
收稿日期:2004-11-08;修回日期:2005-02-05
作者简介:杜国华(1967-), 女 , 河北南宫人 , 博士;谢剑炜 , 联系人 , Tel:010-66931649, E-mail:xiejw@nic.bmi.ac.cn

图 1 罗格列酮钠的分子结构式
Fig.1 The structure of rosiglitazone

sodium
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摘 要:以环糊精及其衍生物为手性选择剂 , 通过优化缓冲液的浓度 、酸度以及采用环糊精的种类和浓度等 ,

建立了罗格列酮钠对映体的水介质和非水介质两种毛细管电泳拆分方法 。 最佳条件为 :150mmol/L

Tris-H3PO4缓冲液 , pH=2.0, 含有1mmol/L β_CD或 DM_β_CD , 10%(φ)甲醇的运行液 , 分离电压为25kV , 检

测波长215nm。也可以使用含有9mmol/LHDMS_β_CD , 20mmol/L磷酸和10mmol/L NaOH的甲醇电泳液 。 两

种拆分体系均实现了罗格列酮钠对映体的基线分离 , 而且拆分效率基本相当 。 方法简便 、快速 , 可作为罗格列

酮钠的手性分离方法 。
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Abstract:HPCE methods for separating and determining the rosiglitazone sodium enantiomers were estab-

lished.The effects of buffer concentration , pH , and the type and concentrations of CDs in the chiral separa-

tion of rosigli tazone sodium were investigated.The buffer solution used in aqueous capillary electrophoresis

(ACE)was150mmol/L Tris-H3PO4solution , pH=2.0, containing 1mmol/L β_CD or DM_β_CD , and

10%(φ)methanol.The voltage applied was25kV , and the detective wavelength was 215nm.In addi-

tion , a simple method for the separation of rosiglitazone sodium enantiomers was described by nonaqueous cap-

illary electrophoresis(NACE)after establishing suitable separation conditions.Under the experiment condi-

tions adopted , the baseline separation of rosiglitazone sodium enantiomers was obtained by the two methods.

The proposedmethods were simple , rapid and accurate , and could be used for the chiral separation of rosiglita-

zone sodium.

Key words:Aqueous/nonaqueous capillary electrophoresis(ACE/NACE);Chiral separation;Rosiglitazone

sodium

目前 , 全球已上市药物中有很大一部分具有手性中心 , 其对映体间的活性存在着较大差异 , 从而显

示出不同的疗效和毒理学性质。 罗格列酮钠(分子结构式如图1)为胰岛素增敏剂 , 用来治疗Ⅱ型糖尿

病 。 研究建立罗格列酮钠的手性分离方法可为其立体选择性代谢研究 , 了解其药理作用 、药效以及临

床研究都具有重要的理论和实际意义 。

高效毛细管电泳具有高效快速 , 简便等特点而被广泛应用于

药物手性分离
犤1～ 3犦

。 其中非水介质毛细管电泳(NACE)被认为是

非常有力的手性化合物分离工具
犤4～ 7犦

。 文献犤8犦通过添加磺化丁

基_β_环糊精(SB_β_CD)和2,6_二甲基_β_环糊精(DM_β_CD)混合

手性添加剂于水介质中 , 拆分了罗格列酮外消旋体 。 本文采用
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单一的中性环糊精 DM_β_CD或 β_CD作为手性选择剂 , 通过均匀设计实验确定了水介质毛细管电泳

