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摘 要 介绍了对映体药物的毛细管电泳分离方法的研究近况
。

对于光学异构体的分离
,

有直

接拆分和间接拆分
,

色谱技术已早被人们所采用
,

而毛细管电泳法问世不久
。

本文对直接拆分的四

种模式
:

主客体络合
、

配体交换络合
、

手性胶束包合及蛋白质亲合等研究原理和进展进行了讨论
;
毛

细管电泳间接拆分实为柱前衍生化
,

其关键在于衍生化试剂的选择
,

而在 M E c C 中应用的试剂早已

被 H P L C 法中广为采用
,

故可被参考
。

毛细管电泳手性拆分尚有许多未尽事宜
.

关镇词 对映体
;
毛细管电泳

;
主客体络合

;
手性胶束包合

;
直接拆分

;
间接拆分

光学活性物质广泛存在于 自然界中
,

尤其在药

学领域
,

随着人们对药物生物活性认识的发展
,

手性

药物的拆分变得越来越重要
.

据报道
,

在已知药物中

约有 3 0% ~ 4 0 %是手性的
,

而这些手性药物仅有约

2 0% 以纯对映体销售
,

约 80 % 都以外消旋体的形式

进入市场 〔’ 〕 .

这些外消旋体进入人体后
,

由于生物活

性的差异
,

效果很难预料
.

因此
,

在药物研究中
,

为了

提高药效
,

减少副作用
,

深入研究手性药物的药理
、

毒性和代谢
,

以 及药物生产
、

质量控制
,

都要求提供

准确
、

微量和快速的分离分析方法
,

测定手性药物的

光学纯度
。

色谱技术已被广泛用于手性药物的分离分析
,

其中主要是气相色谱和高效液相色谱:[]
,
G c 的分离

对象仅限于易挥发物质
,
H P cL 则存在费用偏高

、

分

离效率偏低等不足
,

所以 能集高效和应用广泛性于

一身的毛细管电泳技术己受到人们的重视
.

近年来
,

已有不少科学工作者在用毛细管电泳进行手性拆分

中作了探索和尝试
,

取得了许多成果
。

一般来说
,

光学异构体的分离有直接拆分和间

接拆分两种形式
.

直接拆分是 由两个对映体与手性

选择子形成不对称的络合物分子或其他结构
,

产生

不同的物理化学性质
,

从而达到分离的目的
.

间接拆

分是指先将对映体与手性选择子反应生成非对映化

合物
,

使之产生物理和化学性质的差异
,

再进行分

离
.

由于间接拆分复杂而且易产生消旋现象
,

我们主

要对直接拆分方法进行讨论
。

间接拆分仅略予提及
.

直接拆分的几种模式

对于对映体的色谱拆分
,

aD l幼 es h 等曾提出过
“
三点作用理论

”
s[]

,

即在对映体和手性选择子之间

至少存在三个作用点
,

其中一个必须有立体选择性
,

从 而区别两个对映体
.

尽管这一理论存在着相当的

局限性
,

却还是被很大一部分学者用以作为认识色

谱手性拆分机理的一种重要工具
。

但是
,

就对映体的

毛细管 电泳拆分而言
,

至今仍没有一个关于其原理

的统一的说法
,

也尚没有人探讨可否用
“

三点作用理

论
”
对各种现象给予解释

。

下面我们按照 目前学术界

的一般看法
,

从原理角度着手
,

对毛细管电泳直接手

性拆分的四种类型予以介绍
。

1
.

1 主客体络 合

主客体络合是指被分析物 (客体分子 )在空间上

被配合物 (主体分子 )包容形成络合物的过程
.

目前

在 C E 中主要有两类物质用来与对映体形成内络合

物
,

一是环糊精 ( c D )及其衍生物
,

二是手性冠醚
。

环糊精是由多个毗喃葡糖单元以 l
,
4
一

糖昔键形

成的低聚糖
,

至今已分离出六聚
、

七聚
、

八聚和九聚

体
,

分别称为
u 一 ,

卜
, Y一 ,

` C O
。

c D 分子具有中空的载

角锥结构
,

腔 内呈相对疏水性
,

经基在开 口处
,

呈亲

水性
。

由 1n 个葡萄搪单元构成的 c D 分子有 s m 个手

性中心
,

因而作为主体分子能够提供给客体分子一

个良好的不可多得的不对称环境
,

对映体疏水部分

有选择地进入到 C D 空穴中
,

亲水部分与 c D 开 口处
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的仲轻基形成氢键
,

如图 .1[ 1 .

