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高效液相色谱孚性固定梧的研究

I.L一领氨酸一叔了曹先胶型固定相的制备及对映体拆分

徐修容养唐琴梅汪润瑛
t中国科学院上海药物研究所〉

本文报道一种新型手性 L一缴氨酸-叔了酸胶型固定相的制备及用它直接拆分对映体的写

验.实验结果表明，这种手性固定相对外消旋氨基酸衍生物有较好的拆分效果. 洗脱液L扫弄

丙酵的含量对拆分效果有较大影响y 异丙醇的含量增加p 拆分效果下降.拆分样品的结构对总

分离度 CR.)也有一定影响，在四种不同洗脱液系统中， DL-苯丙氨酸衍生物的 R. 都比 DL 颖

氨酸衍生物和 DL-亮氨酸衍坐物小.流量 O.6 "，，2.0mLjmin 时对总分离度无明噩影响.实验

结果也证明P 四种氨基酸衍生物都是 D型的先洗脱.

近年来y 由于微粒硅胶和以它为基质的化学键合固定相在高效掖相色谱中的应用p 使

高效掖相色谱的分离效果更为显著，许多难以分离的异构体、同系物都能获得满意的分离

放果.因此，应用高效液相色谱拆分对映体3 成为色谱工作者极感兴趣的课题.利用对映

体与旋光衍生试剂反应生成非对映异构体p 加上正相或反相色谱分离LM]，可获良好的分

离效果.但这种市法比较麻烦2 需要选择一种旋光化合物进行衍生反应.最近，应用于性

填料(ã-9J 或于性洗脱掖L山l1l 直接拆分对映体的方法引起了广泛的注意p 取得了初步结

果.

在上述分离方法中p 最引人注目的是使用手性固定相拆分对映体3 这种方法操作简

!且可使用-般的正相或反相色谱的洗脱条件，重现性好，可应用于分析或制备色谱­
Frank 等L山报道了数种 ι辙氨酸一酷脑型气相色谱用固定相，其中以 L←蠕氨酸叔了曹先

胶型固定相效果最好，对氨基酸、是基酸、二醇、氨基醇等外消旋体有良好的拆分效果，这

一结果也引起我们的兴趣.

我们设计和制备了一种新型手性 L一蠕氨酸叔丁酷股型化学键合固定相，应用于高

效液相色谱，其结构如 f:

一斗8 ， -0--8i一 (C日2)3NHCO(CH2泣。ONHCHCONH心((~H3h
I 

CH(CH3)2 

以上述手性固定相填充的高效柱3 对外消旋 α一氨基酸衍生物有较好的拆分效果. 我

们还研究了流量和推脱液的洗脱强度对总分离度的影响.

子性固定相的制备途径如下:

1 \，，， 1 佯 l~ H 13 日叫到.本文宵在 1981 年 11 月"中德色谱学术讨论会"上宣读.

• 院 1乱耳〈二工人
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Boo--NH俨∞ι→Bo←NE?∞>NHC(吗)3→阳俨∞>NHO(叫a

CH(CHa)2 OH(CH3h CH(CHa>t 
123 

--一... CeH.，cH2Û2ρ(CBρ正JONHCHα)NHC(CHah

但(西ρ2
4 

LiChrosorb NH2(10μ) 
二争因20闷闷E?∞N叫H仇-一一一

CH(CHa)2 
5 

I I 
→山-8i-(叫山E∞阳山∞NE?E∞NllC(OH3h

I I 
OH(CH3)2 
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Boc-L-绩氨酸 (1) 与叔丁胶缩合得到相应的 B∞-L一额氨酸-叔丁酷胶 (2). 2 与三氟

乙酸反应得ι绩氨酸一叔丁酷股(岛. 3 与琼瑶酸酷氯单苦醋缩合得到 N-ß-苦氧援基丙

酷一ι额氨酸-叔丁酷股份， 4 以 10% 钮炭常压催化氢解，得 N-玻瑞酷-L-辙氨酸-叔

丁酷胶(酌， 6 与 LiOhrosorb NH.Il缩合，即得到所需的手性固定相.

实验

-、仪器和试!lJ

上海科学仪器厂 YSB-2 型往复柱塞泵;日立 2ω-0182 型可变波长紫外可见光检测

器和记录仪，检测波长为 230nm.

氨基酸、正己烧和异丙薛为分析级试剂，所有的 N-乙酷-氨基酸甲醋按一般方法衍

生而成.

二、色谱条件

色谱柱为不锈钢柱，柱长 100m，内径。.5cm. 以四氯化碳为榕剂进行匀浆装柱[131，

压力 400 k:gjom2，拆分用的洗脱液为含不同量异丙醇的己烧溶液，流量 1.3mLjmin 或

2.0mLjmin. 样品溶于异丙醇中，以微量注射器进样.实验温度为 2'7 '" 33
00，以搭剂峰

确定死时间。0) . 

