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HPLC法测定唑来膦酸原料药及粉针剂中主成分唑来膦酸
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摘 要：目的  建立测定唑来膦酸原料药及粉针剂中主成分唑来膦酸含量的 HPLC 法。方法  采用 Kromasil 100-5-

C18 （250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，制备 0.2%的三乙胺溶液、用磷酸调 pH至 4.0作为缓冲液，乙腈-缓冲液（4∶96）

为流动相，体积流量为 0.8 mL·min−1，检测波长为 215 nm，柱温为 25 ℃，进样量 10 μL。结果  唑来膦酸与相邻峰的分离效

果良好，分离度为 3.9，主成分唑来膦酸在 100.2～1 002.0 μg·mL−1线性关系良好，R2为 0.998 6，检测限和定量限分别为

75.2、250.5 ng·mL−1，回收率在 105.2%～111.4%，重复性试验、中间精密度试验、稳定性、耐用性符合要求。3批原料药和

粉针剂的检测结果显示，唑来膦酸的质量分数均≥95.0%。结论  经方法学验证，所建立方法灵敏、高效、专属性强、准确

度高，可作为测定唑来膦酸原料药及粉针剂主成分唑来膦酸含量的方法。
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Abstract: Objective An HPLC method was developed for the simultaneous determination of zoledronic acid in API and powder 

formulations. Method A Kromasil 100-5-C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) column was used for the quantitative analysis of the main 

components. The mobile phase was acetonitrile-triethylamine solution (4 : 96), pH adjusted to 4.0 with phosphoric acid, at a flow 

rate of 0.8 mL·min−1, detection wavelength of 215 nm, column temperature of 25 ℃ and injection volume of 10 μL. Results The 

separation of zoledronic acid from the surrounding peaks was good, the degree of separation is 3.9. The linear range of the 

principal component zoledronic acid was good from 100.2 to 1 002.0 μg·mL−1 with the correlation coefficients R2 greater than 

0.998 6. The limits of detection and limits of quantification of the principal component zoledronic acid were 75.2 and 250.5 ng·mL−1, 

respectively. The recoveries of the main ingredient zoledronic acid were in the range of 105.1%—111.4% and repeatability test, 

intermediate precision test, stability and durability meet the requirements. The results of the three batches of API and powder 

injection showed that the content of the main ingredient zoledronic acid was higher than 95%. Conclusion The results of the 

methodological validation showed that the established method was proved to be sensitive, efficient, specific and accurate, and can be 

used as a method for determining the content of zoledronic acid API and powder injection.
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唑来膦酸是一种含氮杂环双磷酸盐，化学名为

