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引言

左卡尼汀作为一种有效的活性氧物质清除剂，可加快

缺血缺氧组织堆积的脂酰辅酶A进入线粒体内，在缓解氧

化应激、减少脂质过氧化、释放腺嘌呤核苷酸转位酶、促

进脂类代谢、抗细胞凋亡等过程中作用明显[1~5]。左卡尼汀

（L-carnitine, LCA），又称左旋肉碱。肉碱分子中含有1

个手性碳原子（见图1），形成左旋（L-）、右旋（D-）

肉碱对映异构体。右旋肉碱对肉碱乙酰转移酶（CAT）和

肉碱脂肪酰转移酶(PTC)有竞争性抑制作用，在生化过程

中产生毒副作用 [6,7] 。左卡尼汀片中杂质右旋卡尼汀的存

在明显影响药品质量的安全有效。药品中右旋卡尼汀含量

超标容易产生胃肠道反应，造成患者恶心和呕吐、甚至过

敏反应，大剂量的情况下对人和动物有害 [6]。美国FDA于
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1993年就禁止出售D-型和DL-型肉碱[7]。国内外目前对左卡

尼汀片中右旋卡尼汀测定的研究报导较少。分离卡尼汀对

映体时须用手性拆分技术，酶解 [8] 、手性衍生化 [9~11] 、手

性固定相[11] 法常被用于左右旋肉碱拆分。国外尚未有左旋

肉碱对映体拆分后含量检测的研究报道。美国药典25版及

药典论坛和其他文献资料对左卡尼汀中手性杂质控制方法

有少量的报道 [12]，也曾提供过方法和检测限度，都是衍生

后用HPLC分析，但是过程复杂，重复性较差，根据《手

性药物质量控制研究指导原则》、美国药典25版及其论坛

（pharmacopeial forum）左卡尼汀专论部分规定控制了左卡

尼汀原料右旋体的限度，限度为1.0%。国内在此方面的研

究仍是空白。左卡尼汀片杂质右旋卡尼汀含量的测定方法

研究，为市售左卡尼汀中杂质限量、质量控制提供技术支

持，促进此类制药生产的良性运作。

摘要　目的：建立以高效液相色谱法测定左卡尼汀片中右旋卡尼汀含量的测定方法。方法：采用phenomenex LUX 

Cellulose-1（250mm×4.6mm，5 μm）色谱柱，流动相为乙腈-0.5mol/L高氯酸钠溶液，梯度洗脱，流速：0.4ml·min-1，

检测波长235 nm，柱温：28℃。结果：在本色谱条件下进样量: 10μl; 右卡尼汀在浓度1.978μg·ml-1~23.741 μg·ml-1范围内

线性关系良好，加样回收率（n=9）均在80%~120%之间，RSD值均小于5.0%。结论：本方法快速、准确，重复性好。

可以满足左卡尼汀片中右旋卡尼汀含量的测定要求。

关键词　手性高效液相色谱法；左卡尼汀片；右旋卡尼汀；含量测定
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图1　肉碱的结构式

