
第 28 卷,第 5期 光　谱　实　验　室 Vol . 2 8 , No . 5

2 0 1 1 年 9 月 Chinese J ournal of Sp ectroscop y L abor atory September , 2 011

纤维素衍生物手性固定相 HPLC

拆分非洛地平对映体�

� 辽宁省教育厅创新团队项目( 2008T093) ;辽宁科技大学青年基金团队项目子课题( 2010T 06) ;辽宁科技大学大学生科研训练项

目(第六期)

� 联系人,电话: ( 0412) 5929480; E-mail: asw sy64@ 163. com

作者简介:唐晓丹( 1979—) ,女,辽宁省盘锦市人,讲师,硕士,主要从事手性药物及天然药物分离工作。

收稿日期: 2011-01-06;接受日期: 2011-02-23

唐晓丹　王绍艳
�
　丛景香　王智超

(辽宁科技大学化学工程学院　辽宁省鞍山市高新区千山路 185号　114051)

摘　要　采用高效液相色谱法( HPLC) , 在硅胶涂敷纤维素三-( 4-甲基苯甲酸酯 )手性固定相上拆分

非洛地平。研究了异丙醇体积含量、流速及柱温对非洛地平对映体拆分行为的影响。同时还模拟了在制备

分离条件时, 增大进样体积和进样浓度对非洛地平拆分的影响。并结合色谱理论和热力学理论对非洛地平

的手性识别机理进行探讨。实验表明在正己烷∶异丙醇= 90∶10,流速 0. 8mL / min, 柱温 30℃时 ,非洛地

平对映体可实现基线分离。
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1　引言
随着生命科学的发展, 人们越来越认识到, 外消旋体药物中对映异构体的错误使用是一种严重

的药物污染, 其毒副作用有时可能比具有医药活性对映体的疗效要大得多[ 1]。非洛地平是一种长效

的二氢吡啶类钙通道阻滞剂,抑制心血管肌膜钙离子的活动, 扩张外周血管而导致血压下降
[ 2]
。由

于其左旋体和右旋体药动学特征的不同,不良反应也不同,具体表现为头痛和面部潮红, 右旋体与

左旋体和消旋体比较, 不良反应的发生率更高[ 3]。已有报道采用 �1-酸性糖蛋白柱 [ 4]、纤维素[ 5, 6]以

及替考拉宁[ 7]手性固定相拆分非洛地平对映体。本文采用固定相为纤维素三-( 4-甲基苯甲酸酯)的

Chiralcel OJ手性柱拆分非洛地平对映体。对影响药物拆分的主要因素,如醇类添加剂的种类及含

量、流速及色谱柱温进行研究, 同时还模拟了制备分离条件时,增大进样体积和进样浓度对非洛地

平保留及拆分的影响, 并结合色谱理论和热力学参数对非洛地平的手性识别机理进行探讨。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

LC-10AT VP 高效液相色谱仪、SPD-10A VP 紫外检测器(日本岛津公司) ; HP-5205色谱柱温

箱(上海济成分析仪器有限公司) ; Chiralcel OJ手性柱( 10�m, 250mm×4. 6mm ,日本 Daicel公司) ;