根据两对映体络合常

数的差异达到手性分离的目的
.

不同的 C D
,

其腔尺

寸大小不同
,

因而对与其形成配合物的客体分子大

小有选择性
。

在已有文献中
,

卜C D 用得最多
,

因其价

格相对便宜
,

适合于许多中等大小分子的分离
,

特别

是芳香族化合物
。

表 l 列出了 c D 的部分性质
。

几4一I n 、

卜
` ”

二井
匡二
口仁二{

而

上
lùlee|we仁

.

一
。.。。
:十、

\ 、
~

溥
F i名 1

.

C o n f云g u r “ 一: o n o f U n s
一

a n l i : l u a e 一d 一11一七 r 臼 e 一i o n 认 :一h bC
一

C D

从表中可以看出
,

任 c D 水溶性很差
,

其衍生物如

甲氧基环糊精等的应用可以提高对映体药物如叔丁

喘宁
、

心得安的选择性 s[]
.

另外根据 H p L C 的成功经

验
,

在缓冲液中加入高浓度尿素或采用碱性条件可

以大大提高 卜 c D 的溶解度et]
,

aF an il 等已在这方面

作出尝试 s[]
.

卜 C D 溶解度问题的解决有助于对映体的分离
。

因在一定范围内
,

对映体分离随 c D 浓度增加而增

大
。

w
r
en 等提出一数学模式来讨论 C D 浓度变化对

分离度的影响 ;[]
。

体系中有机溶剂如甲醇
、

乙睛的加

入也将影响分离
,

该文也对此作了较详细的分析
。

其

他影响因素还有离子强度
、

温度等
。

lA tr ia 针对 卜氨

基醉类药物的手性拆分 .[]
.

Khu
n

针对多巴胺兴奋剂

q u i n a g o l id e

的分离都展开了讨论 [ , ] .

G ut mt an 等首次将 C D 引入到凝胶电泳中 l[]
,

在

p H S
.

3 条件下分离丹酞化氨基酸对映体
,

理论塔板

数可达 3 00 0 00 ~ 7 00 0 00/ m
,

该文还给出选择性优

化的模式
,

包括 卜 c D 浓度
、

温度等因素的优化
。

eT ar 比〔’ “〕等提出的 c D
一

M E C C 模式使 c D 进行手

aT b 1
.

oS m . P r o讲 r t云es o f e y e序团 e x t r i n s

C y e ldo e x t r i n 一y琳 u p 丫

M o lce
u 一a r w e i g h t 9 7 3 1 1 3 5 12 9 7

I n n e r d iam
e一e r o f ca

v i t y
.

n m 0
.

4 7~ 0
.

5 2 0
.

6 0~ 0
.

6 4 0
.

75 ~ 0
.

8 3

o u t e r d i a m e t e r o f ca v i t y , n m 1
.

4 6 1
.

5 4 1
.

7 5

oS 护u b i l i t y i n w a t e r a t 2 5亡
.

m o l / L 0
.

1 1 4 0
.

0 16 0
.
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性拆分的范围扩大到亲油性物质和不带电的中性分

子
,

并使选择性进一步提高
.

c D
一

M E C C 模式是在电

泳流和电渗流驱动下
,

被分析物在水
、

胶束和 C O 之

间进行分配
,

使不同对映体因迁移速度差异而得到

分离
。

图 2 为 c D
一
M Ec c 模式作川示众图 尽竹对映

体与胶束和选择子 c D 都发生作用
,

但最终分离还是

取决于后者
.

