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达沙替尼的合成工艺优化···························王洪刚，费  凡，张乃华，潘高峰，张贵民*
Improved Synthetic Process of Dasatinib····································································
················································WANG H G, FEI F, ZHANG N H, PAN G F, ZHANG G M*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.005
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The purity of the product was 99.95%, and the total yield was 83.16% 
(based on 2).The improved process had been verified by pilot test.

This process avoided this double substituted impuritiy in the 
conventional process.
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(S)-2-[(芴甲氧羰基)氨基]-5-[(叔丁氧羰基)氨基]-4,4-二氟戊酸的合成··························
····················································································王  迪，刘海侠，傅  磊*
Synthesis of (S)-2-[(Fluorenylmethoxycarbonyl)amino]-5-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-4,4-
difluoropentanoic acid···························································WANG D, LIU H X, FU L*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.006
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5- 氯-2-(3- 氯甲基-1,2,4- 三唑-4- 基) 二苯酮氯乙酸盐的合成·········································
····························································范  钢，仲  慧，高浩凌，卢时湧，钱秀萍*
Synthesis of 5-Chloro-2-(3-chloromethyl-1,2,4-triazol-4-yl)dibenzophenone Chloroacetate·········
··························································FAN G, ZHONG H, GAO H L, LU S Y, QIAN X P*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.007
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邻氨基苯甲酸对达托霉素发酵的影响············徐  鲁，卢雪欢，张建斌，李继安，林惠敏*
Effect of Anthranilic Acid on Fermentation of Daptomycin··············································
·······························································XU L, LU X H, ZHANG J B, LI J A, LIN H M*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.008
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CD47 胞外区蛋白的真核表达与多克隆抗体的制备······················································
····························································朱中松，赵丽丽，王玲玲，张贵民，刘  忠*
Eukaryotic Expression of CD47 Extracellular Domain Protein and Preparation of Polyclonal Antibody
····················································ZHU Z S, ZHAO L L, WANG L L, ZHANG G M, LIU Z*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.009
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大孔树脂-正相硅胶柱色谱法制备闹羊花二萜有效部位·················································
····························································姚禹民，房  鑫，张继全，阮克锋，梁  爽*
Preparation of Diterpenoid Fraction from Fruits of Rhododendron molle G. Don by Macroporous 
Resin Combined with Normal-phase Silica Gel Column Chromatography·······························
····················································YAO Y M, FANG X, ZHANG J Q, RUAN K F, LIANG S*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.010
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It is the first time to report the preparation process of diterpenoid fraction from fruits of Rhododendron 
molle G. Don which takes rhodojaponin Ⅲ & Ⅳ as the indexes with purity no less than 50%.
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琥珀布考固体分散体的制备及其Beagle犬体内药物动力学研究······································
····························································王  菁，王  瑶，张  磊，张志文，李又欣*
Preparation of Succinobucol Solid Dispersion and Its Pharmacokinetics in Beagle Dogs··············
·······················································WANG J, WANG Y, ZHANG L, ZHANG Z W, LI Y X*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.011
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蛋白药物相转化微针的浸泡吸附制备法·····················董晓陶，吴  飞，尹  芹，金  拓*
Phase-transition Microneedle Patches Loaded with Protein Drugs via Impregnation··················
··············································································DONG X T, WU F, YIN Q, JIN T*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.12.012
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ERP+CSV在制药企业中的实施应用··············陆振宇，徐秀卉，徐  蓉，沈  忱*，章欢明
Implementation and Application of ERP&CSV in Pharmaceutical Manufacturers····················
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利伐沙班 (rivaroxaban，商品名 Xarelto) 是由拜

耳公司和强生公司联合研制的口服抗凝药，2011 年

7 月获得美国 FDA 批准上市，是全球第一个直接抑

制Ⅹ a 因子的口服抗凝药，市场前景广阔 [1—3]。其

主要工艺合成路线是以 4-(4- 氨基苯基 )吗啉 -3- 酮
和 (S)-N- 缩水甘油邻苯二甲酰亚胺为原料，经胺解、

环合、肼解、酰化，再经重结晶精制获得 [4—11]。

利伐沙班有关物质的 HPLC 测定
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摘要：建立了高效液相色谱法检测利伐沙班中的有关物质。采用 Ultimate LP C18 色谱柱，以磷酸二氢钠溶液 (pH 5.5) ∶