三、 ι缅氨酸-叔T酷肢型固定相的制备

Boc-ι绚氨酸-叔丁耽膀 (2) 20g 1 榕于 70mL 干燥氯仿3 于 1000 以下搅拌滴入

12.8mL 三乙股，然后于 000 以下滴入 7皿L 氯甲酸甲醋，加完后继续于 000 以下搅拌半

小时，滴入 14.8mL 叔丁胶和 50mL干燥氯仿混合液，于冰浴中再搅拌1.5h，反应液用60

mL1N盐酸洗涤3 再用水洗.榕液经干燥后减压除去溶剂，得无色固体p 用异丙醇结晶，

得13.6g2， m. p. 190"， 19200，得率 54% ， [，αUO -12.60 (0. 0.023, OHOla). 
[分析] 014H,ISN,IOS 计算值: 0 , 61.73; H , iO.36; N~ 10.28. 实测值: 0 , 61.93. 

H , 10.52; N, 10.00. 

L-绕在政一叔丁耽膝 (3) 于 000 时将 15mL =:氟乙酸加于 7g2 中p 发热，待大部分

固体溶解后，室温放置 45min，并不断摇振. 然后于 5000 以下减压除去过剩的三氟乙

酸.残余物加入 60mL 冰水，于 000 用三乙胶调节 pH 至 9. 反应液用乙酸乙醋提取，经

干燥后减压除去溶剂，得到 4g 黄色液体 3，不经纯化即进行下一步反应.
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N一β-=f轧#炭基丙 Ø:. -L-绚氨酸一叔丁敢接(') 7g 唬甜酸单韦醋与 6mI:.氯化亚刑

1昆合，待固体全部榕解后室温放置 45min，然后于 3500 以下减压除去过剩的氧化亚飘.

残余物榕于 15mL 干燥氯仿3 于 000 时如入含 4g3 的 35皿L 氯仿榕液，在揽拌下滴入

3.6mL 三乙胶p 搅拌 3h 后放置过夜.经用冰水， 5% NaH003, 2%HOl，冰水洗涤、干燥

}J-i减压除去溶剂，得 6.5g 租制品，用石油酷结晶得 4.5g'， m. p. 10200，得率 50%

(按 2 计算)， [，αJi\0-23.9 0 (0. 0.023, OH013). 

[分析] 0剖H30NlI04 计算值: 0 , 66.27; H , 8.80; N, 7.73. 实测值: 0 , 66.19; 

11 , 8.5,1'); N. 7.89. 

N一成 1白 Ø:.-L一均虱酸-叔丁Ø:. JI安 (5) 2g' 溶于 200mL 无水乙醇，加入 0.5g 10% 

钮堤，在常压F催化氢解，约 3h 反应完毕.过墟，减压除去路剂后得白色固体p 用乙酸乙

醋结晶得 19 无色结晶眨 m. p. 167--16800，得率 67% ， [an6 -48.00(0.0.023, OHOls). 

[分析] 013H 1I4NlI04 计算值: 0 , 57.33; H , 8.88; N, 10.29. 实测值: 0 , 56.96; 

11 , 8.81; N, 10.07. 

L一生搞氨酸-，r.:t_丁耽接型子性周定相 将 12mL 含 19N一起基丁酷亚胶的 DMF 溶液

与 16mL含1.46g 5 的 DMF 溶液混合后加入l.50g 于 5000 减压干燥 8h 的 LiOhrOflorb

NHll . 然后将 4皿L 含1. 2g 二环已基碳二亚腊的 DMF 溶液加于冷却至 000 的上述说合

物，保持。00 搅拌 lh，再在室温搅拌 48h. 过滤，反应物用甲苯、丙酶盈甲醇洗涤p 置于

五氧化二磷干燥器中减压干燥 24h，即得 L-罐氨酸-叔了黠胶型手性固定相.

[分析] LiOhrosorb NHlI实测值: 0 , 7.85; H , 0.78; N, 1.54.ι辙氨酸叔丁

酷胶型手性固寇相 实涮值: OJ 9.28; H , 2.08; N, 2.67. 

结果和讨论

我们首先以 N-乙酷-L一亮氨酸甲醋(N-Ac一ιLeu-OMe) 和 N一乙酷-ι苯丙氨酸

甲醋(N- Ac-L-Phe-OMe)为标准样品，用含 4如异丙酶的己皖摇滚作洗脱液测定柱效，

柱放分别为 5200 板/m 和 5270 板/皿.

