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摘要

摘要

生命科学研究发现不同对映体之间在生物体内存在不同的生理活性和药理

活性， 手性拆分实现对映体的分离其意义在于探究其药理、 毒理活性并制备低

毒、低副作用的药物。 到目前为止，色谱法是拆分外消旋体最有效的方法之一，

而手性配体交换色谱法是色谱法中拆分未衍生化氨基酸最有效的手段， 并且配

体交换色谱法由于具有较强的环保性和较好的经济性而得到较为广泛的应用 。

本文以手性识别能力较强的 L-苯丙氨酸和 L-脯氨酸为手性源， 选择较强硬

度和耐酸性的硅胶为固定相载体，选择 3-氨丙基三乙氧基硅;院试剂和特殊三角

结构的三聚氯氧为连接臂 ， 利用化学键合法合成出两种新型的双齿型氨基酸手

性配体交换色谱固定相-L-苯丙氨酸配体交换手性固定相(CSP-l)和 L脯氨酸配

体交换手性固定相(CSP-2)，并得到了两种手性固定相的具体合成工艺条件。 进

而通过元素分析 、 热重分析以及红外分析对固定相进行了定性和定量表征 ， 所

得数据表明新型固定相 CSP-l 和 CSP-2 合成是成功的。

利用所合成的固定相 CSP-l 成功拆分了五种对映体 ， 分别是: DL-氯苯那敏、

DL-色氨酸、 DL-苹果酸、 DL-缴氨酸和 DL-异亮氨酸。为探索较佳的拆分条件，

考察了金属离子的种类和浓度， 缓冲溶液的种类和浓度， 流动相的流速和 pH值

对 CSP-l 拆分效果的影响 。 实验得到铜离子作为中心金属离子和磷酸盐作为缓

冲、溶液 ， 且磷酸盐缓冲溶液为 0.02 mol/L 时拆分效果较好， 但不同对映体拆分时

其流动相的流速是不同的， 以异亮氨酸为研究对象，得到流动相 pH对拆分效果

也有影响。 根据 CSP-l 的拆分经验，探讨了 CSP-2 对氯苯那敏拆分影响因素，

得到较佳拆分条件是: 铜离子浓度 0.7 mmollL 、 缓冲溶液浓度 0.01 mo!JL 、 流动

相 pH=7 .0 和柱温 35 .C，在此条件下氯苯那敏的分离度 R=2.85 ， 超过标准分离

度。

在合成出的两种固定相中， CSP-2 对拆分手性药物氯苯那敏的效果优于

CSP- l， 而 CSP-l 在拆分对映体的数量上要优于 CSP-2。

关键词 : L-苯丙氨酸; L-脯氨酸: 手性配体交换色谱固定相 : 拆分



Abstracit 

Abstract 

Through the study of life sciences, people found the enantiomers have different 

physiological and pharmacological activity in a living body. The significance of chiral 

separation is to explore pharmacological and toxicological activity of drugs, and to 

prepare drugs of low toxicity and low side-effect. ln the current the High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) has become the most effective way to separate 

chiral Drugs. The chiralligand exchange chromatography stationary phase is the most 

effective means of separating underivatized amino acids, and is used widely for its 

environmental protection and better economy. 

In this article, two new bonded chiral ligand-exchange chromatography 

stationary phases of L-phenylalanine chiral ligand-exchange chromatography 

stationary phase (CSP-l) and L-proline chiral ligand-exchange chromatography 

stationary phase (CSP-2) had been synthesized by using 3-aminopropyl 

triethoxysilane reagent and trigonal cyanuric chloride as the link arm, and using silica 

gel as the carrier. We also got specific conditions of synthesizing the two chiral 

stationary phase. Then the chiral stationary phases were characterized by elemental 

analysis, thermal analysis and infrared analysis, and the experimental data showed the 

new stationary phase of CSP-l and CSP-2 is success to synthesis. 

The CSP-l has separated five pairs of enantiomers: DL-Malic acid, 

DL-lsoleucine, DL-Tryptophan, DL-Valine and DL-Chlorpheniramine. The effect of 

resolution on the type and concentration of the metal ions and the buffer solution, 

flow rate and pH of the mobile phase were systematically investigated in the 队"'0

stationary phase that have already synthesized. Through the experiments we obtained 

the central metal ion of copper ions and phosphate buffer solution is the best choice, 

and the preferable concentration of phosphate buffer solution is O.02mollL. But when 

separating different enantiomers, the flow rates of mobile phase are different. We 

obtained the pH has effects on enantioseparation by studying the amino acids of 

isoleucine. Based on the experience of separation of CSP-l , the effect of separating 

II 



Abstracit 

chlorpheniramine was systematically investigated by using CSP-2. The better 

conditions of separetion of CSP-2: the concentration of copper ion is O.7mmol/L, the 

concentration of buffer concentration is 0.01 molfL, the pH of mobile phase is 7.0 and 

the temperature of column is 35 .C. Under these conditions, the separation of 

chlorpheniramine is R = 2.85, and is higher than the standard resolution. 

In the two stationary phases, CSP-2 is better than CSP-l on enantioseparation of 

chlorpheniramine, but in the number of separeting enantiomers the CSP-l is superior 

the CSP-2. 

Key Words: L-phenylalanine; L-proline; chiral ligand-exchange chromatography 

stationary phase; separat 
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绪论

1 绪论

1. 1 手性拆分的意义

自然界中手性现象是普遍存在的 ， 在天然的产物中手性物质是以单一的对

映体形式存在，这种现象称为手性优择(Chira1 preference)，手性优择是自然界的

一种天然属性。例如 : 构成生物体内蛋白质的左旋氨基酸，构成生物遗传物质

的核酸右旋 DNA，以及新陈代谢中所涉及的酶、受体和载体等都具有相应的手

性[1]。所以当具有手性的物质进入人体内时，将受到人体内手性受体、酶和载体

等不同的识别，由于手性物质的 D 型和 L 型或是 S 型和 R 型具有不同的空间结

构 ， 在人体的机理作用中对映体之间会有不同的药动学和药效学作用。而外在

则表现出不同的生理反应， 甚至毒副作用[2-3] 。

发生在卜个世纪 60 年代的"反问停" 畸形儿事件最能宣示了不同对映体有

不同的药理活性，甚至毒副作用 。"反应{亭"的化学名称是沙利度肢(Thalidomide) , 

其分子中只有一个手性中心，对于孕妇其 R-异构体具有镇静和安眠的作用[41 ，

但是其 忌异构体则会致使胎儿畸变。其最终导致的结果是大约有 12000 例的畸

形儿出现。 此外还有许多类似的手性药物: 手性药物青霉素肢，它的 s-异构体

是抗关节炎药，但是 R-异构体却是突变剂，在者手性药物乙肢丁醇， 它的 s， s­
异构体有抗结核菌的作用，而 R. R-异构体却能导致失明。同时还有其他手性药

物，如:心得安、嗣基布洛芬、氯霉素和多巴盼丁胶等，它们不同的对映体也

具有不同的药理活性和生理作用。鉴于此，在 1 992 年美国食品药物管理局(FDA)

规定了手性药物研发的相关政策， 要求在美国上市的所有消旋体手性药物 ， 必

须对其不同对映体的药理作用做出说明。我国也对手性药物方面的研发和应用

做出了相关规定(5)。近几年 ， 由于酶催化和不对称合成的发展， 出现了许多新型

的手性药物[6-7)。由于手性药物较好的医疗作用，使得含有手性中心的手性药物

在世界市场中所占的比重不断上升 ， 资料显示，几乎所有的天然药物以及半合

成的药物都是手性的 ， 且全世界目前正在合成的药物中至少有三分之二是含有

手性中心的。随着手性拆分的不断发展，使得市场上的单一手性对映体药物所

占比重逐渐增大，在 1999 年，据统计在世界市场上单一的手性对映体药物达到

11 50 亿美元 ， 占当时世界市场药品总额的 32% 0 2001 年单一对映体药物在世界

市场容量为 1470 亿美元，占世界药品市场 4100 亿美元的 36% ， 2002 年，全球
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单一对映体手性药物销售总额为 1600 亿美元(8) 。

尤其是近几年手性药物研究更快、生产周期更短，直接促使单一对映体的

手性药物在世界药物市场上所占的份额持续增加。新出现的手性药物所涉及的

药动学和药效学更为复杂和广泛 ， 所以进行手性拆分实现对映体的分离其意义

在于探究其药理、毒理活性并制备低毒、低副作用的药物。 由于手性药物优越

的医疗效果和持续增长的市场比重，所以实现对映体的分离和单一对映体药理

作用的研究存在巨大的经济效益和社会效益，同时亦可促进与手性有关的化学

行业和生物行业的发展。

1.2 手性拆分方法

于性对映体的分离一直都是生物、化学等行业需要迫切解决的技术难题(9) 。

尤其是近几年出现了许多新型的手性药物，也从侧面促进了手性分离技术的发

展 ， 逐渐发展形成了多种拆分外消旋体的方法，如结晶拆分法、化学拆分法、

微生物酶拆分法、膜技术拆分法和色谱拆分法等拆分技术。不同的拆分方法有

不同的应用范围 ， 但是其中色谱拆分法由于良好的选择性和在现性成为应用范

围最广和最有效的拆分手段。

1.2.1 结晶拆分法

结晶拆分法是利用对应异构体不同的空间结构与自身或是加入的纯对映体

产生不同的作用力，从溶液中结晶出来或是先后结晶出来的不同晶体而实现手

性对映体分离的方法。手性药物的结晶拆分法按结晶过程的不同可以分为直接

结晶法和间接结晶法(10)。直接结晶法是由 PASTEUR 在 1 848 年发现的 ， 通过放

大镜，用慑子直接挑选出由外消旋酒石酸盐水溶液结晶出的不同形状的晶体，

而实现了外消旋酒石酸盐对映体的拆分， 具体的操作过程如图 川 所示。 在实际

的操作中通过直接结晶法而实现对映体分离的外消旋体是非常少的。而间接结

晶法是在饱和的外消旋体溶液中加入与之对应的纯的对映体，通过缓慢降温同

种的对映体将析出，从而达到手性对映体的分离。 间接结晶法相对于直接结晶

法具有较广的应用 。

结晶拆分法具有操作简单、 成本低等优点 ， 并且对有些对映体可实现大规

模生产 ， 但是由于自身的局限性， 它很难实现广泛的应用。
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图 1. 1 直接结晶法实验过程图

1.2.2 化学拆分法

含有活性官能团的外消旋分子，可与某种手性剂反应生成非对应异构体，

由于反应生成的非对应异构体有不同的反应活化能，因而手性剂与各对映体会

有不同的反应速度。通过不足量的手性剂反应掉反应快的那部分对映异构体 ，

利用非对映异构体之间不同的化学、物理性质进行分离，之后再将衍生化的对

映体还原，这就是化学拆分法。整体上来看化学拆分法更适合于拆分酸或是碱

的对应异构体，运用此方法拆分对映体必须找到与之相配的酸或是碱的旋光手

性剂，常用的旋光碱有: 奎宁、马钱子碱等，常用的旋光酸有: 酒石酸、梅脑­

ß-磺酸等[川] 。

化学拆分法在一些对映体拆分方面得到广泛应用 ， 但是其本身也有一定的

限制 : (1)所形成的非对应异构体，经过分离后容易还原为原对映体; (2) 所

生成的非对应异构体本身要有较为明显的物理、 化学性质，易于进一步的拆分。

(3) 所需的旋光拆分剂廉价且易于回收。化学拆分法整个分离过程冗长且部分

对映体产率通常不高， 因而难以满足现代手性拆分研究的需要。

1.2.3 微生物酶拆分法

酶具有不对称活性中心以及高度立体专一性，利用此性质可以选择性的与

一个对映体发生作用 ， 而与另一对映体不作用或是作用缓陵，从而达到分离手

性对映体的目的，这就是微生物酶拆分法。利用氨肤酶成功地分离出制备抗菌

素类药物的重要中间体 D-苯基甘氨酸[ 12]。用氨肤酶水解醋酣乙酌化的外消旋苯
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基甘氨酸， D-构型的航肢不变，只有 L-N-乙默化苯基甘氨酸被水解为 L-苯基甘

