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纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)手性柱对5种手性药物的拆分研究
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  摘要:采用C4、C8、C18、NH2 修饰的大孔硅胶及纯大孔硅胶作基质,分别涂覆纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)
(CTMB)

 

制备了5种高效液相色谱手性固定相,考察了在4种流动相下这5种手性柱对布洛芬、扁桃酸、DNB-
亮氨酸、酮洛芬和氟比洛芬5种手性药物的拆分效果,为该五种手性药物的拆分提供了依据。实验结果显示,

五种手性药物在五种手性柱上都有不同程度的拆分,CTMB涂覆在氨基化大孔硅胶和纯大孔硅胶对五种手性

药物的整体拆分效果优于反相大孔硅胶且部分样品在正向流动相下拆分效果较差,这为这五种手性药物的实

际拆分提供了参考价值。

  关键词:手性药物;
 

纤维素三(4-甲基苯甲酸酯);
 

手性固定相;
 

对映体拆分

手性现象广泛地存在于自然界中,最典型的是化学医药领域,据统计,已知药物中约有30%~40%
是具有手性的[1]。两个对映体表现出来的药理作用和毒理作用往往不同,甚至是截然相反的。例如,手
性药物布洛芬是一类非甾体抗炎药物,其临床应用广泛[2],它主要通过可逆性的抑制环氧化酶来抑制作

为炎症介质的各种前列腺素的生成,从而起到解热镇痛抗炎等药理作用。在结构上,由于在其α-碳上存

在一个手性中心,因此其具有R(-)-型和S(+)-型两个光学对映异构体,且两个异构体之间的差异是很

大的,R(-)-型异构体的药理活性远远低于S(+)-型异构体的药理活性,且R(-)-型异构体是引起药物

产生副作用的主要原因[3]。因此对布洛芬进行手性拆分,得到较高纯度的S(+)-型异构体有重要的医学

意义。迄今为止,大部分药物在临床应用中大多为外消旋体,为了避免再次发生“反应停”类似事件[4],更
好的提高药物利用率,研究手性化合物的拆分具有非常重要的医学现实意义[5]。

实现手性药物拆分的方法较多,常用的有晶种结晶、化学拆分、膜拆分、色谱拆分和酶法拆分等[6]。
色谱拆分法拆分速度快、灵敏度高、操作简单,所以在分离分析和纯度检测方面应用较为广泛[7]。目前,

 

色谱法已成为光学拆分最有效的方法之一[8],色谱拆分法的关键在于手性固定相的制备[9]。在众多的手

性固定相中,
 

多糖及其衍生物特别是纤维素衍生物具有较好的手性识别能力,以纤维素为手性源的多糖

手性固定相应用最为广泛,大部分纤维素类多糖柱也已商品化[10~12]。纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)
(CTMB)及其衍生物是一类手性高分子,分子中具有多种有机官能团[13]。将纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)
及其衍生物通过化学方法键合在硅胶上,

 

制备的手性固定相具有稳定性好、不容易被流动相溶解和溶胀

等优点,
 

但键合型手性固定相的手性识别能力却比涂覆型手性固定相弱[14,15],且涂覆型手性固定相的商

业化为手性药物的分离提供了更好的途径[16]。纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)柱是一种具有实用价值的手

性柱,其对各种外消旋体表现出较好的手性识别能力。现今,文献报道的纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)柱
大多在正相流动相(正己烷和异丙醇)条件下对手性药物进行拆分,其在反相条件下对酸性手性化合物的

研究报道较少。因为不同碳链硅胶的极性不同,碳链越长极性越小,极性大小排序为:大孔硅胶>氨基化

硅胶>C4>C8>C18,所以本文选用了C4、C8、C18、NH2 修饰的大孔硅胶及纯大孔硅胶5种表面不同衍生
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化的硅胶作为基质,将CTMB涂覆到这些基质上,制备了5种高效液相色谱手性柱。使用不同比例的甲

