
Drug Evaluation Research第46卷 第12期  2023年12月 Vol. 46 No. 12 December 2023

HPLC法测定注射用唑来膦酸中3种有关物质
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摘 要：目的  建立同时测定注射用唑来膦酸中杂质B、C、D的HPLC法。方法  采用Titank Phenyl-Hexyl色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm），以 8 mg·mL−1的 1-辛烷磺酸钠和 0.037 mg·mL−1的EDTA-二钠为缓冲液，乙腈-缓冲液（4∶96）为流动相，

体积流量 0.8 mL·min−1，柱温 20 ℃，检测波长为 215 nm，进样量为 10 μL。结果  在该色谱条件下，杂质B、C、D之间的色

谱峰分离度良好；各杂质的检测限和定量限分别为 126.0～454.5 ng·mL−1、315.0～1515.0 ng·mL−1；各杂质在相应浓度范围

内线性关系良好，R2在 0.999 3～1.000 0；平均回收率在 93.1%～102.5%，RSD均小于 10.0%；且 3批注射用唑来膦酸样品检

测结果显示，杂质B、C、D的质量分数均低于 0.5%。结论  该方法简便、灵敏、专属性好，适用于注射用唑来膦酸中有关

物质的测定。
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Abstract: Objective An HPLC method was developed for the simultaneous determination of impurity B, impurity C and impurity D 

in Zoledronic Acid Injection. Methods The separation was performed on a Titank Phenyl-Hexyl column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) 

with 8 mg·mL−1 sodium 1-octanesulfonate and 0.037 mg·mL−1 EDTA-disodium as the buffer, acetonitrile-buffer (4 : 96) as the 

mobile phase, at a flow rate of 0.8 mL·min−1, and the column temperature of 20 ℃ , with a detection wavelength of 215 nm. The 

injection volume was 10 μL. Results Under these chromatographic conditions, the peaks between impurity B, impurity C and 

impurity D were well separated. The limits of detection and quantification of each impurity were 126.0 to 454.5 ng·mL−1 and 315.0 

to 1 515.0 ng·mL−1, respectively. The linearity of each impurity in the corresponding concentration range was good, with R2 in the 

range of 0.999 3 to 1.000 0, and the average recoveries were in the range of 93.1% to 102.5% with the RSDs less than 10.0%. The 

test results of three batches of Zoledronic Acid Injection showed that the contents of impurities B, C and D were all lower than 0.5%. 

Conclusion The method is simple, sensitive and specific, and is suitable for the determination of related substances in zoledronic 

acid for injection.
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注射用唑来膦酸属于药物活性最高、不良反应

