
基金项目：上海市科委项目资助（２２１４２２０１８００）

作者简介：朱丽萍，女，硕士，主管药师　　研究方向：药物分析及药品质量控制　　通讯作者：金薇，女，博士，主任药师　　研究方向：药物

分析及药品质量控制　　Ｔｅｌ：（０２１）５０７９８１８９

超临界流体色谱法分离测定布立西坦片中立体异构体杂质
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摘要：目的　建立一种超临界流体色谱法分离和测定抗癫痫药布立西坦片中立体异构体杂质。方法　采用硅胶表面涂
敷直链淀粉三（３，５二甲基苯基氨基甲酸酯）手性色谱柱（ＣＨＩＲＡＬＰＡＫＡＤ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ，１０μｍ），以超临界二氧
化碳甲醇（９０∶１０）为流动相，背压为１８ＭＰａ，进样量为６μＬ，柱温为４０℃，流速为２ｍＬ·ｍｉｎ－１，于２０５ｎｍ波长处分离
布立西坦及其３种立体异构体。结果　布立西坦与其３种立体异构体在１０ｍｉｎ内分别被洗脱，相邻异构体之间的分离
度均不小于２８，布立西坦在００１～０５ｍｇ·ｍＬ－１内与峰面积呈良好线性关系，相关系数为０９９９８（ｎ＝８），立体异构
体杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ在０００５～０５ｍｇ·ｍＬ－１内与峰面积呈良好线性关系，相关系数均为０９９９９（ｎ＝９）。布立西坦和３种
异构体的检测限均为２μｇ·ｍＬ－１［信噪比（Ｓ／Ｎ）＝３］，定量限均为５μｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝１０）。３种异构体的３个不同浓
度水平的平均回收率分别为１０２１％，１０５８％ 和１０２６％（ｎ＝９）。结论　与常规正相模式液相色谱方法相比，采用超
临界流体色谱分离布立西坦及其３种异构体，可显著提高分离效率，缩短分离时间，绿色环保，可有效用于布立西坦片
中各异构体杂质的质量控制。

关键词：布立西坦；对映异构体；立体异构体；超临界流体色谱
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　　布立西坦（又名布瓦西坦，ｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍ）是抗
癫痫药品左乙拉西坦（ｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍ）吡咯烷烃的４
位碳原子连接正丙基的类似物，化学名为（Ｓ）２
［（Ｒ）２氧代４丙基吡咯烷１基］丁酰胺，由比利
时优时比制药公司（ＵＣＢＰｈａｒｍａ）研制。布立西坦

为第二代抗癫痫药，与左乙拉西坦相比，布立西坦

对突触囊泡蛋白２Ａ（ＳＶ２Ａ）有更高的亲和力和抑
制突触传递和囊泡释放能力、更高的亲脂性，脑部

渗透速度更快［１２］。２０１６年分别被欧洲医药管理
局和美国食品药品监督管理局批准上市。布立西
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坦有两个手性中心，３个立体异构体杂质，分别为
异构体 Ａ，化学名为（Ｒ）２［（Ｒ）２氧代４丙基吡
咯 烷１基］丁 酰 胺；异 构 体 Ｂ，化 学 名 为
（Ｓ）２［（Ｓ）２氧代４丙基吡咯烷１基］丁酰胺；
异构体 Ｃ，化学名为（Ｒ）２［（Ｓ）２氧代４丙基吡
咯烷１基］丁酰胺。结构式见图 １。布立西坦及
其３个异构体分别构成了两对旋光异构体。在国
家药监局网站上查询国内尚无布立西坦及布立西

坦制剂注册，但是已有企业在开展生物等效性试

验，《中国药典》２０２０年版、《美国药典》２０２４年
版、《欧洲药典》１１版、《日本药局方》１８版目前均
未收载原料及制剂。布立西坦立体异构体的分离

和测定仅有极少数液相色谱方法报道。在两份专

利［４５］中，涉及布立西坦及其３种异构体的高效液
相色谱分离检测方法均为正相色谱法。正相色谱

系统通常流动相较难平衡，实验中使用的烷烃类

试剂对人体和环境危害较大，不符合绿色环保理

念，且分离时间在２０ｍｉｎ以上。此外，文献［６］则
采用超高效液相色谱法，以亚二微米 ＣｈｉｒａｌＰＡＫ
ＩＧＵ手性色谱柱，含１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１碳酸铵的乙腈
为流动相分离布立西坦及其异构体。

