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摘 要：建立一种快速、高效的氟比洛芬超临界流体色谱手性分离方法，探讨不同手性固定相的分离机制。

考察了氟比洛芬对映体在 3 种多糖基手性固定相 （DAICEL CHIRALPAK IC， IC 柱、DAICEL CHIRALPAK 
AS-H， AS-H柱和DAICEL CHIRALPAK IB， IB柱）上的分离情况，发现氟比洛芬对映体在 IC柱可于 6 min
内实现氟比洛芬对映体的完全分离（Rs=1. 83），另外两个色谱柱分离效果较差（AS-H柱Rs=0. 81，IB柱Rs=
0. 65）；相同流动相条件下，氟比洛芬对映体在 3种固定相上的洗脱顺序为 IC柱>AS-H柱>IB柱，且出峰顺序

均为R型先出峰。分子对接计算结果表明：氟比洛芬对映体与 3种固定相平均结合能大小分别为-6. 40±0. 10 
kcal🞗mol-1 （R 型， IC 柱）、-6. 77±0. 06 kcal🞗mol-1 （S 型， IC 柱）、-6. 83±0. 06 kcal🞗mol-1 （R 型， AS-H
柱）、-7. 03±0. 12 kcal🞗mol-1 （S型， AS-H柱）、-7. 43±0. 06 kcal🞗mol-1 （R型， IB柱）、-7. 57±0. 12 kcal🞗
mol-1 （S型， IB柱），结合能高的保留时间更短；同一固定相与R/S对映体的平均结合能差值分别为 0. 37 kcal
🞗mol-1 （IC柱）、0. 20 kcal🞗mol-1 （AS-H柱）、0. 13 kcal🞗mol-1 （IB柱），结合能差值大的分离效果更好，其

中决定R/S对映体结合能大小差异的主要分子间作用力为π–π堆积及氢键作用力。进一步采用优化后的手性

分离方法对市售氟比洛芬样品进行对映体拆分及含量测定，其中氟比洛芬的含量范围为 39. 24~41. 72 mg/片，

与HPLC方法的含量测定结果具有一致性，符合规定。本研究建立的氟比洛芬超临界流体色谱手性分离方法

及对其分离机制的探讨为其进一步质量控制提供了技术支撑。
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Abstract： A rapid and efficient chiral separation method for flurbiprofen using supercritical fluid 
chromatography （SFC）  was established， and the separation mechanisms of different chiral station⁃
ary phases were investigated.  The separation of flurbiprofen enantiomers on three polysaccharide-
based chiral stationary phases （DAICEL CHIRALPAK IC， IC column； DAICEL CHIRALPAK 
AS-H， AS-H column； and DAICEL CHIRALPAK IB， IB column）  was investigated.  It was 
found that the flurbiprofen enantiomers could be completely separated within 6 minutes on the IC col⁃
umn （Rs = 1. 83）， while the separation performance on the other two columns was poorer （Rs = 
0. 81 for AS-H column and Rs = 0. 65 for IB column） .  Under identical mobile phase conditions， 
the elution order of flurbiprofen enantiomers on the three stationary phases followed： IC > AS-H > 
IB， with the R-enantiomer always eluting first.  Molecular docking calculations revealed that the 
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mean binding energies of flurbiprofen enantiomers to three stationary phases were -6. 40±0. 10 kcal🞗
mol-1 （R-type， IC column）， -6. 77±0. 06 kcal🞗mol-1 （S-type， IC column）， -6. 83±0. 06 
kcal🞗mol-1 （R-type， AS-H column）， -7. 03±0. 12 kcal🞗mol-1 （S-type， AS-H column）， 
-7. 43±0. 06 kcal🞗mol-1 （R-type， IB column）， and -7. 57±0. 12 kcal🞗mol-1 （S-type， IB 
column） .  Higher binding energy corresponds to shorter retention times.  The differences in mean 
binding energy between the R and S enantiomers for the same stationary phase were 0. 37 kcal🞗mol-1 
（IC column）， 0. 20 kcal🞗mol-1 （AS-H column）， and 0. 13 kcal🞗mol-1 （IB column）， respec⁃
tively.  A larger difference in binding energy leads to better separation efficiency.  The primary inter⁃
molecular forces responsible for the differences in binding energy between R and S-enantiomers are π
–π stacking and hydrogen bonding.  Further， the optimized chiral separation method was employed 
to perform enantiomeric separation and content determination on the commercially available flurbipro⁃
fen samples.  The content range of flurbiprofen was 39. 24-41. 72 mg per tablet， which was consis⁃
tent with the results obtained by the HPLC method and in compliance with the regulations.  The super⁃
critical fluid chromatography chiral separation method for flurbiprofen established in this study and 
the exploration of its separation mechanism provided technical support for its further quality control.
Key words：supercritical fluid chromatography；flurbiprofen；enantiomeric separation；molecular 
docking；chiral separation mechanism；content determination
随着药物化学及生命科学的快速发展，具有手性中心的药物在心血管［1］、抗炎镇痛［2］、中枢神经

