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药、美沙拉嗪缓释片和美沙拉嗪缓释胶囊标准中，均
对上述 3 种杂质进行了有关物质控制，与本文中不
同的是 BP 2013 采用的是两个液相系统分别对苯胺
和 2-氨基苯酚、4-氨基苯酚进行检测［7］; 《欧洲药
典》( EP) 7. 0 版只收载了美沙拉嗪原料药标准，方
法与 BP 2013 美沙拉嗪原料药基本一致［8］; 《美国
药典》( USP) 35 版采用气相色谱法对该 3 种杂质进
行检测［9］。中国现行的美沙拉嗪原料药标准中有
关物质检测方法为薄层色谱自身对照法［10］。
3. 2 杂质限度的拟定
表 3 结果可见，3 批美沙拉嗪原料药中均含有

该 3 种杂质，因此有必要建立此方法以对该样品质
量加以控制。BP 2013 和 EP 7. 0 对该 3 种杂质的限
量分别为 10，200，200 ppm，USP 35 更低一些，为 5，
200，200 ppm。苯胺在《有毒有害物质分类参考》中
属高毒物质，必须将其含量控制在一个较低的安全

的范围之内，因此本文建议采用限度较低的 5，200，
200 ppm作为杂质限度标准。
3. 3 色谱条件选择
本文比较了氦气和氮气两种载气，试验结果差

别不大，而氮气更廉价易得，因此采用了氮气做载

气。试验比较了无水乙醇和二氯甲烷两种溶剂，结
果乙醇的供试品溶液稳定性较差，因此采用了二氯

甲烷做溶剂。

3. 4 小结
建立的气相色谱测定法经方法学考察，结果表

明该方法准确、可靠，可用于美沙拉嗪原料药中苯
胺、2-氨基苯酚、4-氨基苯酚的有关物质检查，且在 3
批样品中均检出了上述 3 种杂质，因此有必要对其
进行控制。
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HPLC法测定左卡尼汀注射液中的有关物质

郭丽娟，于黎鑫，王爱凤，崔美兰( 山东齐都药业有限公司，淄博 255400)

摘要 目的:建立 HPLC法测定左卡尼汀注射液中有关物质的方法。方法: 采用 Alltima Amino 色谱柱 ( 4. 6 mm × 250 mm，
5 μm) ，流动相为乙腈-0. 05 mol·L －1磷酸二氢钾溶液( 用磷酸调节 pH值至 4. 3) ( 65∶ 35) ;检测波长为 205 nm;柱温为 30 ℃ ;
流量为 0. 7 mL·min －1。结果:左卡尼汀杂质 A在 0. 001 ～ 0. 500 mg·mL －1范围内线性关系良好( r = 0. 999 8) ，平均回收率为
100. 08%，ＲSD为 1. 14% ( n = 9) 。结论:建立的方法灵敏度高，测定结果准确，可用于左卡尼汀注射液中有关物质的测定。
关键词:左卡尼汀注射液;高效液相色谱法;有关物质
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HPLC Determination of Ｒelated Substances in Levocarnitine Injection

Guo Lijuan，Yu Lixin，Wang Aifeng，Cui Meilan( Shandong Qidu Pharmaceutical Co．，Ltd．，Zibo 255400)

Abstract Objective: To develop an HPLC method for the determination of related substances in Levocarnitine Injection. Method:
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The assay was performed on an Alltima Amino column ( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm) with 0. 05 mol·L －1 potassium dihydrogen phos-
phate solution( adjusted pH to 4. 3 with phosphoric acid) -acetonitrile( 65∶ 35) as mobile phase at a flow rate of 0. 7 mL·min －1 ; The
column temperature was 30 ℃ and detected with UV 205 nm. Ｒesults: A good linearity was obtained in 0. 001 － 0. 500 mg·mL －1 for
Levocarnitine impurity A ( r = 0. 999 8) ，the average recovery was 100. 08% and ＲSD was 1. 14% ( n = 9) . Conclusion: The method
can be used for the assay of related substances in Levocarnitine Injection with high sensitivity，accurate and reliable results.
Key words: Levocarnitine Injection; HPLC; related substance

左卡尼汀化学名称为( Ｒ) -3-羧基-2-羟基-N，N，
N-三甲基-1-丙胺氢氧化物内盐，又称左旋肉碱，是
一种重要的药食兼用的营养和食物补充剂，是哺乳

动物能量代谢中需要的体内天然物质，其主要功能

是促进脂类代谢。适用于慢性肾衰长期血透病人因
继发性肉碱缺乏产生的一系列并发症状，临床表现

如心肌病、骨骼肌病、心律失常、高脂血症，以及低血
压和透析中肌痉挛等。左卡尼汀注射液现行质量标
准［1］中未控制有关物质，左卡尼汀中可能产生的杂

质主要为 E-4-( 三甲基铵基) 丁-2-烯酸乙酯( 简称杂
质 A) ，我公司参照《欧洲药典》的左卡尼汀质量标
准［2］，建立了高效液相色谱法测定左卡尼汀注射液

