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摘要 目的: 探索利用胶束毛细管电泳( MEKC) 与高效液相色谱法( HPLC) 分析原理的互补性，评价 HPLC 系统有效性的方

法。方法: 利用加速降解实验，比较 HPLC 和 MEKC 分析头孢地嗪钠和头孢米诺钠降解杂质的能力。结果: 头孢地嗪钠和头孢

米诺钠的 MEKC 和 HPLC 结果具有互补性。MEKC 具有较强的杂质分离能力，但其检测限( LOD) 较高。实际应用中，借助于

加速实验，将 MEKC 分离出的杂质峰数目与 HPLC 分离出的含量大于 MEKC LOD 的杂质峰数目进行比较，当两者基本相对

时，可以认为 HPLC 方法具有较满意的分离能力。结论: MEKC 为评价 HPLC 方法的有效性提供了新的手段。
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Abstract Objective: To explore the principle complementarity of the MEKC and HPLC and the method in order to
estimate the effectiveness of the HPLC system．Method: We analyze the degradative impurities produced by the ce-
fodizime sodium and cefminox sodium and compare the procession in HPLC and MEKC． Result: We find that there
is complementarity in the results of cefodizime sodium and cefminox sodium by the MEKC and HPLC． But we can i-
solate the impurities easily by the MEKC and the LOD is higher than by the HPLC． When the amount of impurities
by the MEKC and HPLC is same，we think that HPLC is suitable to be applied． Conclusion: MEKC is a new means
which can evaluate the effectiveness of the HPLC．
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头孢菌素类抗生素本身不稳定，多种条件均可

导致其降解，形成一系列的降解物，并失去抗菌活性

甚至产生毒副反应［1 ，2］。因此在生产和储存过程

中对头孢菌素类抗生素有关物质的控制是其质量控

制的关键。目前，各国药典多采用 HPLC 法测定其

有关物质。
毛细管电泳( CE) 具有分辨能力高、分析时间

短、所用试剂多为对环境无害的水溶性缓冲液等特

点［3］。遵循不同的分离机理，CE 已发展出多种分

离模 式，最 常 见 的 分 离 模 式 即 毛 细 管 区 带 电 泳

( CZE) 和胶束毛细管电动色谱( MECC 或 MEKC) 。
由于 CE 与 HPLC 具有完全不同的分离机理，故在

进行药品纯度分析时与 HPLC 结果具有互补性。头

孢菌素类抗生素具有较好的水溶性，在不同的 pH
状态下可带有正电荷或负电荷，且具有较强的紫外吸

收，故十分适宜 CE 分析。CE 分析 β － 内酰胺抗生素

所采用的分离模式包括 CZE［4 ～ 8］和 MEKC［8 ～ 1 0］等。
我们最近的研究证明 MEKC 不仅可以有效地分离

β － 内酰胺抗生素中常见的各类同分异构体，且较

CEZ 模式可以分离出更多的杂质，是 β － 内酰胺抗

生素杂质分析的最佳分离模式［11］。本文通过对

MEKC 与 HPLC 分析头孢地嗪钠和头孢米诺钠有关

物质的比较，进一步说明 MEKC 与 HPLC 分析的互

补性。
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1 仪器与试药

Agilent G1601A 型毛细管电泳仪及相应工作

站; Quickenet 非涂渍石英毛细管柱［51 cm ×75 μm，

有效长度 42. 5 cm( 头孢米诺钠) ; 61 cm ×75 μm，有

效长度 53 cm( 头孢地嗪钠) ］; Beckman  660 酸度

计; AKTA prime 电导检测器。Dionex HPLC 分析系

统: 配有 P680 型双三元输液泵，ASI 100 型自动进样

系统，PDA 100 型二极管阵列检测器，TCC － 100 型

柱温箱，ChromLeon 色谱工作站软件。
磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、磷酸、冰

醋酸和氢氧化钠为分析纯; 甲醇、乙腈和四氢呋喃为

色谱纯; 十二烷基硫酸钠( SDS) 为 SIGMA 公司产

品; 水为 Milli － Q 超纯水。
头孢米诺钠对照品和头孢地嗪钠对照品由中国

药品生物制品检定所提供; 注射用头孢米诺钠和头

孢地嗪钠为国内市场抽验样品，由中国药品生物制

品检定所提供。
2 CE 分析方法

2. 1 运行条件

头孢米诺钠: 运行电压 15 kV，温度 27 ℃，压力

进样 5 s × 5 kPa; 运行缓冲液为含 70 mmol·L －1 十

二烷基硫酸 钠 及 5% 甲 醇 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( 100
mmol·L － 1，pH 7. 5 ) ; 采用柱上紫外检测，检测波

