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首批比伐芦定国家对照品的研制 *
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（中国食品药品检定研究院，北京 102629）

摘要　目的：为有效控制比伐芦定注射剂的产品质量，研制比伐芦定首批含量测定用国家对照品，同时探

索合成肽类标准物质定量赋值的其他方法。方法：采用红外光谱、紫外光谱、液相色谱、质谱等技术对其进

行结构确证，利用高效液相色谱法进行有关物质的测定，采用质量平衡法确定比伐芦定的含量，同时通过经

肽纯度校正的肽含量方法进行验证，并对供试品进行均匀性和稳定性考察。结果：首批比伐芦定国家对照

品以 C98H138N24O33 计，含量为 88.8%，均匀性和稳定性考察结果符合规定。结论：根据合成肽的结构特点，

采用不同方法进行定性与定量研究，可以确保国家对照品赋值的准确性。
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Abstract　Objective: To develop the first national reference standards for the quantitative determination of bivalirudin, 
in order to effectively control the product quality of bivalirudin injections, and to explore alternative methods for the 
quantitative characterization of synthetic peptide reference materials. Methods: Infrared (IR) spectroscopy, UV 
spectroscopy, HPLC, MS were used to confirm the structure of bivalirudin. Related substance were analyzed by HPLC. 
The mass balance method was used to determine the content of bivalirudin, which was further verified by a peptide 
content assay corrected for related peptide impurities. In addition, the stability and uniformity of the candidate reference 
material were evaluated. Results: The content of the first batch of bivalirudin national reference standard was 88.8%, 
calculated on C98H138N24O33, and the stability and uniformity tests met the required specifications. Conclusion: Based on 
the structural characteristics of the synthetic peptides, multiple qualitative and quantitative methods were used to ensure 
the accuracy of the content assignment for the national reference standard of bivalirudin.
Keywords: bivalirudin; national reference standard; mass balance method; assay
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比伐芦定为直接凝血酶抑制剂，临床上主要用于

经皮冠状动脉介入（PCI）治疗的患者，比伐芦定 PCI
术后出血事件发生率明显低于肝素 [1-2]。比伐芦定是

化学合成的由 20 个氨基酸组成的多肽，是一种水蛭

素衍生物。有研究表明，比伐芦定可以减少出血并发

症的风险 [3-4]。

比伐芦定、注射用比伐芦定尚未被 2020 年版

《中华人民共和国药典》（简称《中国药典》）二部收

录，EP、JP 目前也均未收载，国家药典委员会于 2024
年 8 月 12 日在官网公示了比伐芦定和注射用比伐

芦定的标准草案 [5]。2018 年，美国药典论坛在 PF44
（2）公布了比伐芦定原料和比伐芦定注射剂的征求

意见稿，2023 年 12 月 1 日生效 [6-7]。

目前，中国已有近 10 家企业获得比伐芦定及注

射剂的药品批准文号，各家企业标准虽不统一，但其

生产工艺、质量控制和检测方法均已较为成熟。2020
年，注射用比伐芦定（规格 0.25 g）被纳入第 4 批国

家药品集中采购目录，但尚未有该产品的对照品发

放。为更好地适应药品生产和监管的需要，本实验室

开展了首批比伐芦定含量测定用国家对照品的研制。

1　仪器与试药

高效液相色谱仪（LC-20AD 泵，Sil-20AC 自动

进样器，SPD-20A 检测器，LC Solution 工作站，岛津

公司）；ALPHA Ⅱ红外光谱仪（OPUS 7.8 工作站，

布鲁克公司）；UltiMate 3000/QEXACTIVE 液相色谱

质谱联用仪（赛默飞公司）；UV2700 紫外分光光度

计（岛津公司）；HP6890 气相色谱仪（安捷伦公司）；

XPE205 十万分之一电子天平（梅特勒托利多公司）；

KF 水分测定仪（874 OVEN Sample Processor，703 Ti 
Stand，831 KF Coulometer，万通公司）；Autopol Ⅲ旋

