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摘要摘要：：目的 建立测定酮苯丙氨酸钙原料药中有机酸杂质含量的离子色谱法。方法 采用 Dionex IonPac AS11 - HC柱（250 mm × 4. 0
mm），淋洗液为氢氧化钾溶液（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，柱温为 30 ℃，进样量为 25 μL。结果 DL - 3 - 苯基乳酸、苯乙酸、苯

甲酸质量浓度分别在 1. 518 5～37. 962 0 μg / mL、1. 540 5～38. 511 5 μg / mL、1. 573 0～39. 325 0 μg / mL 范围内与峰面积线性关系

良好（r ≥ 0. 999 7），检测限分别为 0. 303 7，0. 308 1，0. 314 6 μg / mL，定量限分别为 0. 759 2，0. 770 2，0. 786 5 μg / mL；精密度、稳定

性、重复性试验结果的 RSD均小于 5. 0%，平均加样回收率分别为 107. 09%，96. 36%，99. 48%，RSD分别为 2. 20%，5. 60%，1. 50%（n = 9）。

结论 建立的方法操作简便、结果准确、灵敏度高，且对环境污染小，适用于酮苯丙氨酸钙中有机酸杂质控制。
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Analysis of Organic Acid Impurities in Calcium Ketophenylalanine Raw Material
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AbstractAbstract：：Objective To establish an ion chromatography method for the determination of organic acid impurities in calcium
ketophenylalanine raw material.Methods The ion chromatography column was Dionex IonPac AS11 - HC column（250 mm × 4. 0 mm），
the eluent wse potassium hydroxide solution（gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the column temperature was 30 °C，
and the injection volume was 25 μL. Results The linear ranges of DL - 3 - phenyllactic acid，phenylacetic acid，and benzoic acid
were 1. 518 5–37. 962 0 μg / mL，1. 540 5–38. 511 5 μg / mL，and 1. 573 0–39. 325 0 μg / mL，respectively（r ≥ 0. 999 7）.
The limits of detection（LOD） were 0. 303 7 μg / mL，0. 308 1 μg / mL，0. 314 6 μg / mL，and the limits of quantification（LOQ）
were 0. 759 2 μg / mL，0. 770 2 μg / mL，and 0. 786 5 μg / mL，respectively. The RSDs of precision，stability，and repeatability test
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results were all lower than 5. 0%. The average recoveries were 107. 09%，96. 36%，and 99. 48%，with RSDs of 2. 20%，5. 60%，and
1. 50%（n = 9），respectively. Conclusion The established method is simple，accurate，sensitive，environmental contamination is low，
which is suitable for the control of organic acid impurities in calcium ketophenylalanine.
Key wordsKey words：：ion chromatography；calcium ketophenylalanine；organic acid impurity；DL - 3 - phenyllactic acid；phenylacetic acid；benzoic acid

