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手性氨基酸的毛细管电泳拆分研究
程　燕 , 白　敏 , 石运伟 , 明永飞 , 尤进茂
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摘　要 : 以咔唑 292乙基氯甲酸酯 (CEOC)作柱前荧光衍生试剂 , 在毛细管区带电泳和胶束电动色谱条件下 , 以

不同配比的β2环糊精 (β2CD)和脱氧胆酸钠 ( SDC)作手性选择剂 , 在两种不同分离模式下 , 对氨基酸衍生物进

行了手性分离 , 同时对分离过程中的相关参数进行了优化 , 分别实现了 8种和 10种氨基酸的快速手性分离。
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Chiral Separation of Am ino Acids by Cap illary Electrophoresis

CHENG Yan, BA IM in, SH I Yun2wei, M ING Yong2fei, YOU J in2mao
(Chem ical Science College, Qufu Normal University, Qufu　273165, China)

Ab s tra c t: Simp le and rap id methods for the chiral separation of am ino acid enantiomers using 92( 22
carbazole) ethyl chloroformate (CEOC) as derivation reagent by cap illary zone electrophoresis ( CZE)

and m icellar electrokinetic chromatography(MEKC) with diode array detector at 235 nm have been de2
veloped. Based on cooperative effect of binary chiral selectors,β2cyclodextrin (β2CD ) and sodium de2
oxycholate ( SDC) were investigated as chiral selectors, and the op timum molar ratio ofβ2CD to SDC for

the chiral separation of each of am ino acid enantiomerswas obtained. Under CZE and MEKC separation

modes, eight and ten pairs of am ino acid enantiomerswere separated with a good baseline resolution re2
spectively. A t the same time, the effect of some important parameters on the chiral separation was also

investigated.

Key wo rd s: Chiral separation; Cap illary electrophoresis; Am ino acids; β2Cyclodextrin; Sodium de2
oxycholate

氨基酸是生命有机体的重要组成部分 , 在生物学、化学和医药等领域中具有广泛的应用 , 其对映

体在蛋白质的研究、有机化学中的不对称合成中具有重要意义。尽管氨基酸对映体的拆分多采用高效

液相色谱 (HPLC) [ 1 - 2 ]和气相色谱 ( GC) [ 3 ]
, 然而这两种方法不仅分析时间长 , 而且手性固定相的制备

成本昂贵。毛细管电泳以其分离效率高、分析速度快、费用低廉等优点成为解决手性分离的关键技

术 [ 4 - 5 ]。特别在毛细管区带电泳 (CZE)和胶束电动色谱 (MEKC)模式下的手性分离得到广泛普及。

氨基酸分离通常采用的衍生试剂有 : 92芴甲基氯甲酸酯 ( FMOC ) [ 6 ]、 52二甲氨基萘 212磺酰氯
(DNS - Cl) [ 7 ]、邻苯二甲醛 (OPA) [ 8 ]。在这些衍生试剂中 , FMOC衍生操作过程繁琐且易造成疏水衍

生物的丢失 , DNS - Cl试剂稳定性较差 , OPA试剂有较高的灵敏度和选择性 , 但它仅能与伯氨基酸反

应。本文所采用的新型试剂咔唑 292乙基氯甲酸酯 (CEOC)对氨基酸的衍生简单 , 衍生物稳定性高 , 衍

生溶液不必预处理可直接进样分析。

　　在 CE的手性分离中 , 二元手性选择剂如中性和荷电环糊精的混合使用可以提高选择性和分离度 [ 9 ]。

同样 , 环糊精和手性表面活性剂如胆汁酸的混合使用也是提高分离的一种有效方式 , 在 Okafo等的工作中

已证明 [ 10 ]。本文在 CZE和 MEKC两种模式下以 CEOC作为柱前衍生试剂 , 以β2环糊精 (β2CD )和脱氧胆

酸钠 (SDC)为拆分体系 [ 11 ]
, 考察并优化了氨基酸衍生物的手性分离条件 , 获得满意结果。

1　实验部分

111　仪器与试剂
HP23D毛细管电泳仪 (美国 Agilent公司 )。毛细管总长 4815 cm, 有效柱长 40 cm , 内径 50μm (河
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北永年光纤厂 )。M illi2Q型超纯水系统。PHS23C精密 pH计 (上海精密科学仪器有限公司 )。

