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高效液相色谱手性流动相添加法拆分奥昔布宁对映体
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摘要：采用 7)# 固定相，以羟丙基 +!+环糊精为手性流动相添加剂，建立了奥昔布宁对映体的高效液相色谱拆分方法。

考察了手性添加剂、有机极性调节剂、缓冲盐的种类和浓度以及流动相的 89 值和流速及柱温等因素对对映体分离

的影响。在最佳分离条件下，奥昔布宁对映体的分离度为 ). &,，检测限为 ). " 61。该 方 法 简 便，重 复 性 好，比 手 性

固定相法更加经济。
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+ + 盐 酸 奥 昔 布 宁（ ’24E?C4606 $%(’#0B-；I0C#’+

8"6）为第三 代 治 疗 尿 失 禁 首 选 药 物［)，!］，其 分 子 中

含有一个手性碳原子（ 见图 )），临床上以外消旋体

的形式使用。但临床前体外组织和体内活性研究证

实，其两种对映体具有不同的药理活性［$ 0 &］。因此，

研究奥昔布宁对映体的手性分离分析方法对于研究

其药理和药效作用具有重要意义。

+ + 已有用 7%0#"(8"N ;I 手性固定相分离拆 分 奥

昔布宁 对 映 体 的 报 道［% 0 #］。 本 文 以 羟 丙 基+!+环 糊

图 !" 盐酸奥昔布宁的结构

精（9H+!+7I）为手性流动相添加剂，采用高效液相

色谱法拆分奥昔布宁对映体，考察了手性流动相添

加剂、有机极性调节剂、缓冲盐的种类和浓度、流动

相的 89 值和流速及柱温等因素对分离的影响。



色 谱 第 !" 卷

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # !"#$%$ 型 高 效 液 相 色 谱 仪、%&’#$%$ 型 紫 外

可见光检测 器（ 日 本 岛 津 公 司）；$()*+), 色 谱 工 作

站（%-./(+.0.- %1*+/2 3(-4 ）。

# # 盐酸奥 昔 布 宁（ 外 消 旋 体，沈 阳 药 科 大 学 药 化

实验室提供）；5&#!#"’（ 宁波保税区正佳化学有限

公 司 ）；!#环 糊 精（ !#"’，天 津 市 博 迪 化 工 有 限 公

司）。乙腈为色谱纯，其余试剂为分析纯，水为二次

重蒸水。

! ! #" 色谱条件

# # 色 谱 柱：’.)26(*.789 "$& 柱（ !%% 22 ’ () "

22，* !2，迪 马 公 司）；保 护 柱：’.)26(*.789 "$& 柱

（!% 22 ’ () " 22，* !2）。流动相：+% 2267 : ! 磷

酸二氢钾缓冲液（;5 () %）#乙腈（ 体积比为 &%, !%），

含 "% 2267 : ! 5&#!#"’；流速：%) & 2! : 2.(。检 测

波长：!!+ (2；进样量：!% !!；柱温：!& <。

! ! $" 供试品溶液的配制

# # 精密称取盐酸奥昔布宁适量，用甲醇溶解并制

成质量浓度约为 $ = : ! 的贮备液，于 ( < 条件下保

存。临用前加流 动 相 稀 释 制 成 %) $ = : ! 的 溶 液，并

用 %) (* !2 微孔滤膜过滤。

#" 结果与讨论

# ! !" 流动相体系的选择

# ! ! ! !" 手性添加剂的选择

# # 分 别 考 察 了 以 !#"’ 或 5&#!#"’ 作 为 手 性 流

动相添加剂时对奥昔布宁对映体的拆分情况。奥昔

布宁对映体在 !#"’ 体系中不能分离，而在以 5&#!#
"’ 为手性添加剂的流动相体系中能达到较好的分

离。5&#!#"’ 是 !#"’ 的 羟 丙 基 化 衍 生 物，羟 丙 基

对 !#"’ 分子结构中羟基的取代不仅能增加环糊精

在流动相中的溶解性，而且增大了其与奥昔布宁的

疏水相互作用、立体排阻效应，从而增大了与奥昔布

宁对映体的立体选择性作用差异，使奥昔布宁对映

体得到了分离。

# # 5&#!#"’ 的 浓 度 对 药 物 对 映 体 分 离 的 影 响 见

表 $。当 5&#!#"’ 的 浓 度 为 "% 2267 : !时 分 离 度

为 $) *(，两对映体达到了完全分离。手性添加剂的

浓度的增加增强了其与对映体之间的相互作用，使

得对映体之间的色谱行为差异扩大，因此增大了分

离度。$,2*+,6(= 等［-］报 道 了 环 糊 精 浓 度 与 $ : !
（! 为保留因子）之间存在线性关系。在 本 文 中，分

别以两对映体的 $ : ! 对 5&#!#"’ 浓度（ "）作图，得

线性 回 归 方 程 依 次 为：$ : !$ . %) %%% $/& " 0 %) %$" "

（ #$ . %) --( !）；$ : !! . %) %%% $+- " 0 %) %$" *（ #! .
%) -&" /）。

表 !" "#$!$%& 浓度对保留因子（!）及分离度（" ’ ）的影响

"（5&#!#"’）:
（2267 : !）

!$ !! $ *

!% (& 4 "+ *% 4 +- % 4 "+&
(% (+ 4 $* (" 4 "/ % 4 -!
"% +/ 4 $- (% 4 &! $ 4 *(
&% +! 4 %" +* 4 "! $ 4 /&

