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Abstract 
 
Background: Apixaban, an oral anticoagulant and direct factor Xa inhibitor, is used to reduce the risk of 
various thromboembolic diseases. Measuring the active substance in blood can assess its effectiveness 
compared to the reference drug. In this study, a rapid, new, and reliable reversed-phase liquid 
chromatography method was developed for measuring apixaban in human plasma.  
Materials and methods: The chromatographic conditions were optimized, followed by validation using 
spiked standard samples. To evaluate the extraction method of Apixaban from spiked blood samples, the 
recovery rate was calculated.  
Results: The chromatographic analysis was conducted on a C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5μ) using 
isocratic elution with a mobile phase consisting of a mixture of acetonitrile: ammonium acetate buffer 0.15% 
at pH 7.6 ± 0.05 with a 50:50 volume ratio and a flow rate of 1 mL/min at room temperature. Apixaban 
detection was carried out at 276 nm. The calibration curve for apixaban in human plasma was linear in the 
range of 0.3 to 0.12288 µg/ml with a correlation coefficient of r2 = 0.9957. Limit of Quantitation and Limit 
of Detection concentrations were obtained as 0.06 and 0.02 µg/ml, respectively and the average extraction 
recovery of the extraction method was 78.73%. 
Conclusion: The developed and validated HPLC-UV method presented in the study is suitable for accurate 
determination of apixaban levels in the pharmacokinetic studies. 
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 ١٥٧ /و همكاران  سيد محمد علوي                                                                                        ١٤٠٤تابستان     ٢ شماره   ٣٥ دوره

 
 

  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  ١٦٥تا  ١٥٦صفحات ، ١٤٠٤ تابستان، ٢، شماره ٣٥ ورهد

  

توسعه و معتبرسازي روش استخراج داروي آپيكسابان از خون و آناليز آن با 
  روش كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا

 ٣، هدي جهاندار٢محسن اميني، ١، امير بهشتي مآل١سيد محمد علوي
     
  تهران، ايران دانشگاه آزاد اسلامي، ،واحد علوم پزشكي تهران، گروه شيمي داروييدكتراي داروسازي،  جويدانش ١
   شيمي دارويي، دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران، ايران گروهاستاد تمام،  ٢
  رانيتهران، ا ،يتهران، دانشگاه آزاد اسلام يكواحد علوم پزش ،گروه گياهان دارويياستاديار،  ٣

   كيدهچ

چندين  كه جهت كاهش خطراست  ١٠آپيكسابان جز دارو هاي ضد انعقادي خوراكي و مهار كننده مستقيم فاكتور  :سابقه و هدف
مرجع پي  يسه با داروين در مقاتوان به اثربخشي آشود. با اندازه گيري ماده موثره دارو در خون ميبيماري ترومبوآمبوليك استفاده مي

لاسماي كسابان در پبرد. در اين مطالعه، يك روش سريع، جديد و معتبر بر پايه كروماتوگرافي مايع فاز معكوس براي اندازه گيري آپي
 . انساني، توسعه يافته است

هاي استاندارد اسپايك شده صورت گرفت. از نمونه وش با استفادهسازي شد. سپس، اعتبارسنجي رابتدا شرايط كروماتوگرافي بهينه :روش بررسي
   .هاي خون اسپايك شده، درصد بازيابي آپيكسابان محاسبه شدبراي ارزيابي روش استخراج آپيكسابان از نمونه

آمونيوم  افرو روش ايزوكراتيك با فاز متحرك شامل استونيتريل: ب  C18   (mm × 4/6 mm, 5μ 250)بررسي آپيكسابان با ستون ها:يافته
د. آپيكسابان شميلي ليتر در دقيقه در دماي اتاق، انجام  ١و سرعت جريان  ٥٠:٥٠به نسبت حجمي  ٦/٧ ± ٠٥/٠ pHدرصد با  ١٥/٠استات 

ميكروگرم در  ١٢٢٨٨/٠تا  ٣/٠نانومتر شناسايي شد. منحني كاليبراسيون آپيكسابان در پلاسماي انساني در محدوده ي  ٢٧٦در طول موج 
كروگرم بر مي ٠٢/٠و  ٠٦/٠خطي بود و حداقل غلظت قابل اندازه گيري و تشخيص به ترتيب  2r   =0/9957ليتر با ضريب همبستگي  ميلي

  .درصد به دست آمد ٧٣/٧٨ميلي ليتر و ميانگين درصد بازيابي روش استخراج دارو از خون 
  .استماكوكينتيك مناسب دقيق سطوح آپيكسابان در مطالعات فارتوسعه يافته در اين مطالعه، براي تعيين  HPLC-UVروش  :گيرينتيجه

 .سماي انسانري دارو، پلاآپيكسابان، داروي ضد انعقاد خوراكي، كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا با فاز معكوس، اندازه گي واژگان كليدي:
  

  ١مقدمه
هــاي ارجــح گزينــه Kهــاي ويتــامين در گذشته آنتاگونيست

ي از سكته در فيبريلاسيون دهليزي بودند. امــا براي پيشگير
هاي اخير، به علت مزايايي اعم از فارماكولوژي قابــل در سال

پيش بيني و تداخلات كمتــر دارو بــا غــذا و ســاير دارو هــا، 

                                                
 ،ويــي: تهران، دانشگاه علوم پزشكي تهــران، دانشــكده داروســازي، بخــش شــيمي دارآدرس نويسنده مسئول