乙腈为流动相，线性梯度洗脱，检测波长 250 nm。在本色谱条件下，利伐沙班与 8 个有关物质均能达到基线分离。利伐

沙班与有关物质 1、3、4、5、8 在 0.1 ～ 2.5 µg/ml 浓度范围内线性良好，定量限和检出限分别为 0.05 和 0.02 µg/ml，加

样回收率为 97.9％～ 104.3％，RSD 为 1.12％～ 1.78％ (n=9)。本方法专属性好、准确度高、重现性好，可有效检测利伐

沙班中的有关物质，为其质量控制提供参考。
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Determination of the Related Substances in Rivaroxaban by HPLC

YIN Xiue1, HU Xiaoyan2, HOU Defen1, ZHANG Jiayue1, DONG Qiao2

(1. Shenyang SYRICI Testing Co., Ltd., Shenyang 110021; 2. Liaoning Grand Nuokang Biopharmaceutical Co., Ltd., Shenyang 110171)

ABSTRACT: An HPLC method was established for the determination of the related substances in rivaroxaban. 
An Ultimate LP C18 column was used, with the mobile phase of sodium dihydrogen phosphate solution(adjusted to 
pH 5.5)∶acetonitrile by gradient elution, at the detection wavelength of 250 nm. Rivaroxaban and its 8 related substances 
could achieve baseline separation under this chromatographic condition. Rivaroxaban and related substances 1, 3, 4, 5, 
8 were linear in the range of 0.1 - 2.5 µg/ml. The quantitation limits of the related substances were 0.05 µg/ml, and the 
detection limits were 0.02 µg/ml. The average recoveries of the related substances were between 97.9％ and 104.3％,
with RSDs(n=9) between 1.12％ and 1.78％. This method has good specificity, high accuracy and reproducibility, and 
it is suitable for the determination of related substances in rivaroxaban, which provides a reliable method for the quality 
control of the drug.

Key Words: rivaroxaban; related substance; content determination; HPLC

结合上述工艺路线和可能的降解产物分析，利伐沙

班可能存在的有关物质主要有 8 种，详见表 1。
目前行业内对于利伐沙班有关物质的检测大都

采用国家进口注册标准方法 [12]，该方法只对表 1

中的有关物质 4 和 7 进行控制；也有文献报道利伐

沙班有关物质的检测方法 [13—15]，但均未对有关物

质 2、3、6、7 进行控制，且经实际验证使用现有

检测方法测定有关物质 1 ～ 4 时均存在保留时间短、

分离度差、峰形不佳、重现性不好、基线干扰等问题。

本研究建立了利伐沙班有关物质的 HPLC 测定

法，可以有效解决上述问题，并通过方法学验证证
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明该方法可为利伐沙班的质量研究提供参考。