我们以 N一乙酷-DL一顿氨酸甲醋(N-Ac-D~"al一υMe)为拆分对象，采用上述出脱

系统，当流量为1.3mL/min 时总分离度 (R.)为 0.57.

为了选择最佳的色谱条件，我们首先研究了流量对岛的影响.实验结果表明，当流

量为 O.6，..， 2.0mL/min 时，流量对马元明显影响(表 1).

使用的拆分洗脱流量为1.3 mLj皿.ll，对保留时间长的色氨酸衍生物则使用 2.0mLf

min 洗脱流量.我们又选择了四种外消旋 α-氨基酸和一种芳兢胶作为拆分样品，氨基酸

制成相应的 N-乙酷-DL一氨基酸甲醋，芳兢胶制成乙酷衍生物.图 1，表 2 表明，洗脱液

中异丙醇含量对领氨酸、亮氨酸和苯丙氨酸衍生物的拆分效果有较大影响. 异丙醇含量

增加p 拆分效果明显下降，当异丙醇含量由 1% 增至 8% 时，亮氨酸的 Rs 由 0.95 降为

0.26. 洗脏液中异丙醇含量对 N一乙酷-Dι色氨酸甲醋(N-Ac-DL-Try一OMe)的拆分

影响不大p 当异丙醇含量由 4% 增加到 10% 时， Rs 只降低 0.12. 异丙醇含量对拆分对

映体的详细结果见表 2.
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表 1 流量对总分离度的影响
(Int!uence of eluting ra切 on resolution) 

高效液相色谱手性固定相的研究 1.3 期

流量(m(FLl/owZE迦za)ω) T4 码 d R! 

2.0 3.52 3.94 1.12 0.51 

1.5 3.48 3.94 1.13 。 .60

1.3 3.52 4.02 1. 1岳 0.60 

1.0 3. 1'.8 3.86 1. 1垂 0.59 

0.6 3.40 3.85 1.13 0.54 

骨校长<þ:10xO.5cm I. D.;T:300C; 检测:DV 300nm; 样品:N 乙敢-DL--缴氨酸甲醋 (N-Ac-DL-Val-OMe);

洗脱液: 96:4 CsH14一ιC3UpH

管按下功l方程计算 Rø 和0:: Rø=1/4[(α-l)/o:J[码/(1+14川、/万，码和I k~ 分别为两种异构体的容量因子，
N 为柱的理论板数.

这种手性固定相对四种外消旋 α-氨基酸衍生物都有一定的拆分效果P 洗脱液中含有

1% 异丙醇时亮氨酸、绩氨酸及苯丙氨酸衍

生物可得最佳的拆分效果，但在此条件下样

品的保留时间较长， DL-亮氨酸的拆分需要

40 分钟(图 2) ，

1.0 

。.8

~ 0.6 

0.4 

'--'--、一一~

4 6 8 

i-C.H,OH Ij& 

图 1 洗脱浪中异丙醇含量对马的影响

(The inf!uence of isopropanol in eluent 
on resolution of enantiomer百)

柱: 10xO. 5cm I. D.; 洗脱液: i-C3HρE 
-OöH14; T: 27"，3300; 流量: 1.3mL/min; 

检测: DV230nm. 

L::,.-N -Ac-DL-Leu-OMe; 
O-N-Ac-DL-Val-OMe; 
.Ä-N -Ac-DL-Phe-OMe; 
• -N-Ac-DL-Tyr-OMe 

二
…

品、一-…

10 2 。

。5 

因 2N 乙曹先-DL-亮氨酸甲醋的拆分

(卫曲。lu挝OD. of N-Ac-DL-Leucine-OMe) 

洗脱液: 99:10sH14→←C3HρH); 其
余实验条件同图 1

10 25 20 15 
t(mill) 

拆分样品的结构对 R， 也有一定影响.在四种不同洗脱系统中，领氨酸、亮氨酸的拆

分效果相似，而芳香类氨基酸 N-乙酷-DL-苯丙氨酸甲醋的拆分效果不及上述两种脂肪

类氨基酸• N-乙酷-DL一色氨酸甲醋在不同洗脱系统中的容量因子 k' 虽然变化很大，但

分离因于"和 R.值却相差不多.当 k' 值由 59.5 降到 11.4 时pα值仅由1.10 降为

1. 09, R. 值由 0.54 降为 0.42. 在我们的实验中，这几种氨基酸衍生物都是 D 型比 L 型

先洗脱(图动，同 Hara 等l7J的结果一致.在上述实验条件下 N-乙酷-Dlr-a-苯乙股完全

不能拆分.