醇和水及正己烷异丙醇作为流动相,研究制备的5种手性柱对布洛芬、扁桃酸、DNB-亮氨酸、酮洛芬和氟

比洛芬5种酸性手性药物的拆分情况,并对比了正反相流动相对5种手性药物的拆分效果,为该五种手

性药物的拆分提供依据。目前还未见系统研究纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)分别涂覆到不同衍生化的硅

胶上的比较研究报道。

1 实验部分

1.1 主要试剂和仪器

微晶纤维素、4-甲基苯甲酰氯、十八烷基三氯硅烷均购于阿达玛斯试剂有限公司;大孔硅胶购于日本

Daisogel公司;正辛基二甲基氯硅烷购于阿拉丁试剂有限公司;正丁基二甲基氯硅烷购于阿尔法试剂有

限公司;所用溶剂均购于天津市风船化学试剂科技有限公司;手性化合物(西格玛和阿拉丁试剂有限公

司)。高效液相色谱(大连依利特公司);Model
 

1666
 

Slurry
 

Packer高效液相色谱装柱机(美国 Alltech
公司)。

1.2 纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)的合成

CTMB的合成参照文献[17]:将1g微晶纤维素加入到圆底烧瓶中,在N2 保护下,依次加入30mL无

水吡啶,4mL的4-甲基苯甲酰氯,于100℃下反应24h。冷却至室温,加1L甲醇,白色絮状物析出,搅拌

过夜,次日减压抽滤除去溶剂,用甲醇洗涤沉淀,65℃下真空干燥,得到白色固体。

图1 CTMB的合成

Figure
 

1 Synthesis
 

of
 

CTMB

1.3 手性固定相基质的制备

1.3.1 C4、C8、C18 大孔硅胶的合成 活化硅胶:N2 保护下将10g大孔硅胶加入250mL的圆底烧瓶中,
再加入100mL盐酸溶液(10%HCl),100℃搅拌回流24h。冷却后减压抽滤,用蒸馏水洗涤沉淀至中性,
于100℃下真空干燥5h。

称取8g活化硅胶于250mL圆底烧瓶中,依次加入100mL无水甲苯、10mL正丁基二甲基氯硅烷,于
110℃反应24h,过滤得到的沉淀用甲苯洗涤备用。在上述得到的沉淀中加入100mL无水甲苯,1mL三

甲基氯硅烷,于110℃反应6h。反应结束后,冷却至室温减压抽滤,依次用甲苯、甲醇、二氯甲烷洗涤,真
空干燥得到C4 反相大孔硅胶。C8 反相大孔硅胶由二甲基辛基氯硅烷合成,其余步骤与上述相同;C18 反

相大孔硅胶由十八烷基三氯硅烷合成,其余步骤与上述步骤相同。

1.3.2 氨丙基大孔硅胶的合成 将4g活化硅胶加入到150mL圆底烧瓶内,在 N2 保护下依次加入

100mL无水甲苯,1mL无水吡啶,2mL的3-氨丙基三乙氧基硅烷,100℃搅拌回流24h,反应结束后,冷却

减压抽滤,洗涤多次,真空干燥,得到氨丙基大孔硅胶。

1.4 CTMB涂覆于C4、C8、C18、NH2 大孔硅胶及纯大孔硅胶表面制备手性固定相CSP-A、CSP-B、CSP-C、

CSP-D和CSP-E
在50mL的圆底烧瓶中加入0.6g

 

CTMB,加入20mL二氯甲烷使其溶解完全,40℃下采用旋转蒸发
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法将上述溶液分别涂覆到4.0g
 

