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ＨＰＬＣ法测定阿哌沙班及其１２个有机杂质
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（１．沈阳药科大学药学院，沈阳 １１００１６；２．浙江华海药业股份有限公司，临海 ３１７０２４）

摘要　目的：建立ＨＰＬＣ法检测阿哌沙班原料药中的有关物质。方法：采用ＡＣＥＥｘｃｅｌ３Ｃ１８－ＰＦＰ（１５０ｍｍ×

４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱，以缓冲液（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液）－乙腈（９０∶１０）为流动相 Ａ，缓冲液
（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液）－乙腈（５∶９５）为流动相Ｂ，梯度洗脱，流速１２ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２８０ｎｍ，
柱温４０℃，进样量 １０μＬ，样品温度 ５℃。结果：阿哌沙班与各杂质及降解产物能够完全分离（分离
度＞２０），供试品溶液在４８ｈ内稳定性良好；阿哌沙班和甲酯化物、乙酯化物、氯代杂质、脱氢杂质、双水解
杂质、开环甲酯化物、环合物、杂质Ｄ、水解杂质、开环酸杂质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质的定量
限均为００５％；阿哌沙班和甲酯化物、乙酯化物、水解杂质、开环酸杂质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生
杂质线性相关系数均＞０９９，范围为杂质含量的ＬＯＱ到指标浓度的１５０％；甲酯化物、乙酯化物、水解杂质、
开环酸杂质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质平均回收率（ＲＳＤ）（ｎ＝９）分别为１０２０％（２７％）、
１０６４％（２２％）、１１１２％（４０％）、１０４４％（２９％）、１０２９％（２７％）、１０１８％（２９％）；重复性和中间精
密度符合规定。经检测，３批阿哌沙班原料药６个月加速稳定性各个杂质结果均符合质量标准。结论：该
方法简便快速，灵敏度高，专属性强，可用于阿哌沙班原料药有关物质的测定。

关键词：阿哌沙班；阿哌沙班原料药；有关物质；高效液相色谱；质量控制；分析方法；分离
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ｉｍｐｕｒｉｔｙａｎｄ５－ｃｈｌｏｒｈｅｘｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅｄｅｒｉｖｅｄｉｍｐｕｒｉｔｙｗｅｒｅａｌｌｍｏｒｅｔｈａｎ０９９．ＴｈｅｒａｎｇｅｗｅｒｅｆｒｏｍｔｈｅＬＯＱｆｏｒ
ｉｍｐｕｒｉｔｙｃｏｎｔｅｎｔｔｏ１５０％ ｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ（ＲＳＤ）（ｎ＝９）ｏｆｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄ
ｕｃｔ，ｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ，ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙ，ｒｉｎｇｏｐｅｎａｃｉｄｉｍｐｕｒｉｔｙ，ｒｉｎｇｏｐｅｎａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙａｎｄ５－ｃｈｌｏｒｈｅｘｙｌ
ｃｈｌｏｒｉｄｅｄｅｒｉｖｅｄｉｍｐｕｒｉｔｙｗｅｒｅ１０２０％（２７％），１０６４％（２２％），１１１２％（４０％），１０４４％（２９％），
１０２９％（２７％），１０１８％（２９％）Ｔｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｍｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔｓＴｈｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆａｐｉｘａｂａｎＡＰＩ６ｍｏｎｔｈｓａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｍｅｔ
ｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｒａｐｉｄ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｔｏｂｅｕｓｅｄｆｏｒ
ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎａｐｉｘａｂａｎＡＰＩ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｐｉｘａｂａｎ；ａｐｉｘａｂａｎＡＰＩ；ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；ＨＰＬＣ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ；ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ；ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

