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摘要：建立了基于超高效合相色谱技术（ＵＰＣ２）的克伦特罗对映体拆分方法，并对所建立的方法进行了方法学考察

及应用。 实验考察了两种克伦特罗对映体标准溶液的稳定性，并对手性色谱柱、助溶剂、系统背压、色谱柱温度等

色谱分离条件进行了优化。 采用 Ａｃｑｕｉｔｙ Ｔｒｅｆｏｉｌ ＡＭＹ１ （１５０ ｍｍ×３ ０ ｍｍ， ２ ５ μｍ）手性色谱柱进行分离，以超临

界 ＣＯ２ ⁃含 ０ ５％ （ｖ ／ ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵的甲醇溶液为流动相，以流速 ２ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 梯度洗脱，检测波长为 ２４１ ｎｍ，
进样体积为 １０ μＬ，系统背压为 １３ ８ ＭＰａ，柱温为 ４０ ℃时，两种克伦特罗对映体分离效果最好。 两种克伦特罗对

映体的线性范围为 １ ０～２０ ０ ｍｇ ／ Ｌ，相关系数均大于 ０ ９９９ ７，仪器检出限（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）均为 ０ ５ ｍｇ ／ Ｌ。 １０ ０ ｍｇ ／ Ｌ
混合标准工作溶液重复进样 ６ 次，（＋）、（－）克伦特罗对映体峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ， ｎ＝ ６）分别为 ０ ６５％ 和

０ ７６％。 应用该方法对市售克伦特罗外消旋体标准品进行拆分，采用外标定量法计算克伦特罗外消旋体标准中间

溶液 １０ ０ ｍｇ ／ Ｌ 中两种克伦特罗对映体含量，其中（＋） ⁃克伦特罗的含量为 ５ ６ ｍｇ ／ Ｌ， （－） ⁃克伦特罗的含量为 ５ ５
ｍｇ ／ Ｌ。 该计算结果与文献报道的工业品克伦特罗外消旋体中（＋） ⁃克伦特罗与（－） ⁃克伦特罗的比例为 １ ０２ ∶１ ００
基本相符。 该方法具有分析速度快、分离效果好、有机溶剂消耗少等特点，适用于克伦特罗对映体的拆分，为其他

手性化合物的拆分、药效精细分析和产品质量评定提供了可靠的技术支持。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｃｏｎｖｅｒｇｅｎｃｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＵＰＣ２ ）； ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ； ｅｎａｎｔｉ⁃

图 １　 克伦特罗两种对映体的结构式
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ

ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ

ｏｍｅｒｓ； ｃｈｉｒａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

　 　 克伦特罗（ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ），化学名为 １⁃（４⁃氨基⁃
３，５⁃二氯苯基） ⁃２⁃（叔丁基⁃Ｄ９⁃氨基）乙醇，是一种

选择性 β２ ⁃肾上腺素受体激动剂，临床上主要作为支

气管解痉药物，对支气管哮喘和伴有可逆性气道阻

塞的慢性支气管炎均有良好效果［１］。 临床上使用

的 β２ 肾上腺受体类激动剂药物为克伦特罗的外消

旋体［２］，其分子中含有 １ 个手性碳原子［３］，存在一

对对映体，包括（＋） ⁃克伦特罗对映体和（－） ⁃克伦特

罗对映体（见图 １）。 据文献［４，５］报道，不同结构对映

体将会产生不同的药理活性。 研究发现，克伦特罗

外消旋体中不同结构对映体之间的生物活性差异较

大，其中（ －） ⁃克伦特罗在临床上有疗效，而（ ＋） ⁃克
伦特罗则无疗效，故对克伦特罗的手性分离具有重

要意义［６，７］。 为了进一步研究克伦特罗对映体之间

的生物活性差异，迫切需要建立一种克伦特罗对映

体的高效分离方法。
　 　 目前克伦特罗对映体的检测方法主要为高效液

相色谱法（ＨＰＬＣ） ［８，９］、毛细管电泳法［２，１０］、液相色

谱⁃串联质谱法［１１－１４］ 等。 其中 ＨＰＬＣ 分离度好，但
有机试剂消耗量大；毛细管电泳法峰形良好，但分析

时间长；液相色谱⁃串联质谱法准确性高，但是仪器

昂贵、 成 本 高。 近 年 来 超 高 效 合 相 色 谱 技 术

（ＵＰＣ２）受到了广泛关注，该技术以超临界二氧化

碳为流动相主体，依靠流动相的溶剂化能力来进行

分离、分析，并通过精确调节流动相比例、色谱柱温

度和系统背压来精准调控待测物手性化合物的保留

时间和分离度［１５］。 超临界流体为流动相使得 ＵＰＣ２

的分离分析能力克服了气相色谱法（ＧＣ）和 ＨＰＬＣ
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的不足之处，既能分析不适用于 ＧＣ 的高沸点、低挥

