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摘要 目的  分离 !测定血浆样品中盐酸多奈哌齐对映体的含量 ∀方法  建立高效毛细管电泳法血浆中加入内

标 Λ2酒石酸布托菲诺后 碱化并以异丙醇 2正己烷 Β提取血浆样品 采用未涂层熔融石英毛细管柱   ≅ 

Λ ⁄以  # 
磷酸 2三乙胺  1为运行缓冲液 1磺化 Β2环糊精为手性添加剂 进样电压为  

∂ 进样时间为  运行电压为   ∂ ∀对盐酸多奈哌齐对映体进行电泳分离 并进行家兔血浆样品中盐酸多奈

哌齐对映体定量分析的方法验证 ∀结果  在上述电泳条件下 盐酸多奈哌齐对映体可达基线分离 ∀测得血浆样品

中 Ρ  2多奈哌齐的回归方程为 ΑΑ  1   1 Χρ 1 Σ  2多奈哌齐的回归方程为 ΑΑ 

1   1 Χρ 1 线性范围为 1 ∗  # 

检测限为 1 # 

 ∀结论  本法与手性柱  °≤

法相比 有高效 !快速和经济等优点 ∀
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  盐酸多奈哌齐 ∞

为新一代中枢乙酰胆碱酯酶抑制剂 其分子结构中

有 个手性中心 一般以外消旋体的形式供临床治
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疗早 !中期阿尔茨海默综合征 ≈ ∗  ∀文献 ≈报道

的人体药动学研究多为 ∞的外消旋体 ∀而手

性药物反应的靶器官能识别立体异构体 其对映体

经常存在不同的药理活性 在体内的吸收 !分布 !代

谢转化和排泄以及药动学方面也常存在显著差

异 ≈ ∀因此 一些发达国家对手性药物的申报要求

进行对映体拆分和药理活性检测 ∀进口药品注册标

准中用手性柱 °≤法控制药品中对映体的量 ∀

等 ≈用毛细管电泳法也只对制剂中的 ∞

进行了测定 虽将羧甲基 2Β2环糊精和人血清白蛋白

作为手性添加剂拆分 ∞对映体 但未对 ΡΣ构

型定位 也无应用实例 ∀本文应用高效毛细管电泳

法 将磺化 2Β2环糊精作为手性添加剂 实现了 ∞

对映体的拆分 在缺乏对映体对照品的情况下 用手

性柱 °≤收集了两对映体 确定了对映体的位置

并建立了家兔血浆样品中 ∞对映体的测定方

法 ∀与手性柱 °≤相比 前者具有高效 !简捷 !快

速 !低廉和有机溶剂消耗少等优点 ∀

材料与方法

仪器   °≤∞
×

 ⁄±型毛细管电泳

仪 美国 公司 含自动进样器 !带恒温控

制的毛细管卡盒 !样品池 !高压电源 !电极及二极管

阵列检测器 工作站 ∀石英毛细管  有

效长度   ≅  Λ ⁄河北永年光导纤维厂 ∀

岛津 ≤ 2× 检测器 ≤工作站 手性

色谱柱 2二甲苯氨基甲酸酯纤维素柱  

≅ 1  ⁄ Λ°2∞旋光仪 ∀

药品与试剂  ∞对照品 连云港豪森制药

有限公司提供 质量分数 1 内标为 Λ2酒石酸

布托诽诺 Λ2∏连云港恒瑞制药有限公司

提供 质量分数 1 磺化 Β2环糊精 ∏2Β2

≤⁄ ƒ∏ ≤ ≤Β2环糊精 Β2≤⁄和羟

丙基 2Β2环糊精 °2Β2≤⁄均为 ≥公司 其他

试剂均为分析纯 ∀

实验方法  ≠ 毛细管电泳法  开机后 毛细管

依次用  # 


溶液 !1 # 




溶液 !水和缓冲液各冲洗约  进样前用缓冲液

冲洗  静止平衡  ∀采用电迁移进样或压

力进样方式 ∀分离电压为   ∂ 分离柱温为

 ε 紫外检测波长为  ∀  血浆样品的处

理  取血浆  置  具塞离心管中 精密加

入内标 Λ2酒石酸布托诽诺溶液  Λ# 

 

