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摘要 目的  以万古霉素为手性选择子 建立酮洛芬对映体以手性柱法和流动相添加剂法进行手性分析的方

法 ∀方法  考察万古霉素用量 !有机改性剂用量及缓冲液  值对酮洛芬对映体手性拆分的影响 并进行了定量分

析的方法验证 ∀结果  两种拆分方法都使酮洛芬对映体达到了基线分离 都适合于酮洛芬对映体的定性和定量分

析 ∀结论  所建立的两种方法均可用于 Σ2  2酮洛芬的光学纯度检测 ∀

关键词 高效液相色谱 手性柱 手性流动相添加剂 酮洛芬 对映体 万古霉素

中图分类号    ×±     文献标识码      文章编号       

Εναντιοµεριχ σεπαρατιον οφ κετοπροφεν βψ ΗΠΛΧ υσινγ Χηιροβιοτιχ

ς ΧΣΠ ανδ ϖανχοµψχιν ασ χηιραλ µ οβιλε πηασε αδδιτιϖεσ

≠∞ ÷2¬≠ ÷

( Σηανγηαι Ινστιτυτε οφ ΠηαρµαχευτιχαλΙνδυστρψ, Σηανγηαι 200040 , Χηινα)

Αβστραχτ Αιµ  ×  °≤       ∏

≤∂   ≤≥°   √    √ 

Μετηοδσ  ×  ≤∂ ≤≥°  

×ƒ21  ×∞ ∏Β  1 #
 •  ∏

√  √ ∏ ≤ ∏   ≅ 1

  21  ×∞ ∏Β  1 #
×

  √    ∏ ∏ 

 √  ∏∏√

  ∏ Ρεσυλτσ        √ ∏

      ∏ 1  1 √
 1 #

 #


Λ#
 •  ∏√ √ √

  1 #
 #

×1

Λ#
Χονχλυσιον    ∏∏  Σ2  2

Κεψ ωορδσ   ∏       

√√

  酮洛芬×是 2芳基丙酸类非甾体

抗炎药≥⁄ 该药物具有一个手性中心 一般以

外消旋体的形式供临床使用 ∀药理学研究发现 只

有 Σ2  2×才具有抗炎抗风湿和镇痛作用 ∀若以

单一对映体 Σ2  2× 给药可减少给药剂量 降低
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毒副作用≈
现已有 Σ2  2×的产品上市 因此有

必要建立快速 !简便 !灵敏度高的 ×对映体分析方

法 ∀目前 ×对映体的 °≤分析方法大致有两类 

柱前衍生化法≈  和手性柱法≈  ∀  年 

等≈首次将万古霉素图 应用于手性分

析 万古霉素目前已成功地应用于 °≤ ×≤ ≤∞和

≥ƒ≤等的手性分析 并显示出独特的优势 ∀万古霉

素是多手性中心 多官能团的糖肽抗生素 可通过多
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种手性识别机制 如 静电作用 !氢键作用 !立体识别

作用 !Π2Π作用等 进行手性识别 是一种高效的手

性选择子 ∀将万古霉素作为手性流动相添加剂成功

地在普通的 °≤ 色谱柱上进行手性分析 未见文

献报道 ∀

  本文以万古霉素为手性选择子 采用手性柱法

和流动相添加剂法对 × 进行对映体分析 两种方

法均获得了良好的手性分离 ∀其中流动相添加剂法

以普通的 ≤ 柱为色谱柱 不需衍生即可获得良好的

手性分离 建立了简便快捷的 Σ2  2× 对映体纯

度检测方法 ∀

ƒ∏  ≥∏  √

材料与方法

仪器  °2型高效液相色谱仪美国 精

密数显酸度计 2×≤浙江海天电子仪器厂 ∀

试剂和试样  万古霉素上海医药工业研究院 

纯度为    酮洛芬 !Σ2  2酮洛芬上海医药工

业研究院 纯度分别为 1 和 1   ∀

色谱条件  (1)手性柱法 色谱柱 ≤∂ 

  ≅ 1   Λ美国 流动相 四氢

呋喃21 三乙胺醋酸×∞缓冲液  1Β

 柱温  ε 流速 1 #
检测波长 

∀(2)流动相添加剂法 色谱柱 ≥ ≤ 

 ≅ 1   Λ • 美国 流动相 甲醇2

1  ×∞缓冲液  1Β 万古霉素 1

#
柱温  ε 流速 1 #

检测波

长  ∀

结果与讨论

1  手性柱法

1 .1  四氢呋喃用量  试验了甲醇 !乙腈 !四氢呋喃

种有机改性剂 结果显示四氢呋喃的分离效果最

好 且手性选择性系数随着四氢呋喃用量的增加而降

低 ∀四氢呋喃用量为   ∗  时 分离效果较好 ∀

1 .2  缓冲液 πΗ值  缓冲液  值为  ∗ 时具有

较好的分离度 但是随着缓冲液  值的降低保留

时间明显延长 ∀故实验中选择缓冲液 值为 1 ∀

在所选择的色谱条件下 ×对映体的手性选择性系

数为 1 分离度可达 1 Σ2  2×和 Ρ2  2×

的理论塔板数分别为 和 ∀色谱图见图 ∀

≥  Σ2  2   Ρ2  2

ƒ∏  ≤ ×   Σ2  2×

  °≤ ∏≤∂  ≤≥°
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1 .3  定量分析  配制一定浓度的 ×溶液 进行有

