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L �乙酰半胱氨酸对映体的手性荧光衍生化
高效液相色谱法分析
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摘 � 要: 以 R�( - ) /S�( + ) �4�N, N�二甲基磺酰胺�7�( 3�异氰酸吡咯烷 ) �2, 1, 3�苯并氧杂咪唑 [R �( - ) /S�

DBD�PyNCS]为荧光手性衍生化试剂, 用反相高效液相色谱法 ( RP /HPLC)对乙酰半胱氨酸 ( NAC )对映体进行

分析。在含有 1% 吡啶溶液中, 50 � 下衍生化反应 60 m in, 生成具有荧光特性的 NAC非对映体衍生物, 其结构

用质谱 (M S)表征。该衍生物在流动相为 25 mm ol/L磷酸钾缓冲溶液 ( pH 5�9) -甲醇 (体积比 50  28), 流速

1 mL /m in时, 在 ODS HYPERSIL C18 ( 200 mm ! 4�6 mm, 5�m ) 色谱柱上进行分离, 并在荧光检测器 (�ex = 450

nm, �em = 550 nm )上检测。L�NAC在 0�4~ 40 mg /L范围内与峰面积呈良好线性关系, 回归方程为 Y= 2�716 !

104X + 2�959! 106, r= 0� 999 8, 检出限 ( S /N = 3)为 0�4 ng。该方法可用于乙酰半胱氨酸制剂含量的测定。
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Analys is of Acety lcysteine Derivatized w ith F luorescent Ch iral Reagent

byH igh Perform ance L iquid Chrom atography

XU Y ing, JIN Dong�ri
( Departm ent o f Chem istry, Co llege of Sc ience and Eng inee ring, Yanbian University, Y an ji� 133002, Ch ina)

Abstrac:t A h ighly fluorescent ch ira l tagg ing reagents, R �( - ) /S�( + ) �4�( N, N�dim ethy lam ino�
su lfony l) �7�( 3�iso thiocyanatopyrro lidino ) �2, 1, 3�benzoxadiazo le [ R �( - ) /S �DBD�PyNCS ] w as

em ployed to develop an H PLC m ethod for the analysis of acety lcysteine( NAC ) enantiom ers. The re�
act ion of DBD�PyNCS w ith theNAC proceeded effective ly at 50 � for 60 m in in the presence of 1%

pyridine basicm ed ium to produce the corresponding d iastereom ers. The structures ofNAC derivatives

w ere identified byMS under negative m ode. The efficient separat ion of NAC derivatives w as achieved

on a reversed phase colum n by isocratic elution w ith 25mm o l/L potassium phosphate buffer( pH 5�9) -

M eOH ( 50  28, by vo lum e) asm obile phase. The quant itat ive analysis o fNAC w as perform ed on a

fluo rescence de tecto r( �ex = 450 nm, �em = 550 nm ) . The calibration curve ofL �NAC w as linear in

them ass concentration of 0�4- 40 m g /L w ith a co rrelat ion coeffic ient of 0�999 8. The reg ression e�
quat ion w as Y= 2�716 ! 10

4
X + 2�959 ! 10

6
and the lim its of de tect ion( S /N = 3) w as 0�4 ng. The

proposed m ethod cou ld be app lied in the determ ination o fNAC in c linical pharm aceutica.l

Key words: fluorescent ch ira l derivatization reagen;t HPLC; acety lcysteine

乙酰半胱氨酸 (N�乙酰基�L�半胱氨酸, L �NAC )具有许多重要的生物活性, 可作为药物助剂、原料

药、合成药原料和中间体, 在抗艾滋病、抗癌类药以及化妆品等方面的应用极为活跃
[ 1- 2]
。NAC的测

定方法有碘量法
[ 3]
、比色法

[ 4]
、紫外 - 可见分光光度法

[ 5- 7]
、电化学法

[ 8- 9]
和高效液相色谱 ( HPLC )

法
[ 10- 11 ]

等。但上述方法或专属性差, 或检测灵敏度低。NAC含有 1个手性中心, 因此有 L�NAC和 D �
NAC两个对映异构体, 有关 D �NAC的药理活性及检测方法未见文献报道。因此, 研究 NAC的液相色

谱手性拆分技术对于医药品产品质量控制具有重要意义。

本文以 R �( - ) /S�( + ) �DBD�PyNCS为手性荧光衍生化试剂, 采用柱前衍生反相高效液相色谱法建
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立了分离分析 D, L �NAC对映体的高灵敏分析方法, 并将此法应用于药物制剂的分析。

1� 实验部分

1�1� 试剂与仪器
R �( - ) /S �( + ) �DBD�PyNCS(纯度 99�5% 以上, 东京化成工业公司 ), L�NAC (A lfa A esar) ; 磷酸二