D, L 2氨基酸 (Met蛋白氨酸 ; Tyr酪氨酸 ; Leu亮氨酸 ; Phe苯丙氨酸 ; Pro脯氨酸 ; A la丙氨酸 ;

Thr苏氨酸 ; Trp色氨酸 ; Val缬氨酸 ; Ile异亮氨酸 ) (美国 Sigma公司 ) , β2环糊精 (β2CD )、脱氧胆酸

( deoxycholic acid) (美国 Sigma公司 )。十二烷基硫酸钠 ( SDS) (分析纯 , 进口分装 , 武汉市鸿兴化工公

司 )。色谱纯乙腈 (山东禹王集团化工厂 )。三 (羟甲基 )氨基甲烷 ( Tris) (中国医药上海化学试剂公司 )。

其他试剂皆为分析纯。衍生试剂咔唑 292乙基氯甲酸酯 (CEOC)自制。

112　实验方法

11211　样品衍生化　取 100μL氨基酸 (110 ×10 - 3 mol/L)放入安培瓶中 , 依次加入 100μL pH为 910

图 1　咔唑 292乙基氯甲酸酯与氨基酸的衍生反应
Fig11　Derivatization of 92(22carbazole) ethyl chloroformate with am ino acids

的 011 mol/L硼酸缓冲溶液 , 100μL

无水乙腈 , 150μL衍生试剂 ( 110 ×

10
- 3

mol/L ) , 静置 10 m in, 向安培

瓶中加入 20μL 30% (φ)的醋酸溶

液 , 放置 5～10 m in后进样分析 [ 12 ]。

衍生化反应见图 1。

11212　实验步骤　配制不同浓度的

不同 pH值的三 (羟甲基 )氨基甲烷 -磷酸盐 ( Tris - H3 PO4 )缓冲溶液 , 在不同电压和温度下 , 采用 235 nm

DAD检测 , 分别对氨基酸衍生物进行分离 , 寻找最佳分离条件。

实验前 , 对缓冲溶液进行超声脱气 10 m in, 每次进样之前 , 分别用 011 mol/L的氢氧化钠、M illi2Q
超纯水、缓冲溶液冲洗毛细管柱 2 m in; 更换缓冲液时 , 需要分别冲洗 10 m in。

图 2　Tris - H3 PO4浓度对分离度的
影响

Fig12　Effect of the concentration of
Tris - H3 PO4 on chiral separation

conditions: 118 mmol/Lβ2CD,
118 mmol/L SDC, pH = 910

2　结果与讨论

在硼酸盐、磷酸盐及 Tris - H3 PO4体系下 , 考察了表面活性

剂 SDS和β2CD浓度对氨基酸手性分离的影响 [ 13 ]
, 结果发现 SDS

和β2CD总浓度在 28～78 mmol/L之间变化时 , 除 Ile外 , 其余均

不能获得满意的手性分离。由于β2CD与 SDC对化合物的手性分

离具有协同作用 , 且在电泳条件下具有不同的迁移速率 , 因此本

实验以β2CD与 SDC为手性选择剂 , 考察了两者的不同配比以及

缓冲液的浓度、pH等因素对手性分离的影响。

211　缓冲液浓度的影响

实验以硼酸盐、磷酸盐和 Tris - H3 PO4 3种不同缓冲体系为

基准 , 考察了它们对手性拆分的影响。结果表明 Tris - H3 PO4体

系下的拆分效果要比单一的硼酸盐或磷酸盐体系好 , 因此实验

图 3　β2CD和 SDC的摩尔比对
分离度的影响

Fig13　Effect of the molar ratio of
β2CD to SDC on chiral separation
conditions: 60 mmol/L Tris - H3 PO4 ,

