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摘要：采用高效液相色谱法测定了头孢他啶的含量及杂质。以 :))210" ;$# 色谱柱（!’" 00 - ./ % 00，’ !0）为分
离柱，以乙腈和磷酸盐缓冲溶液（ 5< */ )）分别为流动相 : 和流动相 = 进行梯度洗脱，流速 $/ * 0> ? 01#，柱温 *’
@，紫外检测波长 !’’ #0。从头孢他啶药物中共分出 $. 个杂质，且 $. 个杂质间具有良好的分离度。头孢他啶在
"/ !%& ( $ "%) !6 ? 0> 范围内与峰面积具有良好的线性关系（ ! 0 $/ """ "）；其定量限（" # $ 0 $"）和最低检出限（" # $
0 *）分别为 */ $ #6 和 "/ )* #6。* 个浓度的日内测定值的相对标准偏差（ABC）为 "/ &!D（% 0 *），日间测定值的
ABC 为 "/ )$D（% 0 *）。头孢他啶溶液在 . @避光条件下放置 !. 3 保持稳定。本方法与欧洲 ?英国药典和日本药
局方的方法比较，具有分离杂质数量多、分离度好的优点。
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, , 头孢他啶（7.J2"H1K10.，;:S）是第三代头孢菌
素（结构式见图 $），其抗菌谱广，抗菌活性强，但结
构不稳定。在酸、碱和酶的作用下，其 !,内酰胺环
易开环形成开环物，并可进一步发生脱羧反应；在较

高的 5< 或加热时，氢化噻嗪环的双键可异构化（",
异构）产生 ",* 异构体等［$］；在储存过程中，头孢他
啶侧链上的杂环取代基脱落后可形成吡啶［!］，并在

一定条件下可以聚合形成聚合物［*］；在光照条件
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下，头孢他啶的甲氧亚氨键会产生 !!异构体［#］。其

在生产和储存的过程中形成的各类降解物和聚合

物，使原有的抗菌活性降低甚至消失，并可能引发毒

副反应。

图 !" 头孢他啶结构式
!"#$ !" %&’()&(’* +, )*,&-."/"0*

$ $ 目前各国药典中均采用高效液相色谱法
（"#$%）测定头孢他啶的含量。欧洲 &英国药典从
!%%% 年起分别采用 ! 种不同的 "#$% 方法和 & 种
薄层色谱（ ’$%）方法控制头孢他啶中不同的杂
质［’，"］，并沿用至今；日本药局方从 &# 修正版起开

始收载头孢他啶及杂质的检查方法［(］，其策略、方

法与欧洲 &英国药典相似；但美国药典至 ()#)% !
*+!’ 都没有对头孢他啶中的杂质进行控制［*］；中

国药典虽然目前也未对头孢他啶中的杂质进行控

制，但从 !%%% 版起采用凝胶色谱法控制头孢他啶中
的聚合物杂质［+］。其他关于头孢他啶杂质的分离

分析方法仅见几篇较为简略的文献［&% , &#］。随着人

们对药物安全性问题的日益重视和检测手段的不断

发展，对药品中杂质的控制已越来越重视。本文拟

在对各国药典中头孢他啶及杂质的分析方法进行系

统评价的基础上，建立中国药典可收载的相关方法。

!" 实验部分

! $ !" 仪器及试剂
$ $ 采用岛津 "#$% 系统：$%!!% ,’ 泵，)#-!.!%
, 二极管阵列检测器（-,-），操作软件为 $%/012!
3405（6789 &- && /:&）。
$ $ 所有的试剂都为分析纯试剂。乙腈和甲醇购自
+4/;78 )<47534=4<（+>48 $>?5，*@，(),）。头孢他
啶对照品由中国药物生物制品检定所提供，批号为

&)%#*# !!%%’%!，主成分含量为 *#- !A；!!) 异构体由
美国药典委员会（()# B*%9 C0<DE4117，.-）提供。
! 批注射用头孢他啶分别为 F14 $411G -0 H8>/41 $3I9
（批号：&%%’+)%）和海南海灵制药厂有限公司（批
号：%#%!!"）的产品。
! $ #" 色谱条件
$ $ 色谱柱：,1134J> %&* 色谱柱（ !’% JJ . #- "
JJ，’ "J）（,1137<; ,//0<4>37，B5<9）；乙腈和磷酸
盐缓冲溶液（!!- " K 磷酸二氢铵加水溶解并稀释至

