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　　[摘要 ]　本文总结了毛细管电泳手性拆分的基本策略、分离条件选择策略、环糊精体系的选择 ,并提出毛细管电泳手性

拆分方法的一般研究与开发策略 ,可为以后的毛细管电泳手性分离分析提供借鉴与思路。
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[ Abstract]　The selection method of separation condition and cyclodextrin and strategy of chiral separation by cap illary electro2
phoresis were summarized, and a general research and development strategy was p roposed, which can p rovide basis for chiral separation

by cap illary electrophoresis.
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　　建立毛细管电泳手性拆分方法是一个相当复杂

而且耗时的工作。对于某对对映体来说 ,很难预测

何种手性选择剂对它的手性选择性更强。所以 ,每

次都要考察所有手性选择剂的选择性。为了建立准

确、精密、快速、简便的分析方法。对于研发工作本

身则是如何快速、有效的建立研究目标所需的方法 ,

不同的手性拆分方法的研发有一定的规律 ,提供毛

细管电泳手性拆分方法的研发策略 ,可以为熟练者

提供更高的工作效率 ,为新手提供具体的思路和方

法。本章根据课题的研究工作经验和体会 ,结合文

献资料 ,提出毛细管电泳手性拆分方法的一般研究

与开发策略。

1　手性拆分的基本策略

依据毛细管电泳的分离机理 ,手性药物可分为 3

类 ,即碱性、酸性和中性手性化合物。在用毛细管电

泳作手性分离分析时 ,不同类待测对映体的具体分离

条件各有不同 ,同一类待测对映体的具体分离条件也

表现一定的规律性。根据实验和有关文献 ,本文提出

毛细管电泳手性拆分方法建立的一般策略 [ 1 ]。

1. 1　对映体的分离分析 　主要有“间接分析 ”和

“直接分析”两种方法。间接分析是让对映体与手

性试剂进行化学反应 ,可以使之转变成非对映异构

体 ,这样就能利用普通的毛细管电泳法进行分析。

间接分析的优点是衍生化形成非对映异构体的理化

性质差异大 ,适合于色谱分析 ,提高分离度 ,且衍生

化产物具有发光或荧光基团 ,便于检测和提高检测

灵敏度。局限性是 :①衍生化引起分析方法快速、准

确、精密和简便方面的指标降低 ;②需要高纯度的手

性试剂 ,这些试剂价格昂贵 ;③待测对映体必须具有

可发生衍生化反应的活性基团 ; ④衍生化反应条件

要求温和、简便 ,且反应要定量和完全。

1. 2　直接分析　是在分析过程中引入手性环境 ,手

性环境可以通过 3种方法构建 ,即手性添加剂、手性

填充毛细管和手性涂层毛细管。其中手性填充毛细

管和手性涂层毛细管需要特别的制作方法 ,推广有

一定的难度 ;而且这两种方法的重现性较差。手性

添加剂法只需向电泳缓冲液中加入合适的手性选择

剂 ,对映体分子与手性选择剂形成具有不同稳定性

的非对映体异构体包结复合物 ,利用此差异进行分

离分析。直接分析的关键是使对映体有足够大差异

的手性环境 ,以及高的分离效率 [ 2～5 ]。

2　毛细管电泳手性分离条件选择策略
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采用毛细管电泳拆分手性化合物时 ,有多种分

