
HPLC法测定替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)中的高分子杂质
*

钟雅妮,刘俊华,林小洁,李小婵
(珠海联邦制药股份有限公司中山分公司,中山 528467)

摘要  目的: 建立测定替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)中高分子杂质的 HPLC分析方法。方法:采用高效液相色谱法,以 TSK

G2500 PW XL ( 7. 8 mm @ 300 mm, 7Lm )为色谱柱,以 pH 8. 0磷酸盐缓冲液 [ 0. 15 m o l# L- 1磷酸氢二钠溶液 - 0. 15 m o l# L- 1磷

酸二氢钠溶液 ( 95B5) ]为流动相, 流速 0. 8 mL# m in- 1,检测波长 230 nm, 柱温 30 e 。结果:高分子杂质与替卡西林及克拉维

酸能较好分离; 替卡西林的检测限为 4. 0 ng,克拉维酸的检测限为 3. 7 ng;替卡西林线性范围为 0. 052~ 0. 32 Lg( r= 0. 9999),

高分子杂质在进样量以替卡西林计为 11. 2 ~ 30. 3 Lg范围内时, 与峰面积线性关系良好 ( r= 0. 9992) ;重复性较好 ( RSD =

01 52% , n= 5)。结论 :该方法简单、快速、准确, 重复性好,可用于替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)中的高分子杂质检测。
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HPLC determ ination of highmolecularmass impurities

in ticarcillin disodium and clavulanate potassium( 15B1)
*

ZHONG Ya- n,i L IU Jun- hua, LIN X iao- jie, L I X iao- chan

( Zhongshan Dosage of TheUn ited Labo rato ries Co. L td. , Zhongshan 528467, Ch ina)

Abstract Objec tive: To establish anHPLC method for the determ ination o f h igh mo lecularm ass impurities in t-i

carcillin disod ium and clavulanate potassium ( 15B1) . M ethods: The separation w as performed on a TSK G2500

PWXL ( 7. 8mm @ 300 mm, 7 Lm) co lumn; Themob ile phasew as composed of phosphate buffer[ 0. 15mol# L
- 1

d-i

sodium hydrogen phosphate so lution- 0. 15mol# L
- 1

sod ium d ihydrogen phosphate so lution( 95B5) , pH 8. 0] a t a

flow rate o f 0. 8 mL# m in
- 1
; The detection w ave leng th w as 230 nm, and the co lumn temperature w as 30 e . Re-

sults: H igh mo lecu larm ass impurities in ticarc illin disodium and clavulanate potassium ( 15B1) w as separa ted com-

plete ly betw een ticarc illin and clavulanate; The detection lim it of t icarcillin was 4. 0 ng; The detection lim it of clavu-

lanatew as 3. 7 ng; The linearity of ticarcillin w as 0. 052- 0. 32 Lg( r= 0. 9999); The peak area of high mo lecu lar

mass impurities show ed good linearity in the range o f ticarc illin betw een 11. 2- 30. 3 Lg ( r= 0. 9992) . RSD was

0152% ( n = 5) . Conclusion: Them ethod is simp le, rap id, accurate and reproduc ible, and it can be used for qua lity

contro l o f t icarcillin d isodium and clavu lanate potassium ( 15B1) .

K ey words: ticarcillin d isod ium; clavulanate potassium; h igh mo lecu larmass impurities; HPLC

B-内酰胺类抗生素在临床应用中的过敏性休

克反应严重危害到病人的生命安全, B-内酰胺类抗

生素本身为半抗原,通常不能直接引起过敏反应,而

药物中存在的高分子杂质才是过敏原。因此, 控制

该类药物中的高分子杂质的含量, 是减少由抗生素

引起的过敏反应的关键
[ 1]
。 B-内酰胺类抗生素易

被 B-内酰胺酶破坏而失活, 与 B-内酰胺酶抑制剂

(克拉维酸钾和舒巴坦钠 )联合使用, 可保护 B-内

酰胺类抗生素不受 B- 内酰胺酶的破坏, 使其最低

抑菌浓度明显下降,而且可使产酶菌株对药物的敏

感性恢复。目前国内主要采用 Sephadex G10凝胶

色谱系统测定 B-内酰胺类抗生素中高分子杂质,

但在该系统下, B-内酰胺酶抑制剂的出峰位置与高

分子杂质相同, 干扰 B- 内酰胺类抗生素复方制剂
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中高分子杂质的测定。本试验利用 TSK G2500 PWXL

