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利用超高效液相色谱和离子色谱法测定注射用磷酸川芎嗪的含量 *

袁 亮 1，2 高青山 2 王 彦 1△ 阎 超 1△

（上海交通大学药学院 上海 200240）

摘要 目的：建立超高效液相色谱法（UPLC）和离子色谱法（IC）测定磷酸川芎嗪中川芎嗪和磷酸的含量，为质量评价提供依据。方

法：UPLC测定川芎嗪的色谱柱为Waters Acquity BEH C18 (2.1 mm × 50 mm，1.7 滋m)；检测波长：300 nm检测川芎嗪，274 nm检
测有关物质邻苯二甲酸二甲酯；流动相为 0.1%甲酸水溶液（A）-0.1%甲酸乙腈 ( B )，梯度洗脱（0.0~0.8 min，10% B→90% B；

0.8~0.81 min，90% B→10% B；0.81~1.00 min，10% B），流速：0.7 mL/min。 IC 测定磷酸的离子交换色谱柱为 Dionex IonPac

AS11-HC-4 滋m (4 × 250 mm)，流动相为 30 mmol/L KOH溶液等度洗脱 15 min，流速 1.0 mL/min，柱温 35℃；电导检测器；抑制器

电流为 50 mA。结果：川芎嗪和磷酸在 10~100 g/mL内具有良好的线性关系，相关系数均为 1.0，UPLC法测定川芎嗪的回收率为

102.0 %。IC测定磷酸的回收率为 99.8%。7个公司生产的注射剂中川芎嗪的含量均在药典规定的范围 90%~110%内。但是其中

3个公司生产的注射剂磷酸超出药典规定范围 90%~110%。结论：与常规 HPLC/UPLC测定磷酸川芎嗪含量方法比较，本文所用

方法测定结果更加准确、全面、且重复性好，能够真实反应注射用磷酸川芎嗪的实际含量，对于注射用磷酸川芎嗪的安全性和有

效性评估提供了一定的依据。
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Determination of Ligustrazine Phosphate for Injection by Ultra Performance

Liquid Chromatography and Ion Chromatography*

To establish a method based on ultra-high performance liquid chromatography (UPLC) and an ion

chromatography (IC) for analysis of ligustrazine and phosphoric acid, providing the basis for their qualitative evaluation.

Ligustrazine was separated on Waters Acquity BEH C18 (2.1 mm × 50 mm, 1.7 滋m). The detection wavelengths were 300 nm for

ligustrazine and 274 nm for dimethyl phthalate. Mobile phase A was 0.1% formic acid in water and B was 0.1% formic acid in

acetonitrile with gradient elution（0.0~0.8 min，10% B→90% B; 0.8~0.81 min, 90% B→10% B; 0.81~1.0 min, 10% B). The flow rate

was 0.7 mL/min. Phosphate anion was separated on Dionex IonPac AS11-HC-4 滋m column (4 mm × 250 mm). Equivalent diluted with

30 mmol/L KOH for 15 minutes. The flow was 1.0 mL/min. Column temperature was 35 ℃ . The conductivity detector suppressor

current was 50 mA. Ligustrazine and phosphoric acid had good linearity in the range of 10~100 g/mL and both of the correlation

coefficients were 1.0. The recoveries of UPLC method for ligustrazine was 102.0%．The recoveries of IC method for phosphoric acid

was 99.8%．The obtained results of the 7 companies' injections of ligustrazine phosphate are all in pharmacopeia range of 90%~110%.

But the phosphoric acid contents in 3 companies are out of the range. Compared with the commonly used content of

ligustrazine phosphate by HPLC/UPLC, the results of this method are more accurate, comprehensive and reproducible, which can truly

reflect the actual content of ligustrazine phosphate in the injection. It provides a better basis for the safety and effectiveness of ligustrazine

