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摘 要 目的：建立测定注射用磷酸肌酸钠中有关物质（包括已知杂质肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐和其他未知杂质）含量的方法。

方法：采用反相高效液相色谱法。色谱柱为Waters C18，流动相为0.005 mol/L四丁基磷酸氢铵溶液，二极管阵列检测器，检测波长

为210 nm。结果：磷酸肌酸钠峰与相邻杂质峰能完全分离，磷酸肌酸钠中肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐检测质量浓度线性范围分别

为 10～125（r＝0.999 9）、10～125（r＝0.999 9）、20～250（r＝0.999 9）μg/ml，平均回收率分别为 100.9％、99.2％、99.8％，RSD 分别

为 1.3％、1.2％、0.8％，肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐、磷酸肌酸钠定量限分别为 1.0、0.5、1.5、1.0 ng。结论：该方法灵敏度高、专属性

强，可用于注射用磷酸肌酸钠中有关物质的质量控制。
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Content Determination of Related Substances in Creatine Phosphate Sodium for Injection by RP-HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of related substances in Creatine phosphate sodi-

um for injection，including known impurity creatine，creatinine，creatinine phosphate and other unknown impurities. METHODS：

RP-HPLC method was adopted. The determination was performed on Waters C18 column with mobile phase consisted of 0.005 mol/

L tetrabutyl ammonium hydrogen phosphate. The PDA detection wavelength was set at 210 nm. RESULTS：The creatine phosphate

sodium was well separated from other impurities. The linear ranges of creatine，creatinine and creatinine phosphate were 10-125 μg/

ml（r＝0.999 9），10-125 μg/ml（r＝0.999 9）and 20-250 μg/ml（r＝0.999 9）. The average recoveries were 100.9％（RSD＝1.3％），

99.2％（RSD＝1.2％）and 99.8％（RSD＝0.8％），respectively. The limits of quantification were 1.0，0.5，1.5 and 1.0 ng. CON-

CLUSIONS：The method is proved to be sensitive，specific and suitable for the quality control of related substances in Creatine

phosphate sodium for injection.

KEY WORDS Creatine phosphate sodium for injection；RP-HPLC；Related substance；Determination

表3 样品测定结果（％％，n＝3）

Tab 3 Results of content determination of samples（％％，n＝3）

溶剂

丙酮
甲醇
异丙醇
甲苯
吡啶

批号
201001

-

-

0.124 4

-

0.007 1

201002

-

-

0.109 0

-

0.007 8

201003

-

-

0.121 8

-

0.006 4

规定限量

0.5

0.3

0.5

0.089

0.02

残留溶剂多为挥发性溶剂，在原料药中含量较低，而且由

于气相色谱法进样量小，因此相比外标法而言，内标法可以减

少仪器或操作带来的误差。笔者经过前期试验筛选，选择三

氯甲烷为本试验的内标物，其与各待测溶剂均能达到良好分

离。

甲磺酸伊马替尼易溶于水，但是水直接进样对毛细管柱

损害较大，因此考虑选用有机溶剂。本试验中5种待测溶剂的

沸点差异较大，最低的丙酮为 56 ℃，最高的吡啶为 115.3 ℃，

而且极性差异也较大。考虑到原料药的溶解性和溶剂之间的

分离度，选择沸点更高的DMSO（153 ℃）为溶剂。

本研究建立的气相色谱法可同时测定 5种有机溶剂残留

量，且方法操作简便、重复性好，各方法学考察试验中的RSD

均小于5％，结果准确可靠。
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磷酸肌酸钠是一种心肌保护剂，临床上用于治疗横纹肌

活性不足，是心肌疾病的辅助治疗药物[1]。2010年版《中国药

典》二部未收载该原料药及制剂，其质量标准收载于进口药品

质量标准中，且仅对其总杂质的量进行了控制，在其他文献中

未见有关磷酸肌酸钠有关物质的报道。为更好地控制药品质

量，本文建立了反相（离子对）高效液相色谱（RP-HPLC）法测

定注射用磷酸肌酸钠中已知杂质肌酸、肌酸酐和磷酸肌酸酐

的含量。经方法学考察，线性关系良好、专属性好、回收率满

意，且操作快速、结果准确，同时对其他有关物质也进行了控

制[2]。表明所建立的方法适用于该原料药合成及制剂分装前

生产过程中的质量控制。

1 材料
2695 HPLC仪、2996二极管阵列检测器（PDA）、Empower

色谱工作站（美国Waters公司）；AE-240电子分析天平（上海梅

特勒-托利多公司）。

注射用磷酸肌酸钠（由某公司提供，批号：20111211、

20111221、20111231，规格：每瓶 0.5 g）；肌酸、肌酸酐、磷酸肌

酸酐、磷酸肌酸钠对照品（中国食品药品检定研究院，批号分

别为：100876-200901、100877-200901、C1413、100875-200901，

纯度分别为：99.7％、99.2％、97.8％、76.2％）；四丁基磷酸氢铵

为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Waters C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：

