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摘要：建立了一种简便的手性试剂柱前 衍 生 化 反 相 高 效 液 相 色 谱 测 定 !*苯 乙 胺 光 学 纯 度 的 方 法。采 用 !，&，-，’ *
四 *!*"*4*吡喃葡萄糖异氰酸酯（5678）对 !*苯乙胺进行衍生化，优化了衍生化反应参数；使用 9:,&;<= >%02"? 8+)
色谱柱分离衍生化产物，流动相为甲醇 *磷酸盐缓冲溶液（/@ &. "）（ 体积比为 $)/ -!），流速 +. " +A B +,<，检测波长

!-+ <+，柱温为 &" C 。实验结果表明，!*苯乙胺两个对映 体 的 衍 生 化 产 物 分 离 良 好，在 ". +$ ( +$. " +: B A 范 围 内

呈现良好的线性关系。方法的检出限为 ". "$ +: B A，定量限为 ". +$ +: B A，日内和日间精密度考察中测定值的相对

标准偏差（DE4）均小于 ". $F。建立的方法适用于 !*苯乙胺的质量控制。
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, , !*苯乙胺（!*/-;<#&;=-#&"+,<;）含有一个 手 性

中心，因此具有 ?*!*苯乙胺和 2*!*苯乙胺两个对映

异构体。在医药化工领域，两个对映体都是重要的

手性拆 分 剂，同 时 又 是 不 对 称 合 成 的 重 要 手 性 原

料［+］。因此，建立一种简便的测定 !*苯乙胺光学纯

度的方法具有十分重要的意义。

, , 有关 !*苯 乙 胺 光 学 纯 度 测 定 的 方 法 主 要 有 旋

光法、质谱 法［+］、核 磁 共 振 法［!］等。 旋 光 法 存 在 样

品消耗量大、操作繁琐、灵敏度低的缺点，且对于微

量光学杂质很难检测。核磁共振法需要配备昂贵的

仪器设备，因此不易普及使用。目前，高效液相色谱

法（@PA8）是 手 性 药 物 分 析 领 域 应 用 最 广 泛 的 方

法。徐旭等［&］和 唐 琴［-］分 别 报 道 了 使 用 商 品 化 的

或自制的 4(SP5（ 二 硝 基 苯 甲 酰 苯 基 甘 氨 酸 丙 基
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硅胶）手性柱来测定 !!苯乙胺光学纯度。由于 !!苯
乙胺在该类手性固定相上不能直接拆分，所以他们

分别采用 # !甲氧 基 苯 甲 酸 或 酰 氯 " 对 样 品 进 行 衍

生化。但 该 衍 生 化 反 应 时 间 较 长，完 全 反 应 需 要

$ # 或 % #，不利于常规分析。手性试剂柱前衍生化

技术是一种常用的手性药物分析方法。它利用手性

药物与高光学纯度的手性衍生化试剂形成非对映异

构体对，从而在普通液相色谱柱或手性柱上实现分

离［&］。%，"，#，’ !四!!!"!$!吡喃葡萄糖异氰酸酯（%，

"，#，’ !%&%’(!!!()&%*+!"!$!,+-)./*’(0.1*+ 21.%#2.!
)*(0(%&，3456）是 一 种 广 泛 应 用 于 伯 胺 类 手 性 药

物的手性衍生化试剂，具有反应条件温和、不消旋化

等优点［’ ( )］。本文对 !!苯乙胺与 3456 的反应进行

了优化，考察了衍生化产物分析的 7896 方法学，并

用于实际样品的光学纯度测定。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! :(%&’1 %’)& !%))’ 液 相 色 谱 仪，配 备 二 极 管 阵

