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摘　要 : 利用 Chiralpak AD2H手性柱建立了 4 种重要的解热镇痛药物合成中间

体苯羟乙酸 (扁桃酸) 、22苯基222羟基丙酸 (阿卓乳酸) 、22羟基222(42甲氧基苯

基)丙酸、22羟基222(42甲基苯基)丁酸的高效液相色谱手性拆分方法。以正己烷

2乙醇2三氟乙酸 (TFA)为流动相体系 , 通过调整正己烷与乙醇的比例、改变醇的

种类以及 TFA 的含量着重探讨了待测组分与手性固定相 (CSP) 之间的作用以及

分离规律 , 同时也实现了四种α2羟酸对映异构体的完全分离。
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　　α2羟酸在有机合成中是一类非常重要的药物

合成中间体 , 主要用于日常生活中常用非甾体消

炎镇痛药的合成。由于自然界中的生命存在于由

生物大分子组成的手性环境中 , 酶和受体系统总

是显示出对映体选择性或立体选择性[1 ]
, 因而手

性药物各对映体的药效学、药动学和毒理学可能

存在很大的差异。例如日常生活中常用的解热镇

痛药布洛芬 ( Ibuprofen) 主要起作用的是 (S) 构型 ,

其 (R)构型则完全没有活性 , 只会增加体内代谢负

担 , 为此建立药物对映体的手性拆分方法显得日

益重要和迫切。

高效液相色谱法因其适用范围广的特点应用

于对手性药物的拆分越来越受到科研工作者的青

睐[2 ] 。例如 , 利用对映体在蛋白质类、环糊精类、

多糖及其衍生物类等改性天然高分子手性固定相

(CSP)上吸附与解吸附能力的不同而进行分离的

吸附型手性固定相拆分方法近年来倍受重视而发

展迅速[3～6 ] 。余露山等[3 ]曾采用直链淀粉2三 (3 , 52
二甲基氨基甲酸酯) 衍生物 (Chiralpak AD) CSP 成

功拆分了洛尔类手性药物 , 陈仲益等 [4 ] 也利用

Chiralpak AD 柱对对氟比洛芬、酮洛芬、氟伐他汀

等 8 个手性药物进行了拆分研究。遗憾的是 , 在他

们的研究中都没有讨论对映体与 CSP 之间的相互

作用。实际上 , 对于不同的手性物质与手性固定

相之间的作用规律一直以来都还是研究的难点 ,

一般认为可能存在着偶极2偶极、氢键2氢键、π2π
作用、空间排阻、疏水包合等多种相互作用[7 ,8 ] 。

本实验利用 Chiralpak AD2H 手性柱 (是另一种在 5

μ硅胶表面涂布有直链淀粉2三 (3 ,5 - 二甲苯基氨

基甲酸酯)的涂敷型手性柱 , 这种类直链淀粉手性

固定相结构含有疏水空腔 , 空腔周围的氧原子含

有孤对电子 , 因此可能与含有富电子苯环的待测

组分发生多种作用)研究了在结构上有递变规律的

4 种含有手性中心的重要解热镇痛药物合成中间

体包括苯羟乙酸 (扁桃酸) 、22苯基222羟基丙酸 (阿

卓乳酸) 、22羟基222(42甲氧基苯基) 丙酸、22羟基2
22(42甲基苯基)丁酸的分离 , 通过改变分离条件着

重探讨了待分离组分的结构变化与分离效果之间

的关系以及各种相互作用之间的规律 , 为不对称

合成常用的消炎镇痛中间体分析以及其他α2羟酸

的药物分离提供了直接有效的分离检测条件和一

定的理论依据。

1 　实验部分

1. 1 　仪器与试剂

HPLC 色谱系统配有泵 ( Alltech 426 HPLC

Pump)以及紫外检测器 (Linear UVIS 200) ; 紫外2可
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见分光光度计 (Varian Cary 100) ; 扁桃酸 (A. R. ) :

