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衍生化法分离（2R，4R）-4-甲基-2-哌啶甲酸乙酯酒石酸盐手性异构体
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摘 要： 目的 建立衍生化法分离（2R, 4R）-4-甲基-2-哌啶甲酸乙酯酒石酸盐（MPFET）3种手性异构体。方法 以 2, 3, 4,

6-四-O-乙酰基-β-D-吡喃葡萄糖异硫氰酸酯（GITC）为柱前衍生化试剂，对MPFET手性异构体进行分离，并对衍生化条件

进行优化。采用Venusil AQ C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱作为固定相进行分离、监测和定量。以 0.01 mol/L磷酸二

氢钾溶液（用磷酸调 pH至 3.6）-乙腈（60∶40）为流动相，体积流量 1.5 mL/min进行等度洗脱，采用紫外检测器，检测波

长 266 nm；柱温 30 ℃；进样量 20 µL。结果 MPFET与 2S, 4S-异构体分离度为 1.76。2S, 4R-异构体的线性范围为 1.500～

8.999 μg/mL，2R, 4S-异构体的线性范围为 0.255 2～1.531 0 μg/mL，2S, 4S-异构体的线性范围为 0.250 1～75.000 0 μg/mL，

MPFET的线性范围为 0.250 1～600.100 0 μg/mL，回收率均在 90%～108%内，RSD均不大于 3.0%。结论 柱前衍生化法分

离MPFET中3种手性异构体，专属性强、准确度高、灵敏度高、重复性好，可用于MPFET手性异构体的分离和质量控制。
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Abstract: Objective To establish a derivatization method for the separation of three chiral isomers of (2R, 4R) -4-methyl-2-

piperidine formate ethyl tartrate (MPFET). Methods 2, 3, 4, 6-tetra-o-acetyl was used-β -D-glucopyranose isothiocyanate (GITC)

was used as pre column derivatization reagent to separate the chiral isomers of MPFET, and the derivatization conditions were

optimized. Use venusil AQ C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μ m) chromatographic column is used as stationary phase for separation,

monitoring and quantification. 0.01 mol/L potassium dihydrogen phosphate solution (adjust pH to 3.6 with phosphoric acid) -

acetonitrile (60∶40) was used as mobile phase, and the volume flow was 1.5 mL/min for isocratic elution. UV detector was used

with detection wavelength of 266 nm, column temperature 30 ℃, injection volume 20 µL. Results The separation of MPFET from

2S, 4S isomers was 1.76. The linear range of 2S, 4R isomers was 1.500 — 8.999 μg/mL, the linear range of 2R, 4S isomers was 0.255 2 —

1.531 0 μg/mL, the linear range of 2S, 4S isomers was 0.250 1 — 75.000 0 μg/mL, the linear range of MPFET was 0.250 1 —

600.100 0 μg/mL, the recoveries were within 90% — 108%, and the RSD was not greater than 3.0%. Conclusion Precolumn

derivatization has strong specificity, high accuracy, high sensitivity and good repeatability. It can be used for the separation and

quality control of chiral isomers in MPFET.
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（2R, 4R）-4- 甲基 -2- 哌啶甲酸乙酯酒石酸