发、遇热不稳定的样品，又能提高 ＨＰＬＣ 的分析速度

和柱效。 研究表明，ＵＰＣ２ 技术更适合于分析传统

液相色谱难以处理的结构类似物和同分异构体，已
被成功应用于三唑类农药［１６］、酚酸类化合物［１７］、色
素［１８］、酚类精油［１９］等化合物的拆分和测定。 目前，
ＵＰＣ２ 技术应用于克伦特罗对映体的拆分及含量测

定未见有报道。
　 　 本研究建立了超高效合相色谱法拆分和测定克

伦特罗对映体的方法。 实验考察了两种克伦特罗对

映体标准品的稳定性，优化了克伦特罗对映体的色

谱分离条件，对所采购的克伦特罗外消旋体标准品

进行了拆分及测定。

１　 实验部分

１．１　 仪器、材料与试剂

　 　 Ａｃｑｕｉｔｙ 超高效合相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司，
带有二极管阵列（ＰＤＡ）检测器）； ＡＥ２６０ 电子天平

（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司）； Ｒ２１５ 旋转蒸发仪（瑞士 Ｂｕｃｈｉ
公司）； ＥＬＧＡ ＣＬＸＸＸＵＶＭ２ 超纯水净化系统（英国

Ｅｌｇａ 公司）； ＭＳ２ 涡旋混匀器（上海医大仪器厂）；
Ｎ⁃ＥＶＡＰＴＭ １１１ 氮吹仪（日本东京理化公司）。
　 　 乙腈、甲醇、甲酸、乙醇、异丙醇、正庚烷（色谱

纯，西班牙 Ｓｃｈａｒｌａｕ 公司）；醋酸铵、氨水（优级纯）；
超纯水；高纯二氧化碳（９９ ９９９％）；其他实验所用试

剂除特殊说明外均为分析纯。
　 　 克伦特罗外消旋体标准品（ＣＡＳ 号：１２９１３８⁃５８⁃
５，纯度≥９８ ０％， ＢｅＰｕｒｅ 公司）。 两种克伦特罗对

映体标准品：（ ＋） ⁃克伦特罗、（ －） ⁃克伦特罗由上海

勤路生物技术有限公司从克伦特罗外消旋体标准品

（ＢｅＰｕｒｅ 公司） 中分离纯化获得， 纯度均大于

９８ ０％。
１．２　 标准储备液及工作液的配制

１．２．１　 外消旋体标准储备液

　 　 准确称取 ０ ０１ ｇ（精确至 ０ １ ｍｇ）克伦特罗外

消旋体标准品，用甲醇溶解并定容至 １０ ｍＬ，配成

１ ０ ｇ ／ Ｌ 的外消旋体标准储备液。
　 　 克伦特罗外消旋体的标准中间溶液：准确吸取

一定量的外消旋体标准储备液，用乙腈稀释至 １０ ０
ｍｇ ／ Ｌ 的标准中间溶液。
１．２．２　 对映体标准储备液

　 　 分别准确称取 ０ ０１ ｇ（精确至 ０ １ ｍｇ）（＋） ⁃克
伦特罗和（－） ⁃克伦特罗标准品，用甲醇溶解并定容

至 １０ ｍＬ，配成 １ ０ ｇ ／ Ｌ 的对映体标准储备液。
　 　 两种克伦特罗对映体的混合标准工作溶液：分
别准确吸取一定量的（ ＋） ⁃克伦特罗和（ －） ⁃克伦特

罗对映体标准储备液，用乙腈逐级稀释至 １ ０、２ ０、
４ ０、１０ ０、２０ ０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准工作溶液。
１．３　 分析条件

