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多手性中心药物色谱拆分研究进展 
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摘要：多手性中心药物具有多个立体异构体，空间构型的差异导致异构体之间生物活性差异较大，多手性中心药物的手

性分离分析仍然是一个巨大的挑战。关于单手性中心化合物手性分离分析的报道很多，而关于多手性中心药物的手性分

离却非常少。本文总结了近年来关于多手性中心化合物色谱手性分离研究进展，主要包括 HPLC、GC、毛细管电泳、超

临界流体色谱及逆流色谱等在多手性药物分离分析中应用。 
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ABSTRACT: Drugs with more than one chiral center are usually involved with different stereo-specific isomers and big 
difference in bioactivity due to different stereo-chemical structure, its separation and analysis is still a great challenge. There are 
lots of reports about enantioseparation of racemate with one chiral center, however, only a small fraction number of papers about 
stereoselective separation of racemate with multiple chiral center are available. In this paper, stereoselective separation of 
racemate with more than one chiral center by various chromatographic techniques, including HPLC, GC, capillary 
electrophoresis, supercritical fluid chromatography and countercurrent chromatography are reviewed. 
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近年来，手性对映体的分离在医药、农药、

食品和化工领域发挥着非常重要的作用，尤其是

医药行业，由于安全用药等原因对光学纯活性药

物的需求不断增加[1-2]。同一化合物对映体物理化

学性质相似，但是药理学和毒理学却完全不同，

如(S)-构型多巴为治疗帕金森综合症的首选药物，

而(R)-构型则能造成粒状白细胞减少症，使用极度

危险；(S)-构型布洛芬是高效非甾体解热镇痛药，

而(R)-构型布洛芬基本没有药理活性[3]。含单一手

性中心化合物的不同构型之间药效有时相差非常

大，而含多手性中心化合物的不同异构体情况更

为复杂。如具有双手性中心的拉贝洛尔，拉贝洛

尔具有 α 和 β 肾上腺素受体阻滞作用，主要用于

治疗高血压，临床上用其 4 种异构体的等比例混

合物，其中 R,R 异构体主要产生非特异性 β1 和 β2

阻滞活性，而 α1 阻滞活性是由 S,R 异构体产生的，

另外 2 个异构体 S,S 和 R,S 也许有活性但很小[4]。

盐酸地尔硫卓存在 2 个手性中心，但是只有(2S,3S)

异构体具有药理活性[5]。因此，含多手性中心药物

及其中间体的光学异构体手性分离分析等研究工

作显得尤为重要。 

手性分离方法主要有结晶法、化学拆分、生

物拆分和色谱拆分法等，在众多的分离方法中，

色谱分离由于其高纯度和高效性得到研究者的青

睐。色谱手性拆分原理主要是 Dalgliesh 在 1952

年提出的“三点相互作用(three-point interaction)”

理论，在 1 对对映体和手性选择剂之间，为了形

成稳定性不同的非对映体分子络合物而达到手性

分离的目的，至少需要 3 个同时发生的分子之间

的相互作用力起作用。而且，3 个作用力中至少有

1 个必须是立体化学相互作用，主要包括氢键、偶

极-偶极作用、π-π作用、静电作用、疏水作用或空

间作用[6]。 

多个手性中心化合物的手性分离是手性研究
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的重要领域。近年来，多手性中心化合物的色谱