(ACE)拆分的实验条件 , 并在此基础上对各实验条件进行了更为系统的优化;另外 , 还采用带负电荷的

环糊精作为手性选择剂 , 建立了罗格列酮钠的 NACE拆分体系。

1 实验部分

1.1 试 剂

手性药物罗格列酮钠由军事医学科学院毒物药物研究所合成 。 α_环糊精(α_CD)、 β_环糊精(β_

CD)、羟丙基_β_环糊精(HP_β_CD)(ACROS产品 , Belgium);2,6_二甲基_β_环糊精(DM_β_CD)(Sigma产

品 , USA);2,3_二甲基_6_磺酸基_β_环糊精(HDMS_β_CD)(Fluka产品 , Switzerland);甲醇 (Fisher公司 ,

USA , HPLC级);实验中其它试剂均为分析纯;所用水为双蒸水。

1.2 仪 器

Agilent HP
3D
CE毛细管电泳仪(美国安捷伦公司)配二极管阵列检测器 , 检测波长190～320nm;未涂

层石英毛细管柱(河北省永年锐沣色谱器件有限公司)犤58.5cm(有效长度50cm)×50μm ID犦;pHM64型

酸度计(丹麦)。

1.3 溶液配制

精密称量罗格列酮钠外消旋体2mg , 用水或甲醇定容至10mL。 水介质背景缓冲体系由150mmol/L

Tris溶液 , 用 H3PO4调 pH至2.0, 加入环糊精使之浓度为1mmol/L。 非水介质背景缓冲体系由适量的

H3PO4和 NaOH溶于甲醇 , 加入 HDMS_β_CD至所需浓度 。 所有溶液经0.45μm微孔滤膜过滤 , 超声脱气

后使用 。

1.4 毛细管电泳实验方法

每次开机后依次用双蒸水冲洗2min , 0.1mol/L NaOH冲洗3min , 再用双蒸水冲洗3min , 最后用运

行液冲洗5min , 两次运行之间用运行液冲洗2min。 采用压力进样 , 进样量为5kPa×4s , 选定合适的

操作电压和适宜的检测波长进行毛细管电泳分析。

2 结果与讨论

2.1 均匀实验拆分罗格列酮钠对映体

选取对手性分离影响较大的因素:背景电解质 pH值 、背景电解质浓度 、环糊精浓度及有机添加剂

含量为4个主要条件 , 每个条件选取6个水平 , 取值如表1所示。

表1 影响因素及对应的水平取值
Table 1 Experimental parameters and related levels

Factors 1 2 3 4 5 6
pH values 2 2.5 3 3.5 4 4.5
Tris concentration c/(mmol·L-1) 50 75 100 150 200 250

β_CD concentration c/(mmol·L-1) 1 3 5 7 9 12
Methanol φ/ % 5 10 15 20 25 30

采用均匀设计 U12(12
10
)表中的1, 6, 7, 9列 , 进行实验安排 , 对罗格列酮钠进行手性分离。

根据均匀设计的实验结果初步确定了较好的分离条件:pH=2, 含 β_CD1mmol/L , 100mmol/L的

Tris-H3PO4缓冲液 , 在均匀实验的基础上对各影响因素进行如下更为系统的优化 。

2.2 背景电解质 pH值的影响

保持均匀实验确定的其它条件不变 , 在酸性范围内选取 pH=2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5, 进行

pH值影响因素的考察 。 结果表明 , 随着pH值的提高 , 迁移时间没有较明显的变化 , 分离度也无明显变

化 。 仅在 pH=4.5时分离度变小。 因此 , 选择最佳酸度为 pH=2.0。
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图2 背景电解质浓度的影响
Fig.2 Effects of Tris concentrations on

