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毛细管电泳法在手性药物介离中的应用

口李伟东 蔡宝昌 南京中医药大学 南京

摘 要 毛细管电泳是一种毛细管为分离通道
、

以 高压直流 电为驱动力
、

依据样品各组分之间

尚度和分配行为上的差异而 实现分离的高效
、

高选择性的 色谱技术
,

广泛应 用于农业
、

医药
、

化工等

领域
。

该技术对手性药物分 离分析具有独特的优点
。

本文对近年来高效毛细管电泳用于手性化合物

拆分的主要分离模式进行 了综述
。

可以预见
,

该技术在生命科学领域将有着越来越广泛的应用
,

尤

其是毛细管电泳单细胞分析正在成为细胞水平药理学及 了解生命过程的一种活体检测手段
。

关键词 毛细管电泳 手性药物 分 离分析 综述

手性 问题牵涉到生命的起源及各种动植物的 确的分离和分析测定手性药物 已成为医药界关注

生存和演化
,

有手性的分子在人类的生命活动中起 的重要课题
。

因此
,

手性药物的分离测定
,

对研究药

着极为重要的作用
。

天然或半合成药物几乎都有手 物的药动学过程
、

药理和毒理机制以及手性药物的

性
,

其中 以上为光学活性物质 全合成药物中 质量控制等都有重要意义
。

为手性药物 目前常用的 多种药物有一半 常用 的手性分离方法有结晶法
、

色谱法和酶

至少含有一个手性中心
,

而 以上的手性药物是 法 ’
‘ ’。 其中色谱法包括液相色谱

、

气相色谱和超临

以外消旋体的形式销售的
。

随着对手性药物药理活 界色谱
。

近年来
,

用毛细管电泳 直接分离手性

性研究的不断深人
,

人们已认识手性药物对映体生 对映体得到很快发展 「 ’
,

尤其是对开发中的新药的

理作用和代谢过程的差别
。

特别是 年美国食品 对映体的分离和生物体内药物代谢过程中对映体

与药品管理局 提出发展单一对映体生产计划 的分离
,

更独具高效快速
,

样品和试剂耗用量

和对映体药物纯度的鉴定规定后
,

如何能快速
、

准 少
,

可供选择的分离模式多等优点
。

用于手性拆分

的模式有 自由溶液区带电泳
、

毛细管凝胶电
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以及毛细管等速电泳 等
。

一
、

毛细管区带电泳

是 中最基本
、

最普遍的一种模式
,

故一

些位置异构体如反式丁烯二酸 富马酸 和顺式丁

烯二酸 马来酸 等可用 直接分离 ‘ ’
。

此外
,

其

它手性对映体的拆分还是需加人各种不 同的手性

选择剂才能达到分离 目的
。

常用的手性选择剂有环

糊精
、

冠醚
、

胆汁酸盐
、

手性混合胶束
、

手性选择性

金属络合物
、

蛋白和糖等 种类型
。

其中以环糊精
、

冠醚较为常用
。

环糊精

发展最快
、

应用最多的手性选择剂首推环糊精
,

环糊精是由多个毗喃葡萄糖单元以
, 一

糖昔

键首尾相连形成的环状低聚糖
,

其中六聚
、

七聚
、

八聚

体分别称为
一 、 一

和 丫 环糊精
,

分别含有
、

和 个

葡萄糖单元及
、

和 个手性中心
。

手性中心为

受体分子提供了不可多得的包容物质基础和不对称

环境
。

中常用的有 。
一 、 一

和 丫 及
一 一

和
一 一 。

牛长群等 ’手性分离了盐酸曲马多和盐酸