0.005 mol/L四丁基磷酸氢铵溶液（取四丁基磷酸氢铵1.7 g，加

水900 ml使溶解，用20％磷酸钠调节pH值至7.0，用水稀释至

1 000 ml），流速：1.0 ml/min；溶剂：水；检测波长：210 nm；柱温：

30 ℃；进样量：10 μl。理论板数按磷酸肌酸钠峰计为7 854。

2.2 空白试验

注射用磷酸肌酸钠由磷酸肌酸钠原料药无菌分装制成，

没有辅料添加，因此，取有关物质测定时溶解样品的溶剂10 μl，

按上述色谱条件进样测定。结果溶剂不干扰样品中肌酸、肌

酸酐、磷酸肌酸酐和其他有关物质的测定，见图1。

2.3 肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐线性关系考察

取肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐对照品适量，精密称定，加水

制成含肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐 50、50、100 μg/ml的混合溶

液，分别稀释成不同质量浓度（肌酸、肌酸酐为 10、25、50、75、

100、125 μg/ml，磷酸肌酸酐为20、50、100、150、200、250 μg/ml）

溶液注入色谱仪，记录色谱图。以质量浓度（x）为横坐标，峰面

积（y）为纵坐标进行回归，得回归方程分别为：肌酸：y＝

915.69x +5.651 9（r＝0.999 9，n＝5）；肌酸酐：y＝2 664.5x－

4.718 2（r＝0.999 9，n＝5）；磷酸肌酸酐：y＝1 117.6x+4.824 5

（r＝0.999 9，n＝5）。结果表明，肌酸、肌酸酐检测质量浓度线

性范围为 10～125 μg/ml；磷酸肌酸酐检测质量浓度线性范围

为20～250 μg/ml。

2.4 检测限和定量限

取“2.3”项下的混合溶液及磷酸肌酸钠对照品溶液稀释后

进样，当信噪比为3 ∶1时，肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐、磷酸肌酸

钠检测限分别为 0.5、0.25、2.0、0.5 ng；当信噪比为 10 ∶ 1时，定

量限分别为1.0、0.5、1.5、1.0 ng。

2.5 精密度和稳定性试验

取“2.3”项下混合溶液，重复进样 6 次，以峰面积计算

RSD，结果分别为肌酸：0.33％，肌酸酐：0.17％，磷酸肌酸酐：

0.61％，表明该方法精密度良好。取上述溶液，在2～8 ℃温度

条件下，分别于0、2、4、6、8、10 h进样，测定肌酸、肌酸酐、磷酸

肌酸酐峰面积，结果RSD分别为 0.60％、0.88％、1.32％，表明

混合溶液在2～8 ℃温度条件下10 h内基本稳定。

2.6 回收率试验

取供试品（批号：20111211）约50 mg，共9份，精密称定，分

别加入肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐混合溶液（500、500、1 000 μg/

ml）0.8、1.0、1.2 ml 各 3份，置于 10 ml 量瓶中，加水稀释至刻

度，摇匀；取10 μl注入液相色谱仪，记录色谱图，外标法计算含

量及回收率。结果，肌酸的平均回收率为100.9％，RSD＝1.3％；

肌酸酐平均回收率为99.2％，RSD＝1.2％；磷酸肌酸酐平均回

收率为99.8％，RSD＝0.8％。表明该方法准确度良好，基本满足

肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐的测定要求，详见表1、表2、表3。

2.7 专属性试验

取供试品（批号：20111211）约 50 mg，共 6份，进行不同条

件下的降解试验，试验条件分别为：（1）未经破坏；（2）酸破坏：

加入0.1 mol/L的盐酸溶液2 ml，室温放置20 min后用碱中和；

（3）碱破坏：加入 0.1 mol/L的氢氧化钠溶液 2 ml，室温放置 20

min后用酸中和；（4）高温破坏：样品在120 ℃烘箱中放置1 h；

（5）氧化破坏：加入30％的双氧水0.5 ml，室温放置20 min；（6）

光破坏：在1 500 lx的强光下照射12 h。以上样品均用水溶解

图1 磷酸肌酸钠专属性试验高效液相色谱图
A.溶剂；B.未经破坏样品；C.酸破坏样品；D.碱破坏样品；E.高温破坏

样品；F.氧化破坏样品；G.光破坏样品；1.磷酸肌酸钠

Fig 1 HPLC chromatograms of specificity test of creatine

phosphate sodium
A. solvent；B. undestroyed samples；C. samples destroyed by acid；D.

samples destroyed by alkali；E. samples destroyed by high temperature；

F. samples destroyed by oxidation；G. samples destroyed by high light；

1. creatine phosphate sodium
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制成5 mg/ml的溶液，摇匀，测定。结果，所有降解产物与主峰