系统［3］、抗感染［4］［5］以及抗肿瘤［6］等诸多治疗领域得到了广泛应用。非甾体抗炎药 （Nonsteroidal 
Anti-Inflammatory Drugs，NSAIDs）是一类不含甾体母核结构的抗炎镇痛药物，通过抑制炎症介质合成

从而发挥作用，与甾体抗炎药相比，其无免疫抑制、激素依赖等严重不良反应，是目前临床应用最广

泛的手性药物之一［7］［8］。氟比洛芬（图 1）作为典型代表，其不同对映体在受体结合能力、药理活性、

毒性反应、体内吸收与代谢过程等方面常表现出显著差异［9］［10］，其中 S构型往往被认为是主要的活性

构型，而R构型的活性相对较弱，如 S-氟比洛芬具有镇痛消炎的功效，而R-氟比洛芬在镇痛消炎方面

几乎没有疗效［11］［12］。因此，建立氟比洛芬对映体手性分离方法对该药物质量控制和药理活性研究等方

面具有重要意义。目前，拆分氟比洛芬对映体的方法主要有高效液相色谱法（High Performance Liquid 
Chromatography，HPLC）［13］［14］、柱前衍生法 （Pre-Column Derivatization，PCD）［15］、毛细管电泳法

（Capillary Electrophoresis，CE）［16］［17］等，其中 HPLC 由于技术成熟、操作简易等优点，目前仍是药物

手性分离的最常用手段。然而，传统HPLC法常常存在分析时间较长、溶剂消耗量较大的劣势，与绿

色分析化学强调的溶剂减量化、低环境负荷目标存在一定矛盾；同时，在使用手性衍生试剂时，柱前

衍生化反应速率慢，消耗大量试剂和溶剂，且耗时较长，使得常规HPLC手性拆分成本高昂，因此需

要寻找更加快捷及节省溶剂的绿色分析方法。

超临界流体色谱法（Supercritical Fluid Chromatography，SFC）是一种以CO2超临界流体为主要流动

相的分离技术，目前已纳入 2025年版《中国药典》［18］。超临界CO2具有密度大、黏度低、扩散系数大

图1　氟比洛芬对映体化学结构式
Fig. 1　The chemical structures of flurbiprofen enantiomers
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的特点，可在较高的流速下保持较低柱压与较高的柱效，从而实现更短的分析时间［19］；同时其有机改

性剂的使用量相对较少，更符合绿色分析化学的发展趋势［20］［21］。近年来，随着商用 SFC仪器的日益成

熟与研究的不断深入，SFC在手性药物［22］［23］、天然产物［24］［25］［26］、药品［27］、食品［28］等方面的分离分

析已广泛应用，尤其是在手性药物拆分方面，SFC展现了巨大的优势与应用潜力。在手性分离中，多

糖基手性固定相因适用范围广、稳定性好，在其中占据了主要地位［29］［30］，但目前多数研究对于手性分

离机制探讨严重不足，不同固定相取代基对相互作用的调控规律、对映体与固定相的关键识别位点及

作用力差异来源尚不明确，导致固定相的选择缺乏理论指导，仍存在较大盲目性。分子对接是研究配

体与受体之间相互作用的重要工具，广泛应用于分析蛋白质与小分子、蛋白质与蛋白质及小分子与小

分子之间的相互作用［31］［32］，该方法有助于预测对映体与固定相之间形成稳定复合物的最佳构象，从而

深入理解特定的对映体分离机制［33］［34］。

基于此，本研究以氟比洛芬为研究对象，系统考察不同多糖基手性固定相、改性剂等对两种对映

体分离情况的影响，同时结合分子对接技术对氟比洛芬对映体与 3种多糖基手性固定相的相互作用差

异进行表征，从分子水平揭示其手性识别机制。最终构建适用于氟比洛芬对映体的 SFC手性分离方法

并应用于市售凝胶贴膏的含量测定，同时与HPLC法的含量测定结果进行对比，本研究以期为氟比洛

芬及同类手性药物的分离测定提供科学依据。

1 实验部分 
1. 1　仪器、材料和试药　

Agilent 1290 Infinity 超临界流体色谱仪、Agilent 1260 高效液相色谱仪 （美国安捷伦公司）；

DAICEL CHIRALPAK IC （250 mm×4. 6 mm，5 μm）、DAICEL CHIRALPAK IB （250 mm×4. 6 mm，5 
μm）、 DAICEL CHIRALPAK AS-H （250 mm×4. 6 mm， 5 μm）、 DAICEL CHIRALPAK AD-RH （250 
mm×4. 6 mm，5 μm）手性色谱柱（大赛璐药物手性技术有限公司）；Quintix65-1CN型十万分之一电子