氯毗格雷 种药物的光学异构体
,

分离条件为盐酸曲

马多 缓冲液为 用磷酸调至
,

内含 甲基
一 一

环糊精
。

盐酸氯毗格雷 缓冲

液为 用磷酸调至
,

内含

甲基
一 一

环糊精
。

侯经国等【
’〕采用 件 环糊

精及其衍生物作为手性选择剂对毛果芸香碱对映体

进行了分离
,

研究了环糊精类型和浓度对分离的影

响
,

同时考察了背景电解质
、

操作电压和温度等因

素对对映体分离的影响
,

结果采用经丙基
一 一

环糊精
一 一

可以使毛果芸香碱对映体达到基线分离
,

优化条件下手性分离度可达
。

李晓海等‘
“ ’建立了

一 一

为手性选择剂
,

以
, 一

一 一 一 ,

分离电压
,

柱温

℃
,

检测波长 为色谱条件的 分析方

法
,

对 及 型一叶荻碱在大鼠体内代谢的高选择性

进行了研究
,

测定条件下 种旋光异构体达到基线分

离
。

也有采用新的 衍生物—高取代磺酸基环糊精
一 ,

以 种新 型高取代磺 酸基环 糊精

一 一 、 一 一

和
一

丫一 作手性选择 对蔡

普生
、

酮洛芬
、

氧氟沙星和阿托品等 种药物对映体

进行了分离 】。 为了改进用环糊精分离一些阳离子的

手性对映体的分离度
,

等 〕采用加人短链的如

四丁基胺 或四甲基胺 覆盖毛细管壁表

面
,

解决了苯毗拉明
、

和 麻黄碱
、

和 伪麻

黄碱
、

和 降麻黄碱
、

肾上腺素
、

去甲肾上腺素
、

异丙肾上腺素和普蔡洛尔等对映体的分离
。

加人

或 后
,

增加了
一

的溶解度
,

可用更高浓度的
一 。

因短链的 比长链的阳离子表面活性剂具

较少的疏水性
,

因而也较少占据
一

环糊精的疏水腔
,

可使
一

有更多的手性选择腔体和对映体发生作

用
。

二者综合显著改善了分离度
,

从而使一些单用
一

不能解决的对映体得到分离
。

用环糊精作手性添加剂分离对映体
,

简便易行
,

所需控制的主要实验条件为所用环糊精的种类及

浓度
,

缓冲液的组成及 值及外加试剂 如甲醇或

乙睛 的作用等
。

的类型和取代基对分离有很大

影响
,

研究主要集中在探讨取代基的大小
、

位置和

官能团和被分离物的结构间的关系
。

冠醚

冠醚是一类大分子的环状聚醚
,

含有
, 一

氧

乙烷基
一
。
一 一 一

。
一

单元
,

属于皇冠化合物类
,

其中间的空穴能与大小相当的分子形

成主
一

客体络合物
。

手性识别取决于二级反应
。

主要

用于多巴胺
,

肤类药物的拆分
。

夏小庆等 ’
”’采用缓冲

液为 加 五
一 、 加

人
一

冠
一 一

四 甲酸
,

使多 巴胺等 种伯胺类药物

得到拆分
。

由于冠醚毒性较大
、

价格高
,

柱效相对较

低
,

其应用远不如环糊精广泛
。

二
、

毛细管凝胶电泳

所用凝胶柱中有环糊精
、

蛋白和十二烷基

硫酸钠等
。

环糊精凝胶电泳就是将 加人到线性

聚丙烯酞胺凝胶中
,

再灌人毛细管
,

使环糊精固定

在凝胶网中提高分离选择性
。

或者制备凝胶时加入

进行交联共聚
。 。 等 【

’“ 」用
一

仔
一

凝胶柱

成功分离了 种丹磺酞氨基酸和一种合成散瞳药

仁肠 〕 而 婉
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后马托品的对映体 牛血清白蛋白制成的凝胶柱分

