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摘　要　采用多糖衍生物手性色谱柱, 建立了正相高效液相色谱法( NP-HPLC)拆分达非那新中间体

对映体。考察了该对映体在不同手性固定相上的分离趋势及保留顺序 ,以及流动相组成对该中间体对映体

的分离度和洗脱顺序的影响。结果表明: 用Chiralpak AD 和Chiralcel OJ 柱均能实现对映体的有效分离,为

达非那新中间体的光学纯度检测提供了可靠的分离方法。
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1　引言
达非那新( Darifenacin) , 化学名为 ( S ) -2-[ 1-[ 2-( 2, 3-二氢苯并呋喃-5-基)乙基] -3-吡咯烷

基] -2, 2-二苯基乙酰胺,分子结构见图 1。是一种有效的毒蕈碱受体拮抗剂,有助于减少尿失禁发

作、增加膀胱储尿量、减少尿频次数、降低尿急相关的排尿压力和急迫性。其中含有一个手性中心,

有一对对映体, S-异构体是其活性成分, 故要求以 S-异构体单体形式上市 [ 1]。化合物 3-( S) -( 1-氰

基-1, 1-苯基甲基) -1-叔丁氧羰基四氢吡咯( S-DFI,结构见图 2)是S -Darifenacin 合成中重要的中间

体。欲控制 S-Darifenacin的光学纯度,必须先控制 S-DFI 的纯度,故建立 DFI对映体的分离分析方

法十分必要。

图 1　达非那新的结构 图 2　S-DFI 的结构

本文以多糖类衍生物为手性固定相,采用正相高效液相色谱法,通过考察该对映体在不同手性

固定相上的分离趋势及保留顺序,以及不同流动相组分对该中间体对映体的分离度和洗脱顺序的

影响,建立了此中间体对映体的 NP-HPLC 分离分析方法。



2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

LC-2010液相色谱仪(日本岛津公司) ,包括紫外检测器, Classic-VP 色谱工作站, 自动进样器。

3-( S) -( 1-氰基-1, 1-苯基甲基) -1-叔丁氧羰基四氢吡咯( 99. 5%以上)和 3-( R) -( 1-氰基-1, 1-苯

基甲基) -1-叔丁氧羰基四氢吡咯( 99. 5%以上)均为重庆博腾有限公司产品; 正己烷、正丙醇、异丙

醇和乙醇均为色谱纯。

2. 2　色谱条件

色谱 柱: Chiralpak AD 柱 ( 250mm × 4. 6mm , 10�m, Daicel Chem icals)、Chiralcel OJ 柱

( 250mm×4. 6mm, 10�m, Daicel Chem icals)、Chiralpak AS 柱 ( 250mm ×4. 6mm, 10�m, Daicel

Chemicals)、Chiralcel OD柱( 250mm×4. 6mm , 10�m, Daicel Chemicals) ,以上色谱柱均是日本大赛

路公司生产; 氰基保护柱( 4mm×4mm, 10�m,江苏汉邦科技有限公司)。流动相为正己烷-醇,流速

1. 0mL/ min, 柱温 25℃,检测波长 220nm。

3　结果与讨论

3. 1　固定相的影响

DFI 中具有苯环、氰基和氧酰胺结构,根据三点作用原理
[ 2]
, 可能与多糖类衍生物形成 �-�作

用和偶极-偶极作用, 而实现异构体分离,因此我们考察了该化合物在最常用的多糖类衍生物手性

柱 Chiralcel OD、Chiralpak AD、Chiralcel OJ和 Chiralpak AS 柱上的分离情况, 实验结果表明: ( 1)

DFI 对映体在 Chiralpak AD、Chiralcel OJ和 Chiralpak AS柱上均有分离,在 Chiralcel OD柱上无分

离趋势。其中 Chiralpak AD 柱分离最好, Chiralcel OJ 柱分离次之, Chiralpak AS 柱分离较差

( Rs= 1. 16, k1= 0. 96) ; ( 2) 该对映体在不同手性柱上出峰顺序不同, 在 Chiralpak AD 和 Chiralcel

OJ 柱上分离时,均是 S -DFI 异构体保留更强,而在 Chiralpak AS 柱上则是 R-DFI 异构体保留更

强,色谱图见图 3。

图 3　DFI 对映体的色谱图

a——Ch iralpak AD 柱,正己烷-乙醇( 95∶5,V / V ) ; b——Chiralcel OJ柱,正己烷-乙醇( 95∶5,V / V ) ;

c——Chiralpak AS 柱,正己烷-异丙醇( 95∶5, V / V )。
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Chiralcel OD 柱的手性固定相为纤维素-三( 3, 5-二甲基苯基甲酸酯) , Chiralpak AD柱的手性

