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摘　 要　 目的： 建立测定注射用比伐芦定含量和有关物质的 ＨＰＬＣ 方法。 方法： 方法采用 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ ＸＢ⁃Ｃ１８（１５０
ｍｍ×４．６ ｍｍ，２．６ μｍ）色谱柱，以三氟乙酸⁃水⁃四氢呋喃⁃乙腈（２ ∶ ８００ ∶ １００ ∶ １００）为流动相，流速０．６ ｍｌ·ｍｉｎ－１，柱温 ５０℃ ，检
测波长 ２１０ ｎｍ，进样体积 １０ μｌ。 结果： 在该色谱条件下，主峰与有关物质均能得到良好分离，主峰和各有关物质在测定的浓

度范围内线性关系良好（ ｒ 值范围０．９９９ １ ～ １．０００ ０）；比伐芦定和 ５ 种有关物质（ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩ⁃
ＶＡ、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ、Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ）的检测限分别为０．２３８ ９，０．１６６ ４，０．２９７ ３，０．３０９ １，０．３１２ ７，０．４１０ ７μｇ·ｍｌ－１，平均回收

率分别为９９．８％，９９．６％，９９．１％，９３．１％，９７．５％，１０２．３％，ＲＳＤ 分别为０．６％，４．１％，２．７％，３．４％，４．３％，１．７％（ｎ＝ ９～ １２）。 结论： 该

方法重复性好、专属性强，可以更加有效控制注射用比伐芦定的质量。
关键词　 高效液相色谱法；注射用比伐芦定；含量；有关物质
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　 　 比伐芦定（ｂｉｖａｌｉｒｕｄｉｎ）是美国食品药品管理局

（ＦＤＡ）批准的新型胃肠外抗凝药［１］ ，是由 ２０ 个氨

基酸组成的多肽，氨基酸序列为： Ｄ⁃Ｐｈｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ａｒｇ⁃
Ｐｒｏ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｓｎ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｓｐ⁃Ｐｈｅ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｉｌｅ⁃
Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｔｙｒ⁃Ｌｅｕ，相对分子质量为 ２ １８０［２］ 。 注

射用比伐芦定是一种冻干粉针剂，临床用于经皮冠

状动脉介入术（ＰＣＩ）中的抗凝治疗，与常规肝素相

比，注射用比伐芦定用于 ＰＣＩ 术中起效更快、效果更

强［３］ ，且显著降低大出血风险［４～６］ 。 国内外各大权

威指南对比伐芦定有较高的推荐级别［７］ 。 目前，中
国药典和美国药典（ＵＳＰ）均未收载注射用比伐芦定

的质量标准， 仅有一个论坛标准 ＰＦ Ｏｎｌｉｎｅ ４８
（２） ［８］ 。 该标准采用醋酸钠缓冲溶液在 ２１５ｎｍ 进行

梯度洗脱，仅定性了 ３ 个杂质碎片 （ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ［ １⁃
１１］、Ｆｒａｇｍｅｎｔ［２⁃２０］和［Ａｓｐ９］⁃ｂｉｖａｌｉｒｕｄｉｎ），有关物

质种类不全面，而且由于合成工艺不同，产生的有关

物质也不完全相同。 本文通过对所测比伐芦定样品

杂质谱研究，确定 ５ 种可能存在的有关物质，分别是

ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｂｅ⁃
ｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ、Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ，其氨基酸序列见

表 １。建立 ＨＰＬＣ 法同时测定注射用比伐芦定的含

量及有关物质的方法，以用于其质量控制。
１　 仪器与试药

岛津 ＬＣ⁃２０Ａ 型高效液相色谱仪、安捷伦 １２６０
型高效液相色谱仪；梅特勒托利多 ＸＳＥ１０５ＤＵ 型电

子天 平、 ＭＥ１０４Ｅ 电 子 天 平、 赛 多 利 斯 ＳＥＣＵ⁃
ＲＡ２２５Ｄ⁃１ＣＮ 型电子天平。

比伐芦定对照品（成都圣诺生物制药有限公司

提供， 批号： Ｃ１⁃００６ ／ Ｄ１８０１Ｆ０２， 含量 ９０．１％ ）； ＢＩ⁃
ＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ 对照品（批号：Ｃ１⁃００６ａ ／ Ｄ１７０１Ｆ０４，含
量８７．２％）、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品 （批号：Ｃ１⁃００６ｂ ／
Ｄ１９０２Ｆ０１，含量８２．１％）、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品 （批
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　 表 １　 注射用比伐芦定中各有关物质氨基酸序列