中已知杂质( 杂质 A) 和未知杂质的方法，并进行了
方法学验证，结果表明该方法灵敏度高，测定结果准

确，可用于左卡尼汀注射液的有关物质控制，为左卡

尼汀注射液质量标准的提高提供了参考。

1 仪器与试药
Agilent1200 高效液相色谱仪( 二极管阵列检测

器) ; pHS-3C型精密 pH计( 上海精科雷磁仪器厂) ;
BS110S 电子天平 ( 北京赛多利斯仪器系统有限
公司) 。
左卡尼汀对照品 ( 山东齐都药业有限公司自

制，批号 J090101 ) ; Levocarnitine Impurity A CＲS
( European Pharmacopeia Ｒeference Standard，货号
L0399905 ，购于北京绿百草科技发展有限公司) ;左
卡尼汀注射液 ( 进口产品，A 厂生产，规格 5 mL ∶
1 g，批号 100215; 进口产品，B 厂生产，规格 5 mL∶
1 g，批号 0703404; 国产仿制产品，C 厂生产，规格
5 mL∶ 1 g，批号 0901061;山东齐都药业有限公司生
产，规格 5 mL ∶ 1 g，批号 090201，090202，090203，
090801，090802，090803) ; 乙腈为色谱纯，其他试剂
为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2. 1 色谱条件
色谱柱为 Alltima Amino ( 4. 6 mm × 250 mm，

5 μm) ;以乙腈-0. 05 mol·L －1磷酸二氢钾溶液( 用

磷酸调节 pH 值至 4. 3) ( 65∶ 35) 为流动相; 柱温 30
℃ ;检测波长 205 nm; 流量 0. 7 mL·min －1 ; 进样量

25 μL。
2. 2 溶液的制备
2. 2. 1 系统适用性试验溶液 取左卡尼汀对照品
和左卡尼汀杂质 A对照品适量，用流动相溶解并制
成每 1 mL约含左卡尼汀 5 mg 和左卡尼汀杂质 A
0. 025 mg的混合溶液，即得。
2. 2. 2 供试品溶液 精密量取供试品适量，加流动
相稀释制成每 1 mL 约含左卡尼汀 5 mg 的溶液，
即得。
2. 2. 3 对照溶液 精密量取“2. 2. 2”项下供试品
溶液 1 mL，置 100 mL 量瓶中，用流动相稀释至刻
度，摇匀，再精密量取 1 mL，置 10 mL 量瓶中，用流
动相稀释至刻度，摇匀，即得。
2. 3 系统适用性试验
分别取系统适用性试验溶液、空白溶剂和空白

辅料( pH调节剂盐酸) 溶液，依法进样测定，记录色
谱图，结果左卡尼汀和杂质 A分离度良好( ＞ 2. 0) ，
见图 1。
2. 4 专属性试验
精密量取供试品 25 mL，置 100 mL 量瓶中，加

水溶解并稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液，进行

如下试验:①精密量取2 mL，置 20 mL 量瓶中，加入
1 mol·L －1盐酸溶液 1 mL，置水浴中加热 30 min，放
冷，用 1 mol·L －1氢氧化钠溶液 1 mL 中和后，加流
动相稀释至刻度，摇匀，滤过，作为酸破坏溶液;②精
密量取 2 mL，置 20 mL 量瓶中，加入 1 mol·L －1氢

氧化钠溶液 0. 5 mL，置水浴中加热 30 min，放冷，用
1 mol·L －1盐酸溶液 0. 5 mL中和后，加流动相稀释
至刻度，摇匀，滤过，作为碱破坏溶液; ③精密量取
2 mL，置 20 mL 量瓶中，加入 30% 过氧化氢溶液
1 mL，置水浴中加热 10 min，放冷，加流动相稀释至
刻度，摇匀，滤过，作为氧化破坏溶液; ④精密量取
2 mL，置 20 mL量瓶中，水浴中加热 5 h，放冷，加流
动相稀释至刻度，摇匀，滤过，作为高温破坏溶液;