离 色氨酸
,

其分离度可达
,

理论塔板数为
·

万 “
。

三
、

胶束电动色谱

在 中
,

一些离子表面活性剂加到缓冲液

中
,

当其中浓度超过临界浓度后
,

就会形成疏水性

胶束
,

可看作为
“

准固定相
” ,

溶质在水相和胶束相

之间存在分配过程
,

藉此可将中性粒子根据本身的

疏水性不 同而加 以分离
,

同样可用于对映

体
。

最常用的是在十二烷基硫酸钠 胶束中加

入环糊精来分离对映体
。

环糊精

当环糊精加人到胶束中后
,

溶液中存在胶束
、

水

和 三相
,

待分离物质在电泳力和电渗流的驱动

下
,

因在三相之间进行分配的迁移速度不同而得到

分离
。

对映异构体因 的分子识别能力而达到分

离手性化合物 的 目的
。

沈江珊等 【
‘
以

一

和
一 一

组成的二元体系作为选择剂
,

对 种较难

手 性 拆 分 的 蔡
一 , 一

二 甲 醛 氨 基 酸 衍 生 物
一 一 , 一 一

一 进行对应映体分离
,

结果

该二元环糊精体系在拆分
一 一

和
一

时具有协同效应
,

在选定的条件下
,

两者可完全手

性拆分
。

天然手性表面 活性剂

胆汁酸盐
,

含有多个手性中心
,

分子间相互作用

形成不超过 个单体组成的螺旋型聚集胶束
,

因

此可以取代
。

分离手性对映体机理是溶质可进

人胆汁酸盐胶束间的夹层而引起选择性不同
。

常用

于手性分离的胆汁酸盐有胆酸钠
、

去氧胆酸钠
、

牛磺胆酸钠 和 去 氧牛磺胆酸钠
。

王建等 川选择胆酸钠作为胶束剂
,

采用胶

束电动毛细管电泳法成功地使盐酸表柔 比星与其

异构体
、

杂质得到了较好的分离
,

并测定了盐酸表

柔 比星的含量
。

四
、

毛细管电色谱

在毛细管壁上键合
、

涂渍或内充固定相进行电

泳的方式称为毛细管电色谱
。

它是综合了 和

的优点而发展起来的一种新型分离技术
。

成为

手性拆分强有力的工具
。

按其分离模式包括

种 填充柱
一 一

开管柱
一 一

整

体柱
一 一 。

填充柱
一

在
一

中
,

分离是通过在柱内填充 填

料而实现的
。

由于
一

的柱效高
,

重复性好
,

易与

质谱联用
,

因此
, 一

是 目前应用范围最广的一类

分离模式
。 一

手性拆分主要有两种方式 手

性流动相添加剂法和手性固定相法
。

在 中
,

最常用做手性流动相添加剂的是环

糊精 及其衍生物
。

此外
,

蛋白质
、

及
“

印迹
”

高分子固定相等
。

一 等 〔
’ ’以

一 一

做流动

相添加剂
,

分离了氯鹰酮及苯肾上腺素对映体
。

由于手性流动相添加剂法消耗大量昂贵的手性

选择剂
,

不够经济
,

分离效率低
,

而且
,

手性选择剂

在流动相中的溶解度有限制
。

因此
,

当前绝大多数

手性拆分都是采用手性固定相法
。

在 中
,

常用

以下几类

环糊精
、

纤维素衍生物类
。

环糊精是 目前 中应用最广泛的
,

天然

或衍生化的 作为 在
一

上分离了一系列

手性药物
。

和
‘ , ’用 林 的 卜

固定相填充柱
,

在甲醇
一

醋酸三乙胺和甲醇
一

磷酸

流动相中分别分离了多种中性和离子性对映体
,

如

二苯基乙醇酮
、

环磷酞胺
、

环己基巴 比妥等 加人乙

酸三乙胺时电渗流方向与加人磷酸相反
,

有利于离

子性对映体的分离分析
。

纤维素是 上最常用的 之一
。

等 “
“
用纤维素

一

三
, 一

二甲基苯基氨基甲酸酷
、

纤维素
一

三
一

甲基苯 甲酸酷

和直链淀粉
一

三
, 一

甲基苯基氨基

甲酸醋 习 这 种 对沙利度胺及其

两种经基化代谢物进行了手性拆分
,

都得到了基线

分离
。

大环抗生素
。

大环抗生素替考拉宁 叩
、

万古霉素分

肠
。
群 山 ￡ 脚
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子中有多个手性中心和手性空腔
,