超临界流体色谱（ＳＦＣ）是一种以超临界流体
为流动相的色谱方法，利用其溶剂化作用来实现

分离物质的目的。因其流体黏度低、扩散速度快、

表面张力小，容易取得较好的峰形，在手性拆分和

异构体分离等方面具有较强的优势［７１２］。同时

ＳＦＣ整个分析过程，有机试剂的使用量很小，更加
环保。包括对映异构体在内的布立西坦立体异

构体的拆分除专利外仅见 １篇采用反相色谱的
文献报道［６］。本研究首次采用 ＳＦＣ结合手性固
定相对布立西坦及其立体异构体（两对旋光异构

体）进行拆分，并对布立西坦片中异构体杂质的

含量进行测定，为其质量控制提供准确高效的检

测方法。
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图１　布立西坦与３个立体异构体杂质的结构
Ｆｉｇ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍａｎｄｉｔｓｔｈｒｅｅｓｔｅｒｅｏｉｓｏｍｅｒｓ

１　仪器和试药
安捷伦１２６０型超临界流体液相色谱仪（美国安

捷伦公司）；二极管阵列检测器（ＤＡＤ）；ＣＰ２２５Ｄ型
精密天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＸＳ２０４型精密天平
（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）；手性色谱柱 ＣＨＩＲＡＬ
ＰＡＫＡＤ色谱柱 （０４６ｃｍ×２５ｃｍ，１０μｍ）；甲醇、
乙醇、正己烷均为色谱纯；二氧化碳（上海 Ａｉｒｌｉｑ
ｕｉｄｅ公司，纯度９９９９％）。

布立西坦对照品（批号：３１８Ａ２２０１）、异构体 Ａ
对照品（批号：２０２１１１０１）、异构体 Ｂ对照品（批号：
２０２００９０１）、异构体 Ｃ对照品（批号：２０２１１２０１）（江
苏诚康药业有限公司）；布立西坦片（５０ｍｇ规格，批
号：ＣＨＪ２２００１、ＣＨＪ２２００２、ＣＨＪ２２００３；１００ｍｇ规格，批
号：ＣＧＪ２１００１、ＣＧＪ２１００２、ＣＧＪ２１００３，上海迪赛诺生
物医药有限公司）。

２　方法与结果
２１　溶液的配制

布立西坦对照品溶液：精密称取布立西坦对照

品５ｍｇ至２５ｍＬ量瓶中，加乙醇适量，超声使溶解，
用乙醇稀释至刻度，摇匀，精密量取 １ｍＬ溶液至
５０ｍＬ量瓶中，用溶剂稀释至刻度，制成含布立西坦
０００４ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液。

异构体杂质对照品溶液：精密称取异构体对照品

Ａ、Ｂ和Ｃ各约５ｍｇ分别至不同的２５ｍＬ量瓶中，加
乙醇适量超声使溶解，用乙醇分别稀释至刻度，摇匀。

各精密量取１～１０ｍＬ量瓶中，用乙醇稀释至刻度，制
成含异构体Ａ、Ｂ和Ｃ为００２ｍｇ·ｍＬ－１的异构体杂
质对照品溶液。

系统适用性溶液：精密称取布立西坦对照品

２０ｍｇ，加含异构体Ａ、Ｂ和Ｃ均为００２ｍｇ·ｍＬ－１的
·５８０２·
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异构体杂质对照品溶液溶解并摇匀。

供试品溶液：精密称取研细的布立西坦片细

粉（约相当于布立西坦 ５０ｍｇ）分别至 ５ｍＬ量瓶
中，加乙醇适量超声使溶解，用乙醇稀释至刻度，

摇匀，经８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心后，取上清液，作为供
试品溶液。

２２　色谱条件及系统适用性
色谱柱筛选初始色谱条件：流动相 ＣＯ２甲醇

（９０∶１０），流速１５ｍＬ·ｍｉｎ－１，背压１５０ＭＰａ，柱温
４０℃，检测波长 ２０５ｎｍ。优化色谱条件：流动相
ＣＯ２甲醇（９０∶１０），流速２ｍＬ·ｍｉｎ

－１，背压１８ＭＰａ，
柱温４０℃，检测波长２０５ｎｍ，进样量６μＬ。在上述
优化色谱条件下，取系统适应性溶液，色谱图见图

２。异构体Ｃ与Ａ、异构体 Ａ与 Ｂ、异构体 Ｂ与布立
西坦的分离度分别为２８５、２７９、３９６，理论塔板数
按异构体Ｃ、异构体 Ａ、异构体 Ｂ、布立西坦计分别
为６８７０、６９０８、６９９２和１８４２。

 
t / min

5 10 15

1 2 3

4

１－异构体Ｃ（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；２－异构体Ａ（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；３－异构体Ｂ