天平（北京赛多利斯科学仪器系统有限公司）；KQ-500DE型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限

公司）；Milli-Q Advantage A10型超纯水仪（美国Millipore公司）。

甲醇、乙醇、异丙醇、乙腈、甲酸、乙酸、三氟乙酸均为色谱纯 （批号： F25P9M210、
F25P3S205、F25PBI202、F25P8P202、2494941、253846、2562245，美国赛默飞世尔科技公司）；超纯

水由实验室Milli-Q超纯水仪制备；高纯CO2 （批号：SQ96516，北京双泉天缘工业气体有限公司）。

氟比洛芬外消旋对照品（批号：LH70S48，CAS号：5104-49-4，北京百灵威科技有限公司）；R-
氟比洛芬对照品（批号：E2317651，CAS号：51543-40-9，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；氟

比洛芬凝胶贴膏3批（批号：601061、601141、601291，北京泰德制药股份有限公司）。

1. 2　溶液的制备　
1. 2. 1　系统适用性溶液　取氟比洛芬外消旋对照品适量，精密称定，加甲醇使溶解，配制成浓度为 1 
mg·mL-1的外消旋对照品溶液，并于-4 ℃下避光保存，备用。

1. 2. 2　R-氟比洛芬对照品储备液　取R-氟比洛芬对照品适量，精密称定，加甲醇使溶解，配制成浓

度为0. 5 mg·mL-1的溶液，并于-4 ℃下避光保存，备用。

1. 2. 3　线性对照品储备液　精密称取氟比洛芬外消旋对照品适量，加甲醇使溶解，配制成浓度均为

0. 4 mg·mL-1的R-氟比洛芬、S-氟比洛芬的线性对照品储备液，并于-4 ℃下避光保存，备用。

1. 2. 4　供试品溶液　取氟比洛芬凝胶贴膏半片，剪碎，置具塞锥形瓶中，加入甲醇 100 mL，称定重

量，超声提取 30 min，冷却至室温后再称定重量，用甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，

即得。

1. 3　色谱条件　
1. 3. 1　SFC条件　采用 DAICEL CHIRALPAK IC （250 mm×4. 6 mm，5 μm） 手性色谱柱，以超临界

CO2-甲醇（含 0. 1%乙酸）（90：10）为流动相，柱温 35 ℃，背压 130 bar，流速 1. 5 mL🞗min-1，进样

量5 μL，检测波长230 nm。

1. 3. 2　HPLC条件　采用DAICEL CHIRALPAK AD-RH （250 mm×4. 6 mm，5 μm）手性色谱柱，以乙
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腈-水（均含0. 1%乙酸）（45：55）为流动相，柱温35 ℃，流速0. 8 mL🞗min-1，进样量10 μL，检测波

长230 nm。

2 结果与讨论 
2. 1　固定相的选择　
2. 1. 1　氟比洛芬对映体在不同多糖基手性固定相上的保留行为　在 SFC手性分离中，固定相往往决

定了对映体识别的上限。目前，多糖基手性固定相是 SFC手性分离中最常用的固定相，其通过多糖基

衍生物与手性药物之间相互作用的稳定性差异以及手性药物在流动相与固定相之间的分配差异从而实

现对映体的分离。取“1. 2. 1”、“1. 2. 2”项下系统适用性溶液及R-氟比洛芬对照品储备液，考察氟比

洛芬对映体在 3 种不同填料规格的手性色谱柱 DAICEL CHIRALPAK IC、DAICEL CHIRALPAK IB、

DAICEL CHIRALPAK AS-H 中的分离效果及出峰顺序，实验除固定相外其余色谱条件一致 （参照

“1. 3. 1”项），结果见图 2。结果显示，氟比洛芬对映体在 3种色谱柱手性分离中均为R型先出峰，且

采用 DAICEL CHIRALPAK IC 色谱柱为固定相时，出峰快、峰形良好且分离度符合要求，因此选择

DAICEL CHIRALPAK IC色谱柱作为固定相。

2. 1. 2　基于分子对接对不同多糖基手性固定相的分离机制探讨　多糖基手性固定相对手性药物的分

离是基于两个对映体在固定相上形成了瞬时的“非对映体复合物”，由于多点间相互作用叠加的差异与

稳定性的不同，进而导致了保留的差异［35］，这一过程是通过将对映体嵌入至固定相聚合物的沟槽内实

现的。在色谱柱的选择过程中，氟比洛芬在 3种手性固定相（结构式见图 3）上展现出了不同的分离效

果，这种差异可能是由于 3种固定相苯基氨基甲酸酯上取代基种类和位置的不同而导致的：IC柱与 IB
柱分别在苯环的 3号位与 5号位取代了两个氯原子和两个甲基；AS-H柱则在氨基甲酸酯的α位取代了

