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ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法检测利伐沙班中痕量基因毒性杂质
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摘要　目的：建立ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法检测利伐沙班中基因毒性杂质（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）
噻吩－２－酰胺和４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯的方法，系统考察影响杂质分离和质谱响应的因素。
方法：采用ＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，３５μｍ）色谱柱，以１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１甲酸铵溶液－甲醇为流

动相，梯度洗脱，流速０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；电喷雾正离子化ＭＲＭ检测。结果：（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟
丙基）噻吩－２－酰胺和４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯质量浓度分别在０００８～３４ｎｇ·ｍＬ－１和０２～３４
ｎｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好，平均回收率（ｎ＝９）分别为９７９％和９８９％，ＲＳＤ分别为０９４％和０６８％；定
量限分别为０００８ｎｇ·ｍＬ－１和０２ｎｇ·ｍＬ－１；１５批利伐沙班样品中基因毒性杂质残留量检测结果均远低于
限度值。结论：该方法灵敏度高，专属性强，可有效检测和控制利伐沙班中痕量基因毒性杂质的含量。

关键词：利伐沙班；基因毒性杂质；液相色谱－质谱联用法；（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）噻吩 －
２－酰胺；４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯
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ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ（ｎ＝９）ｗｅｒｅ９７９％ ａｎｄ９８９％，ＲＳＤｗｅｒｅ０９４％ ａｎｄ０６８％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｏｎｗｅｒｅ０００８ｎｇ·ｍＬ－１ａｎｄ０２ｎｇ·ｍＬ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙｒｅｓｉｄｕｅｄｅｔｅｒｍｉｎａ
ｔｉｏｎｉｎ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆｒｉｖａｒｏｘａｂａｎｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｆａｒｂｅｌｏｗｔｈｅｌｉｍｉｔｖａｌｕｅＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ，ａｎｄｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｄｅｔｅｃｔｔｒａｃｅｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｒｉｖａｒｏｘａｂａｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｉｖａｒｏｘａｂａｎ；ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙ；ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－
ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅ；４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ

　　利伐沙班为 Ｂａｙｅｒ研制的全球首个新型口服抗
凝药［１］，临床上可用于治疗冠状动脉疾病、急性冠心

病、经导管主动脉瓣置换术后抗血栓治疗和预防髋

膝置换术后静脉血栓形成［２－４］。利伐沙班中基因毒

性杂质４－（４－氨基苯基）－３－吗啉酮、５－氯噻
吩－２－甲酰氯和５－氯 －２－酰氯噻吩的检测已有
报道［５－８］，针对工艺相关［９－１０］的（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－
（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺和４－（３－氧
代－４－吗啉基）硝基苯（图１，虚线部分为基因毒性
杂质警示结构）的测定，尚未见报道。本研究结合国

家药典委员会利伐沙班原料药标准修订工作，收集

了７家生产企业１５批样品，根据 ＩＣＨＭ７要求建立
了ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ［１１－１３］测定上述２种杂质的方法。并
基于ＴＴＣ计算方法，根据欧盟药品管理局（ＥＭＥＡ）、
ＦＤＡ和ＩＣＨＭ７［１４－１５］指南，以利伐沙班日最大推荐
量为２０ｍｇ计算，基因毒性杂质的限度为１５μｇ·
ｄ－１÷２０ｍｇ·ｄ－１＝７５μｇ·ｇ－１，将利伐沙班中２个
基因毒性杂质（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－（３－氯 －２－羟丙
基）噻吩－２－酰胺和４－（３－氧代 －４－吗啉基）硝
基苯的限度设定为２０μｇ·ｇ－１进行研究。
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Ａ．（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）噻吩－２－酰胺［（Ｓ）－５－

ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅ］　

Ｂ．４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯［４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）

ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ］

图１　杂质结构式

Ｆｉｇ１　Ｉｍｐｕｒｉｔｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

１　仪器与试药
１１　仪器

ＬＣ－３０ＡＤ高效液相色谱仪、ＬＣ－ＭＳ－８０６０三

重四极杆质谱仪（岛津公司）；ＸＰＥ百万分之一电子
天平（梅特勒－托利多公司）。
１２　试药

甲醇、乙腈为色谱纯（Ｍｅｒｃｋ公司）；水为超纯水
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；甲酸铵为色谱纯（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
公司）。

利伐沙班原料药：批号１３０２１００１Ｃ，由连云港润众
制药有限公司提供；批号Ｄ１０２９１－２０２１０１０１，由江苏中
邦制药有限公司提供；批号ＲＩＣ２１０１００１、ＲＩＣ２１０１００２、
ＲＩＣ２１０１００３，由扬子江药业集团江苏海慈生物药业有
限公司提供；批号 Ａ０００５０、Ａ０００５１、Ａ０００５６，由上海汇
伦江苏药业有限公司提供；批号１４６２１０１０２０１，由南京
正大天晴制药有限公司提供；批号 ２１０３０６、２１０３０７、
２１０３０８，由江苏嘉逸医药有限公司提供；批号 ＤＫ４４－
２００５２６１、ＤＫ４４－２００５２７１、ＤＫ４４－２００５２８１，由上虞京新
药业股份有限公司提供。

对照品（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）
噻吩－２－酰胺（批号６００２－Ｚ６－３６５５－７－Ｓ，含量
９８３％）和４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯（批号
ＦＧ１３０１３９－ＰＷＳ，含量９９６％），由上虞京新药业股
份有限公司提供。

２　方法与结果
２１　液相色谱－质谱条件
２１１　液相色谱条件　采用 ＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８
（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，３５μｍ）色谱柱，柱温４０℃，以１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵溶液 －甲醇为流动相，线性梯度洗
脱（０～１５ｍｉｎ，１０％Ｂ；１５～２０ｍｉｎ，１０％Ｂ→５５％Ｂ；
２０～２１ｍｉｎ，５５％Ｂ→１０％Ｂ；２１～３０ｍｉｎ，１０％Ｂ），流速
０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量２０μＬ，紫外检测波长２５０ｎｍ。
２１２　质谱条件　电喷雾正离子化，ＭＲＭ监测（表
１，图２、３）。雾化气流量为３Ｌ·ｍｉｎ－１，加热气流量为
１０Ｌ·ｍｉｎ－１，接口电压为４ｋＶ，检测电压为２０ｋＶ，ＣＩＤ
为２７０ｋＰａ，接口温度为３００℃，脱溶剂管温度为２５０℃，
加热块温度为４００℃，干燥器流量为１０Ｌ·ｍｉｎ－１。
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表１　定量和定性离子对及采集电压
Ｔａｂ１Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｉｏｎｐａｉｒｓａｎｄａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｖｏｌｔａｇｅｓ

化合物　　　　　
（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　

离子对　　
（ｉｏｎｐａｉｒ）ｍ／ｚ　　　

Ｑ１／Ｖ ＣＥ／Ｖ Ｑ３／Ｖ

（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）噻吩－２－酰胺［（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－
（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅ］

２５３８→１４４９定量（ｑｕａｎｔｉｆｙ） －２５ －２１ －２８

２５３８→７３１ －１９ －５３ －１５

４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯［４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ］ ２２２８→１０５１定量（ｑｕａｎｔｉｆｙ） －２７ －２８ －１９

２２２８→９１３ －１７ －４４ －１８
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Ａ．（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺和４－（３－氧代 －４－吗啉基）硝基苯混合对照品一级 ＭＳ扫描［ｐｒｉｍａｒｙＭＳｓｃａｎｆｏｒ

（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅａｎｄ４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ］　Ｂ．（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－

（３－氯－２－羟丙基）噻吩－２－酰胺 ＭＳ２裂解［（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅＭＳ２ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ］　

Ｃ．４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯ＭＳ２裂解［４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅＭＳ２ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ］