光仪（鲁道夫公司），氮分析仪（FlashSmart/Protein，
Eagersmart 工作站，赛默飞公司）；MP230K 酸度计

（梅特勒托利多公司）；iCAP6300 电感耦合等离子体

发射光谱仪（赛默飞公司）；iCAP6000 series 电感耦

合等离子体质谱联用仪（赛默飞公司）；动态水分吸

附仪（DVS Adventure，Surface Measurement Systems
公司）。

比伐芦定原料（批号 141201），成都圣诺生物制药

有限公司；比伐芦定对照品（批号 F021K0，每支 5 mg），
USP；[α-Asp9]- 比伐芦定（批号 C1-006e/D2001F03）、
[β-Asp9]- 比伐芦定（批号 C1-006h/D2001F03）、[1- 
11]- 比伐芦定（批号 C1-006g/D2001F02）、[Des-Glu]- 

比伐芦定（批号 C1-006f/D2001F03）、[Plus-Gly]- 比

伐芦定（批号 C1-006b/D1902F04）、[Des-Gly]- 比伐

芦定（批号 C1-006c/D2101F02）、[12-20]- 比伐芦定

（批号 C1-006a/D2001F03），成都圣诺生物制药有限

公司。

钠、钾元素标准溶液（批号203049-5，1 000 μg · mL-1）、

多元素标准溶液（批号 213035-1，100 μg · mL-1）、金

元素标准溶液（批号 207029-2，1 000 μg · mL-1），国家

有色金属及电子材料分析测试中心；门冬氨酸（批号

348450），Thermo Fisher 公司；谷氨酸（批号 140690-
202305）、丝氨酸（批号 140688-202104）、组氨酸（批

号 140855-202001）、甘氨酸（批号 140689-202308）、 
苏氨酸（批号 140682-202103）、精氨酸（批号 140685- 
202209）、丙氨酸（批号 140680-202206）、酪氨酸（批

号 140609-202215）、胱氨酸（批号 140632-202204）、 
缬氨酸（批号 140681-202204）、甲硫氨酸（批号 
140684-201803）、苯丙氨酸（批号 140676-202301）、
异亮氨酸（批号 140683-202103）、亮氨酸（批号 
140687-202103）、盐酸赖氨酸（批号 140673-202211）、 
脯氨酸（批号 140677-202310）、门冬氨酸（批号

140691-201602）17 种氨基酸对照品，中国食品药品

检定研究院；三氟醋酸、二甲基亚砜、异丙醇、乙腈、

四氢呋喃、甲醇、N，N- 二甲基甲酰胺均为色谱纯；甲

酸为质谱纯；乙醚、三氯甲烷、丙酮、磷酸、氢氧化钠、

碳酸钠、冰醋酸、十二水合磷酸氢二钠、十水合四硼氢

钠、盐酸、三水合醋酸钠、正缬氨酸、硼酸、邻苯二甲

醛、9- 芴甲基氯甲酸盐、氯化铵均为分析纯；水为超

纯水。

2　方法与结果

2.1　结构确证

2.1.1　红外光谱　取供试品适量（至少约 1 mg），采
用溴化钾固体压片法，在 500~4 000 cm-1 区间内进行

红外光谱扫描，并进行了谱峰归属。USP 对照品和供

试品的红外光谱图见图 1，红外光谱图中各吸收峰的

谱峰归属见表 1，符合比伐芦定结构基团的红外吸收

特征。

2.1.2　高效液相色谱测定保留时间一致性　取供试

品和比伐芦定 USP 对照品适量，用超纯水溶解配成 
1 mg · mL-1 的溶液，采用 Vydac C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）色谱柱，以 pH 6.5 的 0.1 mol · L-1 的醋酸钠水

溶液 - 水（1 ∶ 1）为流动相 A，醋酸盐缓冲液 - 乙腈

（1 ∶ 1）为流动相 B，梯度洗脱（0~5 min，90%A → 85%A；
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图 1　比伐芦定供试品（蓝）和 USP 对照品（红）的红外光谱叠加图