 )  email: moamini@tums.ac.ir( محسن اميني

ORCID ID: 0000-0003-3135-2917  
    ٧/٣/١٤٠٣: تاريخ دريافت مقاله

  ١٥/٥/١٤٠٣: تاريخ پذيرش مقاله

توجه به داروهاي ضد انعقاد خوراكي مستقيم، افزايش پيــدا 
 .)٢, ١(كرده است 

 هاي ذكر شده براي داروهــاي ضــد انعقــادرغم تمامي مزيتعلي
هــاي فارمــاكوويژيلانس ايــن داروهــا خوراكي مســتقيم، بررســي

هــد دموارد زيادي از خونريزي هاي داخلي در افراد را نشان مــي
 شــود. بــرايكه در بيشتر موارد منجر به بستري شدن بيمار مي

جــاد شــده توســط هــاي ايمثال در يك آزمايش تعداد خونريزي
ســال  نفــر در طــي يــك ١٠٠نفــر بــه ازاي  ٤٤/٣اين دارو هــا، 

  .)٣(گزارش شده است 

 
Original 
Article 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
26

 ]
 

                             2 / 10

https://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-2217-fa.html


  استخراج آپيكسابان و آناليز با كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا                  آزاداسلامي               دانشگاهپزشكي علوم مجله  /١٥٨

م بــه همچنين از آنجايي كه اين دارو ها بر خلاف وارفــارين الــزا
د نظارت و آزمايش ندارند و از ســوي ديگــر بعضــي از آنهــا ماننــ

ص شوند، نگراني در خصــوريواروكسابان روزي يك بار تجويز مي
كاهش سطح سرمي دارو، در صورت از فراموش شدن يــك دوز 

  .)٥, ٤(نيز وجود دارد 
، انجمن قلب و عروق اروپــا بــراي ٢٠١٨به همين علت در سال 

ــه پزشــكان و بيمــاران داراي فيبريلاســيون دهليــزي،  كمــك ب
فراخواني جهت توسعه روشي معتبر بــراي انــدازه گيــري دقيــق 

ر هاي پلاسمايي اين دارو ها در شرايط اورژانســي، منتشــغلظت
بيان كــرد كــه  اي ديگر، هوگو تن كت. همچنين در مطالعهكرد

تنظيم دوز بر اساس غلظــت ســرمي دارو، مــوثرتر از درمــان بــا 
  .)٧, ٦(است استفاده از دوزهاي ثابت 

كــه ضــد انعقــاد اســت يكي از داروهاي ايــن دســته آپيكســابان 
و بــراي كــاهش  است ١٠خوراكي و مهار كننده مستقيم فاكتور 

خطر چندين بيمــاري ترومبوآمبوليــك اعــم از ســكته ناشــي از 
 اي، ترومبــوز بعــد از جراحــيفيبريلاسيون دهليزي غير دريچــه

- فاده مــيزانو و لگن، ترومبوز وريدي عميق و آمبولي ريــه اســت

 شود. اين دارو هنوز بــه طــور رســمي مونــوگرافي در فارماكوپــه
 ي بــرايبراي آناليز و بررسي ندارد. بنابراين روش دقيق و انتخــاب

 .)٩، ٨(است اندازه گيري و بررسي آن مورد نياز 

بيشترين جــذب آپيكســابان در روده كوچــك رخ داده و ســپس 
كنــد. فراهمــي جذب آن در ادامه لوله گوارشي كاهش پيدا مــي

ميلــي گــرم در  ١٠زيستي مطلق دارو در دوزهاي خــوراكي، تــا 
ر بــ. حضور غذا اثر قابــل تــوجهي استدرصد  ٥٠هر دوز، تقريباً 

 . )١١, ١٠(فراهمي زيستي دارو ندارد 

حــداكثر غلظــت پلاســمايي آپيكســابان، چهــار ســاعت پــس از 
تــا  ٥١ميلــي گرمــي، بــين  ٢٥و  ١٠، ٥، ٥/٢مصرف دوز هــاي 

ــي ليتــر گــزارش شــده اســت. همچنــين  ٧١٦ ــانوگرم در ميل ن
 ميلي گرم، متناســب بــا ١٠حداكثر غلظت پلاسمايي آن تا دوز 

الاتر اما در دوزهاي بــ ،كندش پيدا ميافزايش دوز تجويزي افزاي
ميلــي گــرم، بــا افــزايش دوز تجــويزي، حــداكثر غلظــت  ٢٥از 

  .)١١-١٣(پلاسمايي دارو تغييرات كمي دارد 
تــرين ) يكــي از مهــمHPLCكروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا (

ه اســاس آن تفكيــك كــاســت ابزارهاي شيمي تجزيــه امــروزي 
اجزاي نمونــه بــر اســاس تفــاوت در بــرهمكنش بــا فــاز ســاكن 
(ستون) و فاز متحرك و در نتيجه تفاوت در زمان خروج آنهــا از 

. ايــن روش توانــايي جداســازي، شناســايي و )٤, ٣(است ستون 
هــاي محلــول را دارد و اندازه گيري تركيبات موجــود در نمونــه

هاي شيمي تجزيــه در تحليــل كمــي و ترين روشيكي از دقيق

و در تمامي مراحــل پيــدايش، توســعه و توليــد است كيفي دارو 
  . )١٥، ١٤, ٥(شود. دارو در صنعت داروسازي از آن استفاده مي