盐（MPFET）是一类良好生物活性的含氮杂环化合

物，是合成阿加曲班的关键起始物料，同时也可用

于凝血酶抑制剂、抗血栓药、脑卒中溶栓药、抗血小

板减少等药物的合成。其质量将直接影响合成后

药物的质量，对其进行质量控制研究具有现实

意义。

HPLC法分离手性化合物的方法有手性固定相

法［1-2］、手性流动相添加剂法［3-4］、手性衍生化法［5-6］。

MPFET 母核含有 2 个手性中心，有 3 种手性异构

体（图 1），利用普通色谱柱很难将这 3种手性异构体

分离。MPFET及其手性异构体分子结构中无共轭

基团，没有紫外吸收，HPLC 中紫外检测器无法检

出，故采用衍生化法将其衍生成非手性异构体，提

高紫外吸收，利用HPLC法将其分离。MPFET哌啶

环中含有一个仲胺，以此为衍生的反应位点。常见

与胺或醇衍生的试剂主要有异氰酸酯类［7］、异硫氰

酸酯类［8-11］、苯甲醛类［12］、酰氯类［13］、氯甲酸酯类［14］

等。由于MPFET含有盐基，故需要对其进行游离，

再以 2，3，4，6-四-O-乙酰基-β-D-吡喃葡萄糖异硫

氰酸酯（GITC）与其衍生生成硫脲类衍生物（图 2、

3）后在HPLC上进行分离。经液质联用仪测定衍生

后溶液，溶液中 4个峰即为图 3中 4个衍生物。本研

究采用 GITC 作为柱前衍生化试剂，通过试验优化

游离、萃取、衍生的条件和色谱条件，建立一套可以

用来检测MPFET中 3种手性异构体的衍生化法，为

MPFET质量控制研究提供参考。
1 仪器与试剂

Waters e2695 高效液相色谱仪（美国 Waters 公

司）；Mettler XS205DU 十万分之一电子天平 、

Mettler Toledo S210 酸度计（瑞士梅特勒公司）；

Sciex X500R LC-QTOF 液质联用仪（AB Sciex 公

司）；KQ-300超声波清洗器（昆山市超声仪器公司）。

二氯甲烷、乙腈（天津市康科德科技有限公司）

均为色谱纯试剂；磷酸二氢钾、碳酸钾（天津市风船

化学试剂科技有限公司）均为分析纯试剂；磷酸（天

津市科密欧化学试剂有限公司）为色谱纯试剂；水

为超纯水；GITC（质量分数 98%，成都化夏化学试剂

有 限 公 司 ）；MPFET（ 批 号 AP-20200705、AP-

20200720、AP-20200801）、MPFET 对照品（质量分

数 99.14%，批号 1102200602）、（2S，4S）-4-甲基-2-哌

啶甲酸乙酯酒石酸盐对照品（质量分数 98.57%，批

号 160307）、（2S，4R）-4-甲基-2-哌啶甲酸乙酯酒石
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3                           4 

1-MPFET；2-（2S，4S）-4-甲基-2-哌啶甲酸乙酯酒石酸盐；3-（2S，

4R）-4-甲基-2-哌啶甲酸乙酯酒石酸盐；4-（2R，4S）-4-甲基-2-哌啶甲

酸乙酯酒石酸盐

1-MPFET; 2-（2S，4S）-4-methyl-2-piperidine formate ethyl ester tartrate;

3-（2S，4R）-4-methyl-2-piperidine formate ethyl ester tartrate; 4-（2R，

4S）-4-methyl-2-piperidine formate ethyl ester tartrate

图1 MPFET及其手性异构体结构式

Fig. 1 Chemical structures of MPFET and chiral isomers

图2 MPFET衍生化反应

Fig. 2 Derivatization reaction of MPFET
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5-MPFET衍生物；6-2S，4S-异构体衍生物；7-2S，4R-异构体衍生物；

8-2R，4S-异构体衍生物

5-MPFET derivate; 6-2S，4S-isomer derivate; 7-2S，4R-isomer derivate;

8-2R，4S-isomer derivate

图3 MPFET及其手性异构体衍生物

Fig. 3 Derivate of MPFET and chiral isomers
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酸盐对照品（质量分数 98.36%，批号 AJ-ZHH-

