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摘要 目的:建立萘普生手性分离和光学纯度检查的高效液相色谱方法。方法:采用 Chiralpak AD － H ( 4. 6 mm × 250 mm，5
μm，Daicel公司) 手性色谱柱在正相条件下拆分萘普生对映体，考察了固定相种类、流动相组成、柱温及流速等对萘普生对映
体分离的影响，流动相为正己烷 －异丙醇( 30∶ 70，v /v) ，检测波长 272 nm，流速 0. 5 mL·min －1，柱温 20℃。结果:在此条件下，
萘普生及其( R) － ( － ) －构型体达到基线分离，分离度为 3. 3。结论:该法简单快速，重现性好，能够用于萘普生对映体的分
离和纯度考察。
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Chiral separation and purity test of Naproxen
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Abstract Objective: To develop a high performance liquid chromatographic method for chiral separation of the un-
desired enantiomer from naproxen and quantitative determination of bulk drugs． Methods:Baseline chiral separa-
tion of naproxen was achieved under normal － phase chromatographic mode by the Chiralpak AD － H ( 4. 6 mm ×
250 mm，5 μm，Daicel) chiral stationary phase． The influences of the kind of chiral stationary phase and form of the
mobile phase，column temperature and flowrate on the enantiomeric separation were studied． The optimized chrom-
atographic conditions were hexane － isopropyl alcohol ( 30∶ 70，v /v ) as the mobile phase with a flow rate of 0. 5
mL·min －1 and detection at the wavelength of 272nm． The column temperature was set at 20℃ ． Results: A base-
line separation of naproxen enantiomers was achieved，and the resolution was 3. 3 between the enantiomers under the
above chromatographic conditions． Conclusion:The method is simple，rapid and with good reproducibility，and it
can be used for sepration and purity of naproxen．
Key words: naproxen; high performance liquid chromatography( HPLC) ; chiral separation; chiral stationary phase
( CSP) ; resolution; enantiomer

萘普生( Naproxen) ，化学名称为: ( + ) α －甲基
－ 6 －甲氧基 － 2 －萘乙酸，系重要的芳基烷酸类非
甾体抗炎药，临床上广泛用于治疗类风湿性关节炎、
风湿性脊椎炎及产后、术后止痛［1］。其结构式中羧
酸 α位为一个手性碳原子，存在一对光学异构体
( 图 1) 即: ( S) － ( + ) －萘普生和( R) － ( － ) －萘
普生，其中( S) － ( + ) －萘普生药效为( R) － ( － )
－萘普生的 28 倍［2］。目前，萘普生为光学纯单一
体上市，确保了疗效，减少了胃部刺激，保证了用药

安全。国内合成萘普生的方法主要包括: 拆分
法
［3］、不对称合成法［4］和酶催化水解法［5］，而 2005
年版中国药典只规定对本品进行比旋光度检查，其

杂质检查方法也未涉及光学杂质［( R) － ( － ) －萘
普生］的检查。
萘普生对映体的拆分方法已有文献报道: 宁

凤容等采用手性流动相 HPLC 法，以羟丙基 － β －
环糊精为手性添加剂拆分了萘普生对映体

［6］; 陈

德妙等采用纤维素衍生化手性固定相色谱柱，以
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正己烷 /异丙醇 /冰醋酸 ( 97 ∶ 3 ∶ 1，V /V) 为流动相
成功拆分了萘普生对映体

［7］。但上述方法均存在
保留时间长、分离度低、拆分峰峰形差等诸多问
题。本研究采用改良淀粉衍生物为手性固定，正
相条件下对萘普生光学异构体进行了分离测定并

且分离度良好，为此药物的光学纯度检查提供了

简便，高效的检测方法。

图 1 萘普生及其光学杂质的结构
Fig 1 The structures of Naproxen and the undesired enantiomer

1 仪器及试药
Agilent1200 高效液相色谱系统( 包括自动进样

器、VWD检测器、Agilent色谱工作站)
原料药萘普生由河北远征药业集团提供，萘

普生消旋体由河北医科大学药学院药物化学教研

室提供，正己烷，异丙醇为色谱纯，其它试剂均为

分析纯。
2 溶液的制备
供试品溶液: 精密称取萘普生 25 mg，置于

50 mL量瓶中，加入正己烷 －异丙醇( 30∶ 70，溶剂)
25 mL溶解，流动相定容。量取该溶液适量，用流
动相稀释成 0. 1 mg·mL －1

的溶液，作为供试品溶

液。
对照溶液:精密称取萘普生消旋体适量，同上法

制成浓度 0. 1 mg·mL －1
的溶液。

3 色谱条件
手性固定相色谱柱: Daicel Chiralpak AD － H

( 4. 6 mm ×250 mm，5 μm，Daicel 公司) ; 流动相: 正
己烷 －异丙醇( 70∶ 30) ;流速: 0. 5 mL·min －1 ;检测

