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摘要：目的  建立以毛细管气相色谱法测定利伐沙班原料药中乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、三乙胺、吡啶、乙酸、N，

N-二甲基甲酰胺(DMF)7 种有机溶剂残留量的方法。方法  采用 Agilent DB-624(30.0 m×0.32 mm，1.8 μm)毛细管柱，载

气为氮气，采用氢火焰离子化检测器(FID)，进样口温度为 200 ℃，检测器温度为 240 ℃，柱温采用程序升温，流速为

2.0 mL·min1，进样量 1 µL。结果  无水乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、三乙胺、吡啶、乙酸、DMF 均能得到较好的分

离，呈现良好的线性关系，平均回收率分别为 102.4%，100.1%，96.5%，91.6%，103.6%，106.6%，102.5%，RSD 均

<5.0%。结论  本方法简便、快速、准确性好、灵敏度高，可用于利伐沙班原料药中残留溶剂的测定。 
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Simultaneously Determination of Residual Organic Solvents in Rivaroxaban Drug Substance by GC  
 

ZHANG Yue, LI Pei, HU Lihua, XU Huarong, BI Kaishun, LI Qing
*
(School of Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical 

University, Shenyang 110016, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a capillary GC method for the determination of residual organic solvents including 
alcohol, dichloromethane, tetrahydrofuran, triethylamine, pyridine, acetic acid, N, N- dimethylformamide (DMF) in rivaroxaban 
drug substance. METHODS  This method utilized an Agilent DB-624 column(30 m×0.32 mm, 1.8 m), N2 as carrier gas. FID 

was used as detector with the temperature of 240 ℃, and the inlet temperature was 200 ℃. This method used temperature 
program and the flow rate was 2.0 mL·min−1. The injection volume was 1 µL. RESULTS  The 7 residual organic solvents 
alcohol, dichloromethane, tetrahydrofuran, trimethylamine, pyridine, acetic acid, DMF were completely separated, the linear 
relationship was good, and the average recoveries were 102.4%, 100.1%, 96.5%, 91.6%, 103.6%, 106.6%, 102.5%, respectively, 
and the RSD were all <5.0%. CONCLUSION  This method is simple, rapid, accurate and highly sensitive, which can be used 
for the determination of the residual organic solvents in rivaroxaban drug substance. 
KEY WORDS: GC; rivaroxaban; acetic acid; triethylamine; residual organic solvents  

 

                              

基金项目：“重大新药创制”科技重大专项(2009ZX09301-012) 

作者简介：张悦，女，硕士生    Tel: 13889817029    E-mail: 1196250541@qq.com    *通信作者：李清，女，博士，教授，博导    Tel: 

(024)23986296    E-mail: lqyxm@hotmail.com   

利伐沙班，化学名为 5-氯 -氮 -{(5S)-2-氧

-3-[-4-(3-氧-4-吗啉基)苯基]-1,3-唑烷-5-基}-2-噻

吩-羧酰胺，商品名为拜瑞妥，是由拜耳医药保健

有限公司和强生公司联合研制的全球第 1 个口服

直接 Xa 因子抑制剂。利伐沙班适用于预防老年患

者 髋 关 节 置 换 术 后 深 静 脉 血 栓 (deep vein 
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thrombosis，DVT)和腰椎术后静脉血栓的形成
[1-2]

,

对急性肺栓塞也有较好的治疗作用，不良反应少
[3]。

利伐沙班为口服制剂,不需像肝素定期去监测凝

血指标或像低分子肝素去监测 Xa 因子,不花费额

外的检查费用
[4]
；并且其药动学和药效学参数较少

受性别、体质量或年龄的影响,较少发生与其他药

物的相互作用,是一种比较理想的抗凝新药,能让

更多有适应症的患者得到方便、安全而有效的抗

凝治疗
[5]
。但是关于利伐沙班残留溶剂的研究，目

前未见国内外文献报道。利伐沙班的合成过程中

使用了乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、三乙胺、吡

啶、乙酸和 N,N-二甲基甲酰胺(DMF)，因此可能

有上述 7 种有机溶剂残留，这 7 种溶剂会影响药

物的稳定性并增加药物的毒性，对人体造成危害

并污染环境，因而控制这 7 种溶剂残留量对保证

利伐沙班的质量和用药安全具有重要意义。本实

验根据中国药典 2015 年版四部通则
[6]
的相关规

定，参照有关文献
[7-11]

