二元手性选择体系毛细管电泳分离检测未衍生化氨基酸对映体的研究
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摘要 以铜-L-赖氨酸作为配体交换选择剂，与羟丙基甲基纤维素（HPMC）构成二元手性选择体系，在熔融石英毛细管（50µm i.d.×50 cm）中，用毛细管区带电泳－电导法成功对未衍生化苯丙氨酸对映体（D,L-Phe）进行分离。在选定体系下：1.0mmol/L NaOH+ 0.4 mmol/L Cit+ 1.0 mmol/L Cu(Ac)2+2.0 mmol/L L-Lys +20mg/L HPMC，苯丙氨酸对映体获得良好的基线分离。其线性范围为10～200 mg/L，检出限（S/N=3）为3 mg/L。对影响分离度的影响因素：电泳运行液组成和浓度、配体选择剂摩尔比和浓度、HPMC的浓度等进行了详细的讨论。本实验高效简便、分析成本低。
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1前言
氨基酸是组成生物大分子的基本单元，在生命起源、发育、病变及衰老等生命过程中都扮演着重要的角色，是蛋白组学研究的重要内容之一[1]。苯丙氨酸(Phe)是一种重要的氨基酸，是人和动物8种必需氨基酸的其中之一，其结构如图Ⅰ所示。苯丙氨酸[2]主要用作试剂及医药上的胃肠外营养输液，亦见用作特殊人员合成膳食、必需氨基酸片等营养强化剂的成分；苯丙氨酸还可作为昆虫人工饲料的成分；苯丙氨酸对治疗苹果疱茄病亦有效。L-苯丙氨酸是人和动物所需要的一种氨基酸，而D-苯丙氨酸是生产艾滋病病毒抑制剂的重要中间体[3]。

配体交换法是氨基酸手性分离的常用方法，基于配体交换原理的分离方式有气相色谱手性固定相法、液相色谱法、薄层色谱法、膜分离法、毛细管电泳法[4]等。目前已经报道的苯丙氨酸对映体的拆分方法，主要有高效液相色谱[5]、手性膜法[6]、薄层色谱[7]、离子色谱法[8]和毛细管电泳[9]等。氨基酸由于其结构简单，分离难度较大，且没有紫外或荧光吸收，通常需要柱前、在柱或柱后衍生才可得到检测。电导检测法具有通用性，氨基酸无须经过衍生即可检测，操作大大简化，是氨基酸一种理想的检测方法。

本实验以铜-L-赖氨酸作为配体交换选择剂，与羟丙基甲基纤维素（HPMC）构成二元手性选择体系，用毛细管区带电泳－电导法成功对未衍生的苯丙氨酸对映体进行分离，方法高效简便、分析成本低，可发展于实际样品的分析应用。
2 实验部分

2.1 仪器与试剂
CES2003毛细管电泳仪（高压电源、电导检测器、毛细管电泳数据工作站，中山大学化学与化学工程学院研制）；pHS-3C精密酸度计（上海伟业仪器厂）；石英毛细管柱50 cm×50 µm（河北永年光导纤维厂），CQ-2B型超声波清洗器（明珠电器有限公司）。 
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图Ⅰ 苯丙氨酸的结构式(Phe, pI = 5.48)

Fig.ⅠThe structure of Phenylalanine and Lysin (Phe, pI = 5.48)
氢氧化钠（NaOH，广州化学试剂厂，分析纯）、柠檬酸(Cit，天津市大茂化学试剂厂，分析纯)、乙酸铜（Cu(CH3COO)2·H2O，天津市科密欧化学试剂开发中心，分析纯），羟丙基甲基纤维素（HPMC，山东赫达股份有限公司，分析纯），D,L-苯丙氨酸、L-苯丙氨酸（D,L-Phe、L-Phe，上海科学院生物化学研究所，层析纯），L-赖氨酸（L-Lys，上海伯奥生物科技有限公司产品，层析纯）。所用水为超纯水。

2.2 溶液的配制

分别配制0.1 mol/L NaOH、0.1 mol/L Cit、25 mmol/L Cu(Ac)2、25 mmol/L L-Lys和100 mg/L HPMC储备液。实验时，各取适量以制得不同浓度的电泳运行液。D,L-苯丙氨酸和L-苯丙氨酸配制成1 mg/mL的储备液，进样时用缓冲液稀释到所需的浓度。