1-羟基-2-（1-咪唑）-亚乙基-1，1-二磷酸，结构式见图

1，是由瑞士Novartis公司研发，于2000年10月15日

首次在加拿大上市，全球第一个批准应用于临床治

疗所有晚期恶性肿瘤骨转移的药物，目前已经得到

了广泛应用，主要防止骨破坏、抑制骨吸收、增加骨

量，有治疗骨质疏松以及辅助治疗骨破坏引起的疼

痛作用，降低血钙水平。在临床上，唑来膦酸可单

一使用或与其他药物联合使用治疗骨质疏松症、乳

腺癌等［1-4］，特别是对老年性和女性绝经性骨质疏松

有一定的治疗作用［6-9］。有研究表明，在骨转移瘤

中，唑来膦酸可协同增加放疗的抗肿瘤疗效［10］。目

前，双膦酸类药物的含量测定方法主要包括：滴定

法（酸碱电位滴定法［11-12］）、分光光度法（钒钼酸比色

法［13］）、放射免疫测定（RIA）法［14］和高效液相色

谱（HPLC）法［15-16］。其中，电位滴定法的终点确定方

法有二级微商法和两点法，其中二级微商法的数据

较多，误差较大，两点法中可能由于溶液性质与终

点相差较大，会造成测定误差；RIA法虽有较强选择

性，但分析成本过高；其他分析方法专属性低，存在

残留物质、中间体或杂质干扰现象。与其他几种方

法相比，HPLC法具有专属性强、灵敏度高、操作简

便等优点，因此本研究开发了一种快速、简便的

HPLC法测定唑来膦酸原料药及粉针剂中主成分唑

来膦酸的含量。

1　仪器与试剂

1.1　仪器

高效液相色谱仪（岛津 LC-20AT）；紫外检测

器；MS105DU型十万分之一电子分析天平（Mettler 

Toledo）；pH酸碱度计（Mettler Toledo）。

1.2　主要试剂

唑来膦酸原料药（江苏恒瑞医药有限公司，批

号 20221001、20221002、20221003）；唑来膦酸粉针

剂（江苏恒瑞医药有限公司 ，批号 210215AJ、

210323AJ、210530AJ）；唑来膦酸对照品（中国食品

药品检定研究院，批号 100778-201702，质量分数

92.7%）；乙 腈（HPLC 级 ，MackLin，质 量 分 数

99.9%）；甲醇（HPLC 级，Fisher，质量分数 99%）；甘

露醇（AR 级，MackLin，质量分数 98%）；枸橼酸

钠（AR级，国药集团）；三乙胺（AR纯，MackLin，质

量分数 99%）；磷酸（AR 纯，国药集团，质量分数

98%）。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

色谱柱：Kromasil 100-5-C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；流动相：乙腈-三乙胺缓冲液（4∶96），用磷酸

调 pH至 4.0；体积流量：0.8 mL·min−1 ；检测波长：

215 nm；柱温：25 ℃；进样量：10 μL。

2.2　溶液配制

2.2.1　缓冲液　精密移取2 mL三乙胺，置于1 000 mL

量瓶中，加超纯水至刻度，用磷酸调 pH至 4.0，作为

缓冲液。

2.2.2　空白溶液（稀释液）　精密移取 2 mL三乙胺，

置于 1 000 mL量瓶中，加超纯水至刻度，用磷酸调

pH至 4.0，并用 0.22 µm水系滤膜抽滤，作为缓冲液。

精密量取缓冲液 960 mL，用乙腈定容至 1 000 mL，

即得空白溶液。

2.2.3　空白辅料溶液　取枸橼酸钠约 600 mg、甘露

醇约 5 500 mg，精密称定，置于 50 mL量瓶中，加入

稀释液溶解稀释并定容至刻度，混匀，制得空白辅

料溶液。

2.2.4　原料药供试品溶液　取唑来膦酸原料药约

10 mg，精密称定，置于10 mL量瓶中，用空白溶液溶

解并稀释制得质量浓度约为 1.0 mg·mL−1的原料药

供试品储备液。再精密量取原料药供试品储备

液 5 mL，置于 10 mL量瓶中，稀释液稀释并定容至

刻度，摇匀，即制得质量浓度为 500 μg·mL−1的原料

药供试品溶液。

2.2.5　粉针剂供试品溶液　取唑来膦酸冻干粉一

支，精密加入 4 mL 空白溶液，制得质量浓度约为

1.0 mg·mL−1 的粉针剂供试品储备液。再精密量

取 2 mL粉针剂剂供试品储备液，精密加入 2 mL稀

释液，混匀，制得唑来膦酸质量浓度为 500 μg·mL−1

的粉针剂供试品溶液。

2.2.6　对照品溶液　取唑来膦酸对照品约 20 mg，

精密称定，置于 20 mL量瓶中，用空白溶液溶解并稀

释制得质量浓度约为 1.0 mg·mL−1的对照品储备液。

再精密量取 5 mL对照品储备液于 10 mL量瓶中，稀

释液稀释并定容至刻度，摇匀，即制得质量浓度为

500 μg·mL−1对照品溶液。

图1　唑来膦酸化学结构

Fig. 1　Zoledronic acid chemical structure formula
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2.3　专属性试验