　　阿哌沙班是新型口服抗凝药物，也是一种新型
口服Ⅹａ因子抑制剂，用于预防和治疗血栓，用于关
节或膝关节择期置换术的成年患者，预防静脉血栓

栓塞事件（ＶＴＥ）［１－５］。２００７年，百时美施贵宝与辉
瑞正式执行全球战略性合作协议，联合开发并销售

抗凝血产品阿哌沙班；２０１１年，在欧盟 ２７国及冰
岛、挪威，率先批准用于择期关节或膝关节置换手

术中成人患者静脉血栓症的预防［６－８］；２０１３年 １
月，阿哌沙班获得国家食品药品监督管理总局颁发

的进口药品许可证，用于成年患者的髋关节或膝关

节择期置换术，预防 ＶＴＥ，于２０１３年４月正式在中
国上市［９－１１］。

目前《中华人民共和国药典》、ＵＳＰ、ＥＰ的现行版
本中尚无阿哌沙班原料药的质量控制方法。有文献

报道，采用ＨＰＬＣ法测定阿哌沙班中的有关物质，但
并未列全降解产物及可能存在的杂质［１２－１６］，如阿哌

沙班脱氢杂质，由于结构及性质与阿哌沙班较为相

似，常规反相方法无法有效分离，在已有文献中均未

对它进行控制。基于对产品质量控制的需求，迫切

需要开发有关物质的检测方法。

质量研究中涉及的物质有活性成分阿哌沙班，

工艺杂质甲酯化物、乙酯化物、氯代杂质、脱氢杂质、

开环甲酯化物、杂质 Ｄ、环合物、开环酸杂质、开环酰
胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质、降解杂质、双水解杂
质、水解杂质等。主要杂质信息见表１，其中“工艺杂
质”为生产过程中确定会产生的杂质，“潜在工艺杂

质”为生产过程中可能会产生的杂质。

各杂质的指标浓度：甲酯化物、乙酯化物（以上杂

质含量均≤０１５％）；氯代杂质、脱氢杂质、双水解杂
质、开环甲酯化物、环合物、杂质Ｄ、水解杂质、开环酸
杂质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质（以上杂质
含量均≤０１０％）。指标制定的依据来源于 ＩＣＨ
Ｑ３Ａ［１７］，界定阈值≤０１５％，鉴定阈值≤０１０％。

甲酯化物、乙酯化物、水解杂质、开环酸杂质、开

环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质在ＵＳＰ论坛发行
的阿哌沙班个论中［１８］（待收载于正式版 ＵＳＰ），已定
为已知杂质，进行全套方法学验证；氯代杂质、脱氢

杂质、双水解杂质、开环甲酯化物、环合物、杂质 Ｄ在
工艺中去除效果较好，不定为已知杂质，进行限度验

证，验证内容包括专属性、ＬＯＤ、ＬＯＱ。
１　仪器与试药

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
ＸＰ２０５十万分之一电子天平，ＸＰ２６百万分之一电子
天平和Ｓ４００ｐＨ计（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；色谱柱ＡＣＥ
Ｅｘｃｅｌ３Ｃ１８－ＰＦＰ（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）；乙酸铵
（色谱纯，Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公司）；乙腈（色谱纯，Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；超纯水（ＭｉＬＬｉ－Ｑ纯水仪制备）。

对照品阿哌沙班、甲酯化物、乙酯化物、氯代杂

质、脱氢杂质、双水解杂质、开环甲酯化物、环合物、

杂质Ｄ、水解杂质、开环酸杂质、开环酰胺杂质、５－氯
己酰氯衍生杂质（以上１３个对照品均来自浙江华海
药业股份有限公司，含量分别为 １０００％、９７６％、
９７１％、９７７％、９９３％、９７６％、９８０％、９００％、
９９１％、９８７％、９３２％、９８１％、９７１％）。
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表１　阿哌沙班原料药主要物质信息
Ｔａｂ１　ＭａｉｎｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎａｐｉｘａｂａｎＡＰＩ

化合物　　　　　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　　　　

分子式

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａ）

结构

（ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）

类型

（ｔｙｐｅ）

阿哌沙班（ａｐｉｘａｂａｎ） Ｃ２５Ｈ２５Ｎ５Ｏ４
活性成分

（ａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ）

甲酯化物（ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ） Ｃ２６Ｈ２６Ｎ４Ｏ５
工艺杂质

（ｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）

乙酯化物（ｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ） Ｃ２７Ｈ２８Ｎ４Ｏ５
工艺杂质

（ｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）

氯代杂质（ｃｈｌｏｒｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｃ２４Ｈ２２ＣｌＮ５Ｏ３
潜在工艺杂质

（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）

脱氢杂质（ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｃ２５Ｈ２３Ｎ５Ｏ４
工艺杂质

（ｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）

双水解杂质（ｂｉｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｃ２５Ｈ２６Ｎ４Ｏ６
降解杂质

（ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）

开环甲酯化物（ｒｉｎｇｏｐｅｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ） Ｃ２６Ｈ２９Ｎ５Ｏ５
潜在工艺杂质