200529）、（2R，4S）-4-甲基-2-哌啶甲酸乙酯酒石酸盐

对照品（质量分数 98.07%，批号 20191001），均由天

津泰普制药有限公司技术研发中心提供。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

以 Agela Venusil AQ C18（ 250 mm×4.6 mm ，

5 μm）为固定相；以 0.01 mol/L磷酸二氢钾（用磷酸

调 pH 至 3.6）-乙腈（60∶40）为流动相；检测波长

266 nm；柱温 30 ℃；体积流量 1.5 mL/min；进样量

20 µL。

2.2 萃取条件的确定

取MPFET样品，先加水溶解，再加入不同量的

碱（30%碳酸钾）溶液进行游离，随后加入 5 mL二氯

甲烷进行萃取，不同萃取条件见表1。

结果表明萃取方式 I各手性异构体峰面积均小

于方式 II；不同萃取温度对萃取结果影响不明显；碱

溶液大于 1 mL时各异构体峰面积基本不变，碱溶液

1 mL 时能够完全游离出各手性异构体；二氯甲烷

2.5 mL时不能完全萃取出各异构体，5、10 mL没有

明显变化，故 5 mL二氯甲烷即可萃取完全；游离和

萃取时间减半手性异构体萃取量没有明显变化，为

保证游离和萃取完全选取游离 5 min萃取 5 min的

方式。

2.3 衍生条件的确定

精密量取1 mL异构体萃取溶液，精密加入1 mL

GITC溶液，在不同条件下进行衍生，衍生条件考察

了不同温度、衍生试剂的质量浓度及衍生时间，各

衍生条件见表2。

结果表明，在 25～45 ℃下衍生结果没有显著性

差异；表中 GITC 的量与异构体物质的量比均大于

1.5，物质的量比大于 1.5时不同质量浓度GITC对衍

生结果没有显著性影响；衍生时间对衍生结果没有显著

性影响，为保证衍生完全，确定衍生时间为10 min。

2.4 溶液配制

2.4.1 GITC溶液 取GITC约 35 mg，精密称定，置

10 mL量瓶中，加乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀。

2.4.2 30%碳酸钾溶液 取碳酸钾约 3 g，称定，置

10 mL量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀。

2.4.3 系统适用性溶液 称取 MPFET 对照品约

188 mg，精密称定，置 25 mL 量瓶中，加 5 mL 纯

化水溶解，再加入 1 mL 30% 的碳酸钾溶液，振

摇 5 min，转移至分液漏斗 ，加入 5 mL 二氯甲

烷，振摇 5 min，静置 15 min，取下层溶液 0.5 mL，置

10 mL 量瓶中，加乙腈稀释至刻度，摇匀，精密

量取 1 mL 置西林瓶中，精密加入 1 mL GITC 溶

液，置 25 ℃环境下振摇 10 min，作为系统适用

性溶液。

2.4.4 手性异构体储备液 分别称取各异构体对

照品约 188 mg，精密称定，分别置 25 mL量瓶中，加

5 mL纯化水溶解，再加入 1 mL 30%的碳酸钾溶液，

振摇 5 min，转移至分液漏斗，加入 5 mL二氯甲烷，

振摇5 min，静置15 min，取下层溶液0.5 mL，置10 mL量

瓶中，加乙腈稀释至刻度，摇匀，作为各手性异构体

储备液。

2.5 系统适用性试验

按“2.1”项色谱条件，将“2.4.3”项系统适用性溶

液进样分析，结果表明 MPFET与 2S，4S-异构体分

离度为1.76。

表1 不同萃取条件

Table 1 Different extraction conditions

萃取方式

I

II

II

II

II

II

II

II

II

温度/℃

25

25

25

25

35

45

25

25

25

二氯甲

烷/mL

5.0

5.0

5.0

5.0

5.0

5.0

2.5

10.0

5.0

碱/mL

1

1

3

5

1

1

1

1

1

t/min

10

5＋5

5＋5

5＋5

5＋5

5＋5

5＋5

5＋5

2.5＋2.5

I-加入碱溶液后再加入二氯甲烷直接进行萃取；II-加入碱溶液

后先游离再加入二氯甲烷进行萃取；t为游离时间＋萃取时间

I-after adding alkali solution，dichloromethane was added for