有很强的手性识

别能力
。

等‘川将替考拉宁用做 分离了

抗抑郁剂色氨酸
。

等 『” ’以万古霉素 分

离了多种氮衍生化氨基酸和酸性药物
。

手性蛋 白质
。

以手性蛋白质作为固定相的 柱
,

主要以填

充柱为主
。

等 ‘
’ ’利用毛细管壁表面硅经基与碱

性蛋白质的强相互作用
,

采用蛋白质配体物理化学

吸附的方法制备小内径的开管 柱
,

成功地拆分

了多种手性化合物
,

由于柱内径的减小
,

分离柱效

最高可达
一‘ ,

对于碱性很强的溶菌酶物理化

学吸附固定相开管柱
,

其柱寿命达到 个月以上
。

林秀丽等【
‘ ’采用含

一

白氨酸的

硼砂缓冲液 二 为分离介质
,

分离普蔡洛尔

等 种手性药物
,

分离 电压
,

检测波长
,

电动进样
, 。

在以蛋白质为手性选择

剂时
,

加人有机添加剂可提高手性分离的选择
,

改

善峰形
。

分子印迹聚合物
。

分子印迹聚合物 作为新型的
,

由于

具有预定的选择性
,

已成为当前手性拆分领域研究

的热点
。

黄晓冬等 「
“ ’采用原位分子印迹技术

,

单步

制备了一种辛可宁印迹的手性整体柱
。

为了提高柱

效和选择性
,

选择了相对低极性的甲苯 十二醇复

合致孔体系
。

在等度及梯度洗脱条件下
,

非对映异

构体辛可宁与辛可尼丁被完全分离
。

等度洗脱中相

对较宽的色谱峰可以在梯度洗脱中得到改善
。

同时

考察了流动相中醋酸浓度
、

流速以及温度对分离的

影响
。

由于柱中存在大的流通孔
,

大大降低了分离

过程中的柱压降
,

从而使这种色谱柱能够在相对高

的流速下使用
。

提高温度可 以提高分离因子
,

在

℃获得最大分离因子
。

等 「川 采用沉

淀聚合方法制备了以 蔡心安为印迹的微球形聚

合物
,

装人毛细管柱
,

进行 分离
,

蔡心安的对映

体在不到 便得到了基线分离
,

并获得较高的分

离度和较好的峰型
。

等‘ ’采用丙烯酞胺凝胶

作为捕获介质
,

以
一

苯丙氨酸作为模板制备成块状

的
,

然后经研磨
、

筛分成粒度 续 林
。

将制备好

的颗粒与适量 的丙烯酞胺和双丙烯酞胺混合在 以

为缓冲溶液的乙睛溶液中
,

将混合溶液充满内

径为 卜 的毛细管柱
,

并将其在 ℃的炉子中放

置
,

在毛细管内形成聚丙烯酞胺凝胶
,

以 作

缓冲溶液的 一 乙睛水溶液为洗脱液
,

苯丙氨

酸对映体可得到基线分离
。

分子印迹法主要用于各类药物
、

氨基酸衍生物
、

糖等的手性拆分
。

另外
,

在 手性拆分中引入非

水电解质或带有恒定电压的固定相
、

使用由无孔硅

胶颗粒或内径极小的颗粒组成的富集床等研究方

向也被注意
。

开管柱
一

一

是最早被用于手性分离的 模式
。

在

开管柱中
,

手性选择剂被涂布在毛细管内壁上作为

进行手性识别
。 一

具有柱子制备过程简单
,

仪器平衡时间短
,

易于微型化等特点
。

因此
, 一

被广泛应用于对映体的分离
。

陆豪杰等 川 建立了一种简单可行的制备衍生

化聚硅氧烷开管毛细管电色谱柱的方法
,

石英毛细

管无需浸蚀
,

直接键合上大分子的聚硅氧烷
,

用异

丁烯酸丁酷和 乙烯基磺酸衍生化时对苯的同系物

有很好的分离能力
,

对甲苯柱效可达
,

为理论塔板数
,

柱效稳定 当用烯丙基全甲基
一

环糊精和乙烯基磺酸衍生化时
,

石英毛细管先经

溶胶
一

凝胶处理后
,

所制得的柱子对蔡普生对映体

的分离度可达
。

整体柱
一

整体柱
一

是通过原位聚合制得的一种整体

多孔棒状固体
,

以其这种整体固体做手性固定相的

柱子称之为整体柱
。 。

与
一

和
一

相 比
,

整体柱
一

的优势在于 聚合物

是在柱内形成的
,

整体毛细管柱很稳定
,

因此避免

了装柱
、

使用柱塞和产生气泡等问题
,

并且减少了

原料的浪费
。

在整体
一

中可 以使用 内径很

小的毛细管柱
,

因而适用于进行微分离
。

分离

效率由微孔尺寸决定
,

而微孔尺寸可以通过调整致

孔剂的组成来控制
,

具有较高的渗透性
。

整体
一

柱有高度交联性
,

柱子的稳定性高
,

平衡时间

刃 〔肠 卿 耐 而 痴 。 脚已 ‘忿 几介 众司
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短
,