分析分离主要为 HPLC 和毛细管电泳等，但是由

于分析条件筛选难度大，多数多手性化合物都难

以达到理想的分离情况，这类化合物的手性分离

仍然是一个巨大的挑战。目前，国外只有少数文

献总结关于双手性及多手性中心化合物的手性分

离分析[7-10]，近年来国内文献尚未有相关研究 新

报道。本文主要综述了近年来 HPLC、GC、毛细

管 电 泳 、 超 临 界 流 体 色 谱 以 及 逆 流 色 谱

(Countercurrent chromatography，CCC)等方法在多

手性中心化合物手性分离中的研究进展。 

1  多手性中心药物的色谱手性分离 

1.1  HPLC 

HPLC 手性分离主要有直接法和间接法，直接

法可分为手性固定相法(CSP)和手性流动相添加剂

法(CMPA)，CSP 法是由具有光学活性的单体固定

在硅胶或其他聚合物上制成手性固定相，通过引

入手性环境使对映异构体间呈现物理特征的差

异，从而达到光学异构体拆分的目的；CMPA 法

是在流动相中加入手性添加剂，在普通固定相上

吸附，形成短暂的手性环境并对对映异构体间进

行手性识别而达到分离，手性试剂主要为环糊精、

万古霉素、手性金属配合剂等。间接法为手性试

剂衍生法(CDR)，对映体混合物在预处理中进行柱

前衍生形成 1 对非对映体，依其物理化学性质的

差异，在非手性柱上得以分离[11]。HPLC 法具有良

好的重现性、选择性、灵敏性、快速性，且其固

定相的选择范围广，在手性分离方面发挥着越来

越重要的作用[12-14]。虽然 HPLC 在对映体分离领

域发展迅猛，但其在多手性化合物分离方面方法

较少，且多为手性固定相法，见表 1。1994 年，

McCarthy[15]首次成功在 Chiralpak AD 柱上正反相

分离萘羟心安。萘羟心安有 3 个手性中心，有 8

个异构体，但是在环己烷环上的 2 个羟基取代基

是顺式构型，排除了 4 个异构体，因而只有 4 个

异构体。在正相条件下，采用正己烷-乙醇-二乙胺

(80︰20︰0.4)流动相时，室温下 4 种对映体都达到

了基线分离。尼比心安具有 4 个手性中心，16 个

立体异构体(由于存在 1 个对称面，有些异构体完

全相同，存在内消旋形式，因此，仅存在 10 个立

体异构体)，1994 年 Dingenen[16]在 Chiralpak AD

柱上用乙醇作为流动相，流速 0.5 mL·min1，等度

洗脱，检测器波长 220 nm，10 个异构体能达到基

线分离，见图 1。茚心安有 2 个位置异构体，共有

4 个对映体，Aboul-Enein 和 Serignese[17]在 HPLC

上用梯度洗脱的方法在 Chiralcel OD 柱上分离了

茚心安的 4 种对映体。紧接着，Aboul-Enein[18]团

队采用 Chiralcel OD 柱进一步分离了福莫特罗和

拉贝洛尔手性对映体。在流动相为正己烷-二氯乙

烷-[乙醇+TFA(20︰1)预混合]-甲醇(58︰35︰7︰

0.7)，流速 0.4 mL·min1，检测波长 308 nm，拉贝

洛尔 4 种对映体得到部分分离，前洗脱的两峰为

右旋拉贝洛尔，后两峰为左旋拉贝洛尔；福莫特

罗也在条件为正己烷-二氯乙烷-[乙醇+TFA(20︰1)