C4、C8、C18、NH2 大孔硅胶及大孔硅胶的表面,即得到相应的固定相

CTMB-C4 大孔硅胶(CSP-A),CTMB-C8 大孔硅胶(CSP-B),
 

CTMB-C18 大孔硅胶(CSP-C),
 

CTMB-
NH2 大孔硅胶(CSP-D),大孔硅胶(CSP-E)。

1.5 手性柱的填装

首先将制备的5种固定相过250目筛,然后采用湿法装柱,具体操作如下:用小烧杯称1.5g制备好

的手性固定相,加入20mL正己烷/异丙醇(9∶1,V/V)溶液,搅拌成悬浮液后倒入匀浆罐,在40MPa~
50MPa压力下,用正己烷/异丙醇(9∶1,V/V)溶液作为顶替液装柱。实验测样前,用正己烷/异丙醇

(9∶1,V/V)溶液作为流动相,色谱柱在0.1mL/min流速下冲至基线平稳。柱维:2.0mm×250mm的手性柱。

1.6 高效液相色谱的拆分条件

扁桃酸、DNB-亮氨酸、布洛芬、酮洛芬、氟比洛芬用色谱纯的流动相进行溶解,所用流动相如下:正己烷/异

丙醇(9∶1,V/V)、甲醇、甲醇/水(9∶1,V/V)、甲醇/水(3∶1,V/V),流动相中均加入了2%的CF3COOH,使用

前超声脱气20min,流速为0.1mL/min,色谱柱柱温:25℃,进样量为10
 

μL,检测波长为254nm。

2 结果与讨论

2.1 手性固定相的核磁表征

利用核磁共振氢谱对合成的CTMB进行了表征,其谱图见图2。从图2中可以看出,化学位移7.25ppm是

氘代氯仿的氢峰,2.00ppm~2.25ppm是纤维素结构上2-和3-位引入的4-甲基苯甲酸酯上的—CH3 质子峰,

2.25ppm~2.50ppm的峰为纤维素结构6-位引入4-甲基苯甲酸酯上的—CH3 质子峰,3.00ppm~5.60ppm为纤

维素结构上的质子峰,6.00ppm~7.75ppm为苯环上的质子峰,同时峰面积与各组氢质子的比例基本吻合。由

核磁氢谱可以确认,微晶纤维素上2-、3-和6-位的羟基被4-甲基苯甲酸酯取代,表明成功合成了CTMB。

图2 纤维素三(4-甲基苯甲酸酯)的核磁氢谱图

Figure
 

2 NMR
 

spectrum
 

of
 

cellulose
 

tri(4-methylbenzoate)

2.2 5种手性固定相的扫描电镜(SEM)表征

分别对
 

5种硅胶衍生物及纯硅胶、5种手性固定相进行SEM 表征,如图3所示。图(A)、(C)、(E)、
(G)、(I)分别为未涂覆的硅胶衍生物及纯硅胶的SEM 图,从图中可见5种硅胶表面相对光滑。图(B)、
(D)、(F)、(H)、(J)分别是制备的5种手性固定相的SEM图,从SEM图可以看出,涂覆后的硅胶表面有

附着物,表明CTMB成功涂覆于5种硅胶表面上。
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图3 扫描电镜图

(A)C4 大孔硅胶;(B)CSP-A;(C)C8 大孔硅胶;(D)CSP-B;(E)C18 大孔硅胶;(F)CSP-C;(G)NH2 大孔硅胶;

(H)CSP-D;(I)大孔硅胶;(J)CSP-E
Figure

 

3 SEM
 

images
(A)

 

C4 macropore
 

silica
 

gel;
 

(B)
 

CSP-A;(C)
 

C8 macropore
 

silica
 

gel;
 

(D)
 

CSP-B;
 

(E)
 

C18 macropore
 

silica
 

gel;
 

(F)
 

CSP-C;
 

(G)
 

NH2 macropore
 

silica
 

gel;
 

(H)
 

CSP-D;
 

(I)
 

macropore
 

silica
 

gel;
 

(J)
 

CSP-E
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2.3 5种手性固定相在不同流动相下对5种手性药物的拆分性能研究

