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环孢素 Ａ 在反相液相色谱中的吸附行为及分离纯化
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摘要：环孢素 Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ Ａ， ＣｓＡ）是由 １１ 个氨基酸组成的中性环状多肽，是临床拮抗器官和组织移植后排异

反应的首选药物。 高效液相色谱法广泛应用于 ＣｓＡ 的分离分析，开展 ＣｓＡ 色谱行为的研究是使用制备高效液相

色谱纯化 ＣｓＡ 的关键。 该文首先在 Ｃ１８ 固定相上比较了 ＣｓＡ 在甲醇⁃水和乙腈⁃水两种流动相体系中的保留行为，
结果表明其保留时间对有机相比例变化比较敏感。 控制甲醇比例在 ８４％ ～ ８８％，或者乙腈比例在 ７５％ ～ ８５％， ＣｓＡ
的保留因子（ｋ）在 ３～７ 范围内。 考察了上样量对 ＣｓＡ 峰形的影响。 随着上样量增加，在两种流动相体系中，ＣｓＡ
的峰形都由对称开始变得拖尾，保留时间前移。 因此在进行 ＣｓＡ 纯化时，需要特别注意前杂的去除情况。 然后采

用吸附等温线描述 ＣｓＡ 的保留行为，当流动相中 ＣｓＡ 的质量浓度较低时，有机相比例对溶质在固定相上的吸附量

影响并不明显。 随着溶质的质量浓度增加至 ０ ５ ｇ ／ Ｌ 以上，有机相比例降低有助于提高 ＣｓＡ 在固定相上的吸附

量。 和甲醇⁃水体系相比，在乙腈⁃水体系中固定相对溶质有更大的吸附容量。 用模型对 ＣｓＡ 的等温吸附曲线拟

合，在甲醇⁃水体系中符合 Ｌａｎｇｍｕｉｒ 模型，在乙腈⁃水体系中为 Ｍｏｒｅａｕ 模型。 由模型参数可知在两种体系下，ＣｓＡ
在 Ｃ１８ 固定相上均为单层吸附，区别在于乙腈⁃水体系中 ＣｓＡ 会产生较大的分子间作用力。 最后，实验采用 ０～ ６０
ｍｉｎ ６５％ ～７５％ 乙腈、６０～８０ ｍｉｎ ７５％ 乙腈的条件开展了环孢素 Ａ 纯化的探索实验，可将 ＣｓＡ 的杂质控制在 ０ ２％
以下。 本研究结果对采用制备高效液相色谱纯化 ＣｓＡ 具有指导意义。
关键词：反相液相色谱；制备高效液相色谱；环孢素 Ａ；吸附等温线；纯化
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ｏｎ ｔｈｅ Ｃ１８ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ ｉｎ ｂｏｔｈ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｉｎｇ ｔｈａｔ ｍｏｒｅ ｉｎｔｅｒｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣｓＡ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃ｗａｔｅｒ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａ
ｈｉｇｈｅｒ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ． Ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｗａｔｅｒ， ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣｓＡ
ｗｅｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｄｕｅ ｔｏ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ａｓ ａ ｐｒｏｔｏｎ ｄｏｎｏｒ． Ａｓ ａｎ ａｐｒｏｔｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ， ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
ｃｏｕｌｄ ｏｎｌｙ ｗｅａｋｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅｓｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ； ｈｅｎｃｅ， ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｙ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ． Ａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｃｈａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ８５％ ｔｏ ７５％，
ｔｈｅ ｓａｔｕｒａｔｅｄ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ １２３ ｇ ／ Ｌ ｔｏ １９７ ｇ ／ Ｌ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎ⁃
ｓｔａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ０ ６１８ ｔｏ ０ ５８８． Ｆｉｎａｌｌｙ， ＣｓＡ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ０－６０ ｍｉｎ
６５％－７５％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ， ６０－８０ ｍｉｎ ７５％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ， ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｉｍｐｕｒｉｔｙ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ
ｔｏ ｂｅｌｏｗ ０ ２％． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｉｌｌ ａｉｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｓＡ ｂｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ＨＰＬＣ．