我们在工作过程中，看到 Hara 等m报道了数种 N-酷化-L-额氨酸丙胶硅皖化硅胶

固定相及用它拆分对映体的结果.虽然以 m为单位计算柱效时，我们的柱效与他们的相

近，但从实验结果来看，在洗脱液相同的情况下，我们在 100m 长的色谱柱上得到的 DL-
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表 2 洗脱液组分对拆分 N 乙l.-DL一氨基酸甲醋对映体的影响
(He:lOlution of N-Ac-DL-am皿o acids-OMe using a binary mixture 

∞mp四ed of hexane a矗d isopr叩anol)

参数
(Parameter只)

J)j_,-VDl 

1..82 

2J .4] 

DL-Leu 

25.00 

30.∞ 

DL-Ph" 

25.07 

29.25 

出 I 1. 二) I 1. 20 I 1. ]7 

R , I 0. ，地 I 0.95 I O. 前4

41 卷

7J L-TYI 

←一 I I 十二→一一←'→←一

k~ I 7.60 I 9.21 I 10..6 

!I、:主
k', I 9.00 I 10.85 I 12.2 .. 

a I 1.18 I 1.18 I l. 14 

R 0..川 0..甘 0.64 

k~ τ 4.21) 4.47 5.38 

甚 .88 5.13 5.~1 
!j tÌ :4 

。 1.14 1.15 1. 11 

TIι 0.57 。 .62 O. 斗件

-一一一一-

1/, 1.80 1.70 2.5甘

k l. 93 
9c: :tí 

l.84 2.74 

a 1.07 1.08 1. 0ti 

王; 0.2ï O. 二。 O. 二 1

k 也
~!(i: 10 

。

]( 

54.14 
5~ .46 

1.10 

。.币斗

→、-_→←-

19. ", 
2 1. 7扫

1.11J 

0.50 

10. 2-1 

11.36 

1 , 0\1 

1) 斗二

桩，长: 10xO. 队'山 1. U.j 流量: 1.3 mL/min (色氨酸衍生物洗脱流量:2mL/min)泣':27-:WCj检测:DV 二JOnm.

15 10 5 0 

t(min) 

图 8 三种氨基酸衍生物拆分的色谱图

(Reωlution of N-A巳-DL-amino acids-OMe) 

洗脱系统: 98:2 q卢14-i-C3H70B; 其余条件同图 1

1一.N-Ac-D-Phe-OMe; 2-N-Ac-L-Ph仔-OMe; 3• N-Ac-D-Val-OMe; 

岳←N-Ac-L-Val-OMe; 5• N -.Aa-P-TJÐu-OMe; 6 -N -Ac-L-Leu-ü Jhl" 
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缴氨酸、Dι亮氨酸和 Dι苯丙氨酸衍生物的 α值均高于他们在 200m 色谱柱测得的 α

值.
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CHIRAL ST ATIONARY PHASE IN LIQUID CHROMATOGRAPHY 

1. l'REPARATION OF L-VALINE-t-BUTYLAMIDE TYP}1~ 

BONDJiJD PHASE AND rrs CHROMA'rOGRAPHIC 

CHARAOTERISTICS IN RESOLU'rlON OF ENANTIOMERS 

Xv XIU-RON♂ TANG (~I~-MEI W ANG RUN-YING 

(;:ì ha 'l1 ghai Insti切te oj Materìa Medica , Acaàe刑ω Sinìca)

ABSTRAOT 

A new ohiral chemically bonded stationary phase for di囚的 resolutíon of optioal 

isomers in HPLO was prepared. 'rhe experimental data showed that the clúral 

stationary phase gave good resolu也ion for the race皿ioαamino acid derívativa'ì and 

tha古 there was no :'lignif1can古 infiuence on the reso1ution as 也he elu古ing rate varied 

from 0.6 to 2.0 mL/min. The oontent of isopropanol in ihe eluent signiticantly 

atfeo臼d tho resolution of the enantiomers. '1'he eluent consis也ing of 1% isopropallol 

in hexane gave mo的 favorab1e resu1t, but tho retention 也imes were a li的1e longel ‘ 1 t is 

evident th时也he resolution was also infiuenced by the 的ructure of the so1ute. J L1 a11 

cases, the 1'eso1u挝on of N-Ac-DL-Phe-OMe is lower 由an 他的 of N • Ac-DL-Leu­

OMo and N--Ac干DL斗Tal-OMe. Although 也ho capaci古y facto1' of N-Ac-DL-'J 丁y1'斗 )Mo

variod gro剖1y in differen忘。luting sys也ems，古ho separa古ion fuc七or and roso1u也ion woro 

very 010se. lt was observed 由的 D-a皿ino acid derivatives eluted fas也e 1' thall the 

oorr巳!sponding L-isomers. In the above chromatographic oonditions N-acetyl-DI.-a­

phenyle地ylumiuo could no古 be resolved. 


