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摘　要　利用 Pirkle型 (S, S ) 2W helk2O1手性柱对合霉素、甲砜霉素、氟甲砜霉素进行了对映体分离研究。考

察了在正己烷流动相中醇类添加剂种类及浓度对其手性分离的影响 ,并采用液相色谱 /质谱联用法对甲砜霉

素的两个异构体峰进行了确证。结果表明 :当异丙醇和叔丁醇为醇类添加剂时 ,合霉素和甲砜霉素获得较大

分离因子 ,而使得氟甲砜霉素获得较大分离因子的是乙醇。合霉素在流动相为正己烷 /乙醇 = 97∶3时获得最

大分离度是 1. 89;在正己烷 /乙醇 = 90∶10时 ,甲砜霉素、氟甲砜霉素都获得了很好的分离 ,最佳分离度 R s分

别达到 1. 84和 3. 94。
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1　引　　言

合霉素是早期广泛使用的一种抗菌性药物。后研究发现只有 RR 2异构体 (即氯霉素 )有抗菌活性 ,

而 SS 2构型无药效 [ 1 ]。甲砜霉素和氟甲砜霉素是新型氯霉素类广谱抗菌药物 ,其结构与氯霉素类似 ,药

理活性也类似 [ 2 ]。其中甲砜霉素是氯霉素苯环上对位的硝基被甲磺酰基取代的产物 ,氟甲砜霉素是甲

砜霉素的 32羟基被氟取代的产物。样品合霉素是 RR 2和 SS 2构型的外消旋混和物 ,甲砜霉素是大量 RR 2
和少量 SS 2构型体混合物 ,而氟甲砜霉素则是大量 RS 2和少量 SR 2构型体混合物。
在手性分离领域里 ,高效液相色谱法是一种有效的对映体分离方法 [ 3～5 ]。目前报道的检测氯霉素、

甲砜霉素和氟甲砜霉素含量的方法有液相色谱 /质谱联用法 [ 6 ]、电动毛细管电泳法 [ 7 ]和 C18柱高效液相

色谱法 [ 8 ]等 ,工业生产中则采用旋光度法测定其光学异构体的纯度。尚未见对合霉素、甲砜霉素和氟

甲砜霉素的高效液相色谱手性分离的研究报道。本实验利用 (S, S ) 2W helk2O1手性固定相 ,以正己烷 /

醇为流动相对三者进行了对映体分离研究。考察了不同种类、不同浓度的醇类添加剂对溶质分离的影

响 ,并采用液相色谱 /质谱联用法对甲砜霉素的分离峰进行了确证 ,初步探讨了固定相对溶质的手性分

离机理 ,为该类药物光学异构体的分离提供了一种可行的方法 ,并可痕量检测单光学异构体中混杂的约

015%的另一种光学异构体。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

W aters2690高效液相色谱仪 (美国 W ater公司 ) ; W aters 996光电二极管阵列检测器 ; W aters

M illennium 32软件系统 ; Agilent 1000高效液相色谱仪 ; B ruker esquire 3000 p lus质谱仪 , ESI离子源 ,离

子阱检测器。色谱条件 :流动相为正己烷及不同比例的醇类添加剂 ;手性柱为 (S, S ) 2W helk2O1 (12μm,

250 mm ×4. 0 mm i. d. )手性柱 (德国 DEORG2SIMON2OHM University of App lied Science公司 ) ;流速 :

1. 0 mL /m in;柱温 : 20℃;进样体积 : 20μL。

氯霉素 (1R, 2R 212对硝基苯基 222二氯乙酰胺基 - 1, 32丙二醇 , chloramphenicol, CAP)和合霉素

( synthomycin) (浙江大学化学系 ) ;甲砜霉素 [ 9 ] (1R, 2R 212对甲砜基苯基 222二氯乙酰胺基 21, 32丙二醇 ,

thiamphenicol, THA )和氟甲砜霉素 ( [ R 2(R
3

, S
3 ) ] 22, 22二氯 2N2[ 12(氟甲基 ) 222羟基 222[ 42(甲砜基 )苯

基 ] ]乙酰胺 [ 10 ]
, florfenicol, FLR) (浙江海翔医药化工有限公司 ) ;正己烷 (分析纯 , 杭州炼油厂 ) ;乙醇

(分析纯 , 杭州长征化工厂 ) ;异丙醇 (分析纯 ,上海陆都化学试剂厂 ) ;叔丁醇 (分析纯 ,上海试剂一厂 ) ;
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其它试剂均为国产分析纯。3种氯霉素药物结构如下。