寿命长
。

制备整体柱时可以使用不同的单体

从而得到有不同基质和表面化学的柱材料
。

当前
,

制备整体手性固定相主要有两种方法 ① 法

②将手性选择剂和几种单体混合直接进行共聚反

应
。

上述优点使得整体柱
一

成为最有发展潜力

的 分离模式
。

等 〔 ’以
一

苯丙氨酸酞替苯胺

作为模板分子
,

在 ℃下
,

用热引发聚合得到

整体毛细管柱
,

并将其用聚四氟乙烯管 与充

满电解质的开管毛细管柱连接
。

为提高检测灵敏度

将检测窗 口置于开管毛细管柱上
,

实现了
一

和

苯丙氨酸酞替苯胺的手性分离
。

分析中发展最快的技术
,

相信随着高灵敏检测方法

的不断出现 以及克服其 目前存在的重现性和稳定

性差的缺点
,

在手性药物分析中应用将 日益广

泛
。

参考文献

五
、

等速电泳 】

用 及其衍生物作为等速电泳的前导电解质

加人物
,

和被分析物 客体 形成主
一

客体包容络

合物
,

已成功地分离了手性对映体和许多光学
、

位置

异构体
。

用 和 分离了青霉素类药物
”’及

种儿茶酚胺类化合物 如多巴胺
、

肾上腺素
、

去甲肾

上腺素
、

间甲肾上腺素及异丙肾上腺素等 〔’ ’。 仃

一般用 内径的毛细管
,

需优化的参数为

的种类
、

浓度和前导电解质的 值等
。

六
、

展 望

由于医药工业及药物管理部门 如 等 对

手性对映体的分离提出更高的要求
,

手性 正得

到迅猛发展
。

如今
,

该技术已应用于细胞样品分析
,

尤其是单细胞分析正在成为细胞水平药理学及了

解生命过程的一种活体检测手段 ‘ ’
。

作为微分

离技术应用于细胞内的氨基酸
、

维生素
、

肤类等内

源性物质的检测
,

如采用
一

环糊精手性选择剂分离

单神经细胞中的天冬氨酸对映体
“ ’等

。

与传统的细

胞分析相比
,

定量更为准确快速
,

可以分析细胞

的化学组成及细胞内手性物质的分离
。

与手性 相 比
,

手性 可采用不同的操作

模式
,

方式简便
,

优点突出
。

特别是 模式
,

将手

性 中繁多的固定相移植到 中
,

得到了快速

的发展
。

除了受制备限制
,

手性 是近年来在手性

周锡瑞 光学异构体拆分方法的进展 化学通报
, ,

〔

付若农 环糊精及其衍生物在毛细管电泳中的应用 】 色谱
,

,

面
, 一

。即 娜
, ,

牛长群
,

祝仕清
,

张兰桐 高效毛细管电泳手性分离 种手性药物

中国新药杂志
, ,

侯经国
,

王柱命
,

何天稀
,

等 毛果芸香碱对映体的毛细管电泳手性

分离 分析测试学报
, ,

李晓海
,

张金兰
,

周同惠 一叶荻碱的高效毛细管电泳手性分离及

其大鼠体内立体选择性代谢研究 药学学报
, ,

张智超
,

张错
,

高如瑜 以高取代磺酸基环糊精为手性选择剂毛细

管电泳法拆分 种药物对映体 药物分析杂志
, ,

,

即
一 加之

, ,

夏小庆
,

方骏
,

金雅缤 使用手性冠醚的高效毛细管电泳法研究伯

胺类药物的手性分离 皖南医学院学报
, ,

,

司 叩 叮 飞
一 『 , ,

,

叨 一 叩 卿 西 罗

二 。〔
, ,

沈江珊
,

赵书林
,

李舒婷
,

等 毛细管电泳中使用二元环糊精体系