的分离度均符合要求，表明该方法的专属性较强，色谱见图1。

2.8 样品中肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐及其他有关物质的含量

测定

3种已知杂质采用对照品对照法计算含量，有关物质采用

主成分自身对照法计算含量。取供试品适量，加水溶解并制成

5 000 μg/ml的溶液作为供试品溶液；将供试品溶液稀释成 50

μg/ml的溶液作为对照溶液；取肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐对照

品适量，加水溶解制成 50、50、100 μg/ml的溶液作为对照品混

合溶液。进样测定，记录色谱图至主峰保留时间的2倍。结果，

供试品溶液和对照品混合溶液色谱见图2，数据结果见表4。

3 讨论
3.1 波长的选择

采用本文选定的色谱条件，分别对流动相、溶剂、磷酸肌

酸钠对照品、肌酸对照品、肌酸酐对照品、磷酸肌酸酐钠对照

品采用PDA检测。结果，肌酸、肌酸酐、磷酸肌酸酐、磷酸肌酸

钠的最大吸收波长均为210 nm，因此选定210 nm为有关物质

检查的检测波长。综合HPLC-PDA检测和专属性试验结果可

以看出，磷酸肌酸钠及其杂质在210 nm波长处均可以检出，试

验溶液在各种破坏条件下有关物质均能有效检出，主峰与杂

质峰之间能够良好地分离。因此，选择 210 nm作为有关物质

检测波长能有效检出杂质，未漏检杂质峰。

3.2 流动相的选择

分别采用 0.04、0.05、0.06 mol/L的四丁基磷酸氢铵溶液，

并分别调 pH为 6.8、7.0、7.2，在 25、30、35 ℃的柱温条件下，对

磷酸肌酸钠进行测定。结果发现流动相浓度为0.05 mol/L、pH

值为7.0、柱温为30 ℃时，磷酸肌酸钠峰的保留时间合适，峰形

好，柱效高。同时对不同品牌的色谱柱进行比较，发现Waters

C18柱较Diamonsil C18柱分离效果好、耐用性强。故选作本文

的色谱条件进行分析。

3.3 溶液稳定性

试验中发现，制备好的溶液在室温放置时，随着放置时间

的延长，磷酸肌酸钠峰面积随之减小，有关物质的含量相应增

加，对含量和有关物质测定结果影响较大。故建议制备好的

溶液于2～8 ℃温度条件下保存[3]，且宜临用新配。

综上，本文建立的方法灵敏度高、专属性强，可用于注射

用磷酸肌酸钠中有关物质的质量控制。
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表1 肌酸回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery test of creatine（n＝9）

样品中杂质质量，
mg

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

0.012 5

加入量，
mg

0.396 8

0.396 8

0.396 8

0.496 0

0.496 0

0.496 0

0.595 2

0.595 2

0.595 2

测得量，
mg

0.401 3

0.403 5

0.408 2

0.515 8

0.497 7

0.496 5

0.606 9

0.597 3

0.598 4

回收率，
％

97.98

98.54

99.72

101.47

97.82

97.58

99.87

98.25

98.44

平均回收
率，％

100.9

RSD，
％

1.3

表2 肌酸酐回收率试验结果（n＝9）

Tab 2 Results of recovery test of creatinine（n＝9）

样品中杂质质量，
mg

0.011

0.011

0.011

0.011

0.011

0.011

0.011

0.011

0.011

加入量，
mg

0.401 6

0.401 6

0.401 6

0.502 0

0.502 0

0.502 0

0.602 4

0.602 4

0.602 4

测得量，
mg

0.402 5

0.403 8

0.410 1

0.503 3

0.509 8

0.510 2

0.616 0

0.609 8

0.620 1

回收率，
％

97.49

97.81

99.38

98.07

99.36

99.44

100.43

99.40

101.11

平均回收率，
％

99.2

RSD，
％

1.2

表3 磷酸肌酸酐回收率试验结果（n＝9）

Tab 3 Results of recovery test of creatinine phosphate（n＝

9）

样品中杂质质量，
mg

0.003 8

0.003 8

0.003 8

0.003 8

0.003 8

0.003 8

0.003 8

0.003 8

0.003 8

加入量，
mg

0.848 0

0.848 0

0.848 0

1.060 0

1.060 0

1.060 0

1.272 0

1.272 0

1.272 0

测得量，
mg

0.865 9

0.841 4

0.848 1

1.062 3

1.058 2

1.053 5

1.272 2

1.281 2

1.275 1

回收率，
％

101.66

99.78

99.57

99.86

99.47

99.03

99.72

100.43

99.95

平均回收率，
％

99.8

RSD，
％

0.8

图2 有关物质测定高效液相色谱图
A.供试品溶液；B.对照品混合溶液；1.肌酸；2.肌酸酐；3.磷酸肌酸酐

Fig 2 HPLC chromatograms of related substance tests
A. test sample solution；B. mixed solution control；1. creatine；2. creati-

nine；3. creatinine phosphate
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表4 3批样品中有关物质含量测定结果（％％）

Tab 4 Results of content determination of related substance

in 3 batches of samples（％％）

批号
20111211

20111221

20111231

肌酸
0.025

0.028

0.029

肌酸酐
0.022

0.021

0.024

磷酸肌酸酐
0.015

0.011

0.014

其他有关物质
0.16

0.21

0.19

··842


