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摘要 目的: 建立简便快捷的左卡尼汀注射液含量及有关物质测定方法。方法: 采用 Alltech Brava Amino 色谱柱( 250 mm ×
4. 6 mm，5 μm) ，柱温 40 ℃，以 0. 01 mol·L －1磷酸盐缓冲液 － 乙腈( 25∶ 75) 为流动相，流速 1. 0 mL·min －1，检测波长 205 nm。
结果: 左卡尼汀与各有关物质及降解产物色谱峰分离度良好，各杂质峰互不干扰。左卡尼汀、杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质 D
质量浓度分别在 436. 2 ～ 2 617、3. 5 ～ 87. 4、2. 8 ～ 56、1. 79 ～ 44. 8、2. 54 ～ 50. 8 μg·mL －1范围内线性关系良好，平均回收率( n =
9) 分别为 100. 0%、100. 1%、101. 6%、95. 7%和 102. 5%，其定量限( S /N = 10) 分别为 167. 50、4. 20、22. 40、60. 48 和 30. 48 ng。
结论: 方法学验证结果表明，本法可用于左卡尼汀注射液的质量控制。
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substances of levocarnitine injection*
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( 1． Modern Ｒesearch Center for Traditional Chinese Medicine，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100029，China;
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Abstract Objective: To establish an HPLC method for the determination of the content and related substances of
levocarnitine injection．Methods: The Alltech Brava Amino column ( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) was used with a
mobile phase consisting of 0. 01 mol·L －1potassium dihydrogen phosphate buffer solution and acetonitrile ( 25∶ 75) at
a flow rate of 1. 0 mL·min －1 ． The detection wavelength was 205 nm and the column temperature was 40 ℃． The in-
jection volume was 10 μL． Ｒesults: The related substances and degraded products were completely separated from le-
vocarnitine． And an excellent separation was achieved for the related substances． The calibration curves for levocarni-
tine，impurity A，impurity B，impurity C and impurity D revealed good linearities in the range of 436. 2 － 2 617 μg·
mL －1，3. 5 － 87. 4 μg·mL －1，2. 8 － 56 μg·mL －1，1. 79 － 44. 8 μg·mL －1，2. 54 － 50. 8 μg·mL －1，respectively．
The average recoveries ( n = 9) of the above compounds were 100. 0%，100. 1%，101. 6%，95. 7% and 102. 5%，

respectively． The limits of quantification ( S /N = 10 ) of these compounds were 167. 50 ng，4. 20 ng，22. 40 ng，

60. 48 ng and 30. 48 ng respectively． Conclusion: The methodological validation results indicate that the estab-
lished method can be applied to quality control of levocarnitine injection．
Key words: amino acid derivative; levocarnitine; related substances; HPLC

左卡尼汀( 结构式见图 1 ) 是一种氨基酸衍生

物，又称左旋肉碱，是哺乳动物能量代谢必需的体内

天然物质，其作用主要为促进脂质代谢。左卡尼汀

注射液在临床上应用广泛，效果良好，是治疗心力衰

竭的首选药物，主要用于慢性肾衰竭及血液透析者

肉碱缺乏性疾病，目前已被美国药典［1］和我国国家
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药品标准目录［2］收载。但我国现有制剂标准中，并