phosphate for Injection.
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前言

注射用磷酸川芎嗪，其化学结构式为 2,3,5,6-四甲基吡嗪

磷酸盐—水合物，辅料为甘露醇。临床采用静脉滴注，有 50 mg

和 100 mg两种规格。具有抗血小板聚集的作用，并对已聚集的

血小板有解聚作用。此外，尚具有扩张小动脉，改善微循环和增

加脑血流量，从而产生抗血栓形成和溶血栓的作用[1-3]，近年来

通过动物实验发现：川芎嗪对于 DNA损伤、细胞凋亡、炎症均

有治疗作用，川芎嗪还可以减轻和预防酒精性肝损伤[4-13]。有研

究人员对川芎嗪进行结构修饰来增强其药理活性，并开发川芎

嗪新的治疗领域[14,15]。

注射用磷酸川芎嗪现有质量标准有两个：一是国家食品药

品监督管理局国家药品标准新药转正标准第 78册，二是中国

药典 2010年版第二增补本，两个标准对于磷酸川芎嗪的含量

测定方法均采用的是高效液相色谱法(HPLC)，甲醇和水作为

流动相，用 C18柱进行等度洗脱测定其含量[16,17]。此方法运行

时间长，可能会残留弱极性杂质。本文建立了超高效液相色谱

（Ul tra-performance liquid chromatography, UPLC）1 分钟测定

川芎嗪的含量，该方法运行时间短、操作简单、专属性强、结果

准确、可有效控制产品质量。另外，现有的两个标准对磷酸含量

均无测试要求，但注射用磷酸川芎嗪的规格以 2,3,5,6-四甲基吡

嗪磷酸盐—水合物计，所占比重分别为 2,3,5,6-四甲基吡嗪54.0%、

磷酸 38.9%、水 7.1%。所以只计算其中川芎嗪的含量来表示磷

酸川芎嗪的含量并不够准确。本试验分别用 UPLC法和离子色

谱法（ion chromatography, IC）测定磷酸川芎嗪中川芎嗪和磷酸

的含量。相比较于文献报道和现有的质量标准HPLC/UPLC测

定磷酸川芎嗪含量的方法 [18-20]，本方法测定结果更加准确、可

靠、更能够真实反应药品中磷酸川芎嗪的实际含量。

1 材料与方法

1.1 仪器与试药

Waters超高效液相色谱仪 Acquity UPLC，（紫外检测器为

二极管阵列检测器 DAD，Waters自动进样器，masslynx色谱工

作 站）DIONEX Integrion HPIC 离 子 色 谱 仪 , DionexTM

ChromeleonTM 7.2色谱数据系统，ICS-5000+EG KOH淋洗液发

生器，离子交换保护柱: Dionex IonPac AG11-HC-4 滋m guard (4

× 50 mm)，离子交换色谱柱：Dionex IonPac AS11-HC-4 滋m (4

× 250 mm)，Mettler-Toledo X26 电子天平，MilliQ纯水仪，艾

本德电子移液器，昆山市超声仪器有限公司 KQ-400KDE型高

功率数控超声波清洗器。

川芎嗪对照品（购买自 Sigma-Aldrich 分析标准品，批号：

101670719含量 98.0%（GC）），邻苯二甲酸二甲酯对照品（购买

自 Sigma-Aldrich分析标准品，批号：101680092，含量 99.5%

（GC）），甘露醇（购买自上海百灵威技术有限公司，批号：

SIS02077，含量 98%），磷酸根 IC标准溶液（购买自 Sigma-Aldrich

分析标准品，批号：BCBV4696，含量 1000 mg/L ± 4 mg/L）,注

射用磷酸川芎嗪规格为 50 mg（A公司生产；B公司生产；C

公司生产)。注射用磷酸川芎嗪规格为 100 mg（D公司生产；E

公司生产；F公司生产；G公司生产），乙腈（Sigma-Aldrich，HPLC

级色谱纯），水为实验室制得去离子水，甲酸（购买自赛默飞世

尔科技（中国）有限公司，分析纯,含量 98%），其余试剂均为分

析纯。

1.2 溶液的配置

1.2.1 对照品溶液的配置 精密称量川芎嗪对照品约 40.0 mg，

置 100 mL量瓶中，加水溶解并稀释至刻度摇匀，作为川芎嗪对

照品贮备液（0.4 mg/mL）。精密称取邻苯二甲酸二甲酯对照品

约 8.0 mg，置 100 mL量瓶中，加水溶解并稀释至刻度摇匀，作

为邻苯二甲酸二甲酯对照品贮备液（0.2 mg/mL）。临用时分别

精密量取两种贮备液 25 mL，置 100 mL量瓶中，加水至刻度摇

匀，即得对照品混合溶液（含川芎嗪浓度 0.1 mg/mL，邻苯二甲

酸二甲酯浓度 0.05 mg/mL）。

1.2.2 供试品溶液的制备 规格为 50 mg和 100 mg的注射用

磷酸川芎嗪，除去塑料盖和铝盖，精密称定质量，然后用水溶解

注射剂，用水润洗 3 遍分别转移至 50 mL和 100 mL的离心

管。玻璃瓶连同盖橡胶塞一起放入马弗炉 100度 30分钟烘干，

然后盖紧橡胶盖塞，精密称重，减量法得注射剂总重量。样品加

水稀释至刻度摇匀，再稀释 10倍作为供试品（0.1 mg/mL）。

1.3 色谱条件与方法学验证