SB 2200超声器(上海申波超声公司)。

非洛地平(纯度> 99. 0%,湖北恒硕化工有限公司) ; 正己烷、乙醇、正丙醇、异丙醇、正丁醇、异



丁醇、叔丁醇(分析纯, 上海国药集团化学试剂有限公司) ;实验用水为二次蒸馏水(自制)。

2. 2　色谱条件

色谱柱: Chiralcel OJ柱( 10�m, 250mm×4. 6mm ) ; 流动相为不同体积比的极性添加剂与正己

烷组成的正相体系; 流速 0. 8mL/ m in;柱温 30℃; 检测波长 254nm ;进样量 20�L; 样品及流动相配

成合适浓度, 经 0. 45�m 微孔滤膜过滤并超声脱气后使用。

图 1　非洛地平对映体拆分色谱图

流动相: 正己烷∶异丙醇= 90∶ 10( V / V ) ;温度: 30℃; 流

速: 0. 8mL/ min;检测波长: 254nm。

3　结果与讨论
实验采用的 Chiralcel OJ柱为纤维素类手性柱,

手性识别主要取决于聚合物螺旋型空穴的“立体配

合”包结作用,高度有序螺旋通道对芳环有较高聚合

力,被分离的溶质分子可与固定相上的甲酸酯基团、

苯基基团产生氢键、偶极-偶极和 �-�作用等, 以实

现手性拆分的目的。结合色谱参数容量因子 k′、分离

因子 �和分离度 Rs
[ 8]来讨论各因素对非洛地平对

映体拆分的影响。

3. 1　极性添加剂的种类和体积含量对拆分的影响

考察乙醇、正丙醇、异丙醇、正丁醇、异丁醇和叔

丁醇为流动相中极性添加剂对非洛地平对映体分离

的影响。从分离效果来看,只有异丙醇能够使非洛地

平基线分离(图 1) , Rs为 1. 624。其余极性添加剂均不能基线分离非洛地平。因此,选择异丙醇为流

动相极性添加剂。

以正己烷-异丙醇为流动相,流速 0. 8mL/ min, 30℃条件下,考察了异丙醇体积含量对非洛地

平对映体分离的影响。色谱保留及拆分结果见表 1。

表 1　异丙醇含量对非洛地平对映体拆分的影响

正己烷∶异丙醇(V∶V ) k1′ k2′ � Rs

95∶5 7. 613 12. 394 1. 628 2. 211

90∶10 3. 154 5. 120 1. 623 1. 531

85∶15 1. 628 2. 628 1. 614 1. 128

80∶20 1. 035 1. 621 1. 566 0. 679

75∶25 0. 724 1. 104 1. 524 0. 498

　　由表 1可知, 随着异丙醇含量的减少, 对映体的容量因子 k′和分离因子 �随之增大。这主要是

由于随着醇的减少,溶剂极性降低,洗脱能力下降,醇与溶质竞争固定相上的氢键作用部位减弱,溶

质与手性固定相的作用增强,在固定相上的保留和立体选择性增加,从而使得手性识别增强。正己

烷∶异丙醇= 95∶5时, Rs可达 2. 211,但此时对映体保留时间相对较长, 实验最终选择流动相比

例为正己烷∶异丙醇= 90∶10( V / V )。

3. 2　流速对拆分的影响

在正己烷∶异丙醇= 90∶10( V / V ) ,温度 30℃,检测波长 254nm 条件下,考察了不同流速对非

洛地平拆分的影响,拆分结果见表 2。

由表 2可知,流速越小, 物质在固定相的保留越长, 分离度相对越高;但流速过低时, 出峰时间

慢,对映体的色谱峰会变宽,峰形变差。在考察的流速范围内,随着流速逐渐增大,对映体的保留因
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子 �和容量因子 k′变化不大。实验最终选择 0. 8mL/ min为最佳流速。
表 2　不同流速对非洛地平对映体保留及分离的影响

流速( mL/ min) k′1 k′2 � R s

0. 4 3. 194 5. 196 1. 627 1. 650

0. 6 3. 179 5. 165 1. 625 1. 568

0. 8 3. 154 5. 120 1. 623 1. 531

1. 0 3. 073 4. 986 1. 622 1. 247

1. 2 3. 067 4. 953 1. 615 0. 892

3. 3　色谱柱温对拆分的影响

在色谱法分离光学异构体过程中,溶质的容量因子 k′和分离因子 �与柱温的关系可用 Van′t

Hoff 方程表示[ 9] :

lnk′= - �H 0 / RT + �S0/ R+ ln�= - �H 0 / RT + �S* ;

ln�= - ��G0 / RT= - ��H 0 / RT + ��S0 / R　　　　

式中: k′——容量因子; �——相比; T——柱温; R——气体常数。在一定的温度范围内, lnk′和 ln�
分别与 1/ T 作图可得到良好的线性关系, 从曲线的斜率和截距可以求得色谱保留过程中自由焓

