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摘　要　建立了手性固定相正相高效液相色谱拆分普萘洛尔对映体的方法,考察普萘洛尔对映体在 4

种多糖类手性色谱柱 ( Chir alpak AD 柱、Chiralcel OD 柱、Cnir alcel OJ 柱和 Chiralpak AS 柱 ) ( Daicel,

250mm×4. 6mm, 10�m)上的分离行为,同时考察了流动相中醇类以及碱性添加剂二乙胺( DEA )对普萘洛

尔对映体分离行为的影响。结果表明, 普萘洛尔对映体在 Chir alpak AD 柱、Chir alcel OD 柱以及 Cniralcel

OJ 柱上能够达到基线分离, 出峰顺序均是 R-( + ) -普萘洛尔先出峰。在 Chir alpak AS 柱上无分离。
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1　引言

普萘洛尔( Propranolol)是一种 �肾上腺素受体阻断药,临床上主要用于治疗高血压、心律失常

和心绞痛等疾病,具有良好疗效。其结构(图 1)中有一个手性中心, 因此有2个光学异构体。动物实

验表明, S-( - ) -普萘洛尔对�受体的阻滞程度比 R-( + ) -普萘洛尔约大 100倍 [ 1]。目前该药仍以外

消旋形式入药,与用单一异构体入药比较, 不但用药剂量增加,而且也带来恶心、呕吐、视觉障碍、精

神抑郁等副作用, 甚至有一些毒性作用,因此拆分其对映体有着非常重要的意义。有关普萘洛尔对

映体拆分的报道有: 毛细管电泳法[ 2—4] ;高效液相色谱法 [ 5—9] ; 手性选择体涂覆薄层色谱 [ 10]等方法。

本文以 4种常用的多糖类衍生物为手性固定相,考察了不同的流动相组成对普萘洛尔对映体出峰

顺序及分离度的影响, 建立了其最佳的分离方法,可以为单一异构体的检测提供依据。

图 1　普萘洛尔的化学结构

* 代表该处碳原子是手性碳。



2　实验方法

2. 1　仪器和试剂

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。

盐酸普萘洛尔消旋体对照品(山西芮城县虹桥药用中间体有限公司) ; R-右旋普萘洛尔

[ R-( + ) -Propanolol] (批号 1A193918, T ocris Bioscience Company) ; 正己烷、异丙醇、甲醇、乙醇为色

谱纯试剂(美国天地公司) ; 正丙醇为色谱纯(天津市光复精细化工研究所) ;二乙胺为分析纯。

2. 2　色谱条件

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

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

10�m, Daicel) , 均为日本大赛璐公司生产, 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(包括乙醇、异丙醇、甲醇、正丙醇) -二乙胺( DEA)。流速为 1. 0mL/ min,

