
HPLC - 柱切换法归属青霉素钠有关物质中的聚合物分析

杨美琴,金少鸿,胡昌勤

 第一作者  Te:l ( 010) 67095509; Fax: ( 010 ) 67095695; E - m ai:l ym eiq in@ 126. com

(中国药品生物制品检定所, 北京 100050)

摘要  目的: 在缺少杂质 B-内酰胺抗生素聚合物对照品的条件下, 定位青霉素钠在 RP- H PLC系统中的聚合物色谱峰, 进而

实现 B-内酰胺抗生素凝胶色谱系统 ( GFC)聚合物分析与 RP- HPLC系统有关物质分析方法的统一。方法: 采用 61 0版欧洲

药典青霉素钠的 H PLC分析方法,利用各种专属性加速试验结合紫外特征吸收光谱及柱切换技术, 在 HPLC色谱图中定位各

类青霉素杂质。结果: 杂质 p可以作为表征青霉素聚合物的指针性杂质,实现凝胶色谱系统和 RP- HPLC的统一。结论: 丰

富了 B-内酰胺抗生素聚合物分析方法, 为实现对 B-内酰胺抗生素聚合物杂质的有效控制提供了新思路。
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Analysis of polymer impurities in related substances of

benzylpenicillin sodium by HPLC - column- switching
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Abstract Objec tive: To identify the po lymer impur ities in RP- HPLC chromatog ram of benzy lpen icillin sodium

w ithout any references, thus to rea lize the B- lactam antibiotics analysis un ification betw een the po lymer impurity

( gel f iltration chromatography, GFC ) and the related substances(RP- HPLC) .M ethods: The 610 ed ition o f Euro-
pean PharmacopoeiaHPLC method of benzy lpenic illin sodium has been adopted. Th is issue a lso emp loys k inds o f

selectiv ity acce lerated experiments, UV spectrum characteristics and the D ionex co lumn- sw itching system to ana-

lyse the impurities in benzylpen icillin sodium RP- HPLC chromatog ram. Results: GFC and RP- HPLC arew e ll u-

n if ied to find p as the index of the polymer impurity. Conclusion: The analysis o f polymer impurit ies in B- lactam

ant ibiot ics become diverse. And it is helpfu l to realize mo re pow erful contro l over po lymer impurities in B- lactam

ant ibiot ics.

Key words: related substances in benzy lpen icillin sod ium; po lymer impurity; RP- HPLC; ge l- filtration chrom atog-

raphy ( GFC ); co lumn- sw itch ing

  青霉素是临床中最早应用的 B-内酰胺抗生

素,青霉素引发的过敏反应长期以来一直困扰着其

在临床中的广泛应用。青霉素由发酵生产, 且青霉

素分子本身不稳定, 因此在生产、运输、贮存和使用

过程中都可能产生杂质; 多年来的研究已经证明青

霉素中的杂质,特别是高分子杂质是导致青霉素过

敏的重要原因
[ 1, 2 ]
。目前各国药典多采用 HPLC方

法控制青霉素中的有关物质;中国药典还采用凝胶

色谱法控制其中的聚合物杂质。

伴随着对 B- 内酰胺抗生素的聚合反应机理、

各种聚合物结构及聚合物与其他降解杂质的关系等

的不断深入了解,促使人们不断地完善对 B- 内酰

胺抗生素聚合物的控制理念。在药品有关物质控制

中, 采用 HPLC梯度洗脱,逐一控制各类杂质是药品

有关物质控制的发展趋势; B-内酰胺抗生素如阿莫

西林钠、氨苄西林钠中的各种聚合物, 在其 HPLC质

控方法中均能得到较好的检出
[ 3, 4]
。这也使人们思

考在进行有关物质控制的同时, 利用指针性杂质控

制 B-内酰胺抗生素的聚合物含量。由于通常很难

得到 B-内酰胺抗生素聚合物对照品, 如何在特定

的 HPLC质控分析中定位聚合物杂质成为进行上述

探索的制约因素。凝胶色谱 ( gel f iltrat ion chrom atog-
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raphy, GFC)分析主要基于待分离组分的分子大小

