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卡尼汀又名肉毒碱、维生素BT，化学名为β-羟基-γ-

三甲基氨基丁酸内盐，高亲水性，pKa值为3.8，在常规的

反相色谱中几乎无保留（k≈0）。卡尼汀分左旋和右旋

两种构型。左旋体只存在哺乳动物体内，可促进脂质代    

谢[1]。左卡尼汀注射液临床上主要用于治疗继发性卡尼汀

缺乏症。近年来亦有文献报道将左卡尼汀用于治疗心力衰

竭并取得显著疗效[2,3]。现行左卡尼汀注射液国家药品标准

[WS1-(X-023)-2005Z][4]及美国药典（USP35-NF30）[5]中均

采用反相高效液相色谱法（RP-HPLC）并用紫外检测器在末

端吸收处（210nm）测定含量。方法中流动相都加入了高浓

度的缓冲盐及离子对试剂（即离子对法）来增大左卡尼汀

的保留因子（k），或使用含高浓度盐的流动相在离子交

换色谱上来进行洗脱。但离子对法操作复杂、易损坏色谱

柱、重现性较差。针对类似大极性化合物，亲水作用色谱

被越来越广泛的运用在药物[6]、食品[7]等各个学科领域。

亲水作用色谱（HILIC）模式中，亲水性的键合相表面形成

了水和相，在流动相与水和相间发生样品的分配，使亲水

性高的极性化合物在水和相中被保留，疏水性强的化合物

则被快速溶出，基本不被保留，极适合分析亲水性较强的

化合物[8]。2015年2～10月，我们使用HILIC色谱柱，利用

单四极杆质谱为检测器，进行左卡尼汀的含量测定。

1 仪器与试药

Agilent Infinity 1260 LC System（美国安捷伦科技

有限公司），包括真空脱气机（G1379B），二元高压混

合泵（G1312B 600Bar），自动进样器（G1367E），柱

温箱（G1316C）。Agilent 6120B SQ MS System（美国

安捷伦科技有限公司），配有电喷雾离子源（ESI）和

Chemstation B 01.04 (sp2)工作站。乙腈（色谱纯，

Merck）；超纯水（Millipore Advantage 5）；甲酸铵

（分析纯，Merck）；甲酸（色谱纯，Merck）。左卡尼汀

标准品由中检所提供（批号：101041-201301）；待测左

卡尼汀注射液（可益能，Sigma-Tau Industrie Farmaceutiche 
Riunite SPA，批号：1311121，1312131，1401261）。

2 实验方法

2.1 仪器条件
2.1.1 色谱条件 流动相：10mmol/L甲酸铵水溶液（用甲酸

调节pH为3.0）:乙腈（25:75）；色谱柱：Thermo Fisher 

Acclaim™ HILIC-10 LC Columns（3μm，2.1mm i.d×150 

mm）；流速：0.3ml/min；柱温：40℃；进样量：2L。

2.1.2 质谱条件 离子检测方式：选择性离子检测

（SIM=162）；离子源：电喷雾离子源（ESI）；电离模

式：正离子模式（ESI＋）；碰撞诱导解离100；干燥气

体流速：12L/min；雾化器压力：45psig；干燥气体温

度：350℃；毛细管电压：5000V。

2.2 标准储备液的配制
称取左卡尼汀标准品约10mg，精密称定，加超纯水

溶解并定容至100ml，再精密量取1ml至10ml量瓶中用超纯

水定容，配制成浓度为0.01mg/ml的标准储备液，备用。

2.3 供试品溶液的配制
精密量取左卡尼汀注射液1ml至100ml量瓶中，加超
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纯水稀释并定容。再精密量取该溶液适量，加流动相稀