检测波长为 285nm ,柱温: 30℃。

3　结果与讨论

3. 1　手性固定相的选择

为了得到普萘洛尔对映体最好的分离条件, 实验同时考察了 4种常用的多糖类手性色谱柱对

普萘洛尔对映体分离行为的影响。结果发现, 普萘洛尔对映体在 Chiralpak AD柱、Chiralcel OD柱

上能够得到很好的分离,在 Chiralcel OJ 柱上可以达到基线分离,普萘洛尔异构体在上述 3种色谱

柱上的出峰顺序均是 R-( + ) -普萘洛尔先出峰。在本实验条件下,普萘洛尔异构体在 Chiralpak AS

柱上无分离(色谱图见图 2)。

Chiralpak AD柱和 Chiralcel OD柱分别是由纤维素和直链淀粉三取代的 3, 5-二甲苯基氨基甲

酸酯衍生物涂覆在硅胶上制成的。实验发现Chiralpak AD柱、Chiralcel OD柱对普萘洛尔对映体有

较好的立体选择性。普萘洛尔分子中含有羟基、羰基、氨基以及萘环可以与 Chiralpak AD柱或者

Chiralcel OD柱固定相上的氨基、羰基以及苯环通过氢键
[ 11]
、偶极-偶极、�-�相互作用形成非对映

体络合物,由于对映体构型不同,形成络合物的稳定性不同,从而达到分离。Chiralpak AD柱上 2个

异构体的分离度( Rs)最大为 8. 97, Chiralcel OD柱为 9. 24。

相对于 Chiralpak AD、Chiralcel OD柱, Chiralcel OJ柱对普萘洛尔对映体分离效果较差, 分离

度最大为1. 76。原因可能是结构中没有氨基,能与异构体发生作用的位点变少,因此手性识别能力

降低。普萘洛尔对映体在 Chiralpak AS柱上无分离。

3. 2　流动相组成对分离的影响

3. 2. 1　醇类调节剂对洗脱顺序的影响

正相色谱的基本流动相是正己烷-醇体系,本实验主要考察了异丙醇、乙醇、甲醇以及正丙醇作

为醇类调节剂对普萘洛尔对映体分离的影响。Wainer I W
[ 12]
、T ao W

[ 13]
等人曾报道改变流动相中醇

类调节剂的极性导致异构体洗脱顺序发生改变, 本实验分别以正己烷-异丙醇、正己烷-乙醇、正己

烷-甲醇和正己烷-正丙醇作流动相, 发现普萘洛尔的 2 个异构体在 Chiralpak AD、Chiralcel OD、

Chiralcel OJ柱上的洗脱顺序并没发生改变, 总是 R-( + ) -普萘洛尔先被洗脱出来。这与文献[ 7, 8]

中报道的出峰顺序一致。结果表明 S-( - ) -普萘洛尔的空间结构更利于三点作用模式,形成短暂的

较稳定的非对映体络合物, 保留较强。

8 光谱实验室 第 28 卷



图 2　普萘洛尔对映体分离的色谱图

a——Chiralpak AD柱,流动相:正己烷-异丙醇-甲醇-二乙胺( 80∶10∶10∶0. 02, V / V / V / V ) ;

b——Chiralcel OD 柱,流动相:正己烷-异丙醇-二乙胺( 90∶10∶0. 05, V / V / V ) ;

c——Chiralcel OJ柱,流动相:正己烷-甲醇-二乙胺( 97∶3∶0. 05, V / V / V ) ;

d——Ch iralpak AS柱,流动相:正己烷-乙醇-甲醇-二乙胺( 90∶5∶5∶0. 1, V / V / V / V ) ;

流速为 1. 0mL/ min,检测波长为 285nm,柱温: 30℃。

3. 2. 2　醇类调节剂对分离度的影响

3. 2. 2. 1　Chiralpak AD柱上醇类调节剂对分离度影响

Chiralpak AD柱上乙醇比异丙醇更有利于普萘洛尔对映体的分离, 4种醇洗脱能力比较,随着

甲醇、乙醇、异丙醇、正丙醇极性的降低, 对 R-( + ) -普萘洛尔的洗脱能力依次降低, 但甲醇对

S-( - ) -普萘洛尔的洗脱能力最差, 因此分离度最好, 异丙醇分离度最差(保留行为和分离情况

见表 1)。在正己烷-异丙醇-二乙胺体系中,固定正己烷和二乙胺的浓度,用适当甲醇取代部分异丙

醇,可使 R-( + ) -普萘洛尔的保留时间缩短同时使 S -( - ) -普萘洛尔的保留时间延长, 因此提高对

映体的分离度。采用正己烷-异丙醇-甲醇-二乙胺( 80∶10∶10∶0. 02, V / V / V / V )为流动相,对映体

的分离度可达 8. 97(见图 2a)。

表 1　Chiralpak AD 柱上 4 种醇对普萘洛尔对映体分离的影响

(正己烷-醇-二乙胺= 95∶5∶0. 02, V/ V/ V)

甲醇 乙醇 异丙醇 正丙醇

k1 1. 52 1. 97 2. 14 2. 37

k2 6. 52 4. 51 2. 58 5. 45

Rs 7. 38 5. 32 0. 98 5. 99

　　k1——R -( + ) -普萘洛尔的容量因子; k2——S-( - ) -普萘洛尔的容量因子; R s——两个异构体的分离度。

3. 2. 2. 2　Chiralcel OD柱上醇类调节剂对分离度影响

实验条件下, Chiralcel OD柱上, 普萘洛尔对映体用乙醇或者异丙醇做流动相都能得到很好的

分离,但异丙醇对其分离效果更好(见表 2) ,与文献[ 14]报道一致。洗脱能力比较:乙醇的洗脱能力

显著大于异丙醇。固定正己烷和二乙胺的浓度,用甲醇替换部分乙醇或异丙醇,与 Chiralpak AD柱
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上情况刚好相反, 甲醇的加入反而使分离度下降。

