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离子色谱法测定唑来膦酸原料药及其粉针剂中有关物质磷酸盐和亚磷酸盐
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摘 要：目的  建立一种同时测定唑来膦酸原料药及其粉针剂中的磷酸盐和亚磷酸盐的离子色谱方法。方法  采用

DionexTMIonPacTMAS18Analytical（250 mm×4 mm）色谱柱，DionexTMIonPacTMAG18Analytical（50 mm×4 mm）为保护柱，

以碳酸钠和碳酸氢钠水溶液为淋洗液进行等度洗脱，体积流量为 1.0 mL·min−1，采用抑制型电导检测器检测。结果  亚磷酸

根和磷酸根与相邻峰的分离效果良好，分离度均大于 1.5。亚磷酸根和磷酸根分别在 2.075～20.750 μg·mL−1 和 2.000～

20.000 μg·mL−1范围内线性关系良好，相关系数均大于 0.998 9；原料药中亚磷酸根和磷酸根的回收率分别在 94.7%～108.0%

和 98.4%～106.3%，回收率 RSD分别为 3.6% 和 2.3%；粉针剂中亚磷酸根和磷酸根回收率分别在 93.9%～100.4% 和 98.2%～

104.4%，回收率RSD分别为 2.5%和 1.9%；重复性、精密度、耐用性、溶液稳定性均符合要求。3批原料药及粉针剂中均未

检出亚磷酸根和磷酸根杂质。结论  该方法准确、灵敏、操作简单，适用于唑来膦酸及其粉针剂中磷酸盐和亚磷酸盐杂质的

质控研究。
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Determination of related substances phosphate and phosphite in zoledronic acid 

API and its powder-injection by ion chromatography
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Abstract: Objective A method for simultaneous determination of phosphate and phosphite in zoledronic acid and its powder-

injection by ion chromatography was developed. Methods A DionexTMIonPacTMAS18Analytical (250 mm × 4 mm) column and a 

DionexTMIonPacTMAG18Analytical (50 mm×4 mm) guard column were used for isocratic elution with aqueous sodium carbonate 

and sodium bicarbonate as the eluent. The flow rate was 1.0 mL·min−1, and the detection was performed with a suppression type 

conductivity detector. Results The separation of phosphite and phosphate from the surrounding peaks was good, and the separation 

was greater than 1.5. The linear ranges of phosphite and phosphate were 2.075 to 20.750 μg·mL−1 and 2.000 to 20.000 μg·mL−1, 

respectively, with the correlation coefficients R2 greater than 0.998 9. The recovery rates of phosphates and phosphates in the raw 

materials are 94.7% to 108.0% and 98.4% to 106.3%, respectively, with RSDs of 3.6% and 2.3%. The recovery rates of phosphates 

and phosphates in the powder injection were 93.9% to 100.4% and 98.2% to 104.4%, respectively, with RSDs of 2.5% and 1.9%; 

The repeatability, precision, durability, and solution stability all meet the requirements. No phosphite and phosphate impurity were 

detected in the 3 batches of raw materials and powder injection. Conclusion The method is accurate, sensitive,simple to operate, and 
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is suitable for the quality control of phosphate and phosphite impurities in zoledronic acid and its powder injection.

Key words: zoledronic acid; related substances; Ion Chromatography; phosphate; phosphite