释至最终浓度为500ng/ml的供试品溶液。

3 实验结果

3.1 线性与线性范围
取上述标准储备液，用流动相稀释成最终浓度分别为

100、200、500、800和1000ng/ml的标准溶液，用于绘制

标准曲线。取上述不同浓度的标准溶液，各进样2μL，按

照2.1所述条件进行测定，并记录EIC谱图（图1）。以峰

面积Y对标准溶液浓度X进行线性回归，实验表明，左卡尼

汀在100～1000ng/ml范围内有良好的线性关系，线性回

归方程为y=137.86X-291.12，相关系数R=0.9997。 

3.2 回收率实验
精密量取6份已知含量的样品，再准确加入左卡尼汀

标准品溶液使该6份溶液的最终浓度约为500ng/ml，按 

2.1所述条件测定左卡尼汀含量，如表1所示，平均回收

率为98.4%，RSD为1.9%，准确度符合定量要求。

3.3 精密度实验
取浓度为500ng/ml的左卡尼汀标准溶液连续进样6

次，峰面积RSD为1.1%，表明该方法精密度良好。

3.4 重现性试验
取6份待测样品，按照2.3所述方法配置溶液，测定

其中左卡尼汀的含量，RSD为1.3%，证明重现性良好。

3.5 稳定性试验
取供试品溶液，分别在0、1、2、4和8h测定，峰面

积RSD为1.7%，结果表明供试品溶液在8h内稳定。

3.6 供试品含量测定
按照2.3方法配置供试品溶液，测定供试品中左

卡尼汀的含量，样品分析谱图如图2所示，1311121、

1312131、1401261三批样品中左卡尼汀的含量分别为

102.1%、99.2%和101.0%。

4 讨论

4.1 流动相和色谱柱的选择
左卡尼汀注射液国家药品标准[WS1-(X-023)-2005Z]

中使用十八烷基硅烷键和硅胶为固定相的色谱柱，以磷

酸盐缓冲液（取磷酸11.5ml，加水1900ml，用1mol/L氢

氧化钠溶液约100ml调节pH至2.4，加庚烷磺酸钠盐1.1 

g，振摇使溶解）-甲醇（90:10）为流动相，检测波长为

225nm。美国药典（USP35-NF30）中使用全多孔硅胶微

粒键合非交联NH2为固定相的色谱柱（简称NH2柱），以

0.05mol/L磷酸盐缓冲液（用磷酸调节pH至4.7）-乙腈

（35:65）为流动相，检测波长为205nm。

以上两种方法中流动相都加入了高浓度的缓冲盐或

离子对试剂来增加左卡尼汀在色谱柱上的保留，并使用

紫外检测器在末端吸收处测定含量。而由于磷酸盐缓冲

液不易挥发，故不能与质谱检测器联用。

在本方法中，使用0.01mol/L甲酸铵水溶液（用甲酸

调节pH=3.0）-乙腈（25:75）为流动相，其中只使用低

浓度、易挥发缓冲盐来满足质谱检测的需求。并使用为

衍生化硅胶基质的HILIC色谱柱来增强左卡尼汀的保留。

HILIC色谱的保留机制一般认为是溶质的一部分分布在柱

填料表面形成的水膜里[9]。极性化合物的保留时间与流动

相中有机溶剂比例成正比。当使用含75%乙腈流动相来洗

脱时，左卡尼汀有合适的保留因子k。由于左卡尼汀溶解

和稀释使用的高纯水在HILIC色谱柱中极性过大，会影响

峰型和灵敏度，所以使用流动相做最后一步稀释来克服

溶剂效应带来的影响。

4.2 质谱条件的选择
由于样品基质简单，故本研究中使用单四极杆质谱

为检测器，以SIM模式检测左卡尼汀有较高的专属性，且

无基质效应等问题[10]。通过方法学验证单四极杆质谱检

测器能够满足定量需求，相比三重四级杆质谱有高的检

测效率和更低的检测成本。

4.3 结论
本研究使用HILIC色谱柱建立了左卡尼汀的LC-MS分

析方法，不但克服了现有方法高盐、不稳定、易损伤色

谱柱和仪器的问题，还克服了左卡尼汀检测波长为末端

吸收的问题。操作简单，重现性好，可以用于测定左卡

尼汀注射液中左卡尼汀的含量。
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表1 回收率数据

样品中左卡尼汀  加入左卡尼汀   测得左卡尼汀  回收率  平均回收  RSD

 浓度/(ng/ml)    浓度/(ng/ml)   浓度/(ng/ml)   (%)      率(%)    %

    249.576           250          496.280    98.68%    

98.4%   1.9%

    252.134           250          498.333    98.49%              

    250.289           250          490.728    96.18%              

    251.941           250          494.51     97.05%              

    250.336           250          496.99     98.66%              

    250.208           250          503.77    101.42%              

图2 样品溶液EIC谱图图1 对照品溶液EIC谱图