最小的第三代双膦酸盐，是目前使用较为广泛的一

种骨吸收抑制剂［1］，其作用机制是通过抑制甲羟戊

酸通路中的法尼基焦磷酸合成酶和双香叶基焦磷

酸，抑制破骨细胞结构蛋白的合成，使破骨细胞丧

失骨吸收能力并加速其凋亡，并抑制破骨细胞介导

的骨吸收过程［2］。在一定程度上可缓解恶性肿瘤溶

骨性骨转移引起的骨痛，减少骨折等相关事件的发

病率［3-4］，也可与其他药物联合治疗与骨质疏松相关

的疾病［5-7］。

有关物质研究在药品研发过程中有重要作用，

贯穿整个药品研究的始终，其是否能得到合理、有

效的控制，直接关系到药品的质量可控性和安全

性，所以规范地进行有关物质的研究，并将其控制

在一个安全、合理的限度范围之内，将直接关系到

药品的质量及安全性［8］。参考相关文献报道［9-10］，在

合成唑来膦酸过程中会产生杂质B、杂质C及杂质

D 3种有关物质，结构式见图 1。其检测方法主要以

HPLC为主［11-15］，但同时对 3种有关物质进行质控的

方法，还未见报道。目前《中国药典》尚未收录唑来

膦酸有关物质的检测方法，《欧洲药典》采用液相色

谱方法只对其杂质A、B、E、F进行检测，《印度药典》

中虽有收录但并未提及对任何特定杂质的测定，而

《美国药典》及其他药典并未对唑来膦酸进行收录。

为了提高注射用唑来膦酸的质控标准，提升产品竞

争力，本研究开发了同时测定注射用唑来膦酸中杂

质B、杂质C及杂质D的HPLC法，可实现有关物质

的定量分析。

1　仪器与试剂

1.1　仪器

LC-20AT高效液相色谱仪（日本岛津），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　试剂

注射用唑来膦酸（冻干粉，江苏恒瑞医药有限

公司 ，规格 ：4 mg，批号 ：210215AJ、210323AJ、

210530AJ）；唑来膦酸对照品（中国食品药品检定研

究院，质量分数：92.7%）；杂质 B 对照品（Sigma-

Aldrich，质量分数：100%）；杂质 C 对照品（Sigma-

Aldrich，质量分数：99.8%）；杂质 D 对照品（Sigma-

Aldrich，质量分数≥98%）；甘露醇（MackLin，质量

分数：98%）；枸橼酸钠（国药集团药业股份有限公

司）；乙腈（HPLC 级，MackLin）；1-辛烷磺酸钠（AR

级，TCL）；EDTA-二钠（AR级，国药集团药业股份有

限公司）；高氯酸（AR级，南京化学试剂股份有限公

司）；磷酸（AR级，国药集团药业股份有限公司）。

2　方法与结果

2.1　溶液配制

2.1.1　空白溶液（稀释液） 取 1-辛烷磺酸钠约 8 g

和EDTA-二钠约 37 mg，精密称定，置于 1 000 mL量

瓶中，再精密移取 10 mL高氯酸和 2 mL磷酸，加超

纯水溶解稀释定容至刻度，混匀，制得缓冲液；精密

量取缓冲液 960 mL，用乙腈定容至 1 000 mL，制得

空白溶液。

2.1.2　空白辅料溶液 分别取枸橼酸钠约 600 mg、

甘露醇约 5 500 mg，精密称定，置于 50 mL量瓶中，

加入稀释液溶解定容制得空白辅料储备液，再逐级

稀释成空白辅料溶液。

2.1.3　对照品溶液 取唑来膦酸对照品约 10 mg，

精密称定，加稀释液溶解定容制得 1 mg·mL−1的对

照品溶液。

2.1.4　杂质对照品储备液 取唑来膦酸各杂质

约 2 mg ，精密称定 ，加稀释液溶解定容制得

200 μg·mL−1的各杂质对照品储备液。

2.1.5　杂质对照品溶液 精密移取 1 mL各杂质对

照品储备液，置于不同的 10 mL量瓶中，加稀释液溶

解定容制得20 μg·mL−1的各杂质对照品溶液。

 

 

 

 

唑来膦酸                      杂质 B                  杂质 C             杂质 D 

图1　唑来膦酸、杂质B、杂质C、杂质D的结构

Fig. 1　Structure diagram of zoledronic acid， impurity B， impurity C and impurity D
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2.1.6　供试品溶液 取唑来膦酸冻干粉 1支，精密

加入 4 mL稀释液，制得 1 mg·mL−1供试品储备液，再

逐级稀释成供试品溶液。

2.1.7　限度对照品溶液（系统适用性溶液） 精密

移取 5 mL唑来膦酸对照品储备液，置于 10 mL量瓶

中，再精密加入 1 mL各杂质对照品溶液，用稀释液

稀释定容制得唑来膦酸质量浓度约为 500 μg·mL−1、

各杂质的质量浓度约为 2 μg·mL−1 的限度对照品

溶液。

2.1.8　限度加标供试品溶液 精密移取 5 mL供试

品储备液，置于 10 mL量瓶中，再精密加入 1 mL各

杂质对照品溶液，用稀释液稀释并定容制得唑

来膦酸质量浓度为 500 μg·mL−1、各杂质的质量

浓度为2 μg·mL−1的限度加标供试品溶液。

2.2　色谱条件

采用 Titank Phenyl-Hexyl 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-缓冲液（含 8 mg·mL−1

