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不同的立体异构体在体内的药效学、药动学和毒理学性

质不同，并表现出不同的治疗作用与不良反应，因此对映体的

分离具有重要意义[1]。拆分光学对映体的方法有很多种，常用

的高效液相色谱法有的采用手性柱进行分离[2]，但采用手性柱

分离费用高，适合的种类少，柱效比较低，无法满足众多手性

药物分离的需要。高效毛细管电泳（HPCE）法是近十几年高
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摘 要 目的：建立拆分氟西汀和联苯苄唑两种药物手性对映体的方法。方法：采用高效毛细管电泳法，以羧甲基-β-环糊精

（CM-β-CD）为手性选择剂，以未涂层熔融石英毛细管柱为分析柱，重力进样5 s，高度差10 cm，柱温20 ℃。分别对缓冲盐浓度、手

性选择剂的浓度、缓冲盐的pH、分离电压进行考察，确定两种药物最佳分离条件；并以分离度为指标对两种药物的原料药进行分

离验证试验。结果：氟西汀对映体在pH 4.5的30 mmol/L NaH2PO4缓冲溶液（含1.0％ CM-β-CD）为运行电解质时达到最佳分离，

分离度为3.70；联苯苄唑对映体在pH 3.0的30 mmol/L NaH2PO4缓冲溶液（含1.0％ CM-β-CD）为运行电解质时达到最佳分离，分

离度为5.44。方法精密度的RSD均≤0.9％（n＝6）。结论：CM-β-CD的加入对氟西汀和联苯苄唑有很高的对映体选择性，可有效

分离两种药物；建立的方法精密度好、经济、简便、快捷。
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Separation of Fluoxetine and Bifonazole Enantiomer by High Performance Capillary Electrophoresis
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the separation of chiral enantiomers of fluoxetine and bifonazole. METH-

ODS：High performance capillary electrophoresis was established using carboxymethyl-β-cyclodextrin（CM-β-CD）as chiral selec-

tive agent；the separation of enantiomers was performed on uncoated fused-silica capillary column with gravity sampling time of 5

s，height difference of 10 cm and column temperature of 20 ℃；the concentration and pH value of phosphate buffer，the concentra-

tion of chiral selective agent and the separation voltage were investigated，and the optimal separation condition of 2 kinds of drugs

were determined. The validation test of 2 kinds of raw materials was conducted using separation rate as index. RESULTS：Under

the optimal conditions，the resolutions of fluoxetine and bifonazole enantiomers were 3.70 and 5.44 by using 30 mmol/L NaH2PO4

buffer solution（pH 4.5 and 3.0，containing 1.0％ CM-β-CD）as running electrolyte，respectively. RSD of method precision was ≤

0.9％（n＝6）. CONCLUSIONS：CM-β-CD is high enantio-selective for the fluoxetine and bifonazole and can separate them effec-

tively. The method is accurate，economical，convenient and rapid.
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该方法操作简单，线性、重复性、回收率、精密度均较好，可作

为右旋兰索拉唑缓释胶囊的光学纯度测定方法。
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速发展起来的一种现代分离分析技术[3-4]，基本原理是在电场

