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HPLC 法测定知非沙班中 R 异构体 
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摘  要：目的  建立 HPLC 法测定知非沙班中 R 异构体的方法。方法  采用 HPLC 法，以多糖衍生物共价键合手性柱

Chirlpak®IA（250 mm×4.6 mm，5 μm）作为固定相；以甲醇–乙腈–二乙胺（90∶10∶0.1）作为流动相；检测波长：235 nm；

柱温：35 ℃；体积流量为 0.85 mL/min；进样体积：20 μL 。结果  知非沙班 R 异构体在 0.007 5～1.000 0 μg/mL 与峰面积

线性关系良好（r＝0.999 5），平均回收率为 99.32%，RSD 值为 2.90%（n=12）。结论  本法操作简便快速，结果准确可靠，

可用于知非沙班中 R 异构体的控制。 
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Determination of R isomer in zifaxaban by HPLC 
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Abstract: Objective  To establish an HPLC method for the determination of R optical isomer in zifaxaban. Methods  The HPLC 
was performed on a Chirlpak® IA column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm). Methanol-acetonitrile-diethylamine (90∶10∶0.1) was used as 
mobile phase. The detective wavelength was set at 235 nm. The temperature of column was set at 35 ℃. The flow rate was 0.8 mL/min 
with injection volume of 20 μL. Results  A good linear relationship was obtained in the range of 0.007 5 —1.000 0 μg/mL (r＝  

0.999 5), and the average recovery was 99.32% with RSD of 2.90% (n＝12). Conclusion  The method is convenient, rapid, accurate, 
and can be used for the determination of zifaxaban R optical isomers. 
Key words: zifaxaban; R isomers; HPLC 

 
血栓栓塞性疾病是心血管疾病中危害最严重的

疾病，是人类健康的第一杀手。随着生活水平的提

高和人口老龄化的加剧，该类疾病的发生率、死亡

率、致残率逐年增加。现有抗血栓栓塞性疾病的药

物分为抗血小板药物、抗凝血药物和纤维蛋白溶解

药物。近年研究表明，凝血因子 Xa 是研制新型抗

凝药物的最佳靶点[1]。我院自主研发的新分子实体

知非沙班是一种新的 唑烷酮衍生物，能与游离的

凝血酶原结合，结构上具有 1 个手性中心，起药效

作用的为知非沙班 S 构型（图 1）。知非沙班是凝血

因子 Xa 的低相对分子质量可口服给药抑制剂，可

以用于预防或治疗静脉血栓栓塞性疾病。 
许多药物或生理上非常重要的化合物都是手性

的，这些化合物光学异构体之间的生物活性差异较

为复杂。如果两种异构体在体内转运过程中受到手

性生物大分子（如酶、受体、载体）立体选择性的

影响，则可使两种异构体表现出不同的药理作用及

毒副作用[2]。知非沙班中的 R 异构体不具有药学活

性，其含量高低与知非沙班的疗效和安全性有着密

切的关系。因此，严格控制知非沙班中的 R 异构体 
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含量尤为重要。本研究通过实验条件的优化，建立

了一个可以用来检测知非沙班中R异构体的高效液

相色谱法。经方法学验证，本方法灵敏度高、专属

性强，具有良好的重复性和准确性，可以用来控制

知非沙班中 R 异构体含量，保证用药的安全有效。 
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图 1  知非沙班构型 
Fig. 1  Structure of S isomer in zifaxaban 

1  仪器与试剂 
Series 1500 液相泵、Model 500 紫外检测器（美

国 LabAlliance 公司），Spectra System AS1000 自动

进样系统（美国 Thermo Finnigan 公司），MS105 电

子天平（瑞士 Mettler Toledo 仪器公司），KQ—2200B
超声波清洗器（巩义市英峪予华仪器厂）。 

甲醇、乙腈（色谱纯，天津市康科德科技有限

公司），二乙胺（色谱纯，天津光大科技有限公司），

纯净水。 
知非沙班 R 异构体对照品（自制，批号

R121026，质量分数 99.3%），知非沙班供试品（自

制，批号 H130225、H130423、H130608）。 

2  方法与结果 
2.1  色谱条件[3-5] 