及分子式

名称 氨基酸序列 分子式

ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃
ＢＩＶＡ

Ｐｈｅ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｉｌｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｔｙｒ⁃Ｌｅｕ⁃
ＯＨ Ｃ５５Ｈ７７Ｎ９Ｏ１９

Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃
ＢＩＶＡ

Ｄ⁃Ｐｈｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ａｒｇ⁃Ｐｒｏ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃
Ｇｌｙ⁃Ａｓｎ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｓｐ⁃Ｐｈｅ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｉｌｅ⁃Ｐｒｏ⁃
Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｔｙｒ⁃Ｌｅｕ⁃ＯＨ

Ｃ１００Ｈ１４１Ｎ２５Ｏ３４

Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃
ＢＩＶＡ

Ｄ⁃Ｐｈｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ａｒｇ⁃Ｐｒｏ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｓｎ⁃
Ｇｌｙ⁃Ａｓｐ⁃Ｐｈｅ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｉｌｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃
Ｔｙｒ⁃Ｌｅｕ⁃ＯＨ

Ｃ９６Ｈ１３５Ｎ２３Ｏ３２

Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９ ⁃
ＢＩＶＡ

Ｄ⁃Ｐｈｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ａｒｇ⁃Ｐｒｏ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃β⁃
Ａｓｐ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｓｐ⁃Ｐｈｅ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｉｌｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ⁃
Ｇｌｕ⁃Ｔｙｒ⁃Ｌｅｕ⁃ＯＨ

Ｃ９８Ｈ１３７Ｎ２３Ｏ３４

Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９ ⁃
ＢＩＶＡ

Ｄ⁃Ｐｈｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ａｒｇ⁃Ｐｒｏ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃α⁃
Ａｓｐ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｓｐ⁃Ｐｈｅ⁃Ｇｌｕ⁃Ｇｌｕ⁃Ｉｌｅ⁃Ｐｒｏ⁃Ｇｌｕ⁃
Ｇｌｕ⁃Ｔｙｒ⁃Ｌｅｕ⁃ＯＨ

Ｃ９８Ｈ１３７Ｎ２３Ｏ３４

号：Ｃ１⁃００６ｃ ／ Ｄ１７０１Ｆ０３，含量８０．８％）、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩ⁃
ＶＡ 对 照 品 （ 批 号： Ｃ１⁃００６ｄ ／ Ｄ１８０３Ｆ０１， 含 量

８３．３％）；Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品 （批号：Ｃ１⁃００６ｅ ／
Ｄ１８０１Ｆ０２，含量８１．４％）均由成都圣诺生物制药有限

公司提供；注射用比伐芦定（昆明龙津药业股份有

限公司，批号：２０１９０６０４、２０１９０６１２、２０１９０６１４）；注射

用比伐芦定空白辅料（昆明龙津药业股份有限公

司，批号：２０１９０４０９）乙腈、三氟乙酸、四氢呋喃为色

谱纯。
２　 方法与结果

２．１　 色谱条件与系统适用性试验

色谱 柱： Ｋｉｎｅｔｅｘ ＸＢ⁃Ｃ１８ （ １５０ ｍｍ × ４．６ ｍｍ，
２．６ μｍ）；流动相：三氟乙酸⁃水⁃四氢呋喃⁃乙腈（２ ∶
８００ ∶ １００ ∶ １００）；柱温：５０℃；流速：０．６ ｍｌ·ｍｉｎ－１；
检测波长：２１０ ｎｍ；进样量：１０ μｌ。
２．２　 溶液的制备