酮苯丙氨酸钙，化学名 2 -氧代 - 3苯基丙酸钙，是

酮苯丙氨酸的钙盐形式。对于慢性肾脏病（CKD）患者，

酮苯丙氨酸可在转氨酶（如苯丙氨酸转氨酶）或脱氢酶

（如苯丙氨酸脱氢酶）催化下通过还原氨基化反应，利

用尿素氮合成相应的人体必需氨基酸（即苯丙氨酸），

从而减少体内氮代谢废物的积累［1 - 3］，缓解尿毒症症

状，同时通过尿素氮的再利用，可降低血尿素氮水平，

减轻肾脏负担［4 - 5］。此外，作为一种钙盐，酮苯丙氨酸钙

还能提供生物可利用的钙，改善 CKD患者的低钙血症

症状［6 - 7］。酮苯丙氨酸钙制备过程中易生成包括DL - 3 -
苯基乳酸、苯乙酸、苯甲酸在内的小分子有机酸类杂质。

目前，国内外主流药典均未收载该品，国内生产企业多

采用离子交换色谱法以硫酸溶液为流动相对该品中未

知杂质及杂质总量进行控制，未对上述有机酸杂质进行

控制且方法专属性、耐用性均较差。近年来，离子色谱法

测定有机酸的应用已有较多报道［8 - 11］，该法具有灵敏度

高、选择性强等优势，且淋洗液由仪器自动生成，操作简

单、绿色环保。本研究中建立了测定酮苯丙氨酸钙原料

药中上述有机酸杂质的离子色谱法，旨在为酮苯丙氨酸

钙原料药的质量控制提供技术支持。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Dionex ICS - 6000型色谱仪（美国 Thermo Fisher公
司）；XPE205DU型电子分析天平（瑞士Mettler Toledo公
司，精度为0. 01 mg）；Vibax VXR basic型涡旋仪（德国 IKA
公司）；Milli - Q型纯水机（德国Merck Millipore公司）。

1. 2 试药

14批酮苯丙氨酸钙原料药，均为《中国药典》标准

提高样品，由国内 5家生产企业提供（编号 A - E），批

号分别为C022170917、C022170916、C022170920，170501、
170502、170601，BB170601、BB170602、BB170603，
Y1609101、Y1609102、Y1609103，052101711、052101710
（编号 S1 - S14）；DL - 3 - 苯基乳酸对照品（批号为

BCBV2363，含量 98%），苯甲酸对照品（批号为 MK⁃
BV5544V，含 量 100%），苯 乙 酸 对 照 品（批 号 为

20140112，含量 99. 9%），均来自浙江新和成股份有限

公司；试验所用试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

分析柱：Dionex IonPac AS11 - HC柱（250 mm ×
4. 0 mm）；保护柱：Dionex IonPac AG11 - HC柱（50 mm ×
4. 0 mm）；淋洗液：氢氧化钾溶液，梯度洗脱（0～25 min时
10 mmol / L，25. 1～35 min时40 mmol / L，35. 1～60 min时
10mmol / L）；流速：1. 0mL /min；柱温：30℃；进样量：25μL。
2. 2 溶液制备

取DL - 3 -苯基乳酸、苯甲酸与苯乙酸对照品各适

量，精密称定，用水溶解并制成每 1 mL中约含各成分

75 μg的混合对照品贮备液。取适量，用水稀释，制成每

1 mL约含各成分 7. 5 μg的混合对照品溶液。取样品约

0. 1 g，置 20 mL容量瓶中，加水适量，振摇使溶解，用水

定容，即得供试品溶液。以水为空白溶剂。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取 2. 2项下混合对照品溶液、供试品

溶液及空白溶剂各适量，按 2. 1项下色谱条件进样测

定，记录色谱图。结果空白溶剂及供试品溶液中其他杂

质峰均不干扰目标杂质峰的检测，分离度良好。见图1。

1. DL - 3 - 苯基乳酸 2. 苯乙酸 3. 苯甲酸

A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 空白对照品溶液

图1 离子色谱图

1. DL - 3 - phenyllactic acid 2. Phenylacetic acid 3. Benzoic acid
A. Mixed reference solution B. Test solution C. Blank slovent

Fig. 1 Ion chromatograms
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线性关系考察：分别精密量取混合对照品贮备液

