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手性配体高效液相色谱拆分肌肽对映体 
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摘要：目的  建立手性配体高效液相色谱法对肌肽对映体进行拆分。方法  在 Phenomenex chirex 3126 手性色谱柱上，

以硫酸铜为手性配体流动相，考察了进样量、流动相有机添加剂、流速、柱温、Cu2+浓度等因素下肌肽色谱拆分行为和

热力学特性，并初步探讨了溶质在配体手性柱上的识别机制。结果  检测波长在 254 nm，流动相为 2 mmol·L1 CuSO4 水

溶液-乙腈(96∶4)，流速 1.0 mL·min1 可实现肌肽对映体的基线分离。其在色谱柱分离的焓变差值ΔΔHo 与熵变差值ΔΔSo

对手性识别都有贡献，拆分过程为焓控过程。其中 L-肌肽与手性配体及 Cu2+形成的络合物呈现出不稳定性，与典型的构

像异构色谱行为一致。结论  肌肽对映体可采用手性配体色谱法实现基线分离，其中 L-肌肽形成的配位体具不稳定性。 

关键词：手性配体；肌肽；对映体拆分  

中图分类号：R917.101       文献标志码：A       文章编号：1007-7693(2013)01-0075-05 

 
Enantioseparation of Carnosine by HPLC with Chiral Ligand-exchange Method 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a chiral ligand-exchange method by HPLC for the separation of carnosine 
enantiomers. METHODS  Chromatography was carried out by chiral column (Phenomenex chirex 3126) with mobile phase 
composed of copper sulfate as chiral mobile phase ligands. The effect of sample volume, organic-additives, flow rate of mobile 
phase, copper concentration, column temperature and thermodynamics character were investigated. Chiral identify principle of 
solute was researched preliminarily. RESULTS  Carnosine enantiomers can be separated on baseline with a mixture of 2 

mmol·L1 CuSO4-acetonitriles(96∶4) as mobile phase at a flow rate of 1.0 mL·min1 and detected at 254 nm. Both enthalpy 
change (ΔΔHo) and entropy change (ΔΔSo) have contributed to the chiral recognition. The process of chiral separation is the 
enthalpy-controlled. The comoles compound of L-carnosine, chiral ligands and Cu2+ present the instability, in accordance with 
the typical chromatographic behaviour of conformation change. CONCLUSOIN  Carnosine enantiomers can be separated on 
baseline by chiral ligand-exchange method. The chiral ligand of L-carnosine is unstable.  
KEY WORDS: chiral ligand; carnosine; enantiomer separation 

 

手性化合物对映体，因其生物活性、毒性、代

谢机制可能存在差异巨大，因而其分离问题日益受

到重视。肌肽为手性分子(Carnosine，Car)，有 L-

肌肽(L-carnosine，L-Car)和 D-肌肽(D-carnosine，

D-Cacr)2 种构型。L-肌肽是由 β-丙氨酸和 L-组氨

酸构成的二肽(β-Ala-L- His)，是继 SOD 和维生素

E 后又一被发现的天然非酶促自由基清除剂和抗

氧化剂，被广泛地应用到神经系统疾病[1]，心血管

疾病[2]及白内障[3]的治疗中。D-肌肽具有更强的降

压活性[4]，并且 D-肌肽由于其可以对抗酶的消化，

在神经系统紊乱、糖尿病以及高血压方面有明显疗

效[5]，结构式见图 1。肌肽对映体的手性色谱分离

分析及其分离过程的热力学研究尚未见报道。本

实验以Phenomenex chirex 3126配体固定相和硫酸

铜手性配体流动相，考察了进样量、流动相组成、

流速、柱温、Cu2+浓度等因素下肌肽色谱拆分行为

和热力学特性，并对其拆分机制及 L-肌肽出现的

色谱峰异常进行探讨。 

 
图 1  肌肽对映体结构式 

Fig 1  Chemical structure of Carnosine enantiomers 

1 实验部分 

1.1  仪器与试剂 

SPD-10A型紫外检测器(日本Shimadzu公司)；

LC-10AD 型高效液相输液泵(日本 Shimadzu 公
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司)；N2000 色谱工作站(浙江大学智能信息研究