图２　（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）噻吩－２－酰胺对照品溶液和４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯对照品溶液质谱图

Ｆｉｇ２　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｓｏｆ（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄ４－（３－ｏｘｙ－

４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

２２　溶液配制
２２１　稀释剂　以乙腈－水（４０∶６０）为稀释剂。
２２２　供试品溶液　取样品细粉约１０ｍｇ，精密称
定，置１００ｍＬ量瓶中，加入稀释剂使溶解并稀释至

刻度，摇匀，即得。

２２３　混合对照品溶液　取（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－
氯－２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺和４－（３－氧代 －
４－吗啉基）硝基苯的对照品各适量，加入稀释剂



·１０４　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

）　　 　　 　

　　　　

O N

O

NO2

S

Cl

O

S

Cl

N
H

O

Cl

OHCl

m/z 73.1 m/z 253.8 m/z 144.9

Cl

OH

S

Cl

O

  

m/z 222.8 m/z 105.1 m/z 91.3 

 �CH3

 
�NO2

O NH

O

A

B

H+

H+

+

H2N
+

++

�NH2�H2O

��

�

Ａ．（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺［（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅ］　

Ｂ．４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯［４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ］

图３　杂质可能的质谱裂解途径

Ｆｉｇ３　ＭＳｃｌｅａｖａｇｅｐａｔｈｗａｙｏｆｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

使溶解并稀释制成２０ｎｇ·ｍＬ－１的溶液，即得。
２２４　破坏溶液　酸破坏溶液：精密称取利伐沙班
原料药（批号 ＤＫ４４－２００５２６１）约 １０００ｍｇ置
１００ｍＬ量瓶中，加入稀释剂约 ６０ｍＬ使溶解，加
０２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液１ｍＬ，６０℃水浴加热１０ｍｉｎ，
放冷至室温，加入０２ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液１ｍＬ
中和，用稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。碱破坏溶

液：精密称取利伐沙班原料药 （批号 ＤＫ４４－
２００５２６１）约１０００ｍｇ置１００ｍＬ量瓶中，加入稀释剂
约６０ｍＬ使溶解，加 ０２ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液 １
ｍＬ，６０℃水浴加热 １０ｍｉｎ，放冷至室温，加入
０２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液１ｍＬ中和，用稀释剂稀释至
刻度，摇匀，即得。氧化破坏溶液：精密称取利伐沙

班原料药（批号ＤＫ４４－２００５２６１）约１０００ｍｇ置１００
ｍＬ量瓶中，加入稀释剂约６０ｍＬ使溶解，加入３％过
氧化氢溶液１ｍＬ，６０℃水浴加热１０ｍｉｎ，放冷至室
温，用稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。高温破坏溶

液：精密称取利伐沙班原料药 （批号 ＤＫ４４－
２００５２６１）约１０００ｍｇ置１００ｍＬ量瓶中，加入稀释剂
约６０ｍＬ使溶解，１００℃水浴加热３０ｍｉｎ，放冷至室
温，用稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。强光照射破

坏溶液：取利伐沙班原料药（批号 ＤＫ４４－２００５２６１），
于强光下（４５００ｌｘ）照射３ｄ后，精密称取约１０００
ｍｇ置１００ｍＬ量瓶中，加入稀释剂溶解并稀释至刻
度，摇匀，即得。

２３　方法学验证
２３１　方法专属性试验　利伐沙班峰与（Ｓ）－５－
氯－Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺峰和

４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯峰完全分离，利伐
沙班峰对于（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）
噻吩－２－酰胺峰和４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基
苯峰的检测无干扰。取“２２４”项下各破坏溶液、供
试品溶液和混合对照品溶液按“２１１”项下液相色
谱条件分别进样，试验表明，待测的２种基因毒性杂
质峰与利伐沙班主峰完全分离，在酸、碱、氧化、高温

