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ＨＰＬＣ法检测氟雷拉纳对映异构体的比例

娄艳华１，侯建军１，刘紫薇１，韩怡１，李宏伟２

（１．天津市中升挑战生物科技有限公司，天津 ３００３８０；２．天津市农业发展服务中心，天津 ３０００６１）

摘要　目的：建立氟雷拉纳对映异构体比例的高效液相色谱测定方法。方法：采用 ＣＨＩＲＡＬＰＡＫＡＤ－Ｈ手
性色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；以正己烷－无水乙醇（６０∶４０）为流动相，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波
长２６５ｎｍ，柱温室温，进样量２０μＬ。结果：在本文色谱条件下，测定的３批样品，Ｒ－氟雷拉纳与 Ｓ－氟雷
拉纳峰面积的比例均为１∶１，Ｒ－氟雷拉纳与 Ｓ－氟雷拉纳质量浓度分别在８０２８８～１８７３３８μｇ·ｍＬ－１

（ｒ＝０９９９７）和８１９０２～１９１１０４μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）范围内与峰面积呈良好的线性关系，平均回收率
分别为１００６％和１００８％。结论：本方法准确度高，重复性好，可用于氟雷拉纳外消旋体中对映异构体的
比例测定方法。

关键词：氟雷拉纳；异唑啉类；对映异构体；手性；杀虫剂；杀螨剂；高效液相色谱法；质量控制
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｎｆｌｕｒａｌａｎｅｒＭｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎｃｈｉｒａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎＣＨＩＲＡＬＰＡＫＡＤ－Ｈ（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ）Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆｎ?ｈｅｘａｎｅ－ａｎｈｙｄｒｏｕｓｅｔｈａｎｏｌ（６０∶４０）ａｎｄｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２６５ｎｍａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｕｎｄｅｒｔｈｉｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ，ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆ
Ｒ－ｆｌｕｒａｌａｎｅｒａｎｄＳ－ｆｌｕｒａｌａｎｅｒｗｅｒｅ１∶１ＴｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＲ－ｆｌｕｒａｌａｎｅｒａｎｄＳ－ｆｌｕｒａｌａｎｅｒｇｏｏｄ
ｌｉｎｅａｒｉｔｉｅｓａｔｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ８０２８８－１８７３３８μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９７）ａｎｄ８１９０２－１９１１０４μｇ·ｍＬ－１

（ｒ＝０９９９９），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ１００６％ ａｎｄ１００８％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓ
ａｃｃｕｒａｔｅ，ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓｉｎｆｌｕｒａｌａｎｅｒｒａｃｅｍａｔｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｆｌｕｒａｌａｎｅｒｉｓｏｘａｚｏｌｉｎｅｓ；ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒ；ｃｈｉｒａｌ；ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅｓ，ａｃａｒｉｃｉｄｅｓ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ

　　氟雷拉纳（ｆｌｕｒａｌａｎｅｒ）在２００４年由日本日产化学
和美国杜邦公司联合研发并获得化合物专利［１］。该

化合物具有１对对映异构体，药物以右旋异构体和

左旋异构体组成的消旋体上市，结构式见图 １。
２０１９—２０２３年英特威国际股份有限公司在我国相继
对氟雷拉纳咀嚼片、溶液剂及滴剂进行了进口注册，
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主要应用于犬、猫体外寄生虫及鸡螨虫的防治［２］。

Ｔｈｏｍａｓ等［３－６］研究得出，氟雷拉纳溶液可有效杀灭

鸡皮刺螨，对蛋鸡体重无影响，且能提高产蛋率，耐

受性、安全性良好。Ｗａｌｔｈｅｒ等［７］在犬上的研究得出，

氟雷拉纳宜与食物同服。此外，Ｒｏｈｄｉｃｈ等［８－１１］通过

研究证实，氟雷拉纳对跳蚤和蜱的杀灭作用持效期

达１２周。单次口服和静脉注射治疗后１１２ｄ内，氟
雷拉纳在血浆中均可测出。局部用药对预防网纹革

蜱传播的巴贝斯虫病在１２周内均有效。口服该药
对犬实验感染长角血蜱的有效期可长达１１４ｄ。
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图１　氟雷拉纳结构式

