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HPLC-直链淀粉手性固定相拆分卡维地洛对映体
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摘 � 要: 建立了卡维地洛对映体的高效液相色谱分析方法。使用 Ch ira lpak AD�H 手性色谱柱, 考察了流动相

中极性调节剂的种类和体积分数、流动相中二乙胺的体积分数、柱温以及流速对卡维地洛对映体拆分的影

响。确定了最佳拆分条件: 流动相为正己烷 -异丙醇 -二乙胺 (体积比 70 � 30 � 0� 05 ); 流速 1�0 mL /m in;

检测波长 243 nm; 柱温 30  。卡维地洛与固定相相互作用的焓变差值 � (�H 0 )和熵变差值 � (�S0 )分别为

- 505�6 J /mo l和 - 1� 055 J /( m o l! K)。研究手性合成了 ( S ) �卡维地洛, 对映体过量值 ( e� e� )达 99�0% 以上。

在优化实验条件下, 通过考察峰面积的显著差异, 得到卡维地洛对映体的出峰顺序为: 先 S体, 后 R 体。所

建立的方法简单快捷、重复性好 , 可用于卡维地洛的质量研究和控制。
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Enantiom eric Separation of Carved i lol on Am ylose Ch iral Stationary
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Abstrac:t A m ethod o f H PLC w ith Ch iralpak AD�H Ch iral column for enantiom eric separation of

carved ilo lw as developed. The influences of concentration of o rgan ic so lven,t proportion of diethy l�
am ine, column tem perature and flow rate on the enantiom eric separat ion w ere investigated. The opti�
m a l chrom atographic cond itions w ere as fo llow s: m obile phase: hexane- isopropano l- diethy lam ine

( 70 �30 �0�05, by vo lum e); f low rate: 1�0 mL /m in; detection w avelength: 243 nm; co lum n

temperature: 30  . The d ifferences o f entha lpy change and entropy change for the in teract ion of

carved ilo l and stationary phasew ere ca lculated to be- 505�6 J/m o l and- 1�055 J/ ( m o l! K ), re�
spective ly. The enantiom eric excess( e�e�) of the synthesized( S ) �carved ilo l w as beyond 99�0% .

Under the opt im al conditions, accord ing to the sign if icant d ifference of peak area, the e lut ion order

of tw o enant iom ers w as obtained to be S�carved ilo l fo llow ed by R �carvedilo.l The developed H PLC

m ethod w as sim ple, rapid and reproducible, and cou ld be used for the quality study and contro l of

carved ilo.l

Key words: H PLC; carved ilo;l enant iom eric separat ion; Chira lpak AD�H

手性药物与生命体中的药物靶点发生作用时具有显著的立体选择性, 其对映体通常表现出不同甚

至相反的药理或毒理作用, 它们在体内的吸收、分布和代谢等存在显著差异
[ 1]
。因此, 建立快速、准

确、灵敏、简便的药物对映体分离分析方法具有十分重要的意义
[ 2- 4]
。卡维地洛 ( C arved ilo l)分子式为

C24H 26N 2O4, 相对分子质量 406�47, 化学名为 1�( 9H�咔唑�4�氧基 ) �3�[ 2�( 2�甲氧基苯氧基 )乙基氨基 ] �

2�丙醇。由德国 Boehringer M annhe im公司开发, 1991年以商品名 K redex在美国上市
[ 5]

, 为 ��受体和
 1�受体的竞争性拮抗剂, 且在高浓度时可作为钙通道阻滞剂

[ 6]
。卡维地洛作为新一代治疗充血性心力

衰竭的药物, 目前临床上多用其外消旋体治疗高血压、心脏衰竭、心肌梗死
[ 7]

, 且具有抗氧化自由基
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作用。由于人类基因的多态性, 使得卡维地洛对映体在药代动力学方面存在显著差异
[ 8- 11]

。文献 [ 12]