ــابان، روش ــري آپيكس ــدازه گي ــايي و ان ــور شناس ــه منظ ــاي ب ه
 ارائــه مختلفي، با استفاده از كروماتوگرافي مــايع بــا عملكــرد بــالا

شده است. در چندين مطالعــه، از ايــن تكنيــك همــراه بــا طيــف 
انــدازه گيــري آپيكســابان در  سنج جرمي به منظــور شناســايي و

). همچنــين در ١٨، ١٧، ١٦پلاســماي انســاني بهــره بــرده شــد (
ي مطالعات ديگــري، از كرومــاتوگرافي مــايع بــا عملكــرد بــالا بــرا

ن در ) و آنــاليز كمــي آ١٩، ٨بررسي ناخالصي ها و پايداري دارو (
) اســتفاده شــد. هــدف از ايــن ٢٢، ٢١، ٢٠فرمولاسيون دارويــي (

 سعه و معتبرســازي يــك روش آنــاليز بــا كرومــاتوگرافيمطالعه تو
لظــت به منظور انــدازه گيــري غ UVمايع با عملكرد بالا و دتكتور 

     .آپيكسابان در نمونه هاي پلاسماي انساني بود

  
  مواد و روشها

 مواد و تجهيزات مورد استفاده

 يتريل،مواد شيميايي: ماده فعال دارويي آپيكســابان، متــانول، اســتون
ونيوم استات و آمونيــوم هيدروكســايد (در جــه خلــوص مناســب آم

HPLC - ونيزه (زلال طب شيمي تهران).مرك)، آب دي  
، (SANA)، پــي اچ متــر (BOSCH)تجهيزات: تــرازوي آناليتيكــال 

 BRISA C18 5 250*4/6  (Teknokroma)ســتون كرومــاتوگرافي 
د لكــر) مربوطه، كروماتوگرافي مــايع بــا عمguardبه همراه محافظ (

ـــالا  ون خـــلا ســـت فيلتراســـي ،(Shimadzu LC-10 Series)ب
(MILLIPORE) سانتريفيوز ،(ROTOFIX 32 A) فيلتــر ممبــران ،

، PTFEاســتريل  ٢٢/٠ميكروني كــوبتر، فيلتــر ســر ســرنگي  ٢٢/٠
ســي ســي،  ٣سي سي استريل اس پي ال، سرنگ  ١٥لوله فالكون 

ي ســي پلــي ســ ٥/١سر سمپلر آبي و زرد، ميكروتيوب (اپنــدورف) 
پروپيلني، حمــام التراســونيك، لولــه هــاي خــونگيري غيــر وكيــوم 

EDTA2K  ـــــس ميكســـــر و ـــــركت فرتســـــت، وورتك دار ش
  (RIGOL Ultra-3660)اسپكتروفوتومتر 

 طراحي و توسعه روش آناليز

ابتدا جهت انتخاب حلال مناسب، بررســي حلاليــت آپيكســابان در 
ي يط كرومــاتوگرافآب، متانول و استونيتريل انجام شد. ســپس شــرا

مانند نوع ستون و طول آن، تركيــب فــاز متحــرك، نــوع شستشــو، 
  . شدسرعت جريان، دماي مناسب و طول موج بهينه تعيين 

  آماده سازي استوك آپيكسابان
ميكروگــرم در ميلــي  ٣٠محلول استوك آپيكسابان بــه غلظــت 

ميلــي ليتــري بــا حــل كــردن  ٥٠ليتر در يك بــالن ژوژه تيــره 
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درجــه  ٣در متــانول تهيــه و در يخچــال بــا دمــاي  آپيكســابان
  سانتي گراد نگهداري شد.

   تهيه پلاسما از نمونه خوني
منتقــل و  EDTA2kهاي خونگيري حــاوي نمونه هاي خوني به لوله

دقيقــه بــا  ١٥سپس بلافاصله براي جداســازي پلاســما، بــه مــدت 
سانتريفيوژ شدند. پلاسماي جــدا شــده در  ١٥٠٠  gقدرت چرخش

م به چنــد قســمت تقســي ليترميلي ٥/١هاي پلي پروپيلني دورفاپن
  راد فريز شدند.درجه سانتيگ - ٢٠گرديده و در فريزر با دماي 

  ذوب كردن پلاسما
يــرون هاي پلاسما مــورد اســتفاده در روز آزمــايش، از فريــزر بنمونه

ه بــدرجه سانتي گــراد  ٣٧آورده شده و بلافاصله در حمام آب گرم 
  دقيقه قرار داده شدند. ١٠تا  ٥مدت 

هاي استاندارد اسپايك شــده پلاســمايي آماده سازي نمونه
 براي تزريق

ــا  اســتخراج دارو از پلاســما و آمــاده ســازي نمونــه بــراي تزريــق ب
استفاده از روش رســوب دادن پــروتئين انجــام شــد، بــه هــر واحــد 

ه حجم از پلاسما اسپايك شده، چهار واحد حجم اســتونيتريل اضــاف
نــه دقيقــه، بــا نمو ٥با استفاده از ميكسر و ورتكس بــه مــدت شد و 

دقيقــه بــا قــدرت  ٢٥مخلوط شد. ســپس ايــن مخلــوط بــه مــدت 
از  سانتريفيوژ شده و فاز شفاف بالايي با اســتفاده ١٥٠٠ gچرخش 

ده ميكرومتــر عبــور دا ٢٢/٠سمپلر جدا شده و از فيلتر سر ســرنگي 
ق ســازي ســريالي بــا شد. به ايــن ترتيــب بــا اســتفاده از روش رقيــ

و  ١٥٣٦/٠،  ١٩٢/٠، ٢٤/٠، ٣/٠، غلظــت هــاي ٨/٠ضــريب رقــت 
 ميكروگرم در ميلي ليتر آپيكسابان در پلاســماي شــفاف ١٢٢٨٨/٠

يــق هــر بــار تزر ٣بدون پروتئين تهيه شدند. نمودار كاليبراسيون بــا 
  غلظت رسم شد.

