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摘要 目的:建立以 α1 －酸性糖蛋白( α1 － AGP) 为手性固定相的高效液相色谱法直接拆分克仑特罗光学对映体。方法: 优
化色谱条件，研究了流动相中有机改性剂的种类、含量、流动相的 pH、缓冲盐溶液的浓度和流速等因素对拆分的影响。结果:
最佳色谱条件: 流动相为异丙醇 － 0. 01 mol·L －1磷酸盐缓冲液( pH 5. 0) ( 1∶ 99) ，流速为 0. 8 mL·min －1，紫外检测波长为 213
nm，柱温为 25 ℃。结论: 用 α1 －酸性糖蛋白柱可有效地分离克仑特罗光学对映体，所建立的方法具有简便、快速的优点，可
用于制剂中克仑特罗光学对映体的测定。
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Direct enantiomeric separation of clenbuterol on α1 － acid

glycoprotein chiral column*
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Abstract Objective: To establish an HPLC method to directly separate clenbuterol enantiomers on α1 － acid gly-
coprotein chiral column． Methods: The effects of chromatographic conditions including pH of mobile phase，ionic
strength，type and concentration of organic modifiers，flow rate on chiral separation were studied． Results: The opti-
mized chromatographic conditions were as follows: admixture of isopropanol － 0． 01 mol·L －1 phosphate buffer( pH
5． 0) ( 1∶ 99) as the mobile phase，flow rate 0． 8 mL·min －1，detection wavelength 213 nm，column temperature 25
℃ ． Conclusions: The established method is proved to be fast and convenient． Clenbuterol enantiomers can be sepa-
rated with high resolution factor by using α1 － acid glycoprotein column．
Key words: HPLC; acid glycoprotein chiral staionary phase( CSP) ; optical antimer; resolution clenbuterol

克仑特罗( clenbuterol) ，化学名 4 － 氨基 － 3 ，
5 － 二氯 － α －［( 叔丁基氨) － 甲基］ － 苯甲醇，
分子式为 C12 H18 Cl2 N2 O，化学结构见图 1。克仑特
罗是一种强效选择性 β2 －受体兴奋剂，临床上常用
其盐酸盐，在治疗剂量下( 口服治疗剂量仅为 30 ～
40 μg·d －1 ) ，能够持久地松弛支气管平滑肌，可较

长时间地增加肺的最高呼气量，对支气管哮喘有良

好的治疗效果，其用药剂量仅为舒喘宁片的 1%，并
且对心血管系统的副作用不明显［1］。
克仑特罗分子结构中含有 1 个手性中心，因此

存在 1 对光学活性对映体。研究表明，在临床上有
疗效的是( － ) ‐异构体，而( + ) －异构体对治疗没
有贡献，所以有必要对其进行拆分［2，3］。目前对克

图 1 克仑特罗化学结构图
Fig 1 The structure of clenbuterol

仑特罗对映体的拆分方法有高效毛细管电泳法［4］、
β －环糊精流动相添加剂拆分法［5］、酰胺型手性固
定相高效液相色谱法［6］、Whelk － O1 手性固定相高
效液相色谱法、组合手性萃取拆分法［7］。但以上方
法各有缺点，毛细管电泳法稳定性相对较差; 手性流
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动相添加剂分离效果不如手性固定相，而且容易污

染检测器; 酰胺型手性固定相分离得出的色谱图峰

形对称性差等。Yok K． Tan 等［8］曾采用 α1 － AGP
为手性固定相拆分了 β2 －受体激动剂中的沙丁胺
醇光学对映体，但所采用的柱温为 0 ℃，色谱条件较
极端。目前尚无用 α1 － AGP 柱分离克仑特罗光学
对映体的报道。本实验采用 α1 －酸性糖蛋白柱，以
常规的色谱条件可有效地拆分β2 －受体激动剂中
的克仑特罗光学对映体，所建立的方法具有简