氨酸， 至今 ， 用酶法可 以拆分绝大多数氨基酸得到旋光纯的对映体。 现今广泛

应用于手性对映体拆分的酶有: 转氨酶、 蛋白酶、 酷酶、脂肪酶等。

生物酶拆分法反应条件温和，反应温度通常在 0-50.C ， 并且反应操作简便。

最主要的是反应过程无毒无害对环境不会造成污染， 可以 100%回收所得单一对

映体， 因而该方法适合于规模化生产。由于酶筛选困难和生物催化法拆分向有

机介质发展等原由 ， 因此微生物酶拆分法也有一定的局限性。

1.2.4膜技术拆分法

模拆分技术因其易于连续化控制 、 耗能低， 因而具有大规模工业化生产的

潜力。模分离技术渐渐成为科研工作者研究的热点。膜拆分法可分为液膜拆分

法和固膜拆分法两部分[1 3· l 41 ， 固模拆分法: 待分离的对映体与具有手性识别能

力的选择剂通过分子问的空间结构、引力或是斥力相互作用，由于对映体有不

同的空间结构，因而不同的对映体与J2!l择剂有不同的作用力，作用力弱的在固

相模上保留的时间短，相对的则较长，从而达到分离的目的。常用的手性选择

剂有环湖精，冠酿等(1匀。液模 : 在手性对应体中液模对其中一种异构体相对于另

外一种对映体具有更强的亲和力 ， 通过选择性萃取原理达到拆分的目的。相对

于固相模， 液模的稳定性差、 使用寿命短等缺点， 在工业应用中有一定的限制。

手性膜拆分虽然方法简便经济且传输速度快但稳定性较差，无法同时实现高通

量和高分离因子， 因而不能满足工业化生产的需求[16] 。

1.2.5 色谱拆分法

色谱拆分法相对于结晶拆分法、化学拆分法和微生物拆分法等，由于其良

好的在现性和选择性并且易于自动化操作成为最有效的分离对映体的手段。到

目前为止常用的色谱分离有: 液相色谱法(HPIC)[ 171 ; 气相色谱法(GC)[ 1 8J ; 毛细

管电色谱法(CEc)l 1 91 ; 超11备界流体色谱(SFC)[20J ; 薄层色谱法(TLC)l2 1 1 ; 电色谱法

(CE)l22]。其中液相色谱法由于其独特的优点，在色谱法中应用范围最广。对映

体拆分就是利用对映体之间的不同活性转化为非对映体而实现拆分或是在手性

选择剂上与对映体建立手性识别关系而实现拆分。根据这一线索 ， 到目前为止，

高效液相色谱法的手性拆分方法可分为: ①间接性法，即手性对映体的衍生化，

选择一种合适的手性衍生化试剂与对映体柱前衍生化，而后用液相色谱进行分
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离。由于衍生化试剂纯度的严格要求以及这个流程的复杂性，利用柱前衍生化

法边过高效液相色港分离手性物质越来越缺乏吸引力。②手性流动相添加剂 ，

流动相中加入手性添加剂有利于在整个体系中形成短暂的非对映体， 有利于提

高手性固定相的识别能力 ， 提高了拆分的可能性。但是手性添加剂法同时也存

在选择剂的大量消耗和在检测上的干扰等缺陷 ， 在大量生产时成本较高。③直

接拆分法，利用合成的手性固定相直接对手性物质进行拆分 ， 所用流动相有正

向流动相和反向流动相两种方式。由于操作简便和成本低廉，此方法应用最广。

直接拆分法依赖于通过共价键键合或物理吸附于载体上的手性分离剂对对映体

产生的相互作用而实现的分离。

发展到今天， 高效液相色谱手性固定相己经相当成熟， 很多手性柱己经实

现了商品化， 概括来说可分为: 氨基酸类手性固定相[23) 、 蛋白质类手性固定相[24) 、

环糊精类手'性固定相[25)、糖类手性固定相[26) 、 大环类手性固定相[27)和冠状脏类

手性固定相(28)等。其中糖类的手性固定相可以拆分多达90%的外消旋体。高效液

相色谱法因其易于操作、高灵敏度和使用范围广等优点而得到广泛的应用 ， 在

药物研究、 生物工程、 生命科学， 遗传工程以及食品检测等领域是不可或缺的

工具。

1.3 氨基酸类手性固定相

氨基酸在自然界中广泛存在 ， 值得一提的是在自然界中大部分的氨基酸是

以左旋的形式存在(甘氨酸除外 ) ， 造就了氨基酸的来源广泛并且价格低廉， 正

因为如此氨基酸成为合成手性固定相的天然手性源。以氨基酸为手性源的手性

固定相有相当一部分实现了商品化， 利用正向色谱法或是反向色谱法拆分了大

量的对映体， 是仅次于糖类手性固定相的另一种应用广泛的手性固定相。氨基

酸手性固定相的拆分原理与其它于性固定相的基本相同 ， 即三点作用原理[29] (图

1.2 )，简单来讲就是空间作用力、 分子斥力和分子引力。目前国内外氨基酸类手

性固定相大致可分为以下几种类型 :
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。
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图 1.2 三点作用原理简图

1.3.1刷型手性固定相

刷型手性固定相因其结构而得名，是发展较早和较为成熟的一种手性固定

相。刷型手性固定相具有特定的化学结构， 如需含有 F酸或 F碱的芳香性基团 、

氢键给体-受体基团 、 极性基团或大体积的非极性基团[30叫 ， 这些结构构成了手

性拆分所需的空间结构，引力和斥力作用等。

对此类固定相研究较早的是 Pirkle 课题组， 因其对此类固定相的突出贡献，

刷型于性固定相亦称 Pirkle 手性固定相。 Pirkle 等通过大量的实验对刷型于性固

定相进行了深入的研究，其代表性的手性固定相是以氨基酸为手性源合成的 :

(R)幽苯甘氨酸的 3.5ζ硝基苯甲酷氯(DNB)衍生物 CSP(DNB幽PG CSP)和(R)幽亮氨

酸的 3.5-二硝基苯甲酌氯(DNB)衍生物 CSP(DNB-Leucine CSP)键合到载体上制

成氨基酸手性固定相， 其结构见图 1.3。经过大量的实验验证， Pirkle 等发现它

们在拆分隧基、 炕基或是氨基酸取代的给电子芳香环的对映体时有很好的拆分

效果[34列。同时发现末端基团在手性拆分中扮演着重要的角色， 通过对不同末

端基团的手性固定相的探索 ， Pirkle 总结出在其合成的手性固定相上 3，5-二硝基

苯甲酌氯作为封端基团 ， 在所拆分的手性药物中效果最好。
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(a) DNB-PG 固定相结构图
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(b) DNB-Leucine 固定相结构图

图 1.3 两种氨基酸固定相结构图

C. Daban Haurou 等[39]以具有一定刚性的 L-脯氨酸为手性源，以较强刚性和

耐酸性的硅胶为载体，以 3-氨丙基三乙氧基硅炕(KH-550)试剂为连接臂 ， 通过

键合法合成了四种不同;院基链长和不同分子结构的 L-脯氨酸手性固定相，其结

构式见图 1.4 0 经过多次实验选出适直的流动相，利用核磁共振对所合成的固定

相进行了表征，并说明了固定相与对映体之间产生的斥力和引力作用对手性拆

分的重要性。 通过实验分析比较得出 : 合成的手性固定相良好的空间结构，较

长的炕基链和较合适的封端基团有利于提高手性固定相的手性识别能力 。

I I fI 广飞
-r一o-r一…一寸_j F\ 

。=←←Ol，--v

n=3 CBZ L PRO C3 CSP l 

n= 11 CBZ L PRO C川 CSP2

-ii寸…H一可 1 

n=3 CBZ L PRO C3 CSP3 

n= ll CBZ L PRO Cll CSP4 

图 1 .4 四种脯氨酸固定相结构

Zilin Chen 等(40)同样以硅胶为载体，以甘氨酸为手性源合成了 3，5-二甲基苯
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基甘氨酸手性固定相， 如图 1. 5 。 利用其合成的 7 种不同链长和不同链结构的手

性固定相成功地拆分了八种对映体， 并发现固定相链的长度和含有仲肢的多少

对柱子的手性识别能力有很大影响 ， 但是本文作者发现随着链长度的增加仲肢

对固定相手性识别能力的影响越来越弱。同时还探索了有机添加剂对拆分效果

的影响，发现合适的有机添加剂能够明显的提高手性固定相的识别能力 ， 从而

增加了对映体的拆分几率。

I I H 产=飞
-r一。一广:-!\'l-f-C一rt---N←i一v

，.çP'''飞\

、~/

--(CNû;--

--(012),--

--(CUÛ;-NU--(CU,n--
R飞 一.(CN必一阳一(CN，);一

--(CII，)厂-NI←一(CII山一一

--(CU,h-NU-(CU')6--

--(CN，)IO-NI卡-(CN，)，--

图 1.5 7 种不同结构的 3，5-二甲基苯基甘氨酸手性固定相

Kenichiro Todoroki 等(4 1 )以脯氨酸为手性源合成了 Dress-up 手'性柱 ， 利用此

手性柱拆分了 7 种外消旋氨基酸，并且经过大量的实验得出此柱的稳定性、在

现性和洗脱性都很好， 不仅能用于微量分析，也可用于大量的手性拆分。徐修

容等(42)制备了不同取代基团的手性 L-缴氨酸-毗服型化学键合固定相 ， 发现简单

的航肢固定相完全没有拆分作用 。 此外还有许多工作者在刷型手性固定相做出

了杰出的成果， 如唐琴梅[43]、刘晋销[44-45)和吴邦桂[46]等等。

刷型手性固定相发展到今天，不再是合成固定相去拆分己有的外消旋体，

而是根据要拆分的某种外消旋体结构和特性以及分离原理而设计一个新的手性

固定相，从而实现对这种外消旋体的拆分。同时以氨基酸为手性源合成的刷型

手性固定相以结构简单、合成方便并且有较强的手性识别能力等优点而得到广

泛的应用 。

1.3.2 手性配体交换型手性固定相

1961 年 ， Helfferich 创立了配体交换色谱(LEC)技术，此后经过不断发展，

手性配体交换色谱成为拆分未衍生化氨基酸对映体最有效的方法之一[47] 。 配体
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交换色谱法的分离机制是配位交换 ， 是基于手型配体 、 中心金属离子和被拆分