唑来膦酸属于第 3 代双膦酸盐类药物［1］，化学

名为 1-羟基-2-（咪唑-1-基）-亚乙基-1，1-二磷酸，化

学结构见图 1。该药物是一种强力骨吸收抑制剂，

能与肿瘤组织中表达的特异性受体结合，促进破骨

细胞的修复和转移，抑制癌细胞的增殖、活性和血

管生成［2-3］，可用于恶性肿瘤引起的高钙血症以及多

发性骨髓瘤和实体瘤骨转移等相关疾病的治疗［4］。

据临床试验显示，唑来膦酸是目前抗骨质疏松疗效

最好的双膦酸盐类药物［5］。唑来磷酸在合成过程中

可能会产生磷酸盐和亚磷酸盐及其他有关物质［6-7］，

影响用药安全，应加以控制。文献报道［8-13］多采用

高效液相色谱法检测唑来膦酸有关物质和含量，误

差较大。而离子色谱法操作简单，且无需使用有机

溶剂，对无机酸、各类阴离子和阳离子成分测定具

有一定的优势，已经越来越多的应用于药物的杂质

检查及含量测定中。张洁等［14］建立离子色谱法测

定磷酸和亚磷酸，该方法简单、灵敏、重复性好，本

研究在此基础上对其淋洗液和洗脱方式进行改进，

建立一种离子色谱电导抑制法测定唑来膦酸原料

药及其粉针剂中亚磷酸盐和磷酸盐杂质，缩短洗脱

时间，为控制其有关物质的限度提供参考。

1　仪器与试剂

1.1　仪器

Thermo Scientific ICS-900离子色谱系统（赛默

飞世尔科技有限公司），电导检测器；XS3DU型百万

分之一 、XS105DU 型十万分之一电子分析天

平（Mettler Toledo）；Milli-Q 超纯水仪（昆山禾创超

声仪器有限公司）；KH-300B 超声仪（Millipore）。

1.2　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）；磷酸根离子标准溶液（国家

有色金属及电子材料分析测试中心，批号229040-1，质

量浓度 1 000 μg·mL-1）；亚磷酸对照品（QCSRM，批

号 15294，质量分数 96.77%）；碳酸钠（分析纯）、碳酸

氢钠（分析纯），均购自上海凌峰化学试剂有限公

司；超纯水由Milli-Q纯水系统制备。

2　方法与结果

2.1　溶液配制

2.1.1　空白溶液（稀释剂） 由 Milli-Q纯水系统制

备超纯水作为空白溶液。

2.1.2　空白辅料溶液 取枸橼酸钠约 24 mg、甘露

醇约 220 mg，精密称定，加 3 mL稀释剂溶解，摇匀，

制得空白辅料溶液。

2.1.3　磷酸盐储备液 精密移取磷酸根离子标准

溶液 1 mL，置于 10 mL量瓶中，加稀释剂溶解稀释

定容至刻度，混匀，制得磷酸根质量浓度约为

100 μg·mL−1的对照品储备液。

2.1.4　亚磷酸盐储备液 取亚磷酸对照品约10 mg，精

密称定，置于 100 mL量瓶中，加稀释剂溶解稀释定

容至刻度，混匀，制得亚磷酸根质量浓度约为

100 μg·mL−1的对照品储备液。

2.1.5　混合对照品储备液 取亚磷酸对照品约

10 mg，精密称定，置于10 mL量瓶中，加入稀释剂稀

释定容至刻度，摇匀；分别精密移取 2 mL上述溶液

和磷酸根离子标准溶液，置于同一个 20 mL量瓶中，

加入稀释剂稀释定容至刻度，摇匀，制得亚磷酸根

和磷酸根离子质量浓度均约为 100 μg·mL−1的混合

对照品储备液。

2.1.6　混合对照品溶液 精密移取 1 mL混合对照

品储备液，置于 10 mL量瓶中，加入稀释剂稀释定容

至刻度，摇匀，制得亚磷酸根和磷酸根离子质量浓

度均约为10 μg·mL-1的混合对照品溶液。

2.1.7　供试品溶液 取唑来膦酸粉针剂约 40 mg，

精密称定，置于 10 mL量瓶中，加稀释剂溶解稀释定

容，摇匀，制得唑来膦酸质量浓度约为 4 mg·mL−1的

供试品溶液。原料药供试品制备方法同粉针剂。

2.1.8　100%加标供试品溶液 取唑来膦酸粉针剂

约 40 mg，精密称定，置于 10 mL 量瓶中，精密加

入 1 mL混合对照品储备液后，用稀释剂溶解稀释定

容，摇匀，制得唑来膦酸质量浓度约为4 mg·mL−1、亚

磷酸根和磷酸根质量浓度均约为 10 μg·mL−1 的

 

 

 

 

 

唑来膦酸                   亚磷酸根               磷酸根 

图1　唑来膦酸、亚磷酸根、磷酸根结构

Fig. 1　Structure of zoledronic acid， phosphite and phos‐

phate
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100%加标供试品溶液。原料药加标供试品制备方