1个甲基。供电子基可以增强羰基氧原子的亲核性，同时减弱酰胺氢原子的亲电性，而吸电子基则正

好相反［33］。在基于多糖衍生物的手性固定相中，苯基氨基甲酸酯的 3个关键区域对对映体的保留及选

择性起重要作用，即亲核的羰基氧、亲电的酰胺氢及苯环上的π电子云。

为深入探究氟比洛芬对映体在 3种手性固定相中的分离差异及手性识别机制，本研究采用分子对

接的方法以模拟氟比洛芬对映体与手性固定相之间的相互作用。首先构建了 3种手性固定相的 3D 模

型，并基于 MMFF94 力场对其进行能量最小化处理以获得合理的初始几何构型，然后利用 AutoDock 

图2　氟比洛芬对映体在3种色谱柱（A：AS-H柱、B：IB柱、C：IC柱）上的色谱图（黑色色谱图：氟比洛芬外消旋
对照品、红色色谱图：R-氟比洛芬对照品）

Fig. 2　Chromatograms of flurbiprofen enantiomers on three different chromatographic columns （A：AS-H column、B：IB col⁃
umn、C：IC column）（black chromatogram： racemic flurbiprofen reference standard、red chromatogram： R-flurbiprofen ref⁃

erence standard）
1：R-flurbiprofen；2：S-flurbiprofen1：R-氟比洛芬；2：S-氟比洛芬
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Vina 软件对对映体分子及固定相分子进行分子对接，每组平行独立对接 3 次，使用 Discovery Studio 
2019 对最佳构象进行相互作用力分析，最后通过 PyMOL 软件对其进行可视化分析，结果见图 4
与表1。

结果显示，氟比洛芬对映体与 3种手性固定相之间表现出了不同的结合亲和力，所有对接结合能

均为负值，说明该结合过程是由焓驱动的自发反应［34］，6组对接平均结合能（Ēbind，kcal🞗mol-1）排序

如下：-6. 40±0. 10 kcal🞗mol-1 （R 型， IC 柱） >-6. 77±0. 06 kcal🞗mol-1 （S 型， IC 柱） >-6. 83±0. 06 
kcal🞗mol-1 （R型， AS-H柱） >-7. 03±0. 12 kcal🞗mol-1 （S型， AS-H柱） >-7. 43±0. 06 kcal🞗mol-1 （R
型， IB柱） >-7. 57±0. 12 kcal🞗mol-1 （S型， IB柱），各组标准差范围在 0. 06~0. 12 kcal🞗mol-1，表明

对接结果具有一定的重复性。在除色谱柱外其他色谱条件相同的情况下，将上述平均结合能顺序与实

验实际得到的氟比洛芬对映体洗脱趋势进行比较，发现二者具有一致性：氟比洛芬对映体在 3种色谱

柱上的洗脱顺序为：IC柱>AS-H柱>IB柱，同时在 3种色谱柱上均为R-氟比洛芬先被洗脱。进一步对

图3　3种手性固定相化学结构式
Fig. 3　The chemical structures of three chiral stationary phases

图4　氟比洛芬对映体与3种固定相的分子对接结果图（A：IC-R、B：IC-S、C：IB-R、D：IB-S、E：AS-H-R、F：
AS-H-S）

Fig. 4　Molecular docking results of flurbiprofen enantiomers with three stationary phases （A：IC-R、B：IC-S、C：IB-R、D：
IB-S、E：AS-H-R、F：AS-H-S）
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同一固定相与R/S对映体的平均结合能差值（ΔĒ，kcal🞗mol-1）分析发现，ΔĒ与两种对映体在色谱柱

上的选择性也有一定关联，两种对映体在 IC柱上的ΔĒ最大，为 0. 37 kcal🞗mol-1，因此在相同的色谱

条件下表现出了最好的分离效果 （Rs=1. 83）；而它们在 AS-H 柱与 IB 柱上的 ΔĒ 分别为 0. 20 kcal🞗
mol-1、0. 13 kcal🞗mol-1，分离效果不佳（AS-H柱Rs=0. 81，IB柱Rs=0. 65）。