氢钾、磷酸氢二钾 (优级纯, 天津市津科精细化工研究所 ); 乙腈、甲醇 (色谱纯, 山东沈阳禹王实业

有限公司 ); 吡啶 (分析纯, 天津市迪博化工有限公司 ), 冰乙酸 (色谱纯, 天津市迪博化工有限公司 )。

日本岛津 LC�6A高效液相色谱仪, 配有 SCL�6A系统控制器, RF�6A型荧光检测器; 浙江大学

N2000色谱工作站; 日本岛津公司 CTO�6A恒温箱。美国安捷伦 H PLC 1100 /M SD液相色谱 - 质谱联用

仪。HB�100恒温金属浴 (杭州大和热电子有限公司 )。

1�2� 标准品溶液及供试品溶液的制备
标准品溶液的制备: 精密称定适量乙酰半胱氨酸标准品, 置于 100 mL容量瓶中, 加甲醇制成 0�1

g /L的溶液。供试品溶液的制备: 按标示量取乙酰半胱氨酸泡腾片 ( 3批, 规格: 600 mg /片 )适量, 精

密称定 (避光操作 ) , 置于 100 mL容量瓶中, 加甲醇制成 0�1 g /L溶液, 摇匀。

1�3� 色谱条件
色谱柱: K rom asil 100A C18 ( 150 mm ! 4�6 mm, 5 �m ), L iChrospher 100 RP�18( 250 mm ! 4�0 mm,

5 �m ), ODS HYPERSIL C18 ( 200 mm ! 4�6 mm, 5 �m ); 流动相: K2H PO4 - KH 2PO4缓冲盐溶液 ( pH

5�9) -甲醇 (体积比 50  28) ; 激发波长: 450 nm; 发射波长: 550 nm; 流速: 1 mL /m in; 进样

量: 10 �L。

1�4� 质谱条件
进样模式: 流动注射进样 ( F IA ) ; 离子化方式: ESI ( - ); 扫描电压: 70 V; 质量扫描范围:

100~ 800 u; 干燥气 ( N2 )流速: 9 L /m in; 干燥气温度: 350 � ; 雾化器压力: 40 M Pa。

1�5� 衍生化反应
分别取 DBD�PyNCS溶液、NAC溶液和 3%吡啶溶液各 10 �L混合于聚丙烯管中, 用涡旋搅拌器搅

拌 1 m in, 在恒温金属浴遮光 50 � 下反应 60 m in。取衍生化产物 10 �L进样。

1�6� 加标回收实验
精密称定适量 L �NAC标准品, 加流动相溶解并稀释成 0�1 g /L的溶液; 另取泡腾片样品适量, 精

密称定, 加流动相稀释成质量浓度约 0�5 g /L的溶液。精密量取 L �NAC标准品溶液 4、5、 6 mL, 分别

与 1 mL泡腾片样品溶液混合, 加流动相稀释至 100 mL, 过滤。取滤液适量, 按 ∀ 1�5# 条件进行衍生
化反应。取反应液 10 �L, 按 ∀ 1�3# 色谱条件进样分析。

2� 结果与讨论

图 1� DBD�PyNCS与 NAC反应式

F ig�1� Reaction of NAC w ith DBD�PyNCS

2�1� 衍生化反应条件
图 1表示 DBD�PyNCS与 NAC的衍生

化反应。此反应在碱性介质中进行, 生成

NAC非对映体衍生物。经质谱分析 (图 2) ,

m /z= 515 [ M - H ]
-

( M 为 NAC - DBD�
PyNCS的相对分子质量 )。反应温度、反应

时间、衍生化试剂用量对衍生化反应产生

重要影响。

2�1�1� 反应温度的选择 � 考察了反应时间
为 60 m in时, 反应温度对衍生化反应的影

响。结果表明, 随着反应温度的升高, 衍

生物峰面积逐渐增加, 但 40 � 开始峰面
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图 2� NAC- DBD�PyNCS的质谱图

F ig�2� M S spectra of NAC- DBD�PyNCS

积不再随反应温度升高, 40 ~ 60 � 间出现平台。从

60 � 开始, 峰面积出现减小的趋势, 这可能是由于温度

过高, 引起了 NAC或其衍生化产物的分解。因此实验

选择反应温度为 50 � 。

2�1�2� 反应时间的选择 � 在反应温度为 50 � 条件下,

考察反应时间对衍生化反应的影响。NAC衍生物峰面积

随着反应时间的增加而增大。当反应时间为 60 m in时,

衍生物峰面积最大且恒定。所以, 衍生化反应的最佳反

应时间为 60 m in。

2�1�3� 衍生化试剂与 NAC配比的选择 � 分别以 DBD�
PyNCS与 NAC的浓度比为 1  1、2  1、3  1、5  1、10  1、20  1进行衍生化反应。结果表明, 当两者浓