（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；４－布立西坦（１０ｍｇ·ｍＬ－１）；图４～５中１～４同图２。

１－ＩｓｏｍｅｒＣ（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；２－ＩｓｏｍｅｒＡ（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；３－ＩｓｏｍｅｒＢ

（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；４－Ｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍ（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；１－４ｉｎＦｉｇ４－５ａｒｅ

ｔｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．２．

图２　布立西坦系统适用性溶液的超临界流体色谱（ＳＦＣ）图
Ｆｉｇ２　ＳＦＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ
ｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍａｎｄｉｔｓｔｈｒｅｅｉｓｏｍｅｒｓ

２３　检测限与定量限
分别精密量取“２１”项下布立西坦对照品溶液

和异构体杂质对照品溶液，进行逐级定量稀释，进样

量６μＬ，记录色谱图，以信噪比（Ｓ／Ｎ）分别为３和
１０计算，布立西坦和 ３种异构体杂质检测限均为
２μｇ·ｍＬ－１，定量限均为５μｇ·ｍＬ－１，相当于供试
品溶液浓度的００２％和００５％。
２４　线性与范围

按照“２１”项下布立西坦对照品溶液配制方
法，精密称取布立西坦对照品，用乙醇溶解并定量稀

释，制成约含布立西坦 １０、２０、４０、５０、６０、１００、２００、

５００μｇ·ｍＬ－１的布立西坦线性溶液，按“２２”项下
优化色谱条件测定，以布立西坦峰面积为纵坐标，质

量浓度（μｇ·ｍＬ－１）为横坐标进行线性回归，结果表
明，布立西坦在１０～５００μｇ·ｍＬ－１内与峰面积呈良
好线性关系，回归方程为 Ｙ＝２８８８９Ｘ＋７３７４４，
ｒ２＝０９９９６（ｎ＝８）。

精密称取异构体对照品Ａ、Ｂ和Ｃ适量，用乙醇
溶解，并定量稀释，制成含杂质Ａ、Ｂ、Ｃ均分别为５、
１０、２０、４０、５０、６０、１００、２００、５００μｇ·ｍＬ－１的线性溶
液，按“２２”项下优化色谱条件测定，分别以杂质
Ａ、Ｂ、Ｃ峰面积为纵坐标，质量浓度（μｇ·ｍＬ－１）为
横坐标进行线性回归，结果表明，杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ在
５～５００μｇ·ｍＬ－１内与峰面积呈良好线性关系，回
归方程为杂质Ａ：Ｙ＝２７８２６Ｘ＋５２８７０，ｒ２＝０９９９９
（ｎ＝９），杂质Ｂ：Ｙ＝２４９８５Ｘ＋６０２７５，ｒ２＝０９９９９
（ｎ＝９），杂质Ｃ：Ｙ＝２６５８５Ｘ＋５６３３５，ｒ２＝０９９９８
（ｎ＝９）。
２５　日内精密度

按“２２”项下优化色谱条件，对含３个异构体
分别为００４、００５、００６ｍｇ·ｍＬ－１的低、中、高３个
质量浓度的标准溶液进行日内精密度考察，异构体

Ａ峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为 ０３６％、
１３０％、１１３％；异构体 Ｂ峰面积的 ＲＳＤ分别为
１７５％、１３２％、０２５％；异构体Ｃ峰面积的 ＲＳＤ分
别为１１５％、２００％、１２７％（ｎ＝５）。对含布立西
坦为１０ｍｇ·ｍＬ－１的样品溶液进行日内精密度（ｎ＝
８）考察，峰面积的ＲＳＤ为０８８％。
２６　稳定性实验

取系统适用性溶液分别于配制后０、２、４、６、１０、
１８ｈ测定，结果显示，布立西坦峰面积 ＲＳＤ为
１４３％，异构体Ａ、Ｂ、Ｃ峰面积ＲＳＤ分别为３３６％、
３０４％、４４１％，表明系统溶液在１８ｈ内稳定。
２７　回收率实验