对映体三者之间形成的三元络合物[48·50] ， 由于对映体之间有不同的空间结构，

因而对映体之间所形成三元络合物会有不同的稳定性，从而产生不同的滞留时

间 ， 正是根据对映体之间不同的滞留时间而实现对映体的分离。同时对映体的

滞留时间与三元络合物的稳定性有关[5 1剖， 三元络合物过于稳定，即对映体与

固定相作用力强，导致对映体出峰时间长或是不出峰。如果不能形成较稳定的

三元络合物，对映体很容易随着流动相流出，也就没有识别作用 ， 从而不能达

到对映体拆分的要求。在配体交换手性固定相中常用于配位的中心金属离子有

Cu2+，Cu+，N户，A矿，Co2+等 ， 不同的金属离子有不同的适用性，但是在大多数的资

料中， CU2+是较常用的中心金属离子。

祝馨怡等[53引]合成了键合型 L-苯丙氨酸手性配体交换色谱固定相和 L-脯氨

酸手性配体交换色谱固定相 ， 见图1.6。 两种固定相都是以 Cu2+为中心配位金属

离子， 利用反相色谱法对对映体进行拆分，有效分离了多种 DL幽氨基酸。并用元

素分析和红外光谱对固定相进行了定性和定量表征。为找到较佳的拆分条件，

详细考察了流动相 pH、 金属离子浓度、 流动相流速、 进样量和柱温等因素对拆

分效果的影响，进一步优化了色谱条件。在 L-脯氨酸手性配体交换色谱固定相

中祝馨怡等合成了不同键合量的 L-脯氨酸固定相，通过对α，氨基酸的拆分， 结

果表明不同键合量的固定相在手性拆分中有很大的差异。

I I ," -r一勺'一{CM-o-cth-02311 P J=\ 
… 、 、 2一飞 f 

L-苯丙氨酸手性配体交换固定相

I I fH 广飞
-r一o-r一叫一←CI12一α←叶飞J

I"IOOC丁

L-ß前氨酸手性配体交换固定相

图 1.6 键合型 L-苯丙氨酸和 L-脯氨酸手性配体交换固定相

陈磊、 万谦宏(56)以涂敷的方法合成 3 种氨基酸衍生物手性配体交换色谱固

定相，成功的拆分了 5 种。"氨基酸，分别是: 日札幡苯丙氨酸、白 帽-3

日 -3-氟苯丙氨酸、 日 -3

夕外r ， 分别对涂敷量、 流动相 pH和中心金属离子浓度等因素进行了探讨， 进一步

优化了色谱条件。发现随着硅胶表面手性配体的负载量增大 5 种自-氨基酸对映
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体的保留因子(k)和分离因子(α)都随之降低。结果表明流动相 pH 对三元络合物

稳定性有很大的影响，同时发现中心金属离子在所合成固定相中有一个最佳的

浓度，偏离这个较佳浓度三种固定相的识别能力都下降。

在手性固定相中载体作为骨架应具有优良的性质，较常用的载体是硅胶 ，

它具有较强的刚性和耐酸性，但是不足之处是在碱性条件下硅胶颗粒会分解，

严重影响了柱子的使用寿命。马桂娟等[57列]以 PGMA/EDMA 为载体，分别以 L­

脯氨酸和 L异亮氨酸为手性源合成两种手性配体交换色谱固定相，拆分了十几

种 DL-氨基酸，可在较高的 pH 下对两种氨基醇类药物进行拆分，是硅胶基质配

体交换色谱固定相无法满足的。近年发展起来的点击化学被付春梅等(59)应用于

手性配体交换色谱固定相的合成，对其稳定性和分离能力进行研究 ， 表明点击

化学具有很大的潜力。此外黄晓佳(60)和 JIANBJAO MA 等(61 )分别以 L异亮氨酸

和 L-脯氨酸制备了手性配体交换色谱固定相 ， 拆分了十几种 DL-氨基酸， 并且

后者对分离机理进行了探讨。

配体交换色谱技术从建立之初，很快就发展成为手性色谱固定相的重要组

成部分 ， 其主要原因是 : 以氨基酸为手性源的手性配体交换色谱固定相合成简

单 ， 并且所用流动相的组分以水为主 ， 再加入中心配位金属离子和缓冲溶液，

如有必要可以加入有机添加剂(增加手性固定相的识别能力)。配体交换色谱固定

相结构简单和所用流动相单一， 使配体交换色谱固定相具有较强的环保性和较

好的经济性。发展到现在，手性配体交换色谱固定相以成为拆分未衍生化的氨

基酸最主要的手段。

1.3.3 多月太手性固定相

多肤合成无论是在化学还是医学上都有广泛的应用，特别是在医学上单个

的氨基酸或是肤链可作为合成药物的中间休。在手性固定相中多肤同样有重要

的作用，对于一些特殊结构的对映体 ， 单个的氨基酸手性固定相己无法满足拆

分要求 ， 这就需要多个手性中心和手性识别能力更强的多肤手性固定相。在多

肤合成中由于脯氨酸化学结构的特殊性赋予其较强的刚性使其对外消旋体有较

高的选择性(62-64)。因而在多肤手性固定相的合成中手性中心大多是 L脯氨酸。

在多肤的合成中 Junmin Huangl65昨日 Raquel Sancho(66)等以 Fmoc-L-脯氨酸为

手性源，以硅胶为载体，并分别以药甲氧娥基和 3. 5-二甲基苯基为封端基团 ，

利用逐步键合法合成多种不同长度的肤链型手性固定相(图 1.7 所示)。其中
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Junmin Huang 合成的手性固定相在拆分的 53 种对映体中有 31 种对映体实现了

分离， 并与 Whelk 02 柱进行了对比， 发现在拆分的 53 种对映体时其性能是优

于 Daicel AD-H 和 OD-H 柱。通过不同肤链长度的对比发现肤链中脯氨酸单元在

手性识别中起着重要作用 ， 因为单个脯氨酸单元的固定相拆分效果次于多个脯

氨酸单元的固定相。 Raquel Sancho 合成的手性固定相通过 NMR 研究了固定相

的结构 ， 并与其他固定相进行了对比探讨其优缺点。

Fmoc-P陪-(Me)N-(CH2)SCO-N~I(CH2)3Silica (CSP 1) 

Qn〉Ooylv〉JLNH川阻
__ 1 1 .,. 

0 凸 口头。
Fmoc-Pro-Pro-(Me)N-(CHJ);CO-NH(CH2h Silica (臼P 2)

Fmoc-Pro-衍。-HN-(CH2)sCO-N I-I(CHVJSilica (CSP 3) 

Frn∞-Pro-Pro-Pr萨阿时Me)N-(CH必CO-NH(CH2)JSili四 (CSP 4) 

Fmoc-Pro-阶。{EI)N-(CH2)SCO-NH(CI-12hSilica (CSP 到

F01OC-Pro-P陪(o-Pr)N-(CHVSCO-NH(CHV3S il ica (CSP 6) 

F01oc-Yal-Yal{Me)N-(CH1)sCO-NH(CH2)JSilica (CSP 1) 

Junmin Huang孚性固定相

。~þ间。毛)，"'
瞄iL人ö~ ~咂~人AJJ;9

:补 f Jb间

A人夜~ L_j r~_&人d-b-~，;:-;-_O

A牛忖F
JEi恬|唱忐

Raquel Sancho 孚性固定相

图1.7 L-脯氨酸肤链手性固定相

Junmin Huang 等[67)和 Kaname Ohyama 等(68)分别以 L-脯氨酸和 L-苯基丙氨
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酸为手性源， 以键合法合成了多种不同肤链长度的手性固定相(见图 1.8) 0 Junmin 

Huang 以不同的连接臂合成了 7 种不同肤链长度的 L-脯氨酸手性固定相。 jffi过

对 53 种手性药物的拆分， 发现多肤直接键合到 3-甲基氨丙基硅胶合成的固定相

的拆分效果优于以 N-甲基己内航胶为中间桥梁在键合到 3-甲基氨丙基硅胶。同

时在 8 号固定相中流动相为二氯甲炕/正己炕/2幽丙醇时的拆分效果优于流动相为

正己炕/2-丙醇时。 Kaname Ohyama 合成了三种不同肤链长度的 L-苯基丙氨酸手

性固定相 ， 系统讨论了肤链长度对手性固定相分离的影响， 得出对华法令阻凝

剂对映体拆分效果最好的是中等肤链长度的固定相。同时得出固定相中的肤链

是以螺旋结构的形式存在。

I I rJ r ,W / 

一广-1i-(C" 'h-N-~" '，[OT寸

Junmin Huang 固定相

Kaname Ohyama 固定相

图 1 .8 L-脯氨酸和 L-苯基丙氯酸固定相

手性固定相的拆分能力同样受封端基团的影响 ， Pirkle 课题组在这方面也做

过相关的研究， 得出在其合成的手性固定相上 3.5-二硝基苯甲航氯作为封端基

团 ， 在所拆分的手性药物中效果最好。 Junmin Huang 等[69]和 Zhi Dai 等[70]以 L­

脯氨酸为手性源利用逐步键合法成功合成不同封端基团的手性固定相(封端基团

的结构见图 1.9)。对外消旋体进行拆分时， 发现不同的封端基团在拆分所收集的

对映体时有不同的拆分能力 ， 鉴于这种发现， 选出 了对所分离的外消旋体有最

强识别能力的封端基团 。 得出具有空间结构的封端基团拆分能力相对较强。

12 
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可丫时 q;如守

七气 7:恼了
Junmin Huang 固定相封端基团

町〉、0iLQ R. 平了 H -f. 
CSPl CSP 2 CSP 3 

J了 马由 r 芯 i3 哥
CSP 4 CSP 5 CSP6 CSP 7 CSP 8 CSP9 

Zhi Oai 固定相封端基团

图1.9 固定相封端基团结构图

大多数的手性固定相均以单键合壁的形式合成， 而 Wenjian Lao 等川合成两

种类型的固定相， 一种是双键合臂的手性固定相 ， 另外一种是单键合臂的固定

相。通过对外消旋体的拆分， 发现双键合臂的手性固定相拆分能力强于单键合

壁固定相 ， 并且双键合臂的手性固定具有很强的稳定性。二维液相对分离复杂

手性样品是一种非常重要的技术， Meiyun Xue 等(72)以苯基甘氨酸为手性中心，

通过引入叠氨基合成二肤手性固定相 ， 并与 C18 柱连用形成二维的反向色谱手

性固定相。研究正明这种二维的固定相有很强的拆分能力 ， 并且强于单个的二

肤手性固定相。 此外还有许多工作者作出了突出成果，如 : J unmin Huang 等[73-74)

在以氨基酸为手性源合成十多种手性固定相，对蔡盼实现了有效的拆分， Raquel 

Sancho(75] 、 Ye Bao(76]和 Junmin Huang(77]等在多肤手性固定相的合成中取得了不

少研究成果。

由于生物工程、 生命科学等的发展， 多肤合成技术已经非常成熟 ， 多是以

王树脂为载体通过逐步键合的方法进行多肤合成， 而后分离提纯。多月太手性固

定相的合成亦可以借助上诉的方法， 使此种固定相的合成简便易行。多肤手性

13 
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固定相相对于单个的氨基酸手性固定相具有较强的手性识别能力 ， 解决了一些

简单手性固定相不能实现的难题。多肤手性固定非日本身也存在一定的限制 : 并

不是所有的多肤都具有较强手性识别能力 ， 在现有的资料中应用最多的就是 L­

脯氨酸。尽管如此多肤手性固定相仍在手性固定相中占有重要地位。

1.3.4其它含氨基酸的手性固定相

氨基酸由于含有天然的手性中心和广泛的来源，不仅用于合成简单的刷型

手性固定相或是多肤手性固定相等，还可以通过键合法反映到聚合物、环糊精

或是纤维素等物质上。 由于环糊精和纤维素等本身就有手性识别的能力，因而

键合上氨基酸之后合成的手性固定相对外消旋体的拆分能力更强。

聚合物手性固定相是一种聚合的大分子手性物键合或是涂敷到载体上而制

成的手性固定相 ， 聚合物手性固定相具有结构复杂、 空间作用力强等特点。 M.