direct extraction；II-free after adding alkali solution，and then add

dichloromethane for extraction；The time was free and extraction time

表2 不同衍生条件

Table 2 Different derivation conditions

序号

1

2

3

4

5

6

温度/℃

35

45

25

25

25

25

GITC/

（mg·mL−1）

3.5

3.5

3.0

4.0

3.5

3.5

t/min

10

10

10

10

5

10
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2.6 专属性试验

取 MPFET 与其手性异构体，按“2.4.3”项下系

统适用性溶液方法分别配制限度浓度的定位溶液

及混合溶液。进样分析，结果表明 MPFET 衍生物

与其手性异构体衍生物均能达到基线分离，空白无

干扰。色谱图见图4。

2.7 检测限和定量限确定

分别称取 MPFET 及各手性异构体对照品约

188 mg，精密称定，置 25 mL量瓶中，加 5 mL纯化水

溶解，再加入 1 mL 30%的碳酸钾溶液，振摇 5 min，

转移至分液漏斗，加入 5 mL二氯甲烷，振摇 5 min，

静置 15 min，取下层溶液逐级稀释，精密量取 1 mL

置西林瓶中，精密加入 1 mL GITC溶液，置 25 ℃环

境下振摇 10 min。取各浓度溶液进行测定，当 S/N

约为 10时，该浓度为定量限浓度。当 S/N约为 3时，

该浓度为检测限浓度。2S，4R-异构体定量限质量

浓度为 1.499 μg/mL（相当于样品质量浓度的

0.3%），检测限为 0.499 7 μg/mL（相当于样品质量浓

度的 0.01%）；2R，4S-异构体定量限质量浓度为

0.256 8 μg/mL（相当于样品质量浓度的 0.05%），检

测限为 0.085 6 μg/mL（相当于样品质量浓度的

0.017%）；2S，4S- 异 构 体 定 量 限 质 量 浓 度 为

0.249 3 μg/mL（相当于样品质量浓度的 0.05%），检

测限为0.083 1 μg/mL（相当于样品质量浓度的0.017%）；

MPFET定量限质量浓度为0.250 4 μg/mL（相当于样品

质量浓度的0.05%），检测限为0.083 47 μg/mL（相当于

样品质量浓度的 0.017%）。平行配制 6份定量限溶

液，分别进样测定。结果表明 MPFET 及其手性异

构体定量限峰面积RSD（n＝6）均不大于 4.0%，均符

合要求。

2.8 线性关系考察

取 MPFET 及各手性异构体对照品适量 ，

按“2.2.3”项下系统适用性溶液方法配制成系列浓

度的溶液，进样测试。以衍生前质量浓度为横

坐标，峰面积为纵坐标，进行线性回归，得回归

方程 y＝0.472 x＋0.03（2S，4R-异构体，r＝1.000，

线 性 范 围 1.500～8.999 μg/mL），y＝0.477 x＋

0.013（2R，4S-异构体，r＝1.000，线性范围 0.255 2～

1.531 0 μg/mL），y＝0.486 x－0.001（2S，4S-异构体，

r＝1.000，线性范围 0.250 1～75.000 0 μg/mL），y＝

0.496 x ＋ 0.357（MPFET ，r ＝ 1.000 ，线 性 范 围

0.250 1 ～600.100 0 μg/mL），线性关系良好。并计

算校正因子，2S，4R-异构体为 1.05，2R，4S-异构体

为1.04，2S，4S-异构体为1.02。

2.9 精密度试验

称取 MPFET 供试品约 188 mg，精密称定，置

25 mL 量瓶中，加 5 mL 纯化水溶解，再加入 1 mL

30%的碳酸钾溶液，振摇 5 min，转移至分液漏斗，再

加入 5 mL二氯甲烷，振摇 5 min后，静置 15 min，萃

取，取下层溶液 0.5 mL，置 10 mL量瓶中，精密加入

各手性异构体储备液适量，用乙腈稀释至刻度，摇

匀，精密量取 1 mL 置西林瓶中，精密加入 1 mL

GITC溶液，置 25 ℃环境下振摇 10 min，得 100%限

