手性物质的分离分析方法

　　

    手性物质的分离分析方法有手性源合成法、结晶拆分法、化学拆分法、酶拆分法、膜拆分法、萃取拆分法和色谱拆分法等。

　　1、手性源合成法：

　　手性源合成法是以单一对映体的手性化合物为原料合成另外的手性化合物的单一对映体，这是化学家常用的方法。

　　由于原料的立体结构决定着产物的立体构型，获得制备所需对映体的手性原料是关键。但天然手性物质的品种和数量有限，满足不了实际需求。利用天然手性物质衍生出所需的手性化合物，反应步骤较多，难度较大。

　　2、结晶拆分法：

　　结晶拆分法是基于对映体与手性物质形成非对映体盐或共价衍生物，然后利用非对映体的性质差异进行分离（如分级结晶），再将衍生物还原为对映体。

　　结晶拆分法分为晶体机械拆分法和接种结晶拆分法。

　　晶体机械拆分法是将外消旋混合物从溶液中结晶析出，依据两种对映体结晶形态的差别，从结晶物中进行手工分离。这一方法耗时费力，仅能应用于实验室研究。

　　接种结晶拆分法是采用加入纯对映体之一的晶种，将附在播入的晶种上的同种对映体析出的分步结晶分离方式。

　　虽然结晶拆分法操作简单，但要耗费大量的时间、劳力和物力，而其实验与预期存在很大偏差，因此应用不广泛。

　　3、化学拆分法：

　　化学拆分法是通过化学反应的方法，即用手性试剂将外消旋体中的两种对映体转化为非对映异构体，然后利用非对映异构体之间物理化学性质的不同将二者拆分开。拆分成功的关键是选择合适的拆分剂，合适的拆分剂应该是能够与对映体生成非对映异构体，且溶解度差别较大，经拆分后，易再生为原来的对映体。

　　虽然这种方法一直被作为重要的拆分方法，但其局限性也很明显：

　　（1）拆分剂和溶剂的选择较为盲目。

　　（2）拆分的产率和产品的对映纯度不高。

　　（3）适用于手性拆分的对映体的类型不多。

　　4、酶拆分法：

　　酶对光学活性异构体有选择性地进行酶解作用，使外消旋体中一种光学异构体酶解较快，而另一种酶解较慢，或不发生酶解，在适当的条件下被保留而达到分离。

　　酶拆分的主要途径为主体选择性水解、酶化和转酶作用。

　　酶催化的副反应很少、产率高、反应的条件较为温和，酶无毒、易降解、不会造成环境污染。但该法仅能适用于酶促反应体系，酶制剂品种有限，酶易被破坏不稳定，制剂的价格较高，阻碍了其应用发展。

　　5、膜拆分法：

　　氨基酸的生物转移通常是由埋在生物膜中的载体蛋白来完成的，这种转移的对映体选择性非常高，膜拆分对映体正是这种生物过程的模拟。

　　液膜拆分法是将具有手性选择能力的载体溶解在某种液体溶剂中，通过与某个异构体特异性的结合，将其从上相转移到下相，从而实现对映体的分离。但是由于液膜稳定性较差，其工业应用一直受到很大的限制。

　　为了克服液膜的不稳定性，固膜得到了很大的发展。固膜拆分法是不同的对映体通过选择性扩散或吸附来完成跨膜过程。选择性扩散固膜一般不带特殊的手性拆分剂，形成选择性扩散的原因是一种异构体比另一种异构体在固膜中更容易扩散。选择性吸附固膜主要是利用嵌在聚合物母体中的手性拆分剂与对映体之间特殊的分子间作用来进行手性拆分，通常一种异构体被较多的选择性吸附在手性拆分剂上，而另一种异构体则较多的游离在聚合物母体之中。

　　由于选择性与透过通量之间成反比例关系，选择性扩散固膜的应用受到了限制，只有通过扩大膜面积或者增加平衡级数来弥补，这在实际应用中很不经济。而选择性吸附固膜可以在选择性和透过通量两方面同时提高，从而使其在手性拆分工业中的大规模应用成为可能。