所)；Phenomenex chirex 3126 手性色谱柱(250 mm

×4.6 mm)(美国菲罗门公司)；BP-210S 电子分析天

平(北京 Sartorius 仪器系统有限公司)；AB135-S 十

万分之一天平(METTLER TOLEDO)。 

L-肌肽(美国 Sigma 公司，批号：1228600，纯

度>99.2%)；D-肌肽(沈阳某制药有限公司，批号：

20070912，纯度>99.1%)；L-肌肽原料药(沈阳某药

厂提供，批号：070601，纯度>99.0%)；试验用无

水硫酸铜(天津市大茂化学试剂厂)；甲醇、乙腈、

异丙醇(色谱纯，山东禹王实业总公司)；水(二次

蒸馏，0.45 μm 微膜过滤)。 

1.2 实验方法 

1.2.1  色谱条件  检测波长 254 nm 下，考察不同

进样量、流动相组成、流速、柱温、Cu2+浓度对肌

肽色谱拆分行为和热力学特性的影响。 

1.2.2  对照品溶液配制  分别取 L-肌肽、D-肌肽

对照品 25 mg，精密称定，置于 25 mL 量瓶中，加

流动相溶解并稀释至刻度，作为 L-肌肽和 D-肌肽

储备溶液。精密吸取各自储备液 0.5 mL，置 100 mL

量瓶中，加流动相稀释至刻度，得浓度为 5.0 

µg·mL1 的 L-肌肽和 D-肌肽对照品溶液。 

1.2.3  供试品溶液配制  取 L-肌肽样品 25 mg，

精密称定，置于 25 mL 量瓶中，加流动相溶解并

稀释至刻度，得浓度为 1 mg·mL1 的供试品溶液。 

2  结果与讨论 

2.1  L-肌肽、D-肌肽的拆分 

在配体交换色谱实验中，样品在固定相上的

保留主要依赖于疏水作用和配体交换。本实验中，

D-肌肽的保留值都>L-肌肽。用 Phenomenex chirex 

3126 手性配体固定相，拆分肌肽异构体时，D-肌

肽和 L-肌肽与键合相上的 D-青霉胺配体及 Cu2+形

成 2 种非对映的三元络合物。 

2.2  手性流动相流速对拆分效果的影响 

流动相：2 mmol·L1 CuSO4水溶液-乙腈(96∶4)，

柱温：35 ℃，检测波长：254 nm，进样量：20 μL，

随着手性流动相流速的增大，保留时间相应变小，

峰展宽，峰面积逐渐变小，当流速为 1.4 mL·min1

时，L-肌肽峰裂分现象严重，峰面积仅约为流速

0.5 mL·min1 时峰面积的 25%。这种现象随着流动

相流速的升高，对映体在柱上的保留时间会降低，

肌肽与手性配体无法充分实现配位交换，峰面积减

少。L-肌肽随着流速升高出现了峰的明显分叉，说

明 L-肌肽所形成的三元络合物不稳定。结果见图 2。

 
图 2  不同流速下 L-肌肽、D-肌肽拆分色谱图 
A0.5 mL·min1; B0.8 mL·min1; C1.0 mL·min1; D1.2 mL·min1; E1.4 mL·min1; 1L-肌肽; 2D-肌肽 

Fig 2  Chromatograms of enantiomer resolution of L-Car, D-Car under different flow 
A0.5 mL·min1; B0.8 mL·min1; C1.0 mL·min1; D1.2 mL·min1; E1.4 mL·min1; 1L-Car; 2D-Car 