& %%% J$，用 &%A 磷酸调节 :" 至 )- +）分别为流动
相 , 和流动相 H，按表 & 的程序进行梯度洗脱，流速
为 &- ) J$ & J45；检测波长为 !’’ 5J；柱温为 )’ L；
进样 !% "$。理论塔板数按头孢他啶计算不低于
’ %%% 块塔板 & J，头孢他啶和其相邻降解物的分离
度应符合规定。

表 !" 梯度洗脱程序
1-23* !" 4’-/"*5& *3(&"+5 6’+#’-0

’4J7 & J45 !（,<7305438417）& A !（#;0/:;>37 M2==78）& A
$ % , &# ( +)

&# , !+# ("&# +)"*"
!+ , #’ &# *"

#’ , "’## &#"( *""+)

#N8>I4753 %28E7 , & ?>/ >::147I9 ##N8>I4753 %28E7 %（I7!
=>213）?>/ >::147I9

! $ $" 样品溶液的配制
$ $ 标准溶液 $ 精密称取头孢他啶对照品适量，用
流动相（乙腈!磷酸盐缓冲液（体积比为 (/ +)））配制
成 %- *’ JK & J$ 的溶液。
$ $ 供试品溶液 $ 精密称取头孢他啶样品适量，用
流动相（乙腈!磷酸盐缓冲液（体积比为 (/ +)））配制
成 %- *’ JK & J$ 的溶液。
$ $ 储备液 $ 精密称取头孢他啶对照品适量，用流
动相（乙腈!磷酸盐缓冲液（体积比为 (/ +)））配制成
&- % JK & J$ 的溶液。
! $ %" 加速降解溶液的制备
$ $ 酸降解溶液 $ 取头孢他啶对照品 "% JK，置于
’% J$ 量瓶中，加 %- & J01 & $ 盐酸溶液 ’ J$，加水
稀释到刻度，摇匀。在沸水浴中放置 !% J45，即得。
$ $ 碱降解溶液 $ 取头孢他啶对照品 "% JK，置于
’% J$ 量瓶中，加 %- %& J01 & $ 氢氧化钠溶液 ’ J$，
加水稀释到刻度，摇匀。在沸水浴中放置 # J45，
即得。

$ $ 湿热降解溶液 $ 取头孢他啶对照品 "% JK，在
温度 "% L、相对湿度为 "%A 的恒温恒湿箱中放置
’ ; 后取出，置于 ’% J$ 量瓶中，加流动相溶解并稀
释到刻度，摇匀，即得。

! $ &" 方法学评价
$ $ 根据中国药典 !%%’ 版附录 OBO ,［+］的相关规

定，对所建立方法的选择性、线性、定量限、检出限、

精密度、粗放性和溶液的稳定性进行评价。

#" 结果与讨论

# $ !" 最佳分离条件的确定
$ $ 欧洲 &英国药典方法分析头孢他啶中的杂质时
均采用等度洗脱［’，"］。实验发现该色谱系统对主峰

出峰前的杂质可较好地分离，但主峰出峰后检测不

到杂质；但加大流动相中强溶剂（乙腈）的比例，发

·"(·
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现有多个杂质峰出现。这表明在该色谱条件下，部

分杂质吸附在色谱柱上不能洗脱。日本药局方收载

的头孢他啶中杂质的检测方法的色谱条件同欧洲 !
英国药典方法相似，但流动相中的盐浓度仅为英国

药典的 " ! #。实验发现，在该色谱条件下头孢他啶
主峰的出峰时间偏早，造成主峰前杂质峰相对较密

集，且杂质峰的数量较少。可见，目前各国药典收载

的头孢他啶及杂质的分析方法均存在一定的缺陷。

! ! 在欧洲 !英国药典方法的基础上，本文采取当头
孢他啶出峰后，进行梯度洗脱，使吸附在色谱柱上的

杂质被洗脱。通过在梯度洗脱过程中调节流动相中

乙腈的比例，在主峰出峰后可分离出 $ 个左右的杂
质峰；控制乙腈的变化速率，使得主成分出峰后的诸

杂质峰达到最佳分离，其典型的色谱图如图 % "# 所
示。由此确定了头孢他啶杂质的最佳分离条件（见

“"& %”节）。
! ! !" 方法评价
! ! ! ! #" 专属性
! ! 在“"& %”节所述的色谱条件下测定供试品溶液
和加速降解溶液，通过 $%&’"()( 对头孢他啶主峰
的峰纯度进行分析，其峰纯度指数（ *+#, *-./01 /2"
3+4）为 "& ’’’ ’’’，即主峰为单一组分峰；头孢他啶
的主要杂质如 !"( 异构体、) ")’)（头孢类母核）及
头孢他啶溶液的酸、碱降解物及其固体在湿热条件