引用本文：李志东，傅青，戴卓舜，金郁，梁鑫淼． 环孢素 Ａ 在反相液相色谱中的吸附行为及分离纯化． 色谱，２０２２，４０（１）：６６－７３．
ＬＩ Ｚｈｉｄｏｎｇ， ＦＵ Ｑｉｎｇ， ＤＡＩ Ｚｈｕｏｓｈｕｎ， ＪＩＮ Ｙｕ， ＬＩＡＮＧ Ｘｉｎｍｉａｏ． Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ， ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ Ａ ｕｓｉｎｇ
ｒｅｖｅｒｓｅｄ⁃ｐｈａｓｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（１）：６６－７３．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒｅｖｅｒｓｅｄ⁃ｐｈａｓｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＲＰＬＣ）； ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑ⁃
ｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ｐｒｅｐ⁃ＨＰＬＣ）； ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ Ａ （ＣｓＡ）； ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｓｏｔｈｅｒｍ； ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 环孢素 Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ Ａ， ＣｓＡ）是由 １１ 个氨

基酸组成的中性环状多肽（见图 １），在临床作为拮

抗器官和组织移植后排异反应的首选药物［１－３］。 在

ＣｓＡ 的分离检测中，使用最广泛的是高效液相色谱

法（ＨＰＬＣ） ［４，５］。 依据 ＣｓＡ 的脂溶性特点，ＨＰＬＣ 分

析时多采用反相 Ｃ１８ 固定相，流动相以乙腈⁃水、甲

醇⁃水为主，添加乙酸铵、甲酸、磷酸、三氟乙酸等添

加剂［６－１１］。 有文献报道，ＣｓＡ 在 ＨＰＬＣ 中的保留时

间随着温度升高没有明显降低。 这是因为 ＣｓＡ 具

有独特的环状刚性结构，在高温下的水溶剂化能力

较差，所以流动相的洗脱能力并没有随着升温而显

著提高，ＣｓＡ 的保留时间波动很小［１２，１３］。

·７６·



色 谱 第 ４０ 卷

图 １　 环孢素 Ａ 的结构
Ｆｉｇ． １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ Ａ

　 　 已报道的 ＣｓＡ 及其衍生物的纯化方法包括了

大孔树脂、柱层析和高速逆流色谱等［１４－１６］，发酵液

经过大孔树脂处理后，可以达到去除杂质和富集环

孢素的目的，而随后采用硅胶柱层析或者高速逆流

色谱法则可纯化得到环孢素单体。 为了进一步去除

杂质，达到杂质的限量要求，同时提高上样量、回收

率等工艺参数，更多先进的分离技术用于药品的纯

化制备。 制备高效液相色谱（ｐｒｅｐ⁃ＨＰＬＣ）具有柱效

高、分离快速稳定、在线检测和自动收集的优势，已
广泛用于发酵来源的药物和天然产物这类复杂样品

的分离纯化。 开展 ＣｓＡ 的色谱行为研究，深入了解

ＣｓＡ 的色谱特性，可为 ＣｓＡ 制备方法的选择与优化

提供理论上的指导。 从影响反相液相色谱（ＲＰＬＣ）
制备的关键因素出发，本文系统开展了 ＣｓＡ 在

ＲＰＬＣ 模式下的保留行为研究，包括考察有机溶剂

种类和比例对 ＣｓＡ 保留的影响，探索 ＣｓＡ 峰形和上

样量之间的关系。 并通过测定 ＣｓＡ 的吸附等温线，
对其色谱行为给出理论上的支持。 基于上述结果，
尝试开展 ＣｓＡ 的纯化分离，为 ｐｒｅｐ⁃ＨＰＬＣ 纯化 ＣｓＡ
提供参考。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｌｌｉａｎｃｅ 高效液相色谱仪 （Ｗａｔｅｒｓ，
ＵＳＡ），包括 ２６９５ 四元梯度泵、２４８９ ＵＶ⁃Ｖｉｓ 检测器、
自动进样器和柱恒温系统；ＸＰ１０５ＤＲ 分析天平

（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ， 瑞士）。 环孢素 Ａ 原料药（纯度＞
９９％）和粗品为浙江瑞邦药业有限公司提供，分别用