2. 2　样品和流动相的制备

样品用乙醇配成 1 g/L ,经 0. 1μm微孔膜过滤。将醇和正己烷配成所需比例并经 0. 5μm微孔膜

过滤并超声脱气。

3　结果与讨论

3. 1　醇类添加剂对手性分离的影响

在正己烷 /醇体积比为 80∶20的正相体系中 ,考察了不同醇类添加剂对合霉素、甲砜霉素和氟甲砜

霉素手性分离的影响 ,其结果列于表 1。从表 1可见 : (1)由乙醇到异丙醇、叔丁醇时 ,醇的体积逐渐增

大 ,空间位阻增大以及极性的减弱导致醇与手性固定相的作用减弱 ,对溶质在手性固定相上的吸附点的

竞争减弱 ,故 3种溶质在手性固定相上的保留逐渐增强 , k′值增大 ; (2)在这 3种醇类添加剂中 ,异丙醇

和叔丁醇使得合霉素和甲砜霉素获得了较大的分离因子 ;而使得氟甲砜霉素获得最大的分离因子的是

乙醇。可见 3种溶质获得最大分离因子所要求的醇的种类不同 ; (3) 3种溶质在乙醇为添加剂时获得最

好的分离度 ,可能是因为乙醇形成氢键的能力最弱 ,对溶质与手性固定相的氢键作用点的竞争较弱 ,故

氢键作用是溶质手性识别一个重要因素。

表 1　不同醇类添加剂对合霉素、甲砜霉素和氟甲砜霉素手性分离的影响
Table 1　 Influence of different alcohol modifiers in mobile phase on chiral separation of synthomycin, thiamphenicol ( THA) and
florfenicol ( FLR)

溶质
Solute

乙醇 (20% , V /V )
Ethanol

k′ α R s

异丙醇 (20% , V /V )
Iso2p ropanol

k′ α R s

叔丁醇 (20% , V /V )
tert2Butanol

k′ α R s

合霉素 Synthomycin 1. 77 1. 15 1. 01 2. 39 1. 19 1. 02 3. 80 1. 18 0. 81

甲砜霉素 Thiamphenicol 6. 22 1. 16 1. 19 13. 88 1. 30 1. 00 31. 63 1. 30 0. 83

氟甲砜霉素 Florfenicol 4. 95 1. 26 1. 89 12. 06 1. 15 0. 92 43. 12 1. 19 0. 87

　k′为先洗脱对映体的保留因子 ( the capacity factor of the first eluted enantiomer) ; 死时间 ( t0 )由 1, 3, 52三叔丁基苯测定 ( the dead time

was determ ined using 1, 3, 52tri2tert2butyl benzene) ; 流速 ( flow rate) , 1. 0 mL /m in; T = 20℃

3. 2　乙醇的浓度对手性分离的影响

由实验可知 ,乙醇作为添加剂时 ,合霉素、甲砜霉素和氟甲砜霉素分离较好 ,故考察了不同浓度的乙

醇对手性分离的影响 ,结果列于表 2。随着乙醇含量的减少 ,流动相的洗脱能力减弱 ,溶质与固定相的

作用力增强 ,保留增强 ,分离因子变化不大 ,分离度增大 ,在不同比例的条件下 ,三者都达到了很好的分

离 ,最大分离度 R s分别是 1. 89、1. 84和 3. 94。

从表 2可见 ,当体积比正己烷 /乙醇为 90∶10时 , (1)合霉素、氟甲砜霉素、甲砜霉素在手性固定相上

的保留依次增强 , k′值增大。可能是因为甲砜霉素的甲磺酰基比合霉素的硝基与手性固定相的偶极 2偶
极作用强 ,其与手性固定相的π2π作用也强 ,且甲砜霉素与固定相的氢键作用点比氟甲砜霉素多 ,故它

是保留最强的 ; (2)氟甲砜霉素分离因子最大 ,另两种溶质分离因子相近。这可能是由于氟甲砜霉素的

氟原子与固定相的氢键作用点的作用力强 ,使得固定相对它的手性识别能力增强。3种溶质手性分离

的主要因素除了π2π作用 ,还有偶极 2偶极作用和氢键作用 ,特别是苯环上对位的取代基团和支链上的

取代基对溶质手性分离有较大的影响。
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表 2　乙醇的浓度对合霉素、甲砜霉素和氟甲砜霉素手性分离的影响
Table 2　 Influence of mobile phase composition on chiral separation of synthomycin, THA and FLR

正己烷 /乙醇 (V /V )
n2Hexane /Ethanol

合霉素 Synthomycin

k′ α R s

甲砜霉素 Thiamphenicol

k′ α R s

氟甲砜霉素 Florfenicol

k′ α R s

70∶30 0. 88 1. 15 0. 76 2. 75 1. 15 0. 97 2. 25 1. 21 1. 40
80∶20 1. 77 1. 15 1. 01 6. 22 1. 16 1. 19 4. 95 1. 26 1. 89
85∶15 2. 81 1. 15 1. 19 10. 75 1. 16 1. 39 8. 08 1. 30 2. 95
90∶10 5. 03 1. 15 1. 41 23. 45 1. 17 1. 84 17. 93 1. 38 3. 94
95∶5 15. 14 1. 14 1. 82

97∶3 35. 25 1. 14 1. 89

　色谱条件见表 1 ( chromatographic conditions are shown in Table 1)