Mizanur Rahman 等[78-79)以 L苯丙氨酸衍生物为手性源合成一种聚合物手性固定

相。 此固定相与 ODS-p 柱相比虽表面覆盖率低且;院基链不规则，但由于 π-π 键

的相互作用对多环芳:怪(PAHs)有较强的拆分能力。同时 Atsuomi Shundo 等(80) 以

L-丙氨酸为手性源合成的聚合物手性固定相对 PAHs 也有较强的拆分能力。环糊

精手性固定相是研究比较早和比较成熟的一种手性固定相，冯宝玉销等(8 1 ) 以甘氨

酸衍生化环糊精键合硅胶制成环糊精手性固定相。考察了丹磺酌化氨基酸异构

体、苯丙酸类药物等的分离性能，研究了流动相中甲醇浓度、 pH 以及柱温对色

谱保留行为的影响。 杜祖银(82)以(L)-DNP-氨基酸修饰 β环糊精合成环糊精于性

固定相，并对其性能进行评价。孙立权(83)合成书氧叛基苯丙氨酸环糊精衍生物

键合硅胶固定相，并对此固定相进行表征，实现了硝基苯盼和氨基苯盼对应异

构体的分离。

发展到现在手性固定相种类更多，结构更为复杂，相对应的手性识别能力

也持续增加。尤其是糖类手性固定相在整个手性固定相中占有重要位置，现知

对应体中有 90%可用多糖手性固定相拆分。相信以氨基酸为手性源键合到多糖

类物质上合成手性固定相拆分能力将有明显提升。
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1.4 本文研究内容及意义

1.研究意义

绪论

不同空间结构的对映休，在人体内的机理作用中表现出不同的药动学和药

效学作用，而外在则会有不同的生理反应，甚至毒副作用。手性分离的目的是

制备低毒 、 低副作用的药物，而目前手性色谱法是拆分对映体较为有效的方法。

本文以苯丙氨酸和脯氨酸为手性源合成手性配体交换色谱固定相 ， 并对对映体

进行分离。

2. 主要研究内容

本课题的研究目标是: 合成以氨基酸为手性源的手性配体交换固定相，并

对外消旋体有效的拆分。 具体来说就是以硅胶为载体，以 3-氨丙基三乙氧基硅

炕和三聚氮氧为连接臂， 合成一种新型的键合型双齿型 L-苯丙氨酸手t生配体交

换色谱固定相和 L-脯氨酸手性配体交换色谱固定相。为确定固定相成功合成，

通过元素分析法、 红外分析法和热重分析法对每一步产物进行了定性和定量表

征。手性固定相以匀浆法进行装填。 为验证所合成固定相的性能， 以反相色谱

法对外消旋体进行拆分。为得到较佳的拆分条件，本文探讨了缓冲溶液的种类

和浓度， 金属离子的种类和浓度，流动相的流速和 pH对拆分效果影的响 。

3. 实验创新性

本实验以手性识别能力较强的 L-苯丙氨酸和 L-脯氨酸为手性源，通过具有

特殊三角结构的三聚氮氧为中间连接臂 ， 成功合成了一种双齿型手性固定相。

创新性: ①三聚氯氧特殊的三角结构有利于增加氨基酸的键合量， 从而增加了

固定相的手性识别能力。②三聚氮氧特殊三角结构造就了氨基酸排布的齿形结

构 ， 这种双齿型结构更有利于形成络合物，增加了固定相的拆分能力。③本文

以键合法合成出两种新型的氨基酸配体交换手性固定相，并对多种氨基酸及手

性药物氯苯那敏进行了成功拆分。
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2 CSP-l 的合成及其拆分性能

手性配体交换色谱固定相是手性色谱固定相的重要组成部分，由于其较强

的手性识别能力、较好的环保性以及良好的经济性，在拆分各种对应体中得到

广泛的应用，尤其值得一提的是它是拆分未衍生化氨基酸最有效的手段。手性

配体交换色谱固定相可分为涂敷型[84]和键合型(85)两种，相比较之下键合型有较

多优点 : 合成的硅胶颗粒均匀和固定相稳定等。本实验合成了一种新型键合型

L-苯丙氨酸手性配体交换色谱固定相(CSP-l) 。

本实验以硅胶为载体，以子氨丙基三乙氧基硅;院试剂(KH-550)和三聚氮氧

作为连接臂合成了一种新型的键合型双齿型 L-苯丙氨酸手性配体交换色谱固定

相。硅胶有较强的刚性和耐酸性，是应用范围较广的一种载体， 其中 KH-550 末

端带有活泼性基团氨基，易于与其他基团反应，在键合型子性固定相中广泛应

用，三聚氮氧由于特殊的分子结构可以提高手性选择剂 L-苯丙氨酸的键合率。

L-苯丙氨酸作为手性选择剂具有较强的手性识别能力 ， 这在很多方面己经得到证

明[86-87)。此外对合成的双齿型 L-苯丙氨酸手性配体交换色谱固定相采用红外分

析法、 热重分析法和元素分析法进行定性和定量表征。合成的固定相以匀浆法

装柱，并成功地拆分了五种对应体，分别是 : DL-氯苯那敏、 DL-色氨酸、 DL­

苹果酸、 DL-缴氨酸和 DL-异亮氨酸。 此外为得到较佳的拆分条件，还探讨了缓

冲溶液的种类和浓度，金属离子的种类和浓度，流动相的流速和 pH对拆分效果

影的响。其实验过程如图 2. 1
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| APS-三聚氯低1.

| TG EA IR ←→厂 CSP- l

HPLC 

图 2.1 实验过程图

(其中 TG、 EA 和 IR 分别代表热重分析、元素分析和红外分析)

2.1 实验试剂和仪器

根据以上的实验流程，本论文所涉及的主要试剂列于表 2.1 中 。

表 2.1 实验试剂

名称 级别 生产厂家

硅胶(5 um, 110 Å, 300 时也) 色谱级 郑州|英诺生物有限公司

3-氨丙基=乙氧基硅炕 纯度 99% 阿拉丁试剂

三聚氯氧(Cyanuric chloridede) 纯度 99% 阿拉丁试剂

L-苯丙氨酸、 分析纯 阿拉丁试剂

L-脯氨酸 分析纯 阿拉丁试剂

11比睫 分析纯 天津科密欧化学试剂有限公司

三乙胶 分析纯 广东光华科技有限公司

氢氧化纳 分析纯 天津风船化学试剂科技有限公司

无水硫酸镇 分析纯 天津科密欧化学试剂有限公司

氢化钙 分析纯 阿拉丁试剂

甲苯 分析纯 天津风船化学试剂科技有限公司

甲醇 分析纯 天津风船化学试剂科技有限公司

丙自同 分析纯 天津风船化学试剂科技有限公司

N，N-二甲基甲酷肢 分析纯 天津科密欧化学试剂有限公司

二氯甲;皖 分析纯 天津风船化学试剂科技有限公司
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和烧杯等。

表 2.2 实验仪器

设备 型号 生产厂家

高效液相色谱仪 Agilentll00 Agilent 科技有限公司(美国 )

元素分析仪 JSB-2A 南京第四分析仪器有限公司

热重分析仪 DSC-60 Shimadzu Corporation 

傅立叶变换红外光谱仪 FY-IR200 Thermo USA 

循环水式真空泵 SHZ-D 巩义市英峪予华仪器厂

PH ì十 PHS-3C 上海宏盖仪器公司

真空干燥箱 DEF-6020 上海精宏实验设备有限公司

电子天平 TE6101-L 赛多利克斯仪器(北京)有限公司

电动搅拌器 D8401-ZH 天津市华兴科学仪器厂

2.2 CSP-l 的合成

本实验以化学键合法合成双齿型 L-苯丙氨酸手性配体交换色谱固定相 ， 具

体的合成路线如下图 2.2 所示
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图 2.2 CSP-l 合成路线

2.2.l硅胶的表面处理、活化和除水

(1) 硅胶表面处理和活化

硅胶巨大的比表面积赋予了硅胶很强的吸附能力 ， 未经处理的硅胶表面有

吸附的金属离子(铁 、 铜等)，所以硅胶处理的目的就是除尽硅胶表面吸附的金属

离子 ， 使硅胶表面的控基尽可能的裸露出来，从而提高单位比表面积硅;院偶联

剂的键合量。具体步骤: 将 5.0 g 硅胶和 1 mol/L 的盐酸加入到三口烧瓶中， 60 oC 

下电动搅拌 12 h，抽滤用纯水洗涤，在洗涤的过程中纯水与硅胶的分离我们用

自动沉降法，当硅胶绝大多数沉降至烧杯底部时， 但l掉上层液体，重复上述操

作直至硅胶洗到中性， 最后一次洗涤用减压抽滤， 最后 120 .C真空干燥。这种

做法的目的是除去粒径较小的硅胶， 尽可能的使硅胶颗粒均匀 ， 装柱之后的固

定相才不易产生沟流的现象，以提高柱效。

(2) 硅胶的除水

硅胶因为有较大比表面积的特性， 赋予其较强的吸附能力 ， 简单的真空干
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燥很难除尽硅胶含有的水分，同时硅炕试剂非常容易与水反应，因而必须想办

法尽可能减少硅胶内部含有的水分。本实验选用共沸除水法，实验装置如图 2.3 。

需要注意的是: 整个装置不能完全密封，以防止内部压力过高导致爆炸。为解

决这个问题，在双口烧瓶上安装了一个气球，避免内部压力过高也防止甲苯挥

发。

具体的操作步骤是: 将 120 ml 的甲苯和氢化钙加入到带有冷凝管的三口烧

瓶中， 100 .C下回流 10 h，目的是使甲苯中含有的水全部与氢化钙反应。之后

常压蒸馆出无水甲苯。将蒸馆出的 100 mL 甲苯和 5.0 g 硅胶加入三口烧瓶中(图

2.3 所示) ， 在 120 .C 的条件下共沸 ， 当有 20 mL 的共沸物蒸铺到双口烧瓶时停

止加热， 冷却到室温以便进行下一步反应。

图 2.3 硅胶共沸除水装置( 1 瓶口 ; 2 气球)

2.2.2 氨丙基硅胶(APS)的合成

本实验所涉及的反应大部分要求在无水的条件下进行 ， 因而试验装置应该

是密闭的， 防止外界水分进入实验装置内部而影响反应结果。鉴于此设计了如

下图 2.4 所示的反应装置。本实验装置所有的接口处都是密封的。具体的操作是:

当溶剂和反应物全部加入到三口烧瓶后，打开氮气瓶并调节流量， 使右边的烧

杯中有气泡缓慢的出现，即防止了外部水分进入实验装置，同时也避免氮气流

量过大使溶剂随着氮气挥发。
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图 2.4 实验反应装置( 1. 氮气瓶; 2. 搅拌桨 ; 3. 球形冷凝管)

向含有干燥硅胶和甲苯的三口烧瓶(本章节 2.2.1 所得)中加入4 ml 的 KH-550

和 0.1 ml 的毗吭 ， 其中口比睫作为催化剂使用。在 110 .C 的条件下， 搅拌反应 14

h ， 整个过程在氮气保护下进行。反应结束后， 产物冷却抽滤， 依次用甲苯、 甲

醇和丙酣洗涤， 过夜真空干燥得 APS(如图 2.2 中 A)。

2.2.3 APS-三聚氯氢的合成

将 100 ml 的甲醇和过量的无水硫酸镇加入到带有冷凝管的三口烧瓶中 ，

70 .C下回流 10 h，目的是使甲醇中含有的水全部转变为硫酸镇的结晶水。之后

常压蒸馆出无水甲醇。其中七水硫酸镇失去结晶水的温度是 150 .C ， 一水硫酸

缺失去结晶水的温度是 200 .C ， 因而在蒸馈的过程中不用担心硫酸镇结晶水失

去， 而使甲醇再次含有水分。

将 2.2.2 小结得到的 APS 和 80 ml 干燥的甲醇加入到带有冷凝管的三口烧瓶

中(实验装置如图 2.4)， 而后加入 0.6 g 三聚氮氧， 在 70 .C搅拌反应 6 h， 整个

过程是在氮气保护下完成。反应结束， 产物直接热抽滤， 用无水甲醇洗涤三次，

得所需产物 APS-三聚氯氨(如图 2.2 中 B) 。

2.2.4苯丙氨酸纳盐的合成

将一定量的氢氧化纳溶解到 50 mL 的甲醇中 ， 缓慢滴加到装有甲醇和等物
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质的量的苯丙氨酸的三口烧瓶中(此过程一定要缓慢进行，以防止碱性过高使苯