波长: 272 nm;柱温: 20℃ ;进样量: 10μL。对映体出
峰顺序以( S) － ( + ) －萘普生判断。
4 方法学考察
4. 1 系统适用性试验 按上述色谱条件进样测
定，色谱图见图 2。理论板数按 b 峰计为 11687，

a、b 的保留时间分别为 : 9. 96，11. 29 min，分离
度 : 3. 3。

图 2 对照溶液色谱图
Fig 2 HPLC chromatogram of racemic naproxen

a． ( R) － ( － ) －萘普生( R － isomer) b． ( S) － ( + ) －萘普生( S － i-

somer)

4. 2 检测限及定量限 分别以 S /N为 3 和 10 为考
察指标，测得萘普生的检测限为 10 ng·mL －1，定量

限为 30 ng·mL －1。
4. 3 线性范围 分别配制浓度为 0. 025，0. 05，
0. 1，0. 2，0. 4 mg·mL －1

的萘普生溶液，分别取各浓

度溶液 10μL注入液相色谱仪，记录色谱图及峰面
积。以浓度为横坐标( X) ，峰面积为纵坐标( Y) ，绘
制标准曲线。回归后线性方程为
Y = 22252X + 10. 203 r = 0. 9999
萘普生的浓度在 0. 025 ～ 0. 4 mg·mL －1

范围内

与峰面积呈良好的线性关系。
4. 4 重现性实验 在优化的色谱条件下，连续进
样对照溶液 6 次，萘普生对映体出峰时间的相对标
准偏差 ( RSD) 分别为 0. 20%和 0. 37%，峰面积的
RSD分别为 1. 9%和 1. 8%。实验表明: 该方法简
单、快速、重现性好，可用于萘普生对映体的手性分
离。
4. 5 样品测定 按“2”项下方法配制萘普生供试
品溶液，在上述色谱条件下进样测定，色谱图见图

3。采用上述分离方法，按面积归一化法，分别对 3
批萘普生新样品进行了光学纯度检查，实验结果

( 表 1) 表明: 3 批样品光学纯度均不低于 99. 0%，符
合单一对映体药物的纯度要求。

图 3 供试品溶液色谱图
Fig 3 HPLC chromatogram of ( S) －( + ) － naproxen
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表 1 3 批样品光学纯度检查结果
Tab 1 Result of the content of inspect

the purity of naproxen

批号( Lot NO) 光学纯度( purity of naproxen) /ee%

090501 99. 5

090502 99. 5

090503 99. 7

5 讨论
5. 1 手性固定相的选择 文献［8］报道了使用
Chiralcel OD型手性色谱柱，以正己烷 －异丙醇 －冰
醋酸( 97∶ 3∶ 1，V /V ) 为流动相拆分萘普生的方法，
此方法保留时间较长，并且分离度较低。本研究曾
尝试使用 Chiralcel OD ( 150 mm × 4. 6 mm，Daicel)
型手性色谱柱，以乙腈 －水或甲醇 －水各种比例为
流动相拆分萘普生，但均无法使萘普生对映体达到

基线分离。
我们采用改良的淀粉衍生物固定相 Chiralpak

AD － H色谱柱，通过流动相的选择与优化，能够使
萘普生对映体达到良好分离。Chiralpak AD － H 为
直链淀粉氨基甲酸酯类手性固定相，直链淀粉是 D
－葡萄糖以 α － 1，4 －糖苷键相连而形成的线形聚
合物。Chiralpak AD － H 手性柱是将直链淀粉 －三
( 3，5 －二甲苯基氨基甲酸酯) 涂布在硅胶载体上
制成的

［9］，氨基甲酸酯基围绕主链形成许多沟槽，

对映体进入沟槽中，主要通过吸引和包合作用实现

对映异构体的拆分。该类手性柱应用广泛，尤其适
用于含酰胺基、芳香基、羰基、羟基和羧酸基等基团
的化合物的拆分。
5. 2 流动相组成对萘普生对映体分离的影响 对

于 Chiralpak AD － H 柱，生产厂商建议使用的流动
相为正己烷和醇类有机改性剂。醇类改性剂不仅可
与对映体分子竞争作用于固定相上的手性点，与固

定相的氨基甲酸酯基团形成氢键，还可通过手性空

穴中或手性空穴附近的非手性点的作用而改变手性

空穴的空间环境，使药物对映体分子与手性空穴中

苯基氨基甲酸酯之间的作用发生变化
［10］。

本实验选择了正己烷 －异丙醇为流动相体系，
成功分离了萘普生对映体。并且考察了流动相的比
例对分离的影响，结果见表 2。一般来说，随着异丙
醇比例的增大，不但使流动相极性增强，而且它与