（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）

环合物（ｃｙｃｌａｔｅ） Ｃ２０Ｈ２５Ｎ３Ｏ３
中间体

（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｐｒｏｄｕｃｔ）

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） Ｃ２６Ｈ２５Ｎ５Ｏ５
潜在工艺杂质

（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）

水解杂质（ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｃ２５Ｈ２４Ｎ４Ｏ５
降解杂质

（ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）

开环酸杂质（ｒｉｎｇｏｐｅｎａｃｉｄｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｃ２５Ｈ２７Ｎ５Ｏ５
潜在工艺杂质

（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）

开环酰胺杂质（ｒｉｎｇｏｐｅｎａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｃ２５Ｈ２８Ｎ６Ｏ４
潜在工艺杂质

（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）

５－氯己酰氯衍生杂质（５－ｃｈｌｏｒｈｅｘｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅｄｅｒｉｖｅｄｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｃ２６Ｈ２７Ｎ５Ｏ４
潜在工艺杂质

（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ）
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　　阿哌沙班原料药（浙江华海药业股份有限公司，
批号Ｄ５４２０－２２－００２～Ｄ５４２０－２２－００７，共６批次）。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用 ＡＣＥＥｘｃｅｌ３Ｃ１８－ＰＦＰ（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，
３μｍ）色谱柱，以缓冲液（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶
液）－乙腈（９０∶１０）为流动相Ａ，缓冲液（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

乙酸铵溶液）－乙腈（５∶９５）为流动相 Ｂ，以水－乙腈
（６５∶３５）为稀释液，按表２的条件进行梯度洗脱，流速
１２ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２８０ｎｍ，柱温４０℃，进样量
１０μＬ，样品温度５℃。

表２　梯度洗脱程序
Ｔａｂ２　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ

ｔ／ｍｉｎ
流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０～９ ８０ ２０

９～１９ ８０→６０ ２０→４０

１９～２７ ６０→１０ ４０→９０

２７～３２ １０ ９０

３２～３２０１ １０→８０ ９０→２０

３２０１～４０ ８０ ２０

２２　溶液的配制
２２１　杂质储备液　精密称取甲酯化物、乙酯化
物、氯代杂质、脱氢杂质、双水解杂质、开环甲酯化

物、环合物、杂质Ｄ、水解杂质、开环酸杂质、开环酰胺
杂质、５－氯己酰氯衍生杂质对照品各适量，分别加
稀释液溶解并稀释制成每１ｍＬ含０１ｍｇ的各个杂
质对照品储备液。

２２２　阿哌沙班对照品储备液　精密称取阿哌沙
班对照品适量，加稀释液溶解并稀释，制成每 １ｍＬ
含０５ｍｇ的阿哌沙班的对照品储备液。
２２３　对照品溶液　精密量取阿哌沙班对照品储
备液适量，加稀释液溶解并稀释，制成每 １ｍＬ含
０５μｇ的阿哌沙班的对照品溶液。
２２４　供试品溶液　精密称取阿哌沙班原料药适
量，加稀释液溶解并稀释，制成每１ｍＬ含０５ｍｇ的
阿哌沙班的供试品溶液。

２３　方法学考察
２３１　专属性　分别称取阿哌沙班样品２５ｍｇ，置
于５０ｍＬ量瓶中，通过酸降解（１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液，
６０℃，２ｈ）、碱降解（１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液，

６０℃，２ｈ）、氧化降解（１０％过氧化氢溶液，室温
１ｄ）、高温高湿（６０℃，７５％ＲＨ，１６ｄ）、高温低湿
（６０℃，３０％ＲＨ，１６ｄ）、光降解（证实性：强白光总
照度≥１２×１０６ｌｘ·ｈ，紫外光能量≥２００Ｗ·ｈ·
ｍ－２；强制性为３倍证实性）、金属降解（５０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１硫酸铜溶液，室温１０ｄ）研究可知，最容易产生降
解的杂质为双水解杂质、水解杂质、开环酸杂质，而