以多糖衍生物共价键合手性柱 Chirlpak®IA
（250 mm×4.6 mm，5 μm）作为固定相；以甲醇–

乙腈–二乙胺（90∶10∶0.1）作为流动相；检测波

长：235 nm；柱温：35 ℃；体积流量为 0.85 mL/min；
进样体积：20 μL。 
2.2  对照品溶液的配制 

取知非沙班 R 异构体对照品适量，精密称定，

加甲醇超声溶解并稀释制成 0.5 μg/mL 的溶液。 
2.3  供试品溶液的制备 

取知非沙班供试品适量，精密称定，加甲醇超

声溶解并稀释制成 100 μg/mL 的溶液。 
2.4  选择性溶液的制备 

取知非沙班供试品和 R 异构体对照品各适量，

精密称定，加甲醇超声溶解并稀释制成含知非沙班

100 μg/m、R 异构体 0.5 μg/mL 的混合溶液。 
2.5  专属性试验 

分别进样流动相、溶剂甲醇、知非沙班供试品

溶液、知非沙班R异构体对照品溶液和选择性溶液。

由结果可知，流动相和溶剂甲醇均对知非沙班 R 异

构体的测定没有干扰。保留时间为 11.5 min 的色谱

峰为知非沙班峰，13.5 min 的色谱峰为 R 异构体峰，

选择性溶液中知非沙班及其 R 异构体的分离度为

3.24，色谱图见图 1。 
2.6  线性关系考察 

精密称定知非沙班 R 异构体适量，加甲醇配制

5 μg/mL溶液，作为线性贮备液。分别精密移取0.15、
0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.8、1.0、1.2、1.5、2.0 mL
溶液，置 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，进

样测定。以质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标， 

 

 
1-知非沙班  2-R 异构体  

1-zifaxaban  2-zifaxaban R isomer 

图 1  流动相（A）、甲醇（B）、知非沙班（C）、知非沙班 R 异构体（D）和选择性溶液（E）HPLC 图谱 
Fig. 1  HPLC chromatograms of mobile phase (A), methanol (B), zifaxaban (C), zifaxaban R isomer (D), and selected 

solution (E) 
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进行线性回归。得回归方程 Y＝56 600 X＋87.221
（r=0.999 5）。结果表明知非沙班 R 异构体质量浓