丙氨酸消旋)[881，磁力搅拌，反应 0.5 h。蒸馆出甲醉， 70 .C真空干燥， 得到产

物苯丙氨酸纳盐。

2.2.5 CSP-l 的合成

0.6 g 苯丙氨酸制盐、 产物 B 和 80 ml 干燥的甲醇加入到 250 ml 干燥的三口

烧瓶中(实验装置如图 2.4)，反应条件与小结 2.2.3 同，真空抽滤，依次用 DMF

和纯水洗涤， 70 .C真空过夜干燥，得所需产物 CSP-l(如图 2.2 中 D)。

2.3 CSP-l 的表征

2.3.1 APS 的表征

热重分析: 空白硅胶和 APS 在同等条件干燥，测得热失重结果如图 2.5，可

知空白硅胶的热失重是 1. 182%而 APS 的热失重是 7.4 18% ， 因为实验产物 APS

经过大量有机溶剂洗涤，所以未反应的 KH-550 己经洗掉， 可以确定键合上的

KH-550 的热失重约是 6.236%，说明 KH-550 己经成功地键合到硅胶上。
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图 2.5 热重分析图(a : 空白硅胶热重图 ; b: APS 热重图)

~M 

元素分析 : 为对产物进一步的表征， 我们对合成的 APS 做了元素分析表征，

结果 : C, 2.57%; N, 0.96%; H, 0.69%。从理论上来说， 硅胶表面的经基浓度约为

8.3 umoVm2 ， 但是由于空间位阻的原因 ， 最多只有 50%的泾基能参加反应即 4.15

umol/m2 o 本实验反应按照单分子层计算，所以硅胶表面的覆盖率 V可用下面的

公式计算:
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v ~ [(扑。 15 x如叫 x 1贮 54.68%

W为元素分析氮含量即 0.96%

M为氮元素分子量

所以硅胶表面的覆盖率是 54.68%，由硅胶的覆盖率可以计算得到经基的反

应浓度为 2.269 umol/时， 有文献报道单分子层娃基的键合浓度一般为 2-4

umol/m2[89]，计算得到的数据在理论范围内 ，说明该键合反应是按照单分子层进

行的 。

2.3.2 APS-三聚氯氧的表征

热重分析: 产物 APS-三聚氯氧和 APS 在同等条件下真空干燥，测得两种产

物的热失重结果如图 2.6，从图中可以看出产物 APS-三聚氯氧的总热失重量是

12.625%，减去 APS 的热失豆， ~IJ为键合上三聚氮氧的热失重~IJ 5.207% 。 因为

产物在处理过程中经溶剂多次洗涤， 一些非键合上的三聚氯氧和其他杂质基本

上清洗掉了。所以可以认为合成的产物 APS-三聚氮氧中三聚氮氧的热失重约

5.207%。
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图 2.6 热重分析图(b: APS 热重图; C: APS-Cyanuric chloridede 热重图)

元素分析: 经元素分析第二步实验产物 APS-三聚氮氧的结果是 : C, 4 .3 1%; N, 

2.25%; H, 0.81 %， 结合上一步的元素分析结果我们可以计算出氨基的反应率 V
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CSP-l 的合成及其拆分性能

WA为产物 APS 氮元素含量即 0.96%

WB为产物 APS-三聚氯害〔氮元素含量即 2.25%

M表示氮元素的分子量。

在产物 APS 中氨基的反应率较低， 原因是硅胶本身的空间位阻， 阻碍了反

应的进行，同时三聚氮氧本身特殊的平面结构也加大了空间阻力，进一步增加

了反应进行的难度。

2.3.3苯丙氨酸纳盐的表征

红外表征: 如罔 2.7 分别为苯丙氨酸(阁中 A 所示)和苯丙氨酸纳盐(阁中 B

所示)红外图。在苯丙氨酸中氨基的红外吸收峰为 3500-3000 cm- 1 的中等双峰，

在图 2.7 中 A 可以明显看出。并且氨基酸中竣酸的嫩基伸缩震动出双峰: 1600 

左右的反对称震动峰和 1400 cm- 1 的左右的对称震动峰。当氨基酸成盐后 3100

cm- 1 左右的吸收峰变宽形成一个大峰如图 2.7 中 B ， 并且在 1600 cm- 1 和 1400 cm-1 

附近形成两个酸根峰比竣酸中的碳基峰分为明显。由此可以判定所合成的产物

就是苯丙氨酸纳盐。
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红外图(A: 苯丙氨酸; B: 苯芮氨酸饷)
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2.3.4终产物 CSP-I 的表征

热重表征: 产物 APS-三聚氯氨和终产物 CSP-l 在同等条件真空干燥， 测得

热失重结果如图 2.8，从图中可以看出 C钮-1 的总热失重量是 15.262%，减去产

物 APS-三聚氮氧的热失重量，则为键合上苯丙氨酸纳盐的热失重量即 2.637% 。

因为产物在处理过程中经溶剂多次洗涤， 一些非键合上的苯丙氨酸纳盐和其他

杂质基本上清洗掉了。所以可以认为合成的 CSP-l 中苯丙氨酸纳盐的热失重量

约为 2.637% 。
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热重分析图(c : APS-Cyanuric ch loridede 热重图 ; d: CSP-l 热重图)

元素分析: CSP-l 的元素分析结果: C, 5.83%; N, 2.56%; H, 1.25%。 根据上

一步的数据可以计算出三聚氮氧中氯原子的反应率 V
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肌为 APS 中氮元素含量即 0.96%

W8为 APS-三聚氮氧中氮元素含量即 2.25%

WD为终产物 CSP-l 中氮元素含量即 2.56%

M为氮元素的分子量

可知三聚氯氨中氯原子的反应率为 48.06% ， 原因有三点， 一是苯丙氨酸为

手性物质，具有一定的空间结构， 对反应造成一定的阻碍， 二是硅胶本身也有

一定的空间阻碍，使反应难以进行，三是反应是固液反应使两反应物不能充分
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接触， 最终导致三聚氯氧中氯原子的反应率不高。

红外表征: 如图 2.9 所不 ， 分别为空白硅胶(图中 A)和终产物 CSP-l(图中

B)的红外图。可知无论是在纯硅胶中还是在 CSP- l 中含有最多的键是硅氧键，

而含量最多的基团是硅控基， 在红外图中 3200-3500 cm- 1 为硅醉基， 1110cm- 1 为

硅氧键。在 800-473 cm- 1 为硅胶介孔结构中硅氧键亦可理解为硅胶的特有红外吸

收峰。正是硅胶的特有红外吸收峰掩盖了碳碳键的伸缩震动峰(1250---- 1140 cm-1
) 

和氮氢键的伸缩震动峰(3500---- 3300 cm- 1 ) ， 只能在红外图中看到碳氢键的伸缩震

动峰即 2926 cm- 1 ， 由此可以认为反应是成功地。
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图 2.9 红外图(A : 空白硅胶 ; B: CSP-l) 

2 .4 CSP-l 拆分性能研究

2.4.1 HPLC 色谱条件和分离参数

本文所合成的固定相为手性配体交换色谱固定相 ， 所使用的流动相为反向

流动相。流动相 : 以磷酸纳缓冲溶液、醋酸锁缓冲溶液和醋酸纳缓冲溶液为缓

冲溶液，以硫酸铜 、 硫酸辞、 硝酸镇和硝酸铅为中心金属离子。检测器为 uv检

测器，设定检测波长为 214 nm ， 流动相流速 1 mL/min。柱温设定为 35
0

C 。色谱

柱死时间 to 用 1 ，3 ，5 -三叔丁基苯测定。
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保留因子 kl 和k2分别用如下公式:

kl = (tl - tO)/to 

k2 = (t2 - tO )/to 

to 为柱子的死时间

tl 为第一个峰的出峰时间

t2 为第二个峰的出峰时间

选择性因子α可由如下公式计算:

α= k2/ kl 

分离度 R可由如下公式求得:

R = 2(t2 - tJ/(W2 - Wl ) 

Wl 为第一个峰基线宽度

的为第二个峰基线宽度

2.4.2 装柱和柱子的预处理

本实验采用传统的匀浆填充法装填色谱柱，具体来讲，就是以一种溶剂或

是混合溶剂作为匀浆液，通过超声波使固定相均匀的以悬浮状态分散在匀浆液

中 ， 然后通过顶替液将匀浆液压入柱管中，制备成紧密的、均匀的色谱柱。在

液相色谱中匀浆法看似简单，但是却涉及了胶体化学和流变学的应用。其关键

是在装柱过程中匀浆液中的填料不发生沉降、絮j疑和附聚的现象。在整个操作

的过程中匀浆液的制备是一个重要的因素，匀浆液浓度太浓，匀浆剂不能充分

润湿固定相使固定相充分均匀的分散在匀浆液中，结果可能导致柱子中填料，分

布不均匀。匀浆浓度太稀，这样所需的匀浆槽体积增大 ， 可能导致填料发生分

层的现象，使装填的色谱柱不均匀，易发生沟流的现象。

(1)空柱管的清洗， 理想的空柱管内壁应该是光滑无摩擦 ， 因此清洗柱管时

应小心谨慎，避免内壁留下划痕 ， 否则会使流动相出现沟流的现象，而使色谱

柱出现拖峰的现象甚至单种纯物质出现两个色谱峰。可用去离子水冲洗柱管，

再用丙酬淋洗，而后烘干。

(2)匀浆液的制备， 上面我们已经说过匀浆液的浓度一定要适宜， 有研究表

明，在湿法装柱中所配置的匀浆液浓度有一个较佳值，在 5%- 15%范围内较好
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[90-91)。本实验选择匀浆液浓度为 10% ， 以甲醇为匀浆液， 通过超声波使填料均

匀的分散在匀浆液中，并且无凝聚和分层的现象。

(3)装柱操作 ， 将清洗好的色谱柱通过!螺纹连接到匀浆槽的下端 ， 之后将匀

浆液倒入匀浆槽中 ， 快速将匀浆槽连接到色谱装柱机(如图 2.1 0) 。 以甲醇为顶替

液， 在 37MPa 下压力以脉冲的形式装填色谱柱。装填完成取下色谱柱， 用小刀

刮去色谱柱上端多出的填料， 之后接上色谱柱头，并标记流动相流动方向 ， 色

谱柱装填完成。

柱子的预处理: 新合成的固定相在装柱之后并不能直接进行下一步的拆分

实验，必须对柱子进一步处理。将含有 1 .0 mmol/L 的某金属离子的水溶液作为

对柱子的预处理流动相 ， 以 1.0 mLlmin 的流速流经手性柱子， 持续 2.0 h，之后

关掉泵让柱子中的流动相静止 4 h ， 而后在重复一次以上的操作。这种做法的目

的是使固定相中含有一定量的金属离子， 在进行固定相的拆分实验中易于形成

三元配合物，从而易实现对映体的分离 ， 也达到了冲洗柱子的目的 ， 使后续操

作中色谱基线快速达到平稳。在本实验中讨论了多种金属离子对拆分效果的影

响 ， 因而在流动相中的金属离子要更换时一定要再次重复上面的操作 ， 确保固

定相中金属离子彻底的转变成目的金属离子，以免影响拆分实验结果。

流出被体一一一一一+

图 2.1 0 高效液相色谱匀浆装柱机
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2.4.3 CSP-I 拆分影响因素