1 实验部分

1.1 实验仪器

岛津2010HT高效液相色谱仪（日本岛津公司）； 2140

型电子分析天平（上海奥豪斯公司）Mettler AB135 -S十万分

之一电子天平（瑞士Mettler公司）。

1.2 实验材料

左卡尼汀片（批号：120901, 120902, 120903）北京嘉事

大恒制药有限公司；对照品DL-肉碱（批号：20111201纯度为

98.69%）武汉福鑫化工有限公司；乙腈为色谱纯（J.T.Baker

公司）；高氯酸钠为分析纯（天津科密欧化学试剂有限公

司）；高氯酸为分析纯（天津政成化学制品有限公司）；α-

溴代苯乙酮（MW=199.04）为化学纯（批号：T20110602）

（国药集团化学试剂有限公司）；无水乙醇、乙酸乙酯为分

析纯（国药集团化学试剂有限公司）；氢氧化钾、无水冰醋

酸为分析纯（北京化工厂）；醋酐为分析纯（天津多利精细

化工有限公司）；水为纯化水。

1.3 溶液制备

1.3.1　样品衍生化制备供试液

取一定浓度的左卡尼汀33%的乙醇溶液10mL置100ml圆

底烧瓶中，摇匀后，向其中滴加一滴酚酞指示液，加入一

滴1mol/L的KOH溶液，使之紫红色不退，加入а-溴代苯乙酮

（MW=199.04）26.0mg，摇匀后，加热回流，使圆底烧瓶

中液体保持微沸，从冷凝管流出液体开始计时，加热回流

30min，回流过程中不时振摇溶液，冷却至室温后，向圆底

烧瓶中加入50ml乙酸乙酯，混合摇匀，转入分液漏斗中，

摇匀静置后，取下层水相作为备用溶液，精密移取此备用液

1.0ml，置5ml容量瓶中，加入水稀释至刻度，即得供试液。

1.3.2　空白衍生溶液

精密移取33%的乙醇溶液10ml置100ml圆底烧瓶中，按样

品衍生化过程衍生后，得下层水相备用液，精密移取此备用

液1.0 ml，置5ml量瓶中，加入水稀释至刻度，即得供试液衍

生溶液。

1.3.3　空白辅料衍生溶液

精密称取处方量的辅料约2.2g，置100ml量瓶中，加33%

的乙醇溶液稀释至刻度，摇匀，精密移取离心后的上述溶液

的上清液2.0mL置25ml量瓶中，加33%的乙醇溶液稀释至刻

度，摇匀，按样品衍生化过程衍生后，得到下层水相备用

液，精密移取此备用液1.0ml，置5ml量瓶中，加入水稀释至

刻度，即得空白辅料衍生溶液。

1.3.4　左卡尼汀片(L-carnitine tablets)供试溶液

取左卡尼汀片20片（批号：120901）精密称定，研细，

精密称取药物粉末适量（约相当于左卡尼汀2.5g），置100ml

量瓶中，加33%的乙醇溶液稀释至刻度后按1.3.2方法处理后

加入水稀释至刻度，即得左卡尼汀片供试衍生溶液。

1.3.5　右卡尼汀（D-carnitine）对照衍生溶液

精密称定DL-肉碱标准品约100mg（相当于D-carnitine

对照品50mg），置25ml量瓶中，加33%的乙醇溶液稀释至

刻度，摇匀，精密移取上述溶液5.0ml，置100ml量瓶中，加

33%的乙醇溶液稀释至刻度，摇匀，精密移取上述溶液5.0mL

置25ml量瓶中，加33%的乙醇溶液稀释至刻度，摇匀，即得

对照品溶液。按样品衍生化过程衍生后，得到下层水相备用

溶液，精密移取此备用溶液1.0ml，置5ml量瓶中，加入水稀

释至刻度，即得右卡尼汀（D-carnitine）对照衍生溶液。

1.4 色谱条件

色谱柱为phenomenex LUX Cellulose-1（250×4.6mm，

5μm）；流动相A为乙腈；流动相B为0.5mol/L高氯酸钠溶液

（0.1M高氯酸溶液调节PH值3.8）；梯度洗脱见表1；柱温

为28℃；检测波长235 nm；流速为0.4mL·min-1，进样量为

10μl。

表1　梯度洗脱程序

时间（分钟） 流动相A（%） 流动相B（%）

0 22 78

28 22 78

38 45 55

48 22 78

58 22 78

1.5 测定方法

1.5.1　专属性实验

精密移取离心后的左卡尼汀片（L-carnitinetablets）供试

溶液上清液2.0ml和右卡尼汀（D-carnitine）对照溶液5.0ml，

各置25ml量瓶中，加33%的乙醇溶液稀释至刻度，得到左卡

尼汀（L-carnitine）供试液和D-carnitine对照供试液。进行衍

生过程试验，即得左卡尼汀供试衍生溶液和D-carnitine对照衍

生溶液，同法制备空白溶剂衍生溶液和空白辅料衍生溶液。

按色谱条件进行分析。记录色谱图。
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1.5.2　系统适用性