,采用毛细管气相色谱法，

以二甲基亚砜为溶解介质，同时测定利伐沙班中

乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、三乙胺、吡啶、乙

酸和 DMF 7 种残留溶剂的含量。
 

1  仪器与试剂 

GC-6890 N 型气相色谱仪(美国 Agilent 公司)；

氢火焰离子化(FID)检测器，安捷伦色谱工作站(美

国 Agilent 公司)；BP210S 万分之一天平(德国

Sartorius)。 

无水乙醇、三乙胺、乙酸和 DMF 均为色谱纯，

均购自山东禹王实业有限公司；二氯甲烷(分析

纯，天津市富宇精细化工有限公司)；四氢呋喃、

二甲基亚砜均为色谱纯，均购自天津市科密欧化

学试剂有限公司；吡啶为分析纯，购自天津市博

迪化工股份有限公司；利伐沙班原料药(某公司，

批号：140401，140402，140501)。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

Agilent DB-624 色谱柱(30.0 m×0.32 mm，

1.8 μm)；高纯氮载气；流速为 2.0 mL·min1；分流

比为 10∶1；起始柱温为 60 ℃，维持 1 min，再以

40 ℃·min1 升温至 100 ℃，再以 10 ℃·min1 升温

至 140 ℃，再以 40 ℃·min1 升温至 180 ℃，维持

1 min；进样口温度为 200 ℃，检测器温度为

240 ℃；进样量为 1 μL。 

2.2  溶液的制备 

2.2.1  内标溶液的制备  取正庚烷约 0.1 g，精密

称定，置 100 mL 量瓶中，加二甲基亚砜稀释至刻

度，摇 ，作为内标储备溶液。 

2.2.2  对照品溶液的制备  分别取无水乙醇、二

氯甲烷、四氢呋喃、三乙胺、吡啶、乙酸、DMF，

500，60，72，29，20，500，88 mg，精密称定，

置于同一 100 mL 量瓶中，用二甲基亚砜溶解并稀

释至刻度，得混合对照品储备液。 

精密量取混合对照品储备液 1 mL，置 10 mL

量瓶中，精密加入内标储备液 1.0 mL，加二甲基

亚砜定容，摇 ，作为对照品溶液。 

2.2.3  供试品溶液的制备  取利伐沙班样品约

1.0 g，精密称定，置 10 mL 量瓶中，精密加入内

标储备液 1.0 mL，加二甲基亚砜溶解并稀释至刻

度，摇 ，作为供试品溶液。 

2.3  系统适用性试验 

精确量取对照品溶液和供试品溶液各 1 μL，

注入气相色谱中，记录色谱图，测定各有机溶剂

的分离度及柱效。结果表明，以上各有机溶剂计

算的理论板数均>5 000，相邻溶剂的分离度均符合

要求，色谱图见图 1。 

 
图 1  有机溶剂残留气相色谱图 

A对照品；B样品；1无水乙醇；2二氯甲烷；3正庚烷(内标)；4

四氢呋喃；5三乙胺；6吡啶；7乙酸；8N,N-二甲基甲酰胺；9-

溶剂(二甲基亚砜)。 

Fig. 1  GC chromatograms of residual organic solvents 
Acontrol; Bsample; 1alcohol; 2dichloromethane; 3n-heptane; 

4tetrahydrofuran; 5triethylamine; 6pyridine; 7acetic acid; 8N,N- 

dimethylformamide; 9solvent (dimethyl sulfoxide). 