2.3  不同进样量对拆分效果的影响 

将浓度为 500 μg·mL1 的 L-肌肽、D-肌肽以 5，

10，15，20 μL 的不同进样量进样，在不过载的情

况下，进样量与分离度及色谱峰峰形具有良好的

重复性。 

2.4  Cu2+浓度对肌肽对映体拆分的影响 

柱温：35 ℃，检测波长：254 nm，流速：1.0 

mL·min1，进样量：20 μL，随着流动相中 CuSO4

浓度的增加，肌肽 2 个异构体的 k 增加，而对映

体选择性和分离度 Rs 变化不大，结果见表 1。值

得注意的是，随着 Cu2+浓度的增加，所测 L-肌肽

和 D-肌肽峰面积显著增加，峰形较好，同时，基

线噪音变大。这可能是随 Cu2+浓度的增大，三元

配合物会增多，使得肌肽的保留增强，峰面积变

大。但是由于流动相中 Cu2+浓度的增大，使得所

形成的配合物颜色加深，导致基线噪音也增大，

结果见图 3。 

表 1  Cu2+浓度对拆分的影响 

Tab 1  Effect of Cu2+ concentration  
Cu2+浓度/mmol·L1 KL＇ KD＇ α Rs 

1.0 1.707 4.534 2.656 7.573 

1.5 2.117 5.173 2.443 8.595 
2.0 2.170 5.245 2.417 9.279 
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图 3  不同 Cu2+浓度下 L-肌肽、D-肌肽拆分色谱图 
A1 mmol·L1 CuSO4水溶液-乙腈(96∶4)；B1.5 mmol·L1 CuSO4水溶液-乙腈(96∶4)；C2 mmol·L1 CuSO4水溶液-乙腈(96∶4)；1L-肌肽；2D-肌肽 

Fig 3 Chromatograms of enantiomer resolution of L-Car, D-Car under different Cu2+ concentration 
A1 mmol·L1 CuSO4 aqueous solution∶ACN(96∶4); B1.5 mmol·L1 CuSO4 aqueous solution∶ACN(96∶4); C2 mmol·L1 CuSO4 aqueous 