精密移取右旋卡尼汀（D-carnitine）对照溶液衍生后的溶

液，分别进样6次，记录色谱图，以6次的峰面积计算RSD%

值。

1.5.3　样品测定

右卡尼汀参照高效液相色谱法（附录V D）测定

（1）色谱条件与系统适用性试验  

用纤维素-三（3,5-二甲基苯基氨基甲酸酯）硅胶键合

相手性色谱柱（Phenomene Lux 5u Cellulose-1色谱柱），以

0.5mol/l高氯酸钠溶液（用高氯酸调节PH3.8）为流动相A，乙

腈为流动相B，按表1进行梯度洗脱，流速为0.4ml·min-1，检测

波长为235nm，柱温28℃。精密量取供试衍生溶液和对照衍生

溶液各10.0μL注入液相色谱仪中，记录色谱图，若供试衍生溶

液中有右旋卡尼汀衍生物峰，按外标法以峰面积计算。

（2）测定方法  

左卡尼汀供试品溶液见1.3.4，D-carnitine对照品溶液见

1.3.5。精密移取供试品溶液和对照品溶液分别10ml，各置

100ml圆底烧瓶中，摇匀后，各滴加一滴酚酞指示液按1.3.2得

对照品、供试品衍生溶液。照上述条件同法测定，按外标法

以峰面积计算。

1.6 方法学考察

1.6.1　线性与范围

分别精密移取专属性实验项下的D-carnitine 对照品衍生

备用溶液0.10ml、0.20ml、0.40ml、0.80ml、1.00ml、1.20ml

各置5ml量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，即得线性测定1~6

号溶液，各精密移取上述线性测定1~6号溶液各10.0μl，按色

谱条件进样，记录色谱图。

1.6.2　重复性

右卡尼汀对照品衍生溶液同1.3.5，供试品衍生溶液同

1.3.4，平行制备6份供试样品衍生溶液。分别取上述对照品衍

生溶液和供试品衍生溶液各10μl注入液相色谱仪，记录色谱

图。

1.6.3　溶液稳定性

在室温条件下将供试品衍生溶液同1.3.4放置于0、2、6、

10、12小时分别进样10μl，记录色谱图。

1.6.4　回收率

各平行制备三份低、中、高浓度加标供试样品衍生溶液

（n=9)。取右卡尼汀(D-carnitine)对照品衍生溶液及低、中、

高浓度加标供试样品衍生溶液各10μl注入液相色谱仪，记录

色谱图。

1.6.5　耐用性

精密移取对照品衍生溶液见1.3.5、供试品衍生溶液见

1.3.4各10μl注入色谱仪中，记录色谱图。

2 结果与与讨论

2.1 专属性实验

专属性实验结果见表2汇总表。记录色谱图见图2。 

表2　专属性实验结果汇总表

样品名称

右卡尼汀
衍生物峰
保留时间
（min)

分离度
右卡尼汀衍
生物峰理论
塔板数

右卡尼汀
衍生物峰
峰面积

右卡尼汀
衍生物峰
拖尾因子

空白衍生
溶液

N/A N/A N/A N/A N/A

空白辅料
衍生液

N/A N/A N/A N/A N/A

供试品衍
生溶液

29.157 2.794 14973.634 4786 1.068

对照品衍
生溶液

29.234 2.406 12286.936 91981 1.015

*N/A表示不适用，图谱中未出现该右卡尼汀衍生物色谱峰

专属性试验图谱如下：

 图2　专属性试验谱图

图中阿拉伯数字1表示为空白衍生溶液色谱图

2表示为空白辅料衍生溶液色谱图

3表示为供试品衍生溶液色谱图

4表示为对照品衍生溶液色谱图

空白辅料、空白溶剂不干扰供试品中右卡尼汀衍生物峰

的测定，对照品及供试品中右卡尼汀衍生物峰峰形良好，理

论塔板数大于5000，右卡尼汀衍生物峰与左卡尼汀衍生物峰

分离度大于1.5，因此表明本方法专属性好。

2.2 系统适用性

以6次的峰面积计算RSD%，结果见表3。

右卡尼汀衍生物峰与左卡尼汀衍生物峰峰形良好，两峰

分离度大于1.5，右卡尼汀衍生物峰理论塔板数大于5000，峰

面积及峰保留时间RSD%（n=6）均小于2.0%，表明本方法系

统适用性较好。

2.3 方法学考察

2.3.1　线性与范围

线性测定1.6.1溶液，按色谱条件各进样10.0μl，记录色谱
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图见图4，以峰面积为纵坐标，各线性测定溶液浓度为横坐标

