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摘　要　为了研究甲磺酸达比加群酯的有关物质，本研究合成了 ７个有关化合物，建立了相关的 ＨＰＬＣ检测方法（以
ＸＢｒｉｄｇｅＣ１８为色谱柱，甲醇００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾为流动相梯度洗脱，检测波长为３１０ｎｍ），并对样品的溶解溶剂和进样体
积进行了筛选。结果显示，所建立的ＨＰＬＣ分析方法能使达比加群酯和７个化合物达到完全分离，且重复性好，准确度高，
适用于甲磺酸达比加群酯有关物质的检测。
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　　甲磺酸达比加群酯是新一代口服凝血酶抑制
剂（ＤＴＩｓ），用于预防非瓣膜性房颤患者的卒中和
全身性栓塞。德国 ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍ公司开发
的凝血酶抑制剂达比加群酯胶囊（ｄａｂｉｇａｔｒａｎｅｔｅｘｉ
ｌａｔｅｍｅｓｙｌａｔｅ，商品名Ｐｒａｄａｘａ）于２００８年４月首先
在德国和英国上市，２０１０年１０月１９日又获得美
国ＦＤＡ批准，用于预防人工关节置换术后并发深
静脉血栓形成和肺动脉栓塞。达比加群酯是５０年
来继华法林之后首个上市的全新口服抗凝血

药物［１］。

关于甲磺酸达比加群酯有关物质的检测，仅有

ＵＰＬＣ检测方法的报道［２］。基于目前ＵＰＬＣ使用的
局限性，本研究采用ＨＰＬＣ对甲磺酸达比加群酯的
有关物质进行了研究。

!

　材　料

１１　试　剂
甲醇（色谱纯，美国 Ｍｅｒｃｋ公司）；无水乙醇、
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磷酸二氢钾、磷酸（色谱纯，美国 ＡＣＳ公司）；甲磺
酸达比加群酯杂质Ａ～Ｇ对照品、甲磺酸达比加群
酯对照品（自制，上海现代制药股份有限公司）；水

为娃哈哈纯净水。

１２　仪　器
Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５高效液相色谱仪、Ｗａｔｅｒｓ２４８９紫

外检测器、Ｗａｔｅｒｓ２９９８紫外检测器（美国沃特世公
司）；ＸＳ２０５型天平（瑞士梅特勒托利多公司）。

"

　方　法

２１　杂质分析
在研究甲磺酸达比加群酯过程中，根据文献

［３］报道，结合自身工艺与降解途径，共制定出７种
已知杂质Ａ～Ｇ，并进行了结构确证，见图１。杂质
Ａ、杂质Ｄ为反应中间体，属于工艺杂质；杂质Ｂ、杂
质Ｃ、杂质Ｅ、杂质Ｆ、杂质Ｇ均为可能的降解杂质。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｄａｂｉｇａｔｒａｎｅｔｅｘｉｌａｔｅｍｅｓｙｌａｔｅａｎｄｉｔｓＡＧｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

２２　色谱条件
色谱柱：ＸＢｒｉｄｇｅＣ１８（４６ｍｍ ×２５０ｍｍ，

５μｍ）；流动相 Ａ：００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾缓冲液
（ｐＨ３５）［取磷酸二氢钾１３６ｇ，加水至１０００ｍＬ，
用磷酸调节ｐＨ至３５］，流动相Ｂ：甲醇；线性梯度
洗脱：０ｍｉｎ→１５ｍｉｎ→４０ｍｉｎ，流动相 Ａ∶Ｂ比例为
７５∶２５→４０∶６０→２５∶７５；流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测
波长为３１０ｎｍ，柱温为４０℃；进样量为５μＬ。
２３　系统适用性

精密称取甲磺酸达比加群酯对照品及杂质

Ａ～Ｇ对照品适量，加纯甲醇溶解并稀释制成每毫
升中含杂质Ａ２μｇ、杂质Ｂ２μｇ、杂质Ｃ２μｇ、杂质

Ｄ４μｇ、杂质Ｅ２μｇ、杂质Ｆ２μｇ、杂质Ｇ６μｇ、甲
磺酸达比加群酯２ｍｇ的溶液，５μＬ进液相，记录色
谱图，出峰顺序依次为杂质 Ａ、杂质 Ｂ、杂质 Ｃ、杂
质Ｄ、杂质Ｅ、杂质Ｆ、达比加群酯、杂质Ｇ，杂质Ｆ、
杂质Ｇ与主峰之间分离度应不小于２０，各杂质之
间的分离度应不小于２０；理论塔板数按达比加群
酯计算应不小于５０００。
２４　样品配制