表明, 当人体服用消旋体卡维地洛后, S体的 ��阻断效应比 R体的强 200倍, 但当与胺碘酮同时服用

后, S体卡维地洛的代谢会被强烈抑制
[ 13]
。而市场上暂时还没有其相关的手性对映体的产品上市, 因

此建立一种高效、准确的卡维地洛对映体的拆分方法显得尤为必要。

目前卡维地洛对映体的拆分方法主要有毛细管电泳法与 H PLC法
[ 13]

, 常用的手性固定相有 ��环糊
精、衍生化环糊精、多糖类 (纤维素、淀粉 )等

[ 13- 14 ]
。其中衍生化环糊精较昂贵, ��环糊精毛细管电泳

图 1� 卡维地洛的化学结构式
F ig�1� Chem ica l structure o f carved ilol

精密度不高, 分离效果不如 H PLC。多糖类衍生物是目

前应用比较广泛的手性固定相之一, 具有分离能力强、

稳定性好等特点。本文建立了在 Chira lpak AD�H直链淀
粉手性固定相上分离卡维地洛 (结构式见图 1)对映体的

H PLC方法, 考察了流动相中有机改性剂的种类和体积

分数、酸碱体积分数、流速及柱温等因素对对映体分离

的影响, 并对两对映体的出峰顺序进行了讨论。本方法

可用于外消旋卡维地洛拆分过程的控制和手性卡维地洛

药物的质量检查。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂

LC�20AD型高效液相色谱仪 (日本岛津公司 ) , 含 SPD�M 20A型紫外可见光检测器、 S IL�20A自动

进样器、CTO�20A柱温箱及 LC Solution色谱工作站。

卡维地洛 (外消旋体, 中国药品生物制品检定所 ) ; 正己烷、异丙醇 (色谱纯, 山东禹王实业有限

公司 ); 乙醇 (色谱纯 )、二乙胺 (分析纯 )均购自上海凌峰化学试剂有限公司; 其他试剂均为分析纯,

水为二次蒸馏水。

1�2� 溶液的制备

对照品溶液的制备: 精密称取 1�0 m g消旋体卡维地洛标准品于 10 m L棕色容量瓶中, 加异丙醇定

容至刻度, 制成 0�1 g /L的卡维地洛对照品溶液, 密封, 铝箔包裹容量瓶, 4  保存, 备用。

供试品溶液的制备: 精密称取手性合成得到的 S�卡维地洛 0�5 m g, 加入少量异丙醇使其完全溶

解, 置 10 mL棕色容量瓶中, 用异丙醇定容, 铝箔包裹容量瓶, 4  保存, 经 0�45 !m微孔滤膜过滤

后使用。

1�3� 色谱条件

色谱柱为 Ch ira lpak AD�H ( 250 mm ∀ 4�6 mm ∀ 5 !m ); 流动相为正己烷 -异丙醇 -二乙胺 (体积比

70 �30 �0�05); 流速 1�0 mL /m in; 进样量 20 !L; 检测波长 243 nm; 柱温 30  。

2� 结果与讨论

2�1� 有机改性剂的种类与体积分数对分离的影响

Chiralpak AD�H手性柱是在 5 !m硅胶表面涂布直链淀粉 # # # 三 ( 3 5�二甲苯基氨基甲酸酯 ), 样品

经过该固定相时, 会与其产生氢键、 ∀- ∀相互作用和空间位置的作用。

本文选用正己烷为流动相主体, 结果显示以乙醇和异丙醇为极性调节剂时, 卡维地洛对映体均能

很好分离。以乙醇作为有机改性剂时的分离度 (R )和分离因子 ( )高于异丙醇, 但保留时间几乎为异丙

醇的 2倍, 据文献 [ 15]报道, 异丙醇比乙醇有更强的选择性, 故选择异丙醇为极性调节剂。

在 30  , 流速 1�0 m L /m in的条件下, 考察了异丙醇的体积分数 (#)小于 15% 、大于 35% , 以及

为 15%、 25%、 30% 、35% 时, 两对映体的分离效率。结果表明, 流动相中异丙醇的 #< 15% 或 #∃
35%时, 两对映体不能分开, #= 15% 时虽然能基线分离, 但保留时间太长。随着极性成分的增加, 分