1.3.1 UPLC 色谱条件 色谱柱：Waters Acquity BEH C18

(2.1 mm × 50 mm, 1.7 滋m)；检测波长：300 nm检测川芎嗪，
274 nm检测有关物质邻苯二甲酸二甲酯；流动相为 0.1%甲酸

水溶液（A）- 0.1%甲酸乙腈( B )，梯度洗脱（0.0~0.8 min，10% B→

90% B；0.8~0.81 min，90% B→10% B；0.81~1.00 min，10% B），

流速：0.7 mL/min，检测波长 300 nm，柱温：30℃。进样体积为

2 滋L，样品浓度 0.1 mg/mL，在该色谱条件下，样品中可能存在

的有关物质邻苯二甲酸二甲酯（DMP）与主峰川芎嗪(TMP)分

离良好。见图 1。

1.3.2 UPLC测定川芎嗪的方法学验证 线性关系：取川芎

嗪对照品贮备液（0.4 mg/mL）用水配制成质量浓度分别为 10、

25、50、75、100滋g/mL的标准工作液。按照上述“3.1”色谱条件下
测定峰面积，以峰面积对溶液质量浓度进行线性回归，得

到回归方程为 y = 5341.1x + 2396.5，R2 = 1（n=5），线性范围 10~

100滋g/mL，最小检测限为 0.01滋g/mL，最小定量限为 0.03滋g/mL。
1.3.3 IC色谱条件 测定磷酸根离子，本文所采用的方法为

离子色谱。保护柱：Dionex IonPac AG11-HC-4 滋m (4 × 50 mm)，

分析柱：Dionex IonPac AS11-HC-4 滋m (4 × 250 mm)，流动相

30 mmol/L KOH溶液等度洗脱 15 min，流速 1.0 mL/min，柱温

为 35℃；电导检测器；抑制器电流为 50 mA；进样量为 25 滋L，
在该色谱条件下，杂质离子峰与磷酸的主峰分离良好，无干扰。

见图 2。

1.3.4 IC测定磷酸根离子的方法学验证 线性关系：取 1000滋g/mL
磷酸根 IC 标准溶液配制成质量浓度分别为 10、25、50、75、

100 滋g/mL的标准工作溶液，按照实验条件从低质量浓度到高
质量浓度分别注入离子色谱仪，以磷酸根阴离子的质量浓度

（x）为横坐标，峰面积（y）为纵坐标绘制标准曲线，得到回归方
程为 y = 0.1026x - 0.0216，R2= 1（n=5），线性范围 10~100滋g/mL，
最小定量限为 0.05 滋g/mL，最小检测限为 0.75 滋g/mL。

2 结果

2.1 样品中川芎嗪的测定结果
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图 1川芎嗪的 UPLC色谱图

Fig. 1 UPLC chromatograms of ligustrazine

(A)不含川芎嗪的阴性样品；(B)川芎嗪和邻苯二甲酸二甲酯的混合对照品；(C)供试品。

(A) negative sample without ligustrazine; (B) ligustrazine（TMP）and dimethyl phthalate (DMP) mixed reference standard; (C) sample.

图 2磷酸根离子色谱图

Fig. 2 IC chromatograms of phosphate anion

(A)不含磷酸川芎嗪的阴性样品； (B )磷酸根离子对照品；(C)供试品。

(A) negative sample without ligustrazine phosphate; (B) phosphoric anion reference standard; (C) sample
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Company Label claim /mg Theoretical C8H12N2 amount /mg C8H12N2 amount /mg C8H12N2 content /%

A 50.0 27.0 25.6 94.8

B 50.0 27.0 29.2 108.0

C 50.0 27.0 29.6 109.5

D 100.0 54.0 58.9 109.0

E 100.0 54.0 50.5 93.4

F 100.0 54.0 54.2 100.3

G 100.0 54.0 52.0 96.3

表 1 7个公司所生产的注射剂中川芎嗪的含量结果

Table 1 Ligustrazine content measured from 7 different companies

注：Theoretical C8H12N2 amount = label claim ×
MC8H12N2

MC8H12N2·H3 PO4·H2O

= label claim × 136.2
252.2

C8H12N2 content =
C8H12N2 Amount

Theoretical C8H12N2 amount
× 100%

从市场购得 7个公司生产的注射用磷酸川芎嗪，按“1.2.2”