取“2.2”项中的空白溶液、空白辅料溶液、对照

品溶液、供试品溶液，按“2.1”项下的色谱条件进行

检测，记录色谱图。空白溶液与对照品溶液色谱图

见图 2。结果表明主成分唑来膦酸与相邻峰的分离

度为3.9。

2.4　检测限（LOD）和定量限（LOQ）检测

取“2.2”项下对照品溶液液逐级稀释 ，按

照“2.1”项中的色谱条件进行测定，当信噪比（S/N）

不小于 3确定LOD；当 S/N不小于 10，且重复 6次进

样主成分唑来膦酸保留时间的RSD≤2.0%，峰面积

的RSD≤10%，确定此浓度为LOQ。主成分唑来膦

酸的 LOD 为 75.2 ng·mL−1 ，LOQ 为 250.5 ng·mL−1，

连续进样 6 针峰面积的 RSD 为 8.6%，保留时间的

RSD为0.5%，上述结果表明本法灵敏度好。

2.5　线性关系考察

依据有关物质的限度，将“2.2”项下对照品

储备液稀释至 20%、50%、100%、150%、200%，按

照“2.1”项下色谱条件进行测定，得到线性方程

y＝8 092.7 x－94 447，计算相关系数R2＝0.998 6，线

性范围为 100.2～1 002.0 μg·mL−1。结果表明，主成

分在线性范围内线性关系良好，符合验证要求。

2.6　重复性试验

按照“2.2”项下方法平行制备 6 份唑来膦酸原

料药供试品溶液和 6 份唑来膦酸粉针剂供试品溶

液，进样分析，记录色谱图，计算唑来膦酸主成分的

峰面积，唑来膦酸原料药和粉针剂主成分峰面积

RSD分别为0.1%和0.3%，表明本方法重复性良好。

2.7　中间精密度试验

由不同人员，在不同时间，取同一批样品，按

照“2.2”项下方法平行制备 6 份唑来膦酸原料药供

试品溶液和 6份唑来膦酸粉针剂供试品溶液，作为

中间精密度溶液。进样分析，记录色谱图，计算唑

来膦酸主成分的峰面积。唑来膦酸原料药和粉针

剂主成分中间精密度峰面积 RSD 分别为 0.48% 和

0.3%，表明本方法中间精密度良好。

2.8　回收率试验

分别精密称取 9份唑来膦酸粉针剂供试品，置

于 10 mL量瓶中，分别精密量取 2.5 mL空白辅料溶

液和唑来膦酸对照品储备液各 2.5、5.0、7.5 mL置于

上述量瓶中，用稀释液稀释定容至刻度，作为

50%（3 份）、100%（3 份）和 150%（3 份）浓度水平的

溶液，按照“2.1”项下色谱条件进行测定，计算回收

率。唑来膦酸在不同浓度下平均回收率为 108.3%，

RSD为0.3%，表明该方法具有良好的准确度。

2.9　溶液稳定性

按照“2.2”项方法配制溶液，将对照品溶液、唑

来膦酸原料药供试品溶液和唑来膦酸粉针剂供试

品溶液分别于室温下放置 0、1、3、7、12 h后进样，计

算唑来膦酸的色谱峰面积的 RSD。唑来膦酸对照

品溶液唑来膦酸峰面积RSD为 1.3%；唑来膦酸供试

品溶液原料药和粉针剂峰面积RSD分别为 1.1%和

1.3%，表明唑来膦酸在12 h内稳定。

2.10　耐用性

对色谱系统进行少量变动，以考察测定结

果不受影响的承受程度。按照“2.2”项方法配

制溶液，将唑来膦酸原料药供试品溶液和粉针

剂供试品溶液分别在柱温变化（±2 ℃）、体积

流量变化（±0.2 mL·min−1）、波长变化（±2 nm）、流

动相 pH变化（±0.2）、三乙胺浓度变化（±0.02%）、

乙腈浓度变化（±0.05%）不同条件下进行测定。结

果显示，不同条件下测定的唑来膦酸原料药供试品

溶液的唑来膦酸含量RSD为 0.15%，唑来膦酸粉针

剂供试品溶液的唑来膦酸含量RSD为 0.11%，符合

验证要求，耐用性良好。

2.11　样品含量测定

取 3 批唑来膦酸原料药和 3 批唑来膦酸粉针