实现对混合组分的分离, 一般无需聚合物对照品即

可定位聚合物色谱峰。本文以青霉素钠为例, 利用

柱切换技术,将凝胶色谱中的聚合物色谱峰切换到

其 HPLC质控色谱系统中, 对 RP- HPLC系统中的

聚合物杂质进行归属, 实现了聚合物分析与有关物

质分析方法的统一。

1 药品和试剂
青霉素钠原料、苯乙酸由华北制药有限公司提

供;甲醇为色谱纯 ( F isher) ;其他各种试剂为国产分

析纯。

2 方法

211 HPLC分析 [ 5]  采用 D ionex HPLC色谱系统

( P680泵, ASI - 100自动进样器, TCC - 100柱温

箱, PDA - 100二极管阵列检测器, Chromelemon 616
色谱工作站 ) ;色谱柱为 ThermoODS- 2HypersilC18

柱 ( 250 mm @ 416mm, 5 Lm);梯度洗脱 (表 1) ,流

动相 A为 015mo l# L
- 1
磷酸盐缓冲液 ( pH 315) -

水 -甲醇 ( 10B60B30) ,流动相 B为 015 mol# L
- 1
磷

酸盐缓冲液 ( pH 315) -水 -甲醇 ( 10B40B50); 检测

波长: 225 nm;流速: 110mL# m in
- 1
;供试品制成约

4 mg# mL
- 1
的溶液, 进样 20 LL; 并记录每一个色

谱峰在 190~ 400 nm波长范围的紫外光谱图。青霉

素主峰出峰后,参考表 1进行梯度洗脱。

212 凝胶色谱分析 [ 6]  参照文献。采用 AKTA

Prime中压色谱分析系统, P rime Eva luation色谱工

作站; 色谱柱为 Sephadex G10( 300 mm @ 10 mm, 40

表 1 青霉素钠 HPLC系统梯度洗脱程序
Tab 1 TheHPLC e lu tion process of

benzylpenic ilin sod ium

时间

( time) /m in

流动相 A

(mobile phaseA ) /%

流动相 B

(mobile phaseB) /%

0~ 20 70y 0 30y 100

20~ 35 0 100

35~ 50 70 30

~ 120 Lm ) ( Pharmacia ) ; 流动相为不同浓度

( 011, 0105, 0102, 0101mo l# L
- 1
)的磷酸盐缓冲液

( pH 710) ;检测波长 254 nm;流速 115mL# m in
- 1
;

供试品用水溶解制成 80 mg# mL
- 1
的溶液,进样量

为 100 LL。

213 柱切换分析  利用 D ionex双四元高效液相色

谱仪, M SV 2Position- 10Port切换阀 (图 1): 左泵接

分析 HPLC分析系统, 右泵接凝胶色谱系统, 1号和

4号之间为 500 LL loop环相连。2个不同的色谱系

统首先分别由左右双泵流出的不同流动相平衡; 当

切换阀在位置 A时, 样品经右泵流入凝胶柱, 聚合

物组分流出凝胶柱进入 loop环时,切换到位置 B;此

时, loop环中的组分由 HPLC系统流动相反冲带入

C18柱。分析结束时, 系统恢复到初始状态 ( Position

A)。检测器在切换到 B位置后开始采集信号,因此

色谱图中只保留了聚合物组经 2根色谱柱分离后的

信号。将青霉素钠从 Sephadex G10凝胶色谱系统

Kav= 0处流出的聚合物组分 ( 500 LL)切换到反相

色谱系统进行第 2次分离, 以获得聚合物组分在反

相色谱系统的准确定位。

图 1 M SV 2Position- 10Port切换阀工作原理示意图

F ig 1 The sketches of th eMSV 2Pos ition- 10Port valve w ork ing prin cip le
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214 加速试验
21411 酸降解  精密称取供试品适量, 加水使溶