chromatographic resolution

图3 不同环糊精对罗格列酮钠对映体
拆分结果

Fig.3 Effects of CD types on chromato_
graphic resolution

图4 β_CD浓度对罗格列酮钠对映体
拆分的影响

Fig.4 Effects of β_CD concentrations on
chromatographic resolution

2.3 背景电解质浓度的影响

在 β_CD浓度为1mmol/L , 10%甲醇存在的条件下 , 控制最佳酸度为pH=2, 进行 Tris浓度的优化(如

图2)。 结果表明 , 随着 Tris浓度的增加 , 迁移时间逐渐延长 , 分离度逐渐增大。 实验选择150mmol/L

Tris浓度为最佳条件。

2.4 环糊精添加剂类型的影响

在 pH=2, c(Tris)=150mmol/L , 10%甲醇的情况下 ,

考察不同种类的环糊精对手性药物拆分的影响 。 实验结

果表明 , β_CD(1mmol/L)与 DM_β_CD(1mmol/L)都可以使

对映体得到基线分离 , 而 α_CD与 HP_β_CD却对罗格列酮

钠没有拆分作用(如图3)。

2.5 环糊精浓度的影响

随着 β_CD浓度由0.5mmol/L逐渐增大到7mmol/L ,

对映体的分离度先由小到大 , 再由大到小直至完全不能分

离 , 其中1mmol/L β_CD浓度条件下分离度最大(如图4)。

但随着环糊精浓度的增加 , 迁移时间明显延长。 在类似情

况下作 DM_β_CD浓度系列实验 , 结果表明其分离度随浓

度变化趋势与 β_CD相同 , 至5mmol/L DM_β_CD浓度时不

能基线分离(如图5)。 这与Wren和 Rowe犤9犦提出的理论相

一致 , 他们认为选定一种手性选择剂时 , 它的拆分浓度存

在一最佳值 , 此时两对映体淌度值的差最大 。

2.6 有机添加剂的影响

缓冲液中添加有机溶剂具有改善峰形 , 提高柱效的效

果 。 因为它可以提高手性化合物的溶解能力 , 降低毛细管

壁的吸附 , 从而减少峰的展宽 , 使柱效提高犤10犦。 本实验甲

醇量的增加对于迁移时间和对映体的分离没有明显的影响

(R s在1.30左右), 但甲醇含量较高(30%)时迁移时间延

长 , 而且分离度变差 (R s=0.80)。 这与Wern犤9犦所得结果

相一致 , 是由于有机溶剂的加入降低了化合物与环糊精内

腔发生作用 , 因而削弱了环糊精与样品结合的能力 , 使选

择性下降。

2.7 电压的影响

实验还考察了电压对罗格列酮钠拆分的影响(如图6),

结果表明随着电压的提高 , 迁移时间变短 , 但当电压较高

时 , 基线噪音较大 , 因此兼顾到迁移时间与噪音两方面因

素 , 选择25kV作为分离电压。

2.8 非水介质毛细管电泳拆分罗格列酮钠对映体

选用紫外吸收截止波长205nm的甲醇作有机溶剂 , 以

带负电荷的环糊精衍生物 HDMS_β_CD作为手性选择剂 ,

采用磷酸和 NaOH 作为背景电解质 , 保持磷酸的浓度 20

mmol/L 不变 , 依次改变 NaOH 的浓度为 5、10、15、20

mmol/L , 来考察背景电解质浓度和溶液酸度的影响。

实验结果表明 , 当 H3PO4和 NaOH浓度均为20mmol/L

时因过饱和导致溶质析出 , 其它3种酸性缓冲溶液中以20
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图5 DM_β_CD浓度对罗格列酮钠对映体
拆分的影响

Fig.5 Effects of DM_β_CD concentrations on
chromatographic resolution

图6 电压优化实验
Fig.6 Effects of applied voltage

on chromatographic resolution

图7 非水介质毛细管电泳体系拆分
罗格列酮钠的电泳图

Fig.7 Electrophoregram of rosiglitazone

sodium enantiomers in NACE

本文在含有20mmol/L磷酸和10mmol/L NaOH的甲

醇介质中 , 分别配制含有 HDMS_β_CD2、5、8、10mmol/L

的运行液考察罗格列酮钠的手性分离情况 。 随着 HDMS_

β_CD浓度的增加 , 对映体的分离效果明显改善 , 当

HDMS_β_CD浓度达到8mmol/L时 , 对映体得到了基线分

离 , 当 HDMS_β_CD的浓度等于10mmol/L时 , 仍然能够

基线分离 , 所以本文选择 HDMS_β_CD的最佳浓度为 9

mmol/L。

在NACE最佳实验条件下 , 通过改变操作参数对罗格

列酮钠进行拆分 , 结果如图7所示。

3 结 论

水介质毛细管电泳采用 Tris-H3PO4缓冲液体系实现了罗格列酮钠对映体的基线分离 , 其中手性选

择剂 β_CD , DM_β_CD对罗格列酮钠对映体具有较好的手性拆分能力 , 而 HP_β_CD不具有手性拆分能

力 。 同时还建立了非水介质毛细管电泳体系基线拆分罗格列酮钠对映体的方法 。 实验表明选用 DM_β_

CD为手性选择剂 , 采用水介质毛细管电泳对罗格列酮钠对映体的分离度可达3.0以上。
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mmol/L H3PO4和10mmol/L NaOH缓冲溶液对罗格列酮钠的分离效果最好(Rs=1.75)。 因此 , 选择此缓

冲溶液作为分离介质 。


