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[摘 � 要 ] � 建立了测定头孢噻呋钠含量的高效液相色谱法。采用 C18色谱柱 ( 4. 6mm � 250 mm,
5 �m),以含 0. 8%四正丁基溴化铵的乙腈溶液 - 0. 1 mo l /L柠檬酸钠溶液 (用 20%柠檬酸调节

pH至 5. 0) -磷酸盐溶液 ( 0. 1mol /L磷酸二氢钾, 0. 02mol /L磷酸氢二钾,用 10mol /L氢氧化钾调

节 pH至 7. 0) -水 ( 400 4 48 520)为流动相,流速 1. 0 mL /m in,检测波长 254 nm, 进样量 20 �L,

柱温 30 ! 。头孢噻呋钠浓度在 0. 049 6~ 0. 198 4 mg /mL时, 其峰面积与浓度的线性关系良好

( r= 1. 000) ;平均回收率为 100. 0 %, 平均相对标准偏差 RSD 为 0. 17% ; 检测限为 0. 002 5

�g /mL。本方法操作简便, 分析快速, 结果准确,适用于头孢噻呋钠原料药的含量测定。
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Abstract: A method for the determ ination o f Ceftiofur Sod ium by HPLC was estab lished. The HPLC system con�
sisted of C18 column ( 4. 6mm �250mm, 5 �m), 0. 8% tetrabuty lammonium brom ide aceton itrile - 0. 1mo l/Lcitrate

sodium so lution ( ad justed to pH 5. 0 w ith 20% citric acid) �phospha te so lut ion ( 0. 1 mo l/L potassium phosphate

monbasic, 0. 02mo l/L potassium phosphate dibasic, ad justed to pH 7. 0 w ith 10 mo l/L potassium hydrox ide) �
water ( 400 4 48 520) as mob ile phase, the flow rate w as 1. 0 mL /m in, de tect ion w avelength w as 254 nm, the

in ject ion vo lume w as 20 �L and co lumn temperature w as 30 ! 。The ca libration curve w as linear in the range o f

0. 049 6~ 0. 198 4mg /mL( r= 1. 000) , the average recoveries w as 100. 0% w ith correspondingRSD of 0. 17%,

the lim it of detection w as 0. 002 5 �g /mL. Them ethod is rapid, simp le and accurate for the content determ ination

of ceftio fur sod ium.
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� � 头孢噻呋钠主要用于治疗畜禽细菌疾病, 如猪

细菌性呼吸道感染和鸡的大肠杆菌、沙门氏菌感染

等。∀中国药典 #2005年版二部、∀中国兽药典 #、

∀European Pharmacopoe ia 5. 0#、∀USP 25#中均未收

录该品种的检验方法。本方法参照 ∀韩国药典 #中

该品种含量的 HPLC检验方法, 对溶液浓度及溶解

相配比进行了改进,使色谱峰分离的更好。

1� 试验材料
1. 1� 仪器与试验条件 � 高效液相色谱仪, W aters

1525泵, 2487检测器, 美国 WATERS公司;超声波
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清洗机 JCX- 50G, 山东济宁超声电子仪器厂; 抽滤

装置 (滤膜 0. 45 �m); 万分之一分析天平, 美国

METTLER公司。Waters sysmmetry C18色谱柱 ( 4. 6

mm �250mm),手动进样,流速 1. 0mL /m in,检验波

长 254 nm,柱温 30 ! ,进样量 20 �L。

1. 2� 试剂与样品 � 乙腈为色谱纯;柠檬酸钠、磷酸

氢二钾、磷酸二氢钾、氢氧化钾、柠檬酸为分析纯。

头孢噻呋钠原料 3批,批号 0607001、0607002、0607003,

鲁抗医药提供。头孢噻呋钠对照品, 批号 K0330406,

含量 87. 5%,中国兽医药品监察所提供。

2� 方法与结果
2. 1� 试液配制

2. 1. 1� 流动相的配制 � 称取四正丁基溴化铵 3. 2

g溶于 400mL乙腈,再加入 44mL pH7. 0的缓冲液

和 4 mL pH 5. 0的缓冲液,摇匀,加水到 1 000 mL。

经 0. 45 �m滤膜过滤并脱气。

2. 1. 2� 缓冲液的配制 � pH 7. 0缓冲液: 将 13. 6 g

磷酸二氢钾和 4. 0 g磷酸氢二钾溶于 800mL水中,

加磷酸或 ( 1 mo l/L ) N aOH调 pH ( 7. 0 % 0. 1) , 然后
加水到 1 000mL,经 0. 45 um滤膜过滤并脱气。pH

5. 0缓冲液: 将 25. 8 g柠檬酸钠溶于 500 mL水中,

摇匀, 加入 20%柠檬酸调 pH至 ( 5. 0 % 0. 1) ,加水
1 000 mL, 经 0. 45 �m滤膜过滤并脱气,即得。

2. 1. 3� 测试溶液 � 取头孢噻呋钠对照品约 62mg,

精密称定, 用流动相溶解并定容至 50 mL容量瓶

中,摇匀, 为对照储备液。精密量取该溶液 5 mL,

加流动相稀释并定容至 50 mL容量瓶中, 摇匀,制

成含头孢噻呋钠约 0. 124 mg /mL的溶液,作为对照

溶液。同法制备样品试液,并以峰面积按外标法计

算样品中头孢呋噻钠的含量。

2. 2� 系统适用性试验及精密度试验 � 在上述色谱
条件下进样分析对照溶液 (见图 1) , 头孢噻呋钠峰

与各杂质峰间的分离度均大于 1. 5, 理论板数按头

孢噻呋钠峰计算为 11 567;头孢噻呋钠峰的拖尾因

子为0. 98;取对照品溶液连续进样 6次, 其峰面积

的相对标准偏差为 0. 1%。

2. 3� 线性范围 � 分别精密吸取 2. 0、3. 0、4. 0、5. 0、

6. 0、7. 0、8. 0mL的对照储备液至 50mL容量瓶中,

用流动相稀释至刻度,摇匀。制得系列对照品溶液

& �∋ ,每种浓度溶液平行制备 3份。测定不同浓度

的线性工作液,记录对应的峰面积, 以浓度 (�g /mL)