表 2　Chiralcel OD 柱上乙醇、异丙醇对普萘洛尔对映体分离的影响

流动相组成( V / V / V )正己烷-乙醇-二乙胺

比例 70∶30∶0. 1 80∶20∶0. 1 90∶10∶0. 1 95∶5∶01

正己烷-异丙醇-二乙胺

70∶30∶0. 1 80∶20∶0. 1 90∶10∶0. 1 95∶5∶0. 1

k1 0. 67 0. 75 1. 71 3. 94 1. 08 1. 42 2. 75 5. 82

k2 0. 95 1. 08 2. 61 6. 32 2. 01 3. 02 6. 92 16. 65

R s 2. 27 2. 69 4. 17 7. 62 5. 09 6. 36 9. 24 15. 09

3. 2. 2. 3　Chiralcel OJ柱上醇类调节剂对分离度影响

Chiralcel OJ柱上甲醇对普萘洛尔对映体的分离效果最好, 其次为乙醇、异丙醇,正丙醇对普萘

洛尔对映体无分离。3种醇洗脱能力比较:对 R-( + ) -普萘洛尔的洗脱能力甲醇最强,其次为乙醇、

异丙醇;而异丙醇对 S-( - ) -普萘洛尔的洗脱能力最强,因此分离度最差。分离情况见表 3。

表 3　Chiralpak OJ 柱上 4 种醇对普萘洛尔对映体分离的影响

(正己烷-醇-二乙胺= 97∶3∶0. 1, V/V/V)

甲醇 乙醇 异丙醇 正丙醇

k1 2. 55 3. 29 2. 94 2. 29

k2 3. 07 3. 91 3. 36 2. 29

Rs 1. 69 1. 50 1. 07 0. 00

图 3　添加二乙胺时普萘洛尔对映体分离的色谱图

a——Chiralpak AD 柱,流动相:正己烷-乙醇( 80∶20, V / V ) ;

b——Chiralcel OD 柱,流动相:正己烷-乙醇 ( 80∶20,V / V ) ;

流速为 1. 0m L/ min,检测波长为 285nm ,柱温: 30℃。

3. 2. 3　流动相中二乙胺( DEA)对普萘洛尔对映体分离的影响

图 4　3 种固定相上二乙胺浓度对普萘洛尔

对映体分离度的影响

普萘洛尔因含有胺基而显碱性, 流动相

中未添加二乙胺时, 普萘洛尔对映体峰型拖

尾,在 Chiralpak AD柱上不能分离(见图 3a、

3b)。当添加 0. 01%二乙胺时对峰型及分离度

都有明显改善,随着二乙胺浓度的增加,容量

因子减小, 分离度增加,超过一定浓度后, 分

离度基本保持不变(不同固定相上二乙胺浓

度对普萘洛尔对映体分离度的影响见图 4)。

综合考虑分离度、峰型以及柱子安全性等因

素,流动相中添加二乙胺的最优浓度分别为:

Chiralpak AD柱上 0. 02% , Chiralcel OD柱上

0. 05% , Chiralcel OJ柱上 0. 05%。
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4　结论
实验条件下,普萘洛尔对映体在 Chiralpak AD柱、Chiralcel OD柱以及Chiralcel OJ柱上的最佳

分离条件分别是: Chiralpak AD 柱, 流动相: 正己烷-异丙醇-甲醇-二乙胺 ( 80∶10∶10∶0. 02,

V / V / V / V ) ; Chiralcel OD柱, 流动相: 正己烷-异丙醇-二乙胺( 90∶10∶0. 05, V / V / V ) ; Chiralcel OJ

柱,流动相:正己烷-甲醇-二乙胺( 97∶3∶0. 05, V / V / V )。在拆分普萘洛尔对映体时,醇类添加剂的

改变不会影响出峰顺序,适当二乙胺的添加是必要的。

参考文献
[ 1] 劝静,陈志春,吴起等.普萘洛尔乙烯酯前药的高效液相色谱对映体的分离[ J] .分析化学, 2006, 34( S1) : 78—82.

[ 2] M atchet t M W, Branch S K, Jerrif ies T M. Applicat ion of M odif ied Cyclodext rins in Capillary Elect roph oresis for E nant iom eric

Resolut ion of Propranolol and An alogues[ J] . Chromatog raphy A , 1995, 705( 2) : 351—361.