下的降解物均不干扰主成分的测定，且诸杂质间可

以得到较好的分离（见图 %）。

图 !" （"）头孢他啶对照品、（#）酸降解溶液及其（ $）局部放大的色谱图、（%）碱降解溶液和（&）湿热降解溶液的色谱图
’()! !" *+,-."/-),".0 -1（"）$&1/"2(%(.& $-3/,-4，（#）/+& "$(% %&),"%"/(-3 0-45/(-3 "3%（ $）/+& &34",)&% 6",/ -1

$+,-."/-),".（#），（%）#"0& %&),"%"/(-3 0-45/(-3，（&）+&"/ "3% +5.(%(/7 %&),"%"/(-3 0-45/(-3
" 5 ) ")’)；% 5 *1./3/2+；( 5 !"( /678+.；* 5 9+:0#;/3/8+5

! ! ! ! !" 线性关系
! ! 取头孢他啶储备液适量，用流动相配制成 "( 个
不同浓度（’& %$) + " ’$, "< ! 8&）的溶液，在“"& %”
节的色谱条件下进行测定，以各自的峰面积 ! 和质
量浓度 "（"< ! 8&）作线性回归，得到的线性方程为
! - (# )’,"，# - "& ’’’。
! ! ! ! $" 精密度
! ! 按“ "& (”节所述方法配制 ( 个浓度（ ’& $,，
’& .$，"& ’ 8< ! 8&）的头孢他啶对照品溶液，进样 %’

"&，每个浓度样品重复测定 ( 次；连续 ( 3 测定，结
果为 ( 个浓度下的日内测定值的相对标准偏差

（=>(）为 ’& )%?，日间测定值的 =>( 为 ’& ,"?。
! ! ! ! %" 最低定量限和检出限
! ! 取头孢他啶储备液逐步稀释到 ’& "(( "< ! 8&，
按“"& %”节的色谱条件测得头孢他啶的定量限（以
信噪比（$ % &）- "’ 计）和检出限（以 $ % & - ( 计）分
别为 (& " 2< 和 ’& ,( 2<。
! ! ! ! &" 溶液的稳定性
! ! 按“"& (”节方法配制头孢他啶标准溶液，在 *
@且避光的条件下放置 ’，"& #，(& #，*& #，$，%* A 后
分别取样测定，得主峰峰面积的 =>( 为 ’& ".?，说
明头孢他啶溶液在此条件下 %* A 内保持稳定。

·))·
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! ! ! ! "# 粗放性
# # 对数个色谱条件进行微小的变动，以考察方法
的耐受能力。

# # （$）色谱柱
# # 根据对 !"# 色谱柱的分类［$%］，在不改变流动

相及洗脱条件的情况下，分别采用 $、% 和 & 型色谱
柱评价不同类型的色谱柱对本方法的适用性，结果

见表 !。
# # 根据表 ! 中的各项数据，综合分析所分离出的
杂质数目（忽略峰面积小于主峰面积 &’ $’ 以下的
色谱峰）、各个杂质间的分离度和主峰的理论塔板

数等指标，发现 % 型色谱柱中 $(()*+, -$( 色谱柱
最适合本方法；采用其他 ) 根 % 型色谱柱分离时，
主成分的保留时间均比较短，使得保留因子 !（以硝
酸钾甲醇溶液测定系统死时间为 $’ *+ +*.）在 &’ $!
, !’ )" 范围的杂质峰（包括 * /$-$、吡啶等）重叠或
者无法很好地分离，且主成分峰均不同程度地前伸。

