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α1 2酸性糖蛋白柱分离甲溴后马托品溴化物及
硫酸阿托品对映体

林丽娜 , 张华燕 , 郭兴杰
(沈阳药科大学 药学院 ,辽宁 沈阳 110016)

摘要 : 目的 以α1 2酸性糖蛋白 (α1 2AGP)为固定相 ,建立甲溴后马托品溴化物及硫酸阿托品的对映
体拆分方法。方法 采用 HPLC法分离。考察流动相中有机改性剂种类和比例、pH值、缓冲盐溶液
的浓度、流速、柱温等对对映体分离的影响。结果 甲溴后马托品溴化物最佳色谱条件 :流动相为
10 mmol·L - 1醋酸铵 (pH值 515)缓冲液 ,流速为 015 mL·m in - 1 ,室温 ;硫酸阿托品最佳色谱条件 :

流动相为 10 mmol·L - 1醋酸铵 (pH值 615)缓冲液 ,流速为 015 mL·m in - 1 ,室温。结论 甲溴后马托
品溴化物及硫酸阿托品对映体可以在α1 2AGP固定相上得到完全分离。
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　　α1 2酸性糖蛋白 (α1 2AGP)为蛋白质类手性固

定相。能被α1 2AGP手性固定相拆分的药物分子

结构有如下特点 :具有与手性中心相邻的芳环基

团 ;至少含有 1个氢键结合点 ;芳环基团和氢键结

合点间的间隔不得超过 3个原子 [ 1 ]。

甲溴后马托品溴化物和硫酸阿托品 (图 1)均

为抗胆碱药 ,具有阻断乙酰胆碱、使瞳孔括约肌和

睫状肌麻痹的作用 ,常用于眼科检查和验光。阿

托品是莨菪碱的外消旋体 ,临床上以消旋体形式

给药 ,但抗胆碱活性主要来自左旋体。目前国内

外已有文献报道使用手性固定相法 [ 2 - 4 ]、高效毛

细管电泳法 [ 5 - 7 ]等拆分阿托品对映体 ,甲溴后马

托品溴化物对映体的拆分尚未见报道。由于药物

对映体在药理、毒理和临床疗效方面差异较大 ,因

此 ,建立适宜的方法拆分药物对映体具有重要意

义。作者以 α1 2AGP为固定相 ,建立了甲溴后马

托品溴化物与硫酸阿托品对映体的 HPLC拆分方

法。

F ig. 1　Chem ica l structures of homa trop ine m ethylbrom ide( A) and a trop ine sulfa te( B)

1　仪器与材料

Jasco PU22080液相色谱仪、Jasco UV22075紫

外检测器 (日本分光公司 ) , Sepu3000色谱工作站

(杭州普惠科技有限公司 ) ,甲溴后马托品溴化物

(消旋体 ,沈阳药科大学药剂教研室 ) ,硫酸阿托

品 (消旋体 ,批号 004029109,中国药品生物制品

检定所 ) ,异丙醇、乙腈、甲醇 (色谱纯 ,天津博迪

化工有限公司 ) ,醋酸铵 (分析纯 ,沈阳经济技术

开发区试剂厂 )。

2　方法与结果

211　色谱条件选择

色谱柱 : Chiral2AGP柱 ( 100 mm ×410 mm,

5μm) ;流动相 :以醋酸铵缓冲液 ( pH 值 415～

615,浓度为 10～60 mmol·L
- 1 )为主体 ,选择异丙

醇、甲醇和乙腈为有机改性剂 ;检测波长 212 nm;

进样量 : 20μL。色谱图见图 2。
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F ig. 2　Chroma togram s of homa trop ine m ethylbrom ide enan tiom ers( A) and a trop ine sulfa te enan tiom ers( B)

212　样品溶液的制备

分别精密称取甲溴后马托品溴化物和硫酸阿

托品适量 ,用水溶解并稀释制成质量浓度约为

10 mg·L
- 1的溶液 ,过 0145μm滤膜 ,即得。

213　对映体分离影响因素考察

21311　有机改性剂种类及比例的影响

当醋 酸 铵 缓 冲 液 ( pH 值 515 ) 浓 度 为

30 mmol·L - 1 (流速 014 mL·m in - 1 )时 ,分别选择

异丙醇、甲醇、乙腈为有机改性剂 ,考察有机改性

剂种类及比例对甲溴后马托品溴化物和硫酸阿托

品对映体分离的影响。

样品在α1 2AGP柱上的保留时间与有机改性

剂极性的关系是 :有机改性剂的极性越大 ,对映体

的保留时间越长 ;有机改性剂的比例越高 ,保留时

间越短 [ 8 ]。甲醇的极性最大 ,因此以甲醇作为改

性剂时对映体保留时间最长 ;随着流动相中有机

改性剂比例的增加 ,两对映体容量因子 ( k)、保留

时间、分离因子 (α)及分离度 ( R )均减小。有机

改性剂对甲溴后马托品溴化物对映体分离的影响

见表 1。对于硫酸阿托品 ,流动相中即使含有体

积分数 1%的有机改性剂也不能实现两对映体的

完全分离。综合考虑 ,最后选择流动相中不添加

有机改性剂进行拆分研究。

Table 1　Effect of d ifferen t k inds of organ ic m od if ier on the separa tion of homa trop ine m ethylbrom ide enan tiom ers