[ 3] Quang C Y, Khaledi M G. E xtending the Scope of Chiral Separat ion of Basic Compounds by Cyclodex trin-Mediated Capillary Zone

E lect roph oresis [ J ] . Chromatogr ap hy A , 1995, 692( 1—2) : 253—265.

[ 4] 王伟,陈宇云,杨维平等.毛细管电泳手性分离-激光诱导荧光检测普萘洛尔对映体[ J] .分析化学, 2005, 33( 8) : 1113—1115.

[ 5] 李乃,阎秀芳,肖如亭. HPLC手性离子对试剂法拆分普萘洛尔对映体[ J] .应用化工, 2003, 32( 2) : 48—50.

[ 6 ] Valentova J , Cizm arikova R, Bui T T T et al. E nant iom eric Resolut ion of Novel Aryloxyaminopropanol Derivat ives w ith

�-Adrenoceptor Antagonist Act ivity on a Derivat ised Amylose Chiral S tationary Phase[ J] . Chromatographia, 2003, 58( 11—12) :

733—740.

[ 7] About-En ein H Y, About-Basha L I, Bak r S A. Direct Enant ioselect ive Separat ion of S ome Propranolol Analogs by HPLC on

Normal and Reversed Cellulose Chiral Stat ionary Phases[ J] . Chirality , 1996, 8( 1) : 153—156.

[ 8] Haginaka J ,Wakai J , Takahashi K et al. Ch iral Separarion of Propranolol and It s Ester Derivat ives on an Ovomucoid-Bonded S ilica:

Inf luence of pH, Ionic St rength and Oranic Modifier on Retent ion, Enant ioselect ivity and Enantiomeric Elut ion Order [ J ] .

C hr omatograp hia, 1990, 29( 11/ 12) : 587—592.

[ 9] Matchet t M W , Brach S K, Jef feries T M . Polar Organic Chiral Separarion of Propranolol an d Analogues U sing a �-Cyclodext rin
Bonded Stat ionary Phase[ J] . Chirality , 1996, 8( 1) : 126—130.

[ 10] 于金刚,黄克可龙,刘素琴等人.手性选择体涂覆薄层色谱拆分普萘洛尔对映体[ J] .分析试验室, 2006, 25( 2) : 59—62.

[ 11] Oguni K, Oda H, Ichida A. Development of Chiral Stat ionary Phases Consist ing of Polysaccharide Derivat ives[ J] . Chromatog rap hy

A , 1995, 694( 1) : 91—100.

[ 12] Gaf feny M H, S tif fin Rose M , Wainer I W . The Ef fect of Alcoholic Mobile Phase M odif iers on Retent ion and S tereoselect ivity on a

C ommercially Available Cellulose-Based HPLC Chiral Stat ionary Phase: an U nexpected Reversal in Enant iomet ric Elut ion Order

[ J ] . Chromataographia, 1989, 27( 1/ 2) : 15—18.

[ 13] T ao W, Yandan W C. Applicat iong and Comparison of Derivat ized Cellulose an d Amylose Chiral Stat ional Phase for the S eperation

of E nant iom ers of Pharmaceutical Compounds by HPLC[ J] . Chromatog r A , 1999, 855( 2) : 443—458.

[ 14] 余露山, 姚彤炜,王向军等.手性固定相法和手性衍生化法拆分 �-受体阻断剂类药物及其结构类似物[ J] . 浙江大学学报,

2002, 31( 6) : 415—418.

Resolution of Propranolol Enantiomers by Chiral Solid-Station
Phase and NP-HPLC

ZHAO Jing　ZOU Wei　ZHAO Hua　JIN Hong-Wei
( P harmaceutical Engineering Research Center, Chong qing Med ical Univer sity , Chong qing 400016, P. R . China)

Abstract　The resolution of propranolol enantiomers was established by normal-phaseHPLC

using chiral solid-stat ion phase. T he influences of four polysaccharide chiral columns( Chiralpak AD,

Chiralcel OD, Cniralcel OJ, Chiralpak AS) ( Daicel, 250mm×4. 6mm, 10�m) , alcohol modif ier as well

as alkaline modifier diethylamine on propranolol w ere studied. It w as found that propranolol

enantiomers w ere achieved baseline separat ion on Chiralpak AD, Chiralcel OD and Chiralcel OJ

columns, and R-( + ) -propranolol was alw ay s first eluted, but there was no serparation on Cniralpak

AS column.

Key words　Chiral Solid-Stat ion Phase; Normal-Phase HPLC; Propranolol Enant iomers
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