2.4  专属性试验 

取二甲基亚砜、内标溶液、对照品溶液和供
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试品溶液，各进样 1 μL，由色谱图可知二甲基亚

砜及内标溶液对无水乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、

三乙胺、吡啶、乙酸和 DMF 的测定无干扰。无水

乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、三乙胺、吡啶、乙

酸和DMF的对照品溶液及溶剂二甲基亚砜在供试

品溶液色谱图中，与内标溶液色谱峰相应位置处

无干扰。结果表明方法专属性良好。 

2.5  线性关系考察 

精密量取对照品储备液 0.4，0.8，1.0，1.2，

1.4 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，再分别加入内

标储备液 1.0 mL，加二甲基亚砜定容，摇 ，各

配制 2 份。分别进样 1 μL，记录色谱图，以浓度

(μg·mL1)为横坐标，被测组分峰面积与内标峰面

积的比值为纵坐标，计算待测组分的线性回归方

程，结果见表 1。 

表 1  线性范围及回归方程(n=5) 

Tab. 1  Linear ranges and regression equations of the 
organic solvents(n=5) 

溶剂种类 回归方程 r 
线性范围/ 

μg·mL1 

无水乙醇 y=10.49x+1.548 r=0.991 7 200.0~700.0 

二氯甲烷 y=3.459x+0.108 3 r=0.990 6 24.08~84.30 

四氢呋喃 y=11.51x+0.471 4 r=0.990 1 28.88~101.1 

三乙胺 y=14.54x+0.189 5 r=0.991 3 11.76~41.20 

吡啶 y=17.16x+0.122 5 r=0.994 8 8.160~28.60 

乙酸 y=3.345x0.240 4 r=0.993 2 200.0~700.0 

DMF y=6.641x+0.206 9 r=0.990 2 35.28~123.5 

2.6  仪器精密度试验 

精密量取对照品储备液 0.8，1.0，1.2 mL 各 3

份，作为 80%，100%和 120%浓度溶液，再分别

精密加入 1.0 mL 内标溶液，用二甲基亚砜稀释至

刻度，摇 ，按“2.1”项下色谱条件进行分析，9

针中无水乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、三乙胺、

吡啶、乙酸和 DMF 与内标峰面积比值的 RSD 分

别为 4.2%，3.9%，4.3%，4.7%，3.8%，4.2%，4.8%，

均<5%。 

2.7  回收率试验 

取待测利伐沙班原料样品约 1.0 g，共 9 份，

精密称定，置 10 mL 量瓶中，精密量取对照品储

备液 0.8，1.0，1.2 mL 各 3 份，作为 80%，100%

和 120%供试品溶液，再分别精密加入 1.0 mL 内

标溶液，用二甲基亚砜稀释至刻度，摇 ，按

“2.1”项下色谱条件进行分析，按内标法计算各

组分的回收率，无水乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、

三乙胺、吡啶、乙酸和 DMF 的平均回收率分别为

102.4%，100.1%，96.5%，91.6%，103.6%，106.6%，

102.5%，RSD 均<5.0%。 

2.8  检测限和定量限 

取对照品溶液，以逐级稀释法测定各对照品

溶剂的检测限(S/N=3)和定量限(S/N=10)，实验结果

表明，无水乙醇、二氯甲烷、四氢呋喃、三乙胺、

吡啶、乙酸和 DMF 对照品溶剂的检测限分别为

0.416 7，0.160 5，0.024 1，0.217 8，0.108 8，3.300，

0.089 1 μg·mL1。定量限分别为 1.250，0.481 6，