度在 0.007 5～1.000 0 μg/mL 与峰面积线性关系

良好。 
2.7  检测限和定量限的确定 

用稀释法将知非沙班R异构体稀释成一定质量

浓度的溶液进行测定，当 S/N 约为 3 时，该样品质

量浓度为最低检测限浓度，当 S/N 约为 10 时，该

样品质量浓度为最小定量限浓度。结果 R 异构体的

最低检测限为 25 ng/mL（相当于样品浓度的

0.025%），最低定量限为 75 ng/mL（相当于样品浓

度的 0.075%）。取定量限样品重复进样 6 针，R 异

构体峰面积的 RSD 值为 2.05%，说明在定量限水平

的测定结果具有一定的精密度和准确性。 
2.8  重复性试验 

配制知非沙班 R 异构体对照品溶液及 6 份知非

沙班供试品溶液，分别进样，记录色谱行为，按外

标法以峰面积计算 6 份供试品溶液中 R 异构体质量

分数，结果 R 异构体质量分数的平均值为 0.161%，

RSD 值为 2.62%。 
2.9  精密度试验 

配制知非沙班供试品溶液，重复进样 6 针，记

录色谱行为。结果知非沙班主峰峰面积的 RSD 值为

1.04%，R 异构体峰面积的 RSD 值为 1.27%。 
2.10  准确度试验 

精密称定知非沙班供试品适量，加甲醇配制成

0.5 mg/mL 的溶液，作为知非沙班贮备液；精密称

定 R 异构体适量，加甲醇配制成 5 μg/mL 的溶液，

作为 R 异构体贮备液。精密量取知非沙班贮备液 2 
mL，置 10 mL 量瓶中，分别移加 R 异构体贮备液

0.15、0.5、1.0、1.5 mL，按照 15%（即 LOQ 水平）、

50%、100%、150%水平配制，每个浓度平行配制 3
份，用甲醇稀释至刻度，摇匀，分别进样测定。按

外标法以峰面积计算 R 异构体的总量，扣除知非沙

班中 R 异构体的量，得到对照品的测得值，并与对

照品实际加入值进行比较，得到各水平的回收率。

结果知非沙班中 R 异构体的平均回收率为 99.32%，

RSD 值为 2.90%（n=12）。 
2.11  稳定性试验 

取知非沙班供试品溶液分别于自然条件下放置

0、1、2、4、6、8、24 h 后进样测定，记录色谱图，

计算得知非沙班峰面积的 RSD 值为 1.09%，R 异构

体峰面积的 RSD 值为 1.20%，说明供试品溶液在

24 h 内稳定性良好。 
2.12  耐用性考察 

通过改变不同的体积流量、波长、柱温、调节

流动相中乙腈比例、二乙胺用量等参数评估测定条

件有微小变动，测定结果不受影响的承受程度。按

照表 1 进行色谱条件的调整，结果不同体积流量、

波长、柱温、流动相乙腈比例、二乙胺用量对知非

沙班中的 R 异构体的测定无显著影响。 

表 1  耐用性考察中色谱条件参数的变动 
Table 1  Parameters changes of chromatographic conditions in 

durability test 

色谱条件 规定值 变动的范围 

体积流量 0.85 mL/min 0.8、0.9 mL/min 

波长 235 nm 230、240 nm 

柱温 35 ℃ 30、40 ℃ 

流动相中乙腈比例 10% 5%、15% 

二乙胺用量 0.1% 0.05%、0.15% 
 
2.13  样品测定 

精密称定 3 批知非沙班供试品各适量，用甲醇

制备 100 μg/mL 的溶液，精密称定 R 异构体对照品

适量，用甲醇制备浓度约为 0.5 μg/mL 的对照品溶

液，记录色谱图，按外标法计算知非沙班样品中的

R 异构体质量分数，结果见表 2。 

表 2  知非沙班中 R 异构体的测定结果 
Table 2  Determination of R isomers in zifaxaban 

批 号 R 异构体/% 

H130225 0.164 

H130423 0.247 

H130608 0.095 
 
3  讨论 

手性化合物的测定时，通常选用专门的手性色

谱柱进行，流动相常选用极性相对较小的正己烷–

异丙醇体系。实验发现知非沙班在上述溶剂中均无

法溶解，因此需要采用极性较强的溶剂进行优化。

经考察知非沙班在乙醇、甲醇、乙腈中经超声可溶

解，因此分别选择乙醇、甲醇、乙腈作为流动相考

察知非沙班与 R 异构体的分离情况。实验中发现单

独的低级醇作为流动相，知非沙班及其异构体的峰

形较差，拖尾严重，且出峰时间较晚。单独采用乙
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腈作为流动相，出峰时间提前，但二者完全重合而

无法分离。最终选择甲醇–乙腈按一定比例混合作

为流动相，既可以实现知非沙班与R异构体的分离，

且出峰较快，保证了较高的测定效率。 
本实验摸索并建立了高效液相色谱法测定知非

沙班中 R 异构体的方法，该方法快速、简便，具有

专属性和重现性好、灵敏度高、测定结果准确的优

点。可有效控制知非沙班的光学纯度和质量，从而

保证临床用药的安全性与有效性。 
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