为了评价在不同的流动相下将CTMB涂覆到不同类型大孔硅胶(CSP-A、CSP-B、CSP-C、CSP-D、

CSP-E)对五种手性药物(扁桃酸、DNB-亮氨酸、布洛芬、酮洛芬、氟比洛芬)的拆分能力,将制备的5种手

性固定相填充到色谱空柱中,成功制备了高效液相色谱手性柱。一定的色谱条件下,以4种不同的流动

相下考察制备的手性柱对5种手性药物的拆分性能。表1列出了CSP-A~CSP-E
 

5种手性固定相对五

种手性药物的拆分结果。图4为5种手性药物在制备的5种手性柱上拆分的最佳色谱图。

表1 五种手性化合物在CSP-A~CSP-E柱上的拆分结果

Table
 

1 Resolution
 

results
 

of
 

five
 

chiral
 

compounds
 

on
 

CSP-A~CSP-E
 

columns

流动相
手性

固定相

DNB-亮氨酸 扁桃酸 布洛芬 酮洛芬 氟比洛芬

k1 K2 α Rs k1 K2 α Rs k1 K2 α Rs k1 K2 α Rs k1 K2 α Rs

V正己烷∶

V异丙醇=

9∶1

CSP-A 7.168.931.250.61 - - - - - - - - 3.974.181.050.452.873.081.070.51

CSP-B 7.599.401.240.76 - - - - 0.370.411.110.433.924.121.050.462.692.801.040.33

CSP-C 6.417.811.220.773.363.551.060.300.400.451.120.493.353.671.100.822.732.921.070.50

CSP-D 8.3910.111.210.634.414.761.080.500.390.441.120.534.014.361.090.842.662.811.060.45

CSP-E 7.769.031.160.393.443.651.060.370.350.391.110.453.353.641.080.762.452.511.020.21

甲醇

CSP-A - - - - - - - - 0.660.711.080.44 - - - - 0.871.061.221.17

CSP-B - - - - - - - - -c -c -c -c - - - - 0.740.891.211.05

CSP-C - - - - - - - - 0.270.311.120.41 - - - - 0.770.901.181.02

CSP-D - - - - - - - - 0.330.361.110.47 - - - - 0.800.951.181.26

CSP-E - - - - - - - - 0.190.221.140.43 - - - - 0.620.741.201.30

V甲醇∶

V水=

9∶1

CSP-A - - - - - - - - 0.800.921.160.82 - - - - 2.763.251.181.19

CSP-B - - - - - - - - 0.640.751.170.80 - - - - 2.432.871.181.32

CSP-C - - - - - - - - 0.730.841.150.82 - - - - 2.402.811.171.32

CSP-D - - - - - - - - 0.850.961.140.81 - - - - 3.493.911.121.09

CSP-E - - - - - - - - 0.530.631.180.89 - - - - 2.022.401.191.59

V甲醇
 ∶

V水=

3∶1

CSP-A 3.303.541.070.31 - - - - 4.074.701.161.02 - - - - 17.9821.171.181.08

CSP-B 3.213.481.090.32 - - - - 3.844.451.161.15 - - - - 17.9121.171.181.28

CSP-C 3.233.681.140.50 - - - - 3.664.211.151.14 - - - - 18.1121.601.191.58

CSP-D 3.653.971.090.49 - - - - 3.484.001.151.08 - - - - 15.3418.111.181.40

CSP-E 2.282.531.110.40 - - - - 2.332.681.151.35 - - - - 9.5011.061.161.64

  由表1可知:当流动相为正己烷/异丙醇(9∶1,V/V)时:CTMB涂覆在5种衍生硅胶上对DNB-亮
氨酸的拆分效果为C18 大孔硅胶>C8 大孔硅胶>NH2 大孔硅胶>C4 大孔硅胶>大孔硅胶,因此,在使

用三(4-甲基苯甲酸酯)纤维素(Chiralcel-OJ)柱对DNB-亮氨酸进行测定时,选用CTMB涂覆在反相C18
大孔硅胶上最佳;CTMB涂覆在5种衍生硅胶上对布洛芬及酮洛芬的拆分效果:NH2 大孔硅胶>C18 大