关含量分析 ∀ Σ2  2×和 Ρ2  2×的质量浓度

在 1 ∗  #
与其响应面积呈线性关系 ∀回

归方程 Σ2  2× 为 Ψ  1 Ξ  1 ρ 

1 Ρ2  2× 为 Ψ  1 Ξ  1 ρ 

1 ∀当 ΣΠΝ   时 计算二者检出限均为 

Λ# ∀  ≥⁄为 1   ν   ∀由此可见 检出限

和精密度均符合定量分析要求 ∀

2  手性流动相添加剂法

2 .1  万古霉素用量

用含不同浓度万古霉素的流动相拆分 ×对映

体 结果见表  ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφτηε χονχεντρατιον οφ ϖανχοµψχιν

ιν τηε µοβιλε πηασε ον τηεσεπαρατιον
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  由表 可见随着万古霉素用量的加大 分离度

Ρ和选择性系数 Α均逐步增大 ∀流动相中加入万

古霉素后 Ρ2  2× 和 Σ2  2× 的容量因子出

现了不同的变化趋势 ∀随着万古霉素用量的增大 

κχΣ 逐步增大到 11 #用量后又有所

减少 1 #用量时 κχΣ 仍达 1 而 κχΡ 只

有 1 ∀流动相中引入万古霉素后 一方面流动相

中的万古霉素有一小部分占据色谱柱上的结合位

点 同时又引入新的结合位点 改变了色谱柱的性

质 使 ×在色谱柱上的保留时间延长 ∀另一方面 

×能与游离的万古霉素形成暂时复合物 在色谱柱

上的保留行为类似万古霉素在色谱柱上的保留行

为 而万古霉素在色谱柱上几乎无保留κχ  1 

所以暂时复合物的形成使 ×在色谱柱上的保留时

间缩短 ∀由于 Ρ2  2×和 Σ2  2×与万古霉素

形成暂时复合物的能力不同 在不同浓度下 万古霉

素对 Ρ2  2×和 Σ2  2×的保留时间影响程度

不同 ∀万古霉素与 Ρ2  2× 的结合力较强 形成

的暂时复合物较稳定 ∀万古霉素的浓度越大 Ρ2

  2×万古霉素暂时复合物越多 保留时间就越

短 ∀所以随着万古霉素用量的增大 κχΡ 稍有增大

后逐渐减小 ∀而万古霉素与 Σ2  2×的结合力较

弱 形成的复合物不稳定 Σ2  2×大多以独立的

形式在色谱柱上保留 因此 Σ2  2× 的保留时间

先随吸附在色谱柱上的万古霉素的增加而增加 当

万古霉素在色谱柱上的吸附达到饱和后 1

#
 再增加万古霉素的浓度只能使游离的万

古霉素对 Σ2  2×保留行为的影响增强 导致 κχΣ

又有所减少 ∀加入万古霉素后 该色谱系统的柱效

明显提高 这可能是由于万古霉素的介入加快了 ×

对映体在色谱系统内的传质过程 ∀

由于万古霉素用量为 1 #时具有良好

的分离度 !合适的保留时间 本实验选择万古霉素用

量为 1 # ∀其分离色谱图见图  ∀由图 

可见流动相添加剂法中 Ρ2  2×先出峰 而手性

柱法中则是 Σ2  2×先出峰 ∀这说明该系统中的

手性识别作用主要来自分配在流动相中的万古霉

素 而不是分配在 ≤ 色谱柱上的万古霉素 ∀

ƒ∏  ≤×   Σ2  2×   °≤

∏√  √

2 .2  甲醇用量

由于万古霉素易溶于甲醇 选择甲醇为有机改

性剂 ∀将含 1 #万古霉素但甲醇比例不同

的流动相的拆分结果进行比较 结果见图  ∀可见
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随甲醇用量的增加 分离度逐渐降低 ∀综合保留时

间考虑选择  的甲醇用量 ∀

2 .3  缓冲液 πΗ值

将含 1 #万古霉素但缓冲液  值不

同的流动相的拆分结果进行比较 结果见图 ∀由

图 可见 缓冲液  在  ∗ 1附近时分离度较

好 且随缓冲液 值的降低 保留时间明显延长 ∀

ƒ∏  ∞    ∏

 ∏  Ρ  ο ) ο ×  Σ2  2× κχΣ  π ) π

2 .4  检测波长的选择

由于万古霉素在低波长有较大的吸收 在 

处几乎无吸收 而 × 在  处仍有较大吸

收 ∀所以选择  为检测波长以降低系统噪声 

提高检测灵敏度 ∀

2 .5  定量分析

配制一定浓度的 ×溶液 进行有关含量分析 ∀

Ρ2  2× 和 Σ2  2× 的质量浓度在 1 ∗ 

#分别与其响应面积呈线性关系 ∀回归方程

Ρ2  2× 为 Ψ  1 Ξ  1 ρ  1 Σ2

  2×为 Ψ 1 Ξ  1 ρ 1 ∀当 ΣΠΝ

  时 计算最小检出限 两者均为 1 Λ#


 ≥⁄ ν  为 1  ∀检出限和精密度均达到定量

分析的要求 ∀

3  光学纯度检测

分别用手性柱法和流动相添加剂法检测 Σ2

  2×样品的光学纯度 ∀以手性柱法测得的

值为 1  以流动相添加剂法测得的值为

1  ∀两种方法的检测结果基本一致 均可用于

Σ2  2×的光学纯度检测 ∀

结论

以万古霉素手性柱拆分 ×对映体和以万古霉

素为手性添加剂拆分 ×对映体两种方法均不需衍

生化操作 即可用于 Σ2  2× 的光学纯度检测 ∀

由于手性柱法灵敏度高 可用于生物样品的检测 ∀

而流动相添加剂法采用普通的色谱柱即可进行对映

体的含量检测 柱效高且简便快捷 可用于生产过程

中的质量监测 ∀
致谢 上海医药工业研究院易大年研究员对本文的实

验工作提供指导 ∀
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