在此体系中 卜 c D 被认为是最有效的添

加剂 〔’ “
· ” 〕 ,

可用来拆分氨基酸
、

多环芳烃及一些小分

子药物
,

有机试剂及某些手性化合物加 入到 s DS 胶

束
`

1
,
可以提高 i先抒性

。

④ ④

0 刊
,

~ d e t ( 份r 只e l l t ?
e h 一r a l
s c !e e t一, r 导}一
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关于利用 C D 作选择子的部分文献列于表 2
。

K u h n

等[,1 提出用冠醚作选择子
,

冠醚是大环聚

醚
,

中间形成空穴
,

能与大小相当的分子形成主
一

客

体络合物
。

特别是 1 8
一

冠醚
一
6 四梭酸 已被证实为可分

离氨基酸和多巴胺等对映体
,

由于此种冠醚带微弱

aT b 2
.

hC
i r a 址se aP r a t i o n w i t h e y e l团 e x tr i n s

电荷
,

可使游离对映体和络合物淌度差异增大
,

从而

提高分离度
。

和 c D 类似
,

冠醚的分离能力受浓度的

影响
。

通常用 20 ~ 40 m ol / L 较为合适
。

在冠醚作手

性分离时
,

-D 对映体所形成的络合物更为稳定
,

因

此
,

通常在 L
一

对映体之后流出
.

但由于 冠醚毒性较

C h i r a t d r u s

O a n e y l
一
a m i n o a e id

eT
r bu at l i n e an d P r o P r a n o lo l

B r o n C h以」i la t o r

山伸
E P卜川 r i n es

, E Pi n e P h r i n es

C a dr i o v朋 o u la r

T i配。 n a oz le

D n S一 a m i n o 扭 C记

C h l o r a m p抽 n i o l

旧匕r ib t u r a

tes
, a r o m a t i e h y d r o c a r b o n

D ,乙一 e Pi n e Ph r i n es

OP l y e y e l ie a r

咖
a t ie e o m OP u n d

O n -s a m i n o 皿C记

闭sj[sjs[[]兀l2’一斌
.

14
.

,l5
.

叹硕万洲7 5 m m o l / L卜 C D

15 m m o l /L卜 C D,

4 0 m m o l / L 卜 C D + u

are
16 m m o l / L 卜 C D

3 0 m m o l / L 卜 C D

18 m m o l / L D M
一

卜 C D

2 0 m m o l / L 卜 C D

1 0 m m o l / L H P一卜 C D

10 0 m m o l / L 卜 C D + 5 m ol / L u

are
10 m m o l / L 丫一 C D . O M

一

卜C D

3 0 m m o l / L 卜 C D m 5 0 m m o l / L 节 C D

18 m m o l / L D幼
一

卜 C D

4 0 m m o l / L 价 C D

5 0 m m ol / L 卜 C D + 10 m m d / L 卜 C D

大
,

柱效相对较低
,

所以不及 C D 应用广泛
.

1
.

2 配体交换络合

配体交换络合是指中心离子 (如 c u : 干 ,

iN
, + )和

至少两个手性双官能团配体形成蓄合物的过程
。

有

两种可能的分离模式
:
一是一种赘合剂

,

如光学纯的

氨基酸
,

与中心离子形成半络合物
,

手性分离是基 于

两对映体与此半络合物作用的稳定常数的差异
。

另

一种是选择一定鳌合剂浓度
,

使中心离子配位达到

饱和
,

然后被对映休取代一 个分子的赘合剂形成三

元配合物
,

如下式所示
:

[ e L〕
。 ·

[ M〕+ [ e ^ 〕= 〔e L j
。 一

: ·

[ M 〕
·

[ e ^ 〕+ [ e L 〕

式中 cL 为手性鳌合剂
,

M 为中心离子
,

C A 为被

分离手性分子
。
G a ss m an

n

等 sj[ 〕首先以 吞 组氨酸作配

体
,

cu
: 十

作中心离子分离了 10 种丹酞化氨基酸
。

此

后
,

他们又利用 --L 天冬酞
一

吞苯丙氨酸作配体有效地

分离了 l 刁种丹酥化氨基酸
,

并讨论 C u ’ 十
浓度与配体

浓度比值对分离的影响
。

但到 目前为止
,

利用配体交

换络合法进行手性拆分仍只限于氨基酸
,

范围较窄
。

1
.