预混合]-甲醇(55︰35︰10)，流速 0.5 mL·min1，

检测波长 278 nm 条件下得到部分分离。随后，

Aboul-Enein 总结了萘羟心安、茚心安、尼比心安

在手性色谱柱上的分离，发现这些多手性中心的

化合物在基于多糖的手性柱上均能得到分离。

1997 年，Yaku 等[19]在 Chiralcel OD 和 Chiralcel OF

柱上成功分离了盐酸地尔硫卓，流动相为正己烷-

异丙醇-DEA(19︰1︰0.1)。上述色谱柱多为多糖涂

敷型，除此之外还有其他类型的色谱柱应用到多

手性中心化合物的手性分析中。2007 年，徐贝佳

等[20]在自制的替考拉宁柱上[流动相为甲醇-冰醋

酸-三乙胺(100︰0.05︰0.10)，流速为 1.0 mL·min1，

检测波长为 225 nm，室温条件]部分分离了拉贝洛

尔对映体。2011 年，李蓬勃等[21]使用 AE Lichrom 

AM1 手性色谱柱直接拆分 4 种实验室自制的 β-氨

基酮类双手性中心化合物，在流动相为正己烷-异

丙醇二元高压梯度洗脱，流速为 1 mL·min1，检

测波长 254 nm 条件下，4 种化合物的 4 个异构体

均达到基线分离。Lisowska-Kuźmicz 等[22]用直链

淀粉-卵类黏蛋白手性固定相色谱柱手性分离了

(±)-反式帕罗西汀，流动相为 10 mmol·L1 pH 3.5

的磷酸缓冲液-乙腈(98︰2)，柱温 23 ℃，流速

1.5 mL·min1。Nóra Grecsó 等[23]用金鸡纳生物碱

手性固定相色谱柱也手性分离了(±)-反式帕罗西

汀，并进一步讨论了其手性分离机制。 

除了固定相法还有流动相添加剂法，卢铁刚

等[24]用 C18 柱，流动相 0.1%磷酸-甲醇(65︰35，含

0.38 g·L1 羧甲基-β-环糊精，三乙胺调 pH 7.2)，柱

温 25 ℃，210 nm 检测波长下基线分离帕罗西汀 4

个异构体。部分多手性中心化合物在单一的手性

柱中只能得到部分分离。Bopp 等[25]使用柱切换技

术分离了具有双手性中心的对映异构体。柱切换
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色谱技术又称色谱-色谱联用技术或多维色谱，是

利用多通路切换阀切换，改变进样器与色谱柱、

色谱柱与色谱柱、色谱柱与检测器之间连接关系

的技术。Bopp 等使用 Chiralcel OA 和 Chiralpak AD

色谱柱切换技术实现了具有 2个手性中心化合物 4

个对映异构体的完全分离，而这是用常规液相色

谱法所不能达到的。 

 
图 1  尼比心安 HPLC 手性分离[16] 

Fig. 1  HPLC analysis of nebivolol 

表 1  HPLC 分离含多手性中心化合物 

Tab. 1  Stereoselective separation of multichiral compounds by HPLC 

序号 化合物 流动相 色谱柱 参考文献

1 萘羟心安 正己烷-乙醇-二乙胺(80﹕20﹕0.4) Chiralpak AD 柱 [15] 

2 尼比心安 乙醇 Chiralpak AD 柱 [16] 

3 茚心安 溶剂 A：正己烷-乙醇-二乙胺(99︰1︰0.2)；溶剂 B：乙醇-二乙胺(100︰0.2) Chiralcel OD 柱 [17] 

4 拉贝洛尔 正己烷-二氯乙烷-[乙醇+TFA(20:1)预混合]-甲醇(58︰35︰7︰0.7) Chiralcel OD 柱 [18] 

5 福莫特罗 正己烷-二氯乙烷-[乙醇+TFA(20:1)预混合]-甲醇(55︰35︰10) Chiralcel OD 柱 [18] 

6 地尔硫卓 正己烷-异丙醇-DEA(19︰1︰0.1) Chiralcel OD 柱 [19] 

7 拉贝洛尔 甲醇﹕冰醋酸﹕三乙胺(100︰0.05︰0.10) 替考拉宁柱 [20] 

8 
 

β-氨基酮类 

 

正己烷-异丙醇，初始流动相为含 1%异丙醇的正己烷混合溶液，然后逐渐增加 

异丙醇含量，6 min 时 3%、30 min 时 7%、35 min 时 8%并保持到分析结束 

AE Lichrom AM1
 

[21] 
 

9 帕罗西汀 0.1%磷酸-甲醇(65︰35，含 0.38 g·L1 羧甲基-β-环糊精，三乙胺调 pH 7.2) C18 柱 [22] 

1.2  GC 

GC 是手性分离中非常重要的色谱方法，关于

单手性中心手性分离文献较多，多手性中心手性

分离文献较少。1966 年，Gil-Av 等[26]通过 GC 实

现了首个手性化合物的对映体分离。通常，GC 通

过手性固定相的氢键、配位和包结作用来进行手

性分离，常用的手性试剂主要是氨基酸衍生物、

金属配合物、取代基修饰的环糊精等。Armstrong

等[27]用环糊精修饰的毛细管柱在气相上分离了反

式 -1,2- 环 己 二 醇 ， 程 序 升 温 100~150 ℃ ，

2 ℃·min1。Schurig 等[28]以金属配合物做固定相在

GC上分离了具有 3个手性中心的 2-仲丁基-3-甲基

环氧乙烷，其分离柱温为 90 ℃。GC 目前较多与

其他仪器联用(如质谱、液相色谱等)，联用后其精

确性可以得到进一步的提高。 

1.3  毛细管电泳(capillary electrophoresis，CE) 