进行线性回归，线性范围试验见图3，结果见表4。

表3　系统适用性实验结果汇总

样品编号
右旋卡尼汀衍
生峰保留时间
（min)

峰面积 分离度
峰拖尾
因子

峰理论
塔板数

对照衍生
溶液-1# 29.410 93331 2.419 1.019 12210.639

对照衍生
溶液-2# 29.582 93616 2.429 1.016 12004.535

对照衍生
溶液-3# 29.521 93698 2.429 1.017 12111.389

对照衍生
溶液-4# 29.627 93036 2.439 1.014 12069.359

对照衍生
溶液-5# 29.828 93591 2.455 1.013 12000.734

对照衍生
溶液-6# 29.509 93799 2.433 1.017 12151.240

各参数平
均值

29.580 93511.833 2.434 1.016 12091.316

RSD%
（n=6) 0.48% 0.30% 0.50% 0.22% 0.69%

表4　线性与范围试验结果汇总表

溶液序号   1# 2# 3# 4# 5# 6#

浓度（ug/ml）   1.978 3.957 7.914 15.827 19.784 23.741

峰面积   8401 18579 38190 74545 93200 109312

线性回归方程 A=4652C+282.7，R=1.0

浓度范围(μg/ml) 1.978~23.741

斜率 4652

截距 282.7

Y轴截距相对于
100%相应值 0.30%

  

图3　线性范围关系图

由以上试验可知，右卡尼汀在浓度1.978μg/ml~23.741μg/ml

范围内线性关系良好，回归方程为A=4652C+282.70，相关系数

r=1，完全满足左卡尼汀片中右卡尼汀手性杂质的检查要求。

2.3.2　定量限、检测限

根据系统适用性试验项下对照品衍生溶液色谱图信噪比

(S/N）为1109.36，将线性1号溶液稀释10倍，即可得到定量

限，这时稀释样品图谱的信噪比为9.68，可以作为定量限样

品溶液。将线性1号溶液稀释50倍，即可得到检测限，这时稀

释样品图谱的信噪比为2.22，可以作为检测限样品溶液。因

此方法检测的定量限为1.98ng，相当于定量检测左卡尼汀片

中手性杂质右卡尼汀的限度为0.01%,检测限为0.4ng，相当于

最低检测左卡尼汀片中手性杂质右卡尼汀的限度为0.002%，

远低于规定左卡尼汀片中手性杂质右卡尼汀的限度1.0%的要

求，说明本检测方法灵敏度高，符合样品检测右卡尼汀手性

杂质的要求。

图4　线性测定色谱图

2.3.3　重复性

分别取1.6.2对照品衍生溶液和供试品衍生溶液各10μl注

入液相色谱仪，记录色谱图。按外标法以峰面积计算含量，

结果见表5。 

表5  样品重复性试验结果汇总表

样品 1 2 3 4 5 6 平均% %Mean±SD

含量% 0.04 0.06 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07±0.01

以上试验结果表明，本方法的重复性良好。

2.3.4　溶液稳定性

考察供试品衍生溶液稳定性，计算右卡尼汀衍生物色谱

峰面积，结果见表6。

表6　溶液稳定性考察结果汇总表

考查时间（hr） 0hr 2hr 6hr 10hr 12hr

峰面积 4137 4108 4078 4134 4157

色谱峰分离度 2.829 2.930 2.864 2.860 2.889

峰面积RSD%（n=5) 0.74%

分离度RSD%（n=5) 1.31%

试验结果表明，供试品衍生测定溶液放置12小时后，峰

面积RSD=0.74%，同时色谱峰能完全分离，说明供试品衍生

测定溶液在室温条件下至少12小时内是稳定的。

2.3.5　回收率

取右卡尼汀（D-carnitine）对照品衍生溶液及低、中、高
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浓度加标供试样品衍生溶液（n=9同1.6.4）各10μl注入液相色

谱仪，记录色谱图。按外标法以峰面积计算回收率，结果见

表7。

表7　不同浓度回收率结果

样品
加入量

(mg)
实测值

(mg)
回收率

(%)
平均值

(%) RSD(%)