  معتبرسازي روش توسعه يافته
اي نظيــر انتخــابي بــودن، بــه منظــور معتبرســازي روش، پارامترهــ

نمــودار كاليبراســيون، دامنــه، خطــي بــودن، صــحت، دقــت، حــد 
  تشخيص و حد اندازه گيري به شرح زير بررسي شدند.

  بررسي انتخابي بودن روش 
ناليــت انتخابي بودن شامل توانايي روش در ارزيابي واضح و آشــكار آ

و  هــاهــا، متابوليــتمورد نظر در حضور ساير مــواد ماننــد ناخالصــي
 . از مقايســه نتيجــه حاصــل از نمونــه منفــياســتساير مواد جانبي 

تــوان فاقد آناليــت بــا نتيجــه حاصــل از نمونــه حــاوي آناليــت، مــي
مونــه نانتخابي بودن روش را بررسي كرد. به منظور بررسي اين امر، 

يــق حاوي پلاسما بدون دارو به عنوان نمونه منفــي بــه دســتگاه تزر
دارو  وبا كروماتوگرام نمونه ي حاوي پلاســما  شد و كروماتوگرام آن

  . شدبه عنوان نمونه مثبت مقايسه 

  بررسي خطي بودن روش آناليز و رسم نمودار كاليبراسيون
روش ارائه شده بايد در كل دامنه مورد آناليز خطي باشــد. بنــابراين 
بــراي مشــخص كــردن نقــاط نمــودار كاليبراســيون، بــا اســتفاده از 

ـــاي  ، ١٥٣٦/٠، ١٩٢/٠، ٢٤/٠، ٣/٠ µg/mlغلظـــت  ٥، ICHراهنم
ــدون  ١٢٢٨٨/٠ ــفاف ب ــماي ش ــاتريكس پلاس ــابان در م از آپيكس

بار تزريق شد و ســپس بــا اســتفاده از  ٣پروتئين آماده و هر غلظت 
ميـــانگين نتـــايج حاصـــل از هـــر غلظـــت و رگرســـيون، نمـــودار 

  كاليبراسيون رسم شد.
  تعيين حد تشخيص

تشــخيص و حــد انــدازه گيــري  روشي كه براي بدست آوردن حــد
استفاده شد شــامل روش محاســباتي و نگرشــي بــر اســاس نســبت 
 سيگنال بــه نــويز بــود. در روش محاســباتي بــا اســتفاده از فرمــول

حــد تشــخيص بــه صــورت  ICH(Q2)محاسباتي در دســتورالعمل 
ــه آن در  مجــازي محاســبه شــد. ســپس نزديــك تــرين غلظــت ب

ه بــار بــه دســتگا ٣ن تهيه و ماتريكس پلاسماي شفاف بدون پروتئي
 تزريق شد. نسبت سيگنال به نويز و تشخيص نمونه در ايــن غلظــت

  بررسي شد.

    فرمول محاسبه ي حد تشخيص: 
شـــيب خـــط منحنـــي  Sانحـــراف معيـــار اســـتاندارد و  𝜎در آن 

 كاليبراسيون ميباشد.

  تعيين حد اندازه گيري
 بــه فرمــول محاســباتي در مقدار تئوري حد اندازه گيــري بــا توجــه

، محاسبه شد و سپس نزديك ترين غلظــت ICH(Q2)دستورالعمل 
 وبه آن در ماتريكس پلاسما ي شفاف بدون پروتئين آمــاده ســازي 

 بار به دستگاه تزريق شــد و در آخــر نســبت ســيگنال بــه نــويز و ٣
  تكرارپذيري نتايج بررسي شدند.

  فرمول محاسبه ي حد كمي (اندازه گيري): 
شـــيب خـــط منحنـــي  Sانحـــراف معيـــار اســـتاندارد و  𝜎در آن 

  كاليبراسيون ميباشد.
  بررسي صحت 

غلظت كه گســتره ي مــورد نظــر را  ٣، ICHبر اساس رهنمود هاي 
ميكروگــرم در ميلــي ليتــر  ٢٥/٠و  ٢/٠، ١٦/٠پوشش بدهند شامل 

در ماتريكس پلاسماي شفاف بــدون پــروتئين، آمــاده شــدند و هــر 
ز ابار تزريق شدند و سپس مقدار خطاي نسبي بــا اســتفاده  ٣ام كد

  فرمول زير بررسي شد.
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  استخراج آپيكسابان و آناليز با كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا                  آزاداسلامي               دانشگاهپزشكي علوم مجله  /١٦٠