２．２．１　 系统适用性溶液　 取比伐芦定对照品、Ａｌｐｈａ⁃
Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃
ＢＩＶＡ 对照品、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品、ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ
各对照品适量，加水溶解并稀释制成每 １ｍｌ 中约含比

伐芦定 ２ｍｇ，Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ、Ｐｌｕｓ⁃
Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 、 Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ 各 １０μｇ
的溶液，作为系统适用性溶液。
２．２．２　 混合对照品溶液 　 精密称取比伐芦定对照

品、Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照

品、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品与

ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ 对照品各适量，加水溶解并稀释制

成约含比伐芦定 ４ μｇ·ｍｌ－１、Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ１０μｇ
·ｍｌ－１、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ４ μｇ·ｍｌ－１、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ４
μｇ·ｍｌ－１、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ４ μｇ·ｍｌ－１与 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩ⁃
ＶＡ４ μｇ·ｍｌ－１的混合对照品溶液。
２．３　 有关物质

２．３．１　 供试品溶液的配制　 取本品适量，加水溶解

并稀释制成每 １ｍｌ 中含比伐芦定 ２．０ｍｇ 的溶液，摇
匀，即得。
２．３．２ 　 对照溶液的配制 　 精密量取供试品溶液

１．０ ｍｌ，置 ５０ ｍｌ 量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，精
密量取上述溶液２．０ ｍｌ，置 ２０ ｍｌ 量瓶中，用水稀释

至刻度，摇匀，即得。
２．３．３　 系统适用性试验　 取系统适用性溶液 １０ μｌ，
按“２．１”项下的色谱条件进样，记录色谱图，见图 １。
ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ 与 Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、比伐芦定与 Ｄｅｓ⁃
Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 与 Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 峰之

间的分离度应不小于 １．５， Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 峰高与

Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 和比伐芦定峰之间的峰谷比应大于

２．０、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 与 Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 峰之间的分离

度应不小于１．０。

１．ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ　 ２．Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ　 ３．比伐芦定

４．Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ　 ５．Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９ ⁃ＢＩＶＡ　 ６．Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９ ⁃ＢＩＶＡ

图 １　 系统适用性图谱

２．３．４　 专属性试验

（１）空白溶剂和辅料：以水为空白溶剂，按照供

试品溶液配制的方法制备空白辅料溶液，按“２．１”项
下色谱条件进样，记录色谱图见图 ２。 结果空白溶

剂、空白辅料均不干扰有关物质测定。

Ａ．空白溶剂　 Ｂ．空白辅料

图 ２　 专属性试验色谱图

（２）强制降解试验：取本品适量（约相当于比伐

芦定 ２０ ｍｇ），精密称定，置 １０ ｍｌ 量瓶中，分别进行如

下试验：酸破坏：加入０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液１．０ ｍｌ，室
温放置 １ ｈ，加０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧化钠溶液１．０ ｍｌ中
和，加水使比伐芦定溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。
碱破坏：加入０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠１．０ ｍｌ，室温放置

５ ｍｉｎ，加０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸溶液１．０ ｍｌ中和，加水使

比伐芦定溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。 氧化破坏：
加入 ３０％的过氧化氢溶液１．０ ｍｌ，室温避光放置 ３ ｈ，
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加水稀释至刻度。 另取本品适量，分别于高温

（６０℃）、光照（５ ０００ ｌｘ）条件下放置 ８ ｄ 后，精密称取

适量（约相当于比伐芦定 ２０ ｍｇ）分别置 １０ ｍｌ 量瓶

中，加水溶解并稀释至刻度。 分别按“２．１”项下色谱

条件进行测定，记录色谱图。 结果表明各降解条件下

主峰与降解产物良好分离，物料守恒，均在 ９０％ ～
１１０％范围内，方法专属性良好。
２．３．５　 定量限和检测限　 取比伐芦定、Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃
ＢＩＶＡ 对照品、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩ⁃
ＶＡ 对照品、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品与 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩ⁃
ＶＡ 对照品适量，精密称定，加溶剂溶解并稀释制成