3 手性胶束包合

在前述 C D
一

M E cc 中
,

c D 和胶束分别溶于水中
,

各自处于独立的悬浮状态
,

与此不同的是
,

采用手性

胶束包容分离对映体时
,

手性中心必须与胶束结合
,

即在胶束中引入手性基团或胶束本身具有手性
。

一

般认为
,

溶质在表面与胶束进行偶极
一

偶极作用
,

并

与胶束中心有疏水作用
。

因大多手性化合物在手性

中心附近有极性基团
,

因此在极性基 团的附近有手

性中心的表面活性剂适用于对映体的分离
,

但溶质

与胶束作用机制仍不很明确
,

我们需要更为详细的

作用模型来预侧手性选择性
.

C o h e n 〔川用十二烷基
-

--L 丙氨酸 (s D A巨 )和 s sD 混合胶束来分离几种氮基

酸
;

OD阮 ih 等 el[ 〕则用 N
一

十二烷酞基
一

-L 绷氨酸 ( S D
-

v al )和 s sD 混合胶束
,

并且认为
,

手性分离是基于对

映体与胶束的手性中心形成氢键来实现的
。

另外
,

作

者还指出尿素和 甲醇的加入可以有效改善峰形和分

离度
。

一些天然的非离子表面活性剂也被用 于对映

体的拆分
。

sQt
u
ka 等比 ]将毛地黄皂贰与 s sD 混合

;
ils

-

he m a[ ” 项lj用甘草酸加 s sD 分离衍生化氨基酸
.

到 目前为止
,

使用得最多的手性胶束是胆汁盐
。

胆汁盐是由最多不超过十个单体组成的小胶束
,

是

一种常见的生物表而活性剂
,

具有先导活性
。

它的结

构完全不同于长链烷基表面活性剂
,

所有的经基基

本位于同一个平面 l二(见图 3)
。

因此
,

这种表面活性

剂既具有疏水 (环状结构 )表面 又具有亲水 (经基
、

氨

基
、

梭基
、

磺基 )表面
,

而它内部的疏水性却没有 S DS

胶束那样强 [ : 书 ] 。

与 卜 c D 不同
,

胆汁盐宜在强电渗条件下使用
,

这也是它常用于 M CE C 的原因之一
,

从这个意义上

来说缓冲液 p H 高比较有利
,

因为高 p H 能增加电渗
。

但是两性介质在高 p H 下易呈阴性
,

降低手性识别的

能力
。

反之
,

低 p H 会使分离时间过长
。

如果被分离对

象的刚性较强
,

胆汁盐所能提供的对映体选择性也

就更强一些
。

eT ar 比 等又将胆汁盐加到 s D6 缓冲液
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中作手性分离
。

其中
,

以牛黄脱氧胆汁盐所显示的效

果最彬
” 一川

C
一

尽、 /
、 以万

吕肖

F姐 3
.

( ^ ) trS cu t u传 fu r

侧 Ia of at u r do e o x y c h Ol a 比

( B ) A 肠 om Ol ce
u l a r a 别犷月姆 t e o f at u rdo eo x y c h o l a t e

1
.

4 蛋 白质亲合

在药物分析中
,

这是一个颇具吸引力的领域
,

用

蛋白质作手性选择子最适合于具有生物活性物质的

对映体拆分
。

和 H P cL 相比
,

这种做法有很多好处
,

一

是样品和添加剂的用量小
,

非常有利于昂贵稀有的

蛋白质或其它生物分子的分离研究
;
二是由于分子

能在和生理条件非常相似的环境中悬浮
,

比起基质

和载体的共价结合来更加准确方便
。

sa dn ar 等 =.[ ]用

牛血清蛋白
、

-a 酸性糖蛋白和纤维素酶作手性选择

子加入到缓冲液中
,

分离色氨酸及几种手性药物
.

作

者认为
,

蛋白质与对映体的作用主要是靠其肤链或

糖单元位盆上有选择地与两对映体形成氢键
。

有机

溶剂的加入会显著影响分离
.