精密称取甲磺酸达比加群酯样品适量，加甲醇

溶解并稀释制成每毫升中含甲磺酸达比加群酯

２ｍｇ的溶液。
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#

　结果与分析

３１　专属性
精密称取甲磺酸达比加群酯对照品及杂质

Ａ～Ｇ对照品适量，加纯甲醇溶解并稀释制成每
１毫升中含杂质Ａ００２ｍｇ、杂质Ｂ００２ｍｇ、杂质Ｃ
００２ｍｇ、杂质Ｄ００４ｍｇ、杂质 Ｅ００２ｍｇ、杂质 Ｆ
００２ｍｇ、杂质Ｇ００６ｍｇ、甲磺酸达比加群酯２ｍｇ
的溶液，５μＬ进液相，在“２２”色谱条件下进行测
定，并平行进样５μＬ的空白溶剂甲醇。结果表明
空白溶剂甲醇对各杂质测定均无影响；７种杂质与
主峰的分离度符合规定，且各杂质之间的分离度也

符合规定（图２）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｉｌｕｅｎｔ（ａ），ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｙｓｔｅｍ
ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｍｉｘｔｕｒｅｏｆｄａｂｉｇａｔｒａｎｅｔｅｘｉｌａｔｅｍｅｓｙｌａｔｅａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉ
ｔｉｅｓＡＧ（ｂ）

３２　线性范围
精密称取甲磺酸达比加群酯杂质 Ａ对照品

２０ｍｇ、杂质Ｂ对照品２０ｍｇ、杂质Ｃ对照品２０ｍｇ、
杂质 Ｄ对照品４０ｍｇ、杂质 Ｅ对照品２０ｍｇ、杂质
Ｆ对照品２０ｍｇ、杂质Ｇ对照品６０ｍｇ置１０ｍＬ量
瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀作为杂质

对照品母液；精密量取各杂质对照品母液１ｍＬ，
置１００ｍＬ量瓶中，甲醇稀释定容，摇匀作为浓度

为１０００％的线性溶液（限度浓度为１００％），依次
稀释成２００％、１００％、７５％、５０％、２０％浓度溶液，
分别进样５μＬ，以质量浓度 ｃ（μｇ／ｍＬ）对峰面积
Ａ进行线性回归，得标准曲线方程，结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｎｅａｒｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄａｂｉｇａｔｒａｎｅｔｅｘｉｌａｔｅｍｅｓｙｌａｔｅ

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ
Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｒａｎｇｅ／

（μｇ／ｍＬ）
Ｔｙｐｉｃａｌｓｔａｎｄａｒｄ　

ｃｕｒｖｅ　
ｒ

ＩｍｐＡ ００００４００２ Ａ＝１２４３７ｃ－７８４６ １００００
ＩｍｐＢ ００００４００２ Ａ＝１１６９９ｃ－２０３８９ １００００
ＩｍｐＣ ００００４００２ Ａ＝４５１４ｃ＋２３０ １００００
ＩｍｐＤ ００００８００４ Ａ＝１２７６６ｃ－８８０５ ０９９９９
ＩｍｐＥ ００００４００２ Ａ＝５２３４ｃ－１４５５１ ０９９９９
ＩｍｐＦ ００００４００２ Ａ＝９８３２ｃ＋２９８５ １００００
ＩｍｐＧ ０００１２００６ Ａ＝１１３１８ｃ－７０３８ １００００

３３　精密度（重复性）
精密称取甲磺酸达比加群酯样品 ２０ｍｇ置

１０ｍＬ量瓶中，加入“３２”项下线性范围下浓度为
１０００％的溶液１ｍＬ，甲醇溶解并定容至刻度，平
行配制 ６份，进样 ５μＬ，甲磺酸达比加群酯杂质
Ａ～Ｇ峰面积 ＲＳＤ（％）分别为 １７３、０８６、２３４、
１５８、０９４、２３２和１１３。
３４　准确度

精密称取甲磺酸达比加群酯样品 ２０ｍｇ置
１０ｍＬ量瓶中，分别加入“３２”项线性范围下浓度
为１０００％的线性溶液０５、１０、１５ｍＬ，加甲醇溶
解定容至刻度，配制成５０％、１００％、１５０％浓度的
溶液（限度浓度为 １００％），每个浓度平行配制
３份，作为回收率溶液；另取 １０００％的线性溶液
１０ｍＬ置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释定容，作为杂
质混合对照溶液。按外标法进行回收率测定，甲磺