凝胶系统实现了对替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)中

高分子杂质的分离测定。

1 仪器与试药
日本岛津 LC - 10A vp型高效液相色谱仪 ( SP-

DA - M 10Avp型光电二极管阵列检测器 ) , C lass-

VP色谱工作站。

替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)样品, 由珠海联

邦制药股份有限公司生产, 批号为 393904001,

060201, 060202, 060203; 替卡西林钠原料,珠海联邦

制药股份有限公司生产, 批号 352708004; 克拉维酸

钾原料, 珠海联邦制药股份有限公司生产, 批号

356903015;注射用替卡西林钠克拉维酸钾市售品

(特美汀 ) , 由葛兰素史克必成公司生产, 批号

166746。对照品替卡西林 (批号 130569 - 200601,

含量 76. 8% )和克拉维酸 (批号 130429- 200704,含

量 94. 4% )购自中国药品生物制品检定所。

2 试验方法

2. 1 色谱条件与系统适用性试验  采用 TSK

G2500 PWXL ( 7. 8 mm @ 300 mm, 7 Lm )色谱柱, 以

pH 8. 0磷酸盐缓冲液 [ 0. 15 mo l# L
- 1
磷酸氢二钠

溶液 - 0. 15 mol# L
- 1
磷酸二氢钠溶液 ( 95B5) ]为流

动相, 流速 0. 8 mL# m in
- 1
, 检测波长 230 nm, 柱温

30 e 。供试品溶液的色谱图中, 主峰前的杂质峰与

主峰之间的分离度应符合要求。

2. 2 测定法  取本品适量, 精密称定, 加流动相

溶解并稀释制成每 1 mL中含替卡西林 1 mg的溶

液,作为供试品溶液 (临用新制 ) ; 另取替卡西林对

照品适量,精密称定, 加流动相溶解并稀释制成每 1

mL中含 10 Lg的溶液, 作为对照品溶液。精密量取

供试品溶液与对照品溶液各 20 LL, 注入液相色谱

仪,记录色谱图。按外标法以峰面积计算主峰前的

高分子杂质总量。

2. 3 检测波长及溶媒的选择  通过紫外扫描,本

品中高分子杂质及主成分均在 230 nm波长处有较

大的吸收,故采用 230 nm为检测波长。以水为溶媒

时,溶剂峰干扰样品测定,选择流动相作为溶媒时,

对样品测定无干扰。

3 方法学验证

3. 1 专属性试验  分别采用 0. 1 mol# L
- 1
盐酸、

0. 1mo l# L
- 1
氢氧化钠溶液、1%双氧水溶液、60 e

高温及照度为 ( 4500 ? 500) lx强光下放置 10 d等强

制破坏试验考察本品高分子杂质与主峰的分离情

况,结果供试品经破坏后,高分子杂质均有增加,其

中经碱破坏及氧化破坏后高分子杂质增加尤为明

显。结果表明,高分子杂质峰与主峰有效分离,本色

谱系统专属性良好。见图 1、图 2。

图 1 TSK G2500 PW XL凝胶系统对克拉维酸钾 ( A )、替卡西林钠

( B)及替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1) ( C )中高分子杂质的分离

F ig 1 Separat ion of h igh molecu larm ass im purities in clavu lanate potass-i

um ( A) , t icarcil lin d isod ium ( B ), ticarcillin disodium and clavu lanate po-

tass ium ( 15B1) ( C ) on TSK G2500 PWXL gel filtration chrom atography

1.高分子杂质 ( h igh m olecu lar m ass im pu rities)  2. 克拉维酸 ( clavu-

lanate)  3.替卡西林 ( ticarcillin)  4. 替卡西林克拉维酸 ( t icarcillin

and clavu lanate)