Drug Standards of China 2015，Vol. 16 No. 4 中国药品标准 2015 年第 16 卷第 4 期 265

A. 空白溶剂; B. 空白辅料溶液; C. 系统适用性试验溶液

图 1 系统适用性试验 HPLC色谱图

⑤精密量取 2 mL，置 20 mL量瓶中，加流动相稀释至
刻度，置 4 500 Lx光照强度下放置 24 h，滤过，作为光
破坏溶液。取各溶液进样 25 μL，记录色谱图，见图
2。结果表明:本品在酸性条件下较稳定，经碱、氧化
破坏后，有不同程度的降解，左卡尼汀、左卡尼汀杂质
A及其他降解产物峰之间分离度良好，且降解前主成
分色谱峰与降解后主成分色谱峰其降解产物峰面积

之和能达到物料平衡，表明该方法专属性良好。
2. 5 线性关系考察
取左卡尼汀杂质 A对照品 12. 5 mg，精密称定，

置 25 mL量瓶中，加水溶解并用流动相稀释至刻度，
摇匀，分别精密量取适量，用流动相稀释制成 0. 5，
0. 25，0. 1，0. 025，0. 001 mg·mL －1的溶液，分别吸

取 25 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图。以浓度作
为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，得回归

方程为 A = 98 911. 43C + 273. 72 ( r = 0. 999 8) 。表
明左卡尼汀杂质 A在 0. 001 ～ 0. 500 mg·mL －1范围

内，峰面积与浓度呈良好的线性关系。
2. 6 定量限与检测限
精密量取“2. 5”项下 0. 001 mg·mL －1杂质 A

对照品溶液 2 mL，置 20 mL 量瓶中，加流动相稀释
至刻度，摇匀，精密量取 25 μL，注入液相色谱仪，记
录色谱图，得左卡尼汀杂质 A 的定量限( S /N≈10 )
为 2. 5 ng。精密量取定量限溶液 3 mL，置 10 mL量
瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，精密量取 25 μL，
注入液相色谱仪，记录色谱图，得左卡尼汀杂质 A
的检测限( S /N≈3) 为 0. 75 ng。
2. 7 进样精密度
取“2. 5”项下 0. 025 mg·mL －1杂质 A 对照品

溶液，依法进样，重复测定 5 次，结果 5 次测定峰面
积的平均值为 2 618. 809，其 ＲSD为 0. 08%，表明仪
器进样精密度良好。
2. 8 重复性试验
精密量取供试品( 批号 090201 ) 适量，共 6 份，

分别加流动相稀释制成每 1 mL 中约含左卡尼汀
5 mg的溶液，摇匀，精密量取 25 μL 注入液相色谱
仪，记录色谱图，计算左卡尼汀杂质 A 的含量，6 次
测定左卡尼汀杂质 A的平均含量为 0. 007 5%，ＲSD
为 1. 86%，结果表明本方法重复性良好。
2. 9 稳定性试验
取“2. 8”项下的供试品溶液，于室温暗处放置，

分别于 0，2，4，6，8，10 h 依法测定左卡尼汀杂质 A
的峰面积，结果峰面积的平均值为 40. 351，ＲSD 为
1. 72%，可见供试品溶液于室温暗处放置 10 h，溶液
中左卡尼汀杂质 A 的稳定性良好。
2. 10 回收率试验
精密量取已知含量( 杂质 A含量为 0. 007 5% )

的供试品( 批号 090201) 10 mL，置 20 mL量瓶中，加
水溶解并稀释至刻度，摇匀，作为供试品贮备溶液。
精密量取供试品溶液贮备液 1 mL，共 9 份，分别置
20 mL量瓶中，按 80%、100%、120%浓度水平分别
精密加入 0. 500 mg·mL －1杂质 A对照品溶液 0. 8，
1，1. 2 mL各三份，加流动相稀释至刻度，摇匀，作为
供试品溶液。取“2. 5”项下 0. 025 mg·mL －1杂质 A
对照品溶液，作为对照品溶液。精密吸取供试品溶
液和对照品溶液各 25 μL 进样测定，按外标法以峰
面积计算，结果平均回收率为 100. 08%，其 ＲSD 为
1. 14%，说明该方法准确度良好。
2. 11 耐用性试验
试验 分 别 采 用 Waters μBondapak NH2 柱

( 3. 9 mm ×300 mm，10 μm) 、Phenonmenex Luna NH2

柱 ( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm ) 和 YMC-pack NH2

( 4. 6 mm ×300 mm，5 μm) 色谱柱，取系统适用性试
验溶液，依法进样测定，结果三根色谱柱均不能使
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A. 酸破坏; B. 碱破坏; C. 高温破坏; D. 光照破坏; E. 氧化破坏; F. 未破坏

图 2 专属性试验 HPLC色谱图

左卡尼汀和杂质 A达到有效分离，显示该方法对色
谱柱具有一定依赖性，因此本方法规定采用 Alltima
Amino色谱柱 ( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm) 色谱柱进
行有关物质检查。
试验用同一台 Agilent1200 高效液相色谱仪，同