Λ1 # 


 1 涡旋  精密加

入异丙醇 2正己烷 Β  涡旋  于  

# 
离心  ∀精密吸取有机相  在

 ε 水浴中用氮气吹干 ∀残留物连同离心管置于

冰箱中冷藏 待分析 ∀测试时 残渣加稀释 倍的

背景缓冲液  Λ溶解 离心 1 ≅ 

# 




 上层液经 1 Λ的微孔滤膜过滤 吸取滤

液适量用于分析 ∀

结果与讨论

1  ΗΠΧΕ法测定条件的选择

1. 1  缓冲液的影响  分别考察了磷酸二氢钠缓冲

液 !磷酸二氢钾缓冲液 !×2磷酸缓冲液和磷酸 2三

乙胺缓冲液的分离效果 ∀结果表明 用磷酸 2三乙胺

作运行缓冲液时 电流值低 基线平稳 迁移时间较

短 对映体能良好分离 故选择磷酸 2三乙胺缓冲液 ∀

增加缓冲液浓度 离子强度增大 明显改变缓冲

液的容量 表 的结果表明 随着缓冲液浓度的增

加 电流值增大 !迁移时间延长且分离度增大 缓冲

液浓度过大也会引起背景电导增大 !灵敏度下降 !工

作电流增大及噪音增加等负面效应 ∀故选择缓冲液

浓度为  # 
 ∀

缓冲液的 值不仅影响电渗流的大小 同时

决定待测组分是否带电荷及其有效迁移率的大小 ∀

缓冲液 值对手性分离的影响如图 所示 ∀结果

表明  1时分离度与峰面积均最大 ∀

Ταβλε 1  ∞ ∏∏

  ∞

≤

#  ≤∏Λ
  


Ρ

  1 11 1

  1 11 1

  1 11 1

  1 11 1

  1 11 1

Φιγυρε 1  ∞ ∏ ∏ 

 ν  
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1 . 2  手性添加剂的影响  分别考察了 Β2环糊精 !

羟丙基 2Β2环糊精及磺化 2Β2环糊精等 种手性添加

剂对 ∞两对映体的分离效果 ∀

添加 1 ∗  # 
 Β2环糊精或添加  ∗

 # 
羟丙基 2Β2环糊精 在正电压条件下 

两对映体均未达基线分离 ∀添加磺化 2Β2环糊精后 

由于磺化 2Β2环糊精带负电 在负电压下 进样端为

阴极 使原本向进样端迁移的呈正电性的碱性药

物与手性添加剂发生强包容络合作用而改向检测器

端 阳极 迁移 ≈
使两对映体分离良好 ∀

考察了 1 ∗ 1磺化 2Β2环糊精对分离度

的影响 ∀随着环糊精浓度的增加 迁移时间变长 分

离度相应增大 但当浓度增加到一定值时 对分离度

的改善不再明显 反而因电流增大而引起基线不稳 ∀

故选择 1磺化 2Β2环糊精作为手性添加剂 此时

Ρ为 1∀手性添加剂浓度的选择对手性分离的

影响如表 所示 ∀

Ταβλε 2  ∞ √

 

≤



≤∏

Λ

  


 Ρ

1  1 11 11 1

1  1 11 11 1

1  1 11 11 1

1  1 11 11 1

1  1 11 11 1

1 . 3  进样方式的选择  考察了气压进样和电迁移

进样两种进样方式 调节气压进样的压力和进样时

间以及电迁移进样的电压和进样时间 使各自的峰

面积最大 ∀结果表明 选择电迁移进样   ∂ 

方式 将样品溶解在稀释 倍的缓冲液中 具有

较强的样品富集效应 ∀

1 . 4  溶剂的选择  考察了以水 !缓冲液 !稀释一倍

的缓冲液 !稀释 倍的缓冲液 !甲醇 2缓冲液 Β!