solution∶ACN(96∶4); 1L-Car; 2D-Car 

2.5  有机添加剂对肌肽对映体拆分的影响 

在柱温为 35℃，流速为 1.0 mL·min1，水相为

2 mmol·L1 CuSO4 溶液的条件下，考察了以不同比

例甲醇、乙睛、异丙醇作为流动相的有机改性剂，

对肌肽对映体拆分色谱行为的影响。随着有机添

加剂甲醇比例由 1%上升为 20%，L-肌肽和 D-肌肽

的保留时间分别由 18.598，47.132 min 缩短为

5.215，8.482 min。乙睛比例由 1%上升为 12%，

L-肌肽和 D-肌肽的保留时间分别由 15.565，38.982 

min 缩短为 3.312，3.950 min。异丙醇比例由 1%

上升为 10%，L-肌肽和 D-肌肽的保留时间分别由

10.403，24.092 min 缩短为 2.965，3.432min。这说

明流动相添加法的色谱行为完全符合 RP-HPLC

的规律。有机添加剂对肌肽对映体保留时间影响

较大。 

有机添加剂对肌肽对映体拆分影响的总体趋

势是：肌肽的保留值随流动相中有机溶剂百分含

量的增加而减小。说明肌肽的保留除了通过其氨

基和羧基与金属离子的络合作用外，还涉及侧链

与固定相的相互疏水作用。同时随着有机相的增

加，肌肽色谱峰面积减少，峰前沿或分叉，容量

因子降低，分离度下降，这与有机相增加，流动

相洗脱能力增强，对映体在柱上无法充分实现配

位交换有关。 

2.6  柱温对拆分效果的影响  

流动相： 2 mmol·L1 CuSO4 水溶液 -乙睛

(96∶4)，流速：1.0 mL·min1，检测波长：254 nm，

进样量：20 L；在温度 25~45 ℃(25 ℃，30 ℃，

35 ℃，40 ℃，45 ℃)内考察了肌肽在 Phenomenex 

chirex 3126 柱上色谱拆分的热力学性质。在实验

的温度范围内，用 lnk 和 lnα对 1/T 作图得到的 Van＇t 

Hoff 实验曲线均呈现良好的线性关系，结果见图 4。

相关系数>0.99，说明在本实验条件下，肌肽对映

体的拆分机理不随温度变化。热力学参数见表 2。

 
图 4  L-肌肽、D-肌肽在不同温度(25~45 ℃)下 lnk 和 lnα对 1/T 曲线 

Fig 4 Plots of lnk and ln versus 1/T for carnosine on Phenomenex chirex 3126 

表 2 肌肽对映体的ΔHo、ΔSo、ΔΔHo 和ΔΔSo 的值 

Tab 2 ΔHo, ΔSo, ΔΔH andΔΔS values for carnosine 

enantiomers 

Enantiomers 
ΔHo/ 

J·mol1 

ΔSo/ 

J·mol1·K1 

ΔΔHo/ 

kJ·mol1 

ΔΔSo/ 

J·mol1·K1

L-carnosine 12 158.4 5.651 23 

D-carnosine 14 273.5 4.595 35 
2.115 1.056 

由结果可知，ΔΔHo 为负值，ΔΔSo 为正值，

两者对手性识别都有贡献。|ΔΔHo|>|TΔΔSo |，

故手性拆分过程为焓控过程。ΔSo
L 与ΔSo

D 均为

负值，说明溶质吸附过程自由度降低，且|ΔSo
L|> 

|ΔSo
D|，表明(L)-肌肽吸附过程构象变化大。ΔHo

L

与ΔHo
D 均为负值，说明肌肽对映体在固定相上的
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吸附是放热过程，与固定相的结合在能量上更有