图 2 碱及氧化破坏后替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)中高分子杂质

的分离

F ig 2 Separat ion of h ighm olecu lar m ass impu rit ies in ticarcill in d isod-i

um and clavu lanate potass ium ( 15B1) destroyed by alk ali and ox idation

A.碱破坏 ( d estroyed by alkali)  B.氧化破坏 ( destroyed by oxidat ion)

1.高分子杂质 ( h ighm olecu larm ass mi purities)  4.替卡西林克拉维酸 ( t-i

carcill in and clavu lanate)
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3. 2 供试品溶液浓度与杂质测定结果相关性试

验  取供试品 (批号 393904001)适量, 分别制成

每 1mL约含替卡西林 0. 5, 1. 0, 1. 5 mg的溶液,精

密量取 20 LL注入液相色谱仪,结果供试品进样量

(以替卡西林计 )在 11. 2~ 30. 3mg范围内, 与相应

的高分子杂质峰面积呈良好的相关性,线性方程为:

Y= 1. 706 @ 10
7
X + 8. 182 @ 10

3  r= 0. 9992

3. 3 进样精密度试验  取替卡西林对照品溶液
( 10 Lg# mL

- 1
)连续进样 5次, 计算主峰面积的

RSD为 0. 52%,结果表明进样精密度良好。

3. 4 线性试验  取替卡西林对照品溶液 ( 10 Lg#

mL
- 1

) ,分别精密量取 5, 10, 16, 20, 24, 30 LL注入

液相色谱仪,将测得峰面积与进样量作线性回归,结

果线性方程为:

Y= 1. 214 @ 10
6
X - 2. 710 @ 10

3   r= 0. 9999

3. 5 检测限测定  取替卡西林对照品溶液, 逐步

稀释,至色谱图中主峰的峰高约为基线噪音的 3倍,

计算得替卡西林检测限为 4. 0 ng; 另取克拉维酸对

照品, 同法测得克拉维酸的检测限为 3. 7 ng。

3. 6 重复性试验  取供试品 (批号 393904001)适

量,依法平行测定 5次并计算测定结果的 RSD,结果

高分子杂质含量分别为 1. 10% , 1. 06% , 1. 07% ,

1110%, 1. 07% ,均值为 1. 08%, RSD为 1. 7%, 表明

测定方法的重复性良好。

3. 7 溶液稳定性试验  取供试品溶液, 在室温条

件下放置,并分别于 0, 1, 2, 4, 6, 8 h取样测定, 结果

表明, 在室温条件下, 供试品溶液中高分子杂质随放

置时间延长增加幅度明显, 1 h后高分子杂质峰面

积增加了 23. 21%,故供试品溶液应临用新制。

4 样品测定

取本公司生产的 4批替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15

B1)及 1批市售品 (特美汀 ), 分别采用 TSK G2500

PWXL及 Sephadex G10凝胶色谱系统测定,结果见表 1。
表 1 2种方法高分子杂质测定结果比较

Tab 1 Compar ison of tw o h ighm olecular

m ass im purities determ ination

批号

( L ot N o. )

高分子杂质 ( high mo lecular

mass impurities) /%

T SK G2500 PWXL Sephadex G10

长期留样 (月 )

[ study of long

term (month) ]