项下供试品溶液的制备方法处理，每批平行制备 3份，每份分

别按照“1.3.1”色谱条件测定 2次，取平均值，测得川芎嗪的含

量均在药典规定范围 90~110%之内，见表 1。

2.2 样品中磷酸的测定结果

同样，7个公司生产的注射用磷酸川芎嗪，按“1.2.2”项下

供试品溶液的制备方法处理，每批平行制备 3份，每份分别按

照“1.3.3”色谱条件测定 2次，取平均值，测得磷酸的含量。其中

3个公司所生产的药品磷酸超出药典规定范围 90%~110%，详

见表 2。

Company Label Claim /mg Theoretical H3PO4 amount /mg H3PO4 amount /mg H3PO4 content /%

A 50.0 19.4 38.2 196.4

B 50.0 19.4 23.8 122.4

C 50.0 19.4 19.5 100.5

D 100.0 38.9 42.2 108.6

E 100.0 38.9 36.9 95.0

F 100.0 38.9 52.2 134.3

G 100.0 38.9 39.7 102.1

表 2 7个公司所生产注射剂中磷酸的含量结果

Table 2 Phosphate content measured from 7 different companies

注：Theroetical H3 PO4 amount = label claim×
MH3PO4

MC8H12N2·H3 PO4·H2O

= label claim× 98.00
252.20

H3PO4 content =
H3PO4 Amount

Theroetical H3PO4 amount
× 100%

3 讨论

3.1 色谱条件的选择

UPLC方法的优化：在进行液相方法建立的时候，需要同

时考虑色谱柱和样品的特性，以便获得稳定可靠地方法。色谱

柱是实现液相分离的重要环节，不同的色谱柱品名，不同的

硅醇基活性，能大大影响色谱柱的表现，本文通过对 Waters

UPLC的四种常用的色谱柱，规格均为(2.1mm× 50mm,1.7滋m)，
具有代表性的四种固定相 C8、C18、RP18（硅胶表面嵌入极性

基团的十八烷基键合柱）和苯己基柱进行筛选，四种色谱柱均

能很好的分离川芎嗪和邻苯二甲酸二甲酯。通过比对色谱峰的

拖尾因子、对称因子、柱效，选择了 C18色谱柱。通过查询文献

可知磷酸川芎嗪的 pKa1 = 3.50，pKa2 = 6 .86[1]，根据色谱分离

的基本原理，通过改变流动相的 pH值，来改变化合物的带电

状态，实现良好的色谱分离。缓冲液选择了 0.1%的甲酸水溶液

和 0.1%乙腈溶液。川芎嗪属于强极性化合物，而供试品可能有

弱极性的有关物质邻苯二甲酸二甲酯存在，所以选择 10~90%

的乙腈梯度洗脱，在 1分钟内两个组分分离出峰。

有关物质邻苯二甲酸二甲酯的检测，邻苯二甲酸二甲酯是

磷酸川芎嗪生产过程中可能带入的杂质，但是邻苯二甲酸二甲

酯在 300 nm波长处是弱吸收，其最大吸收波长是 274 nm，为

了同时检测有关物质邻苯二甲酸二甲酯，本文采用了双波长检

测法，药典采用加大进样量的方法来检测相关物质，进样过载

容易导致川芎嗪出峰处形成柱残留，缩短色谱柱的使用寿命，
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采用双波长法更加的经济，环保。