姜堰市环球化工厂 (中国江苏 ) ; 阿卓乳酸 ( 22
hydroxy222phenyl2propionic acid , Hydrate) : 东京化成

工业株式会社 (日本东京) ; 其它两种羧酸由相应

羰基化合物电羧化固定二氧化碳得到 , 纯品通过

MS , HNMR , IR 定性检测。正己烷 (A. R. ) 、乙醇

(无水 A. R. ) 、异丙醇 (A. R. ) 、正丙醇 (A. R. ) 、正

丁醇 (A. R. ) 、三氟乙酸 (A. R. )均购自国药集团化

学试剂有限公司。

1. 2 　实验方法

4 种待测α2羟酸结构式如图 1 , 按顺序依次为

苯羟乙酸 (扁桃酸) 、22苯基222羟基丙酸 (阿卓乳

酸) 、22羟基222(42甲氧基苯基) 丙酸、22羟基222(42
甲基苯基)丁酸 , 样品在检测前配制成 0. 01 molΠL
的乙醇溶液。检测波长的确定通过紫外2可见分光

光度计扫描待测组分在 100～500 nm 范围的吸收 ,

结果发现 4 种待测组分在 235 nm 下均有最大吸光

度值 , 因此确定检测波长为 235 nm ; 流速设定为

Chiralpak AD2H手性柱的标准流速 0. 5 mLΠmin ; 流

动相由不同比例的正己烷和醇组成 , 并加入体积

比不大于 1 %的 TFA 作为酸性添加剂。

2 　结果与讨论

拆分能力的评价通过考察下面 4 个因素分析

得到 , 见表 1。

图 1 　4 种α2羟酸的结构式

表 1 　4 种α2羟酸外消旋体在 Chiralpak AD2H手性上的色谱参数

Drug 流动相 k1 k2 α Rs

A 1. 65 1. 84 1. 11 1. 24

B 2. 46 2. 76 1. 12 1. 50

C 4. 41 5. 13 1. 16 2. 09

D 2. 31 2. 89 1. 25 3. 14

E 2. 23 2. 65 1. 19 2. 24

F 2. 18 2. 42 1. 11 1. 33

G - - - -

A 1. 30 1. 54 1. 19 1. 81

B 1. 89 2. 23 1. 18 2. 11

C 3. 22 3. 68 1. 14 1. 94

D 2. 10 2. 87 1. 37 4. 24

E 1. 85 2. 49 1. 34 3. 71

F 1. 66 1. 95 1. 17 1. 87

G - - - -

A 2. 05 2. 23 1. 09 1. 18

B 3. 03 3. 32 1. 09 1. 43

C 5. 34 5. 96 1. 12 1. 85

D - - - -

E - - - -

F 2. 66 2. 90 1. 09 1. 47

G - - - -
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　　　　　　　　　续表 1

Drug 流动相 k1 k2 α Rs

A 1. 24 1. 42 1. 14 1. 36

B 1. 70 1. 99 1. 17 1. 93

C 2. 55 3. 20 1. 25 3. 31

D 2. 23 2. 64 1. 18 2. 19

E 1. 77 2. 37 1. 34 3. 56

F 1. 48 1. 69 1. 15 1. 47

G - - - -

注 : k1 、k2 分别代表 S和 R 构型两种异构体的容量因子。A - V (正己烷)∶V (乙醇)∶V (TFA) = 80∶20∶1 ; B - 85∶15∶1 ; C - 90

∶10∶1 ; D - V (正己烷)∶V (异丙醇)∶V (TFA) = 85∶15∶1 ; E - V (正己烷) ∶V (正丙醇) ∶V ( TFA) = 85∶15∶1 ; F - V (正己烷) ∶