的 1-辛烷磺酸钠和 0.037 mg·mL−1 的 EDTA- 二

钠）（4∶96）；体积流量 0.8 mL·min−1 ；检测波长

215 nm；柱温20 ℃；进样量10 μL。

2.3　专属性与系统适用性试验

取“2.1”项中的空白溶液、空白辅料溶液、供试

品溶液、限度对照品溶液、加标供试品溶液，按“2.2”

项下的色谱条件进行检测，并记录色谱图。如图 2

所示，空白溶液和空白辅料溶液均不干扰杂质 B、

C、D的测定，限度对照品溶液中，杂质B与周围峰的

分离度为 1.54，杂质 C 与杂质 D 之间的分离度为

8.55；供试品溶液中各杂质均未检出。

2.4　检测限和定量限检测

取“2.1”项下各杂质对照品储备液逐级稀释，

按“2.2”项中的色谱条件进行测定，以信噪比 3∶1估

算各杂质的检测限，以信噪比 10∶1估算各杂质的定

量限 。 结 果 显 示 ，杂 质 B 、C 、D 的 检 测 限 分

别为 454.5 、126.0 、150.0 ng · mL−1 ，定量限分别

为 1 515.0 、315.0 、500.0 ng · mL−1 ，结 果 表 明 本

法灵敏度好。

2.5　线性关系考察

根据唑来膦酸的杂质限度（0.5%），将“2.1”项下

各杂质对照品溶液稀释至不同质量浓度的杂质B、

C、D的线性溶液。按照“2.2”项下色谱条件进行测

定，记录峰面积，以各杂质质量浓度对峰面积绘制

线性回归图，得到线性方程和 R2，见表 1。结果表

明，杂质B、C、D在线性范围内线性关系良好，相关

系数符合要求。

2.6　重复性试验

按照“2.1”项下的方法平行配制 6 份限度加标

供试品溶液，按“2.2”项下规定的色谱条件进行分

析，杂质 B、C、D的峰面积 RSD分别为 9.6%、1.3%、

1.6%。结果表明该方法的重复性良好。

2.7　中间精密度试验

由不同人员，在不同时间，按照“2.1”项下，平行

配制 6份限度加标供试品溶液，按“2.2”项下规定的

色谱条件进行分析，杂质 B、C、D 的峰面积 RSD 分

别为 7.2%、1.2%、2.0%，该 6份限度加标供试品溶液

与“2.6”项下的 6份限度加标供试品溶液，共 12份限

度加标供试品溶液中，杂质 B、C、D 的峰面积 RSD

分别为 8.1%、1.2%、1.9%。结果表明该方法中间精

密度良好。

2.8　回收率试验

移取 12 份 2.5 mL 空白辅料溶液，置于不同的

10 mL 量瓶中，分别精密移取各杂质对照品溶液

0.5、0.5、1.0、1.5 mL，加稀释剂定容，制备得到定量

1-杂质B；2-杂质D；3-杂质C

1- Impurity B; 2- impurity D; 3- impurity C

图2　空白溶液（A）、空白辅料溶液（B）、供试品溶液（C）、限

度对照品溶液（D）、加标供试品（E）色谱图

Fig. 2　Chromatogram of blank solution (A), blank excipient 

solution (B), test product solution (C), limit reference solu‐

tion (D), and marked test product (E)

表1　唑来膦酸相关杂质线性关系考察结果

Table 1　Results of linear relationship between zoledronic 

acid relevant impurities

杂质

杂质B

杂质C

杂质D

线性方法

y＝2 574.6 x－1431.1

y＝23 922 x＋617.7

y＝14 956 x＋464.4

R²

0.999 3

1.000 0

0.999 7

线性范围/

（μg·mL−1）

1.515～9.100

0.280～11.200

0.571～5.714
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限浓度、50%、100%和 150%浓度水平的加标回收率