 بررسي دقت 

غلظــت از داروي آپيكســابان  ٣، ICHبر اساس رهنمودهــاي 
 ٢٥/٠و  ٢/٠، ١٦/٠كه گستره مورد نظر را پوشــش بدهنــد (

ميكروگرم در ميلــي ليتــر)، در مــاتريكس پلاســماي شــفاف 
 وبار تزريــق شــدند  ٣ه شدند و هر كدام بدون پروتئين، آماد

  سپس مقدار انحراف معيار نسبي محاسبه و ارزيابي شد.
  بررسي دقت در دو روز متفاوت 

ميكروگــرم در ميلــي ليتــر،  ٢٥/٠و  ٢/٠، ١٦/٠ســه غلظــت 
د، بار به دستگاه تزريــق شــدن ٣در روز ديگر هر كدام دوباره 

ل از تزريــق سپس مقدار انحراف معيار نسبي داده هاي حاص
 هر غلظت، بررسي شد.

  محاسبه درصد بازيابي روش استخراج
) روش recoveryبــه منظــور انــدازه گيــري درصــد بازيــابي (

استخراج، مقدار مشخص از دارو در خون تام اسپايك شــد و 
سپس تمامي مراحل اســتخراج دارو از پلاســما بــراي نمونــه 

نجــام انجام شد (بر اساس محاســبات انجــام شــده، پــس از ا
ميكروگــرم در  ٥٦/٠تمامي مراحل استخراج، غلظــت نهــايي 

بــار  ٣ميلي ليتر تخمين زده شد). سپس حاصــل اســتخراج، 
تزريق شد و با اســتفاده از فرمــول زيــر، درصــد بازيــابي بــه 

  دست آمد.
  

  
  

ي كه در اين فرمول منظور از نمونه اسپايك شده، نمونه حاو
ان با غلظــت نهــايي پلاسماي شفاف اسپايك شده با آپيكساب

  .استميكروگرم در ميلي ليتر  ٥٦/٠
  بررسي توانمندي روش

به منظــور بررســي توانمنــدي روش در مقابلــه بــا تــاثير عوامــل 
فــاوت، متغير بر نتايج آناليز، در روزي متفــاوت، بــا اپراتــوري مت

ن ميزان جذب نمونه استاندارد همراه با تغييــر در ســرعت جريــا
  .  دستگاه، بررسي شد

  
  هايافته

آزمايشــات اوليـــه در ايـــن پـــژوهش نشـــان داد كـــه داروي 
ـــا در  ـــي دارد، ام ـــيار كم ـــت بس ـــابان در آب حلالي آپيكس

. با توجه بــه استاستونيتريل تقريباً و در متانول كاملا محلول 
و با توجه به منــابع است اينكه داروي آپيكسابان داروي قطبي 

نظر گرفته شد. علمي معتبر، فاز معكوس براي اين تحقيق در 

به جهت كاهش زمان بازدارندگي و جلــوگيري از پهــن شــدن 
كــه  C18پيك با توجــه بــه قطبــي بــودن آپيكســابان، ســتون 

، انتخــاب شــد. جهــت جداســازي و اســت C8غيرقطبي تــر از 
هــا بــا توجــه بــه منــابع و بــا توجــه بــه افزايش رزولوشن پيك

 mm × 4/6 250هــاي موجــود در آزمايشــگاه، ســتون (ستون

mm, 5μ (C18 Brisa LC2 شد. جهــت بهينــه ســازي  انتخاب
هاي مختلفي از آب و استونيتريل مورد بررســي شرايط، نسبت

قرار گرفتند. در ابتدا زماني كه فاز متحرك، مخلــوطي از آب و 
استونيتريل و آب و متانول بود، در كروماتوگرام حاصــل كمــي 

بل قبول نبــود. ها قاكشيدگي مشاهده شد و نتايج كروماتوگرام
هــا بــراي تهيــه بــافر جهت بهبود نتايج، تركيب مختلف نمــك

درصد، كــه  ١٥/٠استفاده شد و در نهايت بافر آمونيوم استات 
pH  ٠٥/٠آن با آمونيوم هيدروكسايد رقيق شده، در محــدوده 

تنظــيم شــده بــود، انتخــاب شــد. فــاز متحــرك شــامل  ٦/٧ ±
درصــد بــا  ١٥/٠ســتات مخلوطي از استونيتريل: بافر آمونيوم ا

pH ١و سرعت جريــان  ٥٠:٥٠با نسبت حجمي  ٦/٧ ± ٠٥/٠ 
ميلي ليتر در دقيقه بود. آناليز در دماي اتــاق بــا روش شســت 
شوي ايزوكراتيك، انجام شد. به منظور انتخاب بهتــرين طــول 
موج براي مطالعه، اســتاندارد آپيكســابان در فــاز متحــرك، در 

اه اســپكتوفتومتر اســكن توسط دستگ ٤٠٠تا  ٢٠٠طول موج 
. پيــك شــدنانومتر براي آنــاليز انتخــاب  ٢٧٦شد و طول موج 

دقيقــه  ٤/٤مربــوط بــه آپيكســابان در زمــان بــازداري حــدود 
مشاهده شد. نتايج حاصل از معتبرسازي روش ارائــه شــده در 

 . بودمطالعه به شرح زير 

  بررسي انتخابي بودن روش 
دارو، پيكي در زمان  در كروماتوگرام نمونه پلاسماي فاقد

 د.شدقيقه، مربوط به آپيكسابان مشاهده ن ٤/٤بازداري حدود 
بنابراين روش آناليز ارائه شده براي اندازه گيري مقدار 