固定相之间的氢键作用抑制了对映体与固定相之间

的相互作用，从而使对映体的保留时间明显缩短，

分离度也随之下降。另外，异丙醇含量增加，其与
对映体分子竞争作用于固定相手性位点的强度也相

应增强，从而可能会导致对映体分离因子的降低。
本实验中发现随着异丙醇比例的增大，保留时间变

化不大，分离因子稍有增大，分离度先增大后减小，

异丙醇应以特殊的方式参与了拆分过程，首先，流动

相中适当比例的异丙醇通过与固定相手性空穴中或

手性空穴附近的非手性点的作用，改变手型空穴的

空间结构，增强，手性固定相对药物分子( 萘普生对

映体) 的手性识别能力，但随着异丙醇比例的增加，

流动相极性增加，异丙醇分子过多参与竞争固定相

上的手性点，而且其与固定相之间的氢键作用抑制

了对映体与固定相之间的相互作用，从而降低了固

定相的手性识别能力。综合考虑分离度和柱压等因
素，选择了流动相异丙醇 /正己烷比例为 70∶ 30。

表 2 异丙醇含量对分离的影响
Tab 2 The effect of isopropyl alcohol content on enantiomeric separation

异丙醇

( isopropyl alcohol) /%
tR1 /min tR2 /min

分离因子

( α)

分离度

( R)

60 9. 742 10. 893 1. 11 2. 81

65 9. 833 10. 959 1. 12 3. 01

70 9. 955 11. 290 1. 13 3. 33

75 9. 784 11. 040 1. 13 3. 13

80 9. 996 11. 035 1. 13 3. 02

5. 3 流速对萘普生对映体分离的影响 保持流动相
组成正己烷 －异丙醇( 30∶ 70) 不变，改变流速，研究流
速对让萘普生对映体分离的影响，结果见表 3。由表 3
可以看出，降低流速，理论塔板数增加，分离度增加，分

离因子无变化，但会延长对映体出峰时间，扩散比较严

重，增大流速，会显著降低保留时间，分离度降低，因

此，在流速允许的范围内，考虑保留时间及柱压的影

响，选择流速为 0. 5 mL·min －1。
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表 3 流速对分离的影响
Tab 3 The effect of flow rate on enantiomeric separation

流速

( flow rate )

/ mL·min －1

tR1 /min tR2 /min
分离因子

( α)
理论塔板数( N)

分离度

( R)

0. 4 12. 212 13. 710 1. 13 12699 3. 35

0. 5 9. 955 11. 290 1. 13 11687 3. 33

0. 6 8. 116 9. 103 1. 12 10540 2. 93

5. 4 柱温对分离的影响 温度对高效液相色谱分离
不同手性化合物的影响不尽相同。一般而言，对映体
分离的 Van't Hoff曲线呈线性。低温条件下，对映体
与手性固定相形成的络合物较高温度时稳定，有利于

提高分离因子
［11］。柱温升高，使得溶质与固定相之

间的结合能力减弱，保留时间变短，分离度变差。本
实验在上述色谱条件下，通过改变柱温箱的温度，考

察了柱温在 20 ～35℃范围内对分离的影响，结果见表
4。由表 4可以看出，随着分离温度的升高，容量因子
减少，样品保留时间减少，分离因子和分离度大体上

也是减少的，Van't Hoff曲线基本呈线性，这说明萘普
生对映体在该手性固定相上的保留机制不随色谱分

离温度的变化而改变，手性分离过程受吸附反应热控

制。因此 20 ℃为最佳柱温。
表 4 柱温对分离的影响

Tab 4 The effect of column temperature on enantiomeric separation

℃ tR1 /min tR2 /min 分离因子( α) 分离度( R)

20 9. 955 11. 290 1. 13 3. 33

25 9. 519 10. 516 1. 10 2. 71

30 9. 304 10. 147 1. 09 2. 40

6 结论
本文采用 Chiralpak AD － H 手性色谱柱，在正

相条件下成功地拆分了萘普生对映体，分离度达

3. 3，方法方便快速，为萘普生对映体的光学纯度考
察提供了有效的手段。
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