未设定其有关物质的检查项。目前的研究［3 － 10］中，

也多以左卡尼汀及杂质 A 为主，未见其他杂质的相

关报道。我国的新药研究领域，有关物质逐步引起

人们的重视，为提高用药安全性，在研发过程中通常

需对原料和制剂中的有关物质进行详细的研究。欧

洲药典［11］和英国药典［12］收载的左卡尼汀原料药质

量标准中，列出了其中常见的 4 种杂质，即杂质 A、
杂质 B、杂质 C 和杂质 D( 结构式见图 1) ，但仅对杂

质 A 的量进行了限定( 不超过 0. 5% ) 。两部药典中

所用色谱柱为丙胺基甲基硅烷基键合硅胶柱，柱子填

料和规格在国内并不常见。经本课题组验证，使用该

两部药典中的色谱条件无法使主峰与杂质 A 峰完全

分离，且无法有效区分杂质 B、C 和 D。故本研究建立

一种可同时用于左卡尼汀含量和各有关物质的测定

方法，使左卡尼汀主峰、杂质 A、杂质 B、杂质 C 和杂

质 D 5 个色谱峰均能完全分开，以提高药品的质量标

准和安全性，为该品种的研发及质量标准的建立和提

高提供保证。

图 1 左卡尼汀、杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质 D 的化学结构

Fig． 1 Chemical structures of levocarnitine，impurity A，impurity B，im-

purity C and impurity D

1 仪器与试药

岛津分析型高效液相色谱仪( 二极管阵列检测

器、二元高压梯度泵、真空脱气机、柱温箱、自动进样

器; 色谱工作站) ; 超声波清洗器( 南京垒君达超声

电子设备有限公司) ; METTLEＲ 实验室 pH 计( 梅特

勒 － 托利多仪器有限公司) ; METTLEＲ XS105 型电

子分析天平( 梅特勒 － 托利多仪器有限公司) 。
对照品左卡尼汀( 批号 L0399900 ) 、杂质 A( 批

号 L0399905) 、杂质 B( 批号 1418 － 064A1 ) 、杂质 C
( 批号 1394 － 016A2) 购于欧洲药品质量管理局，杂

质 D( 批号 MS200705 － 05A) 购于深圳德博瑞生物

科技有限公司，纯度均大于 98% ; 左卡尼汀原料药

( 批号 0171302002) ，购于东北制药集团股份有限公

司; 左卡尼汀注射液( 3 批中试放大注射液由悦康药

业集团有限公司生产，其他由北京中医药大学中药

现代研究中心研制) 。乙腈为色谱级，水为超纯水，

其他为分析纯。
2 方法与结果

2. 1 溶液的配制

2. 1. 1 供试品溶液Ⅰ 精密吸取左卡尼汀注射液

0. 5 mL于 50 mL 量瓶中，用流动相稀释并定容至刻

度，摇匀，即得。
2. 1. 2 供试品溶液Ⅱ 精密吸取左卡尼汀注射液

0. 5 mL 于 10 mL 量瓶中，用流动相稀释并定容至刻

度，摇匀，即得。
2. 1. 3 对照品储备液 分别称取左卡尼汀、杂质

A、杂质 B、杂质 C 和杂质 D 的对照品适量，精密称

定，加 流 动 相 制 成 质 量 浓 度 分 别 为 2. 62、87. 40、
56. 00、44. 80 和 50. 80 μg·mL －1 的 溶 液，摇 匀，

即得。
2. 1. 4 对照溶液 精密吸取供试品溶液Ⅱ 10 μL
于 10 mL 量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，即得。
2. 2 色谱条件

采用 Alltech Brava Amino 色谱柱( 250 mm ×
4. 6 mm，5 μm) ，流动相为 0. 01 mol·L －1 磷酸盐缓

冲液 － 乙腈( 25 ∶ 75 ) ，流速 1. 0 mL·min －1，柱温为

40 ℃，检测波长 205 nm，进样量 10 μL。
2. 3 系统适用性试验

按上述色谱条件，左卡尼汀峰与杂质峰分离度

大于 1. 5，理论塔板数按左卡尼汀计大于 3 000，结

果见图 2。
2. 4 专属性考察

分别精密称取 5 份左卡尼汀原料药适量，置于

25 mL 量瓶中。取 2 份分别加入 1. 0 mol·L － 1盐酸

和 1. 0 mol·L － 1 氢氧化钠溶液各 5 mL，室温放置

1 h后中和并加流动相至刻度; 取 1 份加入 30% 过

氧化氢溶液 8 滴，室温放置 1 h 后加流动相至刻

度; 最 后 2 份 分 别 加 入 1. 0 mol·L － 1 盐 酸 和

1. 0 mol·L － 1氢氧 化 钠 溶 液 各 5 mL，放 置 于 烘 箱

( 57 ℃ ) 0. 5 h 后中和，加 流 动 相 至 刻 度。上 述 5
份处理过的样品摇匀静置，滤过，取续滤液进样测

定，结果见图 3。
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图 2 空白溶剂( A) 、混合对照品( B) 及供试品溶液Ⅰ( C) 色谱图

Fig． 2 HPLC chromatograms of blank solvent ( A) ，mix standards ( B)

and test solution Ⅰ( C)

1． 杂质 B( impurity B) 2． 杂质 D( impurity D) 3． 杂质 C( impurity C) 4． 左

卡尼汀( levocarnitine) 5． 杂质 A( impurity A)