通过进一步分析固定相与对映体之间的相互作用发现，R-氟比洛芬与 IC柱之间形成了 6个主要的

相互作用，S-氟比洛芬与 IC柱之间形成了 8个主要的相互作用，主要包括π–π堆积、氢键、π-卤素、

π-烷基作用。两个对映体的苯环均可以与固定相中苯基氨基甲酸酯上的苯环及氯原子产生π–π堆积

与 π-卤素相互作用，并且它们的羧基均可以与糖基链上的氧原子及氨基甲酸酯上的氨基产生氢键作

用，它们手性区分过程中的差异在于 S-氟比洛芬上的甲基、苯环与苯基氨基甲酸酯上的苯环、氯原子

额外产生了π-烷基、π–π堆积、π-卤素相互作用，而R-氟比洛芬只额外产生了氟原子与氨基甲酸酯

上氨基的氢键作用，使得固定相与 S-氟比洛芬的结合能力更强，更难被洗脱，这可能是 IC柱能将氟比

洛芬对映体分离的原因所在。对于AS-H柱与 IB柱而言，与 IC柱类似，它们与氟比洛芬对映体之间主

要存在π–π堆积、氢键及π-烷基作用，尽管AS-H柱和 IB柱与R/S氟比洛芬对映体形成的相互作用数

量比 IC柱多（IC柱与 R/S对映体的相互作用数量为 6/8，AS-H 柱与 R/S对映体的相互作用数量为 7/8，
IB柱与R/S对映体的相互作用数量为 10/10），但AS-H柱和 IB柱与R/S对映体之间的作用差异较小。其

中，AS-H柱与 S-氟比洛芬相较于R型仅额外产生了 1个π-烷基作用；而 IB柱与R/S对映体的作用类

型与数量一致，仅作用位点略有差异。因此，AS-H柱对氟比洛芬对映体的分离能力较 IC柱弱，IB柱

的分离效果最差。

综上，氟比洛芬对映体主要通过其苯环与苯基氨基甲酸酯之间的π–π堆积作用被嵌入至纤维素

或直链淀粉的内部沟槽中从而进行相互作用，它们之间作用的稳定性差异受多种作用力调控，其中π
–π堆积及氢键作用是主要的贡献因素，同时，π-烷基、π-卤素等作用力在对映体分离中也发挥着重

要作用。

2. 2　改性剂种类的选择　
在 SFC的体系当中，超临界CO2作为主要的流动相，整体的极性偏低，若对其单独使用则难以满

足大多数药物分子的溶剂化与洗脱要求。因此，极性改性剂的加入不仅有利于提高流动相的溶解能力

与洗脱强度，也可通过改变流动相的极性及参与氢键作用从而改变固定相与溶质之间的相互作用，进

而影响手性分离中的选择性。保持其余色谱条件一致 （参照“1. 3. 1”项），考察了 4 种有机改性剂

（甲醇、乙醇、异丙醇、乙腈）（均含 0. 1%乙酸）对氟比洛芬手性分离效果的影响，结果见图 5。结果

显示，采用甲醇为改性剂时，保留时间最短且分离效果最佳，可能原因是甲醇分子小且极性大，最容

易进入固定相微孔与手性识别口袋，其既是良好的氢键供体也是氢键受体，对氢键位点的竞争能力最

强［36］；乙醇、异丙醇随着分子体积和空间位阻的增大，对这些位点的作用能力随之下降；而乙腈为非

质子型溶剂，虽然有着较大的偶极矩，但无法提供氢键供体，对羧酸类溶质的溶剂化效率明显低于醇

类。因此选择甲醇作为优选改性剂。

2. 3　添加剂种类与浓度的选择　
前期实验结果显示当流动相中不加入酸性添加剂时，氟比洛芬对映体的分离效果不佳且峰形拖尾，

酸性添加剂可通过抑制酸性基团的电离、减弱非特异性吸附并调节其与手性固定相之间的氢键作用从

而改善峰形与分离效果。保持其余色谱条件一致（参照“1. 3. 1”项），考察了不同添加剂种类（0. 1%
三氟乙酸、0. 1%甲酸、0. 1%乙酸）和不同添加剂浓度（0%乙酸、0. 05%乙酸、0. 1%乙酸、0. 2%乙

酸）对氟比洛芬对映体分离效果的影响，结果见图 6。结果显示，相比于乙酸而言，三氟乙酸与甲酸

对色谱峰峰形与分离度均有所改善，但无法实现基线分离，因此优选乙酸为添加剂。在添加剂浓度方

面，0. 05%乙酸难以充分抑制非特异作用，而浓度增至 0. 2%时，过量乙酸会竞争固定相的氢键位点，

削弱对映体与固定相之间的差异性作用，这些都会导致分离度的下降；而 0. 1%乙酸可使离子化抑制与

手性识别达到较好平衡，因此选择0. 1%乙酸为优选浓度。

2. 4　改性剂比例、柱温、背压和流速的优化　
在确定了固定相与改性剂的种类后，本研究进一步对改性剂的比例、柱温、背压和流速进行了优
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化，因为它们在不同参数下，会对对映体的保留时间与分离度产生一定影响。保持其余色谱条件一致