解,加入 0110 mo l# L
- 1
盐酸 1 mL, 015 h后用 0110

mo l# L
- 1
氢氧化钠溶液中和至 pH 7,加水稀释成 4

mg# mL
- 1
的溶液。

21412 碱降解  精密称取供试品适量, 加水使溶

解,加入 0110 mo l# L
- 1
氢氧化钠溶液 1 mL, 015 h

后用 0110 mol# L
- 1
盐酸中和至 pH 7, 加水稀释成

4 mg# mL
- 1
的溶液。

21413 弱酸水解  精密称取供试品适量, 用 pH

317的醋酸盐缓冲液 [ 6]
溶解,静置 015 h后, 加水稀

释成约 4 mg# mL
- 1
的溶液。

21414 弱碱水解  精密称取供试品适量,用硼砂 -

碳酸钠缓冲液
[ 6]
( pH 1018~ 1112)溶解,静置 015 h

后,加水稀释成 4 mg# mL
- 1
的溶液。

21415 水解  精密称取供试品适量,加水使溶解,

置 60 e 水浴 015 h后, 加水稀释成 4 mg# mL
- 1
的

溶液。

21416 固体加速试验  将供试品置 60 e , RH 60%

的条件下, 分别于 24, 48, 72 h取样, 用水溶解并稀

释成 4 mg# mL
- 1
的溶液。

21417 添加苯乙酸试验  精密称取苯乙酸适量, 用

含 4mg# mL
- 1
的青霉素钠供试品水溶液溶解并稀

释成含苯乙酸 011mg# mL
- 1
的溶液。

3 结果与讨论
311 对反相色谱中青霉素钠降解杂质的归属
考察青霉素钠在不同温湿度条件及其溶液不同

酸碱条件下的降解产物
[ 7, 8]
, 结合降解杂质的紫外

光谱图,对反相 HPLC色谱图中的降解杂质进行归

属。诸加速样品的 HPLC色谱图如图 2所示。参考

杂质的特征紫外光谱, 结合英国药典 2007版、欧洲

药典 610版收载的部分青霉素钠有关物质的分子结
构

[ 9]
, 可对加速试验中产生的部分杂质结构做出初

步的判断 (表 2)。

图 2 加速试验结果图

F ig 2 C hrom atogram s of accelerated test

A.酸降解 ( acid degradation )  B.碱降解 ( alk aline degradat ion )  C.弱酸降解 ( subacid ity degradation)  D.弱碱降解 ( subalk aline deg-

radat ion )  

E.水浴破坏 ( boil ing w ater bath)  F.添加苯乙酸 ( ph enylacetic acid add itive)  G.高温高湿 ( heat and hum id ity degradat ion)  H.青霉

素钠样品 ( sam p le of b enzylpen icillin sod ium )

1.青霉酸 ( pen ill ic acid)  2.青霉烯酸 ( pen icillenic acid)  3.青霉噻唑酸和青霉脱羧噻唑酸 ( pen icilloic acid s and pen illoic acid s)  

4.苯乙酸 ( phenylacet ic acid )  5.青霉素 ( b enzylpen icillin )  6.青霉烯酸二硫化物 ( pen icillen ic acid d isu lfide)  7. 杂质 p ( impu rity

p)  8.梯度杂质 ( impu rit ies eluted through the grad ient)
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  青霉素钠溶液与酸 ( 0110 mol# L
- 1
盐酸 )或碱

( 0110mo l# L
- 1
氢氧化钠溶液 )作用可被完全分

解;但在弱酸性环境 ( pH 318)中重排可以得到青霉
酸 ( 240 nm处有特征吸收 )和青霉烯酸 ( 320 nm处

有特征吸收 ) ;在弱碱性 ( pH 11)条件下 B- 内酰胺

环开环生成青霉噻唑酸, 并可进一步脱羧得到青霉

脱羧噻唑酸;由于添加苯乙酸, 青霉素溶液显酸性,

因此可产生青霉酸; 水浴条件下可产生青霉酸和青

霉烯酸。青霉噻唑酸和青霉脱羧噻唑酸结构相似,

色谱行为也相近, 因此在色谱图中青霉噻唑酸峰附

近常呈现峰组而并非单一色谱峰。青霉素钠固体在

高温、高湿条件下放置 72 h后, 变成较坚硬的黄色

结晶物,且多种杂质的含量增高。由于聚合物类杂

质的分子极性通常较小, 而反相 HPLC系统中分子

极性越小保留时间越长, 因此认为在梯度洗脱时流

出的杂质可能为聚合物类杂质 (梯度杂质 )。
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312 反相色谱中青霉素聚合物杂质归属
通过柱切换系统,在线转移 500 LL(图 3- A中