　 　 色谱柱：Ａｃｑｕｉｔｙ Ｔｒｅｆｏｉｌ ＡＭＹ１ （１５０ ｍｍ×３ ０
ｍｍ， ２ ５ μｍ）；流动相：Ａ 为 ＣＯ２， Ｂ 为含 ０ ５％
（ｖ ／ ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵的甲醇溶液；梯度洗脱程

序：０～ ２ ０ ｍｉｎ， ７％ Ｂ； ２ ０ ～ ２ １ ｍｉｎ， ７％ Ｂ ～ １８％
Ｂ； ２ １～４ ２５ ｍｉｎ， １８％ Ｂ； ４ ２５～４ ３ ｍｉｎ， １８％ Ｂ～
７％ Ｂ； ４ ３～６ ３ ｍｉｎ， ７％ Ｂ。 系统背压：１３ ８ ＭＰａ；
流速：２ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ；柱温：４０ ℃；检
测波长：２４１ ｎｍ。

２　 结果与讨论

２．１　 检测波长的选择

　 　 通过 ＰＤＡ 检测器扫描后，从色谱图上提取克伦

特罗对映体标准溶液的紫外光谱图。 如图 ２ 所示，
在 ２０９、２４１、２９６ ｎｍ 处均有明显的吸收峰，其中 ２０９
ｎｍ 处的吸收最强，灵敏度相对较高，但在该波长下

克伦特罗对映体出峰处杂质干扰峰较多；２４１ ｎｍ 处

吸收较强，克伦特罗对映体出峰处干扰峰较少。 综

合考虑，对克伦特罗药品检测而言，用吸光度较高且

杂质较少的 ２４１ ｎｍ 波长检测更具有优势，故本实

验选择 ２４１ ｎｍ 作为检测波长。

图 ２　 克仑特罗对映体标准溶液的光谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ

２．２　 色谱柱的优化

　 　 基于直链淀粉⁃三（３，５⁃二甲基苯基氨基甲酸

酯）与纤维素⁃三（３，５⁃二甲基苯基氨基甲酸酯）的手

性固定相是应用最为广泛的两类固定相，具有良好

的手性识别能力和拆分能力，在手性识别能力方面
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互为补充［２０］。 本实验选择美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司的

Ａｃｑｕｉｔｙ Ｔｒｅｆｏｉｌ ＣＥＬ２ （１５０ ｍｍ×３ ０ ｍｍ， ２ ５ μｍ，
填料为纤维素⁃三（３⁃氯⁃４⁃甲基苯基氨基甲酸酯））、
Ａｃｑｕｉｔｙ Ｔｒｅｆｏｉｌ ＡＭＹ１（１５０ ｍｍ×３ ０ ｍｍ， ２ ５ μｍ，
填料为直链淀粉⁃三 （ ３， ５⁃二甲基苯基氨基甲酸

酯））、Ａｃｑｕｉｔｙ Ｔｒｅｆｏｉｌ ＣＥＬ１ （ １５０ ｍｍ × ３ ０ ｍｍ，
２ ５ μｍ，纤维素⁃三（３，５⁃二甲基苯基氨基甲酸酯））
和大赛璐药物手性技术（上海）有限公司的多糖衍

生物耐溶剂型手性色谱柱 ＣＨＩＲＡＬＰＡＫ ＩＡ⁃３（１００
ｍｍ×４ ６ ｍｍ， ３ μｍ，硅胶表面共价键合有直链淀

粉⁃三（３，５⁃二甲基苯基氨基甲酸酯））、纤维素衍生

物正相手性柱 ＣＨＩＲＡＬＰＡＫ ＯＪ⁃Ｈ （ １００ ｍｍ × ４ ６
ｍｍ， ５ μｍ，表面涂敷了手性多聚物（直链淀粉或纤

维衍生物）的球形硅胶）共 ５ 种手性分离色谱柱对

图 ３　 不同色谱柱对（＋） ⁃克伦特罗和（－） ⁃克伦特罗分离效果的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ （＋） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ａｎｄ （－） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ

两种克伦特罗对映体的拆分效果进行考察。 结果表

明，采用 ＯＪ⁃Ｈ 和 ＣＥＬ１ 手性色谱柱分离时，两种克

伦特罗对映体未能实现完全分离；采用 ＣＥＬ２ 和 ＩＡ⁃
３ 手性色谱柱分离时，分离度良好，但色谱峰形展宽

明显；而采用 ＡＭＹ１ 手性色谱柱分离时，分离度良

好，且色谱峰形尖锐（见图 ３），其拆分机理为克伦特

罗对映体的官能团与固定相上的手性空腔相互作

用，通过“三点作用”方式［２１］ 进行手性识别，两个对

映体与固定相的作用力有差异，使得保留时间不同。
ＡＭＹ１ 手性固定相分子中的位阻基团与（＋） ⁃克伦特

罗对映体分子中的直链氨基烷基之间形成了强烈的

位阻作用，导致两者手性识别所需的分子间作用力

被阻碍，其在手性固定相上的有效吸附也相应被减

弱，故（＋） ⁃克伦特罗对映体分子被流动相优先洗脱

而先出峰；而（－） ⁃克伦特罗对映体分子具有适宜的

空间构型，如图 １ 结构式所示，羟基无明显的位阻效

应，能容易与固定相的酯基形成氢键作用力，有利于

产生“三点作用”，保留时间延长，因而可被拆分。

ＯＪ⁃Ｈ、ＣＥＬ１ 和 ＡＭＹ１ 的固定相填料不同，在超临界

ＣＯ２ ⁃０ ５％ （ｖ ／ ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵甲醇溶液流动相

体系中，两个克伦特罗对映体在 ＯＪ⁃Ｈ 和 ＣＥＬ１ 柱上

未达到基线分离；ＡＭＹ１ 和 ＩＡ⁃３ 的固定相相同，但
ＡＭＹ１ 固定相的内径和填料粒径比 ＩＡ⁃３ 小，故色谱

峰形更尖锐。 因此本实验选择 ＡＭＹ１ 手性色谱柱

对克伦特罗对映体进行分离。
２．３　 流动相中助溶剂的选择

　 　 超高效合相色谱的有机溶剂消耗量少，采用超

临界 ＣＯ２ 为主要流动相，通常使用少量有机溶剂作

为助溶剂，以加强对目标产物的洗脱能力和选择性。
本实验考察了 ０ ５％ （ｖ ／ ｖ）甲酸甲醇溶液、０ ５％ （ｖ ／
ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵甲醇溶液、０ ５％ （ｖ ／ ｖ）氨水甲

醇溶液等不同助溶剂对两种克伦特罗对映体分离的

影响。 结果显示，当使用 ０ ５％ （ｖ ／ ｖ）甲酸甲醇溶液

作为助溶剂时，两种克伦特罗对映体未能出峰；当使

用 ０ ５％ （ｖ ／ ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵甲醇溶液和 ０ ５％
（ｖ ／ ｖ）氨水甲醇溶液作为助溶剂时，两种克伦特罗

对映体的色谱峰均在 ４ ０ ｍｉｎ 内实现了完全分离，
但 ０ ５％ （ｖ ／ ｖ）氨水甲醇溶液助溶剂时，两个对映体

色谱峰的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）分别为 ２８ 和 ２０， ０．５％ （ｖ ／
ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵甲醇溶液作为助溶剂时，两个

对映体色谱峰的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）分别为 ３５ 和 ２６（见
图 ４）。 因此，本实验室选择 ０ ５％ （ｖ ／ ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ
醋酸铵甲醇溶液作为助溶剂。
２．４　 系统背压的选择

　 　 ＵＰＣ２ 采用超临界状态 ＣＯ２ 作为流动相，通过

调整系统背压和温度可有效改变 ＣＯ２ 的密度，从而

改变其对物质的溶解能力、洗脱能力和选择性。 由

于 ＣＯ２ 的温度超过 ３１ ℃且压力超过 ７ ３８ ＭＰａ 以

上，ＣＯ２ 才会进入超临界状态。 因此本实验以

０ ５％ （ｖ ／ ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵甲醇溶液作为助溶
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剂，在柱温 ４０ ℃条件下考察系统背压在 １０ ３～２０ ７
ＭＰａ 范围内对两种克伦特罗对映体分离的影响。
结果显示，随着系统背压的升高，分析物的保留时间

提前（见图 ５）。 ４ 种条件下，两种克伦特罗对映体

的分离度分别为 １ ７、１ ８、１ ６、１ ５，在系统背压为

１３ ８ ＭＰａ 时的色谱峰分离度达到最佳，故本研究选

择背压为 １３ ８ ＭＰａ。

图 ４　 不同助溶剂对（＋） ⁃克伦特罗和（－） ⁃克伦特罗分离效果的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ｏｎ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ （＋） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ａｎｄ （－） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ

图 ５　 不同系统背压对（＋） ⁃克伦特罗和（－） ⁃克伦特罗对映体分离效果的影响
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍ ｂａｃｋｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ （＋） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ａｎｄ （－） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ

图 ６　 不同色谱柱温度对（＋） ⁃克伦特罗和（－） ⁃克伦特罗分离效果的影响
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ （＋） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ａｎｄ （－） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ

２．５　 色谱柱温度的选择

　 　 在 ＵＰＣ２ 系统中，色谱柱温度主要通过影响流

动相密度，从而影响对目标物的分离效果。 随着色

谱柱温度升高，ＣＯ２ 超临界流体的黏度降低，密度减

小，对目标产物的洗脱能力也随之减小，保留时间延

长。 考虑到 Ａｃｑｕｉｔｙ Ｔｒｅｆｏｉｌ ＡＭＹ１ 手性色谱柱的最

高推荐运行温度为 ４０ ℃， ＣＯ２ 的温度超过 ３１ ℃且

压力超过 ７ ３８ ＭＰａ 以上，ＣＯ２ 才会进入超临界状

态。 因此本实验考察了色谱柱温在 ３１ ～ ４０ ℃范围

内对克伦特罗对映体分离的影响。 结果表明，随着

柱温升高，目标物的保留时间逐渐延长（见图 ６）。 ３
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种柱温条件下，两种克伦特罗对映体的分离度分别

为 １ ３、１ ５、１ ７，在柱温为 ４０ ℃时的色谱峰分离度

达到最佳，４ ０ ｍｉｎ 内实现良好的基线分离，分析速

度快。 因此，选择最佳色谱柱温度为 ４０ ℃。
２．６　 定容试剂的选择

　 　 使用 ５ 种定容试剂：甲醇、乙醇、乙腈、异丙醇、
正庚烷对 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的克伦特罗对映体进行拆分，结
果如图 ７ 所示，当用甲醇作为定容试剂时，目标峰中

包含杂质峰；当用乙醇作为定容试剂时，目标物峰形

较差；当用乙腈、异丙醇和正庚烷作为定容试剂时，
两种克伦特罗对映体的色谱峰均在 ４ ０ ｍｉｎ 内实现

了完全分离，但相比异丙醇和正庚烷两种定容试剂，
乙腈作为定容试剂时，目标物的色谱峰分离度更好，
峰形更尖锐。 因此，最后确定乙腈为本实验定容

试剂。

图 ７　 不同定溶试剂对（＋） ⁃克伦特罗和（－） ⁃克伦特罗分离效果的影响
Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ （＋） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ａｎｄ （－） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ

２．７　 方法学考察

２．７．１　 线性范围和灵敏度

　 　 将（ ＋） ⁃克伦特罗和（ －） ⁃克伦特罗的系列混合

标准溶液按上述色谱条件进行测定。 以标准品的峰

面积（Ｙ）为纵坐标，对应质量浓度（Ｘ）为横坐标，绘
制标准曲线，求得回归方程和相关系数。 结果表明，
两种克伦特罗对映体在 １ ０ ～ ２０ ０ ｍｇ ／ Ｌ 质量浓度

范围内呈良好的线性关系，相关系数大于 ０ ９９９ ７。
当信噪比为 ３（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）时，两种克伦特罗对映体的

仪器检出限（ＬＯＤ）分析结果见表 １。

表 １　 克伦特罗对映体的线性范围、线性方程、相关系数和检出限

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２）， ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ） ｏｆ
ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ

Ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ ＬＯＤ ／ （ｍｇ ／ Ｌ）
（＋） ⁃Ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ １．０－２０．０ Ｙ＝ １．４８×１０４Ｘ＋４．３４×１０３ ０．９９９７ ０．５
（－） ⁃Ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ １．０－２０．０ Ｙ＝ １．３０×１０４Ｘ＋５．２６×１０２ ０．９９９８ ０．５