在碱破坏条件下各杂质降解程度最大。

结合工艺分析，可能产生的副产物、降解杂质为

甲酯化物、乙酯化物、氯代杂质、脱氢杂质、双水解杂

质、开环甲酯化物、环合物、杂质Ｄ、水解杂质、开环酸
杂质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质。现对
以上杂质进行定位研究。

精密称取阿哌沙班对照品适量，精密量取

“２２１”项下各杂质储备液适量，置于同一量瓶中，
加稀释液溶解并稀释制成每１ｍＬ含０５ｍｇ的阿哌
沙班、０７５μｇ的甲酯化物、０７５μｇ的乙酯化物、
０５μｇ的氯代杂质、０５μｇ的脱氢杂质、０５μｇ的双
水解杂质、０５μｇ的开环甲酯化物、０５μｇ的环合
物、０５μｇ的杂质 Ｄ、０５μｇ的水解杂质、０５μｇ的
开环酸杂质、０５μｇ的开环酰胺杂质、０５μｇ的５－
氯己酰氯衍生杂质的选择性溶液。

在“２１”项色谱条件下，精密量取选择性溶液
１０μＬ注入高效液相色谱仪，记录图谱。阿哌沙班与
各杂质分离度均＞２０。空白溶液（稀释液）、选择性
溶液图谱见图１。
２３２　检测限和定量限　精密量取“２２１”项下杂
质储备液、“２２２”项下阿哌沙班对照品储备液适
量，并用稀释液进行逐级稀释，按“２１”项下色谱条
件进样，以信噪比约为１０时，阿哌沙班及各杂质的
浓度作为定量限；以信噪比约为３时，阿哌沙班及各
杂质的浓度作为检测限。结果显示，阿哌沙班和甲

酯化物、乙酯化物、氯代杂质、脱氢杂质、双水解杂

质、开环甲酯化物、环合物、杂质Ｄ、水解杂质、开环酸
杂质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质的定量
限（ＬＯＱ）均为００５％，检测限（ＬＯＤ）均为００２％。
２３３　线性关系　精密量取甲酯化物、乙酯化物储
备液各７５ｍＬ，水解杂质、开环酸杂质、开环酰胺杂
质、５－氯己酰氯衍生杂质储备液各５ｍＬ，阿哌沙班
对照品储备液１ｍＬ，置于同一１００ｍＬ量瓶中，加稀
释液稀释至刻度，即得母液。分别精密量取母液６、
８、１０、１２、１５ｍＬ，各置１００ｍＬ量瓶中，用稀释液稀释
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１．双水解杂质（ｂｉｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙ）　２．水解杂质（ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙ）　３．开环酸杂质（ｒｉｎｇｏｐｅｎａｃｉｄｉｍｐｕｒｉｔｙ）　４．环合物（ｃｙｃｌａｔｅ）　５．开环酰胺

杂质（ｒｉｎｇｏｐｅｎａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ）　６．阿哌沙班（ａｐｉｘａｂａｎ）　７．脱氢杂质（ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）　８．５－氯己酰氯衍生杂质（５－ｃｈｌｏｒｈｅｘｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ

ｄｅｒｉｖｅｄｉｍｐｕｒｉｔｙ）　９．氯代杂质（ｃｈｌｏｒｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ）　１０．杂质 Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ）　１１．甲酯化物（ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ）　１２．开环甲酯化物（ｒｉｎｇｏｐｅｎ

ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ）　１３．乙酯化物（ｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ）　１４．空白峰（ｂｌａｎｋｐｅｅｋ）

图１　空白溶液（Ａ）和选择性溶液（Ｂ）色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

至刻度，摇匀，即得含各个杂质 ６０％、８０％、１００％、
１２０％、１５０％的指标浓度线性溶液。精密量取甲酯
化物、乙酯化物储备液各２ｍＬ，水解杂质、开环酸杂
质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质储备液各５
ｍＬ，阿哌沙班对照品储备液１ｍＬ，置于同一１００ｍＬ
量瓶中，加稀释液稀释至刻度，再精密量取５ｍＬ至

１００ｍＬ量瓶中，用稀释液稀释至刻度，摇匀，即得各
杂质ＬＯＱ浓度线性溶液。

各杂质ＬＯＱ浓度线性溶液，按“２１”项下色谱
条件进样，记录色谱图。以阿哌沙班、各杂质浓度为

横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，回归方程

及线性范围见表３，结果说明线性关系良好。

表３　７个化合物的回归方程和线性范围
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｓｅｖｅｎｃｏｍｐｏｕｄ