Y an g 等〔, 〕用人血清白

蛋白作添加剂在 10 m in 内完成了色氨酸分离
,

并认

为这种状态将适用于能和人血清白蛋白结合的其它

化合物
.

值得注意的是人血清白蛋白被吸附到毛细

管壁上的量和这种吸附对电渗流的影响
.

实际上 只

要不被管壁吸附
,

不仅是蛋白
,

连 D N A
、
R N A 或者其

它带电粒子原则上都能被用作毛细管电泳的添加

剂
,

作为高选择性的
“

准固定相
”
用于类似于 M cE C

这样的电动色谱技术中
。

但部分是由干蛋白质在管

壁上严重吸附
。

目前开发出的能作手性选择子的蛋

白质种类很有限
,

所以这一领域的工作还未见其他

更多的报道
。

2 c E 间接手性拆分

前已提及
,

本文所指的间接拆分实际上是一种

柱 前衍生
,

柱前衍生的核心是衍 生剂的选择
。

在

H p Lc 中已有许多试剂被用于作为手性衍生试剂
,

其

中很大一部分看来可以用于 M E c c 的手性分离
,

用

于间接拆分的试剂宜具备下列条件
:

1
.

反应快 ; 2
.

产物稳定 ; 3
.

没有消旋 ; 4
.

过剩试

剂对检测没有响应或其响应易于除去 ; 5
.

试剂含有

或可能产生很强的生色基团或荧光基团 ; 6
.

试剂的

两种对映体纯品都能得到而且价格不是太贵
。

毛细管电泳中手性间接拆分的优点至 少有两

条
,

一是如果手性中心十分接近反应中心
,

那么这种

方法将可对手性识别的机理加以预测
;
二是如果试

剂选择合适
,

这种方法可既获得生色基团 又产生手

性选择性
,

一举两得
。

但总体说来
,

和 毛细管 电泳的

直接拆分相比这种方法还是有很多不足之处
,

因此

影响了它的发展
,

这些缺点包括要作复杂的论证
,

反

应可能不完全
,

过剩的试剂分离困难
,

以及大量的额

外样品处理步孩等等
.

已经采用的试剂有 卜氟
一
2

,
4

-

二硝基苯基
一
5
一
L
一

丙氨酸 (aM
r
fe

n

试剂 )
,

2
,
3

,
刁

,
6
一

四
-

氧
一

乙酸基
一

卜 -D 毗喃葡搪
一

异氛酸盐 ( G l代 )和 卜 (9
-

药基 ) 乙基氛仿 ( F L cE )
。

其中 F LcE 几乎具备了上述

所有条件
,

唯一的不足是要用溶剂萃取除去过剩的

试剂
。

这种试剂迅速和伯胺
、

叔胺反应
,

形成带有荧

光的衍生物在 260
n m 有吸收

。

已经用它从一个有三

个手性中心的化合物中分离了 5~ 8 个对映体图〕 。

关于近期发展的几点看法

毛细管电泳手性拆分问世不久
,

发展很快
,

当然

也还存在着不少未尽事宜
,

特别是尚未来得及对大

量的实验结果进行纵横两向的比较和研究
,

寻找能

在更高层次上对现象作更为一般阐述的规律
.

因此
,

在方法的使用上还带有一定的盲目性
,

缺乏更多的

自觉性
。

另外
,

在一些技术问题上
,

也尚有不少不得

不涉及或探讨的课题
.

比如
,

可否参照毛细管气相色

谱的思路将手性选择子涂演或键合到 毛细管壁上发

展出一 系列具有不同选择性的手性毛细管电泳柱并

进行徽量制备的尝试
;

解决选择子随样品一起经过

检侧器能在多大程度上对样品的检出造成干扰等
。

但是总的说来
,

由于 毛细管 电泳技术高效
、

快

速
、

灵活
、

方便
,

特别是可以通过改变选择子的浓度
、

缓冲液的 PH 和离子强度
、

加入有机溶剂等方法极为

方便地改变体系的选择性和分离效率
,

显示了很多

H P cL 所不及的独特的优越性
,

具备了成为手性分离

常规技术的各种条件
,

因此已经并将在今后一段时

间继续成为相关领域学者关心的热点
.
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