度比为 10  1时, 衍生化产物的色谱峰面积基本恒定。所以 DBD�PyNCS与 NAC的最佳配比为 10  1。

2�2� 色谱分离条件的选择
DBD�PyNCS有 R �( - ) �和 S�( + ) �两种对映体。利用这两种对映体可控制其他对映体在色谱柱上的

流出顺序 (如分离 D, L �氨基酸 [ 12]
)。当没有待测物的单一对映体标准品时, 也可利用这两种对映体试剂

考察待测物中各对映体的保留时间和分离情况。本实验在没有 D �NAC标准品情况下, 首先把 L �NAC分别

与 R �( - ) �DBD�PyNCS和 S�( + ) �DBD�PyNCS进行衍生化反应, 生成相应的两种非对映体衍生物。然后在

ODS HYPERS IL C18柱上, 考察以甲醇 -水 -醋酸 ( 70  30  0�1、50  50  1、 45  55  1)、甲醇 -磷酸

盐缓冲溶液 ( 50  50、 50  28)、甲醇 -磷酸盐缓冲溶液 ( pH = 5�9, 体积比 28  50)等为流动相时这两

种衍生物的分离效果。结果表明, 以甲醇 -磷酸盐缓冲溶液 ( pH = 5�9, 体积比 28  50)作为流动相时

图 3� NAC衍生物的色谱图

F ig� 3� Chrom atog ram of NAC der ivatives w ith

R�( - ) � and S�( + ) �DBD�PyNCS

得到较好的分离效果 (如图 3所示 )。R �( - ) �DBD�PyNCS�
L �NAC和 S�( + ) �DBD�PyNCS�L�NAC 的保留时间分别为

46�5、49�1 m in, 分离度 R S = 1�2。因此, 当用 S�( + ) �
DBD�PyNCS作为衍生化试剂对 D �NAC和 L �NAC衍生化时,

D �NAC和 L �NAC 衍生物的保留时间应分别为 46�5、
49�1 m in, 而用 R �( + ) �DBD�PyNCS作为衍生化试剂时,

D �NAC和 L�NAC衍生物的保留时间应分别为 49�1、 46�5
m in。考虑实际样品分析中, 当用 R �( - ) �DBD�PyNCS时,

可能发生相对大量的 L �NAC衍生物峰覆盖相对较少的 D �
NAC衍生峰的情况。因此, 本实验以 S�( + ) �DBD�PyNCS

作为手性衍生化试剂。

图 4� 乙酰半胱氨酸泡腾片的色谱图
F ig�4� Chrom atogram o f acety lcyste ine

effe rvescent tab le ts

2�3� 线性范围、精密度及加标回收率
L �NAC在 0�4~ 40 mg /L范围内, 其峰面积与质量浓度

呈良好线性关系, 其回归方程为: Y = 2�716 ! 10
4
X +

2�959 ! 10
6
, r= 0�999 8; 检出限 (S /N = 3)为 0�4 ng。对 4

m g /L的 L�NAC, 同一天连续进样 7次, L �NAC衍生物峰

面积的相对标准偏差为 1�1% , 表明方法的精密度良好。

按 ∀ 1�6# 方法进行加标回收实验, 3批泡腾片的平均回

收率 ( n = 3)分别为 97% 、103% 、99%。

2�4� 乙酰半胱氨酸泡腾片含量测定
图 4是乙酰半胱氨酸泡腾片样品的色谱图。根据 NAC

衍生物的保留时间, 图中的色谱峰是 L �NAC的衍生物。在

保留时间 46 m in左右没有明显的峰, 表明在本方法检测条

件下未检出 D �NAC。按优化色谱条件, 各取 3批乙酰半胱
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氨酸泡腾片和标准品衍生化产物溶液各 10 �L分别注入液相色谱仪, 记录色谱图, 按外标法以峰面积

分别计算, L �NAC的平均含量 ( n = 3)为 599�8 m g。

3� 结 � 论

在本文所建立的分析方法中, 衍生化试剂溶液稳定 (冰箱中至少稳定存在 3周以上 ) , 衍生化条件

温和, 操作简单, 且生成的衍生物在 4 � 条件下能保存 24 h。用 S�( + ) �DBD�PyNCS进行衍生化时,

从色谱柱上先流出D �NAC非对映体衍生物, 后流出 L �NAC非对映体衍生物。这种流出顺序有利于相对

比率小的 D �NAC的测定。实验结果表明, 本方法是一种可分离检测 D, L �NAC的高灵敏分析方法, 适

用于乙酰半胱氨酸实际药品的质量控制。
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