于吸附量测定和分离纯化实验。

　 　 色谱级甲醇（ＭｅＯＨ）、乙腈（ＡＣＮ）、甲基叔丁

基醚、磷酸（Ｈ３ＰＯ４，纯度＞９８％）购自百灵威（中国）
科技有限公司；流动相水为娃哈哈纯净水，经 ０ ２２
μｍ 膜过滤。
１．２　 实验条件

１．２．１　 流动相体系对环孢素 Ａ 保留的影响

　 　 称取 ＣｓＡ 原料药适量，用甲醇溶解，配制质量

浓度为 １０ ｇ ／ Ｌ 的样品溶液，用 ０ ２２ μｍ 膜过滤备

用。 Ｃ１８ 色谱柱 （１５０ ｍｍ × ４ ６ ｍｍ， １０ μｍ， １０
ｎｍ， 浙江华谱新创科技有限公司）；在甲醇⁃水和乙

腈⁃水体系下采用等度洗脱，甲醇⁃水的比例分别为

８０ ／ ２０、 ８２ ／ １８、 ８４ ／ １６、 ８５ ／ １５、 ８６ ／ １４、 ８８ ／ １２、 ９０ ／ １０
（ｖ ／ ｖ），乙腈⁃水的比例分别为 ６０ ／ ４０、６５ ／ ３５、７０ ／ ３０、
７５ ／ ２５、８０ ／ ２０、８５ ／ １５、９０ ／ １０（ｖ ／ ｖ）。 进样量 ５ μＬ，流
速 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ５５ ℃，检测波长 ２０３ ｎｍ。
１．２．２　 考察上样量对环孢素 Ａ 峰形的影响

　 　 分别称取适量 ＣｓＡ 溶于甲醇中，配成质量浓度

为 １、５、１０、２０ 和 ４０ ｇ ／ Ｌ 的样品溶液。 流动相分别

采用甲醇⁃水（８８ ／ １２，８６ ／ １４，８４ ／ １６， ｖ ／ ｖ）及乙腈⁃水
（８５ ／ １５，８０ ／ ２０，７５ ／ ２５， ｖ ／ ｖ），其余条件同 １ ２ １。
１．２．３　 测定吸附等温线

　 　 采用前沿吸附法测定吸附等温线［１７］，以甲醇⁃
水（８４ ∶１６）体系为例：（１）配制 ８４％ 甲醇水溶液，过
０ ２２ μｍ 膜作为流动相 Ａ。 （２）分别称取 ２５、２５０、
１ ２５０ ｍｇ ＣｓＡ，充分溶解于 Ａ 相溶液中，转移至

２５０ ００ ｍＬ 容量瓶中，用 Ａ 相溶液定容至刻度线，分
别得到样品质量浓度为 ０ １、１、５ ｇ ／ Ｌ 的 ８４％ 甲醇溶

液，过 ０ ２２ μｍ 膜，分别作为流动相 Ｂ、Ｃ、Ｄ。
　 　 实验方法（以甲醇⁃水体系为例） 　 色谱柱：Ｃ１８
（５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ， １０ μｍ， １０ ｎｍ， 浙江华谱新创

科技有限公司），柱温：５５ ℃；流速：１ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；用
Ａ 相充分平衡，开始进样，进样体积设置为 ０ μＬ。
依次设置流动相 Ａ、Ｂ、Ｃ 和 Ｄ 的比例，以台阶梯度

的方式改变流动相中 ＣｓＡ 的浓度。 控制 Ｂ（Ｃ 或

Ｄ ）的体积分数为 ０、 １０％、 ２０％、 ３０％、 ４０％、 ５０％、
６０％、７０％、８０％、９０％、１００％，对应流动相中样品的质

量浓度分别为 ０、０ ０１、０ ０２、０ ０３、０ ０４、０ ０４、０ ０５、
０ ０６、０ ０７、０ ０８、０ ０９ 和 ０ １ ｇ ／ Ｌ（Ｃ： ０ １ ～ １ ｇ ／ Ｌ，
Ｄ： ０ ５～５ ｇ ／ Ｌ）。 每个台阶梯度时间为 １０ ｍｉｎ。 为

了使紫外检测在线性范围内，适当调整检测波长，对
应 Ｂ、Ｃ、Ｄ 相的检测波长分别为 ２３０、２４５ 和 ２５５
ｎｍ，环孢素 Ａ 的紫外光谱图见图 ２。 在乙腈⁃水体

系中的实验方法同上。

·８６·
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图 ２　 环孢素 Ａ 的紫外光谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＣｓＡ

　 　 死时间 ｔ０ 的测定　 称取 ＫＮＯ３ 适量，配制质量

浓度为 ５ ｇ ／ Ｌ ＫＮＯ３ 溶液，过 ０ ２２ μｍ 滤膜备用。
分别在对应的流动相条件下进 ＫＮＯ３ 溶液，进样体

积 １０ μＬ；洗脱方式：０ ～ １ ｍｉｎ， １００％ Ａ，记录 ＫＮＯ３

出峰时间，重复 ３ 次，取平均，记为 ｔ０。
　 　 柱外流经时间 ｔ１ 的测定　 在对应的流动相条

件下，取下色谱柱，用两通连接两端管路，洗脱方式：
０～０ ５ ｍｉｎ， １００％ Ａ； ０ ５～５ ｍｉｎ， １００％ Ｂ。 取曲线

上升到一半高度时的保留时间减去 Ａ 相流经的 ０ ５
ｍｉｎ 即为柱外流经时间 ｔ１（示意图见图 ３ａ）。 重复 ３
次，取平均值。
　 　 吸附量计算方法　 采用中点法计算吸附量，见
图 ３ｂ 和公式（１）。

Δｑ＝（ ｔ－ｔ０－ｔ２）ｖΔｃ ／ Ｖａ （１）
其中 Δｑ 为吸附增量；ｔ 是对应浓度下的样品突破时

间，即读取每个浓度下曲线上升到一半高度时对应

的保留时间；ｔ１ 是柱外流经时间（见图 ３ａ）；ｔ２ 表示

对应浓度转换的时间点，由设定的梯度条件决定，如
本实验中为 １０ ｍｉｎ；ｖ 为流动相流速（量）；Δｃ 为每

一阶梯样品浓度增量；Ｖａ 表示色谱柱中固定相的

体积。
１．２．４　 环孢素 Ａ 的纯化

　 　 称取环孢素 Ａ 粗品适量用甲醇溶解，配制质量

浓度为 ５００ ｇ ／ Ｌ 的样品溶液，过 ０ ２２ μｍ 膜。 Ｃ１８
色谱柱（１５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ， １０ ｎｍ， １０ μｍ）；流动

相组成：Ａ 为水，Ｂ 为乙腈，梯度洗脱：０ ～ ６０ ｍｉｎ，
６５％ Ｂ ～ ７５％ Ｂ； ６０ ～ ８０ ｍｉｎ， ７５％ Ｂ； 流速： ０ ６
ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：５５ ℃；检测波长：２０３ ｎｍ，进样量：３０
μＬ；按照时间对色谱峰进行收集，每 ２ ｍｉｎ 收集

一次。
　 　 馏分纯度分析：Ｕｎｉｔａｒｙ Ｃ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ×

图 ３　 （ａ）柱外流经时间 ｔ１ 和（ｂ）吸附量增量 Δｑ 的计算方法图

Ｆｉｇ． ３　 Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ （ａ） ｅｘｔｒａ⁃ｃｏｌｕｍｎ ｆｌｏｗ ｔｉｍｅ （ｔ１） ａｎｄ （ｂ） ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ （Δｑ）

　 ｔ０： ｄｅａｄ ｔｉｍｅ； ｔ２： ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎ⁃
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｅｔ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ； ｔ： ｔｈｅ ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅ⁃
ｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ ｒｉｓｅｓ ｔｏ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ａｔ ｅａｃｈ ｃｏｎｃｅｎ⁃
ｔｒａｔｉｏｎ．

４ ６ ｍｍ， ５ μｍ， １０ ｎｍ， 浙江华谱新创科技有限公

司），流动相：乙腈⁃水⁃磷酸⁃甲基叔丁基醚 （ ４９０ ／
４６０ ／ １ ／ ５０， ｖ ／ ｖ ／ ｖ ／ ｖ），等度洗脱，流速 １ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
柱温 ６０ ℃。

２　 结果与讨论

２．１　 流动相种类与比例对环孢素 Ａ 保留的影响

　 　 甲醇和乙腈是 ＲＰＬＣ 中两种常用的洗脱剂。 在

Ｃ１８ 固定相上，分别考察 ＣｓＡ 在甲醇⁃水和乙腈⁃水
两种体系下的保留情况，流动相组成与保留因子

（ｋ）的关系见图 ４。
　 　 在甲醇⁃水体系中，随着甲醇比例降低，ＣｓＡ 的

保留时间明显增加。 当甲醇⁃水的体积比为 ９０ ／ １０
时，ｋ≈２，当调整为 ８０ ／ ２０ 时，ｋ 增加到 １８。 对比

８４％ 、８６％ 、８８％ 甲醇的保留，甲醇每增加２％， ｋ 会

增加３左右。控制甲醇比例在８４％ ～ ８８％ ，ＣｓＡ的ｋ

·９６·
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图 ４　 环孢素 Ａ 在甲醇⁃水和乙腈⁃水
流动相体系中的保留因子