离度、分离因子下降, 保留时间和容量因子 ( k )明显减少 (结果见表 1)。这是由于极性成分的加入起到

了竞争作用, 从而降低了手性柱的识别能力, 故各异构体的保留减弱, 分离度随之下降。 #= 30% 时,

924
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保留时间和容量因子均较为理想, 故选择流动相为正己烷 -异丙醇 ( 70 �30)。

表 1� 流动相中异丙醇体积分数对分离的影响
Table 1� E ffec t of vo lum e fraction of isopropanol in the mob ile phase on separation effic iency

V (H exane) �V ( Isopropanol)
R eten tion t im e

t1 /m in t2 /m in

Capacity factor

k1 k2

S eparation factor(  ) Reso lut ion (R )

85 � 15 51�187 91�810 12�997 24�105 1�855 4�207

75 � 25 20�665 35�123 6�213 11�262 1�813 3�192

70 � 30 15�332 24�465 4�260 7�393 1�735 2�630

65 � 35 14�257 21�448 3�821 6�253 1�637 0�927

2�2� 酸碱体积分数对分离的影响

卡维地洛为碱性化合物, 在流动相中加入少量有机碱二乙胺后呈弱碱性, 降低了卡维地洛的离子

化程度, 使其更易与直链淀粉衍生物固定相发生相互作用, 增加其手性识别能力, 有利于手性分离,

增加柱效。在 #(异丙醇 ) = 30% , 柱温 30  , 流速 1�0 mL /m in的条件下调节二乙胺的加入量以改善

分离效果 (见表 2)。实验发现, 当流动相中不添加二乙胺时, 分离度、理论塔板数均不高, 当加入

0�05%二乙胺后, 柱效明显增加, 继续增加二乙胺的体积分数, 柱效变化不大, 且分离度和拖尾因子

降低。从分离效果和手性柱使用寿命角度考虑, 选择添加 0�05% 二乙胺作为流动相的碱性调节剂。

表 2� 流动相中二乙胺体积分数对分离的影响
Tab le 2� E ffect o f vo lum e fraction o f diethy lam ine in the m ob ile phase on separation e ffic iency

D iethylam ine# /%
T ailing factor

T1 T 2

Theoret ical p late

N 1 N 2

Sep arat ion factor(  ) Resolut ion( R )

0 2�880 2�859 598�6 830�4 1�735 2�630

0�05 2�262 2�117 1 780 1 724 1�848 4�476

0�1 2�178 2�063 1 795 1 752 1�837 4�476

0�2 2�078 1�963 1 768 1 739 1�844 4�419

0�3 2�024 1�944 1 755 1 731 1�846 4�407

2�3� 流速对分离的影响

考察了不同流速对分离度、选择性因子和理论塔板数的影响 (见表 3 )。结果表明, 当流速由

0�4 mL /m in上升至 1�1 mL /m in时, 卡维地洛对映体的分离度变化不大, 理论塔板数下降, 保留时间

随之减少。这是因为对映体在 Chira lpak AD�H直链淀粉衍生物上的手性识别作用能量差极小, 对映体

间的分离完全基于溶质与固定相间的多次相互作用。在 1�0 mL /m in的流速下, 选择性因子最大, 综合

考虑保留时间及分离效果, 选择 1�0 m L /m in为最佳流速。

表 3� 流速对分离度的影响
Table 3� Effect of flow rates on separa tion effic iency

Flow rate

v / ( mL! m in- 1 )

Retent ion tim e

t1 /m in t2 /m in

Theoret ical p late

N 1 N 2

Sep arat ion factor(  ) Resolut ion( R )