（参照“1. 3. 1”项），分别考察了不同改性剂比例（6%、8%、10%、12%）、不同柱温（25 ℃、30 ℃、

35 ℃、40 ℃）、不同背压（110 bar、120 bar、130 bar、140 bar）、不同流速（0. 8 mL🞗min-1、1. 2 mL🞗
min-1、1. 5 mL🞗min-1、2. 0 mL🞗min-1）对氟比洛芬对映体分离效果的影响，结果见图 7。结果显示，

随着改性剂比例、背压、流速的增加以及柱温的降低，氟比洛芬对映体的保留时间缩短，分离度减小；

虽然通过减小改性剂的比例及背压与流速可以提高分离度，但同时分析时间延长，色谱峰也出现了较

严重的峰展宽现象，在保证分离度的前提下，综合考虑分析时间与峰形，最终选择改性剂比例 10%、

柱温35 ℃、背压130 bar、流速1. 5 mL🞗min-1为优选色谱条件。

2. 5　方法学考察　
2. 5. 1　线性关系考察　精密吸取“1. 2. 3”项下线性对照品储备液适量，加入甲醇定量稀释成浓度均

为 12. 5、25、50、100、200、400 μg🞗mL-1的R-氟比洛芬、S-氟比洛芬线性对照品溶液。将各系列浓

度线性对照品溶液分别注入超临界流体色谱仪，按“1. 3. 1”项下色谱条件进样测定，以各对映体质量

浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y）进行线性回归。结果见表 2，可知各对映体在 12. 5~400 μg
🞗mL-1浓度范围内线性关系良好。

2. 5. 2　检测限与定量限　精密吸取“1. 2. 3”项下线性对照品储备液适量，并加入甲醇进行逐级稀

释，将各系列浓度对照品溶液分别注入超临界流体色谱仪，按“1. 3. 1”项下色谱条件进样测定，以信

噪比（S/N）为 3和 10时分别计算各对映体的检测限与定量限。R-氟比洛芬与 S-氟比洛芬的检测限均

为1. 56 μg🞗mL-1，定量限均为4. 67 μg🞗mL-1。

2. 5. 3　精密度试验　精密吸取 R-氟比洛芬与 S-氟比洛芬浓度均为 25、50、100 μg🞗mL-1的低、中、

高 3 个浓度的线性对照品溶液，按“1. 3. 1”项下色谱条件进样检测，进行日内精密度（24 h，n=6）
与日间精密度 （72 h，n=9） 考察。日内精密度结果显示 R-氟比洛芬峰面积 RSD 分别为 2. 21%、

1. 06%、0. 55%，S-氟比洛芬峰面积RSD分别 2. 17%、1. 29%、0. 75%；日间精密度结果显示R-氟比洛

芬峰面积RSD分别为 2. 70%、2. 10%、0. 69%，S-氟比洛芬峰面积RSD分别为 3. 05%、2. 78%、0. 85%，

表明仪器精密度良好。

2. 5. 4　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于制备后 0、2、4、8、12、16、24 h （n=7） 按

“1. 3. 1”项下色谱条件进样检测，计算得出 R-氟比洛芬与 S-氟比洛芬峰面积 RSD 分别为 0. 75%、

0. 50%，表明供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2. 5. 5　重复性试验　取同一批次氟比洛芬凝胶贴膏 6份（n=6），按“1. 2. 4”项下方法制备供试品溶

液，按“1. 3. 1”项下色谱条件进样检测，计算峰面积，结果显示 R-氟比洛芬与 S-氟比洛芬峰面积

RSD分别为1. 25%、0. 64%，表明该方法重复性良好。

2. 5. 6　回收率试验　精密剪取同一批号贴膏（批号 601061） 9份，每份约相当于含R-氟比洛芬与 S-
氟比洛芬各 10 mg，剪碎分别置于具塞锥形瓶中，分别加入相当于已知含量 50%、100%、150%的对照