孔硅胶>大孔硅胶>C8 大孔硅胶>C4 大孔硅胶,因此,在使用OJ柱对布洛芬及酮洛芬进行测定时,选
用CTMB涂覆在反相NH2 大孔硅胶上最佳;5根手性柱对氟比洛芬的拆分效果不佳,分离度较小。

当流动相为甲醇时:在CSP-A~CSP-E上分离扁桃酸、DNB-亮氨酸及酮洛芬,实验结果显示,无拆分

效果;CTMB涂覆在5种衍生硅胶上对布洛芬的拆分效果为NH2 大孔硅胶>C4 大孔硅胶>大孔硅胶>
C18 大孔硅胶>C8 大孔硅胶;在此流动相下对布洛芬分离的整体效果比正相流动相下差,因此,在此流动

相下不是最佳拆分条件;5根手性柱对氟比洛芬的拆分效果较好,分离度远大于正相流动相下的拆分,且
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出峰时间缩短,因此,在此流动相下有利于对氟比洛芬进行定性分析。
当流动相为甲醇/水(9∶1,

 

V/V)时:在CSP-A~CSP-E上分离扁桃酸、DNB-亮氨酸及酮洛芬,实验

结果显示,无拆分效果;CTMB涂覆在5种衍生硅胶上对布洛芬的拆分效果为大孔硅胶>C4 大孔硅胶>
C18 大孔硅胶>NH2 大孔硅胶>C8 大孔硅胶,在此流动相下适合对布洛芬进行拆分,有利于布洛芬的定

性分析;CTMB涂覆在5种衍生硅胶上对氟比洛芬的拆分效果为大孔硅胶>C8 大孔硅胶=C18 大孔硅胶

>C4 大孔硅胶>NH2 大孔硅胶,且CSP-E的分离度超过1.5,对氟比洛芬基本可以达到基线分离,拆分

时间与在正相流动相下几乎相同,因此,CSP-E基本可以达到对氟比洛芬进行定性定量分析。
当流动相为甲醇/水(3∶1,V/V)时:在CSP-A~CSP-E上分离扁桃酸及酮洛芬,实验结果显示,无

拆分效果;CTMB涂覆在5种衍生硅胶上对DNB-亮氨酸的拆分效果为C18 大孔硅胶>NH2 大孔硅胶>
大孔硅胶>C8 大孔硅胶>C4 大孔硅胶,在使用此流动相时DNB-亮氨酸的分离度较小,但是其出峰时间

比正相流动相提前,有利于定性测试;CTMB涂覆在5种衍生硅胶上对布洛芬的拆分效果为大孔硅胶>
C8 大孔硅胶>C18 大孔硅胶>NH2 大孔硅胶>C4 大孔硅胶,在此流动相下对布洛芬进行拆分有一定优

势,有利于布洛芬的定性分析;CTMB涂覆在5种衍生硅胶上对氟比洛芬的拆分效果为大孔硅胶>C18
大孔硅胶>NH2 大孔硅胶>C8 大孔硅胶>C4 大孔硅胶,且CSP-E的分离度达到1.64,对氟比洛芬基本

可以达到基线分离,因此,CSP-E基本可以达到对氟比洛芬进行定性定量分析。

图4 5种手性柱拆分手性药物的最佳色谱图.(a)扁桃酸,
 

CSP-D,
 

正己烷/异丙醇(9∶1,V/V);(b)DNB-亮氨酸,
 

CSP-C,
 

正己烷/异丙醇(9∶1,V/V)1;(c)布洛芬,
 

CSP-B,
 

甲醇/水(3∶1,V/V);(d)酮洛芬,
 

CSP-D,
 

正己烷/异丙醇(9∶1,V/V);(e)氟比洛芬,
 

CSP-E,
 

甲醇/水(3∶1,V/V)