0�4 33�532 54�398 1 985 2 094 1�796 4�566

0�6 22�532 37�065 1 910 1 925 1�826 4�539

0�8 17�023 28�165 1 876 1 845 1�828 4�514

0�9 15�173 25�015 1 822 1 833 1�823 4�450

1�0 14�132 23�665 1 780 1 724 1�848 4�476

1�1 12�565 20�865 1 727 1 647 1�838 4�319

2�4� 温度对分离的影响

考察了不同色谱柱温度 ( 20~ 40  )对分离度、选择性因子和理论塔板数的影响。在每一温度下,

色谱柱至少平衡 30 m in以上, 结果见表 4。从表 4可以看出, 随着柱温的升高, 两对映异构体的保留

时间均逐渐减少, 这是因为温度升高, 流动相粘度减小, 使得组分在流动相中的扩散速率增大; 分离

因子和分离度均随着温度的升高而减小。若在一定温度范围内, ln 与 1 /T呈良好的线性关系: ln =

- �( �H
0
) / ( RT ) + �( �S

0
) /R, 式中, R为气体常数; T 为绝对温度; �( �H

0
)和 �( �S

0
)为对映体与

925
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固定相之间相互作用的焓变差和熵变差。其中 �( �H
0
)若为负值, 则表示溶质在固定相上的吸附作用

是放热过程。以分离因子的对数 ln 为纵坐标、 1/T 为横坐标作图得一条直线, 其斜率为 - �( �H
0
) /

R, 截距为 �(�S
0
) /R, 由此可以算出对映体的焓变差 �( �H

0
)和熵变差 �( �S

0
)。根据表 4结果, ln 

( y )与 1 /T (x )呈良好的线性关系, y = 493�4x - 1�014( r= 0�999 2)。计算拆分过程的热力学函数 �

( �H
0
) = - 505�6 J /m o,l �( �S

0
) = - 1�055 J/ (m o l! K ), 均为负值, 说明溶质在固定相上的吸附为放

热反应。
表 4� 色谱柱温度对分离的影响

Tab le 4� E ffect o f co lumn tem pe rature on separation

T emperature ∃/ 
Retent ion tim e

t
1

/m in t
2

/m in

Theoret ical p late

N
1

N
2

Sep arat ion factor(  ) Resolut ion( R )

20 14�365 25�198 1 757 1 745 1�953 4�865

25 14�257 24�515 1 752 1 663 1�901 4�628

30 14�132 23�665 1 780 1 724 1�848 4�476

35 13�065 21�137 1 816 1 791 1�795 4�103

40 12�565 19�867 1 811 1 755 1�757 3�803

卡维地洛对映体在 Ch ira lpak AD�H手性柱上的分离与焓有关, 温度降低时有利于两对映体的分离,

温度升高时保留时间变短但不利于色谱柱的使用寿命。综合以上因素, 本文采用柱温 30  。

图 2� 卡维地洛对映体的高效液相色谱图
F ig�2� H PLC chrom atogram s of carved ilo l enantiom er

A: standard samp le; B: real sam p le

2� 5� 卡维地洛对映体的洗脱顺序
由于没有 ( S ) �卡维地洛或 ( R ) �卡维地洛的标准

品, 本实验室以 ( S ) �4�( 2 3�环氧丙氧基 )咔唑和邻甲

氧基苯氧基乙胺为原料不对称合成法合成 S�( - ) �卡
维地洛对映体, m p�110~ 112  (文献值: m p�110~

111�5  [ 16]
), 通过 H PLC检测两个对映体峰面积的

差异, 确定两对映体在 Chiralpak AD�H手性柱上的洗
脱顺序。实验结果显示, 在 % 1�3& 色谱条件下,

(S ) �卡维地洛在直链淀粉 # # # 三 ( 3 5�二甲基苯基氨
基甲酸酯 )涂敷型手性柱 ( Ch iralpak AD�H )上先被洗脱

(见图 2), 二者的分离度达到 4�0以上。温度在 20~

40  间变化时, 对两对映体的洗脱顺序无影响。

2�6� 方法的评价与应用

在 % 1�3& 色谱条件下连续进样 6次, 考察合成产物的重复性。结果发现, 对映体保留时间的相对

标准偏差 ( RSD)分别为 0�67% 和 0�81% , 峰面积的相对标准偏差均为 1�5% , 由此可见, 本方法精密

度良好。

在 % 1�3& 色谱条件下, 测量了手性合成产物的对映体过量百分率 e�e�值, 结果显示其值在

99�0%以上, 说明产物的手性纯度较好。

参考文献:

[ 1] � 娄艳红, 张淑珍, 谢剑炜, 刘河, 仲伯华. 手性固定相高效液相色谱法拆分系列抗胆碱能药物对映体的研究

[ J]. 分析化学, 2005, 33( 12) : 1685- 1688.

[ 2] � 叶金星, 章飞芳, 张青, 陈吉平, 梁鑫淼. ��受体阻滞剂类药物的 RP�H PLC 手性拆分 [ J]. 分析测试学报,

2004, 23( 6): 80- 82.

[ 3] � 杨丽萍, 王立新, 徐艳丽, 钱宝英, 高如瑜. 纤维素类手性固定相高效液相色谱法拆分三唑类手性化合物 [ J] .

分析测试学报, 2004, 23( 5): 25- 28.

[ 4] � CHANKVETADZE B, BLASCHKE G. Enantioseparation in cap illary electrom ig ration techniques: recent deve lopm en ts

and future trends[ J]. J Chrom atogr: A, 2001, 906( 1 /2): 309- 363.

[ 5] � 王豫辉, 于书海, 杨苑键, 田世雄, 戴华成. 卡维地洛的合成 [ J]. 中国医药工业杂志, 1997, 28( 11): 491- 493.

[ 6] � NICHOLS A J, GELLAIM, RUFFOLO R R J. Studies on them echanism of arter ia l vasodilation produced by the novel

antihypertens ive agent, ca rvedilo l[ J]. Fundam C lin Pharm aco,l 1991, 5( 1): 25- 38.

926



第 9期 卢定强等: H PLC -直链淀粉手性固定相拆分卡维地洛对映体

[ 7] � LYSKO P G, FEUERSTE IN G Z, RUFFOLO R R J. Carved ilo :l a novel mu ltiple action an tihypertensive drug [ J] .

Pharm New s, 1995, 2: 2- 16.

[ 8] � NEUGEBAUER G, AKPAN W, KAUFM ANN B, REIFF K. Stereo se lective d isposition o f carvedilo l in m an after intrave�
nous and ora l adm in istration of the racem ic com pound[ J]. Eur J C lin Pharm ac, 1990, 38( 2): S108- S111.

[ 9] � FUJIM AKIM, MURAKOSH IY, HAKUSU IH. A ssay and d isposition o f carvedilo l enantiom ers in hum ans and m onkeys:

ev idence of ste reose lective presystem ic me tabo lism [ J] . J Pharm Sc ,i 1990, 79( 7) : 568- 572.

[ 10] � M EY C D, BREITHAUPK, SCHLOOS J, NEUGEBAUER G, PALM D, BELZ G G. Dose�effect and pharmacok inetic-

pharm acodynam ic re la tionsh ips o f the �1�adrenerg ic recepto r block ing properties o f v arious do ses of carved ilo l in hea lthy

humans[ J]. C lin Pha rm aco l Ther, 1994, 55( 3): 329- 337.

[ 11] � ZHOU H, W OOD A J J. Stereose lective disposition of carvedilo l is determ ined by CYP2D6[ J]. C lin Pharm acol Ther,

1995, 57( 5): 518- 524.

[ 12] � NICHOLS A J, SULP IZIO A C, ASHTON D J, ASHTON D J, H IEBLE J P, RUFFOLO R R. The interaction o f the

enantiom ers o f cavedilo l w ith 1�and �1�adrenoceptors[ J]. Ch irality, 1989, 1( 4): 265- 270.

