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萘普生（Naproxen）是临床广泛应用的一种非甾体解热镇

痛抗炎药，其主要适应证是风湿性和类风湿性关节炎、各种轻

中度疼痛和宫腔手术、检查镇痛等[1]。其化学名为 2-（6-甲氧

基-2-萘基）丙酸，结构式见图1。

由萘普生结构式可见，其α位含有一个手性中心，因此有

一对光学异构体存在。已有研究表明 S-（+）构型萘普生的药

理活性是R-（-）的28倍[1]，目前临床应用的萘普生均是S-（+）构

型。从以前的研究来看，萘普生的拆分方法有诱导析晶法、生

物酶法、色谱法等[2]，其中以高效液相色谱法（HPLC）为主[3-4]。

超临界流体色谱法具有分析速度快、选择性好、分离效率高、

分析条件温和、环境污染小等特点，故在手性药物分离和制备

中应用广泛[5-6]。为了提高萘普生对映体的手性分离效率和分

离纯度，减少拆分萘普生对映体可能带来的环境污染，笔者采

用超临界流体色谱法考察了手性固定相、流动相中极性添加

剂种类及占比、背压和柱温对萘普生对映体拆分的影响，建立

了萘普生对映体的超临界流体色谱拆分方法。

1 材料
1.1 仪器与色谱柱

超临界流体色谱仪（美国 Thar Technologies 公司）；天平

（瑞士Mettler-Toledo公司，精度：0.01/0.1 mg）。

手性色谱柱CHIRALCEL®OD-H（简称OD-H）、CHIRAL-

CEL®OJ-H（简称 OJ-H）及 CHIRALPAK®AD-H（简称 AD-H）、

CHIRALPAK®AS-H（简称AS-H），均购于日本Daicel公司，规

格皆为250 mm×4.6 mm，5 μm。

1.2 药品与试剂

萘普生消旋体（上海迈瑞尔化学技术有限公司，批号：

100330-201401，纯度：＞98％）；CO2（重庆海格气体有限公司，

批号：201307，纯度：≥99.99％）；异丙醇、乙醇均为色谱纯。

2 方法与结果
2.1 样品溶液制备

精密称定萘普生消旋体 5 mg，置于 10 ml量瓶中，用异丙

醇溶解定容，制备成0.5 g/L的样品溶液，低温避光保存。

2.2 色谱条件

流动相：不同体积比的异丙醇-超临界 CO2（异丙醇含量

10％～30％）；背压（柱前CO2的压力）：120～200 bar；进样量：

5 μl；柱温：15～40 ℃；检测波长：283 nm。

2.3 手性固定相（色谱柱）对分离的影响

在柱温 25 ℃、流动相为异丙醇-CO2（20 ∶ 80，V/V）、背压

170 bar、检测波长 283 nm 的条件下，分别在 4种手性色谱柱

（OD-H、OJ-H、AD-H和AS-H）上对萘普生消旋体进行拆分试

验，以分离时间（tR）、容量因子（k）、分离因子（α）和分离度（Rs）

为指标考察这 4种手性固定相对萘普生对映体的手性识别能

力，结果见表1。
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图1 萘普生化学结构式

Fig1 Chemical structure of naproxen
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表1 不同的手性固定相对萘普生对映体分离的影响