和强光的加速破坏下并未产生能够干扰２种基因毒
性杂质检测的降解产物，见图４。
２３２　线性关系考察　精密称取（Ｓ）－５－氯－Ｎ－
（３－氯－２－羟丙基）噻吩－２－酰胺的对照品１０３７
ｍｇ以及４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯的对照品
９６６ｍｇ，分别置２００ｍＬ量瓶中，加入稀释剂使溶解
并稀释至刻度，摇匀，得每 １ｍＬ中含 （Ｓ）－
５－氯－Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺和
４－（３－氧代 －４－吗啉基）硝基苯均约５０μｇ的混
合对照品储备液；取各对照品储备液，逐级稀释，制

成含（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －
２－酰胺质量浓度分别为３４、３、２４、２（限度值）、１、
０００８ｎｇ·ｍＬ－１的对照品溶液，含 ４－（３－氧代 －
４－吗啉基）硝基苯质量浓度分别为３４、３、２４、２（限
度值）、１、０２ｎｇ·ｍＬ－１的对照品溶液，分别进样分
析，以浓度（Ｘ）为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐标，绘制
标准曲线并进行线性回归，结果（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－
（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺和４－（３－氧
代－４－吗啉基）硝基苯的线性方程分别为
Ｙ＝２００００００Ｘ＋２４３０２　ｒ＝０９９９９
Ｙ＝３１６３３９Ｘ－３９２２２　ｒ＝０９９９９
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Ａ．酸破坏溶液（ａｃｉｄｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｂ．碱破坏溶液（ａｌｋａｌｉｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｃ．氧化破坏溶液（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｄ．高温破

坏溶液（ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｅ．强光破坏溶液（ｓｔｒｏｎｇｌｉｇｈｔｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｆ．供试品溶液（ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｇ．混合对照品溶

液（ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

１．４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯［４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ］　２．（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰

胺［（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅ］

图４　利伐沙班破环试验色谱图

Ｆｉｇ４　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｒｉｖａｒｏｘａｂａｎｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｔｅｓｔ

　　结果表明，（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－（３－氯 －２－羟丙
基）噻吩－２－酰胺和４－（３－氧代 －４－吗啉基）硝
基苯质量浓度分别在０００８～３４ｎｇ·ｍＬ－１和０２～
３４ｎｇ·ｍＬ－１范围内，与峰面积呈良好的线性关系。
２３３　检测限与定量限测定　取“２３２”项下混合
对照品储备液适量，用稀释剂稀释制成质量浓度分

别为０１、０２、０００８、００００８ｎｇ·ｍＬ－１的混合对照
品溶液，进样分析。分别测得（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－
（３－氯－２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺的定量限为
０００８ｎｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝１０１），检测限为 ００００８
ｎｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝３８）；４－（３－氧代 －４－吗啉基）
硝基苯的定量限为０２ｎｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝１１９），检
测限为０１ｎｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝３８）。检测灵敏度可
满足痕量基因毒性杂质的测定要求。

２３４　 回收率试验 　 取样品 （批号 ＤＫ４４－
２００５２６１）约２０ｍｇ，分别置２００ｍＬ量瓶中，共９份，
精密加入限度浓度值５０％、１００％和１５０％ ３个浓度
水平（１、２、３ｎｇ·ｍＬ－１）的（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－（３－
氯－２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺对照品溶液和
４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯对照品溶液并稀
释至刻度，摇匀，即得每个浓度水平３份溶液，进样
分析。结果见表２，（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－（３－氯 －２－
羟丙基）噻吩－２－酰胺和４－（３－氧代 －４－吗啉
基）硝基苯的平均回收率分别为 ９７９％、９８９％，

ＲＳＤ分别为０９４％、０６８％。
２３５　稳定性试验　取（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－
２－羟丙基）噻吩－２－酰胺对照品溶液和４－（３－氧
代－４－吗啉基）硝基苯对照品溶液，分别在０、４、６、
８、１２ｈ进样分析。结果５个时间点峰面积的ＲＳＤ分
别为１２％、１６％，说明溶液１２ｈ内稳定。
２４　样品测定