كروماتوگرام  ١. شكل بودآپيكسابان در پلاسما انتخابي 
 ٢حاصل از آناليز نمونه پلاسما بدون آپيكسابان و و شكل 

ان يز نمونه پلاسماي حاوي آپيكسابكروماتوگرام حاصل از آنال
 دهد.را نشان مي

  خطي بودن و نمودار كاليبراسيون
 ١٢٢٨٨/٠تا  ٣/٠روش توسعه يافته در اين مطالعه، در بازه 

 ٩٩٥٧/٠ميكروگرم در ميلي ليتر، با ضريب همبستگي 
و  ٣. نمودار كاليبراسيون و مشخصات آن در شكل بودخطي 
  ه است.نشان داده شد ٢و  ١ هايجدول

 بررسي تكرار پذيري (دقت) و صحت روش

 ،٢٥/٠و  ٢/٠، ١٦/٠، ســه غلظــت ICHبر اساس رهنمودهــاي 
كه نماينده سه نقطه حد پايين، وسط و بــالاي گســتره مــورد 
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 ١٦١ /و همكاران  سيد محمد علوي                                                                                        ١٤٠٤تابستان     ٢ شماره   ٣٥ دوره

آناليز هستند، آماده شد و هر كدام سه بار تزريق شدند. نتايج 
دهنــد ها نشــان مــي. دادهشودميمشاهده  ٣در جدول  حاصل
ش مورد نظر در بازه مشخص شده، با ميــانگين انحــراف كه رو
درصــد از صــحت و  ٢تــر از نسبي و خطاي نسبي پايينمعيار 

  .استدقت مناسبي برخوردار 

 بررسي تكرار پذيري (دقت) در دو روز متفاوت

به منظور بررسي و مقايسه صحت و دقت روش در روزي 
بار  ٣كدام متفاوت، سه غلظت مشابه با روز قبلي آماده و هر 

و خطاي نسبي معيار تزريق شدند و سپس مقادير انحراف 
 .استنشان دهنده نتايج  ٤بررسي شدند و جدول 

 
 كروماتوگرام حاصل از تزريق نمونه ي پلاسماي فاقد آپيكسابان. .١شكل 

 
آپيكسابان. وجود پيكي در زمان حدود ميكروگرم در ميلي ليتر  ٢٥/٠كروماتوگرام حاصل از تزريق نمونه ي پلاسما حاوي  .٢شكل 

دقيقه كه در نمونه حاوي دارو مشاهده مي شود نشان دهنده انتخابي بودن روش توسعه يافته مي  ٤/٤

 باشد

  منحني استاندارد آپيكسابان در پلاسما شفاف بدون پروتئين. .٣شكل 
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آپيكسابان در ماتريكس پلاسما در  UVميزان جذب  .١جدول 
 هاي مختلف منحني كاليبراسيونغلظت

  )ppmغلظت (  ) mAUجذب (   ميانگين  نسبي معيارانحراف 

 -  ٠  ٠  ٠  

 

١٩/١ % 
  

٣٨٤٦  

١٢٢٨٨/٠  ٣٨٥٩  

١٢٢٨٨/٠ ٣٧٩٥ 

١٢٢٨٨/٠ ٣٨٨٤ 

 

٨/٣ % 
  

٦٦/٥٠٢٧  

١٥٣٦/٠  ٥١٧٢  

١٥٣٦/٠ ٤٨١١ 

١٥٣٦/٠ ٥١٠٠ 

 

٧٨/١ % 
  

٣٣/٦٣٢٠  

١٩٢/٠  ٦٣٩٤  

١٩٢/٠ ٦١٩١ 

١٩٢/٠ ٦٣٧٦ 

 

٣٧/٢ % 
  

٣٣/٨١٨٥  

٢٤/٠  ٨١٧٢  

٢٤/٠ ٧٩٩٨ 

٢٤/٠ ٨٣٨٦ 

 

٠٦/٢ % 
  

٣٣/٩٩٧٩  

٣/٠  ١٠١٧٦  

٣/٠ ٩٩٩٧ 

٣/٠ ٩٧٦٥ 
 

 
  

 محاسبه درصد بازيابي روش استخراج

درصد بازيابي روش استخراج با توجه به فرمول ذكر شده در بخش 
  .شودميمشاهده  ٥قبل، محاسبه شده و نتيجه آن در جدول 

 )robustnessبررسي توانمندي روش (

 به منظور بررسي توانمندي روش در مقابله با تاثيرات حاصل از
ل متغير بر نتايج حاصل، در روزي متفاوت، با اپراتوري عوام

عت متفاوت، ميزان جذب نمونه ي استاندارد همراه با تغيير در سر
قابل مشاهده  ٦جريان دستگاه، بررسي شد. نتايج آن در جدول 

  است.
 تعيين حد تشخيص و حد اندازه گيري

حد  ICH(Q2)با استفاده از فرمول محاسباتي در دستورالعمل 
ميكروگرم در ميلي ليتر بدست آمد. سپس  ٠١٨١٨/٠تشخيص 

ميكرو گرم در ميلي ليتر) در  ٠٢/٠نزديك ترين غلظت به آن (
ماتريكس پلاسماي شفاف بدون پروتئين آماده سازي و نمونه 