2.3 实验方法

毛细管柱在使用前依次用去离子水、0.1 mol/L HCl溶液、去离子水、0.1 mol/L NaOH溶液、去离子水和运行缓冲液分别冲洗约5 min，检测电极用超声波清洗，电极及检测池的制作参见文献[10]。采用电动进样方式，进样时间为8 s，进样电压为9.0 kV，分离电压为＋15 kV。实验在室温（25℃）、相对湿度<75%的实验条件下进行。

3 结果与讨论

3.1手性选择体系的选择

实验仅采用铜离子作手性选择剂，苯丙氨酸对映体未能达到分离，结果见图Ⅱ.a；在铜离子存在的运行液中，加入L-赖氨酸，以Cu-L-Lys作配体络合手性选择剂，苯丙氨酸对映体不能达到基线分离，见图Ⅱ.b；实验中发现，在上述体系中添加羟丙基甲基纤维素（HPMC），苯丙氨酸对映体的分离度得到改善，如图Ⅱ.c所示。因此采用Cu(II)-L-Lys-HPMC的运行体系，本文认为HPMC和Cu(II)-L-Lys形成二元手性选择剂协同体系，提高了对映体的分离度。
3.2铜和L-赖氨酸络合物配比和浓度对分离度的影响

在配体交换中，配体和中心离子的选择、配体与中心离子的浓度比、配体与中心离子形成的络合物的浓度对分离度有至关重要的影响。本实验通过固定Cu(II)的浓度为1.0 mmol/L，改变L-赖氨酸的浓度(1.0 mmol/L, 1.5 mmol/L, 2.0 mmol/L, 3.0 mmol/L)，考察了不同摩尔配比对分离度的影响，见表I所示。结果发现当Cu(II):L-Lys=1 : 1时，对映体得不到分离；当配比为1 : 1.5时基本可以分离对映体；当配比达到1 : 2时，对映体已达到基线分离；当配比为1 : 3时，对映体峰的迁移时间增加，分离效果没有得到改善。因此，本实验选择铜和L-赖氨酸络合物的最佳配比为1 : 2。

固定铜和L-赖氨酸络合物的摩尔配比为1 : 2，在0～2.0 mmol/L浓度范围内考察铜和L-赖氨酸络合物浓度对苯丙氨酸分离度的影响。逐渐增大络合物的浓度，分离度提高，对映体迁移时间减少；当络合物浓度超过1.5 mmol/L时，分离度明显下降，对映体得不到分离（见表I）。因此，本实验选取络合物的最佳添加浓度为铜: L-赖氨酸＝1.0 mmol/ L : 2.0 mmol/L。
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图Ⅱ 三种不同的手性选择体系对分离度的影响

Fig.Ⅱ The effect of three different chiral selectors on the resolution

a. Cu(II)    b. Cu(II)+L-lys   c. Cu(II)+L-Lys+HPMC

Conditions: (concentration of Cu(II), L-Lys, HPMC:1.0 mmol/L, 2.0 mmol/L, 20 mg/L);1.0 mmol/L NaOH+ 0.4 mmol/L Cit; working voltage: 15 kV; injection time: 8 s; injection voltage: 9.0 kV.

表I 铜和L-赖氨酸络合物配比和浓度对分离度的影响

Tab. I The effect of concentration ratio of Cu(Ⅱ) to L-Lys , concentration of Cu(Ⅱ) and L-Lys on the resolution
	concentration ratio of Cu(Ⅱ) to L-Lys(mmol/L : mmol/L)
	1 : 1
	1 : 1.5 
	1 : 2
	1 : 3

	Rs
	0 
	1.0
	1.3
	1.3

	concentration of Cu(Ⅱ) and L-Lys(mmol/L : mmol/L)
	0.75 : 1.5
	1.0 : 2.0
	1.5 : 3.0
	2.0 : 4.0

	Rs
	0.6
	1.3
	0.4
	0.2


 Conditions: 1.0 mmol/L NaOH+ 0.4 mmol/L Cit+ 20 mg/L HPMC; other conditions as Fig.Ⅱ.