度加标溶液。平行配制 6份，作为精密度溶液。进

样测定，按面积归一化法计算，各异构体质量分数

RSD均≤3.0%。

2.10 回收率试验

按“2.9”项下精密度试验方法，分别加入适量手

性异构体储备液按 80%、100%、120% 水平配制，每

个质量浓度平行配制 3份，分别进样测定。结果表

明，按面积归一化法和外标法计算回收率均在

90%～108%，回收率RSD（n＝9）均≤3.0%。

2.11 耐用性试验

考察色谱柱柱温、流动相 pH 和流动相比例等

条件的微小变动，对各手性异构体的测定含量变化

的影响。按“2.9”项下精密度试验方法配制耐用性

溶液。按照表 3进行色谱条件调整，结果表明柱温、

流动相 pH和流动相比例等参数的微小变化对各异

构体测定无显著性的影响。

2.12 溶液稳定性试验

按“2.9”项下精密度试验方法配制溶液稳定性

测定溶液，分别于室温条件下放置 0、3、6、10、25 h，

进样测定，按面积归一化法计算各异构体含量，结

果表明各异构体含量RSD均≤2.0%，含量变化绝对

 

 

 

 

0       10      20       30       40      50       60       70 
t/min 

定位溶液 

混合溶液 

a 
b 

c d 

a-2S，4R异构体衍生物；b-2R，4S异构体衍生物；c-2S，4S异构体衍

生物；d-MPFET衍生物

a-2S，4R isomer derivate; b-2R，4S isomer derivate; c-2S，4S isomer

derivate; d-MPFET derivate

图4 定位溶液和混合溶液HPLC图

Fig. 4 HPLC of blank and mixture solution
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值均不大于 0.02%，溶液室温条件下放置 25 h 内

稳定。

2.13 中间精密度试验

由另一实验人员在不同分析时间，不同试验仪

器按“2.7”项下精密度试验方法进行中间精密度试

验，与精密度试验数据合并计算共 12份溶液中各异

构体含量RSD（n＝12）均≤6.0%。

2.14 样品测定

取 3批MPFET供试品样品，按“2.4.3”项下系统

适用性溶液方法配制溶液，分别测定，按加校正因

子的面积归一化法计算各异构体含量 ，结果

见表4。

3 讨论

3.1 流动相的选择

选择不同的流动相 pH 进样测定，pH 大于 3.6

时，MPFET峰及手性异构体峰宽逐渐增大且灵敏度

逐渐降低，pH达到 3.6及 3.6以下时，峰宽小，灵敏度

高，故选择磷酸二氢钾溶液（用磷酸调 pH至 3.6）-乙

腈作为流动相。调节流动相比例，当有机相比例大

于 35% 时，主成分与手性异构体分离度达不到要

求；当有机相比例大于 45%，保留时间太长，灵敏度

降低，故选择磷酸二氢钾溶液（用磷酸调 pH至 3.6）-

乙腈（60∶40）作为流动相。

3.2 色谱柱的选择

采用相同的流动相体系 ，比较 Venusil MP

C18（250 mm×4.6 mm，5μm）和VenusilAQ C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm），AQ色谱柱中MPFET与手性异构体

峰分离度高，MPFET理论塔板数高，故选择Venusil

AQ C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱作为固

定相。

本实验采用 GITC 作为柱前衍生化试剂，对

MPFET及其手性异构体进行衍生，衍生化后既提高

了 MPFET 及其手性异构体的紫外吸收，又使其在

普通色谱柱中得以分离。柱前衍生化受多种因素

影响，本实验重点考察了衍生化温度、GIC浓度和衍

生化时间，并对其进行优化。同时对色谱条件优化

后，实现了MPFET及其手性异构体的分离，达到了

分离测定的目的。本研究建立的柱前衍生化法分

离MPFET中 3种手性异构体，专属性强、准确度高、

灵敏度高、重复性好，为MPFET中手性异构体的分

离和含量测定提供了可靠的方法，对药物质量控制

具有重要的现实意义。
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