低浓度加标供试溶液 0.4213

0.4354 101.58

97.83 5.0

0.4365 103.61

0.4393 104.28

中浓度加标供试溶液 0.5266

0.5123 95.87

0.5198 98.71

0.5224 99.20

高浓度加标供试溶液 0.6319

0.5742 89.69

0.5892 93.25

0.5955 94.24

本底供试衍生溶液 / 0.0074 /

  

以上结果表明，高、中、低三个浓度9个加标供试测定

溶液的加样回收率均在80%~120%之间，回收率平均值为

97.83%，RSD值为5.0%，说明回收率良好。

2.3.6　耐用性

取对照品衍生液、供试品衍生液各10μl进样，记录色谱

图，按外标法以峰面积计算含量，耐用性试验结果如表8。

表8　耐用性试验结果

色谱参数 条件 含量测定结果（%） Mean±SD(%)

流速

0.3ml/min         0.07

0.07±0.02

0.4ml/min 0.07

0.5ml/min 0.04

柱温

23℃ 0.08

28℃ 0.07

33℃ 0.09

流动相初始比例

27:73 0.05

22:78 0.07

17:83 0.07

PH值

3.6 0.08

3.8 0.07

4.0 0.08

改变流速、柱温、流动相比例、PH值，供试品溶液中右

卡尼汀测定结果为0.07±0.02%，说明本法耐用性较好。

在耐用性实验前为考察色谱条件的微小变化对本品中右

卡尼汀手性杂质检查结果的影响，分别考察了流速、柱温、

流动相比例、流动相PH值的变动对测定结果的影响：

①改变流速±10%（1、0.3ml/min；2、0.4ml/min）

②改变柱温±5℃（1、23℃；2、33℃）

③改变初始流动相有机相比例±5%（1、高氯酸钠溶液：

乙腈=73:27；2、高氯酸钠溶液：乙腈=83: 17）

④改变PH±0.2（1、pH 3.6；2、pH 4.0）

实验中采用梯度洗脱，随着乙腈比例的增加，保留时

间缩短较快。高效液相色谱法在对映异构体的分析中较为常

用，但可用于L-肉碱与D-肉碱分析的方法却较少[7,13~17]。主要

由于肉碱极性很大，在色谱柱上保留不好，同时在紫外可见

光区吸收极弱，灵敏度不够。

2.4 样品测定

色谱条件与系统适用性试验  精密量取对照品衍生溶液

10μL注入液相色谱仪中，记录色谱图，右卡尼汀衍生物峰理

论塔板数计算不低于5000，左卡尼汀衍生物峰与右卡尼汀衍

生物峰分离度应不小于1.5，调节右卡尼汀衍生物峰高为满

量程10%~20%。精密量取供试衍生溶液和对照衍生溶液各

10.0μL注入液相色谱仪中，记录色谱图，若供试衍生溶液中

有右旋卡尼汀衍生物峰，按外标法以峰面积计算，即得则不

得过1.0%。

测定法  三批样品照高效液相色谱法（中国药典2010年版

附录VD测定，结果见表9。

表9　样品杂质测定结果

批号 120901 120902 120903

手性杂质含量（%） 0.07 0.07 0.07

3 结论

本法适用于左卡尼汀片中右卡尼汀手性杂质检查，三批

样品中杂质含量均在0.1%以下，远低于限度1.0%。通过方法

学验证：专属性及系统适用性、重复性、线性关系与范围、

回收率、检测限及定量限及耐用性等试验考察，该方法可

行。首次对左卡尼汀片中的杂质右旋卡尼汀含量测定进行了

方法确立与可行性研究。

采用柱前衍生法在phenomenex LUX Cellulose-1手性色谱

柱上进行分析，建立测定L-肉碱中D-肉碱含量的测定方法。

该手性高效液相色谱法分离与分析对映异构体具有快速、简

单、高灵敏度等特点，对L-肉碱、D-肉碱具有良好的分离与

分析效果，可用于L-肉碱类原料药、保健品等样品中D-肉碱

的含量检测。

本研究在参考国内外文献的基础上 [18]，改进了检测方

法，肉碱对映体化学反应主要发生在酯键或羟基，手性试剂

常与肉碱结构中的羟基反应。采用衍生化方法用手性色谱柱

分离左卡尼汀手性杂质。该技术与衍生后用HPLC分析相比

较，克服了实验过程复杂、重复性差的缺点。
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