3. 3　液相色谱 /质谱联用法对色谱分离峰的确证

图 1是甲砜霉素和氟甲砜霉素在相同色谱条件下分离的色谱图及其紫外光谱吸收图 ;从光谱图可

判断前后两个峰为它们各自的光学异构体峰 ,并采用液相色谱 /质谱联用法对甲砜霉素的两个峰进行进

一步确证。图 2是甲砜霉素在正己烷 /乙醇体积比为 85∶15的条件下液相色谱 /质谱联用的质谱图 ,从

图可见溶质的两个峰的质谱图相同 ,说明前后两个峰确实是甲砜霉素的两个异构体的峰。其中 354为

样品的分子离子峰 , 389. 9及 390. 0可能为样品分子离子再结合一个氯和一个质子 ,而 468有可能是杂

质或样品分子离子与某个物质的结合物。

　图 1　甲砜霉素 ( a)、氟甲砜霉素 ( b)对映体分离色谱

图及紫外光谱图

Fig. 1　The enantioseparation chromatogram and ultraviolet

absorbing spectrogram s of THA ( a) and FLR ( b)

流动相 (mobile phase) :正己烷 /乙醇 ( n2hexane /ethanol) (V /V ,

90∶10) ,其它色谱条件见表 1 ( other chroam tographic conditions

are shown in Table 1)。

　图 2　甲砜霉素对映体的质谱图

Fig. 2　The enantioseparation mass spectrum s of THA

a. RR 2异构体 (RR 2isomer) , b. SS2异构体 ( SS2isomer)。流动相

( mobile phase ) : 正己烷 /乙醇 ( n2hexane /ethanol ) ( V /V ,

85∶15) ,其它色谱条件见表 1 ( other chroam tographic conditions

are shown in Table 1)。

　图 3　合霉素和氯霉素色谱图

Fig. 3　The chromatogram s of synthomy2
cin and chloramphenicol

色谱条件见图 1 ( chromatographic conditions

are shown in Fig. 1)

3. 4　对映异构体出峰顺序的确定

用氯霉素标样来确定合霉素对映体出峰顺序 ,从图 3可见合霉

素的 RR构型体先出峰 , SS构型体后出峰。这可能是由于 RR构型

的异构体不如 SS构型的异构体与 (S, S ) 2W helk2O1手性固定相作

用力强。样品甲砜霉素主要是 RR构型 ,从图 1 ( a)也可看到是 RR

构型体先出峰。而氟甲砜霉素是甲砜霉素羟基被氟取代 ,改变了构

型 ,其主要是 RS构型体 ,从图 1 ( b)可见 , RS构型体先出峰。

3. 5　结论

本实验在 (S, S ) 2W helk2O1手性固定相上成功地分离了合霉

素、甲砜霉素、氟甲砜霉素的对映体 ,获得了很高的分离度。三者

各自的光学异构体含量分别为 : 49. 21 /50. 79、96. 53 /3. 47和

99140 /0160,为该类药物光学异构体的分离提供了一种可行的方

法 ,并可痕量检测单光学异构体中混杂的约 0. 5%的另一种光学异构体。
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从合霉素到甲砜霉素、氟甲砜霉素 ,它们化学结构的差异导致分离情况不同 ,不同醇类添加剂对同一

溶质的手性分离影响也不同 ,说明手性固定相对溶质的手性识别不但与流动相中添加剂的种类有关 ,而且

与溶质的空间结构以及官能团有关。

致　谢　Pirkle型 (S, S ) 2W helk2O 1手性柱由德国 J. N. Kinkel教授提供 ,特此致谢 !
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Study of Ch ira l Separa tion of Chloram phen icol Ana logs by

H igh Performance L iqu id Chroma tography

He Hongmei1 , Xu Xiuzhu3 1 , Pan Chunxiu1 , Shen Baochun1, 2 , Zhang Xuejun1

1 (D epartm ent of Chem istry, Zhejiang U niversity, Hangzhou 310027)
2 ( Facu lty of Pharm acy, Kunm ing M edica l College, Kunm ing 650031)

Abstract　The W helk2O1 chiral stationary phase (CSP) is a valuable column for the high performance liquid

chromatography (HPLC) resolution of the enantiomers of a wide variety of compounds. So the resolution of

enantiomers of three compounds, which are the synthomycin and the thiamphenicol ( THA) and the florfenicol

( FLR) , were studied on (S, S ) 2W helk2O1 CSP using HPLC using n2hexane and alcohol additives as mobile

phase. And the influence of the type and concentration of alcohol additives on chiral separation of solutes was

investigated. Then the enantiomers of THA were confirmed by liquid chromatography2mass speatrometry. The

results showed that three compounds were separated successfully. W hen iso2p ropanol and tert2butanol as

mobile2phase additives, the separation factor (α) of synthomycin and THA was higher in contrast to ethanol.

However, ethanol was more favorable for chiral separation of FLR. Furthermore, the best resolution of syntho2
mycin was 1. 89 using a mobile2phase of n2hexane /ethanol (97∶3) , and that of THA and FLR was separately

1. 84 and 3. 94 when a mobile2phase of n2hexane /ethanol (90∶10) was used. So the method which was used

to separate the enantiomers of this type of drugs was got and was also used to determ inate the single isomer

content which was about 0. 5% in the drug as an impurity.

Keywords　H igh performance liquid chromatography, mass spectrum , chiral separation, chloramphenicol,

thiamphenicol, florfenicol
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