拆分 一 氨基酸对映体 日 广西师范大学学报 自然科学版
,

,

王建
,

黄宗玉 高效毛细管电泳法测定盐酸表柔比星的含量

药物分析杂志
, ,

玩
, ,

叩 汀 二汕 叩 抽

盯
, ,

,

几 一
叨 功

嗯日一

『
, ,
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三
、

讨 论

币

从试验结果看
,

采用超滤法纯化清热解毒 口服

液
,

膜截留分子量 万与 万膜比较
,

黄芬昔的保

留率分别为 与
,

无明显差异
,

均高于

乙醇沉淀法的保留率 表
。

去除多糖以

万膜最好
,

其次为 万膜
,

再为醇沉 去除揉质以

万膜最好
,

其次为醇沉
,

再为 万膜 综合考虑去除

杂质以 万膜为好
。

万膜通量衰减程度高于 万

膜
,

且由于 万膜孔径大
,

超滤等量药液所需时间

为
,

而 万膜需要
。

本试验结果表明
,

超滤法较醇沉法能更有效地

保留有效成分
,

去除杂质
。

并且通过选择适宜的超

滤膜
,

截留分子量 万膜可 以实现比醇沉法更好的

纯化效果
。

以往的研究也表明超滤法较醇沉法更能

有效地保留有效成分 ‘
一 〕,

并能提高 口服液的稳定

性和澄明度 〔
‘ 一 , 。
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,
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,

欧兴长 超滤条件对中药四妙勇安汤超滤的的影

响 膜科学与技术
, , 一

李淑莉
,

欧兴长
,

毛德法
,

等 超滤法与传统的醇沉法对黄连解毒汤

纯化效果的比较研究 水处理技术
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李十中
,

陈玮
,
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黄晓冬
,

邹汉法
,

毛希琴
,
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备及其对非对映异构体的分离 色谱
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叩 娜 盯叩
,

陆豪杰
,
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广州启动优秀中医临床人才研修项目
广州市卫生技术鉴定与评佑中心代表广州市卫生局与广州中

医药大学签汀协议
,

正式启动
‘

广州市优秀中医沥床人才研修项

目
’

该项目共投入 万元
,

其中广州市卫生局投入 万元
,

培

养对象所在单位共投入 万元
,

在广州市卫生系统内选拔 名

中青年中医学术骨干进行为期 年的中医古籍和中医肠床实践的

倍训
,

并利用大学的优势
,

委托广州中医药大学对培养对象进行选

拔
、

培养和考核
。

倍养方式包括跟师临床实践
、

自我钻研中医经典

理论
、

参加倍训班
、

外出进修和参加学术交流等
。
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