检测信噪比约为 １０ 倍的溶液，作为定量限溶液；稀
释制成检测信噪比约为 ３ 倍的溶液，作为检测限溶

液。 试验结果见表 ２。
表 ２　 定量限和检测限试验结果

化合物

定量限 检测限

浓度
（μｇ·ｍｌ－１）

相当于主成
分浓度
（％）

浓度
（μｇ·ｍｌ－１）

相当于主成
分浓度
（％）

ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃
ＢＩＶＡ ０．３３２８ ０．０１６６ ０．１６６４ ０．００８３

Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃
ＢＩＶＡ ０．５９４６ ０．０２９７ ０．２９７３ ０．０１４９

比伐芦定 ０．４７７８ ０．０２３９ ０．２３８９ ０．０１１９

Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃
ＢＩＶＡ ０．６１８３ ０．０３０９ ０．３０９１ ０．０１５５

Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９ ⁃
ＢＩＶＡ ０．６２５４ ０．０３１３ ０．３１２７ ０．０１５６

Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９ ⁃
ＢＩＶＡ ０．８２１３ ０．０４１１ ０．４１０７ ０．０２０５

表 ３　 线性关系考察及校正因子试验结果

化合物 线性方程 ｒ 线性范围（μｇ·ｍｌ－１） 校正因子

ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ Ｙ＝ ２．１１１×１０４Ｘ＋１．１６９×１０３ ０．９９９９ ０．４８１１～１６．０４ １．０
Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ Ｙ＝ ２．１２９×１０４Ｘ＋６．０６３×１０２ ０．９９９８ ０．９０００ ～１５．００ １．０

比伐芦定 Ｙ＝ ２．０６６×１０４Ｘ＋４．０１７×１０３ ０．９９９３ ０．４９２２ ～１６．４１ ／
Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ Ｙ＝ ２．１２５×１０４Ｘ＋３．７８５×１０２ ０．９９９６ ０．８８３５～１４．７３ １．０

Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９ ⁃ＢＩＶＡ Ｙ＝ ２．０６７×１０４Ｘ＋２．７２４×１０３ ０．９９９１ ０．９１５４～１５．２６ １．０
Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９ ⁃ＢＩＶＡ Ｙ＝ ２．０２６×１０４Ｘ－７．７４７ ０．９９９５ １．４９０～１４．９０ １．０

２．３．６　 溶液稳定性　 照“２．３．１”项下方法制备供试

品溶液，混合对照品溶液于室温放置的第 ０，２，４，
１７，２０，２４，４５ ｈ，供试品溶液于低温 ５℃条件下放置

的 ０，２，４，６，８，１０，１２，１４，１６，１８ ｈ，按“２．１”项下色谱

条件进样分析，结果混合对照品溶液于室温放置的

４５ ｈ 内稳定，各杂质对照品峰面积的 ＲＳＤ 在０．５４％
～１．０６％之间（ｎ＝ ７）；供试品溶液在低温 ５℃条件下

１８ ｈ 时，未增加新杂质，含量最大差值在０．００７％ ～
０．０３２％范围内，均小于０．０５％，说明供试品溶液于低

温 ５℃条件下放置的 １８ ｈ 内稳定。
２．３．７　 线性关系试验 　 精密称取 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ

对照品，Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品，比伐芦定对照品，
Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品与 Ａｌ⁃
ｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品各约 １２ ｍｇ，置 １００ ｍｌ 量瓶

中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，作为线性储备液。
精密量取线性储备液０．５，０．８，１．０，１．２和１．５ ｍｌ，各置

１０ ｍｌ 量瓶中，加水定容至刻度，再分别配制一份各

对照品的定量限浓度。 按“２．１”项下色谱条件进样，
记录色谱图。 以各色谱峰面积（Ｙ）为纵坐标，样品

浓度（Ｘ）为横坐标，进行线性回归，试验结果见表 ３。
２．３．８　 校正因子试验 　 取线性方程斜率进行校正

因子计算， 杂质 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ， Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ，
Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ，Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 与 Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ
的校正因子均为１．０。
２．３．９　 重复性试验 　 取本品，按“２．２”项下方法配