作用下，以毛细管为通道，依据离子迁移速度的差异实现对不

同立体异构体的分离，具有简便、快速、高效的优点[5]。在HPCE

法手性拆分中，环糊精（CD）及其衍生物是应用最广泛的手性

选择剂[6]。虽有文献报道以羧甲基-β-环糊精（CM-β-CD）为手

性选择剂拆分氟西汀[7]对映体，但本方法与其采用的背景电解

质及试验条件不同，且可以使氟西汀对映体分离度更高，分离

效果更好，从而更适用于如有关物质检查等方面的应用。

联苯苄唑系广谱抗真菌药，其对映体未见有以CM-β-CD

为手性选择剂、采用毛细管电泳法拆分的文献报道。因此，本

文使用CM-β-CD作为毛细管电泳背景电解质手性选择剂，对

氟西汀和联苯苄唑进行了对映体拆分研究。通过考察

CM-β-CD浓度、pH、缓冲盐浓度、电压等因素对对映体分离的

影响，确定最佳的电泳条件。

1 材料
1.1 仪器

CL1030型毛细管电泳仪，包括CL101A高压电源、CL1030

紫外检测器、HW-2000色谱工作站（北京彩陆科学仪器公司）；

pHS-3DC精密数显酸度计（上海科学公司）。

1.2 药品与试剂

CM-β-CD（天津博迪化工有限公司，批号：20100106）；氟

西汀（批号：100513-200401，纯度：100％）、联苯苄唑对照品（批

号：100326-200201，纯度：100.0％）均来源于中国食品药品检

定研究院；氟西汀原料药（礼来苏州制药有限公司，批号：

1803A，纯度：100.0％）、联苯苄唑原料药（北京华泰制药有限

公司，批号：112052，纯度：100.0％）；其余试剂为分析纯；水为

去离子水。

2 方法与结果
2.1 毛细管电泳条件

分析柱：未涂层熔融石英毛细管柱（50 cm×50 μm）。

背景电解质：配制 30 mmol/L NaH2PO4缓冲盐溶液，加入

一定量的CM-β-CD，用H3PO4调节至所需 pH，经 0.45 μm微孔

滤膜滤过，备用。进样方式：重力进样5 s，高度差10 cm；分离

电压：20 kV；检测波长：氟西汀 226 nm，联苯苄唑254 nm；中性

标记物：丙酮；柱温：20 ℃。新毛细管柱用 1.0 mol/L NaOH溶

液冲洗 10 min，然后用水冲洗 5 min。试验开始前，依次用 0.1

mol/L NaOH溶液、水、背景电解质溶液冲洗 10 min；进样间用

背景电解质溶液冲洗3 min后进行下次进样。

2.2 溶液的配制

氟西汀和联苯苄唑对照品用甲醇溶解并稀释制成 1.0

mg/ml溶液，运行时用背景电解质溶液稀释至质量浓度为 0.1

mg/ml。取氟西汀原料药和联苯苄唑原料药适量，加甲醇溶解

并稀释制成 1.0 mg/ml的溶液，运行时用背景电解质溶液稀释

至质量浓度为0.1 mg/ml。

2.3 分离条件的选择

2.3.1 CM-β-CD 浓度对分离的影响。CM-β-CD 等手性选择

剂的浓度是影响分离效果的一个重要因素，因为其可与手性

药物形成包合物，被包合的对映体由于构型或构象的不同，在

包合作用力上有差别，进而实现对映体分离[8]。笔者考察了氟

西汀在pH 4.5的30 mmol/L NaH2PO4缓冲盐溶液条件下，联苯

苄唑在pH 3.0的30 mmol/L NaH2PO4缓冲盐溶液条件下，CM-

β-CD浓度分别为0.2％、0.5％、1.0％、2.0％（g/ml）时，对氟西汀

和联苯苄唑对映体分离度的影响，结果见图1。

从图1中可见，CM-β-CD浓度为1.0％时，氟西汀和联苯苄

唑对映体分离度达到最大。继续升高CM-β-CD浓度，分离度

出现减小趋势。这可能是随着手性选择剂浓度的增加，手性

选择剂与两对映体之间的相互作用的程度增加，有利于对映

体与手性选择剂之间形成络合物所致。但当浓度过高时形成

的两种络合物的差异程度减小，故分离度随之减小[8]。因此，

CM-β-CD最佳浓度确定为1.0％。

2.3.2 pH对分离的影响。在HPCE分离中，电解质溶液的pH

可影响电渗流的大小以及手性药物的荷电情况，从而影响对

映体与手性选择剂的相互作用及对映体的分离[8]。氟西汀和

联苯苄唑均为碱性药物，在酸性条件下质子化而带正电荷，其

电泳方向与电渗流方向相同。CM-β-CD是一种阴离子修饰的

CD，在缓冲液中因电离而变为带有负电荷的阴离子，其电泳方

向与手性分子相反[7]。在pH 2.5～6.5范围内，被分离样品质子

化程度随 pH 的增大而逐渐减小，CM-β-CD 的电离度迅速增

加，使两者之间相互作用的几率增大。在适宜的pH时可以达

到理想的分离效果。本试验在 30 mmol/L NaH2PO4缓冲盐溶

液中加入 1.0％CM-β-CD，考察了 pH 分别为 2.5、3.0、3.5、4.0、

4.5、5.0、5.5、6.5时对对映体分离的影响。结果在pH 4.5时氟西

汀对映体的分离度达到最大；在pH 3.0时联苯苄唑对映体的分

离度达到最大，结果见图2。

2.3.3 缓冲盐浓度对分离的影响。缓冲盐的浓度对改善分

离、抑制吸附、控制焦耳热等均有影响。保持其他条件不变，

笔者考察了不同浓度的NaH2PO4缓冲盐溶液对对映体分离的

影响。结果表明，NaH2PO4的浓度为20 、30 、60 mmol/L时，分

离度呈现先增加后减小的趋势。缓冲盐浓度为30 mmol/L时，

分离度达到最大。这可能是由于缓冲盐浓度增大，减小了组

图1 CM-β-CD浓度对两种药物对映体分离度的影响

Fig 1 Effects of CM-β-CD concentration on the enantiomer-

ic separation of the two drugs
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图2 pH对两种药物对映体分离度的影响