甲醇 2缓冲液 Β或 1 # 


 ≤2缓冲液

Β为溶剂稀释样品 ∀结果表明 以电迁移为进

样方式时 用稀释 倍的缓冲液作稀释样品 峰面

积最大 ∀根据电堆积原理 ≈
将样品溶解在较稀的

缓冲液或水中 用电迁移法进样 样品与缓冲液界面

两侧存在的场强差使样品堆积 ∀

1 . 5  分离电压的影响  考察了      和

 ∂等 种分离电压对拆分的影响 ∀结果表

明 恒温时 随着分离电压升高 一方面离子迁移率

增大 使分离时间缩短 相应地使对映体与手性添加

剂间的非对映异构作用减弱 从而降低拆分程度 另

一方面 分离电压的升高使分离柱效提高 对映体的

峰宽减小 增大分离程度 综合上述两方面的结果 

选择  ∂为操作电压 ∀

1. 6  毛细管柱温的选择  分别对 和

 ε 等 种柱温进行试验 ∀结果表明  ε 时更

有利于对映体的分离和检测 ∀

1. 7  内标物的选择  分别考察了内标物 苯磺酸左

氨氯地平 !酒石酸右托特罗定及酒石酸左布托诽诺 ∀

结果表明 酒石酸左布托诽诺作内标物时 内标与多

奈哌齐对映体及血浆中内源性物质分离良好 图 ∀

Φιγυρε 2  ∞    

  ∏   

∞   ∏   ∏2
 ∏   ≅  Λ ⁄ 1
∏22¬     

# 


∏ ∏ 

1  √  ∂  ∏ ε 

√   ∂    

  Λ2∏  Ρ   2∞  Σ  2
∞

由此 最终确定以  # 
磷酸 2三乙胺

 1为运行缓冲液 1磺化 Β2环糊精为手

性添加剂 进样电压为  ∂ 进样时间  运行

电压为   ∂ ∀

2  对映体的鉴定

由于缺乏 ∞对映体的对照品 试验采用文

献 ≈报道的手性柱 °≤法色谱条件分离 ∞对

映体 测得保留时间分别为 1 和 1 
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文献已确定首先出峰的组分为 Ρ2∞后出峰的