制供试品溶液和对照溶液，平行制备 ６ 份，按“２．１”
项下色谱条件进行测定，记录色谱图。 已知杂质按

外标法以峰面积计算，未知杂质和总杂按主成分自

身对照法进行计算。 测得 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ、Ａｌｐｈａ⁃
Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 和其他总杂的平均含量分别为０．１００％，
０．０３４％和０．３７１％，Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 和

Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 未检出，ＲＳＤ 小于２．０％（ ｎ ＝ ６），表
明方法重复性良好。
２．３．１０　 中间精密度　 另一实验员于不同日期，采
用不同液相色谱仪，照“２．３．９”项下配制同一批供试

品溶液，进行测定，各杂质含量的 ＲＳＤ 最大值为

６．４％（ｎ＝ １２），含量最大差值为０．０１１％，表明该方法

中间精密度良好。
２．３．１１　 回收率试验　 杂质对照品贮备液：取对照

品 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品、
Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ａｌ⁃
ｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品各适量，分别配制成含杂质

ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｂｅ⁃
ｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 各约 ４０ μｇ·ｍｌ－１的溶液，含杂质 Ａｌ⁃
ｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 约 １００ μｇ·ｍｌ－１的溶液。

取注射用比伐芦定适量（约相当于比伐芦定

２０ ｍｇ），置 １０ ｍｌ 量瓶中，分别加杂质对照品贮备液

各０．８，１．０，１．２ ｍｌ，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，平
行配制 ３ 份。
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回收率浓度 ４ 杂质对照品贮备液： 取 ＢＩ⁃
ＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｄｅｓ⁃
Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 对照品、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 对照品各适量，
分别配制成含杂质 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ、 Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩ⁃
ＶＡ、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 各约 １００ μｇ·
ｍｌ－１的溶液，作为回收率浓度 ４ 贮备液。

回收率浓度 ４ 溶液：取注射用比伐芦定适量

（约相当于比伐芦定 ４０ ｍｇ），置 ２０ ｍｌ 量瓶中，精密

量取各回收率浓度 ４ 贮备液２．４ ｍｌ置同一 ２０ ｍｌ 量
瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，平行配制 ３ 份。

按“２．１”项下色谱条件进行测定，记录色谱图，
计算回收率。 测得 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ、 Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩ⁃
ＶＡ、Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、 Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ、 Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩ⁃
ＶＡ 的平均回收率分别为 ９９．６％， ９９．１％， ９３．１％，
９７．５％，１０２．３％，ＲＳＤ 分别为４．４％（ｎ ＝ １２），２．７％（ｎ
＝ １２），３．４％（ｎ＝ １２），４．３％（ｎ＝ １２），１．７％（ｎ＝ ９）。
２．３．１２ 　 有关物质测定 　 取本品，分别按“２．３．１”
“２．３．２”项下制方法配制供试品溶液和对照溶液，按
“２．１”项下色谱条件进行测定，记录色谱图。 同时采

用论坛标准 ＰＦ Ｏｎｌｉｎｅ ４８（２） ［８］的色谱条件对 Ａｌ⁃
ｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 进行测定，结果无明显差异。 有关物