3.3 HPMC浓度对分离度的影响

羟丙基甲基纤维素（hydroxypropyl methyl cellulose, HPMC）是水溶性高分子，其结构单元中含有多个手性中心，结构式如图Ⅲ所示。
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图Ⅲ 羟丙基甲基纤维素（HPMC）结构式

Fig.Ⅲ The structure of hydroxypropyl methyl cellulose

纤维素在高效液相色谱中可用作制备手性固定相拆分手性药物，也可用于毛细管电泳手性分离中增大对映体分离度，具有一定的手性识别作用[11]。在本实验中，单独使用HPMC并不能使苯丙氨酸对映体分离，在铜和赖氨酸络合的体系中不加HPMC时苯丙氨酸对映体的分离度很小，加入HPMC后，样品的迁移时间增加，分离度增大，本文认为HPMC和Cu-L-Lys形成二元手性选择剂协同体系，有效提高了手性分离度。考察HPMC浓度为0～40 mg/L，在20 mg/L时对映体已达到基线分离，继续增加HPMC的浓度，分离度改变不明显，且基线不稳（如图Ⅳ）。综合考虑分离度和分析时间，本实验选择HPMC的最佳浓度为20 mg/L。
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图Ⅳ HPMC浓度对分离度的影响

Fig.Ⅳ The effect of HPMC concentration on separation   

Conditions: 1.0mmol/L NaOH+ 0.4 mmol/LCit +1.0mmol/LCu(Ac)2+2.0mmol/L L-ys; other conditions as Fig.Ⅱ. 

3.4缓冲溶液的组成、浓度及pH的影响

通过对比柠檬酸(Cit)－氢氧化钠(NaOH)、乙酸钠(NaAc)－氢氧化钠(NaOH)、硼酸(H3BO3)－乙酸(HAc)和乙酸铵(NH4Ac)－乙酸(HAc)这几种缓冲体系，实验发现只有在柠檬酸(Cit)－氢氧化钠(NaOH)缓冲体系中，苯丙氨酸对映体才能得到分离，其他的缓冲体系则不能分离。

NaOH－Cit 体系在电导检测法中有良好的基线和灵敏的响应，但缓冲溶液浓度太高会引起基线漂移。实验选择 Cit 浓度为0.4 mmol/L。固定柠檬酸浓度后，加入氢氧化钠以调节运行液的pH。由于氨基酸具有等电点，是两性物质，缓冲溶液的pH对其对映体的分离影响很大。在0～1.7 mmol/L浓度范围内考察氢氧化钠浓度对分离度的影响，实验发现在5.8～6.1范围内，pH为分离的最佳范围，对映体的分离度最好，见表Ⅱ所示。

表ⅡNaOH浓度对分离度的影响

Tab.Ⅱ The effect of NaOH concentration on the resolution

	The conc. of NaOH（mmol/L）
	0
	0.2
	0.4
	0.8
	1.0
	1.2

	pH
	4.8
	5.0
	5.2
	5.8
	6.0
	6.3

	Resolution(Rs)
	0.8
	0.9
	1.0
	1.1
	1.3
	0.9


Conditions: 0.4mmol/LCit + 1.0 mmol/LCu(Ac)2 + 2.0mmol/L L-Lys+ 20mg/L HPMC; other conditions as Fig.Ⅱ.
3.5进样方式的选择

本实验对比了气压进样、重力进样和电动进样三种方式对样品测定结果的影响。电动进样具有较好的精密性，且操作简单，电动进样得到电堆积效果，进而提高检测灵敏度，但是进样量较大时会引起区带展宽，使分离度下降，线性范围较窄；采用压力进样的峰形较窄，重现性不好，灵敏度较低，分离度没有改善；采用重力进样的分离度下降，且会出现杂质峰。综合上述因素，本实验采用电动进样方式，进样电压为9.0 kV，进样时间为8 s。

3.6分离电压的选择

本实验考察了分离电压从9 kV至21 kV对分离的影响，电压较低时，样品分离度增大，但是分离时间太长；加大分离电压，可以缩短分离时间，但同时分离电流也增加，产生的焦耳热也增大，体系运行不稳，甚至有气泡产生，严重影响实验效果，柱效和分离度下降。综合上述因素，本实验选择分离电压为15 kV。