为横坐标,以峰面积为纵坐标,作图制成回归曲线,

求得回归方程 y = 47 7 09x + 3 7 1 77, 相关系数

R
2
= 1。结果见图 2。

图 1� 头孢噻呋钠对照溶液色谱图

图 2� 头孢噻呋钠标准曲线图

2. 4� 最低检测限试验 � 用对照溶液 &逐步稀释,

依据 S /N = 3确定最低检出限为 0. 002 5 �g /mL。

2. 5� 回收率及精密度 � 准确度验证采用标准加入
法进行试验。样品批号为 0607001, 照上述色谱条

件, 取 5份样品溶液测定其平均含量为 87. 77%。

另分别称取样品约 43 mg、55mg、68mg,精密称定,

用流动相溶液溶解并定容至 50 mL容量瓶中, 摇

匀, 精密量取该溶液 5 mL, 依次加入对照溶液 IV

各 5mL,加流动相稀释并定容至 50 mL容量瓶中,

所得溶液的浓度分别为本方法测定液的 80%、

100%、120% ,每种浓度的溶液平行制备 5份。取

配制好的溶液及标准溶液适量注入色谱仪,以其中

头孢噻呋的理论总量和实测值计算平均回收率为

100. 0%,平均 RSD为 0. 17%, 测定结果见表 1。

2. 6� 样品测定 � 精密称取头孢噻呋钠 5批样品,

按上述分析方法以外标法测定其含量 (以无水物

计 ), 结果见表 2, 色谱图见图 3。

3� 讨 论

3. 1� 本实验采用高效液相色谱测定头孢噻呋钠的

含量,灵敏度高, 准确性和精密度好, 操作简便, 色

谱峰分离优良,回收率高。

(下转第 37页 )
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一些相同的中性碎片或形成一些相同的特征离子,

采用 LC�MS /M S方法进行扫描, 可迅速得到可能的

代谢物,鉴定出结构并确定分子量。药代动力学是

一种动物在体研究技术,动物被给予一定剂量的药

物后, 测定随后不同时间点采集血浆中的药物浓

度, LC�MS /MS技术在此也是不可替代的工具。但

从质谱分析的角度看,药代动力学研究中血浆样品

的特点是待测物浓度低、内源性物质极性较大并易

于离子化, 易产生离子抑制效应, 从而降低测定的

灵敏度和重现性。因此, 利用 LC�MS /M S技术测定

血浆中药物时, 应根据不同化合物的结构特点, 考

察其在不同离子源下的响应, 优化流动相组成, 提

高质谱响应。

4� 展 � 望

液相色谱�串联质谱技术结合了色谱、质谱两
者的优点, 将色谱的高分离性能和质谱的高选择

性、高灵敏度、极强的专属性特点结合起来,组成了

较完美的现代分析技术。随着科技水平的提高,液

相色谱 -串联质谱技术取得了很大的发展,各种仪

器的价格不断降低, 自动化水平不断提高, 使其在

很多领域中的应用越来越广泛, 我们相信在兽药行

业上的应用也会越来越广泛。
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表 1� 回收率及精密度

试液

浓度

样品称重

/g

理论总量

/m g

实测值

/m g

回收率

/%

平均值

/%

RSD

/%

0. 0432 43. 3416 43. 2361 99. 757

0. 0424 42. 6395 42. 7364 100. 227

80% 0. 0436 43. 6927 43. 6229 99. 840 99. 93 0. 23

0. 0437 43. 7805 43. 6572 99. 718

0. 0434 43. 5172 43. 5691 100. 119

0. 0551 53. 7863 53. 9773 100. 355

0. 0552 53. 8740 53. 8783 100. 008

100% 0. 0553 53. 9618 54. 1043 100. 264 100. 11 0. 20

0. 0551 53. 7863 53. 7064 99. 851

0. 0558 54. 4007 54. 4275 100. 049

0. 0683 65. 3719 65. 2792 99. 858

0. 0687 65. 7230 65. 6895 99. 949

120% 0. 0685 65. 5474 65. 5896 100. 064 99. 96 0. 09

0. 0689 65. 8985 65. 9167 100. 028

0. 0676 64. 7575 64. 6783 99. 878

� � 注:理论总量 ( mg) = 样品称重 ( m g) �样品含量 ( 87. 77% ) +

� � � � 理论加入量 (m g) �稀释倍数

3. 2� 测试溶液的浓度对色谱峰的分离效果有很大的影
响,最后确定 0. 1mg /L的溶液浓度为最佳检测浓度。

3. 3� 流动相的 pH值及流动相的配比是该实验成

功与否的关键因素,选用不同比例的流动相和不同

的 pH值对头孢噻呋钠主峰的保留时间影响很大,

经过耐用性试验确定本实验的流动相配比和 pH值

为最佳试验条件。

表 2� 样品含量测定结果 ( n= 3)

批 � 号 含量 /% RSD /%

0612013 88. 6 0. 32

0612014 89. 3 0. 48

0612015 87. 9 0. 43

0612016 88. 3 0. 52

0612017 88. 5 0. 39

图 3� 头孢噻呋钠含量样品溶液色谱图

∃37∃� 2007, 41( 9): 34~ 37 /孙 雷 � � � � � � � � � � � 中国兽药杂志