化合物　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　

回归方程　　　

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）　　　
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

阿哌沙班（ａｐｉｘａｂａｎ） Ｙ＝１７５７Ｘ＋００３０９０ ０９９９８ ０２５７６～０７７２８

甲酯化物（ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ） Ｙ＝１６１９Ｘ＋０１８５０ ０９９９９ ０２５０５～１１２７３

乙酯化物（ｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｐｒｏｄｕｃｔ） Ｙ＝１４９５Ｘ＋００９９１０ ０９９９９ ０２５５６～１１５０２

水解杂质（ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝１７２９Ｘ＋００３２１０ ０９９９９ ０２８４４～０８５３２

开环酸杂质（ｒｉｎｇｏｐｅｎａｃｉｄｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝１３９０Ｘ＋００１１００ ０９９９９ ０２５０３～０７５０９

开环酰胺杂质（ｒｉｎｇｏｐｅｎａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝１３４１Ｘ－０００２２０ １０００ ０２８９４～０８６８２

５－氯己酰氯衍生杂质（５－ｃｈｌｏｒｈｅｘｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅｄｅｒｉｖｅｄｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝１５５７Ｘ－００２２００ １０００ ０２８４６～０８５３７

２３４　重复性与中间精密度试验　精密称取阿哌
沙班原料药（Ｄ５４２０－２２－００２）适量，精密量取

“２２１”项下各杂质储备液适量，于同一量瓶中，加
稀释液稀释制成每１ｍＬ含０５ｍｇ的阿哌沙班、其他
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各杂质均为上述指标浓度，同法配制６份，按“２１”
项下色谱条件分别各进样１次。结果显示，甲酯化
物、乙酯化物、水解杂质、开环酸杂质、开环酰胺杂

质、５－氯己酰氯衍生杂质峰面积的 ＲＳＤ分别为
０８０％、０５３％、０６７％、０７８％、１４％、０６４％。更
换人员、色谱柱（部件号：Ａ２４４１６４、ＥＸＬ－１１１０－
１５４６Ｕ）、仪器（Ａｇｉｌｅｎｔ公司：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０、Ａｇｉｌｅｎｔ
１２６０ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ）、实验日期，同法配制中间精密度溶
液６份，按“２１”项下色谱条件分别进样１次。结果
显示，甲酯化物、乙酯化物、水解杂质、开环酸杂质、

开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂质峰面积的 ＲＳＤ
分别 为 ０７１％、０４８％、０３３％、１２％、０９４％、
１３％，表明方法精密度良好。
２３５　溶液稳定性　取“２２３”项下对照品溶液、
“２２４”项下供试品溶液、“２３１”项下选择性溶液，
室温下分别于０、２４、４８ｈ按“２１”项下色谱条件进
样。结果对照品溶液中阿哌沙班的峰面积在４８ｈ时
比０ｈ时为１００，供试品溶液中各杂质的含量无明显
变化，选择性溶液中各杂质回收率均 ＞９５０％，表明
对照品溶液、供试品溶液及选择性溶液在４８ｈ内稳
定性良好。

２３６　准确度试验　精密称取阿哌沙班原料药
（Ｄ５４２０－２２－００２）适量，精密量取“２２１”项下
各杂质储备液适量，于同一量瓶中，加稀释液稀释

制成每１ｍＬ含 ０５ｍｇ的阿哌沙班、其他各杂质
浓度分别为上述指标浓度的 ８０％、１００％、１５０％，
每个浓度点同法配制３份，共９份溶液。按“２１”
项下色谱条件进样测定并记录色谱图，甲酯化物、

乙酯化物、水解杂质、开环酸杂质、开环酰胺杂质、

５－氯己酰氯衍生杂质的平均回收率（ｎ＝９）分别为
１０２０％（ＲＳＤ２７％）、１０６４％（ＲＳＤ２２％）、１１１２％
（ＲＳＤ４０％）、１０４４％（ＲＳＤ２９％）、１０２９％（ＲＳＤ
２７％）、１０１８％（ＲＳＤ２９％），说明方法准确度高。
２３７　耐用性试验　更换不同批号的色谱柱（部件
号：Ａ２４４１６４、ＥＸＬ－１１１０－１５４６Ｕ）、不同编号的高效
液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０、Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０
ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ），柱温±２℃、流速±０１ｍＬ·ｍｉｎ－１、流动
相比例±１５％等，在“２１”项下的色谱条件下检测
选择性溶液，结果阿哌沙班、甲酯化物、乙酯化物、水

