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左旋盐酸安妥沙星中对映体杂质的
高效毛细管电泳法检测
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摘 　要 : 建立了高效毛细管电泳检测盐酸安妥沙星中对映体杂质的方法。以含 20 mmol/L HP2β2CD 与 70

mmol/L磷酸二氢钾溶液 (用磷酸调节 pH 310)为运行缓冲液 , 电压 30 kV, 柱温 30 ℃, 检测波长 297 nm。可在

10 m in内将两对映体良好分离 , 检出限为 2 mg·L - 1 (S /N = 3) , 左旋安妥沙星在 4189～6112 mg·L - 1呈良好

的线性关系 , 日内精密度 (RSD)为 211% ( n = 5) , 日间精密度 (RSD)为 312% ( n = 15)。
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Ab s tra c t: Antofloxacin hydrochloride is a new chiral drug. A sensitive, simp le and accurate method

for enantiomeric impurity determ ination of antofloxacin hydrochloride was firstly developed by cap illary

electrophoresis. The op timum experimental conditionswere 20 mmol/L HP2β2CD, 70 mmol/L phosphate

buffers(pH 310) with an effective voltage of 30 kV at 30 ℃ and detected at 297 nm. The method offers

good separation of the two enantiomers in less than 10 m in. The lim it of detection was 2 mg·L
- 1

(S /N = 3). Good linear rangeswere obtained from 4189 to 6112 mg·L
- 1

. The relative standard devi2
ations of intra2 and inter2day were 211% ( n = 5) and 312% ( n = 15).
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盐酸安妥沙星 , 属喹诺酮类手性药物 (结构式见图 1) , 2000年由中国专利局授权 , 获得化合物专

利、合成工艺专利和抗菌药用途专利 [ 1 ]
, 为我国拥有自主知识产权的一类新药。药理毒理实验表明该

药具有广谱、强效和安全的特点 , 该药已完成国家食品药品监督管理局要求的临床实验研究 , 准备进

行试生产。由于盐酸安妥沙星本身是单一的左旋体 , 为了严格控制药品的工艺和质量 , 必须对其对映

体的残留量进行控制。

　　目前 , 关于高效毛细管电泳法手性分离盐酸安妥沙星与其右旋体的方法 , 国内外均未见报道。在

图 1　盐酸安妥沙星的结构式
Fig11　Structure of antofloxacin

hydrochloride

采用高效毛细管电泳进行手性药物拆分中 , 基于主客体配合物

形成手性识别原理的环糊精 -毛细管区带电泳法应用最为成功。

常用的环糊精手性选择剂只有α2, β2, γ2环糊精 (CD )及其衍生

物。实验发现β类 CD的分离能力最强 [ 2 - 5 ]
, 应用最多 , 特别适

合芳香族化合物。本文以 β2环糊精 (β2CD )、羟丙基 2β2环糊精

(HP2β2CD)、二甲基 2β2环糊精 (DM 2β2CD )和羧甲基 2β2环糊精

(CM 2β2CD)为手性选择剂 , 对盐酸安妥沙星对映体和氧氟沙星

对映体的拆分结果进行比较。首次建立了检测盐酸安妥沙星对

映体杂质的高效毛细管电泳法。
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1　实验部分

111　仪器与试剂

熔融石英毛细管 55 cm ×75μm (有效柱长 50 cm ) ; Agilent HP
3D毛细管电泳仪 ; 二极管阵列检测

器 ; HP
3D工作站 ; M illipore纯水机。

盐酸安妥沙星及其右旋异构体均由安徽环球药业提供。β2CD ( Sigma公司 )、HP2β2CD (A ldrich Chem i2
cal Company) , CM2β2CD (华北制药厂 ) , DM2β2CD ( Sigma公司 ) , 三羟甲基氨基甲烷 ( Tris)和磷酸氢二钾