# ! ! ! #" 有机极性调节剂的选择

# # 用 5&#!#"’ 为 流 动 相 添 加 剂 分 离 极 性 小 的 手

性化合物时［$%］，可以通过加入有机极性调节剂增加

其溶解度，降低其在固定相上的吸附，从而扩大对映

体与环糊精之间的相互作用差异，提高分离度。本

文分别考察了采用甲醇或乙腈作调节剂对分离的影

响。结 果 表 明，采 用 甲 醇 时，奥 昔 布 宁 的 保 留 时 间

长，峰展宽；采用乙腈时，两对映体可以获得完全分

离，且峰形好。

# # 乙腈的 含 量（ 体 积 分 数）对 分 离 度 的 影 响 见 表

!。从表 ! 可见，乙腈含 量 为 +%> 1 !%> 时，随 着 乙

腈含量的减小，流动相的洗脱能力减小，药物的保留

时间增加，对 映 体 与 5&#!#"’ 之 间 的 作 用 时 间 延

长，手性识别作用加强，对映体的分离度增加。当乙

腈含量降到 $*> 时，分 离 度 开 始 下 降，可 能 是 由 于

流动相的洗脱能力减小，扩散作用使色谱峰变宽，从

而影响了分离效果。

表 #" 流动相中乙腈含量对保留时间（ #( ）和分离度（" ’ ）的影响

"（ 乙腈）: > %?$ : 2.( %?! : 2.( $ *

+% !! 4 ! !+ 4 "+ % 4 /&
!* !" 4 - !- 4 % $ 4 %!
!% +! 4 * +* 4 * $ 4 *(
$* (% 4 + ($ 4 ( % 4 "-

# ! ! ! $" 缓冲盐的选择

# # 当流动相中未添加缓冲盐时，色谱峰矮且宽，柱

效低，分离效果差。分别试验使用磷酸盐和三乙胺#
冰醋酸两种缓冲溶液拆分药物对映体，发现使用前

者时的色谱峰形和分离效果均优于后者。磷酸盐缓

冲溶液浓度在 $% 1 (% 2267 : ! 范围内时，随着磷酸

盐浓度的增大，分离度逐渐增加（ 见图 !）。无 机 盐

的存在，不仅可以增加 5&#!#"’ 的溶解度，还能 稳

定药物与 5&#!#"’ 所形成的包容物，增强手性识别

能力［$$］。由于磷酸盐 浓 度 过 高 对 色 谱 柱 和 色 谱 仪

都有损害，在保证分离度的前提下，本文选择磷酸二

氢钾的浓度为 +% 2267 : !。

# 4 ! 4 %" 流动相的 ;5 值

# # 在其他色谱条件不变时，改变流动相的 ;5 值，

·%"!·
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图 !" 磷酸二氢钾的浓度对奥昔布宁

对映体分离的影响

考察 !" 值对 奥 昔 布 宁 对 映 体 分 离 的 影 响。当 !"
值为 "# $ % &# ’ 时，随 着 !" 值 的 增 加，分 离 度 明 显

增加，当 !" 值为 &# ’ 时分离度达到 (# $&。当 !" 值

为 $# ’ 时，由于峰形不好，分离度 下 降。因 此，最 佳

!" 值为 &# ’。

! ! !" 柱温对分离的影响

! ! 温度对 奥 昔 布 宁 对 映 体 的 分 离 具 有 显 著 的 影

响［("］。在本文的 研 究 工 作 中，随 着 温 度 的 升 高，奥

昔布宁对映体的分离度逐渐变小。可能的解释为该

对映体在低温时分子的旋转和热动力减弱，使其与

"#$!$%& 包合的机会增加；且温度升高会使奥昔布

宁对映体与 "#$!$%& 包合物的稳定性减小，降低了

手性识别作用。较低的柱温有利于对映体的分离，

但是过低的柱温会增加流动相的黏度，使色谱系统

柱压过高。综合考虑以上因素，本文最终选择柱温

为 ") ’。

! ! #" 流速对分离的影响

! ! 实验中还考察了流速对奥昔布宁对映体分离的

影响。流速减慢，分离度会适当增大，但也会使峰展

宽，且保留时间增长。兼顾分离度和色谱峰形，本文

选择流动相流速为 ’# ) () * (+,。

! ! $" 方法的重复性及检测限

! ! 在上述 最 佳 色 谱 条 件 下 分 离 奥 昔 布 宁 对 映 体

（ 见图 *），进样 + 次，两对映体的保留时间和峰面积

的相对标准 偏 差（-.&）均 小 于 (# $/，说 明 该 方 法

的 重 复 性 良 好 。将 供 试 品 溶 液 进 一 步 稀 释 ，当 信 噪

图 #" 奥昔布宁对映体的色谱图

" " 流动相：*’ ((01 * ) 磷酸二氢钾缓冲液（!" &# ’）$乙腈（ 体积

比为 )’, "’），含 +’ ((01 * ) "#$!$%&2

比（! " #）为 * 时，测得最低检测限为 (# ’ ,3。

#" 结论

! ! 本文采用 以 "#$!$%& 为 手 性 流 动 相 添 加 剂 的

高效液相色谱法拆分奥昔布宁对映体，方法简单，灵

敏度高，且比手性固定相分离法经济，从而为奥昔布

宁对映体的进一步深入研究提供了一种新的方法。
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