列检测器（$"$），操 作 软 件 为 ;</.=&’ 色 谱 工 作

站。"!!!苯 乙 胺 和 #!!!苯 乙 胺 对 照 品（ 纯 度 )
))* +>）购自 ?+-)( 公司；!!苯乙胺样品购自辽宁某

医药化工有限公司；3456（ 纯度)))* &>）购自 @2,!
<( 公司；乙腈、甲醇、磷酸二氢钾、浓磷酸均为色谱

纯；水为 A2++2!B 超纯水。

! ! #" 色谱条件

! ! ",2+&0% C.’D(E 6$, 色 谱 柱（ %&+ << - #* ’
<<，& !<）；流动相：甲醇!磷酸盐缓冲液（$* "’ , 磷

酸二氢钾溶于 $ +++ <9 水中，用浓磷酸调节 /7 值

至 "* +）（ 体积比为 &,. #%）；流速：$* + <9 F <20；检测

波长：%#$ 0<；进样量：%+ !9；柱温："+ G。

! ! $" 溶液的配制

! ! 对照品溶液、供试品溶液：精密称取 $&* + <, !!
苯乙胺对照品或样品置于 $+ <9 容量瓶中，用乙腈

溶解并定容，摇匀，得到对照品溶液或供试品溶液。

将两个对映体对照品溶液稀释约 $& 倍用于分离度

的测定。以上溶液均置于室温避光保存。

! ! 衍生化 试 剂 溶 液：准 确 称 取 3456 %+* + <, 置

于具塞 三 角 瓶 中，用 # <9 乙 腈 溶 解，混 匀，得 质 量

浓度为 &* + , F 9 的 3456 溶液。该溶液在 # G 冰箱

中放置一个月不影响样品分析结果。

! ! $>（ 体积分数）三乙胺溶液：准确移取 $ <9 三

乙胺置于 $++ <9 容量瓶中，用乙腈定容即得。

! ! %" 样品处理

! ! 用移液 枪 准 确 移 取 对 照 品 溶 液 或 供 试 品 溶 液

$++ !9 于 % <9 玻璃进样小瓶中，准确加入衍生化

试剂溶液 $&+ !9，涡旋混匀，室温放置 "+ <20；加入

/&+ !9 磷酸盐缓冲液终止反应，混匀后进样分析。

#" 结果与讨论

# ! !" 衍生化反应条件的优化

! ! 3456 与胺类化合物的反应需要在无水环境中

进行，常用介质主要为乙腈、二氯甲烷、二甲亚砜等。

本实验选用乙腈作为反应介质是因为乙腈是液相色

谱中常用的 流 动 相 组 分，可 简 化 样 品 前 处 理 过 程。

考察了 反 应 温 度（ "+ G 和 && G）、时 间（ $& 0 ’+
<20）、衍生化试剂和催化剂用量对衍生化反应的影

响。有文献报 道，胺 类 药 物 与 3456 的 反 应 常 需 要

添加三乙胺 来 作 为 催 化 剂［/］，然 而 本 实 验 表 明，反

应温度和添加三乙胺对 !!苯乙胺与 3456 的反应并

无显著影响。当添加衍生化试剂 $&+ !9，于 "+ G
下放置 "+ <20，所得产物色谱峰峰面积达到最大并

保持恒定，表明衍生化反应已基本完成。

# ! #" 色谱条件的优化

! ! 手性化合物的两个对映异构体除旋光相反外，

具有相同的理化性质，但其与手性试剂反应后的非

对映异构 体 的 紫 外 吸 收 情 况 可 能 不 尽 相 同。$"$
扫描结果表明，两个对映体的 3456 衍生化 产 物 的

紫外吸收情 况 虽 略 有 差 异，但 在 %#$ 0< 处 两 者 具

有相同的紫外吸收，因此检测波长选在 %#$ 0< 处，

并采用面积归一化法来计算样品的光学杂质含量。

以用于分离度测定的溶液的衍生化样品来进行色谱

条件优化。当以乙腈作为有机相时，两个对映体始

终不能获得基线分离，然而使用甲醇作为流动相，两

个对映体的衍生化产物分离良好（ 见图 $ !(）。综合

考 虑 样 品 的 分 离 度 和 检 测 灵 敏 度，最 终 确 定 了

“$* %”节所述的色谱条件。

# ! $" 方法学考察

! ! 对分析方法的专属性、线性、灵敏度、精密度和

准确度进 行 了 考 察。 由 于 过 量 的 衍 生 化 试 剂 约 在

$$* & <20 出峰，因此其不干扰样品的分析。该方法

在 +* $& 0 $& <, F 9 范围内线性关系良好，"!和 #!!!
苯乙胺的回归方程 分 别 为 $ 1 $$, /,$% ( ) ,’#（ &%

1 +* ))) )）和 $ 1 $$/ &+,% ( ) #$,（ &% 1 +* ))) ,）。

方法的检出限（# ’ ( 1 "）和定量限（ # ’ ( 1 $+）分别

为 +* +& 和 +* $& <, F 9。加 标 回 收 率 测 定 采 用 向 已

知光学杂 质 含 量 的 "!或 #!!!苯 乙 胺 样 品（ 终 浓 度

$&+ <, F 9）中添加光学杂质（ 终浓度 $* & <, F 9），以

扣除样品中的本底杂质浓度后检测到的浓度与实际

加入浓度的比值来计算方法的回收率。计算结果如

表 $ 所 示，两 个 对 映 体 的 杂 质 回 收 率 均 大 于 ),>。

同日内分别进行 & 次平行分析，并连续测定 & H，所

·//"·
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获得的 测 定 结 果 的 相 对 标 准 偏 差（ !"#）均 小 于

#$ %$（ 见表 &）。连续进样分析表明，两个对映体在

乙腈中可稳 定 保 存 至 少 % %，衍 生 化 产 物 峰 面 积 在

!’ & 内无显著变化。

图 !" （!）优化的色谱条件下两个对映体对照品衍生化产物的分离图谱和（"）一批 !#!#苯乙胺样品的衍生物色谱图
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& ’ !(!()&*+,-*.&,-/01+* %*213/.13*；! ’ "(!()&*+,-*.&,-/01+* %*213/.13*’

表 !" 方法的回收率和精密度（" # $）

8!"10 !" @0?+:0*5 !39 4*0?%.%+3 +/ -)0 ,0-)+9（" # $）

"/0)-*
4/567289+% :

