
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 32卷

2004年 7月
　　　　　　　　　　　

分析化学 ( FENXI HUAXU E) 　研究简报

Chinese Journal of Analytical Chemistry
　　　　　　　　　　　

第 7期

908～911
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摘　要　使用三 (对甲苯甲酸)纤维素酯手性固定相 (Chiralcel OJ2R手性柱) ,建立了洛索洛芬钠 4个手性异

构体的高效液相色谱拆分方法。以甲醇与 p H 3. 0的 0. 1 mol/ L 醋酸2三乙胺或 0. 5 mol/ L HClO42NaClO4 按

80∶20 组成流动相 ,4个异构体中相邻峰的分离度均达到 1. 7以上。确认了 4个组分的结构按出峰次序依次

为 : (1′R ,2R)、(1′S ,2R)、(1′R ,2S) 和 (1′S ,2S)。对流动相中不同的 p H、缓冲溶液浓度和类型以及有机改性

剂类型对分离结果的影响作了系统考察 ,其结果有助于更好地了解这类固定相的手性识别机理。
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1　引　　言

洛索洛芬钠 (loxoprofen sodium)是由日本三共公司开发上市的非甾体抗炎药[1 ] ,具有抗炎、镇痛、解

热作用 ,其抗炎镇痛作用是吲哚美辛、酮洛芬及萘普生的 4～6倍 ,而消化道副作用较小[1 ,2 ]。洛索洛芬

钠有 2个手性中心 ,4个手性异构体 ,目前洛索洛芬钠是以外消旋体的形式上市。已有的含手性中心的

非甾体抗炎药如布洛芬、萘普生、酮基布洛芬 ,其对映异构体之间的药理作用均被证明存在差异。因此 ,

有必要研究洛索洛芬钠的手性拆分方法 ,这是研究洛索洛芬钠 4个异构体药理作用的必要前提 ,也是新

药研究开发的必须环节。

本实验使用高效液相色谱法 ,在三 (对甲苯甲酸)纤维素酯手性固定相 (Chiralcel OJ2R)柱上用极性

流动相直接拆分洛索洛芬钠 ,得到完全分离的 4个异构体的色谱峰 ,确认了各峰的结构归属 ,并详细考

察了不同流动相条件对分离结果的影响。Kanazawa等[3 ]使用非极性流动相在不同的 Chiralcel OJ 柱上

拆分洛索洛芬钠的 4个对映体 ,但是分离时间是本方法的 2倍 ,分离度也不如本方法。

2　实验部分

2 . 1　仪器、试剂与样品

Waters液相色谱仪 ( 包括 510泵、481紫外检测器和 U6 K进样阀) ;色谱工作站 (上海军锐) ;p Hs2
3C型精密 p H计 (上海雷磁仪器厂) ;J2820型园二色谱仪 (日本 JASCO公司) 。

甲醇 (色谱纯 ,上海化学试剂研究所) ;乙腈 (色谱纯 ,Merck公司) ;三氟醋酸为国产化学纯 ,其它均

为国产分析纯。纯蒸馏水 (上海斯柏克林公司) 。

洛索洛芬钠外消旋体样品自行合成 ,其结构式见图 1 ;两个手性中心分别位于丙酸的α位 (1′位) ,环

戊酮的α位 (2位) 。样品溶解在甲醇中配制 ,浓度约为 0. 3 g/ L ,进样量 10μL。

2 . 2　色谱条件

手性色谱柱 Chiralcel OJ2R (15 cm×4. 6 mm i. d. )系日本Daicel公司产品。检测波长 222 nm ;流速

均为 0. 5 mL/ min。所有的色谱分离均在室温 (约 20℃)下进行。

3　结果与讨论

3 . 1　手性分离结果
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　图 1　洛索洛芬钠的分子结构式

Fig. 1　The molecular structure of loxoprofen sodium

　　在所用仪器条件下 ,使用 Chiralcel OJ2R 手性

柱 ,在甲醇∶0. 1 mol/ L 醋酸2三乙胺 (p H 3. 0) = 80∶20

的流动相条件下 ,拆分洛索洛芬钠的 4 个异构体的

典型分离谱图见图 2。

3. 2　流动相中缓冲溶液 pH对分离的影响

使用 0. 1 mol/ L 醋酸溶液 (p H为 2. 7) ,并以三

　图 2　洛索洛芬钠的手性分离图谱

Fig. 2　Chromatogram of loxoprofen sodium

流动相 ( mobile phase) :CH3OH/ 0. 1 mol/ L 醋酸2三乙胺 (triethy2

lamine2acetic acid) p H 3. 0 = 80∶20 ;流速 (flow rate) :0. 5 mL/ min。

乙胺调缓冲溶液的 p H分别为 3. 0、3. 5、4. 0 和 5. 0

的缓冲溶液 ,用甲醇∶0. 1 mol/ L 醋酸2三乙胺 = 80∶20

作为流动相 ,考察了在不同 p H条件下对洛索洛芬钠

分离度的影响。结果表明 :洛索洛芬钠后 3 个峰之

间均能得到很好地分离。最难分离的是第一个峰和

第二个峰 ,所以用洛索洛芬钠消旋体的第一个峰与

第二个峰的分离度 R s作为考察指标 ,其与缓冲溶液

p H的关系见图 3。由图 3 可见 ,缓冲溶液 p H 在

217、310和 3. 5时分离较好 , R s在 1. 7以上。p H大

于 315时 ,分离度下降较大。其原因可能是提高缓

冲溶液酸性使洛索洛芬钠离子化程度降低 ,更容易

与 OJ2RH手性固定相发生相互作用 ,有利于手性分

离。但使用不加三乙胺的 p H 2. 7 的醋酸溶液时 ,分

　图 3　p H对前两个峰分离度的影响

Fig. 3　Effect of p H on resolution of original two peaks

离重现性不好 ,峰对称性较差 ,故实验选择 p H 3. 0。

3 . 3　缓冲溶液浓度对分离的影响

选择甲醇∶醋酸2三乙胺 (p H 3. 0) = 80∶20 ,考察缓

冲溶液浓度对分离的影响 ,结果见图 4。R s 表示洛

索洛芬钠的第一个与第二个异构体峰的分离度 , k′

表示洛索洛芬钠第一个峰的保留因子。可见 ,浓度

在 0. 20 mol/ L 时保留因子最大 ,但分离度反而下降 ;