样品。按照“2.2”项下色谱条件进行测定，记录色谱

图并计算回收率。杂质 B、C、D 的平均回收率为

93.1%、96.2%、102.5%，对应的回收率 RSD 分别为

6.0%、2.7%、2.2%，表明该方法准确度良好。

2.9　溶液稳定性试验

按照“2.1”项配制溶液，将限度对照品溶液、供

试品溶液和限度加标供试品溶液在室温下放置 0、

1、3、7、12 h 后进样，观察杂质 B、C、D 的峰面积变

化。结果显示，限度对照品溶液中杂质B、C、D的峰

面积 RSD 分别为 1.3%、0.3%、1.0%，限度加标供试

品溶液中杂质 B、C、D的峰面积 RSD分别为 2.7%、

0.9%、0.5%，供试品溶液未检测到杂质B、C、D，且室

温下限度对照品溶液、供试品溶液和限度加标供试

品溶液在12 h内均稳定。

2.10　耐用性试验

按照“2.1”项配制的限度对照品溶液、限度加标

供试品溶液和供试品溶液，按“2.2”项下规定的色谱

条件进行分析，分别考察不同柱温（±2 ℃）、体积流

量（±0.2 mL·min−1）、波长（±2 nm）、辛烷磺酸钠浓

度（ ±0.5%）、高 氯 酸 浓 度（ ±0.1%）、乙 腈 比

例（±1%）条件下的耐用性。结果显示，不同条件下

限度对照品溶液中杂质B、C、D的含量RSD分别为

0.2%、0.2%、0.2%，限度加标供试品溶液中杂质 B、

C、D 的含量 RSD 分别为 0.3%、0.3%、0.2%，供试品

溶液中均未检出各杂质，符合验证要求，耐用性

良好。

2.11　样品有关物质测定

取 3 批 注 射 用 唑 来 膦 酸（批 号 210215AJ、

210323AJ、210530AJ），按照“2.1.6”项方法，每批样

品平行配制 2 份供试品溶液，每份分别进样 2 次，

按“2.2”项中的色谱条件进行测定，按外标法计算各

杂质质量分数。经测定，3批样品中均未检出杂质

B、C、D（表2）。

3　讨论

3.1　流动相的选择

实验初期选用三乙胺作为流动相的缓冲液时，

杂质C和杂质D色谱峰分离度不佳，且色谱峰整体

前移，而采用 1-辛烷磺酸钠可有效分离主成分及各

杂质。在缓冲液中加入 EDTA-二钠可以去除色谱

柱上金属离子的干扰，减少二磷酸结构与金属离子

的络合作用，改善氮原子与色谱柱上硅醇基作用导

致色谱峰拖尾的情况。

3.2　色谱条件的选择

唑来膦酸因含有咪唑基团，在 210 nm处有最大

吸收，检测波长较低，流动相中加入 EDTA-二钠使

其在低波长检测时出现鬼峰，因此本实验将检测波

长提高至 215 nm，且在该波长条件下能检出 210 nm

处可检出的所有杂质。其次，唑来膦酸酸性较强，

保留能力比较差，试用了 Agilent ZORBAX Eclipse 

XDB、Waters C18和 Titank Phenyl-Hexyl 3 种色谱柱

后，发现采用 Titank Phenyl-Hexyl 柱不仅可以增强

保留时间，实现基线分离，并且能够呈现良好的峰

形。而在 35、30、25、20 ℃柱温条件下进行检测分

析，发现色谱柱的温度对有关物质的色谱分离效果

无明显区别，因此，测定可在室温下进行。

3.3　本实验优势

国内外最新研究［16-17］采用三乙胺-乙腈或乙酸

铵缓冲液-乙腈为流动相，本实验采用离子对试剂 1-

辛烷磺酸钠缓冲体系作为流动相，可增加色谱峰保

留时间、改善分离性质，显著缩短分离时间，有效改

善峰形。本研究首次建立检测注射用唑来膦酸中

的 3种有关物质的HPLC法，并测定了 3批样品。方

法专属性强、灵敏度高、操作简单，可准确测定注射

用唑来膦酸中 3种有关物质的含量，满足本品质量

研究的要求，为其质量标准提升，提供理论依据。
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