0.072 2，0.653 3，0.326 4，10.00，0.267 3 μg·mL1，

RSD 分别为 3.3%，4.1%，3.0%，4.3%，3.1%，4.5%，

3.7%(n=6)。 

2.9  耐用性考察 

取待测利伐沙班原料样品约 1.0 g，精密称定，

置 10 mL 量瓶中，精密量取混合对照品储备液

1.0 mL，再精密加入内标溶液 1.0 mL，加二甲基

亚砜溶解并稀释至刻度，摇 ，作为利伐沙班的

溶剂残留耐用性样品溶液。另取对照品溶液和空

白溶液，进样量为 1 μL。分别考察不同厂家及批

号的色谱柱，载气流速(1.8，2.0，2.2 mL·min1)，

进样口温度(195，200，205 ℃)和检测器温度(235，

240，245 ℃)对耐用性的影响。各条件下溶剂测定

结果(n=6)RSD 均<5.0%，表明耐用性良好。 

2.10  样品的测定 

取各个批号的供试品，按“2.2.3”项下的供

试品溶液的配制方法制备供试品溶液，分别进样

1 μL，按内标法计算各有机溶剂的残留量。试验结

果表明，批号分别为 20140401、 20140402、

20140501 的 3 批样品中均未检出无水乙醇、二氯

甲烷、四氢呋喃、三乙胺、吡啶、乙酸和 DMF 的

残留，符合中国药典 2015 年版四部通则中对原料

药溶剂限度的要求。 

3  讨论 

3.1  溶剂的选择 

考虑到样品的溶解度和 7 种待测溶剂的溶解

度，本实验分别考察了水、二甲基亚砜和乙腈，

结果表明，以二甲基亚砜为溶剂时，样品和待测

溶剂溶解度好，且溶剂不干扰样品测定，故选用

二甲基亚砜为溶剂。 

3.2  色谱柱的选择 

考虑到乙酸不易出峰，以及出峰保留时间不

定，本实验分别考察了 DB-1、DB-WAX 和 DB-624 

3 种不同极性的色谱柱，其中中等极性色谱柱
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DB-624 可使 7 种残留溶剂达到基线分离、乙酸峰

形较好，且分析时间适宜，故选用 DB-624 色谱柱。 

本试验所确定的分析方法检测利伐沙班原料

药中的乙酸，可确保乙酸的色谱峰和其他组分的

色谱峰的分离度满足气相色谱测定的要求，采用

直接进样法测定乙酸的定量限可达到 10 μg·mL1，

具有柱效高、分离度高、准确度好、色谱峰形好、

分析时间短等优点，其检测限、定量限、精密度、

准确度等指标都符合气相色谱分析的常规要求和

药典对残留溶剂检验的要求，适用于利伐沙班中

的乙酸、三乙胺等 7 种残留溶剂的测定，可满足

分析要求。 
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虫草多糖对荷瘤小鼠 T 淋巴细胞及其亚群数量与功能的影响 
 

诸葛定娟，程敏，董文彬，陈爱瑛，缪云萍，郑高利，叶小弟*
(浙江省医学科学院，杭州 310013) 

 
摘要：目的  研究虫草多糖对荷瘤小鼠 T 淋巴细胞功能的影响。方法  除正常对照组外，其余小鼠右前肢腋窝皮下注射

S180 肉瘤细胞悬液建立小鼠荷瘤模型。荷瘤小鼠随机分为荷瘤对照(等容生理盐水)组、香菇多糖(1 mg·kg1)组、虫草多

糖高、中、低剂量(200，100，50 mg·kg1)组，腹腔注射，每天 1 次，连续 13 d后，检测虫草多糖对荷瘤小鼠的抑瘤作用

以及荷瘤小鼠外周血 T 淋巴细胞及其亚群数量、Th1/Th2 类细胞因子水平和脾淋巴细胞转化功能。结果  虫草多糖高、

中剂量组可明显抑制 S180 肉瘤生长，提高荷瘤小鼠脾脏重量和脾脏系数；提高外周血 CD3+细胞(总 T 淋巴细胞)、

CD4+CD8亚群数量及 CD4+CD8/CD4CD8+比值，提高 Th1 淋巴细胞分泌的细胞因子 TNF-和 IL-2 水平，并显著促进脾

脏 T 淋巴细胞增殖转化能力。结论  虫草多糖具有明显的抗肿瘤活性，其机制可能与调节机体 T 淋巴细胞及其亚群的数

量与分泌功能有关。 
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