此时紫外本底吸收也较大 ,0. 10 mol/ L 时保留因子

最小 ,分离度较好 ,所以实验选用此浓度。

3 . 4　有机改性剂的比例对分离的影响

用甲醇与 0. 1 mol/ L 醋酸2三乙胺 (p H 3. 0)不同

配比混合作流动相 ,随着甲醇比例从 80 %每减小

5 % ,洛索洛芬钠的保留因子增大接近 1 倍 ,但分离

度 R s增加较少 ,而且峰变宽。根据此柱使用的要求 ,实验中使用 80 %甲醇 ,没有使用更大比例。

3 . 5　不同缓冲溶液种类对分离的影响

使用 0. 1 mol/ L 醋酸2三乙胺缓冲溶液 ,0. 5 mol/ L HClO42NaClO4 缓冲溶液 ,0. 2 mol/ L 磷酸2磷酸
二氢钠作缓冲溶液 ,甲醇作有机改性剂。在相同的 p H和相同甲醇比例条件下 ,使用醋酸2三乙胺缓冲
溶液和 HClO42NaClO4缓冲溶液对洛索洛芬钠 4个异构体的相邻峰均具有≥1. 7的分离度 ,保留因子也

很接近 ,磷酸2磷酸二氢钠作缓冲溶液对洛索洛芬钠的保留因子明显增大 ,但第一个峰与第二个峰的分

离度却明显降低 (小于 1. 0) 。另外 ,用 0. 5mol/ L HClO42NaClO4作缓冲溶液 ,p H 2. 0时分离度比 p H为

3. 0时差。

3 . 6　不同有机改性剂对分离的影响

用 0. 5 mol/ L HClO42NaClO4作缓冲溶液 ,比较甲醇∶缓冲溶液 = 80∶20和乙睛∶缓冲溶液 = 30∶70这两种

流动相 ,乙睛体系对洛索洛芬钠的保留时间较长 ,但分离度却下降。表明在分离洛索洛芬钠时 ,甲醇是

优良的有机改性剂。流动相中有机改性剂对 Chiralcel OJ2R柱手性分离能力有很大影响 ,可能是有机改
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性剂会和溶质竞争手性和非手性位点 ,各改性剂的占位效应不同 ,有机改性剂的结构不同 ,可能会影响

纤维素手性固定相螺旋沟槽的性质 ,从而影响它的嵌合作用。

3 . 7　峰的构型归属

为了确定每个峰的构型归属 ,使用本方法加大进样量采集流出组分溶液 ,但在旋干时出现了消旋的

现象 ,无法获得纯品。而文献[ 3 ]中用圆二色谱确定了每个峰的构型归属 ,因此采用该文献的色谱分离

条件。色谱柱为 Chiralcel OJ (250 mm×4. 6 mm i. d. ,日本 Daicel公司) ,流动相为正己烷2异丙醇2三氟
醋酸 (95∶5∶0. 1) 。加大进样量 ,采集每个已知构型归属峰的流出组分溶液之后马上用 0. 05 mol/ L 的磷酸

缓冲溶液 (p H 7. 0)萃取 ,然后取水相用本文的高效液相色谱方法分析 ,确认本法每个峰的构型归属 ,同

时用圆二色谱验证 ,证实本法出峰次序依次为 : (1′R ,2R) , (1′S ,2R) , (1′R ,2S) , (1′S ,2S) 。

本实验所用手性柱 Chiralcel OJ2R的固定相是将三 (对甲苯甲酸)纤维素酯涂渍在 5μm的担体上得

到的 ,此手性柱应用范围广[4 ,5 ]。但纤维素类手性固定相的手性识别机理较复杂[6 ,7 ] ,分离结果不仅取

决于基团间的手性相互作用 ,还受到固定相空间结构的影响 ,非手性相互作用也很复杂。本实验对流动

相条件的方法考察有助于更好地了解这种手性固定相的性质。
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Chiral Separation of Loxoprofen Sodium by
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Abstract　A method for chiral separation of four loxoprofen sodium optical isomers was developed by high

performance liquid chromatography on the chiral stationary phase of cellulose tris(42methylbenzoate) (Chi2
ralcel OJ2R) . The effects of p H , concentration and type of the buffer , and organic modifier’s kind in the

mobile phase on the resolution and retention were investigated. The good resolution was obtained with the

mobile phases of methanol/ 0. 1 mol/ L acetic acid2t riethylamine (or 0. 5 mol/ L HClO42NaClO4) at p H 3. 0

= 80/ 20. The resolutions with over 1. 7 for all continuous peaks were shown at the mobile phase condi2
tions. The peak sequence was identified as (1′R ,2R) , (1′S ,2R) , (1′R ,2S) , (1′S ,2S) . The investigated

results facilitate to understand the recognized mechanism of the cellulose2based chiral stationary phase.

Keywords　High performance liquid chromatography , chiral separation , cellulose2based chiral stationary

phase , loxoprofen sodium
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