由图 3 可知，左卡尼汀原料药在碱加热破坏情

况下可产生杂质 A，在其他条件下并无明显杂质出

现。各杂质峰与左卡尼汀峰分离良好，表明该色谱

条件适用于有关物质的测定。
2. 5 检测限和定量限

将“2. 1. 3”项下对照品储备液用流动相逐步稀

释成不同浓度，注入液相色谱仪，分别以信噪比 3∶ 1
和 10∶ 1 为标准测定各成分的检测限和定量限，结果

见表 1。
2. 6 线性关系考察

分别精密吸取左卡尼汀及各杂质的对照品储备

液，加流动相制成不同浓度的系列对照品溶液，精密

吸取 10 μL 注入高效液相色谱仪，以各自的峰面积 A
对其浓度 C 进行线性回归，结果见表 1。结果表明左

卡尼汀及各杂质在其各自浓度范围内线性关系良好。
2. 7 精密度试验

2. 7. 1 日内精密度 按“2. 1. 1”项下方法配制供试

品溶液Ⅰ6 份，按“2. 2”项下色谱条件连续进样 6 次，

计算左卡尼汀峰面积的 ＲSD( n = 6) 为 1. 1%。精密

图 3 专属性试验色谱图

Fig． 3 HPLC chromatograms of the specificity test
A． 酸破坏( sample treated by acid) B． 碱破坏( sample treated by base) C． 氧化破坏( sample treated by oxidation) D． 酸高温破坏( sample treated by acid and high

temperature) E． 碱高温破坏( sample treated by base and high temperature) F． 流动相 + 盐酸( mobile phase and hydrochloric acid) G． 混合对照品( mix standards)

1． 杂质 B( impurity B) 2． 杂质 D( impurity D) 3． 杂质 C( impurity C) 4． 左卡尼汀( levocarnitine) 5． 杂质 A( impurity A) 6． 盐酸( hydrochloric acid)
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表 1 5 种成分的标准曲线、定量限和检测限

Tab． 1 The results of linear regression，LOQ and LOD

成分

( component)

标准曲线

( regression equation)

线性范围

( linear range) / ( μg·mL －1)
r

定量限

( LOQ) /ng

检测限

( LOD) /ng

左卡尼汀( levocarnitine) Y =4. 700 × 105X －1. 758 × 104 436. 2 ～ 2 617 0. 999 8 167. 50 43. 62

杂质( levocarnitine impurity) A Y =2. 855 × 104X －1. 020 × 104 3. 5 ～ 87. 4 1. 000 0 4. 20 1. 05

杂质( levocarnitine impurity) B Y =563. 5X +323. 1 2. 8 ～ 56 0. 999 4 22. 40 10. 08

杂质( levocarnitine impurity) C Y =868. 8X －858. 2 1. 79 ～ 44. 8 0. 999 6 60. 48 17. 92

杂质( levocarnitine impurity) D Y =1. 527 × 103X －1. 504 × 103 2. 54 ～ 50. 8 0. 999 7 30. 48 11. 18

量取“2. 1. 3”项 下 各 杂 质 对 照 品 储 备 液，分 别 按

“2. 2”项下色谱条件连续进样 6 次，结果左卡尼汀、
杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质 D 峰面积的 ＲSD( n =
6) 依次为 1. 1%、0. 42%、0. 98%、1. 5%、1. 5%。结

果表明仪器的精密度良好。
2. 7. 2 日间精密度 分别精密量取供试品溶液Ⅰ
和各杂质对照品储备液，按“2. 2”项下色谱条件连

续 3 d 进样，每日进样 2 次，结果左卡尼汀、杂质 A、
杂质 B、杂质 C、杂质 D 峰面积的 ＲSD( n = 6) 依次为

0. 72%、0. 30%、12. 3%、2. 7%、2. 1%，结果表明仪

器的精密度良好。
2. 8 稳定性试验

精密 量 取 供 试 品 溶 液Ⅰ，室 温 放 置，分 别 按

“2. 2”项下色谱条件于 0、2、4、6、8、12 h 进样测定，

结果左卡尼汀峰面积的 ＲSD 为 0. 22%。表明供试

品溶液在 12 h 内稳定。
2. 9 回收率试验

2. 9. 1 左卡尼汀加样回收率 取供试品溶液Ⅰ 3
份，分别加入左卡尼汀低、中、高 3 种质量浓度( 相

当于供试品溶液Ⅰ中左卡尼汀 量的 80%、100%、
120% ) 的对照品溶液，摇匀，即得供试溶液。按“2. 2”
项下色谱条件每种质量浓度的供试溶液连续进样 3
次，记录色谱峰面积，结果见表2。低、中、高 3 种质量

浓度 的 平 均 回 收 率 ( n = 9 ) 为 100. 0% ( ＲSD =
0. 93% ) 。

表 2 左卡尼汀回收率试验

Tab． 2 The results of the levocarnitine recovery

样品量

( sample amount)

/mg

加入量

( amount

added) /mg

回收率

( recovery)

/% ( n =3)

