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摘要 目的:建立高效液相色谱梯度洗脱法测定头孢西酮钠有关物质。方法: 采用反相高效液相色谱法，固定相为十八烷基
键合硅胶，以流动相为 0. 02 mol·L －1磷酸二氢铵缓冲液( 用 0. 1 mol·L －1氢氧化钠溶液调 pH至 5. 0) －乙腈梯度洗脱，流速
为1 mL· min －1，检测波长 278 nm。结果: 头孢西酮钠杂质分离良好，检出限 0. 015 μg·mL －1，精密度试验 RSD = 0. 62%。结
论: 该方法简便、快速，重复性好，可一次性测定头孢西酮钠中的有关物质。
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Abstract Objective: To develop an HPLC gradient elution method for the determination on the related substances
of cefazedone sodium． Method: RP － HPLC was adopted． The stationary phase was C18 ． The mobile phase was
0. 02 mol·L －1 a mmonium dihydrogen phosphate buffer( the pH value adjusted by 0. 1 mol·L －1 sodium hydrox-
ide solution to pH 5. 0) -acetonitrile． The HPLC gradient elution was used． The flow rate was 1 mL·min －1 ． The de-
tection wavelength was 278 nm． Results: The impurities of cefazedone sodium were isolated well． The LOD was
0. 015 μg·mL －1 ． The RSD was 0. 62% ． Conclusion: This method is convient，quick and has good repeatability．
This method can be adopted to detect the related substances of cefazedone sodium one at a time．
Key words: cephalosprins; cefazedone sodium; related substances; HPLC; gradient elution; process degradation; de-
strutive test; impurities test
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头孢西酮钠是第 1 代半合成头孢类抗生素，最
早由德国 Merck KGaA公司研制［1］。目前国内尚没
有相关标准，虽有文献报道［2］采用反相高效液相色

谱等度洗脱来测定头孢西酮钠含量和有关物质，但

没有对杂质进行系统的分离，为更好地控制该品种

质量，本文采用反相高效液相色谱梯度洗脱测定头

孢西酮钠的有关物质，较等度洗脱方法对杂质具有

更好的分离效果，同时对其杂质进行归属。
1 仪器与试药
高效液相色谱仪: 戴安高效液相分析系统

( P680 泵，ASI － 100 自动进样器，柱温箱，PDA －100

二极管阵列检测器) ，Chromelemon 6. 6 色谱工作站。
电子天平: Precisa XS 4250c( 瑞士 Precisa公司)

和 Sartorius R200D ( 德国 Sartorius 公司) 。Mettler
Toledo MA 235 pH计( 梅特勒公司) 。
头孢西酮钠样品由中国食品药品检定研究院提

供。磷酸二氢铵、氢氧化钠、盐酸均为分析纯，水为
双蒸水，乙腈、甲醇为色谱纯。
2 溶液的制备
供试品溶液: 取本品适量，精密称定，用流动相

溶解并稀释成 1. 0 mg·mL －1的溶液。
对照溶液: 精密量取供试品溶液适量，用流动相
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稀释成 10 μg·mL －1的溶液。
3 色谱条件
色谱柱 1: Dikma Diamonsil C18 ( 250 mm ×

4. 6 mm，5 μm) ; 色谱柱 2: Capcell PAK C18 MG Ⅱ
( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) ; 流动相 A为 0. 02 mol·
L －1磷酸二氢铵缓冲液( 用 0. 1 mol·L －1氢氧化钠

溶液调 pH至 5. 0) ，流动相 B为乙腈，线性梯度洗脱
( 见表 1) ; 柱温为 25 ℃ ; 流速为 1 mL· min －1 ; 检测

波长为 278 nm; 进样体积为 20 μL。
表 1 梯度洗脱程序

Tab 1 The program of gradient elution

时间( time) /min
流动相 A( mobile

phase A) /%
流动相 B( mobile

phase B) /%

0 90 10

3 90 10

33 60 40

38 60 40

43 90 10

55 90 10

4 方法与结果
4. 1 专属性试验
酸破坏: 取供试品溶液 10 mL，加入 1 mol·

mL －1盐酸溶液 0. 1 mL，放置 1 h，用 1 mol·mL －1氢

氧化钠溶液调 pH至中性，按上述色谱条件测定。
碱破坏: 取供试品溶液 10 mL，加入1 mol·

mL － 1氢氧化钠溶液 0. 1 mL，放置 1 h，用 1 mol·
mL － 1盐酸溶液调 pH 至中性，按上述色谱条件测
定。
氧化破坏: 取供试品溶液 10 mL，加入 30%