Figure
 

4 Chromatograms
 

of
 

chiral
 

drugs
 

resolved
 

on
 

5
 

chiral
 

columns.(a)Mandelic
 

acid,
 

CSP-D,
 

N-hexane/isopropanol
 

(9∶1,V/V);
 

(b)DNB-Leucine,
 

CSP-C,
 

N-hexane/isopropanol(9∶1,V/V);(c)Ibuprofen,
 

CSP-B,
 

Methanol/water
(3∶1,V/V);

 

(d)Ketoprofen,
 

CSP-D,
 

N-hexane/isopropanol(9∶1,V/V);(e)Flurbiprofen,
 

CSP-E,
 

Methanol/water
(3∶1,V/V)

5种酸性样品的拆分最佳条件各不相同,流动相和色谱基质的选择都影响着手性化合物拆分的效

果。5种溶质皆有芳环和羧基,CTMB上纤维素酯结构中的空穴与手性药物通过氢键作用、π-π相互作用

以及偶极-偶极等相互作用而被吸附。CTMB上的各种有机官能团,如羰基、苯基等在分离过程中起重要

作用。手性拆分的过程和机理较为复杂,造成拆分结果的差异,可能是由于CTMB的特殊手性环境受不

同衍生化的硅胶表面官能团的影响,在与结构差异较大的手性药物作用过程中发生特异性识别,官能团

在色谱分离过程中起重要作用。手性化合物和手性材料通过偶极-偶极作用力、氢键、范德华力、π-π作用
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力、疏水作用等之间的作用,决定了手性化合物的拆分效果。

3 小结

本文合成了CTMB,并将合成的CTMB涂覆于5种大孔硅胶上制备得到5种手性固定相(CSP-A~
CSP-E),考察了在4种不同的流动相条件下5种手性柱对5种手性药物的拆分效果,目的在于比较不同

极性的硅胶(担体)对分离效果的影响。实验结果显示,CTMB涂覆在氨基化大孔硅胶和纯大孔硅胶上

所制备的手性固定相对5种手性化合物的整体拆分效果优于反相大孔硅胶,制备的5种手性柱在不同的

流动相下拆分酸性手性药物具有一定的互补作用。此外,流动相的选择对样品拆分的结果有着很大影

响,对同一手性药物,在大极性流动相下,流动相含水量越高拆分性能越好。本文实验结果为实际测样提

供了较好的参考价值。
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Resolutions
 

of
 

Five
 

Chiral
 

Drugs
 

on
 

Cellulose
 

Tris(4-methylbenzoate)
 

Chiral
 

Columns
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Abstract:Using
 

C4,
 

C8,
 

C18,
 

NH2-modified
 

macroporous
 

silica
 

gel
 

and
 

pure
 

macroporous
 

silica
 

gel
 

as
 

substrates,
 

five
 

cellulose
 

tris(4-methylbenzoate)
 

(CTMB)
 

chiral
 

stationary
 

phases
 

for
 

high
 

performance
 

liqiud
 

chromatography
 

were
 

prepared.
 

With
 

four
 

mobile
 

phases,
 

ibuprofen,
 

mandelic
 

acid,
 

DNB-leucine,
 

ketoprofen
 

and
 

flurbiprofen
 

were
 

resolved
 

on
 

those
 

chiral
 

columns.
 

The
 

experimental
 

results
 

confirm
 

that
 

five
 

chiral
 

drugs
 

have
 

different
 

degrees
 

of
 

resolution
 

on
 

five
 

chiral
 

columns.
 

CTMB
 

coated
 

on
 

aminated
 

macroporous
 

silica
 

gel
 

and
 

pure
 

macroporous
 

silica
 

gel
 

usually
 

has
 

a
 

good
 

resolution.
 

This
 

research
 

provides
 

a
 

way
 

for
 

the
 

actual
 

resolution
 

of
 

five
 

chiral
 

drugs.
Key

 

words:Chiral
 

drugs;
 

Cellulose
 

tris(4-methylbenzoate);
 

Chromatography;
 

Enantiomeric
 

resolution
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