酸达比加群酯杂质 Ａ～Ｇ的回收率（％）分别为
９７５８（ＲＳＤ＝３１２％）、９７７８（ＲＳＤ＝３３１％）、
１０１４１（ＲＳＤ＝２７５％）、９６７５（ＲＳＤ＝３３７％）、
１０１２９（ＲＳＤ＝３２１％）、９７５７（ＲＳＤ＝３３２％）、
９７４６（ＲＳＤ＝３５６％）。
３５　样品检测

按照“２２”项下色谱条件，取３批样品测定有
关物质，结果见表２。

Ｔａｂｌｅ２　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆｄａｂｉｇａｔｒａｎｅｔｅｘｉｌａｔｅｍｅｓｙｌａｔｅｂｙＨＰＬＣ

ＢａｔｃｈＮｏ ＩｍｐＡ／％ ＩｍｐＢ／％ ＩｍｐＣ／％ ＩｍｐＤ／％ ＩｍｐＥ／％ ＩｍｐＦ／％ ＩｍｐＧ／％ Ｍａｘｉｍｐ／％ Ｔｏｔａｌｉｍｐ／％
１５０６００１ ＮＤ ００３ ＮＤ ０１２ ＮＤ ＮＤ ０１４ ００４ ０４６
１５０７００１ ＮＤ ００４ ＮＤ ００６ ＮＤ ＮＤ ０１５ ００５ ０３８
１５０７００２ ＮＤ ００３ ＮＤ ００４ ＮＤ ＮＤ ０１２ ００５ ０３５

ＮＤ：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ
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　讨　论

４１　溶解溶剂和进样体积的选择
在甲磺酸达比加群酯有关物质检测方法建立

的初期，由于甲磺酸达比加群酯在水和甲醇中均不

稳定，短时间内会生成降解杂质，故初步选择无水

乙醇作为溶解溶剂配制杂质溶液。在“２２”项下
色谱条件，色谱图中保留时间最靠前的 ２个杂质
峰：杂质Ａ、杂质Ｂ色谱峰均发生分裂，直接影响杂
质之间的分离度及含量测定，色谱图见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＡ，Ｂｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎ
ｅｔｈｙｌａｌｃｏｈｏｌａｂｓｏｌｕｔｅ

经文献查阅，出现裂峰的情况有可能是溶剂选

择不当引起的。文献指出，在反相色谱系统里，溶

剂强度由小到大顺序依次为：水、甲醇、乙腈、乙醇、

四氢呋喃、丙醇、二氯甲烷［４］。如果样品溶剂的洗

脱强度比流动相强时，可能会造成色谱峰的展宽或

分叉。之后将溶解溶剂换为甲醇，杂质 Ｂ峰型正
常，但杂质Ａ峰仍然峰型不佳，色谱图见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＡ，Ｂｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎ
ｍｅｔｈａｎｏｌ

文献中亦提到，进样体积较大时强溶剂的影响

更为明显［５］。后将纯甲醇溶解的杂质 Ａ溶液进样

体积降为５μＬ，其他色谱条件均不改变，与进样体
积为２０μＬ时的色谱图进行对比，结果表明进样体
积为２０μＬ时，杂质 Ａ峰型不佳，而进样体积为
５μＬ时，峰型正常，色谱图见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＡｗｉｔｈｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ

试验证明，杂质Ａ、杂质 Ｂ在最初的色谱条件
下出现裂峰和峰型不佳的情况确实是因为溶剂选

择不当引起的。经过重新筛选合适的溶剂和缩小

进样体积，可使产生溶剂效应的峰的峰型和柱效均

达到最佳。

４２　结　论
本研究采用 ＨＰＬＣ法建立了甲磺酸达比加群

酯有关物质的检测方法，通过方法学验证，所有的

杂质与达比加群酯均达到基线分离，方法重复性

好、准确度高、能正确检测甲磺酸达比加群酯的有

关物质。相比于文献报道的ＵＰＬＣ方法［２］，本文的

ＨＰＣＬ检测方法更具有通用性，且在研究过程中发
现，ＵＰＬＣ方法采用乙腈系统进行梯度洗脱容易在
主峰处产生残留，影响检测结果。本实验采用甲醇

系统，可解决主药在进样系统中容易残留的问题。
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