剂，按照“2.2”项方法，每批样品平行配制 2份供试

品溶液，按“2.1”项中的色谱条件进行测定，每份测

定 2次，按外标法计算原料药的质量分数，主成分唑

来膦酸的质量分数均高于95.0%。结果见表1。

A-空白溶液； B-空白辅料溶液； C-原料药供试品溶液； D-粉针剂供

试品溶液； E-对照品溶液； 1-唑来膦酸

A-blank solution； B-blank cofactor solution； C-API test solution test 

solution； D-powdered test solution； E-reference solutions； 1-zoledronic 

acid

图2　专属性色谱图

Fig. 2　Proprietary chromatograms
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3　讨论

3.1　色谱柱的选择

本实验分别考察了 Agilent ZORBAX Eclipse 

XDB 柱（150 mm×4.6 mm，5 μm）、喆分 Supfex ZY-

C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）和 Kromasil 100-5-

C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）。结果分析比较发

现，采用 Agilent ZORBAX Eclipse XDB 柱时，唑来

膦酸主峰峰形不佳；采用喆分 Supfex ZY-C18柱时，

唑来膦酸峰和乙腈峰不能完全分离；采用Kromasil 

100-5-C18柱时，出峰形状较好，峰形对称，柱效较高。

因此选择 Kromasil 100-5-C18柱作为此分析方法的

色谱柱。

3.2　流动相pH的选择

唑来膦酸在酸性条件较稳定，故考察流动相中

pH值对唑来膦酸主峰的影响，以进一步优化色谱条

件。以水为流动相时，发现主峰峰形严重不好。用

磷酸将 pH 值调至 3.0～5.5，当 pH 为 3.0 时，唑来膦

酸峰和溶剂峰有重合，不能完全分离。当 pH为 5.5

时，唑来膦酸峰保留时间延长。当用磷酸调节 pH

为 4.0时，保留时间比 pH为 5.5时明显缩短，其原理

是在反相系统中，碱性样品在 pH较低的环境，更倾

向离子化，其与反相柱的固定相结合较差，保留时

间因此缩短。结果表明，不同的 pH 值对唑来膦酸

保留时间有较大影响，保留时间随 pH 缩小而不断

提前。

3.3　样品含量

针 对 在“2.11”项 样 品 含 量 测 定 中 原 料 药

20221003批次质量分数偏低，唑来膦酸在操作过程

应该避免光照，可能由于在配制这一批次溶液过程

中被光照，原料药在光照下分解，使得药物活性下

降，导致质量分数偏低。粉针剂质量分数超过

100%，推测可能由于在称量转移过程中，粉针剂辅

料吸湿导致。

4　结论

本研究建立了一种同时测定 3批唑来膦酸原料

药及粉针剂中主成分唑来膦酸含量的HPLC法，并

进行了方法学验证，表明该方法专属性强、准确性

高、灵敏度高，此外操作简单，具有一定的使用价

值，可准确测定 3批唑来膦酸原料药及粉针剂中主

成分唑来膦酸的含量。本实验主要针对色谱条件

中流动相配制进行调整，确定流动相比例以及流动

相 pH，使得唑来膦酸峰保留时间提前，精密度RSD

更小，精密度更高，缩短了分析时间，提高了工作效

率，满足本品质量研究要求，为药品质量控制提供

了可靠的依据。
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