Tab 1 Effect of different chiral stationary phases on the sep-

aration of naproxen enantiomers

手性固定相
OD-H

AS-H

AD-H

OJ-H

tR1，min

37.14

7.46

11.00

71.60

tR2，min

53.56

16.51

k1

7.40

4.66

1.63

16.90

k2

11.12

2.95

α

1.50

1.81

Rs

2.44

4.28

由表 1可见，AD-H和OD-H手性色谱柱可分离萘普生对

映体，Rs分别为4.28、2.44；萘普生对映体在AD-H手性色谱柱

的保留时间分别为11.00、16.51 min，在OD-H手性柱的保留时

间分别为 37.14、53.56 min；AD-H和OD-H手性色谱柱对萘普

生对映体的α分别为1.81、1.50；而OJ-H和AS-H手性色谱柱对

萘普生对映体不具有手性识别能力，且在OJ-H柱上的保留时

间特别长，为 71.60 min。此试验结果表明，AD-H手性色谱柱

对萘普生对映体的手性识别能力最强，因此选择其为分离萘

普生对映体的手性固定相。

2.4 流动相极性添加剂对分离的影响

在设定柱温 25 ℃、背压 170 bar、手性色谱柱为AD-H、检

测波长283 nm、流动相中CO2的比例为80％的条件下，考察了

流动相中异丙醇和乙醇两种不同的极性添加剂对分离效果的

影响，结果见表2。

表2 不同的极性添加剂对萘普生对映体分离的影响

Tab 2 Effect of different polar additives on the separation

of naproxen enantiomers

流动相
乙醇
异丙醇

tR1，min

15.95

11.00

tR2，min

16.51

k1

2.79

1.63

k2

2.95

α

1.81

Rs

4.28

由表 2可见，在使用乙醇为极性添加剂的情况下，萘普生

对映体达不到手性分离的效果；而使用异丙醇为极性添加剂

后保留时间分别为 11.00、16.51 min，Rs为 4.28，达到良好的分

离效果。故本试验选用异丙醇为极性添加剂。

2.5 流动相中异丙醇占比对分离的影响

在设定柱温 25 ℃、背压 170 bar、手性色谱柱为AD-H、检

测波长 283 nm的条件下，考察流动相中异丙醇不同占比对分

离效果的影响，结果见表3。

表3 流动相中异丙醇不同占比对萘普生对映体分离的影响

Tab 3 Effect of different proportion of isopropanol in mo-

bile phase on the separation of naproxen enantiomers

异丙醇占比，％
10

15

20

25

30

tR1，min

20.91

14.32

11.00

8.92

7.86

tR2，min

34.18

22.41

16.51

12.98

11.14

k1

3.37

2.17

1.63

1.29

1.09

k2

6.15

3.96

2.95

2.33

1.96

α

1.82

1.82

1.81

1.81

1.80

Rs

5.10

4.66

4.52

3.83

3.58

由表 3可见，随着异丙醇占比的增加，萘普生对映体的 tR

和 k大幅减小，Rs逐渐减小，且在异丙醇占比为 15％～20％之

间的下降幅度最小，而α几乎不变。综合考虑对映体萘普生在

固定相中的 tR与Rs，本试验选择流动相组成为异丙醇-CO2（20 ∶
80，V/V）。

2.6 背压对分离的影响

在设定柱温 25 ℃、手性色谱柱为 AD-H、检测波长 283

nm、流动相组成为异丙醇-CO2（20 ∶ 80，V/V）的条件下，考察不

同背压对分离效果的影响，结果见表4。

表4 不同背压对萘普生对映体分离的影响

Tab 4 Effect of different back pressure on the separation of

naproxen enantiomers

背压，bar

120

130

140

150

160

170

180

190

200

tR1，min

21.79

18.12

15.39

13.46

11.96

11.00

9.60

8.72

8.02

tR2，min

33.05

27.38

23.09

20.22

17.94

16.51

14.42

13.05

12.10

k1

1.80

1.65

1.63

1.64

1.64

1.63

1.62

1.61

1.62

k2

3.24

3.01

2.94

2.96

2.96

2.95

2.94

2.91

2.95

α

1.80

1.82

1.80

1.81

1.81

1.81

1.81

1.81

1.82

Rs

5.23

5.23

4.67

4.52

4.34

4.28

4.05

3.90

3.79

由表4可见，随着背压的增加，萘普生对映体的 tR缩短，Rs

下降，α基本不变。根据色谱法速率理论[7]，从 tR、Rs等因素进行

考虑，本试验选择背压为170 bar。

2.7 柱温对分离的影响

在流动相组成为异丙醇-CO2（20 ∶ 80，V/V）、手性色谱柱为

AD-H、检测波长283 nm、背压170 bar的条件下，考察不同柱温

对分离效果的影响，结果见表5。

表5 不同柱温对萘普生对映体分离的影响

Tab 5 Effects of different column temperature on the sepa-

ration of naproxen enantiomers

柱温，℃
15

20

25

30

35

40