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ （ｋ） ｏｆ ＣｓＡ ｉｎ ＭｅＯＨ⁃Ｈ２Ｏ
ａｎｄ ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ

　 Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （１５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ， １０ ｍｍ）； ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａ⁃
ｔｕｒｅ： ５５ ℃； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２０３ ｎｍ； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １ ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ．

图 ５　 甲醇⁃水及乙腈⁃水流动相体系中环孢素 Ａ 的峰形随上样量的变化
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｓｈａｐｅ ｏｆ ＣｓＡ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｉｎｇ ｉｎ ＭｅＯＨ⁃Ｈ２Ｏ ａｎｄ ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ

　 Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （１５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ， １０ μｍ）； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ： １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ： ５５ ℃； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２０３ ｎｍ； ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅ： ５ μＬ． Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ａ１－ａ３： ＭｅＯＨ⁃Ｈ２Ｏ， ８８ ／ １２， ８６ ／ １４， ａｎｄ ８４ ／ １６ （ｖ ／ ｖ）； ｂ１－ｂ３： ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ， ８５ ／ １５， ８０ ／ ２０ ａｎｄ ７５ ／ ２５ （ｖ ／ ｖ） ．
　 Ｓａｍｐｌｅ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ： １， ５， １０， ２０ ａｎｄ ４０ ｇ ／ Ｌ．

在 ３～７ 范围内，保留适中。
　 　 在乙腈⁃水体系中，当乙腈比例由 ９０％ 降低至

６５％， ＣｓＡ 的 ｋ 由 １ 增加至 １７ 左右。 在乙腈比例改

变 ５％ 的情况下（７５％、８０％、８５％）， ＣｓＡ 的 ｋ 相差 ３
左右，控制乙腈比例在 ７５％ ～ ８５％， ｋ 在 ３ ～ ６ 范围

内。 通过有机相比例对保留影响的考察，注意到

ＣｓＡ 的保留对于有机相比例改变较为敏感，在有机

相比例稍有变动时，保留相差较大，这就需要注意提

高有机相比例控制的精度，才能保证分离的稳定性。
相对来讲，乙腈比例改变对于 ＣｓＡ 保留的影响不及

甲醇那样明显。
２．２　 上样量对环孢素 Ａ 峰形的影响

　 　 根据制备色谱的非线性理论，峰形是影响制备

纯度的关键因素。 实验分别考察了两种流动相体系

下 ＣｓＡ 的峰形与上样量之间的关系见图 ５。 无论是

甲醇⁃水体系（图 ５ａ１ ～ ａ３），还是乙腈⁃水体系（图

５ｂ１～ｂ３），随着上样量的增加，ＣｓＡ 的峰形都由对称

开始变得拖尾。 如果溶质保留时间长，拖尾现象尤

其明显，保留时间前移。 此实验结果提示，在进行

ＣｓＡ 纯化时，需要注意保留时间在目标物前的杂质

（即前杂）的分离。 根据制备色谱的非线性理论，随
着上样量的增加，前杂会因为挤压效应而影响主峰

分离的纯度。 另外，两种常用的有机相，无论是质子

供体的甲醇，还是质子受体的乙腈，在所测试的浓度

范围内，在保留相当的情况下，峰形和展宽程度是相

·０７·
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似的，即无法通过改变有机相种类对峰形和展宽程

度进行调节。

图 ６　 环孢素 Ａ 在（ａ）甲醇⁃水和（ｂ）乙腈⁃水中的吸附等温线
Ｆｉｇ． ６　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｓｏｔｈｅｒｍｓ ｏｆ ＣｓＡ ｉｎ （ａ） ＭｅＯＨ⁃Ｈ２Ｏ

ａｎｄ （ｂ） ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ

图 ７　 环孢素 Ａ 在甲醇⁃水和乙腈⁃水流动相体系下的
Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 分析图

Ｆｉｇ． ７　 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ＣｓＡ ｉｎ ＭｅＯＨ⁃Ｈ２Ｏ ａｎｄ
ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ

２．３　 环孢素 Ａ 的吸附等温线

　 　 采用连续前沿吸附法，分别测定环孢素 Ａ 在 ６
种条件下的吸附等温线（见图 ６），其中，横坐标表示

流动相中溶质的质量浓度 Ｃ（ｇ ／ Ｌ），纵坐标表示溶

质在固定相上的吸附量 ｑ （ｇ ／ Ｌ）。 在 ３ 种不同比例

甲醇⁃水或者乙腈⁃水体系中，当流动相中 ＣｓＡ 浓度

较低时，有机相比例对样品在固定相上的吸附量影

响并不明显，而当流动相中溶质质量浓度继续增加

到 ０ ５ ｇ ／ Ｌ 以上时，如果流动相中有机相比例降低，
ＣｓＡ 在固定相上的吸附量则逐渐增加。 当流动相中

的样品质量浓度达到 ５ ｇ ／ Ｌ 时，在 ８８％ 甲醇中，吸附

量为 ２４ ９ ｇ ／ Ｌ，而在 ８４％ 甲醇中，吸附量增加至

４０ ８ ｇ ／ Ｌ（见图 ６ａ）。 在乙腈⁃水体系中，ＣｓＡ 在固

定相上的吸附量比在甲醇⁃水体系中更大些。 同样

在流动相中样品质量浓度在 ５ ｇ ／ Ｌ 时，在 ７５％ 乙腈

中，吸附量增加至 ４６ ４ ｇ ／ Ｌ（见图 ６ｂ）。 当采用制备

色谱进行纯化时，采用乙腈⁃水体系，对于增加 ＣｓＡ
在固定相上的吸附量是更有利的。 虽然有机相的比

例降低有利于改善分离和提高在固定相上的吸附

量，但是会增加制备时间和导致峰展宽，所以有机相

比例的选择要兼顾分离度、吸附量、分离时间和峰展

宽众多因素。

　 　 用 ｑ ／ Ｃ 对 ｑ 作图，在甲醇⁃水和乙腈⁃水体系下

得到了近似的结果（见图 ７）。 ｑ ／ Ｃ 随着 ｑ 增加而递

减，意味着吸附等温曲线的斜率逐渐减小，符合

Ｌａｎｇｍｕｉｒ 型吸附行为，对应 Ｌａｎｇｍｕｉｒ 峰形（即拖尾

峰），与 ２ ２ 节峰形考察结果一致。 当流动相中样

品的质量浓度在 ０ ０１ ～ ０ ０３ ｇ ／ Ｌ 时，ｑ ／ Ｃ 的值随着

吸附量 ｑ 的增加迅速下降，此时 ＣｓＡ 的峰形会随着

上样量的增加而拖尾。 而在低有机相比例中（８４％
甲醇或 ７５％ 乙腈），这种趋势会减弱。
　 　 用吸附等温线模型对以上数据进行拟合，在甲

醇⁃水体系中，最佳模型为 Ｌａｎｇｍｕｉｒ 模型［１８］，即

ｑ＝ｑ∗ ｂＣ
１＋ｂＣ

（２）

　 　 而在乙腈⁃水体系中，最佳模型为 Ｍｏｒｅａｕ 模

型［１９］，即

ｑ＝ｑ∗ ｂＣ＋Ｉ（ｂＣ） ２

１＋２ｂＣ＋Ｉ（ｂＣ） ２ （３）

其中 ｑ∗为单层吸附饱和量，ｂ 为吸附位点的吸附平

衡常数，Ｃ 为流动相中样品的质量浓度，Ｉ 为溶质间

相互作用力。
　 　 此拟合结果说明，ＣｓＡ 在甲醇⁃水体系中，固定

相与溶质之间为单层吸附，只有一类吸附位点起主

要作用。 随着甲醇比例降低，单层饱和吸附量 ｑ∗增

·１７·
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大，而吸附平衡常数 ｂ 减小，样品之间的相互作用力

