
一 586一  重庆医科大学学报2010年第35卷第 4期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．VOI．35 No．4) 
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酮洛芬对映体的分离、分析方法的研究及其应用 

李小梅，周 凤，赵 华，靳红卫 

(重庆医科大学药学院药物分析教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：考察酮洛芬(Ketoprofen，KT)对映体在多糖衍生物手性固定相的色谱行为，建立酮洛芬对映体的分离分析方法， 

并用于血浆样品中酮洛芬对映异构体的测定。方法：色谱柱ChiralpakAD(250mmx 4．6mm，10 m，DaicelChemicals)，流动相组 

成为正己烷：异丙醇：TFA(80：20：0．02)，检测波长254 nm，流速 1．0 m1]min，柱温为25℃。结果：酮洛芬对映体在 10 rain内实现分 

离，分离度大于2．0，对映体R和S分别在血药浓度0．1～10 g／ml范围内线性关系良好R一(一)(，：=0．999 8)，s一(+)(r=-0．9996)，单 

一 对映体的最低检测限为2 ng(S／N=3)。结论：建立了用 ChiralpakAD柱分离分析酮洛芬对映异构体的方法，可用于单一对映异 

构体的光学纯度检测及药理学研究。 
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The separation and determination of ketoprofen enantiomers in plasma by chiral 

column 
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【Abstract]Objective：The separation effect for the enantiomers of ketoprofen on four diferent chiral columns was investigated and 

established a sensitive and stereospeeific HPLC separation and determination method for ketoprofen enantiomers in animal plasma． 

Methods：The enantiomers of ketoprofen was resolved in the normal phase mode by using n—hexane：isopr0pan0l：TFA(80：20：0．02)as 

mobile phase with UV detector at a wavelength of 254 nm．The flow rate was 1．0 ml／min．Results：Linear calibration curves were obtained 

in the range 0．1-10 g／mlfor R一(+)一ketoprofen(r=O．999 8)and S一(+)一ketoprofen(r=O．999 6)in plasma．The detection limit(S／N=3) 

Was 2 ng for each enantiomer．Conclusion：This method is simple，fast and can be used to detect optical purity of S- (+)一ketoprofen and 

monitor pharmacokinetic studies of ketoprofen enantiomers． 

【Key words】HPLC；Ketoprofen；Enantiomers；Chiral separation 

酮洛芬(Ketoprofen，KT)是 2一芳基丙酸类非甾体抗炎药 

(Non—steroidal anti—inflammatory drug，NSAIDs)，该药物具有 

一 个手性中心(如图 1)，药理学研究发现，只有 S一(+)一KT才 

具有抗炎抗风湿和镇痛作用ll_ 。现已有 S一(+)一KT的产品上 

市。因此建立快速、简便 、灵敏度高的 KT对映体分析方法将 

有助于生产过程中药品的质量控制。目前 KT对映体的分析 

方法大致有：柱前手性衍生化法[31，手性柱色谱法 ，手性流 

动相添加剂法 ，毛细管电泳法l】01。柱前手性衍生化法步骤繁 

琐，可能引起消旋化；手性流动相添加剂法则分离效果不如 

手性固定相，毛细管电泳法则稳定性相对较差。手性固定相 

高效液相色谱法可直接分离手性药物，该方法有操作简便、 

分离效果好、不需衍生化、不改变组分结构、便于收集等特 
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点。本文考察了酮洛芬对映体在多糖手性色谱柱：ChiraleelOJ 