双氧水溶液 0. 1 mL，放置 1 h，按上述色谱条件测
定。
加热破坏: 取供试品溶液 10 mL，置 70 ℃水浴

加热 2 h，按上述色谱条件测定。
光照破坏: 取供试品粉末，放置在紫外灯( UV

254 nm ) 下照射 2 d，精密称取粉末约 10 mg，置
10 mL量瓶中，加水稀释溶解并定容，摇匀，按上述
色谱条件测定。
4. 2 结果 各破坏条件中降解物与主峰分离良
好，见图 1。

图 1 专属性试验图谱
Fig 1 Chromatograms of specificity tests

A．碱破坏( destroyed by base) B．热破坏( destroyed by high temperature) C．紫外破坏( destroyed by UV light ) D．酸破坏( destroyed by acid)

E．氧化破坏( destroyed by oxidation)

4. 3 检测限和定量限 将供试品溶液稀释至
0. 015 μg·mL － 1时，测得响应值约为噪音的 3

倍，故本品的检出限为 0. 015 μg·mL － 1。将供
试品溶液稀释至 0. 05 μg·mL －1时，测得的响应值

约为噪音的 10 倍，故本品的定量限为 0. 05 μg·
mL －1。
4. 4 线性与范围 精密称取头孢西酮钠 10 mg，置
100 mL量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀。

再精密量取 1，5，7. 5，10，12. 5，15，25 mL，分别置
100 mL量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀。分别
取上述溶液 20 μL 进样记录色谱图，计算峰面积
对浓度的一元回归方程。结果表明: 其回归方程
为:

Y = 0. 9531X + 0. 0164 r = 0. 9999
头孢西酮钠在浓度为 1 ～ 25 μg·mL －1的范围内线

性良好。
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4. 5 精密度试验 取对照溶液，精密量取 20 μL，
连续进样 6 次，峰面积 RSD为 0. 62%。
4. 6 耐用性试验 分别用色谱柱 1 和 2 来测定 3
批供试品的有关物质，结果发现杂质数目、出峰顺
序、分离效果和峰面积无明显变化。
4. 7 有关物质测定结果 按照测定方法分别对 3 批
样品进行有关物质测定，3 批样品的总杂质含量均
在 1. 0%之内，单个最大杂质含量均在 0. 5%之内，
见图 2。

图 2 头孢西酮钠有关物质测定的典型色图谱
Fig 2 Chromatogram of analysis of related substances in cefazedone sodium

1．头孢西酮钠( cefazedone sodium)

5 讨论
5. 1 波长的选择 多数杂质色谱峰的紫外光谱图
在 210 nm和 278 nm处有最大吸收，由于 210 nm干
扰比较多，因此将 278 nm选择为检测波长。
5. 2 流动相的选择 通过流动相改变，发现头孢
西酮钠对乙腈的变化非常敏感，乙腈比例按照 30%，

15%，12%，10% 改变，其主峰保留时间分别为
3. 450 min、13. 750 min、30. 817 min、62. 000 min，发
现乙腈比例为 10%时，对主峰前杂质分离效果好，
但是主峰保留时间太长且 k ＞ 20，主峰后杂质由于
峰展宽未能检出; 当乙腈比例为 15%时，对主峰前
杂质分离效果不好，主峰后杂质出峰时间太长; 当乙

腈比例为 30%时，对主峰前杂质与主峰未分开，杂
质数目减少，主峰后杂质分离度好且峰宽较小。因
此我们采用梯度洗脱方法［3］来优化色谱条件，结果

发现梯度洗脱方法明显优于等度洗脱。
5. 3 有关物质的计算 分别采用主成分自身对照
法和峰面积归一化法来计算杂质含量，结果发现主

成分自身对照法比峰面积归一化法计算杂质更准

确。
5. 4 杂质归属
将正常样品中含有但降解产物中含量变化不明

显增加的杂质定义为工艺杂质( 简称“工艺”) ; 将正
常样品中含有但降解产物中含量明显增加的杂质定

义为工艺杂质和降解杂质( 简称“工艺 ＆ 降解”) ;
将正常样品中不含有但降解产物中新产生且含量明

显增加的杂质定义为降解杂质( 简称“降解”) 。分
析不同企业、工艺的样品、溶液强制降解样品和高温
高湿稳定性实验样品中的杂质，以相对保留时间为

表征，根据杂质含量在降解中的变化，将头孢西酮钠

中可能含有的杂质进行归属，结果见表 2。

表 2 头孢西酮钠及强制降解溶液中杂质的含量*

Tab 2 Content ofrelated substances in cefazedone sodium and specificity tests

有关物质峰 RRT

( peak of related substances

on adjusted retention

time)