组分为 Σ2∞∀

通过不断收集两对映体的流份并测定各自的旋

光度 以确定其旋光性 ∀结果表明 Ρ2∞为左旋

体 Σ2∞为右旋体 ∀

将上述流分中的流动相分别用 挥干后 测定

残渣与 ∞对照品毛细管电泳图谱以确定 °≤∞

中对映体的归属 ∀结果表明 第 峰为 Ρ   2

∞第 峰为 Σ  2∞∀电泳图见图 ∀

Φιγυρε 3  ∞ ∞ 

Ρ  2∞   Σ  2∞ ≤   ≤∞

× ƒ∏

  Ρ  2∞ ≥ Σ  2∞

3  血浆样品中 Ε2020对映体测定

3 . 1  方法的专属性  在上述电泳条件下 测得家兔

给药前和给药后血浆样品添加内标的典型色谱图

图 ∀由图可见内标及空白血浆中的内源性物质

均不干扰多奈哌齐两种对映体血药浓度的分析 ∀

3 . 2  线性关系  分别精密吸取 ∞对照品溶液

适量于 个具塞离心管中 各精密加入空白血浆

1 分别配制成含 ∞为 1111

1和 1 Λ# 
的血浆样本 即相当于含

∞各对映体 1111和  Λ#


的血浆样品 ∀按血浆样品的处理方法项下自

/精密加入内标溶液  Λ0起同法操作 并进行

°≤∞分析 ∀以 ∞对映体峰面积 Α与内标峰

面积 Α的比值 ΦΦ  ΑΑ对浓度 ΧΛ#



进行线性回归 得血浆 条平均标准曲线方

程 ∀ Ρ  2多奈哌齐 Φ  1   1 Χρ

1 Σ  2多奈哌齐 Φ  1   1 Χ

ρ1 ∀线性范围均为 1 ∗  # 

定量

限均为 1 # 
 ∀当 Σ/Ν为 时 检测限均为

1 # 
 ∀

3. 3  方法回收率  配制含 ∞低 !中和高 种不

同质量浓度 1和  # 

折算成各对映体

质量浓度分别为 1和  # 

的血浆样本

各 份 同上方法进行样品处理 并测定 ∞对映

体和内标的峰面积 由回归方程求得实测量 以实测

量与加入量之比计算出方法回收率 ∀低 !中和高 

种不同质量浓度对映体的平均方法回收率 Ρ   2

∞为 1 1和 1  ≥⁄为 1 

Σ  2∞为 1 1 和 1  ≥⁄

为 1 ∀

3. 4  提取回收率  配制含 ∞低 !中和高 种不

同质量浓度 1和  # 

的血浆样本各 

份 同上方法处理样品 用于分析 ∀测定 ∞两

对映体峰面积与内标峰面积的比值 Φ∀另取低 !中

和高 种浓度的对照品溶液 同法操作 测定盐酸多

奈哌齐两对映体峰面积与内标峰面积的比值 Φχ∀

按下式计算提取回收率 Ρ Ρ  ΦΦχ ≅  ≅

 ∀测得低 !中和高 种不同质量浓度对映体的

平均提取回收率 Ρ   2∞为 1 1

和 1  ≥⁄为 1 Σ  2∞为 1 

1和 1  ≥⁄为 1 ∀

3. 5  精密度试验  配制含 ∞低 !中和高 种不

同质量浓度 1和  # 

的血浆样本 同

上方法进行样品处理 记录 ∞对映体峰面积

Α与内标峰面积 Α的比值 分别测定日内变异

和日间变异 ν  ∀低 !中 !高 种浓度的日内精

密度   ≥⁄ Ρ   2∞为 1  1 和

1 Σ  2∞为 1 1 和 1 日

间精密度  ≥⁄ Ρ   2∞为 1 1 和

1 Σ  2∞为 1 1 和 1 ∀ 

种浓度血浆中两对映体的浓度之比的日内精密度

 ≥⁄ 1  1 和 1 日间精密度

 ≥⁄1 1和 1 ∀

3. 6  稳定性试验  配制一定量的含药血浆及含药
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和内标的血浆 分别进行冷冻    ε 和冷藏

 ε 放置试验及冻融两次的稳定性试验 ∀结果表

明 含药血样经冷冻和冷藏放置均较稳定 冻融两次

对样品含量无影响 血样处理吹干后 冷藏放置  

内稳定 ∀

3 . 7  家兔血浆样品中 Ε2020对映体的测定  取健

康家兔 只 雌雄各半 体重 1 ∗ 1 ∀给药前

禁食  但不禁水 ∀按  # 
灌胃给药 自

耳缘静脉抽取给药前及给药后 1111

111和 1 的静脉血  置于含肝

素的试管中 离心后分离血浆 于   ε 冷冻保存

备用 ∀用上述方法分离测定的 ∞两对映体平

均血药浓度经时过程曲线见图 ∀

Φιγυρε 4     2 ∏√

∞    

# 

 ∞  ¬

结论

以磺化 2Β2环糊精作为手性添加剂的高效毛细

管电泳法和 2二甲苯氨基甲酸酯纤维素为填料

的手性柱法均可实现 ∞对映体的拆分 手性柱

°≤法具有特异性强 灵敏度高等优点 但价格昂

贵 ∀而高效毛细管电泳具有高效 !快速 !灵敏和经济

等优点 在家兔血浆样品测定方法学评价中线性良

好 !精密度高及重现性好 可满足家兔血浆样品的测

定和药动学研究 ∀
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