�H 0和其差值 ��H 0, 熵值 �S0和其差值 ��S0。由于熵焓相互抵消的性质而存在一个等对映体选

择温度 Tiso,即 ��G 0= 0, T iso= ��H 0/ ��S0。此时,对映体不能分离。

为了进一步探讨手性识别机理,实验考察了不同柱温对非洛地平拆分的影响。结果见表 3。结

合分析时间和分离效果,实验选择 30℃为最佳温度。

表 3　不同温度对非洛地平对映体保留及分离的影响

温度(℃) k′1 k′2 lnk′1 lnk′2 � ln� R s

15 3. 742 6. 331 1. 319 1. 845 1. 692 0. 526 0. 713

20 3. 397 5. 612 1. 222 1. 725 1. 652 0. 502 0. 890

25 3. 173 5. 093 1. 155 1. 628 1. 605 0. 473 1. 005

30 2. 983 4. 701 1. 093 1. 548 1. 576 0. 455 1. 531

35 2. 776 4. 289 1. 021 1. 456 1. 545 0. 435 1. 281

　　注:流动相:正己烷∶异丙醇= 90∶10;流速: 0. 8mL/ min;检测波长: 254nm。

分别以 lnk′、ln�与 1/ T 进行线性回归, R
2≥0. 9910, 线性关系良好,说明在实验的温度范围内

保留机制及对映体选择作用不变。求得对映体在手性拆分过程中的 �H 0、�S* 、��H 0和 ��S0, 结

果见表 4。

表 4　热力学参数和相关系数

热力学

参数

�H 0
1

( kJ/ mol)

�S *
1

( J / mol/ K)
R 2

1

�H 0
2

( kJ / mol)

�S*
2

( J/ mol/ K)
R2

2

��H 0

( kJ/ mol)

��S 0

( J / mol/ K)
R 2

- 10. 97 - 3. 27 0. 9941 - 14. 43 - 4. 19 0. 9949 - 3. 46 - 7. 63 0. 9912

　　表 4可知, ( 1)在实验温度范围内, �H 0值为负值, 说明溶质与固定相作用较强,随温度升高,

色谱保留值减小。�S*
也为负值,说明对映体总体上变得更有序,自身的自由度减少,这主要由于对

映体进入到纤维素衍生物的螺旋沟槽中,与固定相形成氢键、偶极-偶极等作用, 从而获得更加有效

的手性识别。( 2) ��H 0
、��S 0

值都为负值,且在实验范围内满足‖��H 0
‖> ‖��S0

‖, 说明非洛

地平对映体的分离过程主要是一个焓驱动的过程。( 3)从热力学函数值的大小也可以判断主客体间

作用类型, Kusters等
[ 10]认为, ��H 0的绝对值在 2. 1—4. 2kJ/ mol区间时, 立体障碍的贡献被弱相
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互作用如弱�-�作用、弱氢键作用等放大。非洛地平的 ��H 0的绝对值为 3. 49kJ/ mol, 也就是说,对