杂质峰归属

( attribution of related

substances)

杂质含量( content of related substances) /%

CFZD － T1( test 1

of cefazedone

sodium)

CFZD － T2( test 2

of cefazedone

sodium)

CFZD － T3( test 3

of cefazedone

sodium)

碱降解

( destroyed

by base)

酸降解

( destroyed

by acid)

氧化降解

( destroyed

by oxidation)

0. 186 工艺 ＆降解 0. 03 0. 04 0. 03 0. 86 0. 04 0. 10

0. 225 降解 / / / 0. 91 / /

0. 244 降解 / / / 9. 27 / /

0. 253 工艺 ＆降解 0. 07 0. 07 0. 09 / 0. 29 0. 07

0. 270 降解 / / / / / 0. 15

0. 326 降解 / / / / 0. 42 /

0. 334 降解 0. 00 0. 01 / / / 0. 09

0. 508 工艺 ＆降解 0. 01 0. 04 0. 04 0. 04 0. 04 0. 13

0. 572 降解 / / / / / 1. 75

0. 672 降解 / / / / / 6. 27

0. 712 工艺 ＆降解 0. 05 0. 06 0. 06 / 0. 31 /

0. 725 降解 / / / 4. 15 / /

0. 860 工艺 0. 06 0. 05 0. 04 0. 04 0. 05

0. 896 工艺 0. 04 0. 09 0. 08 0. 14 0. 08 0. 08
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续表 2

有关物质峰 RRT

( peak of related substances

on adjusted retention

time)

杂质峰归属

( attribution of related

substances)

杂质含量( content of related substances) /%

CFZD － T1( test 1

of cefazedone

sodium)

CFZD － T2( test 2

of cefazedone

sodium)

CFZD － T3( test 3

of cefazedone

sodium)

碱降解

( destroyed

by base)

酸降解

( destroyed

by acid)

氧化降解

( destroyed

by oxidation)

0. 913 降解 / / / 1. 01 0. 04 /

0. 975 降解 / / / / / 0. 10

1. 095 降解 0. 03 0. 03 0. 03 / 0. 03 0. 04

1. 133 降解 / / / / 0. 08 /

1. 172 降解 / / / 10. 07 0. 12 0. 04

1. 279 工艺 0. 08 0. 05 0. 08 / / /

1. 501 工艺 0. 09 / / / / /

1. 612 工艺 0. 01 / / / / /

* 以头孢西酮计( calculated by cefazedone)

头孢西酮钠碱降解产物主要有 1 个工艺 ＆ 降
解杂质和 5 个降解杂质，其 RRT 分别为 0. 186，
0. 225，0. 244，0. 725，0. 913，1. 172。酸降解产物主
要有 2 个工艺 ＆降解杂质和 3 个降解杂质，其 RRT
分别为 0. 253，0. 712，0. 326，1. 113，1. 172。氧化降
解产物主要有 2 个工艺 ＆ 降解杂质和 4 个降解杂
质，其 RRT 分别为 0. 186，0. 508，0. 270，0. 572，
0. 672，0. 975。
头孢西酮钠样品中杂质含有 5 个工艺杂质

( RRT分别为 0. 860，0. 896，1. 279，1. 501，1. 612 ) 、4
个工艺 ＆ 降解杂质 ( RRT 分别为 0. 186，0. 253，
0. 508，0. 712) 和 2 个降解杂质( RRT分别为 0. 334，
1. 095) 。4 个工艺 ＆ 降解杂质中 RRT 为 0. 186 既
是碱降解产物又是氧化降解产物，RRT 为 1. 172 既

是碱降解产物又是酸降解产物。RRT 为 0. 253 是
酸降解产物，RRT 为 0. 508 是氧化降解产物。其中
2 个降解杂质来源于氧化降解产物，但不是主要氧
化降解产物。
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文 228 篇。论文以全文收载，著作收载前言或序、著者、目录或摘要等。对论文有贡献的中检所老专家
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了对老一代专家们为中检所发展所作贡献的由衷敬重。
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