tR1，min

11.25

11.10

10.92

10.75

10.53

10.32

tR2，min

17.72

17.35

16.82

16.39

15.79

15.24

k1

1.76

1.72

1.67

1.63

1.59

1.54

k2

3.34

3.25

3.11

3.01

2.88

2.74

α

1.90

1.89

1.86

1.85

1.81

1.80

Rs

4.28

4.31

4.28

4.26

4.23

4.15

由表 5可见，随着柱温的升高，对映体 tR逐渐缩短，k逐渐

降低，Rs呈下降趋势，α逐渐降低。这是因为柱温升高使得流动

相黏度降低，并且溶质在流动相与固定相之间传质速度加快

所致[8]，使得以上 4项参数降低。值得注意的是，在柱温 20 ℃

时分离度出现了拐点，达到Rs考察范围的最高值（Rs＝4.31）。

而温度对手性分离的影响由以下因素决定：（1）改变手性溶质

的振动能和旋转能；（2）使溶质-溶剂平衡发生位移；（3）使构象

平衡发生位移[9]。通过以上因素使其对两种对映体产生不同

的保留行为和手性识别过程。

超临界色谱中柱温对分离的影响可用范特霍夫方程推导

表示：lnα＝ln（k2/k1）＝－Δ（ΔG）＝Δ（ΔH）/RT+Δ（ΔS）/R。其中

R为摩尔气体常数，T为绝对温度，Δ（ΔG）为两种对映体间的自

由能差异，Δ（ΔH）为其相应的焓变差异，Δ（ΔS）为其相应的熵

变差异。以萘普生对映体的 lnα对 1/T进行线性回归，得线性

方程为 lnα＝0.160 9/T+0.078（r＝0.95），结果见图2。

由此可知，在研究的温度变化范围内，对映体的Δ（ΔH）为

负值，因此认为此对映体的色谱分离受热力学控制，其手性识

别过程为焓控过程。综合分析时间、α、Rs以及对柱寿命的影

响，试验选择20 ℃为最优柱温。

2.8 系统适用性考察

综合并分析上述试验结果，确立了萘普生对映体的最优

分离条件为：AD-H柱为手性色谱柱，流动相组成为异丙醇/超

临界CO2（20 ∶80，V/V），背压为170 bar，柱温为20 ℃，样品质量
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浓度 0.5 g/L，进样量为 5 μl，检测波长为 283 nm。在该条件下

对样品进行分离，结果分离情况良好，Rs为4.31，α为1.90，理论

板数分别为21 050、23 024，详见图3。

2.9 精密度试验

取 0.5 g/L的样品溶液在优化后的色谱条件下连续进样 5

次，得萘普生对映体保留时间的RSD分别为0.26％、0.43％，峰

面积的RSD分别为0.78％、0.95％（n＝5）。这表明该色谱分离

方法精密度好。

2.10 稳定性试验

取 0.5 g/L的样品溶液分别于制备后 0、4、8、12、24 h在优

化后的色谱条件下进样测定，结果萘普生对映体保留时间的

RSD 分别为 1.32％、1.74％，峰面积的 RSD 分别为 2.65％、

3.14％（n＝5）。这表明样品溶液在24 h内测定稳定性较好。

2.11 重复性试验

精密称取萘普生消旋体等量5份，制备成0.5 g/L的样品溶

液，在优化后的色谱条件下各测定 5次，得萘普生对映体保留

时间的 RSD 分别为 0.57％、0.78％，峰面积的 RSD 分别为

1.27％、1.44％（n＝5）。这表明该色谱分离方法重复性良好。

3 讨论
OD-H的固定相为纤维素-三-（3，5-二甲基苯基氨基甲酸

酯），OJ-H的固定相为纤维素-三（4-甲基苯甲酸酯），AS-H的固

定相为直链淀粉-三[（S）-α-苯乙基氨基甲酸酯）]，AD-H的固定

相为直链淀粉-三（3，5-二甲基苯基氨基甲酸酯）[10-11]。因为直

链淀粉苯基氨基甲酸酯具有左手四重螺旋结构[10]，氨基甲酸酯

残基围绕主链形成许多沟槽，能与样品分子间发生氢键相互

作用、π-π相互作用和包夹相互作用形成“三点相互作用”[12]，才

能对样品进行有效拆分。而萘普生对映体能与AD-H固定相

发生氢键相互作用，且萘普生对映体中的萘环能与AD-H固定

相发生π-π相互作用，形成了三点相互作用模型，因此AD-H手

性色谱柱分离萘普生对映体的效果较好。

在多糖类衍生物固定相上的手性拆分上，氢键相互作用

起着关键的作用。溶质和极性的流动相添加剂都有可能与固

定相形成氢键，即溶质与极性添加剂之间存在竞争作用。这

种竞争作用必然与添加剂的溶剂强度和立体结构有关[13]。故

使用乙醇为极性添加剂后不能达到手性分离的效果，而异丙

醇则可。

色谱分离中，已有大量的试验证实流动相的组成对溶质

的保留时间和分离中的选择性有很大影响。有许多的手性分

离就是通过改变流动相的组成，使溶质的保留时间和分离的

立体选择性发生变化才获得了最优的分离效果[14]。这表明异

丙醇作为极性添加剂与溶质萘普生对映体存在竞争作用，当

异丙醇占比增大，其竞争性地与固定相形成氢键的能力更强，

故导致对映体萘普生在固定相的保留量减少、分离度降低。

综上所述，本方法简单、快速，分离效果好，可以作为萘普

生对映体手性分离的新方法，其对手性药物萘普生的合成、生

产以及分析测定也有一定参考意义。
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图2 萘普生对映体的 lnα-1/T关系图

Fig 2 lnα-1/T relation diagram of naproxen enantiomers
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图3 萘普生对映体色谱分离图

Fig 3 Separation chromatography of naproxen enantiomers
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