Fig 2 Effects of pH value on resolution of the two drugs

6

5

4

3

2

1

0

氟西汀

联苯苄唑

分
离

度

0 1 2 3 4 5 6 7

pH

··2757



China Pharmacy 2014 Vol. 25 No. 29 中国药房 2014年第25卷第29期

分与管壁的相互作用，增加了对映体与手性选择剂的相互作

用所致。当缓冲盐浓度增至60 mmol/L时，由于离子强度的过

度增加，使电流增大，焦耳热增大，分离度下降。因此最终确

定缓冲盐浓度为30 mmol/L，结果见表1。

表1 缓冲盐浓度对两种药物对映体分离度的影响

Tab 1 Effects of different concentration of phosphate buffer

on the resolutions of the two drugs

药物
氟西汀
联苯苄唑

20 mmol/L

2.32

2.78

30 mmol/L

3.70

5.44

60 mmol/L

3.45

5.11

2.3.4 电压对分离的影响。考察了分离电压为 15、20、25 kV

时对分离度的影响。结果表明，增加电压可缩短分离时间，但

同时电泳电流值增加导致焦耳热增加，柱效和分离度反而下

降。综合考虑，选择分离电压为20 kV，结果见表2。

表2 电压对两种药物对映体分离度的影响

Tab 2 Effects of different voltage on the resolutions of the

two drugs

药物
氟西汀
联苯苄唑

15 kV

3.69

5.45

20 kV

3.70

5.44

25 kV

3.01

4.78

2.4 方法验证

2.4.1 仪器精密度。取氟西汀对照品溶液和联苯苄唑对照品

溶液，在“2.3”项条件下分别进样 6次，结果表明，氟西汀和联

苯苄唑的精密度良好，RSD均≤0.9％（n＝6）。

2.4.2 验证结果。取氟西汀原料药溶液和联苯苄唑原料药溶

液适量，按“2.2”项下方法制备，在“2.3”项条件下对氟西汀原

料药和联苯苄唑原料药进行拆分，结果对映体分离图见图3。

综上所述，以 pH 4.5的 30 mmol/L NaH2PO4缓冲盐溶液

（含1.0％CM-β-CD的手性选择剂）为运行电解质，氟西汀对映体

达到最佳分离，分离度为3.70；以pH 3.0的30 mmol/L NaH2PO4

缓冲盐溶液（含1.0％ CM-β-CD的手性选择剂）为运行电解质，

联苯苄唑对映体达到最佳分离，分离度为5.44。

3 讨论
手性选择剂的种类和浓度、背景电解质的pH和离子强度

是影响药物对映体分离的主要因素。本试验对 CM-β-CD 浓

度、pH、缓冲盐浓度等条件进行优化，结果在优化的电泳条件

下，氟西汀、联苯苄唑的对映体达到了完全分离，分离度分别

为 3.70和 5.44。该方法的建立为氟西汀和联苯苄唑对映体的

分离分析奠定了基础。CM-β-CD在背景电解质中电离而带负

电，带正电的胺基与CM-β-CD外缘带负电的羧甲基产生较强

的静电作用。除此之外，对于阴离子型CD类手性选择剂，主

体和客体分子之间还可能存在疏水作用、范德华力（包括偶极-

偶极、偶极-诱导偶极和色散力）、氢键作用等作用力，这些作用

力促进了CD分子对客体分子的包合作用，使药物两个对映体

之间包合作用的差值变大，分离度变大，从而使两种药物各自

的对映体得到很好的分离[8]。

在本文的研究中，由于采用的是正极进样负极检测方式，

CM-β-CD分子带负电，向正极移动；分析物分子带正电，向负

极移动（与电渗流方向一致），故其之间的相对运动也有利于

主客体之间的相互作用，这也是采用阴离子型CD衍生物分离

碱性药物的优势之一。
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图3 2种样品对映体分离图
A.氟西汀；B.联苯苄唑

Fig 3 Eletrophoresis of the separation of 2 enantiomers sam-
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