质测定结果见表 ４。
表 ４　 注射用比伐芦定有关物质测定结果（％，ｎ＝２）

批号 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃
ＢＩＶＡ

Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃
ＢＩＶＡ

Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃
ＢＩＶＡ

Ｂｅｔａ⁃
Ａｓｐ９ ⁃
ＢＩＶＡ

Ａｌｐｈａ⁃
Ａｓｐ９ ⁃
ＢＩＶＡ

２０１９０６０４ ０．０４ — — — ０．０１ ／ ０．０２∗

２０１９０６１２ ０．０６ — — — ０．０３ ／ ０．０４∗

２０１９０６１４ ０．０７ — — — ０．０４ ／ ０．０４∗

　 注：—表示未检出；∗为采用论坛标准 ＰＦ Ｏｎｌｉｎｅ ４８（２）的测定结果。

２．４　 含量测定

２．４．１　 对照品溶液的配制 　 精密称取比伐芦定对

照品适量，加水稀释制成每 １ｍｌ 约含比伐芦定

０．１ ｍｇ的溶液，摇匀，即得。
２．４．２　 供试品溶液的配制　 取本品 １ 瓶，加水适量

使溶解并定量稀释制成每 １ｍｌ 约含比伐芦定 ０．１ｍｇ
的溶液，摇匀，即得。
２．４．３　 系统适用性试验　 取“２．２”项下混合对照品

溶液 １０ μｌ，按“２．１”项下色谱条件进样，记录色谱

图。 ＢＩＶＡ（１２⁃２０） ⁃ＢＩＶＡ 与 Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、 Ｐｌｕｓ⁃Ｇｌｙ⁃
ＢＩＶＡ 与比伐芦定、比伐芦定与 Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ、Ｂｅｔａ⁃
Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 与 Ａｌｐｈａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 峰之间的分离度应

不小于１．５，Ｄｅｓ⁃Ｇｌｙ⁃ＢＩＶＡ 与 Ｂｅｔａ⁃Ａｓｐ９⁃ＢＩＶＡ 峰之间

的分离度应不小于１．０，理论板数按比伐芦定计算应

不低于 ５ ０００。
２．４．４　 线性关系试验 　 精密称取比伐芦定对照品

适量，精密称定，加溶剂溶解并稀释制成每 １ ｍｌ 约

含０．５，５０，１００，１５０，２００ μｇ 的溶液，按“２．１”项下的

色谱条件进样，记录色谱图。 以各色谱峰面积（Ｙ）
为纵坐标，样品浓度（Ｘ）为横坐标，进行线性回归，Ｙ
＝ ２．２３５×１０４Ｘ－５．１５１×１０４，ｒ ＝ １．０００ ０。 试验结果表

明，比伐芦定在０．４４９ ５ ～ １７９．８ μｇ·ｍｌ－１ 浓度范围

内，峰面积与浓度线性关系良好。
２．４．５　 稳定性试验　 分别于室温 ０，８，１７，２１，２５，２８
与 ４８ ｈ 精密量取对照品溶液、供试品溶液各 １０ μｌ，按
“２．１”项下的色谱条件进样，记录色谱图。 峰面积的

ＲＳＤ 分别为０．６６％和０．６９％（ｎ ＝ ７），说明对照品溶液

与供试品溶液于室温放置的 ４８ｈ 内稳定性良好。
２．４．６　 重复性试验　 分别按“２．４．１”“２．４．２”项下方

法制备对照品溶液和供试品溶液，供试品溶液制备

６ 份，按“２．１”项下的色谱条件进样分析，比伐芦定

平均含量为１０６．７％，ＲＳＤ 为０．２％（ｎ ＝ ６）。 表明方法

重复性良好。
２．４．７　 中间精密度　 另一名实验员于不同日期，采
用不同仪器，按“２．４．６”项下方法配制同一批供试品

溶液，进行测定，平均含量为１０６．７％，ＲＳＤ 为０．３％（ｎ
＝ １２），表明该方法中间精密度良好。
２．４．８　 回收率试验 　 分别精密称取比伐芦定对照

品约 １０，１２，１４ ｍｇ 各 ３ 份，分别置 １００ ｍｌ 量瓶中，再
加入处方量的空白辅料，加水溶解并稀释至刻度，摇
匀，作为供试品溶液。 按“２．１”项下的色谱条件测

定，计算回收率。 结果平均回收率为９９．８％，ＲＳＤ 为

０．６％（ｎ＝ ９）。 表明该方法准确度良好。
２．４．９　 含量测定 　 取本品，分别按“２．４．１” “２．４．２”
项下方法配制供试品溶液和对照溶液，按“２．１”项下