固定相为淀粉-三( 3, 5-二甲基苯基甲酸酯) ,二者的衍生基团完全相同 [ 3] , 但对异构体的分离呈现

显著区别。有文献报道[ 4]达非那新对映体在Chiralpak AD柱上无分离, 在Chiralcel OD柱上则有分

离, DFI 对映体的分离行为则刚好相反,这表明固定相的空间结构是决定手性识别的重要因素。

3. 2　流动相组成的影响

在正相高效液相色谱分离中, 最常使用的流动相为正己烷-醇体系,常用的醇类添加剂为异丙

醇和乙醇,本文主要考察了流动相中添加不同组分的异丙醇和乙醇在 Chiralpak AD和 Chiralcel OJ

柱上对 DFI对映体分离的影响(见表 1)。结果表明: ( 1) 在 Chiralpak AD柱上,流动相中无论是添

加乙醇还是异丙醇,均能使 DFI对映体得到有效分离, 正己烷-乙醇的体系对该对映体分离更好;

( 2) 在 Chiralcel OJ 柱上,正己烷-乙醇的体系能使 DFI 对映体得到有效分离, 而正己烷-异丙醇的

体系对该对映体有分离度小于 1。

表 1　流动相组成对 DFI 对映体的影响

流动相组成

正己烷-醇( V /V )
醇的种类

Chiralpak AD

Rs k1

Chiralcel OJ

R s k1

70∶30 乙醇 2. 95 0. 31( R) 1. 95 0. 43( R)

异丙醇 2. 66 0. 46( R) 0. 00 0. 51( R)

80∶20 乙醇 3. 71 0. 45( R) 2. 25 0. 68( R)

异丙醇 3. 41 0. 64( R) 0. 00 0. 83( R)

85∶15 乙醇 4. 51 0. 53( R) 2. 73 1. 03( R)

异丙醇 3. 87 0. 76( R) 0. 00 1. 23( R)

90∶10 乙醇 5. 83 0. 81( R) 2. 86 1. 16( R)

异丙醇 4. 32 1. 21( R) 0. 69 1. 79( R)

95∶5 乙醇 7. 50 1. 41( R) 3. 59 1. 72( R)

异丙醇 4. 82 2. 17( R) 0. 98 3. 72( R)

　　注: Rs——分离度; k1——先洗脱的光学异构体的容量因子; ( R)——分别代表 R -DFI 和 S-DFI。

有文献报道[ 5]改变或添加不同种类的醇对对映体的分离度甚至洗脱顺序都有较大影响。为得

到该中间体对映体的最佳分离条件以及对映体的洗脱顺序变化,我们又分别考察了在 4种手性柱

上使用甲醇、乙醇、异丙醇和正丙醇为流动相添加剂对异构体分离的影响, 考虑到甲醇和正丙醇的

最大使用量, 以正己烷-醇( 95∶5, V / V )为流动相进行考察。

结果表明: ( 1) 对映体在同一手性柱上的洗脱顺序不因流动相中醇类添加剂的改变而变化;

( 2) 不同手性柱上醇类添加剂对DFI对映体的分离度影响是不同的。在Chiralpak AD柱上,分离度

的大小顺序为:甲醇( Rs= 9. 52) > 乙醇> 正丙醇( Rs= 6. 94) > 异丙醇, 在 Chiralcel OJ柱上,其顺序

为:乙醇> 甲醇( Rs= 2. 93) > 异丙醇(正丙醇引起基线不稳) , Chiralpak AS柱上甲醇、乙醇和正丙

醇均无分离趋势, 异丙醇有分离趋势,但仍不能达到基线分离( Rs= 1. 16)。

4　结论

Chiralcel OD、Chiralpak AD、Chiralcel OJ和 Chiralpak AS都是结构相似的多糖衍生物固定相,

但对异构体的分离呈现显著区别。DFI 对映体用 Chiralpak AD和 Chiralcel OJ柱均能实现有效分

离,其中在 Chiralpak AD柱上分离最好,流动相用正己烷-醇(甲醇、乙醇、正丙醇和异丙醇)均能实

现有效分离,在 Chiralcel OJ柱上用甲醇和乙醇作醇类添加剂也能使该对映体得到有效分离。在

Chiralpak AD和 Chiralcel OJ柱上分离时,作为杂质的 R-DFI 异构体先出峰,尤其适合于 S-DFI 的

光学纯度的质量分析。
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Separation of Darifenacin Intermediate Enantiomers

by Normal-Phase HPLC with Chiral Stational Phase
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Abstract　A NP-HPLC method w as established for the separat ion of darifenacin intermediate

enantiomers w ith polysaccharide chiral column. Enantiomeric separation t rend and retention order on

different chiral stat ionary phases were invest igated, as well as the separat ion and elution order by

influence of mobile phase composition. The effect ive separation of enantiomers was obtained with

Chiralpak AD and Chiralcel OJ column, w hich provided a reliable separation method for the opt ical

purity determination of darifenacin intermediate.
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