品溶液，并按“1. 2. 4”项下方法制备低、中、高 3 个不同浓度水平的加标供试品溶液 （n=9），按

“1. 3. 1”项下色谱条件进样检测，结果见表3，表明该方法准确性良好。

2. 6　样品含量测定　
取 3批次贴膏适量，按“1. 2. 4”项下方法制备供试品溶液，每批次平行制备 3份（n=9），分别采

用“1. 3. 1”项下 SFC色谱条件和“1. 3. 2”项下HPLC色谱条件进样检测，供试品色谱图见图 8，测定

结果见表 4，可知 SFC和HPLC测定的 3批次贴膏样品含量均符合要求，且两种测定方法的测定结果相

对偏差较小，分别为0. 30%、0. 53%、0. 39%，表明两种方法具有较好的一致性。

进一步对比两种测定方法，首先从分析时间可知，采用 SFC在 6 min内即可实现氟比洛芬对映体达

到基线分离，HPLC则需要 20 min，因此 SFC能够大幅缩短分离分析时间，提升分析效率，满足工业生

产和科研工作中快速分析的要求。此外，超临界流体和液体相比具有较低的粘度，传质阻力较小，因

此传质速度高，能够获得较窄的峰宽［19］，本实验中 SFC法的色谱峰峰宽约为HPLC法的一半，具有更

高的分离效能。在流动相使用方面，SFC 以超临界 CO2-甲醇 （含 0. 1%乙酸）（90：10） 为流动相，

HPLC以乙腈-水（均含 0. 1%乙酸）（45：55）为流动相，SFC有机溶剂消耗较 HPLC少，更加绿色环
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保。综上，本研究建立的氟比洛芬超临界流体色谱手性分离方法快速高效、绿色环保，可作为该类药

物手性分离的替代方法。

表1　氟比洛芬对映体与3种固定相的分子对接实验结果
Table 1　Molecular docking results of flurbiprofen enantiomers with three stationary phases

Stationary phases

IC

AS-H

Flurbiprofen

R

S

R

Ēbind/ （kcal🞗mol-1）

-6. 40±0. 10

-6. 77±0. 06

-6. 83±0. 06

ΔĒ/ （kcal🞗
mol-1）

0. 37

0. 20

Interaction types
H bond
H bond
H bond
π–π
π–π
π–Cl
H bond
H bond
π–π
π–π
π–π
π–Cl
π–Cl

π–Alkyl
H bond
H bond
H bond
H bond
π–π
π–π

π–Alkyl

Interaction sites
Enantiomers

–OH
–C=O

–F
Phenyl ring 1
Phenyl ring 2
Phenyl ring 2

–OH
–C=O

Phenyl ring 1
Phenyl ring 2
Phenyl ring 2
Phenyl ring 1
Phenyl ring 2

–CH3
–OH
–OH
–C=O

–F
Phenyl ring 1
Phenyl ring 2
Phenyl ring 1

Stationary phases
Glucose O

Carbamate NH
Carbamate NH
Carbamate Phe
Carbamate Phe
Carbamate Cl

Glucose O
Carbamate NH
Carbamate Phe
Carbamate Phe
Carbamate Phe
Carbamate Cl
Carbamate Cl

Carbamate Phe
Glucose O
Glucose O

Carbamate NH
Carbamate NH
Carbamate Phe
Carbamate Phe
Carbamate CH3

Stationary phases

IB

Flurbiprofen

S

R

S

Ēbind/ （kcal🞗mol-1）

-7. 03±0. 12

-7. 43±0. 06

-7. 57±0. 12

ΔĒ/ （kcal🞗
mol-1）

0. 13

Interaction types
H bond
H bond
H bond
H bond
π–π
π–π

π–Alkyl
π–Alkyl
H bond
H bond
H bond
H bond
H bond
π–π
π–π

π–Alkyl
π–Alkyl
π–Alkyl
H bond
H bond
H bond
H bond
H bond

Interaction sites
Enantiomers

–OH
–OH
–C=O

–F
Phenyl ring 2
Phenyl ring 2
Phenyl ring 1
Phenyl ring 2

–OH
–OH
–OH
–C=O

–F
Phenyl ring 1
Phenyl ring 2
Phenyl ring 2
Phenyl ring 2

–CH3
–OH
–OH
–OH
–C=O

–F

Stationary phases
Glucose O

Carbamate C=O
Carbamate NH
Carbamate NH
Carbamate Phe
Carbamate Phe
Carbamate CH3Carbamate CH3Glucose O

Glucose O
Glucose O

Carbamate NH
Carbamate NH
Carbamate Phe
Carbamate Phe
Carbamate CH3Carbamate CH3Carbamate Phe
Carbamate NH
Carbamate NH
Carbamate C=O
Carbamate NH
Carbamate NH

Stationary phases Flurbiprofen Ēbind/ （kcal🞗mol-1）
ΔĒ/ （kcal🞗

mol-1）
Interaction types

π–π
π–π

π–Alkyl
π–Alkyl
π–Alkyl

Interaction sites
Enantiomers
Phenyl ring 1
Phenyl ring 2
Phenyl ring 1
Phenyl ring 2

–CH3

Stationary phases
Carbamate Phe
Carbamate Phe
Carbamate CH3Carbamate CH3Carbamate Phe
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3 结 论 
本研究考察了不同手性固定相、改性剂种类及比例等色谱操作参数对氟比洛芬对映体分离的影响，