515m in到 6m in部分 )聚合物溶液到反相 HPLC系

统。HPLC的梯度部分出现 1个色谱峰, 称之为杂

质 p(图 3- B) ,进一步证明反相 HPLC系统梯度洗

脱时流出的杂质为聚合物类杂质。

降低凝胶色谱系统流动相中磷酸盐缓冲液的浓

度,凝胶色谱系统中聚合物峰的峰面积增大 (表 3) ,

柱切换结果显示杂质 p的面积也逐渐增加, 且在青

霉噻唑酸组峰附近逐渐出现多个色谱峰 (图 3- B)。

蔡珊英等的研究表明
[ 10 ]
,凝胶色谱除主要依据分子

排阻机理分离外,吸附作用也是重要的分离因素;在

凝胶色谱的有效分离范围内不完全按照相对分子质

量大小进行分离,分子尺寸也影响分子在凝胶介质

中的色谱行为。因此,杂质 p随缓冲液浓度的降低

而逐渐增大;在低浓度的磷酸盐缓冲液流动相中,凝

胶色谱聚合物峰中含有更多的梯度杂质组分和极性

相对较强的小分子组分。 Sephadex G10凝胶色谱

中,理论上认为杂质 p相对分子质量大于 700, 参考

阿莫西林凝胶色谱分析中对不同聚合物峰的归属情

况
[ 11]
,杂质 p可能为青霉素的多聚体。

表 3 不同浓度条件下青霉素聚合物测定结果
Tab 3 Polym er assay of benzylpenic illin in mob ile

phases of d ifferen t concentra tion

批号

( Lo t

N o. )

凝胶色谱 ( GFC) /% RP- HPLC

0110 mol# L- 1

磷酸盐缓冲液

( 0110 mol# L- 1

pho spha te buffe r)

0101 mol# L- 1

磷酸盐缓冲液

( 0101 mo l# L- 1

phospha te buffer )

杂质 p含量

/% ( content

of the

mi purity p)

梯度杂质个数

( number o f the

mi purities through

the gradient)

1 0104 0110 010073 8

2 0103 0111 010087 7

3 0103 0108 010069 7

4 0104 0110 010066 7

5 0102 0107 010044 6

6 0103 0109 010082 7

7 0102 0110 010046 7

8 0103 0110 010103 5

9 0103 0114 010159 6

10 0102 0104 010000 3

11 0102 0105 010000 5

313 反相 HPLC分析与凝胶色谱分析的相关性分

析

周晓溪等
[ 12]
发现在阿莫西林 /克拉维酸钾口服

制剂中,阿莫西林闭环二聚体为最大杂质;可以用阿

莫西林闭环二聚体作为指针性杂质, 间接表征制剂

图 3 凝胶色谱聚合物峰切换结果

Fig 3 TheH PLC behavior of the polym er peak in gel fi ltrat ion ch rom ato-

gram

A.凝胶色谱图 ( GFC ch rom atogram )  B.不同浓度磷酸盐流动相的聚

合物色谱峰切换结果 ( th e colum n- sw itch ing resu lts of d ifferent concen-

trat ion phosphate buffer( PB) as GFC m ob ile ph ase)

中阿莫西林的杂质总量。基于凝胶色谱的粗分离机

制,图 3- A中聚合物色谱峰由混合组分组成; 随着

凝胶色谱系统流动相浓度降低,杂质 p增加,由此证

明高浓度的流动相确保在 K av= 0处仅有相对分子

质量大于 700的组分流出, 但是高浓度流动相条件

下并未采集到所有聚合物杂质的信息,仅包含部分

聚合物杂质。与凝胶色谱系统分析总体分析聚合物

的方式不同, RP- HPLC系统将聚合物的混合体系

分散,以致微量的单个杂质检出难度增大。采用 RP

- HPLC法分析青霉素钠中的杂质 p, 尽管其含量较

低但发现其含量在不同的样品中不同,少数青霉素

钠产品中不含有杂质 p; 而且与 Sephadex G10凝胶

色谱分析结果比较,杂质 p的含量明显较凝胶色谱

法测定的聚合物含量低 (表 3 ), 但从表中可以看出

杂质 p和凝胶色谱聚合物含量测定结果两者具有明

显相关性。该结果也进一步提示杂质 p仅是凝胶色

谱分析聚合物峰中的 1个组分,也提示杂质 p是可

以作为表征青霉素聚合物的指针性杂质。

本文结果提示,可以用杂质 p为指针性杂质表

征青霉素钠中的聚合物含量, 进而实现凝胶色谱分

析与 RP- HPLC相关物质分析的统一。

4 结论
利用加速试验、杂质特征性光谱及柱切换技术
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对青霉素钠相关物质 RP- HPLC系统中的部分降