柱 ，ChiralcelOD柱 ，ChiralpakAD柱和 ChiralpakAS柱上的色 

谱行为，并建立了用ChiralpakAD柱分析血浆样品中酮洛芬 

对映体的浓度的方法，获得了满意效果。为酮洛芬单一对映 

体异构体的光学纯度检测与药理学研究提供了有效的分析 

方法。 

图 1 Ketoprofen结构图 

0H 
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1 材料和方法 

1．1 仪器与试 剂 

13本 岛津公 司高效液 相色谱 仪 LC一2010AHT；Clas— 

sic—vP色谱工作站。TGL一16高速台式离心机(上海安亭科学 

仪器厂)；XW一80A涡旋混合器(上海精科实业有限公司)；BF 

2000氮气吹干仪 (北京八方世纪科技有限公司)，BS210S电 

子分析天平(精度 0．000 1 g，Sartorious公司)。 

(±)一酮洛芬和 S一(+)一酮洛芬(>98％，西南合成制药 

厂提供)，甲醇，无水乙醇 、正己烷 、异丙醇(均为美国天地公 

司，色谱纯 )，正丙醇、异辛烷(天津市光复精细化工研究所 ， 

均为色谱纯)，乙醚(上海马陆制药厂)，三氟乙酸(Trifluoroac 

etic acid，TFA)等均为分析纯。 

13本大耳兔由重庆医科大学动物中心提供。 

1．2 对照品溶液 的制备 

精密称取(4-)一酮洛芬 10_3 mg，加甲醇溶解配得浓度为 

1．03 mg／ml的(4-)一酮洛芬储备溶液。取 100 1储备液至 5 ml 

容量瓶内，用甲醇稀释至刻度 ，摇匀 ，即得浓度为 20．6 txg／ml 

(4-)一酮洛芬的对照品溶液。同上操作制得 lO．6 Ixg／ml的S一 

(+)～酮洛芬对照品溶液。 

1_3 色谱条件 

酮洛芬拆 分色谱条件 ：ChiralpakAD柱 (250 mm x 4．6 

mm，10 m，Daicel Chemicals)、ChiralcelOJ柱 (250 mm x 4．6 

mm，10 m，Daicel Chemicals)，氰基保护柱(4 mnl X 4 rnm， 

1O m，江苏汉邦)，流动相：正己烷：异丙醇：TFA、正己烷：乙 

醇：TFA、正己烷：正丙醇：TFA、正己烷：异丙醇：甲醇：TFA、正己 

烷：正丙醇：甲醇：TFA、正 己烷：乙醇：甲醇：TFA。流速 1．0 

ml／min，柱温：25 cc，检测波长 254 nm。 

血浆样品含量测定条件：Chiralpak AD柱 (250 mm x 4．6 

mm，10 Ixm，Daicel Chemicals)，氰基保护柱(4 mm x4 mm，10 

Ixm，江苏汉邦)，流动相：正己烷：异丙醇：TFA(80：20：0．02)；流 

速 1．0 ml／min；检测波长：254 nrn；柱温：25cc。 

1．4 血浆样品预处理 

分别取试验兔子血浆样品 0．4 ml于离心管中，加 1 mol／L 

盐酸 100 IXl，乙醚 3 ml，涡旋 5 min，3 000 dmin离心 15 rain， 

分取有机层 2ml，N，挥干，残渣加流动相 200IXl溶解，涡旋}昆 

合 30 s后 15 000 r／min离心 10min，取上清液 20 LLl进样。 

2 结 果 

2．1 手性固定相的选择 

酮洛芬分子中有 2个苯环 ，1个羰基，1个羧基，可能与 

多糖衍生手性固定相形成 盯一订作用，偶极一偶极作用，氢 

键等，根据3点作用原理_I】)'多糖衍生物类手性固定相可能 

适宜酮洛芬对映体的拆分。因此我们考察了酮洛芬对映体在 

4种最常用的多糖衍生物手性 固定相色谱柱 ：ChiralpakAD 

柱、ChiralpakAS柱、ChiralcelOD柱和 ChiralcelOJ柱上的拆分 

情况。结果发现酮洛芬对映体在 ChiralcelOJ上的拆分效果最 

为理想，分离度达到了 3．12，分离因子为 1．40；ChiralpakAD 

柱最大分离度为2．29，分离因子为 1．27，色谱图见图 2。在 

本实验条件下 ，ChiralpakAS柱和 ChiralcelOD对酮洛芬对映 