% 型色谱柱使用的填料是高纯度的球形硅胶，重金
属含量相对较低，键合密度及碳载量均较高，且采用

了非极性基团封尾技术（短碳链烷基）或其他技术，

使硅羟基活性降低，从而改善了碱性（含 0 原子）化
合物和酸性化合物的分离。

# # 采用 $ 型的 123456*( %"# -$( 色谱柱时，头孢

他啶的出峰时间较快，分离出的杂质数量仅有 % 种，
且主峰前伸现象严重（拖尾因子为 &’ (**）；调节流
动相也无法达到 % 型色谱柱的分离效果。与 % 型
色谱柱相比，$ 型色谱柱的填料多为无定形或球形
硅胶，硅胶的纯度较低，重金属含量较高，键合密度

及碳载量较低，且未采用封尾技术或采用不完全封

尾技术，使得硅羟基的活性较高，残留的硅羟基导致

的“第二效应”较强，易与碱性（含 0 原子）化合物
及酸性化合物发生氢键和离子交换作用，造成色谱

峰拖尾。头孢他啶本身的极性较大，在酸性条件下

呈碱性，可以和硅羟基发生较强的相互作用。这可

能是 $ 型色谱柱对本方法不适宜的原因。
# # 采用 & 型的 7.45)6*( "789$ !"#/&3 色谱柱分
离时，分离出的杂质数量仅有 * 种，主峰拖尾（拖尾
因子为 $’ -!!）。此外，! 为 &’ - , $’ ! 的峰非常密
集，无法分开；主峰理论塔板数为 $ ("* 块塔板 : +。
& 型色谱柱因其在十八烷基中嵌入了极性基团
（4+;4<<4< 3=(,5 >5=?36，如甲酰胺基、二醇基等），
使填料亲水性增加，并使其具有独特的选择性。虽

然头孢他啶的极性较大，在所使用的 & 型柱中表现
出峰展宽，使得柱效大大降低，但不同嵌入基团的作

用并不完全相同，因此 & 型色谱柱对本方法是否适
宜有待于对具体的色谱柱进行考察。

表 !# " 种色谱柱对头孢他啶样品的色谱分离结果
"#$%& !# ’()*+#,*-)#.(/0 )&12%,1 *3 " 0*%2+41 3*) ,(& 5&,&)+/4#,/*4 *3 # 0&3,#6/5/4& 1#+.%&

@,5,+4)45 A234 $ A234 %$ A234 %! A234 %) A234 %- A234 &
B4)4.)*=. )*+4 =C +,*. 34,D : +*. % E -%) $% E -)! + E -!+ - E &!! " E +)+ * E +(!

A,*(*.> C,F)=5 =C +,*. 34,D & E (** $ E $") & E "+" & E (*( & E (!) $ E -!!

AG4=54)*F,( 3(,)4 .?+;45 : + . $ ("&! "-+- !++( -*!$ "-*" $("*

B46=(?)*=. ;4)H44. +,*. ! E --+ * E $-( + E &+) % E )!$ ! E %-% ! E *-"
34,D ,.< .4,546) 34,D

0?+;45 =C 643,5,)4< 34,D6 % $) + $! $! *

B46=(?)*=. ;4)H44. * /$-$ . $ E %)" & E )+$ ! E ("* & E %() .
,.< .4,546) 34,D

B46=(?)*=. ;4)H44. !/) /*6=+45 . * E $-( ) E "$) - E )() . .
,.< .4,546) 34,D

B46=(?)*=. ;4)H44. )H= & E %+) $ E $(! & E %+$ & E %(+ & E %() .
.4,546) 34,D6

# -=(?+.6：A234 $，123456*( %"# -$(，!&& ++ / - E " ++，% "+；A234 %$，$(()*+, -$(，!%& ++ / - E " ++，% "+；A234 %!，@?5=/
63G45 #A$B B@/$(4，!%& ++ / - E & ++，% "+；A234 %)，I1-/*-" @B!0A!#7J $!& /) /-$(1 *% ++ / - E " ++，) "+；A234 %-，J*FG5=/
63G45 $&& @B/$(4，!%& ++ / - E & ++，% "+；A234 &，7.45)6*( "789$ !"#/&3，!%& ++ / - E " ++，% "+E

# # （!）流动相的 31 值
# # 本方法中磷酸盐缓冲溶液的 31 为 )’ +。将其
31 调节到 )’ "*，发现色谱图总体上没有太大变化，
仅 ! 为 $*’ % , $+’ $ 范围的 ) 个色谱峰的理论塔板
数降低，分离度下降；将 31 调节到 -’ &(，发现色谱
图中 ! 为 &’ * 左右的杂质峰分别前伸和拖尾，此外，
! 为 $"’ ) 左右的两个色谱峰的分离度由 $’ -%( 降