3.7线性范围、检出限和精密度

在上述选定的实验条件下：1.0 mmol/L NaOH+ 0.4 mmol/L Cit +1.0 mmol/L Cu(Ac)2 +2.0 mmol/L L-Lys+ 20 mg/L HPMC（pH=6.0），苯丙氨酸对映体的毛细管电泳分离谱图如图Ⅴ所示，D型苯丙氨酸比L型先出峰。峰面积（y，L-Phe）与质量浓度（x，mg/L）的线性回归方程为y =16.0+12.7x，r = 0.998，其线性范围为10～200 mg/L，检出限（S/N = 3）为3 mg/L。在相同条件下，L-苯丙氨酸以24 mg/L的浓度重复进样6次，其迁移时间和峰面积的相对偏差分别为3.2％和4.0％，实验证明本方法具有较高的灵敏度和良好的重现性。
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图Ⅴ D,L-Phe的毛细管电泳分离谱图

Fig.Ⅴ The electropherogram of D,L-Phe    a. L-Phe   b. D,L-Phe

Conditions: 1.0 mmol/L NaOH+0.4 mmol/L Cit +1.0 mmol/L Cu(Ac)2 +2.0 mmol/LL-Lys+ 20 mg/L HPMC; other conditions as Fig.Ⅱ.
3.8拆分机理初步探讨

在缓冲溶液中，铜离子与L-赖氨酸以1 : 2形成三元络合物：

L-Lys+ Cu(Ⅱ)
[image: image6.wmf](L-Lys)Cu(Ⅱ)

L-Lys + (L-Lys)Cu(Ⅱ)
[image: image7.wmf](L-Lys)2Cu

当苯丙氨酸进入缓冲系统时，D-Phe和L-Phe分别取代一分子的L-Lys，形成两种不同的三元络合物：

(L-Lys)Cu(L-Lys)+ L-Phe
[image: image8.wmf](L-Lys)Cu(L-Phe)+ L-Lys

(L-Lys)Cu(L-Lys)+ D-Phe
[image: image9.wmf](L-Lys)Cu(D-Phe)+ L-Lys

根据(L-Lys)Cu(L-Phe)和(L-Lys)Cu(D-Phe)稳定性和光学结构的差异，引起二者的电泳淌度不同，D,L-Phe得到分离[4]，本实验中D-Phe比L-Phe先流出。

由于(L-Lys)Cu(L-Phe)和(L-Lys)Cu(D-Phe)的稳定系数差异不够大，苯丙氨酸对映体得不到完全分离。缓冲溶液中加入HPMC后，HPMC与Cu-L-Lys形成二元手性选择体系，D,L-Phe得以基线分离。

4结论

本文以铜-L-赖氨酸作为配体交换选择剂，与羟丙基甲基纤维素（HPMC）构成二元手性选择体系，用毛细管区带电泳－电导法成功对未衍生的苯丙氨酸对映体进行分离，方法高效简便、分析成本低，可发展于实际样品的分析应用。
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Chiral Separatin of Underivatized Amino Acids by Capillary Electrophoesis Using the Binary Chiral Selectors 

Chen Yufu, Xie Tianyao*
(School of Chemistry and Chemical Engineering, Sun Yat-sen University, Guangzhou510275, China)

Abstract A new method of enantioseparation of underivatized D,L-Phenylalanine by ligand-exchange capillary zone electrophoresis with conductivity detector using copper salt and L-Lysine as chiral selectors with HPMC as a binary chiral selector was developed. The enantiomers of DL- Phenylalanine were baseline separated in an uncoated fused-silica capillary（50µm i.d.×50 cm） under the chosen separated conditions: 1.0 mmol/L NaOH+ 0.4 mmol/L Cit +1.0 mmol/L+2.0 mmol/L L-Ly +20mg/LHPMC as running buffer. The calibration curve of the enantiomers showed good linearity in the range from 10 to 200 mg/L with LOD = 3 mg/L. The effects of the buffer concentration, pH, the concentration ratio of L-Lysine to Cu(Ⅱ), the concentration of Cu(Ⅱ) and L-Lysine on the resolution of chiral separation were discussed in detail. This method is without pre-treatment, and is demonstrated simple, low cost and rapid.
Keywords capillary electrophoresis, conductivity detector, DL-Phenylalanine, ligand-exchange
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