1   仪器与试药

1260 型高效液相色谱仪 (美国 Agilent 公司 )。

利伐沙班原料药 ( 照文献自制 [4]，批号 170205、

170428 和 170606) ；利伐沙班片剂 (照文献自制 [16]，批号

170316) ；有关物质对照品 1 ～ 5 和 7( 含量大于 98.0％ )和

利伐沙班对照品 (含量 99.7％ )(加拿大 TLC Pharmaceutical 

Standards Ltd.) ；有关物质 6 和 8( 加拿大 Toronto Research 

Chemicals 公司，含量大于 98％ )；乙腈 ( 色谱纯 )，磷酸

二氢钠二水合物 ( 药检专用 )，其他试剂均为分析纯，水为

自制超纯水。

2   方法与结果

2.1   色谱条件

色谱柱 Ultimate LP C18 柱 (4.6 mm×250 mm，

5 µm) ；预柱 岛津 Ghost Trap DS 杂质捕集小柱

(7.6 mm×30 mm，安装于泵液系统之后、进样器之

前 )；流动相 A 磷酸二氢钠溶液 (取磷酸二氢钠二

水合物 1.56 g，溶于水 1 L 中，加 0.5 mol/L 氢氧化

钠溶液调至 pH 5.5)，B 乙腈，线性梯度洗脱 (0—

表 1   利伐沙班有关物质列表

Tab.1   List of the Related Substances of Rivaroxaban
有关物质 结构式 化学名 推测来源

1 O N

O

N O
NH2

O

HCl
(R)-4-[4-[5-(氨甲基)-2- 唑烷-3-基]苯基]吗啉-3-酮盐酸盐 降解/中间产物

2 O N

O

NH2
4-(4-氨基苯基)吗啉-3-酮 起始原料

3 SCl
COOH 5-氯噻吩-2-羧酸 起始原料/降解

4 O N

O

N O H
N

O

NH
O

N
O

N O

O O 1,3-二-[[2-氧代-3-[4-(3-氧代吗啉-4-基)苯基]-1,3- 唑烷-5-
基]甲基]脲

副产物

5
N

O

O HN N O

O

HO
(R)-2-[2-羟基-3-[[4-(3-氧代吗啉)苯基]氨基]丙基]异吲哚-1,3-二酮 中间产物

6 N

OO

O

(S)-2-(环氧乙烷-2-基甲基)异吲哚-1,3-二酮 起始原料

7 ON

O

NO
N

O

O

O

2-[[(5S)-2-氧代-3-[4-(3-氧代-4-吗啉基)苯基]-5- 唑烷基]甲基]-
1H-异吲哚-1,3(2H)-二酮

中间产物

8 O N

O

N O H
N

O

O

S
Cl

Cl

4,5-二氯-N-[[(5S)-2-氧代-3-[4-(3-氧代-4-吗啉基)苯基]-5- 唑烷

基]甲基]-2-噻吩酰胺
副产物

5 min，B 5 ％；5—18 min，B 5 ％—51 ％；18—
25 min，B 5％ )；检测波长 250 nm ；柱温 35 ℃；

流速 1.0 ml/min ；进样量 5 µl。
2.2   溶液的制备

混合溶剂：流动相 A ∶流动相 B(50 ∶ 50)。
利伐沙班对照品溶液：精密称取利伐沙班对照

品约 25 mg，置 50 ml 量瓶中，加入混合溶剂溶解

并定容，摇匀，作为利伐沙班对照品溶液。

有关物质对照品贮备溶液：精密称取有关物质

1 ～ 8 对照品各约 25 mg，分别置 50 ml 量瓶中，加

入混合溶剂溶解并定容，摇匀，制得 0.5 mg/ml 的
有关物质对照品贮备溶液。 

分离度溶液 ：精密称取利伐沙班原料药约

25 mg，置 50 ml 量瓶中，再精密量取各有关物质对

照品贮备溶液 0.5 ml，用混合溶剂溶解并定容，摇匀，

作为分离度溶液。

供试品溶液 ：精密称取利伐沙班原料药约

25 mg，置 50 ml 量瓶中，加入混合溶剂溶解并定容，

摇匀，作为供试品溶液。



中国医药工业杂志  Chinese Journal of  Pharmaceuticals 2019, 50(12)                                           ·    ·1489