解杂质、开环酸杂质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍
生杂质的分离情况及峰面积无明显差别，说明方法

耐用性好。

２３８　原料药样品检测　对不同批次阿哌沙班原料
药的加速稳定性样品（放置条件：Ｔ＝４０℃±２℃，ＲＨ
为７５％±５％；放置时间：０ｄ、１月、２月、３月、６月），按
照“２２４”项下制备供试品溶液，在“２１”项下色谱条
件进行测定。检测结果显示，稳定性样品中各个杂质

的含量６个月的结果与０ｄ一致，均未见明显增长，说
明原料药稳定性良好。

３　讨论
３１　阿哌沙班质量研究有关物质分析

各强制降解条件下产生的杂质主要为双水解杂

质、水解杂质、开环酸杂质；加速样品检验数据表明

阿哌沙班原料药各个杂质结果均未见明显增长。本

品性质稳定，杂质限度符合要求。

３２　色谱条件确定
３２１　溶液稳定性考察　采取常温进样盘考察时，
杂质Ｄ在溶液状态下易降解，故进样盘采取５℃控
温，以延缓杂质降解时间。

３２２　色谱柱的考察　采用常规 Ｃ１８以及 Ｃ８色谱
柱，脱氢杂质无法有效与阿哌沙班主成分分离，如

ＷａｔｅｒｓｓｕｎｆｉｒｅＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，３５μｍ）色谱
柱，以及ＵＳＰ论坛中提到的ＺｏｒｂａｘＳＢＣ８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱等，通过色谱柱排查，最终选
用五氟苯基［ＡＣＥＥｘｃｅｌ３Ｃ１８－ＰＦＰ（１５０ｍｍ×４６
ｍｍ，３μｍ）］色谱柱，能有效将各个杂质分离开。
３２３　流动相比例的考察　通过理论分析可知，将
阿哌沙班及其１２个杂质在短时间内全部洗脱并有
效分离，需要用到梯度洗脱的方法。由于１２个杂质
极性跨度较大，在洗脱初始阶段，采取高比例的缓冲

液加小比例的乙腈的等度洗脱方式，保留并分离强

极性杂质，后与高比例的乙腈以梯度洗脱方式，保留

并分离弱极性杂质。通过摸索，最终定流动相 Ａ为
［３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液－乙腈（９０∶１０）］，并与流
动相Ｂ（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液－乙腈（５∶９５）］进
行梯度洗脱。

３３　小结
综合分析，阿哌沙班原料药在生产过程中涉及

降解杂质、副产物、中间体等性质差别较大的物质，

色谱峰较多，建立能将所有物质有效分离的分析方

法，是阿哌沙班原料药有关物质方法开发的关键。

通过对不同型号色谱柱、流动相比例以及梯度洗脱

方式等色谱条件的反复摸索，建立了阿哌沙班有关

物质分析方法，并通过酸、碱、氧、光照等破坏试验
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以及各个杂质的加标试验，验证了该分析方法的专

属性，保证了该方法在原料药稳定性样品检测过程

中的耐用性；本试验对于阿哌沙班工艺杂质进行

了检测能力的确认（定量限、检测限），对工艺中

去除效果较好的氯代杂质、脱氢杂质、双水解杂

质、开环甲酯化物、环合物、杂质Ｄ进行限度验证，
对于各指标杂质甲酯化物、乙酯化物、水解杂质、

开环酸杂质、开环酰胺杂质、５－氯己酰氯衍生杂
质进行了定量限、检测限、线性关系、回收率等一

系列方法学验证，结果证明该分析方法精密度高，

重复性好，稳定无干扰，可用于阿哌沙班原料药的

质量控制。

参考文献

［１］　王磊，钟静芬，时惠麟口服Ⅹａ因子直接抑制剂阿哌沙班的

临床研究进展［Ｊ］上海医药，２０１２，３３（１７）：１７

ＷＡＮＧＬ，ＺＨＯＮＧＪＦ，ＳＨＩＨＬ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｉｅｓｏｆ

ａｐｉｘａｂａｎ，ａｄｉｒｅｃｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｏｒａｌⅩａｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＳｈａｎｇｈａｉＭｅｄ