长 254 nm。
头孢地嗪钠: 运行电压 20 kV，温度 25 ℃，压力

进样 5 s × 3. 5 kPa; 运行缓冲液为含 100 mmol·L －1

十二烷基硫酸钠的磷酸盐缓冲液( 70 mmol·L －1，

pH 7. 5) 。采用柱上紫外检测，检测波长 254 nm。
所用溶液在使用前均需经 0. 45 μm 微孔滤膜滤

过并超声脱气。由于运行缓冲液的电导值显著影响

CE 电泳迁移时间的重现性［15］，所有运行缓冲液的电

导值控制为头孢地嗪钠( 10. 42 ± 0. 22) ms·cm －1 ; 头

孢米诺钠( 12. 21 ±0. 72) ms·cm －1。
2. 2 毛细管柱的平衡

新柱使用前先用 1 mol·L －1 氢氧化钠溶液冲洗

60 min，蒸 馏 水 冲 洗 30 min，运 行 缓 冲 液 冲 洗

30 min。柱使用完毕，用 0. 1 mol·L － 1 氢氧化钠溶

液冲洗 5 min，蒸馏水冲洗 5 min，再用空气吹干毛

细管柱。
每次实验前，毛细管柱用 0. 1 mol·L －1 氢氧化

钠溶液冲洗 10 min，蒸馏水冲洗 10 min，运行缓冲液

冲洗 10 min。2 次进样间用水、0. 1 mol·L －1氢氧化

钠溶液、水各冲洗 2 min，运行缓冲液冲洗 5 min。
2. 3 样品溶液的制备

碱降解溶液的制备: 称取适量样品，置于10 mL量

瓶中，加水 1 mL 溶解; 再加 0. 1 mol·L －1氢氧化钠溶

液 1 mL，放置 30 min 后，加入 0. 1 mol·L －1盐酸溶液

1 mL 使溶液呈中性，加水稀释至刻度。
酸降解溶液的制备: 称取适量样品，置于 10 mL

量瓶中，加 0. 1 mol·L －1 盐酸溶液 1 mL，放置 2 h
后，加入 0. 1 mol·L －1氢氧化钠溶液 1 mL 使溶液呈

中性，加水稀释至刻度。
氧化降解 溶 液 的 制 备: 称 取 适 量 样 品，置 于

10 mL量瓶中，加水 1 mL 溶解; 再加入 30% 过氧

化氢溶液 1 滴，室 温 放 置 2 h 后，加 水 稀 释 至 刻

度。
紫外降解溶液的制备: 取样品适量至平皿中，置

紫外光下照射 10 d，称取适量照射后的样品，置于

10 mL量瓶中，加水溶解并稀释至刻度。
固体降解溶液的制备: 取样品适量，置 60 ℃、

HR 为 60% 的环境中放置 10 d，称取适量降解后的

样品，置 于 10 mL 量 瓶 中，加 水 溶 解 并 稀 释 至 刻

度。
头 孢 地 嗪 钠 诸 降 解 样 品 的 浓 度 均 约 为

5 mg·mL －1，头孢米诺钠诸降解样品的浓度均约为

1. 2 mg·mL －1。
样品溶液的制备: 精密称取注射用头孢地嗪钠

适量及对照品适量，加水溶解制成约 5 mg·mL －1溶

液( CE 分析) 或约 1 mg·mL －1 溶液( HPLC 分析) ;

精密称取注射用头孢米诺钠适量及对照品适量，加

水溶解制成约 1. 2 mg·mL －1溶液。
2. 4 定量方法 采用峰面积归一化法进行相关物

质的测定。
3 HPLC 分析方法

3. 1 头孢地嗪钠［12，13］ 色谱柱: SinoChrom ODS －
BP( 4. 6 mm × 150 mm，5 μm) ; 流动相 1: 磷酸盐缓

冲液( 称取磷酸二氢钾 1. 74 g 与磷酸氢二钠 1. 1 g，

加水至 2000 mL，pH 6. 4) － 乙腈( 92∶ 8) ; 流动相 2:

0. 02 mol ·L －1 正 辛 胺 溶 液 ( pH 6. 5 ) － 乙 睛

( 73∶ 27) ; 流速: 1 mL·min －1 ; 检测波长: 254 nm; 柱

温: 室温; 进样量: 10 μL。
3. 2 头 孢 米 诺 钠［14］ 色 谱 柱: Capcell PAK C18
MG Ⅱ( 4. 6 mm ×150 mm，5 μm) ; 流动相: 醋酸缓冲

液( 10 mL 冰醋酸加水至 1000 mL) － 四氢呋喃 － 甲

醇( 990 ∶ 5 ∶ 5 ) ; 流 速: 1 mL·min －1 ; 检 测 波 长:

254 nm; 柱温: 室温; 进样量: 20 μL。
4 结果

4. 1 MEKC 分析方法 MEKC 是头孢菌素类抗生

—924—药物分析杂志 Chin J Pharm Anal 2011，31( 3)



素杂质控制的最佳分离模式，不仅可以有效地分离

头孢菌素类抗生素中常见 R、S 异构体，△ － 2、△ －
3 异构体和 Z、E 顺反异构体，且较 CEZ 模式可以分

离出更多的杂质［11］。通过对运行缓冲液 pH、缓冲

盐浓度、胶束浓度和有机改性剂( 甲醇) 浓度的优

化，分别建立了分析头孢地嗪钠和头孢米诺钠有关

物质分析的最佳分离方法。各种降解产物与主峰可

完全分离( 图 1) 。分别对酸、碱、氧化和 UV 降解溶

液的分析表明，对头孢地嗪钠，MEKC 可以检测出

23 个杂质( 表 1) ; 对头孢米诺钠，MEKC 可以检测出

16 个杂质( 表 2) 。分别以信噪比 S /N = 3 和 S /N =
10 计算最低检测限( LOD) 和最低定量限( LOQ) ，头

孢 地 嗪 的 LOD 为 1. 22 μg · mL －1，LOQ 为

4. 06 μg·mL －1 ; 头 孢 米 诺 钠 的 LOD 为

2. 44 μg·mL －1，LOQ 为6. 09 μg·mL －1。方法的精密

度 ( 连 续 进 样 6 针 ) ，头 孢 地 嗪 钠 溶 液

( 46. 1 μg·mL －1 ) 和 头 孢 米 诺 钠 溶 液

( 1. 2 mg·mL －1 ) 峰面积的 RSD%均小于 1%，迁移时

间的 RSD 也均小于 1%。头孢地嗪钠溶液、头孢

米诺 钠 溶 液 分 别 在 4. 6 ～ 829 μg·mL －1 和 6 ～
1219 μg·mL －1浓度范围内呈线性，回归方程分别

为:

Y = 1. 057X + 23. 13 r = 0. 9978
Y = 1. 430X － 10. 80 r = 0. 9996

图 1 MEKC 分析电泳图

Fig 1 MEKC electrophoretograms

a． 头孢地嗪钠碱降解溶液( alkaline degradation of cefodizime sodium) b． 头孢地嗪钠氧化降解溶液( oxidative degradation of cefodizime sodium)

c． 头孢米诺钠碱降解溶液( alkaline degradation of cefminox sodium) d． 头孢米诺钠氧化降解溶液( oxidative degradation of cefminox sodium)

4. 2 MEKC 与 HPLC 的比较

4. 2. 1 头孢地嗪钠 HPLC 分析头孢地嗪钠的典

型色谱图见图 2，HPLC 系统 1 可检测到 20 个降解

杂质，流动相系统 2 可检测到 29 个降解杂质。对头

孢地嗪钠酸、碱、氧化和 UV 降解溶液进行分析，不

同的样品在 HPLC 与 MEKC 中分离出的杂质数目不

同: 对酸降解溶液，HPLC 分离出的杂质多于 MEKC;