离模式可供选择。从应用角度看应尽量选择相对简

单的模式 ,因为模式简单 ,电泳中的操作参数就少 ,

容易控制 ,比如选用凝胶电泳和毛细管电色谱等分

离模式 ,必然会对柱子提出很高的要求 ,难以满足一

般的用户 ,所以毛细管区带电泳是首选的操作模式 ,

当然不排除考虑使用其它电泳操作模式。

2. 1　手性添加剂的一般选择

2. 1. 1　碱性手性化合物 　优先考虑使用电中性的

不同β类环糊精 ,包括 β2环糊精、羟丙基 2β2环糊
精、二甲基 2β2环糊精、三甲基 2β2环糊精等 ,浓度可

设在 4～40 mmol/L之间 ,合适的 pH值在 2. 5左右。

2. 1. 2　酸性手性化合物 　优先考虑使用电中性的

β类环糊精 ,包括β2环糊精、羟丙基 2β2环糊精、二甲
基 2β2环糊精、三甲基 2β2环糊精等 ,浓度可设在 4～

40 mmol/L之间 ,比较合适的 pH值在 4. 5～5. 5之

间 , pKa±0. 5单位左右对分离选择性敏感。

2. 1. 3　中性手性化合物 ,或弱碱弱酸性化合物　选

用荷电的环糊精 ,首选β2环糊精类衍生物 ,最常用

的是羧基取代或磺化的荷负电的环糊精以及氨基取

代荷正电的环糊精。荷正电的羧基取代环糊精的

pH一般为 4. 0～6. 0,磺化的环糊精的 pH值适用范

围较宽 ,在 3. 0～7. 0左右。氨基取代带正电荷环糊

精的 pH适用范围小于 9. 0,荷电环糊精的拆分浓度

通常较低 ,一般在 3～15 mmol/L。为了保证分析物

能出峰 ,注意缓冲液的 pH值的选择。

2. 1. 4　手性选择剂的一般选择流程 　根据化合物

的 pKa的不同 ,分为碱性化合物、酸性化合物和中

性化合物。各类型化合物的选择流程如图 1所

示 [ 6 ]。

图 1　手性选择剂的一般选择流程
α2分离因子

2. 1. 5　根据化合物的结构选择手性选择剂 　若对

映体的疏水母核上有长链 ,首先选择 6位取代而 2、

3位没有取代的β2环糊精衍生物 ,如羟丙基 2β2环糊
精或羧甲基 2β2环糊精 ,因为母核上长链与 2、3位的

取代基作用 ,空间位阻作用明显。若母核上没有长

链 ,首先选择 2、3位有取代的β2环糊精衍生物 ,因

为 2、3位的取代基较羟基有更强的手性选择性。

2. 1. 6　二元环糊精和环糊精修饰 -胶束电动色谱

(CD2MEKC)体系的选择 　若按照手性拆分剂的一

般选择流程 ,不能够手性分离化合物 ,就需要考虑用

二元环糊精和 CD2MEKC体系对化合物进行分离。

2. 1. 7　根据化合物的结构选择手性选择剂 　若对

映体的疏水母核上有长链 ,首先选择 6位取代而 2、

3位没有取代的β2环糊精衍生物 ,如羟丙基 2β2环糊
精或羧甲基 2β2环糊精 ,因为母核上长链与 2、3位的

取代基作用 ,空间位阻作用明显。若母核上没有长

链 ,首先选择 2、3位有取代的β2环糊精衍生物 ,因

为 2、3位的取代基较羟基有更强的手性选择性。

2. 2　二元环糊精和环糊精修饰 2胶束电动色谱 (CD2
MEKC)体系的选择 　若按照手性拆分剂的一般选

择流程 ,不能够手性分离化合物 ,就需要考虑用二元

环糊精和 CD2MEKC体系对化合物进行分离。

2. 2. 1　二元环糊精体系 　二元环糊精体系是指缓

冲液中同时存在两种环糊精作为手性选择剂。二元

环糊精体系具有与相应的一元体系不同的机理 ,其

独特的性质 ,将继续成为手性拆分的研究热点之一。

一般而言 ,二元具有比一元更强的拆分能 ,其强大的

拆分能力对手性拆分的实际应用将有大的促进作

用。这种广泛的应用前景 ,在对于中性化合物的拆

分中有明显的体现 [ 7 ]。

2. 2. 2　CD2MEKC体系　在环糊精缓冲液中加入十

二烷基硫酸钠 ( SDS)或胆酸盐类等形成 CD2MEKC

体系可扩大其拆分范围 ,表面活性剂通常对β2环糊
精还有增溶作用。使用 CD2MEKC时对映体在胶束

相、环糊精相和水相中分配 ,因为环糊精的手性识别

能力 (使用手性胶束时 ,胶束相也具有手性识别能

力 )而获得分离。CD2MEKC特别适用于中性和疏

水性化合物的分离 [ 8 ]。在 CD2MEKC体系中 ,加入

离子对试剂可以改善手性识别 ,这与离子对高效液

相色谱有相似之处。

2. 2. 3　手性选择剂的补充选择流程 　根据化合物

pKa的不同 ,各类型化合物的选择流程如图 2所示。

2. 3　其他手性选择剂的选择

2. 3. 1　手性冠醚 　对伯胺一般考虑采用手性冠醚

作为手性选择剂。冠醚是另一类能形成主客体配合

物的拆分剂。手性冠醚的 4个手性碳上的羧基向两
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侧交叉对应 ,对映体与其存在静电和位阻作用 ,产生

具有手性差异的包结作用而获得分离 [ 9 ]。由于冠

醚毒性较大 ,应用时柱效相对较低 ,所以不及环糊精

应用广泛。

图 2　手性选择剂的补充选择流程
α2分离因子

2. 3. 2　手性金属络合物 　常用于氨基酸对映体的

拆分。将 Cu
2 +等金属离子和手性氨基酸形成的金

属离子配合物作为手性选择剂。Cu
2 +与α2氨基和

羧基形成六元环配合物 ,当加入新的氨基酸时 ,对应

的α2氨基和羧基也将和 Cu
2 +形成五元环配合物结

构 ,从而形成同时含有五元和六元环的三元配合物 ,

对映体因与此络合物中的一个手性氨基酸进行配体

交换而实现手性分离。利用配体交换络合法进行手

性拆分仅限于氨基酸 ,范围较窄。

2. 3. 3　手性胶束 　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 ,不同于在 CD - MEKC