精密称取布立西坦片２个规格各１个批号样品
各 ９份，每份 ５５～５７ｍｇ（约相当于布立西坦
１０ｍｇ），分别置于５ｍＬ量瓶中，分为３组，精密加入
“２２”项下异构体 Ｃ、Ａ、Ｂ质量浓度为００６、００５、
００４ｍｇ·ｍＬ－１的线性溶液各１ｍＬ，超声使主药溶
解，离心取上清液。按“２２”项下方法进行测定，计
算低、中、高３个不同浓度平均回收率。异构体 Ｃ
低、中、高 ３个浓度的回收率为 １００１％，１０２４％，
１０５％，ＲＳＤ％分别为１４％、４０％、２８％，总的平均
回收率为 １０２６％（ｎ＝９）；异构体 Ａ为 ９９０％、
１０２６％、１０４７％，ＲＳＤ％ 分别为 １２％、３９％、
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２７％，总的平均回收率为１０２１％（ｎ＝９）；异构体
Ｂ为 １０５％、１０５８％、１０６４％，ＲＳＤ％ 分 别 为

０４％、３７％、３０％，总的平均回收率为 １０５８％
（ｎ＝９）。见表１～３。

表１　布立西坦片中杂质Ｃ的回收率测定结果
Ｔａｂ１　ＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｓｏｍｅｒＣｉｎｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍｔａｂｌｅｔｓ

ρ（Ｏｒｉｇｉｎａｌ）／μｇ·ｍＬ－１ ρ（Ｓｐｉｋｅｄ）／μｇ·ｍＬ－１ ρ（Ｄｅｔｅｃｔｅｄ）／μｇ·ｍＬ－１ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％

４０ ４３９１ ４４２１ １００７ １００１ １４

４３９１ ４３２７ ９８５

４３９１ ４４４２ １０１２

５０ ５４８９ ５５５３ １０１２ １０２４ ４０

５４８９ ５８６８ １０６９

５４８９ ５４３７ ９９１

６０ ６５８６ ６８８１ １０４５ １０５３ ２８

６５８６ ６７６６ １０２７

６５８６ ７１４８ １０８５

表２　布立西坦片中异构体Ａ的回收率测定结果
Ｔａｂ２　ＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｓｏｍｅｒＡｉｎｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍｔａｂｌｅｔｓ

ρ（Ｏｒｉｇｉｎａｌ）／μｇ·ｍＬ－１ ρ（Ｓｐｉｋｅｄ）／μｇ·ｍＬ－１ ρ（Ｄｅｔｅｃｔｅｄ）／μｇ·ｍＬ－１ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％

４０ ４２５３ ４２３４ ９９６ ９９０ １２

４２５３ ４１５０ ９７６

４２５３ ４２４２ ９９７

５０ ５３１７ ５３７７ １０１１ １０２６ ３９

５３１７ ５６９３ １０７１

５３１７ ５２８８ ９９５

６０ ６３８０ ６６７６ １０４６ １０４７ ２７

６３８０ ６５００ １０１９

６３８０ ６８６５ １０７６

表３　布立西坦片中异构体Ｂ的回收率测定结果
Ｔａｂ３　ＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｓｏｍｅｒＢｉｎｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍｔａｂｌｅｔｓ

ρ（Ｏｒｉｇｉｎａｌ）／μｇ·ｍＬ－１ ρ（Ｓｐｉｋｅｄ）／μｇ·ｍＬ－１ ρ（Ｄｅｔｅｃｔｅｄ）／μｇ·ｍＬ－１ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％

４０ ４５５３ ４７７１ １０４８ １０５３ ０４

４５５３ ４８０８ １０５６

４５５３ ４８０６ １０５６

５０ ５６９１ ５９２９ １０４２ １０５８ ３７

５６９１ ６２７５ １１０３

５６９１ ５８５６ １０２９

６０ ６８３０ ７２４６ １０６１ １０６４ ３０

６８３０ ７０６３ １０３４

６８３０ ７４９６ １０９８

２８　重复性实验
分别取１批５０ｍｇ规格和１批１００ｍｇ规格的

布立西坦片，每个规格平行称取６份按“２１”项下
方法配制样品溶液，按“２２”项下优化色谱条件测
定，布立西坦的称量与峰面积的比值 ＲＳＤ分别为
０５６％和０７３％（ｎ＝６）。
２９　样品测定

分别取３批 ５０ｍｇ规格和 ３批 １００ｍｇ规格
的布立西坦片，按“２１”项下样品溶液的配制方

法，平行两份，按照“２２”项下优化色谱条件测
定，未检出异构体杂质 Ａ和 Ｃ，检出异构体杂质
Ｂ，以外标法和主成分外标法分别计算结果一致，
均不高于 ０１％（ｎ＝２），结果见表 ４，色谱图
见图３。