一根 Alltima Amino 色谱柱 ( 4. 6 mm × 250 mm，
5 μm) ，分别在不同流量( 0. 7，1. 0 mL·min －1 ) 、柱
温( 30 ℃，20 ℃ ) 、缓冲盐 pH值( 4. 3，4. 5) 色谱条件
下进样测定，供试品各杂质与主峰均能获得良好

分离。
2. 12 样品测定
按上述检测方法，对本公司用于工艺验证的 3 批

样品( 090801，090802，090803) 长期试验 18 个月及用
于稳定性试验的 3 批样品( 090201，090202，090203)
长期试验24个月进行了检验，并与进口产品A厂( 原
研厂家) 、进口产品 B 厂、国产仿制产品 C 厂的产品
进行了有关物质对比，按“2. 2. 2”项下方法制备供试

品溶液并依法测定，以外标法计算杂质 A含量，以自
身对照法计算未知杂质的含量，结果见表 1。

表 1 样品中有关物质测定结果

批号 杂质 A /% 其他单个杂质 /% 其他总杂质 /%

090201 0. 007 0. 058 0. 058
090202 0. 007 0. 058 0. 058
090203 0. 007 0. 054 0. 054
090801 0. 007 0. 053 0. 053
090802 0. 007 0. 048 0. 048
090803 0. 007 0. 051 0. 051
100215 0. 185 0 0
0703404 0. 212 0 0
0901061 0. 010 0. 149 0. 149

3 讨论
左卡尼汀注射液在《中国药典》及国外药典

( USP，BP，EP) 中均未收载。国内目前有关左卡尼
汀注射液有关物质测定方法的报道不多见，且有些
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文献报道的方法重现性差。《欧洲药典》左卡尼汀
质量标准中，色谱柱填料为 aminopropylmethylsilyl
silica gel，我们咨询了多家色谱柱代理商，结果没有
购买到此种填料的色谱柱，我们参考相关文献［3-4］，

选择填料类似的氨基柱进行试验，结果分离度达不

到 1. 5，最 终 筛 选 出 Alltima Amino 色 谱 柱
( 4. 6 mm ×250 mm，5 μm) ，并用 DAD 检测器进行
了峰纯度试验，结果显示流动相中用 0. 05 mol·L －1

磷酸二氢钾溶液的 pH 值为 4. 7 时，左卡尼汀峰不
纯。在保持《欧洲药典》流动相比例不变的前提下，
我们通过对不同 pH 值的 0. 05 mol·L －1磷酸盐溶

液-乙腈( 35∶ 65) 为流动相进行峰纯度试验，结果显
示0. 05 mol·L －1磷酸盐溶液 pH 值在 4. 3 ～ 4. 5 之

间左卡尼汀和杂质 A 的分离度最佳，峰纯度最高。
本文建立的 HPLC法，经对色谱柱及流动相的优化，
能使左卡尼汀与杂质 A 及其他未知杂质均达到基
线分离。在标准中增加对已知杂质 A 的控制，可更
加有效的控制药品质量。
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2. 8 可信限范围
中国药典的可信限范围( FL≤25 ) 显著低于其

他国家药典，原因主要是每组的样本量大。我们经
过大量实验得出，使用小鼠实验与使用大鼠结果没

有较大差别。进一步再考虑到实验成本和动物福利
因素，建议在中国药典现行方法的基础上优化 HCG
生物测定新的方法。

3 讨论
各国药典在附录中没有像热原检查法那样详细

说明对实验环境的要求，而且我们在实际工作中发

现，实验动物所处的环境对 HCG生物测定的结果会
产生较大影响，甚至要考虑到同一实验室每组动物

放置的位置。故确定实验室在 20 ～ 25 ℃下进行为
最佳，同时实验期间的温差波动应该明确规定小于

3 ℃ ;对于湿度，我们认为与温度同样重要。由于动
物体内激素的分泌会受多方面因素影响，我们要把

能控制好的因素规定好。建议药典中应该对测定时
的环境湿度进行相对明确的规定，如“符合动物实
验设施的国标要求”或直接说明“湿度范围应在
30% ～70%的范围”等。
近年来各国药典生物测定方法有逐渐被理化测

定方法所取代的趋势，如胰岛素、降钙素等已改用
HPLC方法来检测。但以绒促性素为代表的激素类
产品各国药典一直沿用生物测定方法作为控制其质

量的重要项目。原因是生物测定方法可以评价产品
批与批之间的稳定性和一致性，发现不易预料变化

的综合效应［8］。因此在现行药典方法的基础上改
进生物测定的方法，把先进的检测仪器和经典的动

物实验相结合，并且考虑国际间广泛关注的动物福

利问题，将是建立 HCG生物测定新方法的趋势。
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