色谱条件进行测定，记录色谱图。 同时采用论坛标

准 ＰＦ Ｏｎｌｉｎｅ ４８（２） ［８］的色谱条件对进行含量测

定，结果无明显差异。 见表 ５。
表 ５　 注射用比伐芦定含量测定结果（％，ｎ＝５）

批号 本文方法 论坛标准 ＰＦ Ｏｎｌｉｎｅ ４８（２）方法

２０１９０６０４ １０８．３ １０８．５１
２０１９０６１２ ９９．４ １０１．０９
２０１９０６１４ ９９．９ １００．４７

３　 讨论

采用 ＵＳＰ ＰＦ Ｏｎｌｉｎｅ ４８（２）和相关文献［９，１０］ 的

色谱条件，以醋酸钠缓冲溶液在 ２１５ ｎｍ 梯度洗脱或

以磷酸二氢钠溶液在 ２１０ ｎｍ 进行梯度洗脱，５ 个有

关物质间的分离较差，且柱效降低较快，色谱柱使用

寿命较短。 各杂质与主成分浓度较低时分离良好；
提高主成分浓度，杂质在限度浓度时，主峰前后杂质

峰与主峰间的分离较差，杂质与主成分同时洗脱。
多肽是由氨基酸组成，用 ＨＰＬＣ 进行分离时最

８５２２
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常用的酸是三氟乙酸，三氟乙酸可以改善峰形、降低

短波长处的背景吸收［１１］ ，改善多肽对色谱柱的吸附

问题［１２］ ；同时加入四氢呋喃，可以改善峰形与分离

度［１１］ 。 故本文采用三氟乙酸⁃乙腈⁃水系统进行方法

摸索，发现三氟醋酸⁃水⁃四氢呋喃⁃乙腈（２ ∶ ８００ ∶
１００ ∶ １００）作为流动相时，杂质分离效果好，色谱峰

基线平稳，故确定将该流动相用于其含量及有关物

质测定。
本试验建立的 ＨＰＬＣ 测定注射用比伐芦定中比

伐芦定含量及有关物质方法，操作简单，准确度高，
选择性好，可用于注射用比伐芦定的质量控制。
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ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定人血清中达托霉素的方法研究及临床
应用
郑香宜 吴建华 张柳 吴东方 （武汉大学中南医院　 武汉 ４３００７１）

摘　 要　 目的： 建立 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定人血清中达托霉素浓度，并应用于临床患者达托霉素血药浓度监测。 方法： 以达托

霉素⁃ｄ５ 为内标，甲醇、乙腈沉淀蛋白法处理样品。 色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｃ８柱（５０ ｍｍ×２．１ ｍｍ，１．７ μｍ）柱；流动相

为 Ａ 相：水＋０．１％甲酸、Ｂ 相：１ ∶ １ 甲醇 ∶ 乙腈＋０．１％甲酸；流速０．４ ｍｌ·ｍｉｎ－１；柱温 ４５℃ ；电喷雾离子化正离子模式，多反应离

子监测（ＭＲＭ）扫描方式进行监测，用于定量分析的离子反应分别是达托霉素 ｍ ／ ｚ ８１０．７０→ｍ ／ ｚ １５９．０５、ｍ ／ ｚ ８１０．７０→ｍ ／ ｚ
３１３．３０、ｍ ／ ｚ ８１０．７０→ｍ ／ ｚ ３４１．０５，达托霉素⁃ｄ５（内标物）ｍ ／ ｚ ８１３．５０→ｍ ／ ｚ １６３．２、ｍ ／ ｚ ８１３．５０→ｍ ／ ｚ ３１７．２；进样量 ２ μｌ；分析时间

为 ４ ｍｉｎ。 结果： 人血清中达托霉素浓度在 １～２００ μｇ·ｍｌ－１线性关系良好（ ｒ＝ ０．９９９ ５），定量下限为０．０５ μｇ·ｍｌ－１。 低、中、高
浓度达托霉素的提取回收率均＞９０％，方法回收率＞８０％，日内、日间精密度 ＲＳＤ 均＜１５％。 结论： 本研究建立的检测达托霉素

在血清中浓度的 ＬＣ ／ ＭＳ⁃ＭＳ 方法符合生物样品测定要求，适用于临床达托霉素血药浓度检测。
关键词　 达托霉素；高效液相色谱串联质谱；血药浓度
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ｍｉｃ ａｃｉｄ） ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ ０．４ ｍｌ·ｍｉｎ－１， ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ａｔ ４５℃， ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ２ μｌ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ
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