法同粉针剂。

2.2　色谱条件

采用DionexTMIonPacTMAS18Analytical（250 mm×

4 mm） 色 谱 柱 ， DionexTMIonPacTMAG18

Analytical（50 mm×4 mm）为保护柱；以4.5 mmol·L−1

碳酸钠和 1.4 mmol·L−1碳酸氢钠水溶液为淋洗液，

进行等度洗脱；体积流量 1.0 mL·min−1 ；进样量

10 μL；运行时间 20 min；检测器：电导检测器；抑制

器：Thermo Scientfic DionexAERS500，抑制电流为

30 mA。

2.3　专属性试验

取“2.1”项中的空白溶液、空白辅料溶液、混合

对照品溶液、供试品溶液、100% 加标供试品溶液，

按“2.2”项下的色谱条件进行检测，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亚磷

酸根、磷酸根的测定，供试品溶液中亚磷酸、磷酸根

出峰位置无干扰，混合对照品溶液中亚磷酸根和磷

酸根的峰分离度为4.9。

2.4　检测限和定量限

取“2.1”项下亚磷酸对照品储备液和磷酸根对

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（S/N）≥3估算亚磷酸根和磷酸根

的检测限，S/N≥10 估算亚磷酸根和磷酸根的定

量限。结果显示，亚磷酸根和磷酸根的定量限

分别为 587 和 1 000 ng·mL−1；检测限分别为 176 和

300 ng·mL−1。

2.5　线性关系考察

根据唑来膦酸的杂质限度（0.25%），将“2.1”项

下混合对照品储备液分别稀释成 20%、50%、80%、

100%、150%和 200%的不同浓度的亚磷酸根和磷酸

根的线性溶液。按照“2.2”项下色谱条件进行测定，

以各组分质量浓度（μg·mL−1）为X轴，响应为 Y轴绘

制线性曲线，计算相关系数 R2。结果表明，亚磷酸

根和磷酸根在线性范围内线性关系良好，相关系数

符合要求。结果见表1。

2.6　进样精密度试验

按照“2.1”项下，配制 1 份混合对照品溶液，连

续进样 6针，亚磷酸根和磷酸根峰面积RSD分别为

4.4%、7.5%，均小于 10%，表明该方法仪器精密度

良好。

2.7　重复性试验

按照“2.1”项下的方法平行配制 6份 100%加标

供试品溶液，进样测定，原料药中亚磷酸根和磷酸

根的峰面积RSD分别为 1.4%、1.7%，粉针剂中亚磷

酸根和磷酸根的峰面积RSD分别为 1.8%、0.8%，结

果表明该方法重复性良好。

2.8　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 100%加标供试品溶液，原料药中亚磷酸根

和磷酸根的峰面积RSD分别为 3.1%、2.8%，粉针剂

中亚磷酸根和磷酸根峰面积 RSD 分别为 1.3%、

2.0%。该项下的 6份 100%加标供试品溶液与重复

性试验项下的 6份 100% 加标供试品溶液，共 12份

加标供试品溶液中，原料药的亚磷酸根和磷酸根的

1-亚磷酸根离子；2-磷酸根离子

1-phosphite ion; 2-phosphite ion

图2　空白溶液（A）、空白辅料溶液（B）、混合对照品溶

液（C）、原料药供试品溶液（D）、粉针剂供试品溶液（E）、原

料药100%加标供试品（F）、粉针剂100%加标供试品（G）色

谱图

Fig. 2　Chromatographic diagram of blank solution (A), 

blank excipient solution (B), mixed reference solution (C), 

raw material test solution(D), powder injection test solution 

(E), raw material 100% plus standard test product (F)and 

powder injection 100% plus standard test product (G)

表1　线性关系考察

Table 1　Linear relationship

名称

亚磷酸根

磷酸根

线性方程

y＝0.027 9 x－0.004 7

y＝0.022 6 x－0.007 7

R2

0.998 9

0.999 8

线性范围/

（μg·mL−1）

2.075～20.750

2.000～20.000
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峰面积RSD分别为 5.1%、9.9%，粉针剂的亚磷酸根