但对 氧 化 降 解 溶 液，MEKC 分 离 出 的 杂 质 多 于

HPLC，体现出 2 个方法的互补性。由于 MEKC 的

LOD 较 HPLC 低，如果将 MEKC 分离出的杂质数目

( 23 个杂质) 与 HPLC 中含量大于 MEKC LOD 的杂

质数目进行比较，流动相 1 系统中有 17 个杂质峰，

流动相 2 系统中有 21 个杂质峰的含量大于 MEKC
的 LOD。提示 HPLC 流动相 2 系统对头孢地嗪钠杂

质的分离能力与 MEKC 相当。
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表 1 HPLC 与 MEKC 分析头孢地嗪钠诸降解溶液

Tab 1 Degradative solution of the cefodizime sodium by MEKC ＆ HPLC

检出杂质数( impurity No． )

碱降解

( alkaline hydrolysis)

酸降解

( acid hydrolysis)

氧化

( oxidation)

紫外降解

( UV degradation)

杂质总数

( total)

HPLC1
HPLC1 11 10 5 12 20

MEKC － LOD 9 8 5 12 17

HPLC2
HPLC2 14 13 13 15 29

MEKC － LOD 10 7 13 15 21

MEKC 13 6 17 6 23

图 2 HPLC 分析头孢地嗪钠正常样品的典型色谱图

Fig 2 HPLC typical chromatograms of cefodizime sodium

4. 2. 2 头孢米诺钠 HPLC 分析头孢米诺钠的典

型色谱图见图 3，HPLC 系统可检测到 26 个降解杂

质。对头孢米诺钠诸降解溶液进行分析，由于头孢

米诺钠诸降解溶液中的多数杂质的含量小于 MEKC
的 LOD，且 MEKC 的 LOD 较 HPLC 低，使得 HPLC
检出的杂质数目多于 MEKC，但如果将 MEKC 分

离出的杂质数目( 16 个杂质) 与 HPLC 中含量大于

MEKC LOD 的杂质数目进行 比 较，HPLC 中 有 15
个杂质 峰 的 含 量 大 于 MEKC 的 LOD，提 示 HPLC
系统对 头 孢 米 诺 钠 杂 质 的 分 离 能 力 与 MEKC 相

当。

表 2 HPLC 与 MEKC 检测头孢米诺钠诸降解溶液

Tab2 Degradative solution of the cefminox sodium by HPLC ＆ MEKC

检出杂质数( impurity No． )

碱降解

( alkaline hydrolysis)

酸降解

( acid hydrolysis)

紫外降解

( UV degradation)

氧化

( oxidation)

固体降解

( solid degradation)

杂质总数

( total)

HPLC
HPLC 12 13 18 18 13 26

MEKC － LOD 5 3 9 9 1 15

MEKC 7 2 9 9 1 16

图 3 HPLC 分析头孢米诺钠固体降解溶液的典型色谱图

Fig 3 HPLC typical chromatogram of cefminox sodium

5 讨论

HPLC 分析是借助溶质在两相间的分配系数、
亲和力、吸附力、静电作用力或分子位阻等作用的差

别使不同的溶质得以分离; CE 则是以高压电场为驱

动力，依据样品中各组分的分子大小、所带电荷数、
等电点等性质的不同，使得不同物质间在淌度和分

配行为方面出现差异，造成迁移速率不同而实现分

离; 而 MEKC 是在含有胶束的背景电解质中进行的

毛细管电泳，其主要机理一般包括疏水相互作用和

组分电泳行为的差异，胶束作为固定相，被测组分在
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胶束、电解质之间分配，是色谱与电泳的结合。由其

分离原理的差异，推测两者在分析结果上具有互补

性。本文通过对头孢地嗪钠和头孢米诺钠 2 种 β －
内酰胺抗生素 MEKC 和 HPLC 结果的比较，验证了

两者的互补性。
目前 HPLC 分析是药物有关物质分析的主要方

法。虽然在建立 HPLC 分析方法中需要对色谱系统

的分离能力进行验证，但仅借助于自身的数据，有时

无法准确评价出 HPLC 方法的有效性，而需要通过

与原理不同的其他分析方法的比较，才能说明方法

的有效性。MEKC 为评价 HPLC 方法的有效性提供

了有效的手段。虽然 MEKC 具有较强的杂质分离

能力，但其 LOD 较高。实际应用中，借助于加速实

验，将 MEKC 分离出的杂质峰数目与 HPLC 分离出

的含量大于 MEKC LOD 的杂质峰数目进行比较，当

两者基本相对时，可以认为 HPLC 方法具有较满意

的分离能力。
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