映体与固定相形成的 �-�作用和氢键作用对拆分有贡献,而立体障碍也起着主导作用。( 4)非洛地

平对映体T iso为 452. 8K,此时两对映体同时洗脱,无法拆分。柱温在T iso以下时,分离因子随温度的

升高而降低。当柱温超过 T iso时,对映体的洗脱顺序将发生翻转, 药物熵与焓的数值 ��H 0、��S0值

相应变为正值,手性拆分为熵驱动。

3. 4　进样体积和进样浓度对拆分的影响

分离和制备单一药物对映体一直是医药领域的研究热点, 也是技术难点。模拟移动床色谱

( SMB)是最有希望在手性药物的大规模制备方面发挥重要作用的一项新技术。为了提高产品的收

率和产量,结合 SMB手性拆分的实际需要,实验模拟了制备进样条件,即对非洛地平的分析条件

进行了放大, 考察了进样体积和进样浓度对对映体拆分的影响(图 2和 3)。

图 2　不同流速下不同进样体积

对非洛地平对映拆分影响

1——5�L; 2——10�L; 3—— 20�L; 4—— 40�L。

图 3　不同进样浓度对非洛地平拆分的影响

1——10000mg/ L; 2—— 5000mg/ L; 3—— 3333mg/ L;

4——2000mg/ L; 5—— 1000mg/ L。

图 2可知, 正己烷∶异丙醇= 90∶10时,随着洗脱流速从 0. 4mL/ min增大到 1. 2mL/ min时,分离

度从 1. 9下降到 0. 7相同流速下,随着进样体积从 5�L 增加到 50�L 时,对分离度没有太大影响。

图 3可知,进样浓度从 1000mg / L 增加到 3333mg / L 时,保留时间基本不变,峰形也是对称的,

分离度变化不大。浓度超过 3333mg / L 时,保留时间缩短,峰形变的略微不对称。浓度越大,色谱峰

前伸,保留时间提前。对于所有浓度的分离来说, Rs都超过 1. 0,色谱峰都没有拖尾。

3. 5　方法评价与应用

在优化的实验条件下,即正己烷∶异丙醇= 90∶10,流速 0. 8mL/ min,检测波长 254nm, 柱温

30℃条件下, 连续 9次进样,考察对映体分离的重现性。结果发现, 对映体保留时间的相对标准偏差

( RSD)分别为 0. 716%和 1. 501%, 峰面积 RSD分别为 3. 425%和 2. 127%。说明该方法简便, 快

速,重现性良好。

4　结论
利用纤维素衍生物手性固定相, 在正相条件下成功拆分非洛地平对映体。并通过色谱参数和热

力学理论对对映体的手性识别机理进行探讨。( 1) 以异丙醇为醇类添加剂,含量减少时,药物保留

增强,分离因子增大,分离度增大; ( 2) 低流速时,对映体与固定相间的作用力如氢键、�-�作用力增
强,手性识别较好; ( 3) 热力学研究表明,对映体在固定相上的手性拆分为典型的焓驱动过程; ( 4)

在相同的流速时, 增大进样体积,分离度变化不大; ( 5) 在相同流速时,增大进样浓度对色谱峰形及
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保留时间都有影响。浓度较大时,色谱峰前伸, 保留时间提前。
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Separation of Enantiomer of Felodipine on Cellulose
Derivatives Chiral Stationary Phase by HPLC

TANG Xiao-Dan　WANG Shao-Yan　CONG Jing-Xiang　WANG Zhi-Chao
( S chool of Chemical Eng ineering, Univ ersity of S cience and T echnology L iaoning ,A nshan, L iaoning 114051, P. R .China)

Abstract　Chiral separation of felodipine was studied by high performance liquid chromatography

on the chiral stationary phase of silica gel coated w ith cellulose 3-( 4-methylbenzoate) . The inf luences

of the volume of isopropanol, f low rate and column temperature on the separat ion of felodipine were

invest ig ated. And the influences of increasing the inject ion volume and sample concentration on the

separation of felodipine w ere also studied by simulat ing the preparat ion and separation condit ions. The

chiral recognit ion mechanism of felodipine w as discussed by the chromatographic theory and

thermodynamic theory. The baseline separation of felodipine was available in the mobile phase of

hexane/ isopropanol( 90∶10) w ith a flow rate of 0. 8mL/ min and the column temperature of 30℃.

Key words　High Performance Liquid Chromatography ; Cellulose Derivatives Stat ionary Phase;

Felodipine; Chiral Separation
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