均为分析纯 , 实验用水为 M illipore超纯水 , 缓冲液、供试品溶液、对照品溶液使用前均用 0145μm滤膜

过滤。

112　色谱条件

运行缓冲液 : 含 20 mmol/L HP2β2CD与 70 mmol/L磷酸二氢钾 , 用磷酸调节 pH 310的缓冲液 ; 电

压 : 30 kV由正到负 ; 柱温 : 30 ℃; 检测波长 : 297 nm; 进样方式 : 压力进样 345 kPa, 进样 4 s, 每

次进样前用 1 mol/L氢氧化钠冲洗 5 m in, 超纯水冲洗 2 m in, 再用运行缓冲液冲洗 5 m in。

113　实验方法

样品溶液的制备 : 取盐酸安妥沙星精密称定 , 加水溶解并稀释成 1 g/L。

混合溶液的制备 : 取盐酸安妥沙星与其右旋对映异构体适量 , 加水溶解并稀释成分别含 015 g/L的

混合溶液。

2　结果与讨论

211　色谱条件的选择

21111　检测波长的选择 　盐酸安妥沙星在 297 nm有最大吸收 , 因此选择 297 nm为检测波长。

21112　手性选择剂的选择 　实验发现 , 天然的β2CD对盐酸安妥沙星对映体没有手性选择作用。环糊

精的衍生物 , 中性的 HP2β2CD和 DM 2β2CD及带负电的 CM 2β2CD均可使左旋体和右旋体达到基线分离 ,

且均为左旋体先出峰。环糊精分子为锥形筒体 , 筒腔内部呈相对疏水 , 羟基在开口处 , 呈亲水性。其

手性识别取决于主客体之间的包结络合作用和氢键作用 , 而客体的分子大小和形状是否能与环糊精疏

水腔很好地匹配是产生这两种作用的前提 [ 6 ]。从结构上看 , 盐酸安妥沙星分子的主要部分均是一个较

大的含苯环的三环体系 , 它和分子另一端的较小的哌嗪环以 C—N键相连。当与环糊精作用时 , 较小

的哌嗪环易于进入环糊精的空腔 , 而较大的三环体系难于被环糊精分子完全包容 , 造成分子手性中心

离空腔边沿较远。环糊精衍生化后 , 相当于加长了环糊精分子的长度 , 其衍生基团易于与分子手性中

心发生作用 , 因此衍生化的环糊精比未衍生化的环糊精有更好的分离效果 [ 7 ]。

不同手性试剂对盐酸安妥沙星及右旋异构体的拆分实验结果见图 2。比较而言 , 以 HP2β2CD为手

性选择剂较适宜。虽然 CM 2β2CD所需的试剂浓度最低 , 但迁移时间较 HP2β2CD稍长 , 且峰的对称性不

如 HP2β2CD。可能由于环糊精发挥手性作用在 pH 2～4范围 , 盐酸安妥沙星带电 , 中性的环糊精更适

用。据报道在许多药物的手性拆分中 , 以 HP2β2CD最为出色 , 这不仅与 CD分子空腔大小有一定关系 ,

而且还和 CD的对称性有关。同时 , HP2β2CD也较常用 , 易得。

21113　运行缓冲液的确定 　 (1) HP2β2CD浓度的选择 　选择 10、20、30、40 mmol/L HP2β2CD进行实

验 , 结果显示 , 随环糊精浓度的增加 , 迁移时间变长 , 分离度增大 , 当浓度增加到一定值时 , 再加大

浓度分离改善不明显。在浓度为 20 mmol/L , 两对映体已达到基线分离 , 且分离时间较短。故选择 20

mmol/L HP2β2CD。

(2) 磷酸二氢钾浓度的选择 　分别采用 20、40、70、90 mmol/L磷酸二氢钾缓冲液 , 发现随浓度增

高 , 分离度变大 , 迁移时间变化不大。而高浓度的磷酸缓冲液 , 使电流过大 , 90 mmol/L时已接近 100

μA。故选择 70 mmol/L磷酸二氢钾。

(3) 缓冲液 pH值的选择 　选择 pH 210、215、310、410、510进行实验 , 随 pH减小 , 分离变好 ,

pH小于 310, 改善不明显。pH为 310时分离及迁移时间适宜。

(4) 温度的选择 　考察不同温度对盐酸安妥沙星对映体分离度的影响。随着温度的降低 , 盐酸安
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妥沙星两对映体的分离度增加 , 但保留时间延迟 , 综合考虑选用 30 ℃作为操作温度可以达到完全

分离。

图 2　盐酸安妥沙星与其右旋异构体的高效毛细管电泳图
Fig12　Cap illary electrophorogram s of antofloxacin hydrochloride and (R ) 2Antofloxacin

A. 7 mmol/L CM2β2CD with 5 mmol/L Tris buffers(pH 3. 0) ; B. 20 mmol/L HP2β2CD with
70 mmol/L phosphate buffers(pH 3. 0) ; C. 40 mmol/L DM2β2CD with 70 mmol/L phosphate

buffers(pH 3. 5) ; S. (S ) 2antofloxacin; R. (R ) 2antofloxacin

　　 (5) 电压的选择 　效率与电压间存在极大值。极大电压通常也是最佳工作电压。在本实验中 , 30

kV为仪器允许的最大电压。考察电压变化的影响 , 随着电压的降低 , 分离时间延长 , 分离度略有提

高。考虑到节省分析时间 , 选用 30 kV为分离电压。

212　检出限与线性范围

在确定的最佳实验条件下 , 盐酸安妥沙星在 4189～6112 mg·L
- 1质量浓度范围内与峰面积和校正

峰面积 (峰面积 /迁移时间 )呈良好的线性关系 , 峰面积回归方程为 y = 539 x + 01391, r = 01999 6; 校正

峰面积回归方程为 y = 611913 x + 01026 ( y为峰面积 (mAU) , x为质量浓度 (mg·L - 1 ) ) , r = 01999 3。检

出限为 2 mg·L
- 1 (S /N = 3)。

213　精密度与回收率实验

取一批号未检出对映体杂质的样品 , 加入相当于质量分数为 015%的右旋异构体 , 加水稀释成含

安妥沙星 1 g/L和含右旋异构体 01005 g/L的混合溶液 , 按确定的方法实验 , 日内重复测定 5次 , 并连

续测定 3天。日内精密度 (RSD)为 211% ( n = 5) , 日间精密度 (RSD )为 312% ( n = 15)。

参照同类手性药物的对映体杂质一般控制在 1%以内 , 取一批号样品 , 在样品溶液中加入相当于质

量分数为 015%的右旋异构体 , 结果平均回收率为 97% , RSD ( n = 3)为 111%。

214　实际样品分析

取盐酸安妥沙星原料 (6批 ) , 精密称定 , 加水溶解稀释成 1 g/L。测定 3批样品 , 均未检出右旋对

映异构体 , 表明样品中的对映体杂质质量分数小于 012% (检出限 2 mg·L - 1 )。
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