利用本文合成的双齿型 L-苯丙氨酸手性配体交换色谱固定相对五种外消旋

体(如图 2.11 所示(l)DL-氯苯那敏(Chlorpheniramine) ， (2)DL-色氨酸(Tryptophan) , 

(3)DL-苹果酸(malic acid) , (4)DL-缴氨酸(1-2-Amino-3-methylbutyric acid) , (5)DL­

异亮氨酸(Isoleucine))进行拆分，为了得到较佳的拆分条件，探讨了金属离子的

种类和浓度， 缓冲溶液的种类和浓度，流动相的流速和 pH 对拆分效果的影响。

1 

O 

HO、 J飞.)-1..

y 、，.... 'OH 

o OH 

3 

J丫上o
NH2 

5 

"" 

2 

NH. 

n 
4 

图 2.11 拆分对映体的结构

2.4.3 .1 金属离子种类对拆分效果的影响

OH 

在配体交换色谱手性固定非目中常用于配位的金属离子有 Cu2+ ， Cu+, N户，

A矿， Zn2+, Co2+, Pb2+等。 本实验选出相对较为常用的四种金属离子 Cu2+ ， Ni2+, 

Zn2+和 Pb2+作为研究对象， 探讨它们在所合成的 L-苯丙氨酸手性配体交换色谱

固定相中对消旋体拆分的影响并选出较佳的配位金属离子。由表 2.3，可以看到

Ni2+和 Pb2+作为配位金属离子加入到流动相中后 2 号 、 4 号和 5 号对映体没有出

峰， 而是滞留在柱子内部， 并且 1 号和 3 号对映体的出峰时间相比于配位金属

离子为 Cu2+时较长。当加入的配位金属离子为 Zn2+时， 2 号和 4 号对映体没有出

峰，且其它三种对映体的出峰时间相比于配体金属离子为 Cu2+时较长。但是当

29 



CSP- l 的合成及其拆分性能

以 Cu2+为配位金属离子时， 所拆分的物质全部出峰，出峰时间短而且有较好的

分离度。 配体交换色谱手性固定相的拆分原理是: 金属离子与固定相和拆分对

映体形成三元配合物 ， 所形成的三元配合物在流动相中有一定的滞留作用 ， 正

是因为对映体之间所形成的三元配合物稳定性不同 ， 从而形成不同的滞留，而

实现对映体的分离，如图 2.12 所示。

"III1UlJ 

。

图 2. 12 手性配体固定相分离机理图

由于不同金属离子有不同的半径和轨道排布，因而所形成的配合物稳定性

不同， 导致具有不同的滞留时间。正是因为N户， Zn2呀日 Pb2+与固定相和拆分物

质形成三元配合物过于稳定，使部分消旋体不能随着流动相流出柱子，却滞留

在柱子内。而以 Cu2+为配位金属离子所形成配合物的稳定性适中，所以相对其

他三种金属离子 Cu2+作为配位金属离子在本实验所合成的固定相中无论是在分

离度还是在分离时间都是较优的。

表 2.3 不同的金属离子对对映体拆分的影响

Cu2+ 2 112+ Ni2φ Pb2φ 

kl k2 α R k l k2 α R kl k2 α R kl k2 α R 

2.04 4.43 2. 19 1.52 4.40 6.48 1.47 1.07 3.78 6. 12 1.61 0.98 2.83 3.5 1 1.24 1.14 

2 4.88 5.92 1.21 0.77 

3 1.64 2.40 1.45 0.98 2.82 4.11 1.46 0.77 3 .55 5.03 1.42 0.8 1 5.73 5.73 1.00 

4 0. 16 0.40 2.50 0.47 

5 0.26 1.24 4.70 1.30 1.18 1.68 1.43 0.48 

色谱条件 : 0.3 mmol/L 的金属离子在 0.02 mol/L 磷酸盐缓冲、溶液中 ;pH=4.S; 流速 1.0 ml/min; 

检测波长 2 14 nm; 柱温 3S.C

2 .4.3 .2 Cu2+浓度对拆分效果的影响

由上面的结果可知 : 在本实验所合成的柱子中用 Cu2+作为配位金属离子所
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得到的拆分效果最好。 为找到较佳的拆分条件， 本文就 Cu2+的浓度对拆分效果

的影响进行了验证。由图 2. 1 3 可以看出铜离子的浓度对拆分效果有很大影响 ，

在所拆分的五种消旋体中 l 号 ， 3 号和 5 号对映体的分离度随着铜离子浓度的增

加而增加 ， 但是由于所选流动相体系的限制 ， 同时考虑到铜离子过高会产生拖

峰现象和检测器响应值的变化。在所选定的流动相体系中对这三种物质的拆分

最适铜离子的浓度是 0.7 mmol/L。但是对 2 和 4 号消旋体的拆分随着铜离子浓度

的增加 ， 前者拆分效果增加不是很明显而后者分离度明显降低甚至最后都没拆

分开。这是因为随着 Cu2+浓度的增加， 三元配合物的量也会增加 ， 使得所分离

物质的保留增强促进了拆分， 但当 Cu2+达到饱和之后三元络合物存在如下的平

衡:

[α(AA )Ls] + 白2+ 件 [Cu(AA)t + [CuLs t 
M表示所拆分的对映体

Ls 表示手性配体

由上述平衡式可知，如果继续增加 Cu2+浓度 ， 平衡向右移动，不利于形成

三元络合物，从而降低了所拆分对映体的分离度。因而在选择 Cu2+浓度时应根

据实际情况而定， 如果 Cu2+浓度没有达到饱和值时， 所拆分对映体的分离度己

经标准分离度 R二三 1.5 ， 则没有必要在增加铜离子浓度。

1.2 

1.0 

0.8 
::.: 

0.6 

OA 

0.1 

0.0 

~I ~ 03 ~ ~ O~ V 

tJu2牛conccnlrRlI ol1{mmol L) 

图 2.1 3 铜离子的浓度对拆分效果的影响

(色谱条件: pH=4.S 的 0.02 mol/L 的磷酸盐缓冲溶液+Cu2飞流速: 1.0 mL/min; 检测波长:

214 nm; 柱温: 3S.C) 
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2.4.3.3不同种类缓冲溶液对拆分效果的影响

在前面的实验中得出流动相中金属离子的种类和浓度对拆分效果有很大影

响 ， 鉴于此，本小节探讨了不同的缓冲溶液体系对手性物质拆分的影响。本实

验选择磷酸盐缓冲溶液体系，醋酸纳缓冲?在液体系和醋酸锁缓冲溶液体系作为

研究对象，并调节流动相 pH=4.5，以铜离子为配体金属离子，探讨缓冲溶液体

系对拆分效果的影响 ， 并选出较佳的缓冲?在液体系。经过实验验证得到如下表

2.4 所示结果 ， 由表可知三种缓冲溶液体系所拆分的五种对映体出峰时间相差不

大 ， 说明在这三种缓冲溶液体系中所形成的三元络合物稳定性相差不大。但是

流动相以醋酸锁和醋酸纳缓冲溶液体系为缓冲溶液时 ， 拆分五种消旋体有两种

消旋体没有拆分开，并且对其他三种对映体的分离度也不是很高， 而磷酸盐缓

冲溶液体系无论是在拆分的数量， 还是在对映体的分离度都明显的优于醋酸制

和醋酸接缓冲溶液体系。可能的原因是: 醋酸根是弱电解质，本身参与了与铜

离子的络合竞争， 形成了如下所示的平衡:

向2+ + M- + Ac- 件 [α(AA )ACL

Cu2
+ + CL- + Ac- 件 [CucLAcl

[α(AA)AcL + [1αωcl 忡 [Cu{AAXCL)1- + 向2+ + 2Ac­

AA"表示所拆分的对映体

CL.表示固定相

m 表示流动相

s表示固定相

醋酸纳缓冲溶液或是醋酸镀缓冲溶液浓度增加 ， 伴随着醋酸根的浓度也在

增加，由第三个平衡式可知平衡会向左移动，则相应形成的三元络合物的量就

会减少 ， 因为在配体交换色谱中三元络合物的形成是拆分的必备条件 ， 因而其

结果是对对映体的拆分效果降低。在所选定的三种缓冲溶液体系中磷酸盐缓冲

溶液体系最适合应用于 L-苯丙氨酸手性配体交换色谱固定相的流动相中。
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表 2.4 不同的缓冲恪液体系对拆分效果的影响

磷酸敖 醋酸接 醋自受制

k l k2 α R k l k2 α R k l k2 α R 

2.04 4.43 2.19 1.52 2.4 1 3.23 1.34 0.54 2.48 3.12 1.26 0.78 

2 4.88 5.92 1.21 0.77 4.52 5.46 1.21 0.69 4.60 5.80 1.26 0.71 

3 1.64 2.40 1.45 0.98 1.57 2.25 1.43 0.85 0.35 0.49 1.40 0.86 

4 0.16 0.40 2.50 0.47 0.17 0. 17 0. 16 0.16 

5 0.26 1.24 4.70 1.30 0.24 0.24 0.21 0.21 

色谱条件: pH=4.5 的 0.02 mol/L 的磷酸盐缓冲溶液体系/醋酸锻缓冲溶液体系/醋酸制缓冲溶

液体系+ 0 .3 mmollL Cu气流速: 1.0 mL/mill1 ; 检测波长 : 21 4 nm; 柱温 : 3 5 .C 

2.4.3.4缓冲溶液浓度对拆分效果的影响

本小节选择手性药物氯苯那敏为研究对象探讨了磷酸盐缓冲溶液的浓度对

分离效果的影响 。 选定了三个磷酸盐缓冲溶液浓度点，分别是: 0.01 mol!L、 0.02

mol/L 和 0 .05 mol!L， 得到实验结果如图 2.14。由图可知磷酸盐缓冲溶液浓度在

0 .02 mol/L 时分离度 R=1. 52 优于其它两个浓度点，因而可以得到磷酸盐缓冲溶

液对形成的三元络合物也有一定的影响，也像 2.4.2 .3 小节探讨的一样，但是磷

酸盐缓冲溶液相对于醋酸类缓冲溶液对三元络合物的影响要小，这也是为什么

同等浓度的磷酸盐缓冲溶液拆分效果要优于醋酸类缓冲溶液，从这一点也说明

了为什么许多实验中选用磷酸盐缓冲溶液作为流动相添加剂。
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图 2.1 4 缓冲溶液的浓度对拆分结果的影响

(色谱条件 : pH=4.S 的磷酸盐缓冲溶液+ 0.3 mmollL Cu2+ ; 流速 : 1.0 mLlm in ; 检测波长 :

214 nm ; 柱谊: 3S.C) 

2 .4.3 . 5 流动相 pH 值对拆分效果的影响

流动相 pH 值对拆分效果有明显的影响 ， 在许多配体交换手性固定相的文章

中都有一定的探讨[92·93l，这是因为流动相 pH对固定相表面由金属离子、固定相

和拆分对映体形成的三元配合物有显著的影响。本实验选定 5 号对映体为研究

对象，选择三个 pH 点 ， 分别是 pH=4. 5 、 pH=5.0 和 pH=6.0 ， 所得结果如图 2.15

所示。从图中可以大致看出一个趋势， 那就是随着流动相 pH 的增加 5 号对映体

的分离度也随着增加， 但当达到一定值时随着 pH 的增加 5 号对映体的分离度就

会降低。这是因为在流动相中 ， 氨基酸的阴阳离子与两性离子在水溶液中存在

一定的平衡， 如下所示:
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由上述平衡可以看出 5 号对映体的存在形式一定层度上取决于流动相的

pH，可知所形成的三元络合物通常是由中心金属离子与未被质子化的竣基和氨

基构成， 在上述所示的平衡中可以看出增大流动相 pH，伴随着 R-N险 的浓度也

会增加，更有利于形成三元络合物， 提高了对映体拆分的机率。有研究结果表

明，流动相中 pH越接近中性越容易形成三元络合物[94]。但是流动相中 pH 较高，

形成的三元络合物过于稳定也不利于拆分，因为过于稳定的三元络合物延长了

对映体出峰时间甚至不出峰而保留在手性固定相中 ， 降低了手性固定相的识别

能力 ， 从而影响了手性固定相的拆分性能。可以得出在配体交换手性固定相中

对所拆分的对映体有一个较合适流动相 pH ， 在这个 pH 下对映体拆分效果最好。

(d) 

pH=4.5 

.. .. >> 

(e) pH=5.0 

>> .. 