Fig. 1　Overlay of the IR spectra of the bivalirudin sample (blue) and reference standards from USP (red)

表 1　红外光谱图中各吸收峰谱峰归属

Tab. 1　Characteristic absorption peaks of bivalirudin in IR spectrum
样品吸收峰波数

（wavenumber of characteristic 
absorption peak）/cm-1

振动类型

（mode of vibration）
所属基团

（corresponding chemical group）

3 306.47 伸缩振动（stretching vibration） 氨基及羟基（amino and hydroxyl groups）

2 963.43 伸缩振动（stretching vibration） 饱和烷烃碳氢（carbon-hydrogen bond of saturated alkane）

1 659.53 伸缩振动（stretching vibration） 羧基、酰胺和乙酰基（carboxyl，amide and acetyl group）

1 537.14 伸缩振动（stretching vibration） 芳环（aromatic ring）

1 136.35 伸缩振动（stretching vibration） 醇羟基、脂肪胺和脂肪烃（alcohol hydroxyl，fatty amine and aliphatic hydrocarbon）

5~30 min，85%A → 65%A；30~35.1 min，65%A；35.1~ 
40 min，90%A），流速 1.2 mL · min-1，检测波长 215 nm，

柱温 40 ℃。供试品与 USP 对照品的保留时间一致，

见图 2。

图 2　比伐芦定 USP 对照品（a）与供试品（b）HPLC 色谱图

Fig. 2　HPLC chromatograms of bivalirudin reference substance from USP (a) and sample (b)

2.1.3　质谱法测定平均分子量　取比伐芦定适

量，用 0.1% 的甲酸水溶液溶解 , 配成质量浓度为 
20 μg · mL-1 的 溶 液，直 接 进 样 分 析。 以 0.1% 甲

酸水溶液 -0.1% 甲酸乙腈溶液（3 ∶ 7）为流动相，

等度洗脱。采用电喷雾电离（ESI），离子采集模式

（+），四极杆质量检测器。结果供试品质谱图（图

3）中出现 m/z 2 180.855 47 的质谱峰，为比伐芦定

的 [M+H]+ 准分子离子峰，与理论分子量 2 180.29 
一致。

2.1.4　紫外光谱法　取供试品适量，用水溶解并稀

释制成 1 mg · mL-1 的溶液，置于石英比色皿中，用紫

外可见分光光度计在 200~400 nm 波长进行扫描，狭

缝宽度 1 nm。比伐芦定在 275 nm 处有最大吸收，在

249 nm 处有最小吸收。见图 4。
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图 3　比伐芦定供试品质谱图