并采用分子对接阐明了不同多糖基手性固定相的识别机制，发现固定相与对映体结合能的差异是高效

分离的关键，其中π–π堆积及氢键作用为手性分离的主要驱动力。在此基础上建立了氟比洛芬对映

体 SFC手性分离方法，实现了两种对映体的基线分离，同时采用该方法完成了市售氟比洛芬凝胶贴膏

中氟比洛芬对映体的含量测定，克服了传统HPLC分析时间长、溶剂消耗量大的弊端，契合当今绿色

分析化学的发展趋势。综上，本研究建立的 SFC手性分离方法具有高效、灵敏、绿色、稳定的特点，

可为氟比洛芬对映体的质量控制及临床用药安全提供可靠的技术支持，也为其他手性药物的快速拆分

提供了借鉴与参考。

图5　氟比洛芬对映体在不同改性剂下（A：乙腈、B：异丙醇、C：乙醇、D：甲醇）的色谱图
Fig. 5　Chromatograms of flurbiprofen enantiomers with different modifiers （A： acetonitrile， B： isopropanol， C： etha⁃

nol， D： methanol）

图6　氟比洛芬对映体在不同添加剂种类（A）、不同添加剂浓度（B）下的色谱图
Fig. 6　Chromatograms of flurbiprofen enantiomers with different additive types （A）  and different additive concentrations （B）
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图7　氟比洛芬对映体在不同改性剂比例（A）、柱温（B）、背压（C）、流速（D）下的色谱图
Fig. 7　Chromatograms of flurbiprofen enantiomers with different modifier ratios （A）， column temperatures （B）， back pres⁃

sures （C）， and flow rates （D）
表2　各对映体线性关系

Tab. 2　Linear relationships for each enantiomer
Enantiomers

R-flurbiprofen
S-flurbiprofen

Regression equation
Y=6. 6021X-5. 1080
Y=6. 8071X-7. 1647

Correlation coefficient （r）
0. 9999
0. 9999

Linear range/ （μg🞗mL-1）
12. 5~400
12. 5~400

表3　回收率试验结果
Tab. 3　Results of recovery tests

Enantiomers

R-flurbiprofen

Number
1
2
3
4

Original/mg
10
10
10
10

Added/mg
5
5
5

10

Measured/mg
15. 14
14. 95
15. 05
19. 99

Recovery/%
102. 85
99. 09

101. 00
99. 92

Average/%
100. 98
96. 63

Enantiomers

S-flurbiprofen

Number
5
6
7
8
9
1
2
3
4
5
6
7
8
9

Original/mg
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Added/mg
10
10
15
15
15
5
5
5

10
10
10
15
15
15

Measured/mg
19. 41
19. 59
24. 82
24. 40
24. 77
14. 98
14. 91
14. 99
19. 84
19. 62
19. 65
24. 57
24. 12
24. 52

Recovery/%
94. 12
95. 85
98. 79
96. 01
98. 46
99. 66
98. 13
99. 84
98. 41
96. 17
96. 54
97. 14
94. 12
96. 81

Average/%

97. 75

99. 21

97. 04

96. 02
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表4　3批次样品含量测定结果
Table 4　Content determination results of three batches of samples

Batch number

601061

601141

601291

Number
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3

Chromatography mode

SFC

HPLC

SFC

HPLC

SFC

HPLC

R-flurbiprofen/ 
（mg/tablet）

20. 44
19. 65
20. 34
20. 13
19. 98
20. 20
20. 85
21. 01
20. 89
20. 84
21. 00
20. 28
20. 64
20. 68
20. 87
20. 58
20. 68
20. 85

S-flurbiprofen/ 
（mg/tablet）

19. 97
19. 59
20. 14
20. 06
19. 92
20. 18
20. 50
20. 71
20. 55
20. 77
20. 85
20. 11
20. 32
20. 28
20. 43
20. 42
20. 53
20. 63

Total quantity/ 
（mg/tablet）

40. 41
39. 24
40. 48
40. 19
39. 90
40. 38
41. 35
41. 72
41. 44
41. 61
41. 85
40. 39
40. 96
40. 96
41. 30
41. 00
41. 21
41. 48

Average quantity/ 
（mg/tablet）

40. 04

40. 16

41. 50

41. 28

41. 07

41. 23

RD/%

0. 30

0. 53

0. 39

图8　供试品色谱图（A：HPLC、B：SFC）
Fig. 8　Chromatograms of test samples （A：HPLC、B：SFC）
1：R-flurbiprofen；2：S-flurbiprofen1：R-氟比洛芬；2：S-氟比洛芬
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