V (乙醇)∶V (TFA) = 85∶15∶0. 5 ; G- V (正己烷)∶V (正丁醇)∶V (TFA) = 85∶15∶1

容量因子 k = ( t - t0 )Πt0 ; 分离度 Rs = 2 ( t2 - t1 )Π

(ω1 +ω2 ) ; 分配系数α= k2Πk1 。其中 t1 、t2 为对

映体的保留时间 , t0 为死时间 , ω1 、ω2 为对映体

峰宽值。

2. 1 　流动相中乙醇与 TFA 比例的改变对分离的

影响

首先研究了在保证 TFA 体积比为 1 %不变的

条件下改变乙醇的比例对分离效果的影响 , 如表 1

所示。当流动相由A 变为B 再到 C , 随着乙醇比例

的逐渐减小 , 4 种α2羟酸所对应的 R 和 S 两种异构

体容量因子都增大 , 同时分离度和选择性因子也

体现了增大的趋势 , 阿卓乳酸在由 V (正己烷) ∶V

(乙醇) = 85∶15 变为 90∶10 时 , Rs 相差不大分别

为 2. 11 和 1. 94 ,α相应为 1. 18 和 1. 14 , 均实现了

完全分离。结果说明乙醇含量的减小增强了待测

组分与 CSP 之间的相互作用。乙醇的极性指数 P′

为 4. 3 , 在所研究醇中极性最大 , 乙醇含量的增大

可以加速纯样品在流动相中的溶解 , 从而加快了

待测组分从 CSP 上的洗脱分离 , 缩短了保留时间 ,

分离度和选择性因子也随之有所降低。因此 , 在

达到分离要求的前提下可以通过提高乙醇的含量

来缩短检测时间。

在维持 V (正己烷) ∶V (乙醇) = 85∶15 不变的

情况下 , 将流动相由 B 变为 F , TFA 的体积比由

1 %降到 0. 5 % , 4 种酸 S 和 R 两种异构体容量因

子、分离度和选择性因子同时减小。三氟乙酸作

为酸性添加剂 , 其浓度的增加也有利于流动相极

性的增大 , 导致酸与溶质对 CSP 的非手性和手性

作用点的竞争逐渐加强 , 溶质保留逐渐减弱 , 从

而不利于实现α2羟酸在手性柱上的分离 , 这与蔡

小军等[9 ]的研究结果是一致的。

2. 2 　流动相中不同醇对分离效果的影响

将乙醇分别换为异丙醇、正丙醇 (流动相由 B

换为 D 和 E) , 除 22羟基222(42甲氧基苯基) 丙酸之

外明显提高了其他羟酸两种异构体之间的分离度

且均大于 1. 5 , 实现了 3 种物质的完全分离 , 对映

异构体选择性因子α和容量因子 k 均有增大的趋

势。而使用支链较多的异丙醇比正丙醇保留时间

更长 , 分离更彻底。结果说明将乙醇换为更长碳

链的正丙醇以及异丙醇可能促进了待分离物质与

CSP 之间的偶极2偶极、π2π作用、空间排阻、疏水

包合等多种相互作用 , 因此在提高分离度的同时

保留时间增长。随着待分析物烷烃链的增长 , 诱

导偶极的逐渐增大 , 使用碳链更长、结构相对更

复杂的醇也可以与α2羟酸产生偶极2偶极作用 , 并

且这些协同作用对物质的分离是有利的。对于

22羟基222(42甲氧基苯基) 丙酸 R 和 S 两种异构体

的手性拆分 , 到目前为止还没有任何文献报道 ,

本实验所考查的四种醇中只有使用了乙醇的流动

相才基本实现这种结构两种异构体的完全分离

( Rs = 1. 43) , 当正己烷的体积含量由 84. 16 %增大

到 89. 11 %之后可达 1. 85 , 保留时间也相应有所增

长。而在换用流动相 D 和 E 之后 , 其分离图谱中

都只出现一个响应非常大的单峰。乙醇的这种特

殊作用可能是由于乙醇含有的羟基可以与固定相

中的 C = O 双键产生强烈的氢键2氢键作用 , 从而

大大减弱了溶质 22羟基222(42甲氧基苯基) 与 CSP

之间作用的竞争 , 促进了溶质与 CSP 之间的相互

作用。
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另外 , 在使用流动相 G时 , 由于在 235 nm 的