中 ,形成三相体系 ,增强环糊精的手性选择性。到目

前为止 ,使用最多的手性胶束是胆汁盐 ,这种表面活

性剂既具有疏水表面又具有亲水表面 ,而它的内部

的疏水性却没有 SDS胶束那样强。

2. 3. 4　蛋白质　用蛋白质作为手性选择剂最适合

于具有生物活性物质的对映体拆分。可作手性选择

剂的蛋白质有牛血清白蛋白、人血清白蛋白、卵粘蛋

白、纤维素酶、α1 2酸性糖蛋白等。
2. 3. 5　大环抗生素 　大环抗生素具有多个手性中

性 ,可能具备广谱手性选择能力。但大环抗生素通

常存在紫外吸收 ,使用间接紫外吸收或采用高波长

紫外检测可解决部分问题。

3　毛细管电泳手性分离条件优化策略 [ 10 - 18 ]

3. 1　直接寻优法

3. 1. 1　优化手性添加剂的浓度　试验不同的手性

添加剂浓度优化分离条件。

3. 1. 2　优化 pH值 　对与酸性和碱性对映体 , pH

对选择性的影响很大 ,低 pH对手性分离有利 ,但降

低 pH又会使电渗下降 ,导致总迁移率降低。所以 ,

需要调节缓冲液的 pH值 ,优化手性分离条件。首

先对 pH进行粗调 ,以 0. 5为单位进行调节 ;然后再

以 0. 1为单位微调。

3. 1. 3　优化柱温　在多数实验中 ,降低温度都会提

高分离效率 ,低温有助于样品分子与手性选择剂发

生相互作用 ,但对于蛋白质类手性选择剂时 ,要避免

温度过低过高而使蛋白质变性。通常实验中只需考

察 15、20、25,若有需要也可微调。

3. 1. 4优化电压　对映体的出峰时间对电场强度很

敏感 ,电场强度影响溶质在毛细管电泳中的停留时

间 ,电场强度在分离过程中有一最佳值。

3. 1. 5　有机溶剂的优化　有些样品的水溶性差 ,可

以通过向缓冲液中加入适量的有机溶剂如乙腈、甲

醇来增溶。有机添加剂还可影响手性添加剂的溶解

行为。

3. 1. 6　缓冲液电解质浓度的优化 　增加缓冲液电

解质浓度 ,可以降低电渗 ,改善分离 ,但随着电解质

浓度的增加 ,又会使电流增加 ,增大焦耳热 ,不利于

分离。

3. 1. 7　毛细管柱长和内径的优化 　提高毛细管柱

的柱长 ,提高分离度 ,但却延长了分离时间 ;增加柱

内径 ,使电流增加 ,增大焦耳热 ,降低分离效率 ,但提

高检测灵敏度。

3. 1. 8　进样量及样品的离子强度的优化 　降低进

样量会增加分离效率 ,所以在保证一定的灵敏度的

情况下 ,尽量减少样品的进样量。降低样品溶液的

离子强度 ,由于高离子强度样品会产生电弥散现象 ,

用预处理方法降低样品的离子强度 ,以增加分离效

率。

3. 2　正交试验设计　正交试验设计 (orthogonal ex2
perimental design)是研究多因素多水平的一种设计

方法 ,它是根据正交性从全面试验中挑选出部分有

代表性的点进行试验 ,这些有代表性的点具备了

“均匀分散 ,齐整可比”的特点 ,正交试验设计是分

式析因设计的主要方法。是一种高效率、快速、经济
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的实验设计方法。

正交试验设计方法简单 ,在有限的几个试验中

即有可能找到合适的条件 ,通用性强、适应面广 ,如

以分离因子α值作为最终分离的衡量指标 ,通过一

些简单的数学表达式判断较好 ,而且可接受的实验

结果所在的区域 ,一目了然 ,完全符合对映体分离分

析的要求。

Perrin等采用四因素三水平和三因素二水平试

验设 ,只需 9次和 4次实验即完成了 12种氨基酸的

基线分离 [ 17 ]。

3. 3　单纯形法　单纯形法是一种系统的优化算法 ,

通过在单纯形的各个顶点上进行实验 ,对各顶点的

实验响应函数值 (根据实验的各项结果综合考虑得

出的一个对该方法进行总体评价的指标 )进行比

较 ,判断其变化趋势 ,作为下一步的实验条件参考。

通过反射变换使单纯形不断移动到响应较好的区

域 ,直至按照预定的精确度充分接近最优点。单纯

形法无需考虑各实验参数之间的交互关系。

黄河舟等采用改良型单纯形法成功分离了 92
硝基喜树碱和 122硝基喜树碱。该法在最优化条件
的搜索模式上比传统方法更科学 ,各个因子之间的

交互作用不会影响最终结果 ,从而实现了电泳条件

的综合优化 ,结果更优。也为“单纯形法”应用于手

性拆分提供了借鉴 [ 18 ]。
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3. 3　盐酸小檗碱为方中君药黄柏的主要药效成分 ,

该成分的浸出效果代表了方中有效成分的浸出情

况 ,且其含量测定有成熟方法 ,故选其为评价指标 ,

权重系数定为 0. 6。同时总干浸膏的多少可以作为

大类成分间接控制的一个指标 ,所以选择其作为评

价指标之一 ,权重系数定为 0. 4。通过加权计算综

合得分评价提取工艺 ,最终筛选出三黄解毒乳膏中

药材的最佳提取工艺。
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