pH = 910

中选择 Tris - H3 PO4 作为手性拆分的缓冲体系。在进样压力 5

kPa, 电压 12 kV, 柱温 23 ℃, 缓冲溶液的 pH为 910的条件下 ,

以 A la、Met、Pro、Phe为代表 , 缓冲液浓度在 40～80 mmol/L范

围改变时对分离度的影响结果见图 2。4种氨基酸对映体的拆分

均在缓冲液浓度为 60 mmol/L获得最大分离度。

212　β2CD和 SDC摩尔比的影响

β2CD和 SDC两者用量比对氨基酸衍生物的手性拆分起着决定性

作用 [14]。实际分离中 , 单独使用两者中的任何一种都不能得到满意结

果 , 两者按一定比例混合后手性拆分效果十分显著。两者的这种协同

作用很可能是β2CD选择性地与 D型氨基酸结合 , 而 SDC选择性地与

L型氨基酸结合。由于β2CD和 SDC两者本身在电泳下具有不同的迁移

速率 , 导致氨基酸的 D、L型对映体具有不同的迁移速率而获得满意分

离。实验在保持 60 mmol/L Tris - H3 PO4 , pH = 910的条件下 , 考察了
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β2CD与 SDC不同的用量比 , 对 5种代表性氨基酸衍生物手性拆分的影响结果见图 3。由图 3知 , 5种代表性

的氨基酸 A la、Met、Pro、Phe、Thr分别在 n (β2CD ) ∶n ( SDC)为 1 ∶2, 1 ∶115, 1 ∶117, 1 ∶117, 1

∶115时具有最大分离度。氨基酸分离度随β2CD和 SDC的摩尔比未显示规律性变化。实际分离中 , 每

种氨基酸的最佳拆分结果对应着不同的β2CD和 SDC的摩尔比。其结果见表 1。

213　pH值的影响

实验考察了 pH变化对代表性的 A la、Tyr、Leu、 Phe、 Pro氨基酸的手性拆分的影响 [ 15 ]。结果表

明 , 在 pH值 910时 , 5种氨基酸衍生物的 D、L型对映体迁移时间最短 , 各对映体分离度基本达最大 ,

见图 4。实验选用缓冲溶液 pH为 910。

图 4　pH对分离度的影响
Fig14　Effect of pH on chiral separation

conditions: 60 mmol/L Tris - H3 PO4 ,

118 mmol/Lβ2CD, 118 mmol/L SDC

214　有机添加剂、温度及电压对分离度的影响
实验考察了异丙醇、乙腈、甲醇 3种有机添加剂对氨基酸

衍生物手性分离的影响 , 结果发现 , 异丙醇、甲醇和乙腈的

加入均不能明显改进分离度 , 实际分离过程中未加有机添加

剂。

比较了不同温度下氨基酸的手性拆分情况 , 结果发现 ,

温度的变化对其分离影响不大 , 本实验选择毛细管的分离温

度为 23 ℃。

在适宜范围内 , 柱效通常随外加电压的增大而提高。然

而过高的电压 , 又导致焦耳热加剧 , 柱效反而降低。考虑到

在不影响分离度的前提下 , 减小分析过程的运行时间 , 实验

中采用 12 kV的分离电压 , 可获得满意结果。

215　氨基酸衍生物的手性拆分
在前述选定的色谱条件下 , 采用两种不同的分离模式 , 对 CEOC氨基酸的衍生物进行了手性拆分 ,

拆分结果见表 1 (MEKC模式 )和表 2 (CZE模式 )。CZE模式下的 8种氨基酸衍生物的出峰顺序均为 D型先

于 L型。MEKC模式下的 10种氨基酸衍生物除 Trp是 L型先于 D型 , 其它 9种均为 D型先于 L型出峰。
表 1　胶束条件下氨基酸衍生物最佳的手性分离参数 3

Table 1　The separation parameters of am ino acid derivatives byMEKC

Am ino

acids

Retention time t /m in
t1 t2

Capacity
k′1 k′2

Theory p lates
N 1 N 2

Selectivity
α1 α2

Resolution

R s

Chiral selectors c / (mmol·L - 1 )