便、快速、分离效果好的优点。
1 仪器与试药

LC －10AT 型高效液相色谱泵( 岛津公司，日
本) ，SPD －10AT紫外检测器( 岛津公司，日本) ，LC
solution Lite 色谱工作站( 岛津公司，日本) ，FE20 /
EL20 计( 梅特勒 －托利多集团，德国) ，KQ3200DB
型数控超声波清洗器( 昆山市超声仪器有限公司) ，

AUY220 型电子天平( 岛津公司，日本) 。克仑特罗
消旋体( 淮南佳盟药业有限公司，原料药，纯度符合

中国药典 2005 年版二部检验标准) ，盐酸克仑特罗
片( 南京立业制药有限公司) 。异丙醇( 分析纯，天
津科密欧化学试剂有限公司，重蒸后使用) ，乙腈、
甲醇( 色谱纯，天津科密欧化学试剂有限公司) ，磷

酸二氢钾( 分析纯，西安化学试剂厂) 。
2 色谱条件
采用瑞典 Chrom Tech Chiral － AGP 色谱柱( 5

μm，150 mm × 4. 0 mm) ，以磷酸盐缓冲液( 浓度为
0. 01 ～ 0. 04 mol·L －1，pH 4. 0 ～ 6. 0 ) 为流动相主
体，选择异丙醇、甲醇和乙腈为有机改性剂，流动相
流速为 0. 8 mL·min －1，柱温 25 ℃，进样量 5 μL，检
测波长 213 nm。
3 溶液的制备
3. 1 对照品溶液 精密称取克仑特罗原料药( 消
旋体) 约 10 mg，加 1 mL甲醇溶解，用流动相稀释制
成 0. 2 mg·mL －1的溶液，经 0. 45 μm 微孔滤膜过
滤，滤液作为对照品溶液。
3. 2 供试品溶液 分别取不同批号的盐酸克仑特
罗样品 60 片，精密称定，在研钵中研磨成细粉，精密
称取约 3. 4 g( 约相当于盐酸克仑特罗 2 mg) ，置 10
mL量瓶中，加入适量流动相，超声( 功率 120 W，40
kHz) 45 min使溶解，加流动相定容至刻度，静置，取
上清液用 0. 45 μm微孔滤膜过滤，滤液即为供试品
溶液，浓度约为 0. 2 mg·mL －1。

4 结果与讨论
4. 1 流动相中缓冲液 pH 对拆分的影响 在室温
下，以异丙醇 － 0. 01 mol·L －1磷酸盐缓冲液( 1∶ 99)
作为流动相，用磷酸调节流动相 pH 分别为 4. 0，
5. 0，6. 0，流动相流速为 0. 8 mL·min －1，考察了 pH
变化对对映体拆分的影响，结果见表 1。结果表明:
pH为 4. 0 时，克仑特罗对映体的色谱峰未能达到基
线分离; pH增至 5. 0 时，保留时间稍增大，但对映体
的色谱峰已达到基线分离; pH 增至 6. 0 时，对映体
的保留时间、分离度、分离因子和容量因子都显著的
增大。α1 － AGP的等电点为 2. 7［9］，当流动相 pH大
于 2. 7 时，AGP带负电荷，克仑特罗的 pKa 为 8. 86，
在 pH 5. 0 时带正电荷，其保留机制可能是由正负电
荷的静电作用而产生。随着 pH 的增大，AGP 所带
的负电荷增多，与克仑特罗所带正电荷之间的静电

力增大，从而导致保留时间延长。
表 1 流动相中缓冲液 pH对拆分的影响

Tab 1 Influence of pH of phosphate buffer on the
separation of clenbuterol enantiomers

pH K1 k2 α R

4. 0 1. 70 2. 60 1. 54 1. 30

5. 0 2. 10 3. 37 1. 60 1. 95

6. 0 19. 23 30. 93 1. 61 2. 16

注( note) : k1，k2 : 容量因子( capacity factor) ，k = ( tR － t0 ) / t0 ; α:

分离因子( separation factor) ，α = k2 / k1 ; R: 分离度( resolution) ，Rs = 2
( tR2 － tR1 ) / ( w1 + w2 )

4. 2 磷酸盐缓冲液浓度对拆分的影响 在室温
下，流动相流速 0. 8 mL·min －1，分别以 0. 01，0. 02，
0. 03，0. 04 mol·L －1磷酸盐缓冲液( pH 5. 0) 为流动
相，以异丙醇作为有机改性剂为例，考察缓冲液浓度

变化对对映体拆分的影响。结果表明，缓冲盐浓度
对分离度影响较小; 在缓冲盐浓度为 0. 01 mol·L －1

时，分离度出现最大值。
4. 3 流动相流速对拆分的影响 在室温下，以
0. 01 mol·L －1磷酸盐缓冲液( pH 5. 0) 为流动相，以
异丙醇作为有机改性剂为例，考察不同流速( 0. 5，
0. 6，0. 7，0. 8，0. 9 mL·min －1 ) 对对映体拆分的影

响，结果见表 2。由表可知，流速增加，分离因子几
乎没有变化，而分离度随之降低，与文献报道［10］相

符，蛋白质类固定相对溶质的识别是 1 个相对较慢
的动力学过程。另外，流速增大会导致柱压增大，降
低色谱柱的寿命，所以，在分离效果符合要求的情况

下，特别是流动相中有机改性剂比例较高时，应尽量

采用低流速。
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表 2 流动相流速对拆分的影响
Tab 2 Influence of flow rates on the separation

of clenbuterol enantiomers

流速( flow rate) /

mL·min －1
k1 k2 α R

0. 5 2. 11 3. 37 1. 60 2. 10

0. 6 2. 16 3. 49 1. 60 2. 07

0. 7 2. 15 3. 49 1. 61 1. 99

0. 8 2. 11 3. 37 1. 60 1. 95

0. 9 2. 10 3. 35 1. 60 1. 93

4. 4 流动相中有机改性剂的种类及比例对拆分的
影响在室温下，流动相流速 0. 8 mL·min －1，流动相

以 0. 01 mol·L －1磷酸盐缓冲液( pH 5. 0 ) 为主体，
分别选择异丙醇、甲醇和乙腈作为流动相中有机改
性剂，并以不同比例与缓冲液混合，考察流动相中有

机改性剂的种类及比例对拆分的影响，结果见表 3
和表 4。结果表明，以异丙醇、甲醇、乙腈为有机改
性剂均能实现对克仑特罗光学对映体的分离。对映
体在 AGP 柱上的保留与有机改性剂的关系是［11］:
有机改性剂的极性越大，对映体的保留时间越长，分

离度和选择因子相应地增大; 有机改性剂的比例越

大，对映体的保留时间越短，分离度和选择因子也相

应地减小。这是由于不同的有机改性剂有着不同的
氢键结合特性和疏水特性，与蛋白类固定相形成不

一样的立体环境，从而达到了不同的分离效果。
表 3 不同种类有机改性剂对拆分的影响

Tab 3 Influence of different kinds of organic modifier
on the separation of clenbuterol enantiomers