O rganic modifier φ/% k1 k2 α R

0 2110 3126 1157 2112

1 1152 2126 1149 1155

Isop ropanol 2 0188 1110 1125 0148

5 s s s s

1 1161 2170 1157 2109

Acetonitrile 2 1120 1181 1150 1142

5 0189 1116 1129 0178

1 1181 2178 1153 1171

Methanol 2 1146 2107 1141 1118

5 1139 1190 1136 1105

　　s—Single peak

21312　醋酸铵缓冲液 pH值的影响

在室温下 ,以 30 mmol·L - 1醋酸铵缓冲液作

为流动相 ,用冰乙酸或三乙胺调节流动相 pH值

分 别 为 415、510、515、610、615, 流 速 为

015 mL·m in
- 1

,考察 pH值对甲溴后马托品溴化

物及硫酸阿托品对映体分离的影响。在 pH 值

415时 ,甲溴后马托品溴化物和硫酸阿托品均不

能实现分离。随着 pH值的升高 ,甲溴后马托品

溴化物及硫酸阿托品对映体的保留时间增加 ,分

离度增大 ,其中 pH值的变化对甲溴后马托品溴

化物分离的影响更为显著。结果见图 3。α1 2AGP

的等电点为 217,当流动相的 pH > 217时 ,α1 2AGP

带负电。甲溴后马托品溴化物和硫酸阿托品均为

胺类药物。甲溴后马托品溴化物为季铵盐 ,氮原

子带正电荷 ;阿托品具有叔胺结构 ,在低 pH值溶

液中氮原子带正电 ,这就使得两种药物与α1 2AGP
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固定相之间产生静电作用。随着 pH 值增大 ,