Fig. 3　Mass spectrum of bivalirudin sample

λ

图 4　供试品紫外分光光谱图

Fig. 4　UV spectrum of bivalirudin sample

2.1.5　氨基酸比值　参照 2020 年版《中国药典》第

一增补本指导原则（9120），取 17 种氨基酸对照品，

加入 0.1 mol · L-1 盐酸溶解，分别配制成每种氨基酸

质量浓度约为 0.06 mg · mL-1 的溶液，取 0.5 mL，加入

内标溶液（正缬氨酸溶液，质量浓度 0.5 mg · mL-1；肌

氨酸溶液，质量浓度 1.0 mg · mL-1，用 0.1 mol · L-1 的

盐酸溶液配制）50 μL，作为混合对照品溶液；取供试

品，用 6 mol · L-1 的盐酸在 110 ℃水解 24 h，干燥后

以 0.1 mol · L-1 的盐酸溶解，取 0.5 mL，加入内标溶液

50 μL，以 Fmoc 溶液（质量浓度 2.5 mg · mL-1，用乙腈

配制）作为衍生化试剂进行衍生化。氨基酸测定法

参照指导原则方法三，按内标法，以峰面积计算样品

中各氨基酸的摩尔比值，结果见表 2，比伐芦定所含 9
种氨基酸比值与理论值一致。

表 2　比伐芦定氨基酸比值测定结果

Tab. 2　The ratio of amino acid of bivalirudin
氨基酸

（amino acid）
氨基酸比值

（amino acid ratio）
理论值

（theoretical value）

Asp 2.0 2.0

Glu 4.0 4.0

Gly 4.8 5.0

Arg 1.0 1.0

Tyr 1.0 1.0

Phe 2.0 2.0

Ile 1.0 1.0

Leu 1.0 1.0

Pro 3.1 3.0

2.2　理化分析

2.2.1　酸碱度　取供试品，加水溶解制成 10 mg · mL-1

的溶液，测得溶液的 pH 为 2.9。
2.2.2　无机杂质　取供试品适量，加入硝酸 2.5 mL
消解后，以 Li、Mg、Fe、Zn、Pb、Al 等 26 种元素标准

溶液为对照，采用 ICP-MS 法测得以上金属元素总含

量为 0.000 32%。取供试品适量，加入硝酸 2.5 mL 消

解后，以 Na、K 元素标准溶液为对照，采用 OES-MS
法测得 Na、K 含量为 0.000 32%。供试品中无机杂质

的总含量为 0.000 64%。

2.2.3　水分　采用 2020 年版《中国药典》四部通则

0832 第一法（费休氏法）库伦滴定法，取供试品 10 
mg，精密称定，置于 10 mL 西林瓶中，轧盖，置于卡式

炉中，120 ℃加热萃取，测得水分为 1.72%。

2.2.4　三氟醋酸　按照 USP 43-NF 38“肽中三氟醋

酸的测定”（503.1）[8]，取供试品 25 mg，精密称定，采

用 Waters T3 C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，测

得三氟醋酸的含量为 8.885%。

2.2.5　比旋度　按照 2020 年版《中国药典》四部通

则 0621，取供试品 25 mg，用 1% 的醋酸溶液溶解并

制成 5 mg · mL-1 的溶液，在 20 ℃条件下测定旋光

度，按照无水、无三氟醋酸物计算比旋度，结果比旋度

为 -114.2°。
2.2.6　肽含量　取供试品和门冬氨酸对照品 20 mg，
精密称定，置于锡罐中，密封，置于氮分析仪中测定，

左炉温度 950 ℃，右炉温度 840 ℃；柱温 50 ℃，氧气

流量 250 mL · min-1，以门冬氨酸对照品为外标，计算

3 份样品中氮的含量，以比伐芦定理论分子式计算肽

含量的平均值为 88.82%。

2.2.7　残留溶剂　采用气相色谱法检测供试品合
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成工艺中使用的有机溶剂（甲醇、乙醚、异丙醇、乙

腈）残留量。以 DB-624 毛细管柱（0.53 mm×30 m， 
3.0 μm）为色谱柱，氮气为载气，程序升温（起始温度

为 50℃，维持 7 min，以 10 ℃ · min-1 的速率升温至

200 ℃，保持 10 min），顶空进样，平衡温度 80 ℃，顶

空平衡时间 45 min。采用二甲基亚砜制备质量浓度

为 100 mg · mL-1 的供试品溶液，按外标法以峰面积计

算甲醇含量为 0.002 07%，异丙醇含量为 0.003 09%，

乙醚、乙腈未检出。供试品中残留溶剂的总含量 
为 0.005 2%。

2.2.8　有关物质Ⅰ　采用 Phenomenex AerisTM PEPTIDE  

C18（150 mm×4.6 mm，2.6 μm）色谱柱，以 pH 3.5 的 
0.025 mol · L-1 的磷酸二氧钾水溶液（A）- 乙腈（B） 
为流动相，梯度洗脱（0~50 min，80%A → 78%A；50~ 
70 min，78%A→76%A；70~71 min，76%A → 80%A；71~ 
80 min，80%A），流速 0.6 mL · min-1，检测波长 210 nm， 
柱温 45 ℃。用水配制 [12-20]-BIVA、[Plus-Gly]-BIVA、 
BIVA、[Des-Gly]-BIVA、[β-Asp9]-BIVA 和 [α-Asp9]-
BIVA 质量浓度均为 0.75 μg · mL-1 的系统适用性溶