AH
, 

，
，
.
飞

pH=6.0 

.. .. .… 
图 2.15 pH 值对拆分结果的影响

(色i普条件: 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲溶液+ 0.5 mmo l/L Cu气流速: 1.0 mL/min; 检测波长:

214 11m; 柱温: 35 .C) 
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2.4.3 . 6 流动相流速对拆分效果的影响

流动相流速的改变，对拆分物质的分离度也有一定的影响，由表 2.5 得出随

着流动相流速的改变所拆分的对映体出峰时间和分离度也随之变化。由 l 号对

映体可以出，在流动相流速为 0.5 mLlmin 时其影响因子大于流动相流速在 1.0

mLlmin 和 0.7 mLlmin 时，但是其分离度却是小于两者。 主要原因是当流动相流

速较小时所拆分的对映体产生了拖峰现象，减小了分离度。 4 号对映体在流动相

流速较小时没有实现分离，可能的原因是:在此固定相中 4 号对映体的分离度

本来就不高，流动相流速较小时产生了较为严重的拖峰现象，使得对映体没有

拆分开。但是流动相流速的改变对 5 号对映体的影响确恰恰相反，在流动相流

速较小时其分离度却是大于流动相流速较高时 。 可能原因是 5 号对映体形成的

三元络合物与其他三种对映体所形成的三元络合物相比较稳定相较差，很容易

随着流动相流出，而不易产生拖峰的现象，提高了分离度。

表 2.5 流动相流速对拆分效果的影响

0.5mLlmin 0.7mLlmin 1.0mLlmin 

kl k2 α R kl k2 α R kl k2 α R 

2.16 4.78 2.21 1.37 2.11 4.23 2.00 1.44 2.04 4.43 2.19 1.52 

2 5.12 5.98 1. 16 0.54 4.52 5.46 1.21 0.61 4.88 5.92 1.21 0.77 

3 1.98 2.5 1 1.26 0.56 1.57 2.25 1.43 0.85 1.64 2.40 1.45 0.98 

4 0.23 0.23 0.17 0.37 2.17 0.38 0.16 0.40 2.50 0.47 

5 0.31 1.40 4.51 1.47 0.29 1.34 4.62 1.39 0.26 1.24 4.70 1.30 

色谱条件: pH=4.5 的 0.02 mol/L 的磷酸盐缓冲溶液+ 0.3 mmol/L Cu气检测波长: 214 nm; 
柱温: 35 .C 

2.5 本章小结

本章以手性识别能力较强的 L-苯丙氨酸为手性源，选择较强硬度和耐酸性

的硅胶为固定相载体，选择 3-氨丙基三乙氧基硅炕试剂和特殊三角结构的三聚

氯氟为连接臂，利用化学键合法合成了一种新型的键合型双齿型 L-苯丙氨酸手

性配体交换色谱固定相， 具体合成步骤: (1)氨丙基硅胶(APS)的合成，以硅胶为

载体，以 3-氨丙基三乙氧基硅炕试剂为连接臂，甲苯为溶剂，在 110 .C下搅拌

反应 14 h ， 既得产物。 (2)APS-三聚氮氧的合成， 三聚氮氧和 APS 加入甲醇溶剂

中， 在 70 .C搅拌反应 6 h ， 既得产物。 (3)L-苯丙氨酸纳盐的合成，在 L-苯丙氨
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酸的甲醇溶液中 ， 缓慢滴加低浓度的氢氧化纳甲醇溶液而生成。 (4) 0 CSP-l 的

合成， APS-三聚氯氨和氨基酸纳盐以甲醇为溶剂 ， 在 70 .C搅拌反应 6 h，既得

产物。

通过元素分析、热重分析以及红外分析对手性固定相进行了定性和定量表

征。 利用热重进行了定量分析，得出合成的固定相中 L氨丙基三乙氧基硅炕试

剂、 三聚氯氧、 L-苯丙氨酸的热失重量分别是 6.236% 、 5.207%和 2.637%，说明

反应成功进行。 利用元素分析计算得出每步反应物的反应率，计算得到硅胶表

面覆盖率和氨丙基硅胶中的氨基反应率分别是 54.68%和 67.08% ， 键合 L-苯丙氨

酸时 ， 氨丙基硅胶.三聚氯氨中氯原子的反应率是 48.06%。利用红外分析法对

L-苯丙氨酸纳盐定性表征， 在 1600 cm- J 和 1400 cm- J 附近出现两个中等双峰，说

明反应成功， 并对 L-苯丙氨酸固定相进行红外表征， 在 2926 cm-J 出现碳氢键的

伸缩震动峰。

本文所合成的 L幽苯丙氨酸固定相成功的拆分了五种对映体，分别是 : DL­

氯苯那敏， DL-色氨酸， DL-苹果酸， DL-嫩氨酸， DL-异亮氨酸。为探索较佳的

拆分条件，深入探讨了金属离子的种类和浓度， 缓冲溶液的种类和浓度 ， 流动

相的流速和 pH对拆分效果的影响。首先对金属离子的种类进行了探讨，选出较

为常用的四种金属离子 Cu2+ ， Ni卦 ， Zn2+和 Pb2+作为研究对象， 在确定其他条件

不变的情况下，得出在此固定相中金属离子 Cu2+作为配位金属离子拆分效果最

好。金属离子 Cu2+的浓度对拆分效果也有很大的影响，通过建立金属离子与三

元络合物的平衡关系式， 得出流动相中铜离子的浓度有一个最适点 ， 当超过这

个最适点时 ， 手性固定相对手性物质的拆分能力下降。本文选择了三种常用的

缓冲溶液体系做了初步的探讨， 实验结果表明磷酸盐缓冲溶液对拆分效果最好，

同时以氯苯那敏为研究对象验证了磷酸盐缓冲溶液的浓度的拆分效果的影响 ，

在所选定的三个浓度点中磷酸盐缓冲溶液浓度为 0.02 moVL 时，对映体的拆分效

果最好。在流动相 pH 对拆分效果的讨论中 ， 发现流动相 pH 越高越容易形成三

元络合物， 但并不是流动相 pH 越高拆分效果越好， 在流动相 pH=5.0 时， 5 号

对映体的拆分效果最好。流动相流速太小易产生拖峰显现，在保持峰形美观和

分离度达到要求值的条件下， 适当调节流动相流速的大小。

本手性固定相在经过多次的进样之后其分离效果基本不变，说明本文所合

成出的手性固定相具有较强的稳定性。
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3 CSP-2 的合成及对氯苯那敏的拆分

在 C钮-1 合成的基础上， 本章以较强手性识别能力的 L-H南氨酸为手性源，

并以硅胶为载体，以 3-氨丙基三乙氧基硅炕试剂(KH-550)和三聚氮氧作为连接

臂合成了一种新型的键合型双齿型 L脯氨酸手性配体交换色谱固定相(CSP-2) ，

并对;怪炕基胶类抗组胶药氯苯那敏进行了手性拆分。脯氨酸由于本身结构的特

殊性使其带有一定的刚性和较强选择性， 在许多以氨基酸为手性源的文献中大

多选用脯氨酸作为手性中心[95-96]。所合成的固定相通过热重分析，红外分析和

元素分析进行了定性和定量表征。L-脯氨酸手性配体交换色谱固定相以匀浆法装

柱， 并成功地拆分了手性药物 DL-氯苯那敏(Chlorpheniramine)。为找到较佳的拆

分条件， 本文详细考察了流动相 pH、 中心金属离子浓度和缓冲溶液浓度以及柱

温对拆分效果的影响。本实验的具体流程如下 3. 1 图所示。

兰斗4

| TG EA lR |一→仁亟2

HPLC 

图3. 1 实验流程图

3.1 CSP-2的合成

口ZZ丁

本实验是通过化学键合的方法合成了双齿型L-脯氨酸手性配体交换色谱固

定相(CSP-2) ， 具体的合成工艺路线如图3.2 。
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图3.2 L-脯氨酸手性配体交换色谱固定相合成路线

本实验的合成方法和原料的处理与第二章节CSP-l 固定相的合成相同 。

39 



CSP-2 的合成及对氯苯那敏的拆分

3.2 CSP-2的表征

3.2.1 APS的表征

同2.3 .1

3.2.2 APS-三聚氯氢的表征

同2.3.2

3.2.3脯氨酸纳盐的表征

如图3.3所示，分别为脯氨酸(A)和脯氨酸纳盐(B)的红外图谱。与苯丙氨酸中

的氨基相同 ， 脯氨酸中氨基的红外吸收峰在3500-3000 cm- l处有两个峰， 在图A

中可以明显的看出。并且氨基酸中竣酸的娥基伸缩震动出双峰 : 1600 cm- l左右

的反对称震动峰和 1400 cm- l 的左右的对称震动峰。当氨基酸成盐后 ， 氨基的红

外吸收双峰会疏导影响，在3100 cm-l左右会形成一个较大的红外吸收峰，并且

竣基成盐后竣根的震动峰比竣基的吸收峰较为明显，在1600 cm- l和 1400 cm- l 附

近形成两个中等双峰。 以上描述的特点在图B中都有体现， 说明成功合成了脯氨

酸饷盐。
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图3.3 红外图(A: 脯氨酸; B: 脯氨酸、纳盐)

3.2.4终产物CSP-2的表征

热重分析 : 在同等条件干燥的APS-三聚氯氧和CSP-2测得如图3.4所示的热

重图。由图中可 以看到APS-三聚氮氧和CSP-2的热失重量分别是 12.625%和

15.482% ， 有此可以计算得到L脯氨酸的热失重量约是2.857% 。
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/ ~: 

热重分析图(C: APS-三聚氯氟热重图;已 CSP-2热重图)

元素分析: CSP-2的元素分析结果 : C, 5.71 %; N, 2.62%; H, 1.20% 。 联合上

一步的数据可以计算出三聚氯氧中氯原子的反应率V:

图3 .4
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肌是产物APS中氮元素含量即0.96%

WB是产物APS-三聚氯氨中氮元素含量即2.25%

WF是产物CSP-2中氮元素含量即2.62%

M为氮元素的分子量

由三聚氯氧中氯原子的反应率可知脯氨酸纳盐的反应量不高， 主要原因是

脯氨酸为手性物质 ， 具有一定的空间结构，对反应造成一定的阻碍， 并且硅胶

本身也有一定的空间阻碍，导致脯氨酸纳盐反应量不是很高。

红外分析: 在前面的CSP-l红外分析的己经说明，键合物质的特征峰大多被

硅胶的一些特征吸收峰所掩盖 ， 只能看到碳氢键的伸缩震动峰， 在2926 cm-) 出

现， 由图3.5可以看到。因而可以判定合成反应是成功的 。
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图3.5 CSP-2的红外表征图(A : 空白硅胶 : B: CSP-2) 

3.3 CSP-2拆分性能研究

应用本文合成的CSP-2成功的拆分了手性药物DL-氯苯那敏(图3.6) ， 为得到

较佳的拆分条件，本文探讨了金属离子的浓度，缓冲溶液的浓度，流动相的pH

以及柱子的温度对拆分效果的影响。结合固定相CSP- l 的拆分结论，本实验选择

的色谱条件是: 流动相组成为磷酸盐缓冲溶液和Cu2+ ， 流速1.0mLlmin，检测波

长为214nm，柱温设定为35 0C 。色谱柱死时间to用 1 ，3，5-三叔丁基苯测定。

本实验所涉及的分离参数、装柱和柱子的预处理与2.4.1 和2.4 .2相同。
CI 

~ 

图3.6 DL-氯苯那敏结构式

3 .3.1不同的Cu2+浓度对拆分效果的影响

配体交换色谱手性固定相中常用于配位的金属离子有Cu2+ ， Cu+, N户， A矿，

Zn2+, Co2+, Pb2+等，根据第二章的实验结果，本实验选用Cu2+为中心配位金属 。
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试验结果如图3.7，可以看出随着Cu2+浓度的增加，手性药物氯苯那敏的分离度