３　讨　论
３１　溶剂的选择

精密称取布立西坦对照品约 １０ｍｇ分别加入
·７８０２·
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　　　　表４　布立西坦片中异构体Ｂ含量测定结果
Ｔａｂ４　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｓｏｍｅｒＢｉｎｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍｔａｂｌｅｔｓ

Ｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍｔａｂｌｅｔｓ　　 ＢａｔｃｈＮｏ． Ｃｏｎｔｅｎｔ／％１） Ｃｏｎｔｅｎｔ／％２）

Ｓｔｒｅｎｇｔｈ５０ｍｇ ＣＨＪ２２００１ ０．０７ ０．０７

ＣＨＪ２２００２ ０．０７ ０．０７

ＣＨＪ２２００３ ０．０８ ０．０８

Ｓｔｒｅｎｇｔｈ１００ｍｇ ＣＧＪ２１００１ ０．０９ ０．０９

ＣＧＪ２１００２ ０．０９ ０．０９

ＣＧＪ２１００３ ０．０７ ０．０８

注：１）外标法；２）主成分外标法。

Ｎｏｔｅ：１）Ｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ；２）Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ．

t / min
5 10 15

1

2

１－异构体Ｂ（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；２－布立西坦（１０ｍｇ·ｍＬ－１）。

１－ＩｓｏｍｅｒＢ（００２ｍｇ·ｍＬ－１）；２－Ｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍ（１０ｍｇ·ｍＬ－１）．

图３　布立西坦片样品溶液的ＳＦＣ色谱图（批号ＣＨＪ２２００１）
Ｆｉｇ３　ＳＦＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍｔａｂｌｅｔｓ（ｂａｔｃｈＮｏ．
ＣＨＪ２２００１）

甲醇、正己烷、乙醇、体积分数０１％甲酸甲醇１ｍＬ，
超声使溶解，作为对照品溶液。

精密称取研细的布立西坦片（约相当于５０ｍｇ）
分别至５ｍＬ量瓶中，分别用甲醇、正己烷、乙醇、体
积分数０１％甲酸甲醇适量，超声使溶解，用上述４
种溶剂稀释至刻度，摇匀，８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ
后，取上清液，作为样品溶液。

研究发现，布立西坦在正己烷中溶解度差，样品

溶液在甲醇、乙醇、体积分数０１％甲酸甲醇溶液中
在会有沉淀析出，同时，与同法配制的空白辅料溶液

及对照品溶液对比，样品上清液中杂质的检测不受

干扰。

在相同实验条件下，甲醇、乙醇、体积分数

０１％甲酸甲醇３种溶剂对检测结果的影响不大，由
于乙醇价格相对低廉，对环境无污染，且对人体基本

无害，故最终选择乙醇作为溶剂。

３２　固定相的选择
直链淀粉和纤维素衍生物属于多糖衍生物，具

有高度有序的螺旋结构使其具有优异的手性识别能

力，是应用最广的一类手性固定相。故研究中取系

统适用性溶液，按“２２”项下优化色谱条件对各种
不同多糖衍生物填料 ［ＹＭＣＣＨＩＲＡＬＡＲＴＣｅｌｌｕ

ｌｏｓｅＳＢ：硅胶表面共价键合有纤维素三（３，５二甲
基苯基氨基甲酸酯）；ＣＨＩＲＡＬＰＡＫＯＤ：硅胶表面涂
敷纤维素三（３，５二甲基苯基氨基甲酸酯）；
ＣＨＩＲＡＬＰＡＫＡＤ：硅胶表面涂敷直链淀粉三（３，５
二甲基苯基氨基甲酸酯）］的手性色谱柱进行考察。

结果显示，在３种色谱柱上布立西坦与其３个异构
体杂质在１０ｍｉｎ内均出峰。在 ＹＭＣＣＨＩＲＡＬＡＲＴ
ＣｅｌｌｕｌｏｓｅＳＢ和ＣＨＩＲＡＬＰＡＫＯＤ色谱柱上布立西坦
与其３个异构体杂质均无法分离，在 ＣＨＩＲＡＬＰＡＫ
ＡＤ色谱柱上分离良好，见图４。直链淀粉衍生物手
性固定相与布立西坦及其立体异构体之间，形成了