液，以上 5 种杂质以已知杂质为外标，其他未知杂质

以比伐芦定为外标，计算总杂为 0.397 5%。色谱图

见图 5。

2.2.9　有关物质Ⅱ　色谱条件参照“2.1.2”项下。取

比伐芦定，用水配制质量浓度为 1 mg · mL-1 的供试

品溶液（下同），用水配制 [1-11]-BIVA、[α-Asp9]-
BIVA、[Des-Glu10]-BIVA 和比伐芦定质量浓度均为

0.75 μg · mL-1 的混合对照品溶液，以上 3 种杂质以已

知杂质为外标，其他未知杂质以比伐芦定为外标，计

算总杂为 0.279 1%。色谱图见图 6。
2.2.10　有关物质Ⅲ　采用高效液相色谱法。采用

Waters Xbridge HILIC（4.6 mm×250 mm，5.0 μm）色谱

柱，以 0.04%TFA 的乙腈水溶液 [ 水 - 乙腈（15 ∶ 85）]
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图 5　比伐芦定有关物质Ⅰ色谱图

Fig. 5　Chromatograms of bivalirudin related substance Ⅰ

为流动相 A，0.04%TFA 的乙腈溶液为流动相 B，等
度洗脱，流速 1.2 mL · min-1，检测波长 207 nm，柱温

45 ℃，进样量 5 μL。采用面积归一化法计算总杂为

0.194 5%。色谱图见图 7。
2.3　含量赋值

2.3.1　质量平衡法　根据质量平衡法，采用以下公

式计算比伐芦定的含量：比伐芦定含量 =（100%- 水

分 - 残留溶剂 - 三氟醋酸 - 无机杂质）×（100%- 有

关物质Ⅰ - 有关物质Ⅱ）=（100%-1.72%-0.005 2%-
8.885%-0.000 64%）×（100%-0.397 5%-0.279 1%），
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结果为 88.8%。

2.3.2　肽纯度校正后的肽含量验证　采用肽纯度校

正肽含量法，对质量平衡法赋值结果进行验证，通

过该法计算比伐芦定的含量，计算公式为：比伐芦 
定含量 = 肽含量 ×（100%- 有关物质）=88.82%×

（100%-0.397 5%-0.279 1%），结果为 88.2%。

2.4　均匀性和稳定性考察

比伐芦定原料分装后，随机抽取分装后的 12 支

样品，按照随机序列表顺序进样，以峰面积 / 称样量

为判定指标，采用统计软件 JMP10 进行单因子方差

分析，各瓶间通过均匀性检验，P=0.574 6（＞ 0.05），
最小称样量为 10 mg，该批比伐芦定瓶间均匀性良好。

在 2~8 ℃和 45 ℃条件下进行稳定性试验，将供

试品分别放置 5、10 d，各取样品检测有关物质Ⅱ，

结果见表 3。在 2~8 ℃放置 10 d 时，杂质略有升高； 
45 ℃放置 10 d 时，总杂明显升高。建议可多放置冰

袋 2~8 ℃运输，长期贮存建议参照原料贮藏温度设

定为 -20 ℃。

2.5　引湿性

取供试品 25 mg，精密称定，采用动态水分吸附

仪，随着湿度的增加，测定比伐芦定的增重量。结果

表明：当湿度增加至 80% 时，增重率为 11.09%；湿

度增加至 90% 时，增重率为 17.3%，表明该品种极具 
引湿性。

3　讨论

3.1　HPLC 纯度分析

由于比伐芦定的质量标准尚未统一，各家企业执

行标准中有关物质测定方法有所不同，为了更好地检

出供试品中的杂质，分别考察了质量标准中涉及的 3
种有关物质测定方法。即 pH 3.5 的磷酸盐缓冲液 -
乙腈（有关物质Ⅰ）、pH 6.5 的醋酸盐缓冲液 - 乙腈