片剂供试品溶液：取利伐沙班片剂，研成均匀

粉末，精密称取粉末适量（含利伐沙班约 25 mg），
置 50 ml 量瓶中，加入适量混合溶剂超声溶解，放冷

至室温，用混合溶剂定容，摇匀，必要时用 0.45 µm

滤膜过滤，备用。

2.3   色谱峰定位试验

精密吸取各有关物质对照品贮备液、供试品溶

液及分离度溶液各 5 µl，注入液相色谱仪，照“2.1”
项下色谱条件进行测定，记录色谱图 (图 1)，可见

各有关物质均能得到良好的分离。

2.4   专属性试验

精密称取利伐沙班原料药适量，分别进行酸(加

入 2 ml 的 1 mol/L 盐酸溶液，85 ℃加热 40 min)、
碱 ( 加入 2 ml 的 1 mol/L 氢氧化钠溶液，85 ℃加

热 10 min)、氧化 (加入 2 ml 的 5％过氧化氢溶液，

85 ℃加热 60 min)、高温 (100 ℃加热 24 h)、光照

[(4 500±500)lx 照射 15 d] 破坏，其中酸碱破坏后

样品须中和，然后照“2.2”项下方法制备供试品溶

液，作为强降解产物溶液。

取上述 5 种强降解产物溶液注入液相色谱仪，

照“2.1”项色谱条件进行测定。结果表明，利伐

沙班在高温和光照条件下较稳定，图谱中未见新的

降解产物峰，但经酸、碱、氧化破坏后的主要降解

产物与主成分之间均有较好的分离度 ( 色谱图见图

2)，所有降解试验物料平衡率为 95.3％～ 103.7％。

2.5   线性试验

精密量取利伐沙班对照品溶液及其有关物质

1、3、4、5、8 对照品贮备溶液各 5.0 ml，置同一

100 ml 量瓶中，用混合溶剂定容，摇匀，作为有关

物质线性贮备溶液。

A B
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图 1   分离度溶液和供试品溶液 HPLC 色谱图

Fig.1   HPLC Chromatograms of Separation Solution and Test Solution
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图 2   破坏性试验 HPLC 色谱图

Fig.2   HPLC Chromatograms of Stress Test



·    ·                                            中国医药工业杂志  Chinese Journal of  Pharmaceuticals 2019, 50(12)1490

精密量取上述有关物质线性贮备溶液 0.2、0.5、
1.0、2.0、5.0 ml，分别置 50 ml 量瓶中，用混合溶

剂定容，摇匀，作为有关物质线性溶液。

精密量取各有关物质线性溶液 5 µl，注入液相

色谱仪，照“2.1”项下色谱条件测定，记录色谱图。

采用最小二乘法以峰面积 (A) 对质量浓度 (c) 进行

线性回归，结果显示线性关系良好。取最低浓度的

有关物质线性溶液，用混合溶剂逐级稀释，测得有

关物质的定量限 (LOQ) 与检出限 (LOD)，将定量

限浓度样品重复进样 5 次，RSD 均小于 5％。结果

见表 2。
2.6   回收率试验

精密称取利伐沙班原料药约 25 mg，置 50 ml

量瓶中，分别精密量取“2.5”项下有关物质线性贮

备溶液 0.1、1.0、5.0 ml，加入混合溶剂溶解并定容，

摇匀，配制成低、中、高浓度的回收率试验溶液，

每个浓度平行制备 3 份，分别进样测定。结果有关

物质 1、3、4、5、8 的平均回收率分别为 98.6％、

97.9％、101.6％、99.0％和 104.3％，RSD(n=9) 分
别为 1.42％、1.36％、1.12％、1.78％和 1.69％。

2.7   重复性和溶液稳定性试验

精密称取利伐沙班原料药约 25 mg，置 50 ml

量瓶中，精密量取“2.5”项下有关物质线性贮备溶

液 1.0 ml，加入混合溶剂溶解并定容，摇匀，平行

制备 6 份样品，作为重复性试验样品溶液，分别进

样测定。结果有关物质 1、3、4、5、8 含量的 RSD

分别为 0.78％、0.69％、0.57％、0.82％和 0.67％，

表明方法重复性良好。

取上述重复性试验样品溶液 1 份，分别于 0、2、
4、8、12、24 h 测定，结果主峰面积的 RSD(n=6)

为 0.79％，各有关物质峰面积的 RSD 均小于 1.0％，

且无新的有关物质检出，表明供试品溶液在室温条

件放置 24 h 稳定。

2.8   耐用性试验

取供试品溶液和分离度溶液分别进样测定，以

色谱峰的分离度和各有关物质的含量和个数为指

标，分别考察了不同型号色谱柱 [YMC-Pack ODS-
AL C18 柱 (4.6 mm×250 mm，5 µm) 和 Agilent 
ZORBAX SB-C18 柱 (4.6 mm×250 mm，5 µm)]、流