体无法实现有效拆分。 

2．2 流动相的组成对分离度的影响 

2．2．1 酸性调节剂对酮洛芬对映体拆分的影响 酮洛芬具 

有羧基，显酸性，添加酸性添加剂可增加分离度和峰的对称 

性 ，在 ChiralpakAD柱和 ChiralcelOJ柱上，固定流动相中正己 

烷：醇的体积比为 80：20，考察不同浓度三氟乙酸对酮洛芬对 

映体的分离度(Resolusion，R)的影响，结果见图 3。三氟乙酸 

的加入对酮洛芬对映体的分离有显著改善，三氟乙酸含量增 

加至 0．02％时分离效果已趋于稳定 ，因此，作者选择添加三 

氟乙酸的浓度为 0．02％。 

2．2．2 醇类置换剂对分离的影响 多糖衍生物手性固定相 

色谱柱的基础流动相通常是正己烷：异丙醇、正己烷：乙醇，正 

己烷：正丙醇，通常醇的含量增加 ，流动相的极性增加 ，洗脱 

能力增强，药物的保留时间减小。为了得到酮洛芬对映体的 

最佳分离效果我们考察了异丙醇 、乙醇 、正丙醇对酮洛芬对 

映体分离的影响，结果发现：在 ChiralpakAD柱上使用乙醇分 

离效果最佳；在 ChiralcelOJ柱上则异丙醇分离效果较好，具 

体结果见表 1。洗脱顺序都是 R先出峰，S后出峰。在 2种手 

性固定相上，几种不同的流动相环境中都未见反转现象。 

流动相中少量 甲醇的加入对对映体 的分离有一定的影 

响。固定流动相中正己烷的浓度，用不同比列的甲醇分别代 

替异丙醇、乙醇、正丙醇 ，酮洛芬对映体的分离情况如图 4。 

ChiralpakAD柱上，在正己烷：异丙醇 、正己烷：正丙醇体系中 

随着甲醇的增加，对映体的分离度增大 ；而在正己烷：乙醇体 

系中随着 乙醇被逐渐替换对映体的分离度逐渐减小。在 

ChiralcelOJ柱上甲醇的加入使上述 3种体系的拆分能力都 

呈下降趋势。 

2-3 血浆样品的分析方法 

2I3．1 方法专属性 为避免血浆中内源性杂质对酮洛芬对 

映体分离的干扰，我们选择色谱柱：ChiralpakAD柱(250 

mm x 4．6 mm，10 m，Daicel Chemicals)；流动相 ：正己烷：异 

丙醇：TFA(80：20：0．02)；流速 1．0 ml／min；柱温 25℃；检测波 

长 ：254 Rill作为血浆样品的分析条件。在此条件下血浆中杂 

质不干扰测定，酮洛芬对映体达基线分离，适宜血浆样品的 

快速分析，结果见图5。 

2．3．2 线性及最低检测限 取试验兔子空白血浆，分别加入 

(±)一酮洛芬对照品溶液适量 ，使其血浆药物浓度分别为 

o．2、o．5、1、2、5、l0、20 g／ml。按“1-4”项下处理，取上清液 2O 

l进样，分别将 R一(一)和 s一(+)酮洛芬峰面积(Y)对酮洛芬 

血浆浓度(x)作直线回归得 R一(一)一酮洛芬标准曲线方程： 

Y=217 035X+8 591．5，r=0．999 8，S-(+)一酮洛芬标准曲 

线方程：Y=209 535X一2 776．6，r=0．999 6。 

最低检测限：取对照品溶液20 I进样，当信噪比为3 

时，测得酮洛芬对映体最低检测限均为 2 ng。 

2．3．3 回收率与精密度实验 取试验兔子空白血浆，加入不 

同浓度的(4-)一酮洛芬对照品溶液，配制高、中、低(1、10、20 

g／m1)3种浓度的血浆样品各 3份，按“1．4”项下处理，取 20 

1进样，测得的R一(一)、s一(+)酮洛芬回收率，结果见表2。 
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图2 酮洛芬在 4种多糖手性柱的色谱图 

表 1 醇类置换剂对分离的影响 

KR、K ：容量因子 
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TFA百分含量(％) 

图 3 TFA浓度对拆分的影响 

I 

L“  

0 2 4 6 8 l0 

时间(min) 

甲醇百分含量(％) 

AD柱上甲醇对拆分的影响 

甲醇百分含量(％) 

0J柱上甲醇对拆分的影响 

图4 甲醇用量对酮洛芬对映体拆分效果的影响 

0 2 4 6 8 l0 

时间(min) 