ن بار به دستگاه تزريق شد. نسبت سيگنال به نويز در اي ٣حاصل 
  ).٤غلظت بررسي شد (شكل 

ندازه گيري نيز با توجه به فرمول محاسباتي در مقدار تئوري حد ا
ميكروگرم در ميلي ليتر  ٠٥٥١٠/٠،  ICH(Q2)دستورالعمل 

ميكرو گرم  ٠٦/٠بدست آمد و سپس نزديك ترين غلظت به آن (
در ميلي ليتر) در ماتريكس پلاسما ي شفاف بدون پروتئين آماده 

ال به بار به دستگاه تزريق شد و در آخر نسبت سيگن ٣سازي و 
   انحراف ).٧نويز و تكرارپذيري نتايج بررسي شدند (جدول 

  
  

 هاي مرتبط با خط رگرسيونداده .٢جدول 
SUMMARY OUTPUT        

        

Regression Statistics       
Multiple R 0/997824       
R Square 0/995653       
Adjusted R Square 0/995343       
Standard Error 188.2353       
Observations 16       

        
ANOVA        

 df SS MS F Significance F   
Regression 1 1/14E+08 1/14E+08 3206/775 6/15E-18   
Residual 14 496055/4 35432/53     
Total 15 1/14E+08      

        

 Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Upper 95.0% 

Intercept -204/009 123/382 -1/65348 0/120473 -468/637 60/61867 60/61867 

X Variable 1 34157/06 603/1791 56/62839 6/15E-18 32863/37 35450/76 35450/76 
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درصد، نشان دهنده تكرارپذير بودن نتايج  ٥/٢استاندارد نسبي 
ميكروگرم در ميلي  ٠٦/٠. بنابراين غلظت استدر اين غلظت 

   .عنوان حد اندازه گيري اين روش شناخته شده ليتر ب

  

  بحث
 در كهاست  يخوراك ادانعق ضد يداروها از يكي كسابانيآپ

 ك،يترومبوآمبول يهايماريب تيريمد يبرا رياخ يهاسال

 هاي تكرارپذيري و صحت روشداده .٣جدول 

ميانگين خطاي نسبي 
 در روز

ميانگين خطاي نسبي در 
  هر غلظت

 معيارميانگين انحراف 
 نسبي

انحراف 
  نسبي معيار

انحراف 
 استاندارد

ميانگين 
  جذب

  جذب
)mAU(  

غلظت 
)ppm(  

١٣/٢   - ٠٢٣٩٩/٠  +٠١٩٩٩/٠ %  
٠١٣٨/١٠٩ 

  

١٦/٠ ٥٠٢٠ ٥١٣٠ 

١٦/٠ ٥١٣٢ 

١٦/٠ ٥٢٣٨ 
 ٠٥١٠٣/٠+  

٦٢/١ % 
٢/٠ ٦٩٤٢ ٦٩٧٦ ٠٧/٤٨  % ٦٩/٠ 

٢/٠ ٧٠٣١ 

٢/٠ ٦٩٥٥ 
      ٢٥/٠ ٨٤٣١ 
 ٢٥/٠ ٨٦٣٨ ٣٣٣/٨٦١٦ ٥٠٥٩/١٧٥ % ٠٤/٢  +٠٣٢٩٢/٠ 
      ٢٥/٠ ٨٧٨٠ 

 
 سي تكرارپذيري نتايج در دو روز متفاوتبرر .٤جدول 

  )ppmغلظت ( ميانگين جذب  نسبي معيارانحراف   نسبيمعيار ميانگين انحراف   ميانگين خطاي نسبي در هر غلظت ميانگين خطاي نسبي در روز
  

٠١٨٠٠٢٥/٠+  
٠٣٦٧٣٧٨/٠  -  

٦٨/١ % 
١٦/٠ ٣٣٣٣٣٣/٥٠٦٠ % ٣٤/٢ 

٢/٠ ١٦٦٦٦٧/٧٠٠٨ % ١٣/١ + ٠٥٥٧٣٩١/٠ 

٢٥/٠ ١٦٦٦٦٧/٨٦٣٤ % ٥٧/١ + ٠٣٥٠٠٦٢/٠ 

 
  ) روش استخراجrecoveryنتايج مربوط به درصد بازيابي (  .٥جدول 

غلظت 
)ppm( 

جذب نمونه مورد مطالعه 
)mAU(  

جذب نمونه استاندارد 
)mAU(  

ميانگين جذب نمونه مورد 
  مطالعه

ميانگين جذب نمونه 
  استاندارد

درصد 
  بازيابي

٢٩١٨٨  ٢٣٥٤٣  ٥٦/٠    
٣٣/٢٤٠٠٧  

 
٣٣/٣٠٤٩٤ 

 
 

 
٧٨/%٧٣  

 
٣١٩٦٨  ٢٤٣٦٧ ٥٦/٠  
٣٠٣٢٧  ٢٤١١٢  ٥٦/٠  

  