α1 2AGP的负电荷增大 ,与甲溴后马托品溴化物的

静电作用增强 ,使两对映体之间的分离度增大。

而阿托品分子所带正电荷随 pH值增大而减少 ,

从而影响了静电作用 ,因此 pH值的变化对阿托

品分离度影响较小。综合考虑样品保留时间和分

离度 ,最后选择分离甲溴后马托品溴化物的 pH

值为 515,硫酸阿托品的 pH值为 615。

F ig. 3　Effect of pH of amm on ium aceta te buffer on the

separa tion of enan tiom ers

21313　醋酸铵缓冲液浓度的影响

在室 温 下 , 分 别 选 择 10、20、30、40、

60 mmol·L
- 1醋酸铵缓冲液 (甲溴后马托品溴化

物 pH值 515,硫酸阿托品 pH 值 615)作为流动

相 ,流速为 014 mL·m in
- 1

,考察缓冲盐浓度变化

对对映体分离的影响。随着醋酸铵浓度的增大 ,

容量因子 ( k)、分离因子 (α)及分离度 ( R )均减

小。可能是由于在对映体的选择过程中存在离子

交换机制 [ 9 ]
:流动相中的 NH

+
4 与带正电荷的手

性药物竞争固定相上带负电荷的位置 ,从而使手

性药物与固定相之间的作用力减小。α1 2AGP柱

适用的缓冲盐浓度为 10～100 mmol·L
- 1

,为延长

其使用寿命 ,最终甲溴后马托品溴化物和硫酸阿

托品均选用 10 mmol·L
- 1醋酸铵缓冲液。

21314　流速的影响

固定其他色谱条件 ,室温下考察在不同流速

(013、014、015、016 mL·m in - 1 )下对映体的分离

情况。当 流 速 由 013 mL ·m in - 1 增 大 至

016 mL·m in
- 1时 ,甲溴后马托品溴化物的分离度

由 2187降至 2120,硫酸阿托品的分离度由 1175

降至 1141,而分离因子基本保持不变。由此可以

看出 ,在一定范围内 ,降低流速会改善分离度 ,但

并不能改善手性选择性。考虑到流速太低色谱峰

展宽严重 ,最后选择流速为 015 mL·m in
- 1。

21315　柱温的影响

分别考察了不同柱温 (20、25、30、35 ℃)对对

映体分离的影响。当柱温升高时 ,由于样品在固

定相和流动相之间的传质速度变快 ,使得样品与固

定相之间的作用力减小 ,容量因子减小 ,分离度减

小 ,分离因子略有下降。在本实验中 ,改变柱温并不

能明显改善分离 ,因此实验在室温 (20 ℃)进行。

3　结论

醋酸铵缓冲液的 pH值和浓度是影响甲溴后

马托品溴化物和硫酸阿托品对映体分离的主要因

素。分离甲溴后马托品溴化物的最佳色谱条件

为 :流动相 10 mmol·L - 1醋酸铵 (pH值 515)缓冲

液 ,流速 015 mL·m in - 1 ,柱温为室温 ;分离硫酸阿

托品的最佳色谱条件为 :流动相 10 mmol·L - 1醋

酸铵 (pH值 615)缓冲液 ,流速 015 mL·m in
- 1

,柱

温为室温。在此色谱条件下 ,甲溴后马托品溴化

物和硫酸阿托品的分离度分别为 2134和 1150,

分离因子分别为 1157和 1124,两对映体均达到

了完全分离。
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Ch ira l separa tion of homa trop ine m ethylbrom ide and
a trop ine sulfa te using h igh performance liqu id chro2
ma tography withα1 2ac id glycoprote in column

L IN L i2na, ZHAN G H ua2yan, GUO X ing2jie
(Schoo l of Pha rm acy, Shenyang Pha rm aceu tica l U nivers ity, Shenyang 110016, C h ina )

Abstract: O bjective To investiga te the separa tion of the enan tiom ers of hom atrop ine m ethy lb rom ide and at2
rop ine su lfa te using h igh perfo rm ance liqu id chrom atograph ic ( H PL C ) onα1 2ac id g lycop ro te in (α1 2A G P)

ch ira l sta tionary phase. M ethods The inf luence of the pH va lue and f low ra te of the m obile phase, the con2
cen tra tion of buffer so lu tion and organ ic so lven ts and tem pera tu re w ere exam ined. Results The best sepa ra2
tion w as ob ta ined w ith 10 mm ol·L

- 1
N H4 OA c (pH 515) buffe r as m obile p hase fo r hom atrop ine m ethy lb ro2

m ide and 10 mm ol·L
- 1

N H4 OA c (pH 615) buffe r as m obile phase fo r a trop ine su lfa te a t am bien t tem pera2
tu re. The op tim a l f low ra te w as 015 mL·m in

- 1
. Conclusion s H om atrop ine m ethy lb rom ide and atrop ine su l2

fa te enan tiom ers can be sepa ra ted com p le te ly on theα1 2A G P chira l s ta tionary phase.

Key words:α1 2acid glycop rotein stationary phase; HPLC; homatrop ine methylbrom ide; atrop ine sulfate; en2
antiomeric separation
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Quantita tive determ ina tion of f ive g in senosides in
Sh izhu G in seng and its tablets by HPLC

PEN G X u2ling, FU Yong2hu i, X ION G Zhi2li, SUN C hang2shan, L I Fa2m ei
(Schoo l of Pha rm acy, Shenyang Pha rm aceu tica l U nivers ity, Shenyang 110016, C h ina )

Abstract: O bjective To p rov ide a sc ien tif ic da ta fo r quality con tro l of Sh izhu g inseng, and dete rm ine the

con ten ts of f ive g insenosides in Sh izhu G inseng ( a k ind of Panax g inseng C. A. M ey) and its tab le ts. M eth2
ods A K rom asil C18 co lum n w ith the m obile phase consis ted of ace tron itrile2w ater w as used. The co lum n

tem pera tu re w as se t a t 25 ℃. The f low ra te w as 110 mL·m in
- 1

and the UV detec tion w ave leng th w as se t a t

203 nm. Results Five G insenosides w ere base line sepa ra ted. The ca lib ra tion curves of g insenoside R g1 , Re,

R b1 , R c and R b2 w ere linear in the concen tra tion range of 19182198 m g·L
- 1

, 20162206 m g·L
- 1

, 33102
330 m g·L

- 1
, 18102180 m g·L

- 1
and 13102130 m g·L

- 1
, respec tive ly. The average recoveries of g insenoside

R g1 , R e, Rb1 , R c and Rb2 of Sh izhu G inseng w ere 9918% , 9813% , 9912% , 9514% and 9618% , the RSD

w ere 310% , 310% , 216% , 212% and 218% ( n = 6 ) , respec tive ly. A nd the average recoveries of g insen2
oside Rg1 , R e, R b1 , R c and R b2 of the tab le ts of Sh izhu G inseng w ere 10012% , 9910% , 9917% , 9614% and

9814% , the RSD w ere 212% , 311% , 316% , 216% and 218% ( n = 6) , respec tive ly. Conclusion s The m eth2
od can be app lied to the qua lity con tro l of Sh izhu G inseng and its tab le ts.

Key words: Shizhu Ginseng; Shizhu Ginseng tablet; ginsenoside; HPLC; quantitative determ ination
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