1，1，2，3，5，10 mL，各置 50，20，20，20，25，20 mL容量瓶

中，用水定容，摇匀，制得系列对照品溶液。取适量，按

2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以待测成分

质量浓度（X，μg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进

行线性回归。结果见表1。
表1 线性关系与检测限、定量限考察结果

Tab. 1 Results of linear relation，LOD and LOQ

待测成分

DL - 3 -苯基乳酸

苯乙酸

苯甲酸

回归方程

Y1 = 0. 020 5X1 - 0. 014 1
Y2 = 0. 024 8X2 - 0. 006 1
Y3 = 0. 032 4X3 - 0. 006 0

线性范围

（μg / mL）
1. 518 5～37. 962 0
1. 540 5～38. 511 5
1. 573 0～39. 325 0

r

0. 999 7
0. 999 9
1. 000 0

检测限

（μg / mL）
0. 303 7
0. 308 1
0. 314 6

定量限

（μg / mL）
0. 759 2
0. 770 2
0. 786 5

检测限与定量限考察：精密量取 2. 2项下混合对照

品溶液适量，倍比稀释，按 2. 1项下色谱条件进样测定，

以信噪比（S / N）约为 3∶1，10∶1时的质量浓度作为检测

限和定量限。结果见表1。
精密度试验：取2. 2项下混合混合对照品溶液适量，

按2. 1项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。结

果DL - 3 -苯基乳酸、苯乙酸、苯甲酸峰面积的RSD分

别为 0. 32%，0. 71%，0. 09%（n = 6），表明仪器精密度

良好。

稳定性试验：取 2. 2项下混合对照品溶液与供试品

溶液适量，室温放置0，7，9，18，30，42，66，85 h时按2. 1项
下色谱条件进样，记录峰面积。结果混合对照品溶液各杂

质峰面积的RSD均小于5. 0%（n = 8），供试品溶液中各杂

质检出量的绝对差值均小于0. 02%（n = 8），表明混合对

照品溶液与供试品溶液室温放置85 h内基本稳定。

重复性试验：取样品（批号为C022170917）适量，精

密称定，各 6份，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，再按

2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果DL - 3 -
苯基乳酸、苯乙酸、苯甲酸平均含量分别为 0. 02%，

0. 12%，0. 01%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量样品（批号为 170502）
约 0. 1 g，精密称定，共 9份，置 20 mL容量瓶中，分别精

密加入2. 2项下对照品贮备液1. 0，2. 0，3. 0 mL，加水溶解

并定容，按2. 2项下方法制备供试品溶液，再按2. 1项下

色谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率。结

果见表2。
耐用性试验：取 2. 2项下系统适用性溶液、混合对

照品溶液与供试品溶液（批号为 C022170917）各适量，

分别在不同淋洗液浓度（8，10，12 mmol / L），柱温（25，
30，32℃）、流速（0. 9，1. 0，1. 1 mL / min）条件下，按2. 1项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果在较小范围内改

变测定条件时，DL - 3 -苯基乳酸、苯甲酸与苯乙酸色

谱峰及相邻色谱峰之间的分离度均大于 2. 0，且各杂质

检出量无明显差异，表明方法耐用性良好。

2. 4 样品中杂质含量测定

取 5家企业 14批样品，按 2. 2项下方法制备供试品

溶液，再按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并

按外标法计算含量。结果见表3。
3 讨论

3. 1 色谱柱选择

色谱柱的选择对于目标杂质峰的分离很重要，预

试验中比较了药物分析中常用阴离子分析柱 Dionex
IonPac AS18 柱（250 mm × 4. 0 mm）与 Dionex IonPac
AS11 - HC柱（250 mm × 4. 0 mm）的分离效果。结果显