解杂质和聚合物杂质进行了归属, 并在此基础上实

现了凝胶色谱分析与 RP- HPLC相关物质分析的

统一。同时, 这也丰富了 B-内酰胺抗生素聚合物

分析方法,克服目前 Shephadex G10凝胶色谱分析 B

-内酰胺抗生素聚合物杂质的不足, 进而对 B-内

酰胺抗生素聚合物杂质的更有效控制提供了新的思

路。

参考文献

1 JIN Shao- hong(金少鸿 ) , HU C hang- qin (胡昌勤 ) . Advances

in allergy study ofB- lactam ant ib iot ics( B-内酰胺类抗生素过敏

反应研究进展 ) . Chin J N ew Drug s (中国新药杂志 ) , 1994, 3

( 4 ): 38

2 Y IN Y an- jie(尹燕杰 ), GU Ju e- fen(顾觉奋 ). A dvances in the

analys is of special im purities in B- lactam an tib iot ics( B-内酰胺

类抗生素中特殊杂质的分析研究进展 ). J iangsu Pharm C lin R es

(江苏药学与临床研究 ) , 2003, 11( 4) : 8

3 BP 2002. 124

4 BP 2002. 133

5 EP 610. 1285

6 ChP(中国药典 ) 12005. Vo lÒ (二部 ) : Append ix(附录 )Ú Õ D

7 LIU W en- y ing(刘文英 ) . Ph arm aceu ticalA nalysis(药物分析 ).

5 th E d (第五版 ) . Be ijing (北京 ) : Peopleps M ed ical Pub l ishing

H ou se(人民卫生出版社 ) , 20031268

8 GU Ju e- fen (顾觉奋 ) . Ant ib iot ic(抗生素 ) . Shanghai(上海 ):

Shanghai Science and T echnology Pub lishers(上海科学技术出版

社 ) , 20011180

9 BP 2007. 249

10 CA I Shan- ying(蔡珊英 ), HU Chang- q in(胡昌勤 ) , FENG Fang

(冯芳 ) . Ch rom atograph ic b ehavior of B- lactam ant ib iotics in Su-

perdex pept ide gel filtrat ion ch rom atography( B- 内酰胺抗生素在

Superdex pept ide凝胶过滤色谱柱上的保留行为 ) . Ch in J Antibi-

ot(中国抗生素杂志 ), 2002, 27 ( 3) : 157

11 CA I Shan- ying, HU Chang- q in, XU M ing- zh e. Chrom atograph ic

determ inat ion of high- m olecu larw eight im purities in am oxicillin. J

Pharm B iom ed Anal, 2003, 31: 589

12 ZHOU X iao- x i(周晓溪 ) , GU Li- su (顾立素 ) , HU C hang- q in

(胡昌勤 ) . Th e changes in the im purity p rofile of am oxicillin and

clavulanate potassium com pound preparat ion s (阿莫西林克拉维酸

钾复方制剂杂质谱的变化 ) . C hin Pharm J (中国药学杂志 ) , ( in

p ress)

(本文于 2008年 12月 29日收到 )

5药物分析杂志 6稿件在线管理系统已开通

  本刊于 2008年 10月 23日开通稿件在线管理系统。从即日起, 凡投稿本刊,请登录 http: / /www.

yw fxzz. cn进行网上投稿。

该系统采用 E- mail作为用户名进行注册。

网上投稿的同时需寄单位介绍信及稿件处理费 50元。

作者在线投稿后,可在线了解稿件情况:编辑 -送审 -专家已审 -待编辑处理稿件 -退修 -编辑加

工完成 -已刊出等。

580号以前的作者可与编辑部联系修改用户名后,登录此系统。

读者可在线查看本刊目录,了解本刊编委及其他信息,并可在线订阅本刊。

投稿过程中如遇技术问题,请与技术支持联系: 010- 69296712。

谢谢合作!
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