近年来，CE 由于其分析时间短、灵敏度高、

流动相用量少且手性试剂选择范围广，已广泛应

用于手性分析中，有许多关于 CE 手性分离的文

献[29-31]，但是关于多手性中心化合物的手性分析

报道较少。CE 常用的手性试剂主要有冠醚、环

糊精、多糖、大环抗菌药物和配体交换。2004

年，Goel 等[32]利用毛细管电泳法成功拆分了拉

贝洛尔 4 个对映体，手性试剂为六取代(2,3-二乙

酰-6-磺化)-β-环糊精(HDAS-β-CD)和八取代(2,3-

二乙酰-6-磺化)-γ-环糊精(ODAS-γ-CD)， 佳条

件为 10 mmol·L1 HDAS-β-CD 和 10 mmol·L1 

ODAS-γ-CD 手性试剂溶于低摩尔浓度的 pH 缓冲

液，流动相为 25 mmol·L1 磷酸缓冲液(pH 2.5)，

外加电压为 30 KV，检测器波长 228 nm，温度 25 ℃

(图 2)。Ana Belén 等[33]用 1.0%磺化-β-环糊精磷酸

缓冲液(pH 2.5)在 CE 上实现了 1 种芳香环上有季

铵的焦谷氨酸衍生物双手性中心药物的 4 个对映

体手性拆分，且在 25 min 内达到基线分离。此外，

福莫特罗、去甲麻黄碱，顺式-β-内酰胺等在 CE

上得到部分分离[34-36]，CE 手性分离技术在多手性

中心二肽及三肽类化合物的手性拆分中应用较

多，Hammitzsch 等[37]用 β-CD 为手性试剂，分离

了二肽类化合物。Salami 等[38]用(+)-18-冠-6-四羧

酸作手性试剂，分离了氨基酸和一些氨基酸衍生

物。除了毛细管电泳，其他毛细管技术如胶束电

动色谱、毛细管电色谱等有报道用于多手性中心

化合物的分离分析。 

胶束电动色谱(MEKC)是由 Terabe 等人[39]提

出的，其手性拆分机制是由于胶束的形成，表面

活性剂分子具有 2 个不同极性的区域，表现出不
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同特性。表面活性剂有离子型(阳离子和阴离子)、

非离子型和两性离子型，这些表面活性剂形成了

胶束，对映体的分离就在这些胶束和流动相之间

实现。2004 年，Rizvi 等[40]在实验室合成了手性试

剂 N-十一烯氧羰基-L-亮氨酸钠(S-L-SUCL)和 N-

十一烯氧羰基-L-异亮氨酸钠(S-L-SUCIL)，对萘羟

心安和拉贝洛尔进行对映体拆分，S-L-SUCIL 效

果比 S-L-SUCL 更好，用 5% 磺化 -β-CD 和

S-L-SUCIL 做手性试剂，萘羟心安在 MECK 上 4

个对映异构体基本达到基线分离，拉贝洛尔能分

离得到 3 个异构体，在 25 mmol·L1 S-L-SUCIL 和

5%磺化-β-CD 作为手性试剂时，一次进样可以在

35 min 内同时分离萘羟心安和拉贝洛尔[41]。 

毛细管电色谱(CEC)是 1990 年开发的介于

HPLC 和 CE 之前的混合技术，Mayer 等报道了使

用开口毛细管 CEC 进行手性分离[42]。CEC 可以在

毛细管壁涂覆的开口毛细管柱中进行也可以在不

同填料的毛细管柱进行，是色谱机制和电泳机制

不同形式的结合。2005 年，Bragg 等[43]用万古霉

素作为手性试剂在 CEC 上同时分离萘羟心安和拉

贝洛尔。结果表明拉贝洛尔 4 个异构体基线分离，

萘羟心安 4 个异构体中有 2 个异构体达到基线分

离，而另外 2 个异构体为部分分离。该团队进一

步研究了流动相组成、柱温、电场强度等对分离

的影响，萘羟心安仍未达到基线分离。 

 
图 2   拉贝洛尔 CE 手性分离[32] 