示，使用后者进行浓度梯度洗脱时，各有机酸杂质峰

峰形较好、灵敏度较高且保留时间适宜。试验中色谱

图 25 min以后的色谱峰为淋洗液浓度升高后洗脱出来

表2 加样回收试验结果（n = 9）
Tab. 2 Results of the recovery test（n = 9）

取样量

（mg）
100. 40
101. 72
100. 67
101. 05
101. 63
103. 45
102. 22
101. 20
100. 95

样品含量（μg/mL）
1
0. 48
0. 48
0. 48
0. 48
0. 48
0. 49
0. 49
0. 48
0. 48

2
1. 91
1. 93
1. 91
1. 92
1. 93
1. 96
1. 94
1. 92
1. 92

3
0. 00
0. 00
0. 00
0. 00
0. 00
0. 00
0. 00
0. 00
0. 00

加入量（μg/mL）
1
3. 80
3. 80
3. 80
7. 59
7. 59
7. 59
11. 39
11. 39
11. 39

2
3. 85
3. 85
3. 85
7. 70
7. 70
7. 70
11. 55
11. 55
11. 55

3
3. 93
3. 93
3. 93
7. 87
7. 87
7. 87
11. 80
11. 80
11. 80

测得量（μg/mL）
1
4. 68
4. 42
4. 45
8. 64
8. 70
8. 54
12. 93
12. 86
12. 45

2
5. 31
5. 33
5. 46
9. 60
9. 56
9. 44
13. 72
13. 69
13. 32

3
3. 90
3. 80
3. 86
7. 83
7. 89
7. 77
11. 88
11. 84
11. 99

回收率（%）

1
110. 64
103. 72
104. 64
107. 53
108. 22
105. 99
109. 25
108. 68
105. 15

2
88. 33
88. 19
92. 27
99. 77
99. 12
97. 04
101. 93
101. 90
98. 71

3
99. 11
96. 69
98. 13
99. 53
100. 33
98. 77
100. 73
100. 35
101. 64

X（%）

1

107. 09

2

96. 36

3

99. 48

RSD（%）

1

2. 20

2

5. 60

3

1. 50

注：1、2、3分别指DL - 3 - 苯基乳酸、苯乙酸、苯甲酸。

Note：1，2，and 3 indicates DL - 3 - phenylactic acid，2 - phenylacetic acid，and 3- benzoic acid，respectively.
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的主成分酮苯丙氨酸钙峰、空白溶剂中可能存在的硫酸

根离子等较难洗脱离子峰及相应的基线抬升导致。

3. 2 淋洗液浓度选择

预试验中考察了等度洗脱阶段氢氧化钾淋洗液浓

度分别为 5，10，15 mmol / L时的分离情况。结果显示，

当淋洗液浓度为 5 mmol / L时洗脱能力较弱、分析时间

过长；调整为 10 mmol / L时，各有机酸杂质峰之间的

分离度均不低于 2. 5，且 30 min内出峰完毕；提高至

15 mmol / L时，各有机酸杂质峰之间的分离度略有下降

且DL - 3 -苯基乳酸峰与溶剂中一未知离子峰合并出

峰。综合考虑，选择 10 mmol / L作为等度洗脱阶段氢氧

化钾淋洗液浓度。此外，鉴于主成分酮苯丙氨酸钙在色

谱柱中保留能力较强且溶剂水中可能存在硫酸根等较

难洗脱的阴离子，本试验中在等度洗脱阶段后增加了

氢氧化钾淋洗液（浓度为 40 mmol / L）的强洗脱阶段，以

避免系统干扰。

3. 3 样品测定结果分析

5家企业共 14批样品中有机酸杂质的测定结果显

示：1）不同企业样品呈不同的杂质分布，如企业A样品

中 3种有机酸杂质均有检出，企业B、C、D样品中仅检出

DL - 3 - 苯基乳酸、苯甲酸，而企业 E样品中仅检出苯

乙酸；2）各企业样品中主要存在的有机酸杂质均为苯

乙酸，不同企业样品中该杂质含量存在明显差异，且不

同批次样品检出量跨度较大（0. 03%～0. 50%）；3）根据

酮苯丙氨酸钙的合成工艺［12 - 13］，苯乙酸可能为中间体

苯丙酮酸脱羧形成的工艺杂质，根据文献报道亦有可

能为本品贮藏过程中形成的降解杂质［14 - 15］，提示相关

生产企业需优化生产工艺与贮藏条件。

3. 4 小结

本研究中建立的方法操作简便、结果准确、灵敏度

高，且对环境污染小，可用于酮苯丙氨酸钙原料药中有

机酸杂质（DL - 3 -苯基乳酸、苯乙酸、苯甲酸）的控制。
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表3 样品中杂质含量测定结果

Tab. 3 Determination results of impurity contents in samples

生产企业

A

B

C

D

E

编号

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14

DL - 3 -苯基乳酸

0. 02
0. 02
0. 02
0. 01
0. 01
0. 01
0. 02
0. 02
0. 02
0. 03
0. 03
0. 03
ND
ND

苯乙酸

0. 13
0. 17
0. 37
0. 03
0. 04
0. 11
0. 40
0. 39
0. 50
0. 18
0. 20
0. 21
0. 04
0. 21

苯甲酸

0. 02
0. 02
0. 04
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

注：ND为检出量低于检测限。

Note：ND indicates that the detected level is below the LOD.
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