　　6、萃取拆分法：

　　萃取拆分法是利用萃取剂与拆分物中两对映体的亲和作用力的差异或化学作用的差异来进行拆分的方法。目前有三种萃取拆分方法：亲和萃取拆分法、配位萃取拆分法和形成非对映立体异构体萃取拆分法。

　　萃取拆分法适用性强，效率高，成本低，可连续化操作，可以实现萃取拆分过程与外消旋化反应一体化。

　　在拆分过程中使没有应用价值的对映体能连续地转化成所需要的对映体，使外消旋化产生的所需对映体萃入萃取相，萃余相中富集的无应用价值的对映体进行外消旋化反应，从而克服了单纯外消旋过程的缺陷。

　　在拆分过程中所选择的萃取剂是具有手性的，萃取剂的选择是拆分关键。

　　7、色谱拆分法：

　　色谱法是最可靠和最常用的测定低含量对映体杂质的方法之一，且能够测定复杂基质中对映体纯度，同时，容易实现对映体的大规模制备。色谱技术已成为当前手性分离的主要工具，手性分离成为色谱科学的重要研究对象。

　　（1）薄层色谱法：

　　薄层色谱法是最简便的色谱技术之一，具有操作简便、设备简单、分析速度快、结果直观和能快速更换流动相等特点，已在化学、化工、生化、医药和卫生等各个领域广泛使用。

　　尽管手性固定相价格、紫外背景、显色剂等原因，使的目前能用于薄层色谱的手性载体和能被薄层色谱法分离的手性化合物很少，但它将会成为手性拆分的重要手段之一，在光学异构体的分离、分析和光学纯度的测定中发挥重要的作用。

　　（2）气相色谱法：

　　气相色谱法是对映体拆分的一个重要手段。目前气相色谱中用于分离对映体的固定相主要有三类：手性氨基酸衍生物、光学活性的金属配合物和环糊精手性固定相。

　　气相色谱法优点：流动相简单、分离度高和柱效高、适合拆分一些不带芳香环的对映体化合物（这类对映体在液相色谱条件下通常很难被分离和检测）。

　　气相色谱法缺点：一般要在较高的温度下进行，易导致手性选择剂的消旋化，降低其手性识别能力。可分离的对映体有限，一般只能分离易于汽化和热稳定性高的对映体化合物。

　　（3）毛细管电泳：

　　毛细管电泳具有简便、高效、试样用量少和和几乎没有废液的特点，作为一种简单快捷、经济方便的现代技术，在药物分析和临床医学研究中得到了越来越广泛的应用。

　　毛细管电泳法分离对映体时，一般是将手性选择剂添加到缓冲液中，对映体分子可与手性选择剂形成具有不同稳定性的复合物，导致迁移速度差异而进行分离。常用的方法有：毛细管区带电泳法、胶束电动色谱法和毛细管电色谱法。

　　（4）超临界流体色谱法：

　　超临界流体色谱法以超临界流体（如液体CO2）为流动相对化合物进行分离。与气体流动相相比，超临界流体对样品的溶解度高。与常规的液体流动相相比，超临界流体粘度低，扩散系数大。

　　超临界流体色谱法优点：

　　1）具有分析速度快、柱效高等优点。

　　2）适合于热稳定性差和低挥发性物质的分析。

　　3）由于其具有很好的环境友好性，在药物及代谢产物、天然产物、油脂、食品、农业和环境样品分析等诸多领域发挥一定的作用。

　　超临界流体色谱法缺点：对仪器要求较高，普及性较差，这在一定程度上限制了其应用。

　　（5）高效液相色谱：

　　高效液相色谱手性固定相分离测定对映体速度快、柱效高、适用范围广（可以用于对热稳定性差和极性农药的分析）、分离能力强，是手性药物分离的首选技术平台之一。

　　高效液相色谱较气相色谱和电泳技术应用广泛的原因：

　　1）由于所有药物进入生物体都是由生物体的体液运输而进一步产生作用的，几乎所有手性药物都能在高效液相色谱方法中找到适合于其本身特点的分离环境。

　　2）高效液相色谱更易实现生物样品的在线预处理，能实现高度的自动化。