稳定性不同的非对映异构体分子络合物而达到手性

分离的目的，故选择ＣＨＩＲＡＬＰＡＫＡＤ色谱柱进行进
一步条件优化。

３３　流动相比例的优化
由于超临界二氧化碳类极性和洗脱强度类似

于正己烷或正庚烷，为非极性溶剂。而改变醇的

种类和比例，可以改变选择性。选择最常用的甲

醇作为极性改性剂，分别考察流动相 ＣＯ２甲醇的
不同体积比：８５∶１５、９０∶１０、９５∶５，结果发现，流动
相中改性剂甲醇比例升高，极性增强，会使待测物

分离度下降；甲醇比例太低会使主峰峰形变差，峰

展宽，甲醇改性剂比例为５％时杂质峰高下降，灵
敏度下降，见图５。选择 ＣＯ２甲醇（９０∶１０）为优化
流动相，保留时间、分离度适宜，无须添加少量酸

碱改善峰形和分离度。

３４　背压、柱温与流速的优化
背压决定ＣＯ２在系统中的超临界状态和密度，

柱温影响ＣＯ２的密度，密度则影响流动相的洗脱能
力。流速优化可以获得较高的柱效。

分别考察 １５、１６、１８、２０ＭＰａ的背压，５、４０、
４５℃的柱温，１０、２０、２５ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速对分
离效果的影响。结果显示，随着背压的升高，流动相

的洗脱能力增强，理论塔板数无显著区别，Ｓ／Ｎ明显
增加，但是当背压达到２０ＭＰａ时，各个组分之间的
分离度开始下降；柱温的升高会使待测物保留时间

缩短，但是分离度下降，理论塔板数会增加；流速的

增加使待测物保留时间明显缩短，理论塔板数下降，

流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１比２ｍＬ·ｍｉｎ－１时的 Ｓ／Ｎ明显
降低。综合考虑以上因素，保证基线分离前提下尽

可能缩短保留时间，降低系统压力，提高分离效率。

最终选用流动相为 ＣＯ２甲醇 （９０∶１０），流速
２ｍＬ·ｍｉｎ－１，背压 １８ＭＰａ，柱温 ４０℃，检测波长
２０５ｎｍ作为最优分离条件。
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图４　布立西坦和３种异构体在不同种手性柱上的分离色谱图
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图５　布立西坦和３种异构体在手性柱上采用不同比例流动相的分离色谱图
Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｆｌｏｗｐｈａｓｅｏｎｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｉｖａｒａｃｅｔａｍａｎｄｉｔｓｔｈｒｅｅｉｓｏｍｅｒｓ

３５　进样量的考察
分别取“２１”项下系统适用性溶液、供试品溶

液和按“２１”项下对照品溶液的配制方法配制的含

布立西坦１０ｍｇ·ｍＬ－１的对照溶液，色谱条件为：流
动相ＣＯ２甲醇（９０∶１０），流速１５ｍＬ·ｍｉｎ

－１，背压

１５ＭＰａ，柱温４０℃，检测波长２０５ｎｍ，分别进样４、

·９８０２·
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５、６和１０μＬ。结果发现，随着进样量的增加，系统
溶液中的３个异构体杂质的理论塔板数随之增加，
各异构体之间的分离度无明显变化，考虑可满足检

测灵敏度要求，选择进样量为６μＬ。如需满足更高
灵敏度要求，可选择进样量为１０μＬ。

４　结　论
采用 ＳＦＣ方法对６批次两种规格的布立西坦

片中的３种立体异构体杂质进行分离测定，结果
表明，样品中的 ３种异构体杂质含量均未超过主
药的０１％；方法能在１０ｍｉｎ内完成布立西坦与３
种立体异构体杂质的分析，分离度均能达到 ２８
以上，与两专利文献正相色谱检测方法相比，使用

经济易得的 ＣＯ２气体、有机试剂使用少、不使用烷
烃类试剂、系统平衡快、重现性好、分析时间短、分

离效率高。与使用超高效液相色谱的文献检测方

法相比，无需使用亚二微米的手性色谱柱，常规的

５μｍ和１０μｍ直链淀粉三（３，５二甲基苯基氨基
甲酸酯）手性色谱柱即可满足要求。虽然绝对灵

敏度低于超高效液相色谱法，但是完全能满足检

测限度要求。超临界流体色谱仪可以单独选择，

也可以通过在常规液相色谱仪上增加 ＣＯ２泵和适
量管线的方式实现。本方法为布立西坦原料和制

剂中的异构体杂质的质量控制和制剂的一致性评

价提供了更快、更多的选择。
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