ＲSD /%

1. 099 0. 785 100. 2 1. 3

1. 005 100. 7 0. 33

1. 203 99. 3 0. 56

2. 9. 2 杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质 D 的回收率 分

别精密 称 取 杂 质 A、B、C、D 对 照 品 1. 10、1. 38、
1. 94、1. 58 mg 于 50 mL 量瓶中，用流动相溶解并稀

释至 刻 度，摇 匀，制 得 各 供 试 溶 液 ( 视 为 浓 度

100% ) 。并以此配制 80%、120% 浓度的供试溶液。
每个浓度的供试溶液分别按“2. 2”项下色谱条件连

续进样 3 次，记录色谱峰峰面积并计算其回收率。
结果杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质 D 的平均回收率

( n = 9 ) 分别为 100. 1% ( ＲSD = 0. 53% ) 、101. 6%
( ＲSD = 6. 0% ) 、95. 7% ( ＲSD = 3. 6% ) 、102. 5%
( ＲSD =2. 1% ) 。
3 含量测定及其有关物质测定

取中试放大的 3 批左卡尼汀注射液，分别按

“2. 1. 1”、“2. 1. 2”及“2. 1. 4”项下方法制备供试品溶

液Ⅰ、供试品溶液Ⅱ及对照溶液，按“2. 2”项下色谱条件

进样分析，以外标法计算左卡尼汀和杂质 A 含量，以

自身对照法计算其他杂质含量，测定结果见表 3。

表 3 3 批左卡尼汀注射液的含量及有关物质测定结果( %)

Tab． 3 Determination results of levocarnitine injection content and its related substances in three batches of samples

批号

( batch number)

含量

( content)

杂质 A

( impurity C)

杂质 B

( impurity B)

杂质 C

( impurity C)

杂质 D

( impurity C)

其他杂质

( otherimpurity)

20140601Y 100. 48 0. 002 5 未检出

( not detected)

未检出

( not detected)

未检出

( not detected)

未检出

( not detected)

20140602Y 97. 94 0. 002 0 未检出

( not detected)

未检出

( not detected)

未检出

( not detected)

0. 023

20140603Y 99. 22 0. 002 3 未检出

( not detected)

未检出

( not detected)

未检出

( not detected)

未检出

( not detected)
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4 讨论

4. 1 氨基柱的使用及色谱峰的分离

在本研究所建立的色谱方法中，用前充分平衡

色谱柱以及柱温的选择是有效分离的关键。将氨基

柱作为反相色谱柱使用，存在表面键合基团易流失

的问题，故对于新的色谱柱，需使用不含盐的流动相

进行 24 h 以上的平衡，否则会出现保留时间偏移等

问题; 另外，柱温对左卡尼汀和杂质 A 的分离度有

明显的影响，在柱温 40 ℃时，两者的分离度可达到

1. 5 以上，实现完全分离。而在美国药典中，两者所

规定的分离度为 1. 2。
4. 2 缓冲盐浓度的选择

文献［3，8 － 9］报道左卡尼汀分析方法对流动相的

pH 要求严格，需调节至 4. 70 使用，故流动相宜采用

缓冲盐系统。在本研究中，对比了不同浓度的磷酸

盐缓冲液( 0. 01 ～ 0. 05 mol·L －1 ) ，结果发现，在未

调节 pH 的情况下，缓冲盐浓度对出峰情况没有明

显的影响。从节约色谱柱和仪器寿命角度考虑，本

实验选择了 0. 01 mol·L －1 的磷酸盐缓冲液。这是

目前已有报道的左卡尼汀分析方法中磷酸盐浓度的

最低值。
4. 3 色谱条件的确定

研究过程中曾采用国家药品标准左卡尼汀注射

液含量测定方法，常规 C18 色谱柱，使用离子对试剂

作为流动相，将混合对照品溶液注入高效液相色谱

仪，结果发现左卡尼汀与杂质 A 分离度较差，杂质

B、杂质 C 和杂质 D 与溶剂峰混在一起，无法分离，

且流动相的配制较烦琐。故在本研究中，最终采用

常规氨基柱，在对柱温( 30、35、40 ℃ ) 、流速( 0. 8、
1. 0、1. 2 mL·min －1 ) 、水相比例( 20%、25%、30%、
35% ) 进行对比研究的基础上，确定了“2. 2”项下色

谱条件。
5 结论

本文建立了优化的左卡尼汀注射液含量测定和

有关物质检测的 HPLC 法，并对该方法进行了完整

的方法学验证。通过以上试验结果表明，所建方法

专属性、精密度、线性与范围、准确度均符合要求，能

够准确地对左卡尼汀注射液进行含量测定及有关物

质的分析。该方法克服了国外药典中色谱柱不易

得、国家药品标准中流动相配制烦琐、杂质 B、C、D

分离度不好等多个问题，可使左卡尼汀及 4 个相关

杂质峰得到较好分离和定量测定，可为左卡尼汀注

射液质量控制和质量标准的建立提供可靠手段。
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