  بررسي توانمندي روش توسعه يافته با تغيير در سرعت جريان – ٦جدول 
 غلظت

)ppm(  
جذب نمونه استاندارد با 

ميلي ليتر در  ١سرعت جريان 
  )mAUدقيقه (

جذب نمونه مورد مطالعه با 
در ميلي ليتر  ٨/٠سرعت جريان 

  )mAUدقيقه (

ميانگين جذب نمونه 
  )mAUاستاندارد (

ميانگين جذب نمونه 
  )mAUمورد مطالعه (

ميانگين 
  درصد تغيير

٣٢٠٤٤  ٢٩١٨٨  ٥٦/٠        
٥/%٨  ٣٣/٣٢٢٧٨  ٣٣/٣٠٤٩٤  ٣٢٥٣٥ ٣١٩٦٨  ٥٦/٠+  
٣٢٢٥٦  ٣٠٣٢٧  ٥٦/٠        

  

 داروي آپيكسابان در پلاسما، جهت تعيين حد اندازه گيري.  ميكرو گرم در ميلي ليتر ٠٦/٠بار تزريق غلظت  ٣نتايج حاصل از  .٧جدول 

  نسبي معيارانحراف   )Mauجذب (  )ppmغلظت (
١٦٤٢  ٠٦/٠    

١٧٢٥  ٠٦/٠  ٢/%٥  
١٦٧٢  ٠٦/٠  
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 كسابانيآپ جذب نيشتريب. )٩(به آنها شده است  ياديتوجه ز
 در دارو قمطل يستيز يفراهم و داده رخ كوچك روده در

. است درصد پنجاه باًيتقر ،يگرم يليم ١٠ تا يخوراك يدوزها
 تداخل و مشخص كينتيفارماكوك به توانيم آن يايمزا از
 يهاشيرا به پا آن ازين كه كرد اشاره داروها ريسا با نييپا

 نيتاميو ستيضد انعقاد آنتاگون يبه داروها نسبت يشگاهيآزما
K، ضد  يداروها همه گر،يد يسو از. اما )١٠(كند يم كمتر

 درشوند، يترومبوز استفاده م سكيكه در كاهش ر يانعقاد
 و كبد و هيكل يينارسا دارو، حد از شيب مصرف از اعم يموارد

دارند.  را يداخل يزير خون جاديا خطر ،ييدارو تداخلات
 مار،يدر ب ها دارو نيا ييغلظت پلاسما شيو پا يبررس نيبنابرا

 يجانب عوارض جاديو عدم ا يماريب تيريبه مد يكمك بزرگ
 ).١٦كند (يم

 يهادر فارماكوپه HPLCاز  استفاده با كسابانيآپ زيآنال روش
 يهاروشگزارش نشده و  USPو  BPمانند  يالملل نيمعتبر ب
 فيمانند استفاده از ط ييهاتيده در مقالات، محدودارائه ش

 در موثره ماده مقدار نييتع و يعدم بررس ايو  يسنج جرم
به  قيتحق نيا ل،يدل نيهم. به داشتند را يانسان يپلاسما
و قابل  قيدق ساده، يروش يطراح و افتني ،يبررس منظور

 يپلاسما كسيماتر در كسابانيآپ يريگ اندازه ياعتماد برا
 يپارامترها ،ICHانجام شد و با توجه به دستورالعمل  يانسان

 دقت، بودن، يخط دامنه بودن، يانتخاب از اعم يمعتبرساز
 قرار يبررس مورد يريگ اندازه حد و صيتشخ حد صحت،
  گرفتند

با استفاده از ستون  يارائه شده جداساز كيزوكراتيروش ا در
18C  متر و اندازه  يليم ٦/٤متر، قطر  يسانت ٢٥به طول

 يبافر آب بيبا فاز متحرك كه شامل ترك كرونيم ٥ يذرها
 ٥٠:٥٠ يبا درصد حجم ليتريو استون ١٥/٠استات %  وميآمون

محلول بافر با  pHاست.  شده انجام بنفش، ماوراء شناساگر و
 ٦/٧ ± ٠٥/٠شده در محدوده  قيرق ديدروكسايه وميآمون
در روش  فاز متحرك انيشده است. سرعت جر ميتنظ

انتخاب شد.  قهيبر دق تريل يليم ١مطرح شده  كيزوكراتيا
 انجام طيمح يدر دما زيبوده و آنال تريكروليم ٢٠ قيحجم تزر

 ييو زمان اجرا قهيدق ٤/٤حدود  كسابانيآپ ي. زمان بازدارشد
و  يري. حداقل غلظت قابل اندازه گبود قهيدق ٧ زين قيهر تزر

 ٠٢/٠و  ٠٦/٠ بيه ترتب روش، صيحداقل غلظت قابل تشخ
 دقت، و صحت يبررس در. شد نييتع تريل يليبر م كروگرميم

بود كه نشان  ٦/١و  ٠٢/٠ بيبه ترت ينسب اريانحراف مع درصد
 ،يكل يبررس كي. در استروش  نيدهنده مناسب بودن ا

ارائه شده  زيآنالدهند كه روش يبه دست آمده نشان م جينتا
مقدار  نييتع يبرا ماداعت قابل يروش ق،يتحق نيدر ا

   .استانسان  يدر پلاسما كسابانيآپ
  

 و تشكرقدرداني 
بدين وسيله از سركار خانم فرشته مظاهري كارشناس مركز 
تحقيقات علوم دارويي كه ما را در انجام اين تحقيق ياري 

  ، كمال تشكر را داريم.كردند
  

 
  ميكروگرم در ميلي ليتر آپيكسابان در پلاسما جهت تعيين حد تشخيص ٠٢/٠كروماتوگرام مربوط به تزريق نمونه . ٤شكل 
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