Ｆｉｇ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｆｌｕｒａｌａｎｅｒ

　　目前上市的药物成分为 Ｒ和 Ｓ构型的外消旋
体，国内氟雷拉纳仅见其消旋体合成工艺［１２］、生物效

应［１３］的文献，但是通过查询相关文献、企业标准和药

典中均未有针对氟雷拉纳的异构体测定方法的报

道，近年来Ｓ－氟雷拉纳的手性拆分制备研究热度高
涨［１４－１５］，因此，建立氟雷拉纳消旋体中异构体的分

离检测方法是非常必要的。本研究建立了高效液相

色谱法测定氟雷拉纳中对映异构体的检测方法，并

进行了完整的方法学研究，结果表明该方法专属性

强，可有效分离及快速检出对映异构体，方法简便可

行，为后续开发Ｓ－氟雷拉纳上市，并且为氟雷拉纳
的质量控制提供重要的依据。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＬＣ－２０Ａ高效液相色谱仪 （岛津公司）；
ＥＳ２２５ＳＭ－ＤＲ十万分之一电子天平（Ｐｒｅｃｉｓａ公司）；
ＵＶ－１９００ｉ紫外可见分光光度计（岛津公司）。
１２　试药

Ｒ－氟雷拉纳对照品（委托药明康德公司分离纯
化制得，批号 Ｒ－ＦＬ－００１－Ｐ１，纯度 ９９６５２％）；
Ｓ－氟雷拉纳对照品（委托药明康德公司分离纯化制
得，批号Ｒ－ＦＬ－００１－Ｐ２，纯度９９４４８％）；氟雷拉
纳（公司自制，批号分别为 ＦＬ－Ｚ－２００９０１、ＦＬ－Ｚ－
２００９１０、ＦＬ－Ｚ－２００９２１）；正己烷、无水乙醇（ＨＰＬＣ
级，天津川普伟业科技有限公司）；异丙醇（ＨＰＬＣ级，
西陇科学股份有限公司）。

２　方法与结果
２１　色谱条件

用直链淀粉 －三（３，５－二甲基苯基氨基甲酸
酯）硅胶为填充剂（大赛璐ＣＨＩＲＡＬＰＡＫＡＤ－Ｈ柱，
４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ或效能相当的色谱柱）［１６］，
以正己烷 －无水乙醇（６０∶４０）为流动相，流速
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２６５ｎｍ，柱温室温，进样
体积２０μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　空白溶剂　以无水乙醇为空白溶剂。
２２２　Ｒ－氟雷拉纳对照品溶液　精密称取 Ｒ－氟
雷拉纳的对照品约１２５ｍｇ，置５０ｍＬ量瓶中，加无水
乙醇使溶解并稀释至刻度，摇匀，即得 Ｒ－氟雷拉纳
对照品储备液。精密量取 Ｒ－氟雷拉纳对照品储备
液５ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，加无水乙醇稀释至刻度，
摇匀，即得。

２２３　Ｓ－氟雷拉纳对照品溶液　精密称取Ｓ－氟雷
拉纳对照品约１２５ｍｇ，置５０ｍＬ量瓶中，加无水乙醇使
溶解并稀释至刻度，摇匀，即得Ｓ－氟雷拉纳对照品储
备液。精密量取Ｓ－氟雷拉纳对照品储备液５ｍＬ，置
１００ｍＬ量瓶中，加无水乙醇稀释至刻度，摇匀，即得。
２２４　供试品溶液　取氟雷拉纳适量，精密称定，
加无水乙醇溶解并稀释制成每１ｍＬ中约含０２５ｍｇ
的溶液，即得。

２３　方法学考察
２３１　专属性试验　分别取空白溶剂、Ｒ－氟雷拉纳
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对照品溶液、Ｓ－氟雷拉纳对照品溶液、供试品溶液各
２０μＬ分别注入液相色谱仪，记录色谱图及峰面积。

结果表明，Ｒ－氟雷拉纳与 Ｓ－氟雷拉纳之间良好分
离，溶剂无水乙醇不干扰本品异构体检查（见图２）。

Ａ．溶剂（ｓｏｌｖｅｎｔ）　Ｂ．Ｒ－氟雷拉纳对照品溶液（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＲ－ｆｌｕｒａｌａｎｅｒ）　Ｃ．Ｓ－氟雷拉纳对照品溶液（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＳ－ｆｌｕｒａｌａｎｅｒ）