β2CD SDC

Met 14. 62 15. 04 2. 20 2. 30 55 050 60 984 1. 08 1. 03 1. 69 18 30

Tyr 15. 34 15. 72 1. 21 1. 27 118 469 159 897 2. 22 1. 02 2. 14 18 30

Leu 15. 44 15. 74 1. 23 1. 27 70 731 64 528 2. 13 1. 02 1. 23 18 30

Phe 14. 99 15. 27 1. 15 1. 19 101 363 145 738 1. 35 1. 02 1. 62 12 18

Pro 14. 28 14. 77 1. 15 1. 22 39 482 47 188 2. 04 1. 03 1. 73 18 30

A la 13. 20 13. 46 1. 57 1. 62 154 064 167 038 1. 09 1. 02 1. 90 12 24

Thr 12. 50 12. 91 0. 87 0. 94 39 311 102 380 1. 02 1. 03 2. 02 12 24

Trp 15. 55 16. 10 1. 18 1. 27 64 467 30 585 1. 29 1. 04 1. 98 12 24

Val 14. 27 15. 91 0. 90 1. 14 21 688 25 578 1. 31 1. 11 4. 13 18 30

Ile 9. 84 10. 04 1. 84 1. 90 97 417 72 974 2. 8 1. 02 1. 51 3 3
　3 60 mmol/L Tris - H3 PO4 , pH = 910; 3 3 Ile separation conditions: 80 mmol/L borate, 30 mmol/L SDS, 12 mmol/Lβ2CD, 3% acetonitrile,

pH = 1010

表 2　区带条件下氨基酸衍生物最佳的手性分离参数 3

Table 2　The separation parameters of am ino acid derivatives by CZE

Am ino

acids

Retention time t /m in
t1 t2

Capacity
k′1 k′2

Theory p lates
N 1 N 2

Selectivity
α1 α2

Resolution

R s

Chiral selectors c / (mmol·L - 1 )

β2CD SDC

Met 10. 90 11. 07 0. 65 0. 68 16 464 132 201 1. 02 1. 02 0. 73 1. 2 1. 8

Tyr 7. 42 7. 54 0. 56 0. 58 18 501 142 137 1. 80 1. 80 0. 84 1. 2 1. 8

Leu 7. 56 7. 68 0. 58 0. 60 39 090 147 375 1. 51 1. 02 1. 09 1. 2 1. 8

Phe 7. 49 7. 61 0. 65 0. 68 23 156 258 005 1. 31 1. 02 0. 97 1. 2 1. 8

Pro 10. 85 11. 05 0. 68 0. 71 11 887 117 566 1. 58 1. 02 0. 76 1. 8 1. 8

A la 10. 84 10. 10 0. 70 0. 72 9 751 158 347 1. 09 1. 01 0. 55 1. 8 1. 8

Thr 9. 87 10. 09 0. 59 0. 62 4 534 79 582 1. 59 1. 02 0. 60 1. 8 1. 8

Trp 10. 36 10. 67 0. 42 0. 47 7 630 53 987 1. 31 1. 03 1. 01 1. 2 2. 4

　3 60 mmol/L Tris - H3 PO4 , pH = 910
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　　按表 1的优化条件 , 在胶束电动色谱条件下 , 10种 CEOC氨基酸衍生物手性拆分结果见图 5。区

带电泳模式下 , 8种 CEOC氨基酸衍生物的手性拆分图略。就总体而言 , 两种不同的拆分模式都能获

得一定的手性拆分效果。尽管区带电泳模式下 , 氨基酸衍生物拆分时间短 , 然而分离度略有下降。胶

束电动色谱模式下 , 氨基酸衍生物拆分时间略有加长 , 但其分离度明显提高。

图 5　10种氨基酸衍生物的手性分离
Fig15　Chiral separation of 10 pairs of am ino acids derivatized by CEOC

conditions: p ressure: 5 kPa, voltage: 12 kV, temperature: 23 ℃; DAD detection at 235 nm,

60 mmol/L Tris - H3 PO4 , pH = 910, the concentration ofβ2CD and SDC see table 1

3　结　论

本实验在毛细管区带电泳模式下实现了 8种氨基酸的手性拆分 , 在胶束电动色谱模式下实现了 10

种氨基酸的手性拆分。用 MEKC拆分光学异构体分析时间短 , 效率高 , 选择性好 , 显示出独特的作用 ,

具有强大的生命力。CD与 SDC的应用 , 大大开拓了分析范围 , 所建立的方法简单、快速、拆分环境

友好 , 结果满意。
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