ＰｈａｒｍＪ，２０１２，３３（１７）：１７

［２］　黄仲义．口服凝血因子Ⅹａ直接抑制剂阿哌沙班的临床药理

学［Ｊ］中国新药与临床杂志，２０１３，３２（７）：５３０

ＨＵＡＮＧＺＹＣｌｉｎｉｃａｌｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙｏｆａｐｉｘａｂａｎ，ａｄｉｒｅｃｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｏｆｔｈｅｏｒａｌｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒⅩａ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＮｅｗＤｒｕｇｓＣｌｉｎ

Ｒｅｍ，２０１３，３２（７）：５３０

［３］　张先龙．新型口服抗凝药物阿哌沙班［Ｊ］中华关节外科杂志

（电子版），２０１４，８（４）：９６

ＺＨＡＮＧＸＬ．Ｔｈｅｎｅｗｏｒａｌａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔｄｒｕｇ，ａｐｉｘａｂａｎ［Ｊ］．

ＣｈｉｎＪＪｏｉｎｔＳｕｒｇ（ＥｌｅｃｔｒｏｎＥｄ），２０１４，８（４）：９６

［４］　王乔宇，武明芬，柳鑫，等２０２１中国静脉血栓栓塞症防治

抗凝药物的选用与药学监护指南［Ｊ］．中国临床药理学杂志，

２０２１，３７（２１）：２９９９

ＷＡＮＧＱＹ，ＷＵＭＦ，ＬＩＵＸ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔ

ｄｒｕｇｓｆｏｒｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍｉｎ

Ｃｈｉｎａａｎｄｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｏｒｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｃａｒｅｉｎ２０２１［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ

ＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２１，３７（２１）：２９９９

［５］　范正达，张东，卞敏凯，等．阿哌沙班与低分子肝素预防髋／膝

关节置换术后下肢深静脉血栓形成的临床效果比较［Ｊ］．临

床合理用药杂志，２０２３，１６（２）：２７

ＦＡＮＺＤ，ＺＨＡＮＧＤ，ＢＩＡＮＭＫ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｘａｂａｎ

ａｎｄｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎｉｎｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｄｅｅｐｖｅｎｏｕｓ

ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓｏｆｌｏｗｅｒｌｉｍｂｓａｆｔｅｒｈｉｐ／ｋｎｅｅｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｃｏｍ

ｐａｒｉｓｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＲａｔｉｏｎＤｒｕｇＵｓｅ，２０２３，１６（２）：２７

［６］　ＣＨＡＲＬＥＳＦ，ＳＵＮＩＬＮ，ＷＡＮＧＪＳ，ｅｔａｌ．Ｓａｆｅｔｙ，ｐｈａｒｍａｃｏｋｉ

ｎｅｔｉｃｓａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒａｌｄｏｓｅｓｏｆａｐｉｘａｂａｎ，ａ

ｆａｃｔｏｒⅩａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｉｎｈｅａｌｔｈｙｓｕｂｊｅｃｔｓ［Ｊ］．ＢｒＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ，

２０１３，７６（５）：７７６

［７］　张先龙新型口服抗凝药物阿哌沙班［Ｊ］．中华关节外科杂

志，２０１４，８（４）：５４３

ＺＨＡＮＧＸＬ．Ａｐｉｘａｂａｎ，ａｎｏｖｅｌｏｒａｌａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ

ＪｏｉｎｔＳｕｒｇ，２０１４，８（４）：５４３

［８］　ＫＲＯＥＧＥＬＣ，ＲＥＩＳＳＩＧＡＰｒｉｎｃｉｐｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｖｅ

ｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ：ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓ，ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏ

ｇｙａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ，２００３，７０（１）：７

［９］　ＰＡＴＥＬＪ，ＦＲＯＳＴＣ，贾晶品，等 阿哌沙班制剂：中国，

１０２７７０１２６［Ｐ］．２０１２－１１－０７

ＰＡＴＥＬＪ，ＦＲＯＳＴＣ，ＪＩＡＪＰ，ｅｔａｌ．ＡｐｉｘａｂａｎＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎ：Ｃｈｉ