[ 13] �陈仲益, 姚彤伟, 曾苏. 卡维地洛对映体的毛细管电泳分离 [ J] . 分析化学, 2008, 36( 6): 865.

[ 14] �纪媛媛, 袁牧, 白宝清. Ch ira lcelOD�RH手性柱拆分卡维地洛对映体 [ J]. 分析测试学报, 2007, 26( 4): 585-

586.

[ 15] � W ANG T, CHEN Y W. App lication and com pa rison o f derivatized ce llulose and am ylase ch ira l stationary phases for the

separation of enantiome rs o f pharm aceutical com pounds by high�perform ance liqu id chrom atography [ J] . J Chrom atogr:

A, 1999, 855( 5) : 411- 421.

[ 16] � RATKA I Z, BARKOCZY J, S IM IG G, GREGOR T, VERECZKEY G D, NAGY K, CSELENYAK J. Interm ed iates for

prepar ing the R o r S enantiom er of 1�[ 9∋H�carbazo l�4∋�y loxy ] �3�[ 2(�( 2(�m ethoxy�phenoxy ) �ethyl�am ino ] �propan�2�ol

[ carvedilo l]: H ungary, EP 1142874[ P ]. 1998- 11- 24.

2011年 )色谱 ∗ (月刊 )征订启事

邮发代号 � 8- 43

)色谱∗ 是中国化学会主办、中国科学院大连化学物理研究所和国家色谱研究分析中心承办、科

学出版社出版、国内外公开发行的专业性学术期刊, 于 1984年创刊。 )色谱 ∗ 主要报道色谱学科的基

础性研究成果, 色谱及其交叉学科的重要应用科研成果及最新研究进展, 包括新方法、新技术、新仪

器在轻工食品、环境安全、生命科学、天然产物、生物医学、检验检疫、组学研究、石油工业等各个

领域的应用, 以及色谱仪器与部件的研制和开发。旨在及时跟踪学科发展前沿, 促进国内外学术交流。

适于科研院所等从事色谱基础和应用技术研究的科研人员、色谱及其相关学科的硕士及博士研究生、

分析测试领域的基层科研人员、色谱仪器开发及经营单位的有关人员阅读。

本刊常设栏目有特别策划、聚焦、专论与综述、研究论文、研究快报、技术与应用等。其中, %聚

焦 & 栏目将由一些知名学者述评或编译他们所关注的国外优秀期刊中刊登的热点文章或主题。

本刊目前已被美国 )医学索引 ∗ (M ed line)、美国 )化学文摘 ∗ ( CA )、美国 )剑桥科学文摘 ∗
( CSA )、俄罗斯 )文摘杂志∗ ( AJ)、波兰 )哥白尼索引∗ ( IC )、 )日本科学技术文献数据库 ∗ ( JI�
CST)和英国皇家化学学会系列数据库中的 )分析化学文摘 ∗ ( AA )、 )工业化学灾害 ∗ ( CH I)、 )质谱

学通报 (增补 ) ∗ (M SB- S)等收录, 是中文核心期刊、中国科技核心期刊、中国科技精品期刊、中国

科协精品科技期刊示范项目中的化学类精品科技期刊。在中国科学技术信息研究所 2009年年底公布的

)中国科技期刊引证报告 (核心版 ) ∗ 中的影响因子为 1�093, 名列国内化学类期刊前茅。

本刊为大 16开本, 每月 28日出版。单价 15元, 全年 180元。订户可通过邮局或直接与 )色谱 ∗

编辑部联系订购。详情请浏览 )色谱 ∗ 编辑部网站: www�chrom - Ch ina� com。

编辑部联系方式: 电话: ( 0411) 84379021; 传真: ( 0411) 84379600; E - m ai:l sepu@ d icp� ac� cn;

网址: www� chrom - Ch ina�com; 联系人: 魏桂林。

927