IC方法的优化：离子色谱流动相的选择原则是：可以用等

度的时候不用梯度洗脱，通过对比洗脱液 KOH的比例分别为

30、35、40 mM时的分离度。当淋洗液浓度为 40 mM时，磷酸

根离子与未知杂质离子不能分离，当 KOH淋洗液浓度为 35

mM时，磷酸根离子的主峰与杂质峰的分离度为 1.88，磷酸根

离子色谱峰的不对称度为 1.23，拖尾因子为 1.13，色谱柱塔板

数 7176，这些色谱参数均优于 KOH淋洗液浓度为 30 mM，所

以 KOH淋洗液浓度选择 35 mM。同时对比了流速 0.6、0.8、

1.0、1.2 mL/min。随着流速的增大，磷酸根的峰形会改善，出峰

时间提前，但当流速增加到 1.2 mL/min时，基质里的杂质离子

会对主峰磷酸有干扰，所以流速选择 1.0 mL/min。色谱柱温度

的优化，分别选用 25℃、30℃、35℃进行比较，发现随着温度的

升高磷酸根离子的保留时间随着温度的升高而减小，理论塔板

数随着温度的升高而降低，拖尾因子随着温度升高而增大，不

对称度也是随着温度的升高而增大，如果选择 25℃，一般离子

色谱柱温箱不具备降温的功能，25℃时温度不容易控制，容易

引起色谱峰保留时间的漂移。当温度为 30℃时，磷酸根离子的

分离度良好，所以选择色谱柱温度为 30℃[21-23]。

3.2 测试意义和讨论

结果显示 7个公司生产的注射剂川芎嗪的含量都符合质

量标准规定范围 90~110%，但其中 3个公司生产的注射剂磷酸

含量超标，公司 A磷酸含量超标最多为 196.4%，公司 F磷酸含

量 134.3%，公司 B磷酸含量为 122.4%，其余四家磷酸含量在

90~110%之内。

正常情况下，人体血浆中无机磷酸盐的含量大约为 4mg/dL，

临床关于无机磷酸盐的测定结果表明：在体内，无机磷酸盐约

10~15%通过与蛋白质结合，其余部分通常与钠、钙、镁结合,在

肾小球过滤 [24，25],在成年人体内无机磷酸盐通过小肠吸收的量

等于肾排出的量以达到动态平衡。体内血清磷酸盐升高会引起

软组织中磷酸钙沉积，从而导致低钙血症。高磷血症可能会引

起肾功能衰竭、甲状旁腺功能减退症、假性甲状旁腺功能减退、

肿瘤性钙质沉着症等疾病[26-30]。所以说，注射用磷酸川芎嗪中磷

酸的测定有着重要的临床应用意义。

从外观上观察发现，磷酸含量超标的 3个公司所生产的注

射用磷酸川芎嗪外观为粉末状，而磷酸含量未超标的注射剂为

针状。结合现有的两个质量标准对于注射用磷酸川芎嗪的描

述：“本品为磷酸川芎嗪的无菌冻干品或经乙醇重结晶后直接

分装的无菌粉末”[16，17]。由此推断出磷酸超标的三个公司生产

的注射剂为无菌冻干品，生产过程中过量的磷酸未能除去。磷

酸含量合格的四个公司生产的注射剂均为结晶性粉末。通过 X

射线粉末衍射(XRPD)对各个注射剂进行分析，验证了这种推

断。另外，在 IC检测过程中发现 C公司生产的注射剂含有氯离

子，可能是生产或者装瓶过程中引入。

本文采用减量法制备供试品溶液，另外根据注射用磷酸川

芎嗪说明书，其辅料只有甘露醇，所以除了主要成分：川芎嗪、

磷酸、水以外的剩余成分均为辅料甘露醇，但是计算得到各个

公司生产的注射剂辅料含量相差甚大，其中 C公司生产的注射

剂规格为 50 mg，但通过减量法称得药品总重量为 446.5 mg，

有效成分仅占比 11.8 %，D公司生产的注射剂规格为 100 mg,

药品总重量为 116.3 mg,有效成分占比 93.0%。现有的两个质

量标准对于注射用磷酸川芎嗪中的辅料用量均无限定或测试

要求。但是辅料的用量和浓度水平以及活性药物成分对于决定

剂型的药代动力学和稳定性是至关重要的，特别是对于直接用

于静脉注射的注射剂，辅料纯度和用量的可能会影响到药物的

安全性和有效性。根据辅料选用的基本原则：在满足需要的前

提下，注射剂所用辅料的种类及用量应尽可能少。

另外，常用注射剂增溶性辅料多凭经验添加，安全性研究

不足，在临床应用中会发现机体或者器官毒性，其临床安全性

随着使用范围的扩大和使用频率的增加日渐暴露。所以，有必

要加强注射用辅料的临床前安全性研究，特别是系统的肝肾毒

性研究。

本文分别采用 UPLC和 IC法测定了注射用磷酸川芎嗪中

川芎嗪和磷酸的含量，该方法操作简单、快速、灵敏度高、重现

性好。相比于常规 HPLC/UPLC测定磷酸川芎嗪含量的方法更

加合理、准确、全面。本文所用方法适用于磷酸盐药物制剂的含

量检测，同时为磷酸盐药物制剂的质量评估提供了新的思路。
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