（07 : ;）

<%%*% :
（07 : ;）

=89+% :
（07 : ;）

!*583*2, :
$

>2*51?18+? : $
1+.2/(%/, 1+.*2(%/,

!(1?80*2 ! ’ "( & ’ %# ’ ’ !% )) ’ * # ’ *# # ’ ’(
"(1?80*2 # ’ !( & ’ %# & ’ "* )+ ’ # # ’ &+ # ’ ’&

表 %" 采用两种方法计算实际样品中光学杂质的含量

8!"10 %" (+3-03-. +/ +4-%?!1 %,42*%-5 %3 -)*00 "!-?)0.
+/ ## !39 !#!#4)03510-)51!,%30 .!,410. ?!1#
?21!-09 "5 -)0 -A+ ,0-)+9. $

"/0)-*
4/.5&
+90@*2

AB.*2+/- ?./+%/2%
0*.&8%

C820/-1D/.18+
0*.&8%

!(!()&*+,-( #"##& # ’ &* # ’ &#
*.&,-/01+* #"##! # ’ !+ # ’ !%

#"##* # ’ *! # ’ *#
"(!()&*+,-( #"##& ! ’ +& ! ’ "(
*.&,-/01+* #"##! ! ’ !( ! ’ !&

#"##* & ’ (# & ’ %%

% ’ &" 实际样品测定

, , 应用建 立 的 方 法 对 外 购 的 !(和 "(!(苯 乙 胺 样

品各 * 批进行测定，代表图谱见图 & (@，以面积归一

化法计算光学杂质的含量，同时也采用以外标法测

得的光学杂质浓度与实际样品浓度的比值来计算杂

质含量（ 见表 !）。从表 ! 可以看出，两种计 算 方 法

的结果差别不大。由于面积归一化法操作简单，在

没有杂质标准品的情况下也可以进行准确定量，所

以推荐采用面积归一化法进行光学纯度计算。手性

试剂的光学纯度对于保证分析结果的准确性具有重

要的意义。由于本实验采用的 EFGH 仍含有痕量的

光学杂质，因此建立的方法可用于检测光学杂质含

量较高的 !(苯乙胺样品，此时结果误差较小。对于

高光学纯度的样品，采用手性固定相法将能得到更

为准确的结果，这是由于手性固定相法重现性好，一

般不需要高纯度的衍生化试剂［&#］。

’" 结论

, , 本文报 道 了 一 种 简 便 的 测 定 !(苯 乙 胺 光 学 纯

度的方法，可用于 !(苯乙胺的质量控制。

参考文献：

［&］, I9 J C，G9 J >，>/+ J K，*. /-’ H&*015/- K892+/- 8L H&1(

+*?* M+13*2?1.1*?（ 吴忆南，涂亚平，潘远江，等 ’ 高等学校化

学学报），&))(，&"（)）：& ’!&

［!］, K1/+7 N #，"9 O P，H/1 " Q，*. /-’ ")*5.28?58), /+% ")*5(

.2/- <+/-,?1?（ 江向东，苏克曼，蔡水洪，等 ’ 光谱学与光谱分

析），!##&，!&（*）：’#’

［*］, N9 N，"8+7 Q，"9+ K，*. /-’ H&1+*?* K892+/- 8L <+/-,?1? ;/(

@82/.82,（ 徐 旭，宋 航，孙 娟，等 ’ 分 析 试 验 室 ），!##"，!(

（’）：+)

［’］, G/+7 R’ K892+/- 8L Q9@*1 F+?.1.9.* L82 C/.18+/-1.1*?（ 唐 琴 ’

湖北民族学院学报），!##(，!’（!）：++#

［%］, S*+7 "’ H&12/- %297 /+% 5&12/- )&/20/58-87,’ Q/+7D&89：

S&*T1/+7 M+13*2?1., >2*??（ 曾苏 ’ 手性药物与手性药理学 ’ 杭

州：浙江大学出版社），!##!："’

［(］, J9 ; "，J/8 G I，I/+7 N K，*. /-’ K892+/- 8L S&*T1/+7 M+1(

3*2?1.,（ 余 露 山，姚 彤 炜，王 向 军，等 ’ 浙 江 大 学 学 报 ），

!##!，*&（(）：’&’

［"］, G/+7 J Q，Q* J，J/8 G I，*. /-’ K 4185&*0 418)&,? P*.&(

8%?，!##’，%)（!）：&%)

［+］, Q* J，S*+7 "’ H&12/-1.,，!##(，&+（&）：(’

［)］, K1+ J N，G/+7 J Q，S*+7 "’ K >&/20 4180*% <+/-，!##+，’(

（%）：)%*

［&#］, "./.* =88% /+% #297 <%01+1?.2/.18+’ E91%*-1+* 8L 2*?*/25&

8+ U9/-1., 58+.28- 8L 5&12/- %297?’ ［ !##( (&! (#) ］’ &..)：

: : VVV’ ?L%/’ 783’ 5+ : I"#& : H;##%% : &#(*% ’ &.0-

·+"*·