　 Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｍｇ ／ Ｌ．

２．７．２　 精密度

　 　 取 １０ ０ ｍｇ ／ Ｌ 混合标准工作溶液，重复进样 ６
次，按 １ ３ 节色谱条件进行测定，计算结果表明

（＋）、（－） ⁃克伦特罗对映体峰面积的相对标准偏差

（ＲＳＤ， ｎ＝ ６）分别为 ０ ６５％ 和 ０ ７６％，该测定方法

的精密度符合 ＧＢ ／ Ｔ ３２４６５⁃２０１５［２２］ 的要求，能够满

足克伦特罗对映体的拆分和测定要求。
２．８　 克伦特罗对映体标准溶液稳定性的考察

　 　 分别准确移取 １ ０ ｍＬ 的 １０ ｍｇ ／ Ｌ 克伦特罗对

映体的混合标准工作溶液于 ７ 个带划痕的 １ ５ ｍＬ
ＵＰＣ２ 专用进样小瓶中，上机进行测定，检测后再转

移至 ７ 个带铝盖密封的进样小瓶中，并用封口膜封

好后于－１８ ℃下保存放置。 将新配制的质量浓度为

１０ ０ ｍｇ ／ Ｌ 的两种克伦特罗对映体标准溶液，与分

别储存 １、３、５、７、１４、３０、６０ 天后的 １０ ０ ｍｇ ／ Ｌ 克伦

特罗对映体的测定结果作图比较，以新配制标准溶

液作为 １００％，克伦特罗对映体标准溶液变化小于

１０％作为基准。 结果显示，两种克伦特罗对映体测

定结果都是呈逐渐降低趋势（见图 ８），其中两种克

伦特罗对映体于－１８ ℃下放置 ６０ 天时含量降低了

２０％ 以上，放置 ３０ 天时含量变化小于 １０％，而放置 ７
天时含量变化小于 ５％，表明两种克伦特罗对映体在

３０ 天内比较稳定。
２．９　 方法的应用

　 　 采用本文建立的方法对所采购的克伦特罗外消

旋体标准品进行拆分及测定。 如图 ９ 所示，两种克

伦特罗对映体的分离效果良好，在 ４ ０ ｍｉｎ 内实现
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图 ８　 （＋） ⁃克伦特罗和（－） ⁃克伦特罗标准溶液 ６０ 天内的
稳定性考察（乙腈溶液）

Ｆｉｇ． ８　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｆｏｒ （＋） ⁃ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ａｎｄ （－） ⁃
ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ｉｎ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｄｕｒｉｎｇ ６０ ｄ

图 ９　 克伦特罗外消旋体的拆分
Ｆｉｇ． ９　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ｒａｃｅｍａｔｅ

了有效拆分，分离度为 １ ７，符合 Ｒ≥１ ５ 完全分离

的要求［２３］。 按照色谱峰的保留时间顺序，依次为

（＋） ⁃克伦特罗、（－） ⁃克伦特罗。 根据上述所绘制的

标准曲线，采用外标定量法计算 １ ２ １ 节中克伦特

罗外消旋体标准中间溶液 １０ ０ ｍｇ ／ Ｌ 的两种克伦

特罗对映体含量，其中（ ＋） ⁃克伦特罗的含量为 ５ ６

ｍｇ ／ Ｌ， （－） ⁃克伦特罗的含量为 ５ ５ ｍｇ ／ Ｌ。 计算结

果与文献［１２］ 报道的工业品克伦特罗外消旋体中

（＋） ⁃克伦特罗与（－） ⁃克伦特罗的比例为 １ ０２ ∶１ ００
基本相符。

３　 结论

　 　 本文采用超高效合相色谱技术对克伦特罗对映

体进行分离，考察了手性色谱柱、助溶剂、系统背压、
柱温、定容试剂对克伦特罗对映体分离的影响，最终

确定分离条件为：手性色谱柱为 Ａｃｑｕｉｔｙ Ｔｒｅｆｏｉｌ
ＡＭＹ１ （１５０ ｍｍ × ３ ０ ｍｍ， ２ ５ μｍ），助溶剂为

０ ５％ （ｖ ／ ｖ） １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵甲醇溶液，流速为 ２ ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ２４１ ｎｍ，柱温 ４０ ℃，系统背压为

１３ ８ ＭＰａ。 最佳实验条件下的运行时间仅为 ４ ０
ｍｉｎ，能够实现对克伦特罗对映体的基线分离，为其

他手性化合物的拆分、药效精细分析和产品质量评

定提供了可靠的技术支持。
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