和磷酸根峰面积 RSD 分别为 5.1% 和 5.4%，均小于

10%。结果表明该方法中间精密度良好。

2.9　回收率试验

称取 9份唑来膦酸供试品，分别置于 10 mL量

瓶中，精密量取并加入混合对照品储备液1、2、3 mL，加

稀释剂定容，制成 50%、100% 和 150% 浓度水平的

加标供试品溶液，每个浓度平行制备 3 份。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。经计算，原料药中亚磷酸根和磷酸根的回

收率分别在 94.7%～108.0% 和 98.4%～106.3%，回

收率 RSD 分别为 3.6% 和 2.3%；粉针剂中亚磷酸根

和磷酸根回收率分别在 93.9%～100.4%和 98.2%～

104.4%，回收率RSD分别为 2.5%和 1.9%，结果表明

方法的准确度良好。

2.10　溶液稳定性试验

按照“2.1”项配制溶液，将混合对照品溶液、供

试品溶液和 100%加标供试品溶液在室温下放置 0、

2、5、20、22.5、27 h后进样，观察亚磷酸根和磷酸根

的峰面积变化。结果显示，混合对照品溶液中，亚

磷酸根和磷酸根峰面积 RSD 分别为 3.9% 和 6.2%；

100% 加标供试品溶液中，原料药的亚磷酸根和磷

酸根的峰面积 RSD 分别为 2.3% 和 5.4%，粉针剂的

亚磷酸根和磷酸根峰面积 RSD 分别为 3.3% 和

6.9%；供试品溶液中未有亚磷酸根和磷酸根的检

出。室温下混合对照品溶液、供试品溶液和 100%

加标供试品溶液在27 h内均稳定。

2.11　耐用性试验

取“2.1”项下配制的混合对照品溶液和 100%加

标供试品溶液，按“2.2”项下规定的色谱条件进行分

析，分别考察不同体积流量（±0.1 mL·min−1）和淋洗

液（±0.1 mmol·L−1 碳酸钠、±0.1 mmol·L−1 碳酸氢

钠）条件下的耐用性。结果显示，混合对照品溶液

中，粉针剂的亚磷酸根、磷酸根峰面积 RSD 均为

1.1%；100%加标供试品溶液中，原料药的亚磷酸根

和磷酸根的峰面积 RSD 分别为 2.4% 和 5.1%；粉针

剂的亚磷酸根和磷酸根峰面积RSD分别为 1.7%和

1.8%。表明该方法耐用性良好。

2.12　样品有关物质测定

取 3 批 唑 来 膦 酸 原 料 药（批 号 20221001、

20221002、20221003）和 3 批唑来膦酸粉针剂（批号

210215AJ、210323AJ、210530AJ），按照“2.1”项，每

批样品平行配制 2份供试品溶液，按“2.2”项中的色

谱条件进行测定，按外标法计算各杂质的含量。经

测定，3批原料药和 3批粉针剂中均未检出亚磷酸根

和磷酸根（表3）。

3　讨论

唑来膦酸含有咪唑基团，利用其末端紫外吸

收，可采用高效液相色谱紫外检测器测定其含量，

但该方法无法检测磷酸盐、亚磷酸盐这类无紫外吸

收的杂质，而离子色谱法在检测这些化合物时却更

有优势，且能同时测定多种阴离子，仪器稳定性好，

可减少操作过程带来的误差。

在离子色谱系统中，淋洗液的组成和浓度都是

影响测定结果的重要因素。试验初期采用KOH作

为淋洗液进行梯度洗脱，发现基线不稳，且运行时

间长，所以采用了洗脱能力较强的碳酸钠和碳酸氢

钠水溶液作为淋洗液，调整其浓度，考察不同浓度的

淋洗液对于检测结果的影响。结果表明，4.5 mmol·L−1

碳酸钠和 1.4 mmol·L−1碳酸氢钠水溶液的淋洗液可

以提高亚磷酸根和磷酸根的分离度并改善其峰形。

本实验建立了一种离子色谱法测定唑来膦酸

原料药及其粉针剂中的亚磷酸根和磷酸根，该方法

专属性强、操作简单快速、灵敏度高，可准确测定唑

来膦酸原料药及其粉针剂中的磷酸盐和亚磷酸盐

这两种有关物质。
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