有机相种类( kinds

of organic solvent)
k1 k2 α R

甲醇( menthanol) 2. 12 3. 30 1. 56 1. 76

乙腈( acetonitrile) 1. 10 1. 52 1. 39 1. 53

异丙醇( isopropanol) 2. 11 3. 37 1. 60 1. 95

表 4 不同比例的有机改性剂对拆分的影响
Tab 4 Influence of different proportion of organic modifier

on the separation of clenbuterol enantiomers

有机相比例( proportion

of organic solvent)
k1 k2 α R

1∶ 99 2. 11 3. 37 1. 60 1. 95

2∶ 98 1. 40 2. 10 1. 50 1. 84

3∶ 97 1. 07 1. 48 1. 38 1. 33

5∶ 95 0. 59 0. 73 1. 25 0. 65

4. 5 柱温对拆分的影响 随着柱温升高，克仑特
罗光学对映体的保留时间和分离因子都随之降低。
这是因为当柱温升高时，溶质在固定相和流动相之

间的传质速度变快，保留时间变短。因此在克仑特
罗的拆分实验中，降低温度可以使分离效果得到改

善，本实验采用柱温 25 ℃可得到良好的分离效果。
4. 6 优化的色谱条件 综合以上实验结果，确定
克仑特罗对映体在 α1 － AGP手性柱上拆分，流动相
为异丙醇 － 0. 01 mol·L －1磷酸盐缓冲液( pH 5. 0 )
( 1∶ 99 ) ，流速: 0. 8 mL·min －1，柱温 25 ℃，浓度
0. 2 mg·mL －1，进样量: 5 μL。色谱图见图 2。

图 2 克仑特罗对照品色谱图
Fig 2 Chromatogram of clenbuterol standard

4． 7 样品的测定 利用所建立的分析方法，拆分
了盐酸克仑特罗片样品，结果见图 3 和表 5。结果
表明，在优化的色谱条件下，制剂中的克仑特罗光学

对映体可达到基线分离，峰形较为理想，并且辅料对

克仑特罗光学对映体的拆分没有影响。

图 3 克仑特罗供试品批号 1002162 色谱图

Fig 3 Chromatogram of clenbuterol sample 1002162

表 5 克仑特罗样品的拆分结果
Tab 5 Enantiomeric separation of clenbuterol samples

样品批号( Lot No． ) k1 k2 α R

1002161 1. 90 3. 02 1. 59 1. 93

1002162 1. 95 3. 12 1. 60 2. 12

1002163 1. 91 3. 06 1. 60 1. 96

4. 8 讨论 α1 － AGP为含有 181 个氨基酸残基和
40 个唾液酸残基的多肽，具有酸性，等电点为 2. 7，
结构中含有 2 个二硫键桥，因此比较稳定。可分离
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胺类化合物( 伯胺、仲胺、叔胺和季胺) 、酸( 强酸和
弱酸) 、非质子传递体( 酯类、磺化物、酰胺、醇类化
合物) 等［12］。与普通非手性柱相比，柱容量较低，柱
寿命相对比较短，连续使用( 如 6 ～ 10 h) 分析样品，
会使其分离能力降低，常出现峰变宽，峰形变差的情

况，但本研究在使用 α1 － AGP柱拆分克仑特罗光学
对映体时，分离度并无明显下降，柱效较好。与其他
手性固定相相比，α1 － AGP 可拆分不同类型的光学
对映体。一般认为可用 α1 － AGP 柱分离的溶质分
子应具有以下结构特征［13］:①具有与手性中心相邻
的芳环基团;②至少含有 1 个氢键结合点;③芳环基
团和氢键结合点间的间隔不得超过 3 个原子。克仑
特罗分子结构中含有苯环和氢键结合点( 羟基和氨

基基团等) ，并且芳环基团和氢键结合点间的间隔

不超过 3 个原子，因此推测克仑特罗光学对映体与
α1 － AGP柱的相互作用可能包括氢键作用、疏水作
用、静电作用等，因此流动相中有机改性剂的种类和
比例、缓冲溶液的浓度和 pH 及流动相流速等都对
拆分有影响［14］。
5 结论
本实验建立了以 α1 －酸性糖蛋白( α1 － AGP)

为手性固定相直接拆分克仑特罗光学对映体的高效

液相色谱法。优化了色谱条件，研究了流动相中有
机改性剂的种类、含量、流动相的 pH、缓冲盐溶液的
浓度和流速等因素对拆分的影响，此方法可用于制

剂中克仑特罗光学对映体的拆分。
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