可以忽略（见表 １）。 Ｍｏｒｅａｕ 模型是 Ｌａｎｇｍｕｉｒ 模型

的一个简单延伸，因此固定相与 ＣｓＡ 之间仍为单层

吸附，但是溶质之间的相互作用力是不能忽略的。
推测这种差异主要是由于有机溶剂类型不同造成

的。 在甲醇⁃水体系中，甲醇是质子型溶剂，会对

ＣｓＡ 分子之间的作用力，比如氢键作用产生一定的

破坏作用，而乙腈是非质子型溶剂，对这种分子间作

用力破坏能力弱，这也说明了乙腈浓度越高，溶质之

间的分子作用力越强。 如表 １ 所示，随着乙腈比例

从 ８５％ 降低至 ７５％，饱和吸附量 ｑ∗由 １２３ ｇ ／ Ｌ 增加

到 １９７ ｇ ／ Ｌ，而 Ｉ 由 ０ ６１８ 降低到 ０ ５８８。 对比两种

体系下的参数，在乙腈⁃水体系下，固定相对溶质有

更大的吸附容量。
表 １　 甲醇⁃水和乙腈⁃水中环孢素 Ａ 的吸附模型参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ＣｓＡ

ｉｎ ＭｅＯＨ⁃Ｈ２Ｏ ａｎｄ ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ

Ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ

Ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏ ｑ∗ ｂ Ｉ Ｒ２

ＭｅＯＨ⁃Ｈ２Ｏ ８４ ／ １６ １０４．３３５ ０．１２７ ０．９９９８
８６ ／ １４ ９５．７７８ ０．１５６ ０．９９９８
８８ ／ １２ ９０．９３６ ０．０７５ ０．９９９９

ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ ７５ ／ ２５ １９７．１０４ ０．０６８ ０．５８８ ０．９９９９
８０ ／ ２０ １５４．０６７ ０．０５６ ０．６０３ ０．９９９９
８５ ／ １５ １２３．０１２ ０．０４４ ０．６１８ ０．９９９９

　 ｑ∗： ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ； ｂ：
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｃｏｎｓｔａｎｔ； Ｉ： ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ａｄｓｏｒｂａｔｅｓ； Ｒ２： ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ．

２．４　 环孢素 Ａ 的纯化制备探索

　 　 根据以上研究结果选择 ＣｓＡ 的分离体系。 从

ＣｓＡ 的保留来看，甲醇⁃水或者乙腈⁃水通过调整比

例都可以获得合适的保留，而且两者在上样量增加

时，峰形变化是相似的。 相对来讲，乙腈的比例变化

对保留影响不那么剧烈，有利于分离稳定性的控制，
而且在乙腈⁃水条件下，ＣｓＡ 在固定相上的吸附量更

大。 在乙腈⁃水条件下优化了方法，使杂质有了更好

的分离。 实验也考虑采用小浓度范围的线性梯度的

洗脱方式，一方面有利抑制峰展宽，而且也有利于保

持分离的稳定。 综上所述，尝试采用 ０ ～ ６０ ｍｉｎ
６５％ ～７５％ ＡＣＮ， ６０ ～ ８０ ｍｉｎ ７５％ ＡＣＮ 的条件对环

孢素 Ａ 进行分离（见图 ８）。 上样量为 １５ ｍｇ，按照

时间对色谱峰进行收集和纯度分析，合并保留时间

为 ２８～４２ ｍｉｎ 的馏分，可以将主峰的色谱纯度由粗

品的 ８９％ 提高到 ９９ ８％，控制杂质含量小于 ０ ２％，
回收率为 ７７ ７％。 此方法可以作为反相色谱模式下

纯化 ＣｓＡ 的参考。

图 ８　 环孢素 Ａ 的制备分离色谱图
Ｆｉｇ． ８　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ⁃ｓｃａｌｅ

ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｓＡ
　 Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （１５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ， １０ μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ０－
６０ ｍｉｎ， ６５ ／ ３５ － ７５ ／ ２５， ６０ － ８０ ｍｉｎ， ７５ ／ ２５ （ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ）； ｆｌｏｗ
ｒａｔｅ： ０ ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ： ５５ ℃； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ： ２０３ ｎｍ； ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ： ５００ ｇ ／ Ｌ； ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅ： ３０ μＬ．

３　 结论

　 　 本文开展了反相色谱模式下 ＣｓＡ 保留行为的

研究工作，考察了影响 ＣｓＡ 峰形的关键因素，通过

测定吸附等温线深入认识 ＣｓＡ 在反相色谱中的吸

附行为。 研究结果为 ＣｓＡ 进一步的制备纯化提供

了理论依据。 和已有的正相色谱方法相比，本工作

发展的高效反相色谱制备方法流动相条件简单，在
纯化效率和自动化控制方面具有一定的优势。 后续

工作将充分考察本方法的实际工业应用价值。
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