取利伐沙班 １５批样品细粉各约 １０ｍｇ，按
“２２２”项下方法制备供试品溶液，进样分析。１５批
利伐沙班样品中基因毒性杂质残留量检测结果，均

远低于限度值。结果见表３。
３　讨论
３１　色谱柱的选择

利伐沙班注册标准中有关物质项下液相色谱流

动相Ａ为００２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠缓冲液，流动相
Ｂ为乙腈，考虑到兼容质谱需要使用挥发性的流动
相，将流动相Ａ调整为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵溶液，按
照梯度 １（０～１５ｍｉｎ，５％Ｂ；１５～３０ｍｉｎ，５％Ｂ→
４０％Ｂ；３０～３１ｍｉｎ，４０％Ｂ→７０％Ｂ；３１～３５ｍｉｎ，７０％
Ｂ；３５～３６ｍｉｎ，７０％Ｂ→５％Ｂ；３６～４５ｍｉｎ，５％Ｂ）洗
脱，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，采用色谱柱１［ＢｏｓｔｏｎＧｒｅｅｎ
ＯＤＳＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）］，出峰时间长、
基线波动大并且需要分流。因此将色谱柱１调整为
兼容质谱的细口径色谱柱 ２［ＺＯＲＢＡＸ－ＳＢＣ１８
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　　　　表２　（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）噻吩－２－酰胺和４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯回收率测定结果
Ｔａｂ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｒｅｓｕｌｔｓｏｆ（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅａｎｄ

４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ

化合物　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　

实测浓度

（ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

理论浓度

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）噻吩－２－酰胺 １０１ １０２ ９８６ ９７９ ０９４

［（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ） １００ １０２ ９８２

ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅ］ １０１ １０２ ９８４

２０８ ２０４ １０２０

２００ ２０４ ９７９

２００ ２０４ ９８０

２９２ ３０７ ９５４

２９３ ３０７ ９５６

２９８ ３０７ ９７０

４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯 ０９６ ０９６ １０００ ９８９ ０６８

（４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ） ０９６ ０９６ ９９６

０９４ ０９６ ９７８

１９０ １９２ ９８７

１９１ １９２ ９９５

１９２ １９２ １０００

２８５ ２８９ ９８７

２８３ ２８９ ９９０

２８２ ２８９ ９７６

表３　利伐沙班中基因毒性杂质残留量测定结果
Ｔａｂ３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｒｉｖａｒｏｘａｂａｎ

批号　　　

（ｌｏｔＮｏ．）　　　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（μｇ·ｇ－１）

（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯－２－羟丙基）噻吩－２－酰胺

［（Ｓ）－５－ｃｈｌｏｒｏ－Ｎ－（３－ｃｈｌｏｒｏ－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ）ｔｈｉｏｐｈｅｎｅ－２－ａｍｉｄｅ］

４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯

［４－（３－ｏｘｙ－４－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ）ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅ］

１３０２１００１Ｃ ＮＤ ＮＤ

Ｄ１０２９１－２０２１０１０１ ＮＤ ＮＤ

ＲＩＣ２１０１００１ ＮＤ ＮＤ

ＲＩＣ２１０１００２ ＮＤ ＮＤ

ＲＩＣ２１０３００１ ０１０ ＮＤ

Ａ０００５０ ＮＤ ＮＤ

Ａ０００５１ ＮＤ ＮＤ

Ａ０００５６ ＮＤ ＮＤ

１４６２１０１０２０１ ＮＤ ＮＤ

２１０３０６ ＮＤ ＮＤ

２１０３０７ ＮＤ ＮＤ

２１０３０８ ＮＤ ＮＤ

ＤＫ４４－２００５２６１ ０１２ ＮＤ

ＤＫ４４－２００５２７１ ＮＤ ＮＤ

ＤＫ４４－２００５２８１ ００８ ＮＤ
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（１５０ｍｍ ×２１ｍｍ，３５μｍ）］，流速调整为
０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，其他色谱条件均不变，结果表明
（Ｓ）－５－氯－Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－
酰胺和４－（３－氧代 －４－吗啉基）硝基苯的出峰时
间均缩短１０ｍｉｎ，色谱图基线波动情况得到了明显
改善。