393904001 1. 08 0. 20 4

060201 3. 22 0. 98 42

060202 3. 14 0. 60 42

060203 3. 28 0. 99 42

166746 4. 41 1. 14 54

5 讨论
5. 1 流动相的选择  替卡西林在碱性条件下易

发生聚合,克拉维酸在碱性条件下稳定性差,故将流

动相的 pH控制在 9. 0以下。以不同浓度的磷酸盐

缓冲液 ( pH 8. 0)作为流动相: A. 磷酸盐缓冲液 ( pH

8. 0) [ 0. 1 mo l# L
- 1
磷酸氢二钠溶液 - 0. 1 mol#

L
- 1
磷酸二氢钠溶液 ( 95B5) ] ; B. 磷酸盐缓冲液 ( pH

8. 0) [ 0. 15 mol# L
- 1
磷酸氢二钠溶液 - 0. 15 mo l#

L
- 1
磷酸二氢钠溶液 ( 95B5) ] ; C. 磷酸盐缓冲液 ( pH

8. 0) [ 0. 2 mo l# L
- 1
磷酸氢二钠溶液 - 0. 2 mol#

L
- 1
磷酸二氢钠溶液 ( 95B5) ]。考察高分子杂质峰

与主峰的分离情况,结果见表 2、图 3。结果表明, 在

一定范围内,流动相的离子强度越高,则主峰出峰时

间越晚,高分子杂质峰与主峰的分离越好。在保证

有效分离的前提下,选择离子强度相对较低的磷酸

盐缓冲液体系 B作为流动相。

表 2 不同浓度流动相对测定结果的影响

Tab 2 R esu lts ofm easurem ent in the mob ile

phase w ith d ifferen t concen tration s

流动相

( mob ile

phase )

主峰保留时间

( retention tmi e o f

ma in peak) /m in

分离度

( separation)

理论板数

( theo retica l

pla tes)

拖尾因子

( ta iling

factor)

A 9. 87 1. 85 3119 1. 63

B 10. 57 3. 12 3450 1. 34

C 11. 35 3. 31 3620 1. 31

图 3 替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)中高分子杂质在 A、B、C 3种流

动相体系下的分离

F ig 3 Separat ion of h ighm olecu lar m ass impu rit ies in ticarcill in d isod-i

um and clavu lanate potass ium ( 15B1) in differen tmob ile phase(A, B, C )

1.高分子杂质 ( h igh m olecu lar m ass im purities )  4.替卡西林克拉维

酸 ( ticarcill in and clavu lanate)
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5. 2 2种凝胶色谱系统的比较  采用 Sephadex

G10凝胶色谱系统,检测波长 254 nm, 以 pH 8. 0磷

酸盐缓冲液为流动相 A, 以水为流动相 B测定替卡

西林钠、克拉维酸钾和替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15

B1)的高分子杂质。结果替卡西林高分子杂质与克

拉维酸出峰时间重合 (均为 14~ 16m in) ,干扰高分

子杂质的测定,见图 4。 B-内酰胺类抗生素高分子

图 4 Sephadex G10凝胶色谱系统对克拉维酸钾 ( A )、替卡西林钠

( B )及替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1 ) ( C )中高分子杂质的分离

Fig 4 Separat ion of h igh m olecu larm ass impu rit ies in clavu lan ate potas-

s ium ( A ), ticarcillin d isod ium ( B ) , t icarcillin d isod ium and clavu lanate

potass ium ( 15B1) ( C) on Sephadex G10 gel filtrat ion ch rom atography

1.克拉维酸 ( clavu lanate)  2.高分子杂质 ( h ighm olecu lar m ass im pu-

rit ies)  3. 克拉维酸及高分子杂质 ( clavu lanate and h igh m olecu lar

m ass impu rit ies)

杂质具有高度不均一性和不确定性, 高分子杂质本

身不稳定,对照品不易制得, 故采用自身对照外标法

对其定量。因自身对照与高分子杂质之间的校正因

子无法测得,故不同测定法的测定值有所差异。同

时由于高分子杂质在 230 nm波长处的吸收值强于

254 nm, TSK G2500 PW XL凝胶系统采用 230 nm为

检测波长, 故高分子杂质的检出量高于 Sephadex

G10凝胶色谱系统。从表 1可见, 同批次样品在 2

种凝胶色谱系统下高分子杂质测得量虽然不同, 但

趋势一致。试验结果表明, Sephadex G10凝胶色谱

系统在柱效、专属性、分离效果、重现性等方面不如

TSK G2500 PWXL凝胶系统。

5. 3 结论  采用 TSK G2500 PWXL凝胶系统测定

替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)中的高分子杂质, 可

排除克拉维酸钾的干扰。经方法学验证表明, 本法

专属性、相关性、重现性良好, 操作简单、快速, 测定

结果准确,可用于替卡西林钠克拉维酸钾 ( 15B1)中

的高分子杂质检测。
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