ｎａ，１０２７７０１２６［Ｐ］．２０１２－１１－０７

［１０］　ＭＡＣＡＵＬＡＹＴＥ，ＡＬＬＥＮＣ，ＺＩＡＤＡＫＭＴｈｒｏｍｂｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｎ

ｔａｇｏｎｉｓｍ －ｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆａｎｔｉｐｌａｔｅｌｅｔｍｅｄｉｃａｔｉｏｎＳＣＨ５３０３４８

［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１０，１１（６）：１０１５

［１１］　钱毅．新型口服抗凝剂临床应用的进展［Ｊ］中国循环杂志，

２０１２，２７（４）：２４６

ＱＩＡＮＹＰｒｏｇｒｅｓｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌｏｒａｌａｎｔｉｃｏａｇｕ

ｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＣｉｒｃＪ，２０１２，２７（４）：２４６

［１２］　张震，孙燕．ＨＰＬＣ法测定阿哌沙班中的有关物质［Ｊ］天津

药学，２０１４，２６（６）：９

ＺＨＡＮＧＺ，ＳＵＮＹＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎａｐｉｘａ

ｂａｎｂｙＨＰＬＣ［Ｊ］．ＴｉａｎｊｉｎＰｈａｒｍ，２０１４，２６（６）：９

［１３］　王忠波，李丹．ＲＰ－ＨＰＬＣ法测定阿哌沙班片的含量及有关

物质［Ｊ］中国药房，２０１５，２６（６）：８２８

ＷＡＮＧＺＢ，ＬＩＤＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｐｉｘａｂａｎｔａｂｌｅｔｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｂｙＲＰ－ＨＰＬＣ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＰｈａｒｍ，２０１５，２６（６）：８２８

［１４］　聂忠莉，郭兆元，胡一冰，等．阿哌沙班中 ８种已知杂质的

ＨＰＬＣ法定量检测［Ｊ］中国测试，２０１７，４３（３）：３６

ＮＩＥＺＬ，ＧＵＯＺＹ，ＨＵＹＢ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ８ｋｎｏｗｎｉｍ

ｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎＡｐｉｘａｂａｎｂｙＨＰＬＣ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＭｅａｓＴｅｓｔＴｅｃｈｎｏｌ，

２０１７，４３（３）：３６

［１５］　孙媛媛，赵云丽，段蒙蒙，等．高效液相色谱法测定阿哌沙班

中的有关物质［Ｊ］．沈阳药科大学学报，２０１７，３４（１）：３７

ＳＵＮＹＹ，ＺＨＡＯＹＬ，ＤＵＡＮＭＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎａｐｉｘａｂａｎｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

［Ｊ］．ＪＳｈｅｎｙａｎｇＰｈａｒｍＵｎｉｖ，２０１７，３４（１）：３７

［１６］　陈思，石靖，米贤伟．阿哌沙班杂质分析与控制［Ｊ］．中国药

学杂志，２０２０，５５（２２）：１９０６

ＣＨＥＮＳ，ＳＨＩＪ，ＭＩＸＷＡｎａｌｙｓｉｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｏｆａｐｉｘａｂａｎｉｍｐｕ

ｒｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２０，５５（２２）：１９０６

［１７］　ＩＣＨ．ＩｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎＮｅｗＤｒｕｇＳｕｂｓｔａｎｃｅｓＱ３Ａ（Ｒ２）［Ｓ／ＯＬ］．

［２０２４－０１－２８］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｉｃｈｏｒｇ／ｐａｇｅ／ｑｕａｌｉｔｙ－ｇｕｉｄｅ

ｌｉｎｅｓ

［１８］　ＵＳＰ－ＮＦＰＦ［Ｓ／ＯＬ］．［２０２４－０１－２８］．ｈｔｔｐｓ：／／ｏｎｌｉｎｅ．Ｕｓｐｎｆ．

ｃｏｍ／ｕｓｐｎｆ／ｄｏｃｕｍｅｎｔ／２＿ＧＵＩＤ－４Ｄ３２１３Ｂ８－９５Ａ５－４４Ｆ８－８４３３－

Ａ６ＦＢ５８Ｅ０２１１Ａ＿１０１０１＿ＥＮ－ＵＳ

（本文于２０２４年１月２８日收到）