Fig. 2  CE analysis of labetalol 

1.4  超临界流体色谱(supercritical fluid chromato- 

graphy，SFC) 

SFC 为采用超临界流体作为流动相的色谱方

法， 常用的超临界流体是二氧化碳、一氧化二

氮、三氟甲烷[44]，它与大多数检测器兼容，超临

界二氧化碳临界温度和临界压力低，低毒性，环

境污染小等优势。1997 年，Yaku 等成功在 Chiralcel 

OD 柱上 8 min 内分离了地尔硫卓，流动相为二氧

化碳-13%异丙醇含 0.5%二乙胺的异丙醇，二氧化

碳流速为 2 mL·min1，压力 180 kg·cm2，检测器

波长 254 nm，温度为 50 ℃。Lisa 等[45]在 SFC 上

采用 Chiralpak AD-H 柱，以甲醇-乙醇(50﹕50)作

为调节剂，直接制备了高纯度的 β-甲基苯丙氨酸 4

个异构体。 

1.5  CCC 

CCC 是一种连续的不需要固体载体的现代色

谱分离技术，相比 HPLC，可避免固相吸附带来的

污染和样品损失，且进样量大，运行成本低，是

手性分离的一种理想的制备色谱技术。CCC 由于

分离柱效相对较低，在手性分离领域文献报道相

对较少。目前，CCC 手性分离中已经报道手性选

择剂主要有 L-脯氨酸衍生物、纤维素与直连淀粉

衍生物类、萘普生类、冠醚类、大环抗菌药物类、

环糊精类、酒石酸类和金鸡纳生物碱类等。笔者

课题组近年来采用 CCC 已经成功应用并拆分多种

外消旋化合物[46]。根据前期基础，基于酒石酸-硼

酸配位在 CCC 上拆分了 2 个实验室自制的双手性

氨基醇类化合物，结构式如图 3，这是双手性化合

物首次在 CCC 上成功分离对映体[47]。CCC 条件为

柱温 10 ℃，流速 2 mL·min1，固定相为含

0.1 mol·L1 L-酒石酸正己酯的氯仿溶液，流动相为

0.1 mol·L1 硼酸溶液(三乙胺调节 pH 7.0)，进样量

为 40 mg，保留率 60%。化合物(1)由于其对称结

构只有 3 个异构体，经液相色谱检测 3 个异构体

纯度约为 98%，化合物(2)有 4 个异构体，在 CCC

上分离 3 个异构体，(+，)和(，+)构型在同一逆

流峰中，见图 3。研究结果表明，只要能筛选到合

适的色谱条件，CCC 技术也可以应用到多手性中

心化合物的分离中。与其他色谱技术相比，CCC

具有制备量大、成本低、回收率高等优势。 

 
图 3  化合物结构式及 CCC 手性分离 

Fig. 3  Chemical structures of two synthesized compounds 
and the CCC analysis of compound(1) and compound(2) 
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2  总结及展望 

多手性中心化合物前期色谱研究主要集中在

HPLC 上，近年来，CE 在手性分离方面逐渐突显

优势。CE 分析时间短，与 HPLC 相比，所需样品

量少，流动相也只需几毫升，这是其他色谱技术

较难做到的一点。多手性中心化合物由于手性中

心多，构型复杂，分离条件较单手性中心化合物

更难寻找，在 HPLC 上进行手性分离多采用手性

固定相法，流动相组成与配比多元化。目前，在

现有条件下，多数多手性化合物不能达到基线分

离，还有待进一步研究与探索。 

在多手性分离研究方面，开发新型的手性试

剂与填料作为固定相或流动相是 为重要的改进

措施之一，比如在 HPLC、GC、CE、CCC 等广泛

使用的手性试剂环糊精，探讨更多不同取代基及

不同取代度环糊精对手性分离的影响；手性填料

也可以互相借鉴，使用在不同的色谱技术上；在

较为简单的流动相配比条件下可以进一步尝试更

多元化的手性流动相来寻求新的色谱方法；也可

以使用色谱柱切换技术或探究新型的色谱形式或

色谱组合形式来提高多手性化合物的分离效率。 
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