利，且|ΔHo
D|＞|ΔHo

L|，表明(D)-肌肽与 Cu2+、(D)-

青霉胺配体之间的作用强，这与实验所得肌肽 D-

构型比 L-构型更难洗脱的结果一致。 

2.7  检测限及 L-肌肽样品测定 

以 2 mmol·L1 CuSO4 水溶液︰乙睛(96︰4)为

流动相；流速：1.0 mL·min1；检测波长：254 nm；

柱温：35 ℃；进行检测限及 L-肌肽样品测定。 

将 D-肌肽对照品溶液逐级稀释进样，以 3 倍

信噪比计算 D-肌肽的检测限为 1.25 µg·mL1。 

分别取 L-肌肽样品、D-肌肽对照品各约

25 mg，精密称定，按“1.2”项下方法配制供试品

溶液和对照品溶液，各进样 20 µL，按上述色谱条

件进行测定，供试品色谱图中如检测到 D-肌肽，

则峰面积不得大于对照品峰面积(相当于 D-肌肽

的限度为 0.5 %)。对 3 批 L-肌肽样品(批号：

090302，090304，090306)进行测定，D-肌肽均未

检出。 

2.8  拆分机制的探讨 

手性配体交换色谱固定相拆分机制是基于固

定相手性配体、金属离子与被分离溶质对映体形

成一对非对映的配合物，两者的热力学稳定性差

异导致了色谱分离。 

不同构象的肌肽对映体与手性配体形成不同

构型的配体络合物。反式构象的空间位阻大于顺

式构象的空间位阻，因此，顺式构象比反式构象

热力学稳定。表现在色谱保留上，即为 D-肌肽保

留能力强，L-肌肽先被洗脱，D-肌肽后被洗脱。 

本实验中，L-肌肽与手性配体及 Cu2+形成的

络合物呈现出不稳定性，当流动相的流速增加时，

L-肌肽色谱峰裂分。当柱温为 25℃时，L-肌肽色

谱峰严重裂分。与此同时，D-肌肽一直呈现很稳

定的峰形。 

L-肌肽络合物呈现出不稳定的构象，可能是与

其立体结构有关。图 5 为 D-青霉胺手性配体和

D/L-肌肽、Cu2+形成的顺式和反式三元络合物的模

型。D-肌肽与手性配体 Cu2+形成的优势构象如图

所示，即 R( H2

O

N )基团位于平面上方时，空间位

阻小 (图 5 D-肌肽 )。L-肌肽具有 2 种构象，

R( H2

O

N )基团可以位于平面上方或下方时，两侧

都有空间位阻(图 5 L-肌肽 A、B 式)。因此，L-肌

肽络合物存在这两种构像。它们能从周围环境吸

收能量，相互间迅速转化，处于动态平衡，故较难

分离，但对于能垒较高者，在环境温度较低时，其

转化的速率降低，此时所采用的分离技术对构象异

构体具有识别能力，导致 2 者保留时间出现差异，

峰裂分。这与典型的构像异构色谱行为一致[6-9]。 

 
图 5  D/L-肌肽、Cu2+和 D-青霉胺三元结合模型 

Fig 5  The model of the D/L-Car, Cu2+ and D-bellacilline complex 

3  结论 

在反相体系下，以 D-青霉胺为手性配体键合

的 Phenomenex chirex 3126 手性色谱柱上成功分

离了 D/L-肌肽。肌肽对映体的色谱行为，在不过

载的情况下，不受进样量影响。流速的降低有利

于肌肽对映体在色谱柱上的保留。流动相中 Cu2+

浓度的增加，所测 L-肌肽和 D-肌肽峰面积显著增

加，基线噪音变大。在实验所研究的温度范围内，

lnkD′~1/T、lnkL′~1/T 和 ln~1/T 均呈良好的线性

关系，肌肽对映体的拆分机制不随温度变化。

ΔΔHo 为负值，ΔΔSo 为正值，2 者对手性识别

都有贡献。|ΔΔHo|>|TΔΔSo |，故手性拆分过程

为焓控过程。L-肌肽在流速增加和<35 ℃柱温下，

出峰裂分，其所形成的络合物表现出的不稳定性，
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与典型的构象异构色谱行为一致。 
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分子排阻色谱法测定注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠中的高分子聚合物 
 

阮昊 1，陈丹丹 1，金银秀 2，陈悦 1*
(1.浙江省食品药品检验研究院，杭州 310004；2.台州职业技术学院，浙江 台州 318000) 

 
摘要：目的  建立注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠中高分子聚合物的测定方法。方法  采用 Sephadex G-10 凝胶色谱柱(15.0 

mm×300 mm)，以 pH 7.0 的 0.05 mol·L1 磷酸盐缓冲液[0.05 mol·L1 磷酸氢二钠溶液-0.05 mol·L1 磷酸二氢钠溶液(61∶39)]

为流动相 A，以水为流动相 B，流速为 1.2 mL·min1，检测波长为 254 nm。结果  头孢哌酮高分子聚合物与头孢哌酮药

物单体能较好分离，头孢哌酮自身对照的线性范围为 5.01~250.71 μg·mL1(r=0.999 9)；在 10.13~30.24 mg·mL1 内，供试

品溶液浓度与聚合物峰面积呈良好线性关系(r=0.999 9)；定量限为 0.14 μg；方法精密度良好(RSD=0.50%，n=5)；样品测

定重复性与重现性好(RSD=0.82%，n=5；RSD=3.4%，n=3)。结论  所建方法操作简便、结果可靠，可用于注射用头孢哌

酮钠舒巴坦钠中高分子聚合物的检测。 

关键词：头孢哌酮钠舒巴坦钠；高分子聚合物；分子排阻色谱法 
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Determination of High Molecular Polymers in Cefoperazone Sodium and Sulbactam Sodium for 
Injection by Molecular Exclusion Chromatography 
 
RUAN Hao1, CHEN Dandan1, JIN Yinxiu2, CHEN Yue1*(1.Zhejiang Institute for Food and Drug Control, Hangzhou 

310004, China; 2.Taizhou Vocational and Technical College, Taizhou 318000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the determination of high molecular polymers in cefoperazone sodium 
and sulbactam sodium for injection. METHODS  Chromatographic analysis was performed on Sephadex G-10 column(15.0 

mm×300 mm), 0.05 mol·L1 phosphate buffer (pH 7.0) as the mobile phase A, and super pure water as the mobile phase B. The 

flow rate was 1.2 mL·min1 and the detection wavelength was 254 nm. RESULTS  High molecular polymers in cefoperazone 

was separated completely from cefoperazone. The linear range of cefoperazone was 5.01250.71 μg·mL1(r=0.999 9). The linear 

range of the substances examined was 10.1330.24 mg·mL1(r=0.999 9). The limit of quantification was 0.14 μg. The RSD for 
replicate injections of reference solution was 0.50%(n=5), the repetitiveness and the reproducibility were fine, the RSDs were 
0.82%(n=5) and 3.4%(n=3), respectively. CONCLUSION  The method is simple, rapid and reliable. It is applicable for the 
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