（有关物质Ⅱ）的反相色谱分离体系和三氟醋酸水乙

腈的亲水作用色谱分离体系（有关物质Ⅲ）。其中，

有关物质Ⅰ和有关物质Ⅲ分析杂质的类型基本一致，

1. [1-11]-BIVA　2. [α-Asp9]-BIVA　3. BIVA　4. [Des-Glu10]-BIVA
A. 系统适用性溶液（system suitability solution）　B. 供试品溶液（sample solution）
图 6　比伐芦定有关物质Ⅱ色谱图

Fig. 6　Chromatograms of bivalirudin related substance Ⅱ
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A. 系统适用性溶液（system suitability solution）　B. 供试品溶液（sample solution）
图 7　比伐芦定有关物质Ⅲ色谱图

Fig. 7　Chromatogram of bivalirudin related substance Ⅲ

表 3　稳定性考察结果

Tab. 3　The results of stability test
稳定性考察样品

（stability testing sample）
[α-Asp9]-BIVA 的量

（[α-Asp9]-BIVA Content）/%
总杂质

（total impurities）/%

2~8 ℃ 5 d 0．029 2 0．284 1

2~8 ℃ 10 d 0．031 3 0．295 0

45 ℃ 5 d 0．064 5 0．411 3

45 ℃ 10 d 0．106 9 0．556 1

-20 ℃ 0．029 6 0．277 8

鉴于有关物质Ⅲ杂质的分离检出能力较差，最终赋值

时以有关物质Ⅰ和有关物质Ⅱ之和计算。

3.2　稳定性考察

标准物质是控制药品质量实现量值溯源的重要

工具，保证其稳定性十分重要。首批标准物质的稳定

性考察主要是指短期稳定性，即标准物质特性量值在

运输条件下的稳定性，也称作运输稳定性，应确定标

准物质发生显著变化的温度和所选运输条件下能经

受的最长运输时间 [9-10]。该品种原料药的储存温度

是 -20 ℃，为对该标准品的运输条件和用户使用提

供重要的参考依据，考察分装好的比伐芦定半成品

在 2~8 ℃和 45 ℃条件下 10 d 内有关物质的变化，以

评估其稳定性。分析方法主要参照有关物质Ⅱ，选择

对温度敏感的降解杂质 [α-Asp9]-BIVA 作为指征性

杂质，同时也考察了总杂的变化趋势。结果表明：在 
45 ℃放置 5 d 和 10 d 时，稳定性明显发生变化；在 2~ 
8 ℃放置 10 d，稳定性良好，表明比伐芦定对照品可

以在 2~8 ℃条件下进行运输。

3.3　定量赋值方法

合成肽类药物的含量一般是以无水、无反离子

（如醋酸或其他酸）计，以含量测定用对照品为外标

计算主成分的含量，因此，对照品的准确赋值直接关
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系到药品的有效性 [11]。理化检测用药品标准物质量

值测定，选择的定值方法应考虑到其相关的药品标

准和预期用途，原则上应采用质量平衡法赋值。同

时，可选用其他方式对特性量值进行验证 [12-13]。USP 
1503 通则指出，肽含量还可以通过氮元素测定法、凯

氏定氮法或氮化学发光检测法测定，定量核磁共振光

谱法也是测定肽含量的有用工具，但需要选择合适

的内标，且内标的信号需要与肽的信号完全分离 [14]。

但是，由于化合物中氢的化学范围不同，一般药品的
1H 核磁共振谱中会产生多种响应峰，这些峰容易互

相影响，使得样品定量峰选择的条件比较苛刻，也会

使内标物质的选择受到一定的限制 [15]。

在采用质量平衡法对该品种进行赋值时，本文首

次探索性地采用氮分析法对肽含量进行测定，并采用

肽相关杂质分析对所测肽含量进行校正，二者赋值结

果基本一致。

4　结论

本研究按照国家药品标准物质标定的一般技术

要求进行标定，首次采用肽纯度校正后的肽含量进行

验证，目前已通过药品标准物质专家委员会评审并于

2024 年 3 月开始发放，作为鉴别及 HPLC 含量测定

用国家标准品，可以满足产品上市后监督、企业生产

放行及产品质量监测的需求。
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