""#$ % & ’($ )*% +’$()*%（2( %& !）>

! ! %# 方法学考察

! ! 在选定的条件下，配制不同浓度西他沙星的溶

液，结果发现西他沙星在质量浓度为 ($ ) %## "< % &
时线性关系 良 好，相 关 系 数 为 #& **+；检 出 限（ ! " #
?(）为 +& # "< % &。

! ! 将 $##& # "< % & 西他沙星试样连续重复进样 !
次，测 得 迁 移 时 间 的 相 对 标 准 偏 差（ 9./）小 于

"& *@，峰面积的 9./ 小于 (& ’@ 。实验结果表明本

方法可应用于西他沙星差向异构体的分离分析。

! ! &# 分离机理的探讨

! ! 从上述实验结果可看出，西他沙星的手性分离

依赖其存在的运行环境。当运行缓冲溶液中缺少一

种组分（ 如环 糊 精、铜 离 子 或 氨 基 酸）时，手 性 分 离

能力便会大大减弱，甚至没有分离效果。这是因为

在本研 究 体 系 中，差 向 异 构 体 的 西 他 沙 星 同 文 献

［,］报道的氧氟沙星一样与氨基酸和金属离子形成

了三元配合物，因而增加了异构体的差异性；再进一

步与环糊精作用，从而达到很好的分离效果。试验

结果发现，在运行缓冲溶液中，当缺少 ,- 或 /+)01
时，各异构体的分离效果很差，此时样品不能形成三

元配合物，而环糊精对单纯的西他沙星手性识别能

力差，因此不会有好的分离效果出现。
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