Ｄ．供试品溶液（ｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图２　专属性试验图谱

Ｆｉｇ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ

２３２　线性关系考察　精密量取Ｒ－氟雷拉纳对照
品储备液３、４、５、６、７ｍＬ，分别置１００ｍＬ量瓶中，加
无水乙醇稀释至刻度，摇匀，即得 Ｒ－氟雷拉纳系列
浓度对照品溶液。精密量取 Ｓ－氟雷拉纳对照品储

备液３、４、５、６、７ｍＬ，分别置１００ｍＬ量瓶中，加无水
乙醇稀释至刻度，摇匀，即得 Ｓ－氟雷拉纳系列浓度
对照品溶液。精密量取上述系列对照品溶液各

２０μＬ，分别按“２１”项条件进样检测，记录色谱图及
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峰面积。以峰面积对浓度进行线性回归。求得 Ｒ－
氟雷拉纳、Ｓ－氟雷拉纳回归方程分别为
Ｙ＝４３０３４２Ｘ－１８４９６７７　ｒ＝０９９９７
Ｙ＝４５９３０１Ｘ－２９６８８５９　ｒ＝０９９９９

结果表明，Ｒ－氟雷拉纳质量浓度在 ８０２８８～
１８７３３８μｇ·ｍＬ－１，Ｓ－氟雷拉纳质量浓度在８１９０２～
１９１１０４μｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好。
２３３　精密度试验　精密量取供试品溶液２０μＬ，按
“２１”项条件连续进样６次，记录色谱图及峰面积。结
果Ｒ－氟雷拉纳的平均峰面积为５８３１６７２，ＲＳＤ为
００３０％；Ｓ－氟雷拉纳的平均峰面积为５８３０１８９，ＲＳＤ
为００３９％。表明进样精密度均良好。
２３４　耐用性试验　精密量取供试品溶液２０μＬ，
按“２１”项条件进样测定，记录色谱图，按面积归一
化法计算 ２个异构体的比例。设计变化因素为柱
温、流动相比例、流速，考察各变化因素对２个异构
体比例的影响。变化柱温为２０、３０℃，流动相比例
调整为６２

"

３８、５８
"

４２，变化流速为０９、１１ｍＬ·
ｍｉｎ－１。结果轻微改变测定条件，２个异构体峰分离
度均＞２０，２个异构体峰面积的比值平均为０９９８，
ＲＳＤ为００７９％，即２个异构体的比例为１

"

１，且基
本不变，表明本方法异构体测定的耐用性良好。

２３５　溶液稳定性试验　取供试品溶液于室温下

放置６ｈ，分别于第０、１、２、４、６ｈ，精密量取２０μＬ进
样，记录色谱图及峰面积。结果Ｒ－氟雷拉纳的平均
峰面积为５７９５８９０，ＲＳＤ为００６５％；Ｓ－氟雷拉纳
的平均峰面积为 ５７９９１４０，ＲＳＤ为 ００９４％。表明
供试品溶液在室温６ｈ内稳定。
２３６　回收率试验　分别精密量取 Ｒ－氟雷拉纳、
Ｓ－氟雷拉纳的对照品储备液各５ｍＬ置同一１００ｍＬ
量瓶中，用无水乙醇稀释至刻度，摇匀，即得氟雷拉

纳异构体混合对照品溶液。取氟雷拉纳约１５ｍｇ，精
密称定，置２００ｍＬ量瓶中，分别精密加入Ｒ－氟雷拉
纳、Ｓ－氟雷拉纳的对照品储备液各５ｍＬ，振摇使溶
解，用无水乙醇稀释至刻度，摇匀，即得回收率８０％
组供试溶液，重复制备３份。取氟雷拉纳约２５ｍｇ，
精密称定，置２００ｍＬ量瓶中，分别精密加入Ｒ－氟雷
拉纳、Ｓ－氟雷拉纳的对照品储备液各５ｍＬ，振摇使
溶解，用无水乙醇稀释至刻度，摇匀，即得回收率

１００％组供试品溶液，重复制备３份。取氟雷拉纳约
３５ｍｇ，精密称定，置２００ｍＬ量瓶中，分别精密加入
Ｒ－氟雷拉纳、Ｓ－氟雷拉纳的对照品储备液各５ｍＬ，
振摇使溶解，用无水乙醇稀释至刻度，摇匀，即得回

收率１２０％组供试品溶液，重复制备３份。取上述溶
液各２０μＬ，分别注入液相色谱仪，记录色谱图及峰面
积。按外标法以峰面积计算回收率。结果见表１、２。

表１　Ｒ－氟雷拉纳回收率试验结果
Ｔａｂ１　ＲｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲ－ｆｌｕｒａｌａｎｅｒ