紫外检测波长下 , 流动相中所含一定比例的正丁

醇使得流动相本身变得不再透明 , 因此不适合这 4

种α2羟酸的分离 , 对波长进行适当的调整之后结

果仍然不能够令人满意。

2. 3 　待分离物质结构变化与分离结果关系

从待测组分结构变化来看 , 阿卓乳酸比扁桃

酸多一个碳原子 , 除使用流动相 C 变化规律不明

显外 , 阿卓乳酸比扁桃酸的 R 和 S 两种对映体容

量因子减小 , 但分离度和选择性因子却显著增大。

手性固定相中的多糖结构空腔是疏水的 ,客体分子

的非极性越高 , 越易被包合 , 当疏水亲脂的客体

分子进入多糖衍生物结构空腔后 , 其疏水基团与

空腔有最大接触 , 而其亲水基因远离空腔。因此

手性碳上多一个甲基的存在可以削弱亲水的羟基

和羧基与固定相空腔的接触 , 从而使得保留时间

缩短[10 ] 。另一方面 , 比较扁桃酸和阿卓乳酸两种

R 和 S 两种异构体构型式可以看出 , 甲基的存在

为阿卓乳酸提供了额外的电子云增大了物质的瞬

间偶极 , 从而增强了与固定相之间的偶极2偶极相

互作用 , 因此最终实现了阿卓乳酸比扁桃酸更快

更好的分离。这与保持 TFA 的体积比为 1 %分析

22羟基222(42甲氧基苯基) 丙酸、22羟基222(42甲基

苯基)丁酸两者的分离结果规律一致。与阿卓乳酸

相比 , 22羟基222(42甲氧基苯基)丙酸苯环上存在一

个供电子基导致其两种对映体的保留因子增大 ,

分离度和选择性因子反而减小 , 当把乙醇换为异

丙醇和正丙醇之后甚至不能实现 22羟基222(42甲氧

基苯基)丙酸 R 和 S 异构体的分离。对于 22羟基222
(42甲基苯基) 丁酸 , 苯环上对位变成了甲基并且

手性碳上也多了一个供电子甲基 , 但是这种规律

变得不明显。这说明苯环对位上非常强的供电子

甲氧基的存在导致苯环上高密度的电子云明显影

响了手性固定相识别的实质 , 从而对分离结果的

影响也非常大。

通过比较各种因素最终找出这四种α2羟酸 R

和 S 异构体的最佳分离条件分别为 : V (扁桃酸) ∶

V (正己烷)∶V (正丙醇)∶V ( TFA) = 85∶15∶1 ; V (阿

卓乳酸)∶V (正己烷)∶V (乙醇)∶V (TFA) = 80∶20∶1 ;

V (22羟基222(42甲氧基苯基) 丙酸) ∶V (正己烷) ∶

V (乙醇)∶V (TFA) = 90∶10∶1 ; V (22羟基222(42甲基

苯基)丁酸)∶V (正己烷) ∶V (乙醇) ∶V ( TFA) = 85∶

15∶1。分离度分别达到 2124 ; 1181 ; 1185 ; 1193 , 分

离色谱图如图 2 所示。其中对于 22羟基222(42甲基

苯基)丁酸 , 若换用 V (正己烷)∶V (乙醇) ∶V ( TFA)

= 85∶15∶1 作为流动相 , 保留时间大大缩短 , 分离

度可达 1. 43。

图 2 　4 种α2羟酸外消旋体在 Chiralpak AD2H柱上的手性拆

分色谱图
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