空白血浆色谱图 空白血浆加(±)一酮洛芬色谱图 

图5 酮洛芬对映体色谱图 

表 2 血浆样品中酮洛芬的回收率(n=3) 

2 4 6 8 

时间(rain) 

1 h时血药浓度图谱 

1O 2 4 6 8 10 

时间(min) 

3 h时血药浓度图谱 

图6 兔子血浆样品图谱 

表 3 样品测定结果 

时间(nfin) 

12 h时血药浓度图谱 

● ●  
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图7 4种多糖衍生物手性柱固定相的结构图 

2．3．4 样品测定 取健康日本大耳兔(1．8 kg)禁食 12 h，自 

由饮水 ，将原料药制成混悬剂予以空腹灌胃(5 mg／kg)。于给 

药后 0．5、1、1．5、2．5、3、12 h分别采耳缘静脉血，按照“1．4”项 

下处理 ，取上清液 20 l进样，色谱图见图6。 

将 R和 S的峰面积分别带人R一(一)一酮洛芬标准曲线和S一 

(+)一酮洛芬标准曲线，即可算出体内药物的浓度，结果如表3。 

3 讨 论 

ChiralpaAD柱的固定相是直连淀粉 一三(3，5一二甲苯基 

氨基 甲酸酯 )，ChiralpakAS柱的固定 相是 直连淀粉 一三 

(S一0【一甲基苯基氨基甲酸酯)，ChiralcelOJ柱的固定相是纤 

维素一三(4一甲基苯甲酸酯)，ChiralcelOD柱的固定相是纤维 

素 一三 (3，5一二甲苯基氨基甲酸酯)，结构见图7。 Chiral— 

pakAD柱和 ChiralcelOD柱固定相的衍生基团完全相同，两者 

的差别在于葡萄糖单元之间连接的糖苷键的构象差别(d一， 

B一)。酮洛芬对映体在AD柱上能得到很好的拆分效果，而在 

OD柱不能有效拆分，也有文献报道兰索拉唑奥美拉唑在 AD 

柱和 OD柱上有不同的分离效果 ，这说明在此类手性固定 

相中葡萄糖单元的空间构象对对映体的拆分具有直接影响。 

ChiralpakAD柱 与 ChiralpakAS柱 ，ChiralcelOJ柱与 Chiral— 

celOD柱的葡萄糖单元构象相同，它们的区别仅在于衍生基 

团的微小差异。酮洛芬对映体在这几种色谱柱的色谱行为差 

异说明不同的衍生基团对手．眭识别也具有显著影响。 

在不同的色谱柱、不同的醇类置换剂对酮洛芬对映体拆 

分造成的影响不同，可能是醇类置换剂不仅可以与固定相形 

成氢键，还可与手性空腔作用而改变手性空腔的空间环境， 

使对映体分子与手性空腔的作用发生变化。有文献报道在 

chiralcelOJ柱上异丙醇的洗脱能力大于乙醇目。本实验中，由 

于作者在流动相中加入微量的三氟乙酸后 ，体系的极性显著 

增大，药物保留都减弱，而引起各醇类置换剂的洗脱能力几 

乎没有差异。少量甲醇的加入对拆分有一定的影响，这提示 

在拆分对映体过程中可通过加入适当量的甲醇改善对映体 

的分离度，以达到理想的分离效果。 

样品测定结果显示，试验兔子血浆中酮洛芬 S，R对映体 

的浓度随着时间的推移，两者的比率逐步增大(表 3、图 6)。 

国外学者 P．Lees等 61的研究结果表明，在部分动物体内 

(猫、小鼠、兔子、马等)酮洛芬 R对映体的代谢速度大于S对 

映体；针对 R对映体的实验研究证实 R对映体有向S对映 

体转化的现象(转化率约15％～37％)。由此可见此结果可能 

是由于在一些生物体内酮洛芬 R对映体比S对映体代谢快 

且 R对映体向 S对映体部分转化的共同作用所造成。 

本实验建立的方法操作简单 、快速有效 ，可用于酮洛芬 

对映体的血浆样品的分析。 
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