到 &’ !%-。
# # （)）流动相比例
# # 将 & , $- +*. 等度洗脱段的乙腈比例由 *’ 调
到 "’，发现主峰前各杂质峰的保留时间均不同程度
地延长；! 在 &’ * 左右的 ) 个杂质峰合并成一个较
大的色谱峰；! 为 $%’ ( , $"’ +（保留时间为 )! , )-
+*.）的 ) 个色谱峰的分离度也降低。如果将此段
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的乙腈比例由 #! 调到 $!，发现主峰前各杂质峰的
保留时间均不同程度地缩短，! 为 %& # 左右的杂质
峰的分离度降低，! 为 "’& $ ( ")& * 的 + 个色谱峰的
分离度也降低。

! ! ! ! "# 系统适应性实验
! ! 对方法的粗放性考察结果显示，本文所建立的
方法对实验条件要求较高，较小的参数改变都可能

影响到最终的分析结果，因此应建立严格的系统适

应性实验来保证每一次分析结果的有效性。根据对

方法的专属性评价结果，选用酸降解溶液为系统适

应性测试溶液。具体要求为：主峰 ! 达到 ’& % 以上；
柱效按头孢他啶计算不低于 ’ %%%块理论塔板 " #；
头孢他啶和其相邻降解物的分离度应符合规定；梯

度洗脱在基本不改变梯度变化率（!"$ " !#%）
［")］的

情况下，头孢他啶主峰后的 + 个主要酸降解杂质和
其相邻杂质的分离度应符合规定。其典型的系统适

应性实验色谱图见图 , &’。各国药典收载的系统适
应性实验要求见表+。虽然利用酸降解溶液进行系

统适应性实验较为复杂，但能更好地体现出色谱系

统的实际分离情况，此策略在新修订的药典方法中

已被逐渐采用。因此，可以认为我们确定的系统适

应性实验方法，较目前各国药典收载的方法更为

有效。

表 $# 一些国家药典中收载的系统适应性要求
"#$%& $# ’()*&+ ),-*#$-%-*( .&/,-.&+&0*)

-0 *1& 21#.+#3424&-#)

()*+#*,-.-/0* 1-23+-44/5 -’6/,37 %/890+/5 +/7-4930-2
$+0307) " :9+-./*2 ,/;3*<050#/ *25 =- 4/77 3)*2 ’ > *

()*+#*,-.-/0*［’，)］ ,/;3*<050#/ !&+ 07-#/+

?*.*2/7/ ,/;3*<050#/ *25 =- 4/77 3)*2 "%

()*+#*,-.-/0*［#］ *,/3*20405/

@A ,/;3*<050#/ *25 =- 4/77 3)*2 , > %

()*+#*,-.-/0*［$］ ,/;3*<050#/ !&+ 07-#/+

! ! $# 样品测定
! ! 按确定的色谱方法，对 , 批头孢他啶制剂进行
了测定，结果见表 -，表明所建立方法可以满足实际
分析的需要。

表 %# 头孢他啶注射液中头孢他啶的含量及杂质
"#$%& %# 540*&0* #06 -+2,.-*( 47 *1& *84 $#*31&) 47 3&7*#9-6-+& -0:&3*-40)

B*29;*,39+/+ $*3,) =-> 1-23/23 " !
1-23/23 -; 4*+C/73
702C4/ ./*D " !

1-23/23 -;
3-3*4 0#.9+030/7 " !

=9#’/+ -; 0#.9+030/7 E03) ,-23/23
*’-F/ % > "! " 29#’/+ -; 3-3*4 0#.9+030/7

:40 G044H I- "%%’*+1 #) > $ % > "’ % > ,’ , " ",
$+*704 G35>

J*02*2 J*0402C %-%,,) #’ > ’ % > ,# % > -% , " "-
()*+#*,/930,*4 1->，G35>

$# 结论

! ! 在采用严格的系统适应性实验的基础上，所建
立的头孢他啶药物中头孢他啶及杂质的 J(G1 分析
方法较目前各国药典收载的方法，可更方便、有效地

控制头孢他啶药物中的各种杂质。该方法为中国药

典收载头孢他啶药物中有关杂质的检测方法奠定了

基础。
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