速 (0.8 和 1.2 ml/min)、流动相 pH 值 (5.0 和 6.0)
等条件变化对检测结果的影响。结果表明，上述考

察项目均不影响检测结果。

2.9   样品测定

取 3 批 利 伐 沙 班 原 料 药 ( 批 号 170205、
170428、170606) 和 1 批利伐沙班片剂供试品溶液

(批号 170316)，按“2.2”项方法制备供试品溶液

和片剂供试品溶液，进样测定，按外标法计算主成

分和已知有关物质含量，按主成分自身对照法计算

未知有关物质含量，检测结果见表 3。

表 3   各批供试品检测结果

Tab.3   The Result of Each Sample

批号
含量/％

1 3 4 5 8 未知杂质 利伐沙班

170205 -1) -1) 0.01 0.02 0.03 0.02 99.4

170428 -1) -1) 0.01 0.02 0.02 0.02 99.7

170606 -1) -1) 0.01 0.02 0.03 0.01 99.6

170316 -1) -1) 0.01 0.02 0.02 0.02 99.2

注：1)未检出

3   讨论

本研究是在现有文献基础上进行的方法改进 [12]。

表 2   利伐沙班及其有关物质的线性试验及 LOQ、LOD 结果

Tab.2   Linearities, LOQs and LODs for Rivaroxaban and Its Related Substances
成分 线性回归方程 浓度范围/µg·ml-1 LOQ/µg·ml-1 LOD/µg·ml-1

1 A=1.500×104c-219.5，r²=0.999 5 0.1～2.5 0.05 0.02
3 A=1.624×104c+119.6，r²=0.999 7 0.1～2.5 0.05 0.02
4 A=1.320×104c-109.5，r²=0.999 4 0.1～2.5 0.05 0.02
5 A=0.934×104c+2297，r²=0.999 5 0.1～2.5 0.05 0.02
8 A=1.148×104c+3060，r²=0.998 8 0.1～2.5 0.05 0.02

主成分 A=1.621×104c+19.67，r²=0.998 0 0.1～2.5 0.05 0.02
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采用现有方法分析利伐沙班分离度溶液，得到的图

谱基线干扰较多，保留时间短的色谱峰峰形和分离

度均不好。本研究改进的依据和优势主要基于以下

几个方面：①采用了一类特殊的端基不封尾的 C18

色谱柱，该类色谱柱由于固定相上残存硅醇基的二

级作用，提供了与常规端基封尾色谱柱不同的色谱

选择性，尤其适用于分离在普通 C18 柱上保留时间

比较短的化合物；另外，该类色谱柱由于残存硅醇

基的存在，比端基封尾色谱柱更耐水，可避免由于

封尾小基团水解而导致的色谱柱不稳定，因此本研

究采用的色谱柱在高比例水性流动相条件下的使用

寿命更长、性能更稳定。②结合待测有关物质的结

构特性，将流动相 pH 值调节为弱酸性，改变了色

谱峰保留行为，分离度更好。③通过调整梯度洗脱

起始有机相比例及洗脱程序，延长了待测有关物质

与固定相的相互作用时间。④使用混合溶剂，减少

了溶剂效应对峰形的影响。⑤使用杂质捕集小柱，

不影响样品在色谱系统中的洗脱和响应，能够有效

排除空白溶剂干扰，避免手动扣除或软件自动扣除

空白溶剂峰时的结果误差。

本试验所述有关物质主要分为 3 大类：有关物

质 1、3 为降解杂质，有关物质 1、2、3、5、6、7

为起始原料或合成中间体，有关物质 4 和 8 为合成

副产物，其中有关物质 1 和 3 既是起始原料又是降

解产物。再结合利伐沙班的合成工艺和多批样品检

测结果，将有关物质 1、3、4、5、8 在最终产品中

控制，其他杂质进行过程控制。

自制利伐沙班原料药中各有关物质含量均小于

0.1％，利伐沙班片中未见降解杂质增加，说明适宜

条件下贮存，自制利伐沙班质量和稳定性均良好。
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