也在增加，但是铜离子的浓度增加到一定值时分离度不在增加，甚至有下降的

趋势。根据配体交换色谱手性固定相的拆分原理:金属离子与固定相和拆分物

质形成三元配合物，所形成的配合物对所拆分的对映体形成不同的滞留作用而

实现分离。 并且Cu2+与三元络合物存在如下平衡:

[α(AA)Ls] + 白2+ 仲 [α(AA)J + [CuLs J 
儿4表示所拆分的对映体

Ls表示手性配体

由以上的平衡式可以得到铜离子的浓度存在一个饱和点，在这个饱和点时

手性固定相的识别能力最高，亦即对映体的分离度最高。所以在没有达到这个

饱和点时，随着Cu2+浓度增加有足够多的Cu2+与对映体和固定相形成三元络合

物， 有利于对映体的拆分， 但是当Cu2+浓度超过这个饱和点时 ， 由平衡关系式可

知平衡向右移动， 三元络合物的量减少， 不利手性拆分。

1.4 

1.2 

/-一-.
1.0 

0.8 

2丘

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

lllmoVL 

图3.7 Cu2+离子的浓度对分离度的影响

(色谱条件: pH=4.5的0.02 mollL的磷酸铀缓冲溶液+ Cu气 流速: 1.0 mLlmin; 检测波长:

214 nt曰: 柱温: 30 .C) 

3 .3 .2 缓冲溶液的浓度对拆分效果的影响

缓冲溶液的浓度对拆分效果有很大影响，在前面的实验中己经得到过验证，

但是不同的固定相对外消旋体拆分时 ， 达到较好拆分效果时缓冲溶液的浓度也

不同。本实验探讨了缓冲溶液的浓度对拆分效果的影响，目的是找到较佳的缓

冲溶液浓度，实验结果如表l所示。 可以看出随着缓冲溶液浓度的降低，手性药
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物氯苯那敏的分离度却是在增加(表 1)。可知磷酸盐虽然是强电解质，但是在较

高的浓度时也可以与铜离子在溶液中形成沉淀，所以可能的原因是较高浓度的

缓冲溶液中酸根离子参与了金属离子 、 对映体和固定相之间的配位络合 ， 形成

了如下所示的平衡。

白2+ + AA- + PP唰 件 [Cu(AA)ppl

Cu2+ + CL- + pp- 件 [ααppl

[Cu(AA)ppl + [cuCLPpl 件 [Cu(AAXCL)}S' + 向2+ + 2PP­
AA"表示所拆分的对映体

pp-表示磷酸根离子

CL-表示固定相

m表示流动相

s表示固定相

当缓冲溶液的溶度过高时，由第三个平衡式可知平衡会向左移动，降低了

三元络合物在固定相中的含量，从而降低了手性固定相的手性识别能力。因而

由上面的平衡方程式可以得到磷酸盐缓冲、溶液有一个较佳浓度，在这个浓度时

手性药物氯苯那敏的分离度最高，偏离这个浓度时，对氯苯那敏的拆分效果都

会有所降低。

表3.1 缓冲溶液的浓度对拆分效果的影响

kl k2 (l R 

0.005 mol/L 3.98 7.46 1.87 1.81 

0.01 mol/L 4.18 8.19 1.96 2.37 

0.02 mol/L 3.72 7.00 1.88 1.89 

0.05 mol/L 5.90 6.72 1. 14 0.85 

(色谱条件: pH=4.5的磷酸制缓冲溶液+0.5 mmo l/L Cu川流速: 1.0 mLlmin; 检测波长: 214 

nm; 柱温: 30 .C) 

3.3.3 流动相pH值对拆分效果的影响

在一定拆分条件下流动相分别为不同pH值时，得到对手性药物氯苯那敏的

拆分液相图谱如图3.8和图3.9所示。可以看到流动相pH=7.0时氯苯那敏的分离度

R=2.05 ， 当流动相pH=4.5时·氯苯那敏的分离度R=1.78 0 由此可以看出在此固定

相中配位主要在氯苯那敏的非质子基团、铜离子与竣基阴离子之间，而形成对

应体配位络合物。较高的酸度对三元络合物的稳定有害 ， 而不利于对映体的拆

分。
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怕
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再

图3 .8 氯苯那敏液相色谱图

(色谱条件: pH=7.0的0.02 mol/L磷酸纳缓冲溶液+0.2 mmol/L Cu气流速: 1.0 mLlmin; 检测

波长 : 214 nm; 柱温: 30 .C) 

>>0 10. 

图3.9 氯苯那敏液相色谱图

(色谱条件: pH=4.5的0.02 mollL磷酸制缓冲溶液+0.2 mmollL Cu气流速: 1.0 mLlmin; 检测

波长 : 214 nm; 柱温: 30 .C) 

3.3.4柱温对拆分效果的影响

柱温对拆分效果的影响如表3.2所示，可知随着温度的增加对映体在柱内的

保留时间减小，可知泪度增加三元络合物的稳定性降低。温度在25 .C时分离度

已经很高，但是由于出峰时间太长在实际应用中有限 ， 在35 .C时分离度较高于

25 .C时，并且出峰时间相对较短。温度较高时不但分离度低而且对柱子有害。

因而对映体的分离应选择适当的温度 ， 35 .C为直。
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表3.2 温度对拆分的影响

k) k2 α R 

25 .C 4.36 6.86 1.57 1.87 

35 .C 3.69 7.05 1.91 1.92 
45 .C 3.51 5.89 1.67 1.39 

(色谱条件 : pH=4.5的0.02 mol/L的磷酸铀缓冲溶液+ 0.5 mmol/L Cu气流速: 1.0 mLlmin; 
检测波长 : 214 nm) 

3.4本章小结

本章以L-脯氨酸为手性中心，以硅胶为载体通过化学键合法成功的合成了一

种新型的键合型双齿型L-脯氨酸手性配体交换色谱固定相。为进一步确定反应是

否成功，选用元素分析、 红外分析和热重分析作为检测手段，对所合成的固定

相进行了定性和定量表征。从实验表征结果可以确定L脯氨酸手性配体交换色谱

固定相合成是成功地。

CSP-2成功地拆分了手性药物氯苯那敏，根据CSP-2的拆分经验，为得到较

佳的拆分条件，本文详细考察了流动相pH、 中心金属离子浓度和缓冲溶液浓度

以及柱温对拆分效果的影响 ， 得出较佳拆分条件是:铜离子浓度0.7 mmol/L、缓

冲溶液浓度0.01 mol/L、流动相pH=7.0和柱温35 .C ， 在较佳拆分条件下CSP-2对

氯苯那敏的分离度R=2.85 。

本手性固定相在经过多次的进样之后分离效果依然没有较大的变化， 说明

本手性固定相具有较强的稳定性。
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4 结论

l 本文以硅胶为载体， 3-氨丙基三乙氧基硅炕试剂和特殊三角结构的三聚氯

氨为连接臂 ， 采用键合法成功地合成出两种新型氨基酸手性配体交换色谱固定

相CSP- l和CSP-2。并得到了两种固定相的具体合成条件 : ①硅胶和3-氮丙基三

乙氧基硅;院试剂以甲苯为溶剂， 在 1l0.C下搅拌反应14h ， 既得APS。②三聚氯氨

和APS加入甲醇溶剂中，在70 .C下搅拌反应6 h，既得APS-三聚氮氧。③在氨基

酸的甲醇溶液中 ， 缓慢滴加低浓度的氢氧化制甲醇溶液而生成氨基酸纳盐。④

APS-三聚氮氧和氨基酸纳盐以甲醇为溶剂，在70 .C搅拌反应6 h，既得CSP-l和

CSP-2 。

2 通过元素、 热重和红外分析，对所合成的两种固定相进行了表征 ， 结果

表明实验所测相关数据与其理论计算值基本相符，表明合成物与设计的日标产

物是一致的，两种固定相的合成是成功的。

3 CSP-l成功的拆分了DL-氯苯那敏， DL-色氨酸， DL-苹果酸， DL-缴氨酸

和DL-异亮氨酸五种对映体， 并且得出 : 铜离子作为中心金属离子和磷酸盐作为

缓冲溶液， 且铜离子浓度为0.7 mmollL和磷酸盐缓冲溶液浓度为0.02 mollL时拆

分效果较好，但不同对映体拆分时其流动相的流速是不同的，以异亮氨酸为研

究对象，得到流动相pH对拆分效果也有影响。 CSP-2在优化出的较佳拆分条件(铜

离子浓度0.7 mmol/L、缓冲溶液浓度0.0 1 mol/L、 pH=7.0和柱温元。'C)下，对手性

药物氯苯那敏的分离度可达2.85 ， 高于标准分离度。

4 CSP-2对手性药物氯苯那敏的拆分分离度明显高于CSP-l ， 且色谱峰形状尖

锐规则 ; CSP-l对其他氨基酸对映体的拆分能力强于CSP-2。

本文为DL-氯苯那敏， DL-色氨酸， DL-苹果酸， DL-缴氨酸和DL-异亮氨酸

的拆分提供了两种新型的氨基酸配体交换手性固定相及其较佳的拆分条件。使

用本文研制的固定相和探索的拆分条件， 可使氯苯那敏和异亮氨酸的分离度超

过标准分离度。
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对今后研究的建议

1 、 本文所合成的两种氨基酸固定相存仕的问题是固定相键合量不高， 征今

后的工作中希望能有所改善。

2、 可进一步研究本文所合成的固定相对其他种类氨基酸的拆分性能。
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致谢

三年时光转眼而过， 回首往昔 ， 实验中的苦恼努力和生活中辛苦欢乐仍历

历在目 ， 在我人生的纸张中写下重重的一笔。在此毕业之际， 我谨向所有一直

关心与帮助我的老师 、 师兄师姐 、 同学以及家人表示最真挚的感谢 !

在这三年的时光里 ， 我最感谢的是导师蒋登高蒋老师 ， 从论文的选题、 实

验方案的确立 、 实验操作以及毕业论文的撰写 ， 都是在蒋老师的帮助和悉心指

导下顺利完成的。蒋老师严谨的治学态度和丰富的专业知识， 在科研实验上给
予了我很大的帮助和指导 ， 同时也使我养成了良好的科研态度 ， 丰富了专业知

识。蒋老师高尚的品质和独到的处世为人的方式使我受益匪浅。同时， 黄明贤

老师对我论文的选题 、 实验方案的确立以及论文的发表给予的很大帮助。在此

感谢课题组的其它老师，在整个科研过程中给予的宝贵意见。在此真诚的感谢

诸位老师 ， 祝老师们工作顺利 ， 身体健康， 全家快乐。

实验的顺利完成还要感谢实验期间帮助我的各位同学 : 田俊峰师兄、 李扬

师兄、张艳伟师姐 、 王影师姐、白银鸽师兄、 高晓强师兄 、 李连杰 、 刘娟 、 王

彦举以及朱进科师弟。尤其要感谢我的女朋友张利敏， 在实验期间给予了我莫

大的鼓励。同时也祝各位同学工作顺利 ， 学习进步。

最后 ， 诚挚对我的家人说声谢谢 ， 寒窗苦读 20 载 ， 是他们给予了我精神和

物质上支持， 使我顺利完成了学业。
再次真诚感谢各位关心我的亲人、 老师以及同学。
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