理论浓度

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（μｇ·ｍＬ－１）

测得浓度

（ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（μｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

均值

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

９０４ ８９６ ９９２ １００６ ０９７

９０２ ９１１ １０１０

８９３ ９０８ １０１７

１２２１ １２３３ １０１０

１２１７ １２０９ ９９３

１２２４ １２４３ １０１６

１４４１ １４３６ ９９７

１３８７ １４０５ １０１３

１３９９ １４０６ １００５

２４　样品检测
取氟雷拉纳３批，按“２２４”项下方法制备供试

品溶液，按照“２１”项下色谱条件，分别取２０μＬ注
入液相色谱仪，记录色谱图及峰面积。计算Ｒ－氟雷
拉纳与Ｓ－氟雷拉纳峰面积之间的比值，结果分别为

０９９８７、０９９８８、０９９９０，即３批样品Ｒ－氟雷拉纳
与Ｓ－氟雷拉纳峰面积的比例均为１

"

１。
３　讨论
３１　异构体对照品的制备

委托药明康德公司采用手性制备柱分离纯化
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　　　　 表２　Ｓ－氟雷拉纳回收率试验结果
Ｔａｂ２　ＲｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳ－ｆｌｕｒａｌａｎｅｒ

理论浓度

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（μｇ·ｍＬ－１）

测得浓度

（ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（μｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

均值

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

９１２ ９０５ ９９２ １００８ ０９９

９１０ ９１９ １０１０

９０２ ９１８ １０１８

１２３０ １２４４ １０１２

１２２６ １２２０ ９９５

１２３２ １２５５ １０１８

１４５０ １４４９ ９９９

１３９６ １４１８ １０１６

１４０８ １４１８ １００７

得到了氟雷拉纳２个对映异构体对照品，后通过比
旋度的测定得到了左旋与右旋信息。

３２　检测波长选择
对Ｒ－氟雷拉纳对照品溶液、Ｓ－氟雷拉纳对照

品溶液及氟雷拉纳供试品溶液分别进行紫外全波长

扫描，结果显示均在２６５ｎｍ波长处有最大吸收，因
此选用２６５ｎｍ检测波长进行检测。
３３　色谱条件选择

采用大赛璐 ＡＤ－Ｈ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）
色谱柱，首先以正己烷 －异丙醇（５０∶５０）为流动相，
结果Ｒ－氟雷拉纳与 Ｓ－氟雷拉纳良好分离，但 Ｓ－
氟雷拉纳拖尾因子略大；更换异丙醇为无水乙醇，改

变流动相为正己烷－无水乙醇（５０∶５０），结果 Ｒ－氟
雷拉纳与 Ｓ－氟雷拉纳良好分离，Ｓ－氟雷拉纳峰形
明显改善，但是２个对映异构体保留时间变近；降低
无水乙醇比例，即调整流动相为正己烷 －无水乙醇
（６０∶４０），结果Ｒ－氟雷拉纳与 Ｓ－氟雷拉纳良好分
离，２个对映异构体保留时间合理，且峰形对称。
３４　溶剂选择

氟雷拉纳在Ｎ－Ｎ二甲基甲酰胺、甲醇、乙醇、异
丙醇、乙腈中溶解度好，在水、正己烷中几乎不溶。

由于此液相色谱系统为正相模式，优选乙醇、异丙

醇、正己烷等有机溶剂溶解样品。根据流动相为正

己烷－无水乙醇（６０
"

４０），且氟雷拉纳在正己烷中
几乎不溶，因此选择无水乙醇作为配制溶剂，与流动

相的兼容性更好，且溶解性能也较好。

４　结论
本研究以消旋体氟雷拉纳为原料，通过手性制

备柱分离纯化后，经比旋度测定得到Ｒ－氟雷拉纳与

Ｓ－氟雷拉纳。以正相手性色谱柱开发出了ＨＰＬＣ法
检测氟雷拉纳中对映异构体比例的方法，并进行了

专属性、线性、精密度、耐用性、溶液稳定性、回收率

等详细的方法学验证试验。经验证得出，本方法检

测氟雷拉纳中对映异构体的比例可行。同时本方

法，也为推进 Ｓ－氟雷拉纳上市，建立检测 Ｒ－氟雷
拉纳异构体的方法提供支持。
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