但４－（３－氧代 －４－吗啉基）硝基苯检测的灵
敏度非常低，无法满足作为痕量基因毒性杂质检测

的要求，改变色谱柱后４－（３－氧代－４－吗啉基）硝
基苯峰依然峰形较差、质谱响应较小，因此需要通过

试验不同的洗脱方式、流动相和溶剂，考察对杂质分

离和质谱响应的影响，选择出最佳的检测条件，改善

杂质峰的峰形、分离，提高质谱响应。

３２　洗脱方式的选择
考察等度洗脱［１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵溶液 －乙

腈（６０∶４０）］与梯度洗脱（按梯度１），结果发现（Ｓ）－
５－氯－Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺和
４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯２个杂质的极性
与主成分相差较大，等度洗脱时主峰保留时间合适

而杂质出峰过快，４－（３－氧代－４－吗啉基）硝基苯
在溶剂峰位置出峰，故选择梯度洗脱。

３３　流动相种类的选择
考察不同种类的流动相（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵

溶液－乙腈；０１％甲酸的水溶液 －乙腈；１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１甲酸铵溶液 －甲醇）按“２１１”项下液相色谱条
件进行梯度洗脱。

结果显示，当选择０１％甲酸溶液 －乙腈为流
动相时质谱基线差并且质谱响应不能达到检测灵

敏度的要求；当选择１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵溶液 －甲
醇时，与１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵溶液 －乙腈相比不仅
质谱基线平稳以及质谱响应大幅增加，而且２种杂
质的出峰时间均提前了约 ２ｍｉｎ。其中（Ｓ）－５－
氯 －Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺峰的
质谱响应增加了１倍，４－（３－氧代 －４－吗啉基）
硝基苯峰的质谱响应相较于其他 ２种流动相增加
了１５倍，大大提高了痕量基因毒性杂质检测的灵
敏度。

３４　溶剂的选择
考察了４种不同的溶剂［乙腈 －水（４０∶６０）、乙

腈：水－甲醇（２０∶６０∶２０）、乙腈、甲醇］，结果发现当
溶剂使用乙腈 －水（４０∶６０）时质谱响应最高。使用
不同的溶剂进行试验均不存在明显的基质效应。

在确定了色谱柱、洗脱方式、流动相和溶剂后，

按梯度１的洗脱程序２种基因毒性杂质和利伐沙班
均能在２０ｍｉｎ内洗脱完全，因此可缩短色谱运行时
间，将梯度 １洗脱时间由每针 ４５ｍｉｎ缩短至每针
３０ｍｉｎ，按照梯度 ２（０～１５ｍｉｎ，１０％Ｂ；１５～２０
ｍｉｎ，１０％Ｂ→５５％Ｂ；２０～２１ｍｉｎ，５５％Ｂ→１０％Ｂ；
２１～３０ｍｉｎ，１０％Ｂ）进行实验。
４　结论

本文开发了采用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法检测利伐沙
班中基因毒性杂质（Ｓ）－５－氯 －Ｎ－（３－氯 －２－
羟丙基）噻吩－２－酰胺和４－（３－氧代 －４－吗啉
基）硝基苯的方法，优选了色谱条件和质谱条件，方

法灵敏度高，专属性强，能满足痕量杂质的测定要

求。代表性利伐沙班供试品中大都均未检出（Ｓ）－
５－氯－Ｎ－（３－氯 －２－羟丙基）噻吩 －２－酰胺和
４－（３－氧代 －４－吗啉基）硝基苯 ２个基因毒性
杂质。
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