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摘要  目的: 建立高效分子排阻色谱 ( HPSEC)法测定头孢噻肟聚合物, 与 2005年版中国药典方法比较, 并用 LC - M S对二聚

物进行初步研究。方法: 采用凝胶色谱柱 ( TSK G2000 SW, 60 cm @ 7. 5 mm ); 流动相: 0. 01 mo l# L- 1磷酸盐缓冲液 [ ( 0. 01 m o l

# L- 1磷酸氢二钠溶液 - 0. 01 m o l# L- 1磷酸二氢钠溶液 ( 61B39), 用 0. 1 m o l# L- 1磷酸调节 pH 至 7. 0]; 流速 1. 0 mL# m in- 1;

检测波长 254 nm。结果: H PSEC法,头孢噻肟和二聚物的线性范围分别为 2. 57 @ 10- 4~ 0. 0205 m g# mL- 1 ( r= 1. 000)和 7. 39

@ 10- 4 ~ 0. 0987 mg# mL- 1 ( r= 0. 9997);二聚物的平均回收率为 99. 7% ( n= 9), 检测限为 5 ng; 对照品溶液重复进样的精密

度 ( RSD )为 0. 20% ( n= 6) ,样品测定的重复性 ( RSD )为 0. 94% ( n= 6)。药典方法,二聚物的检测限为 2 Lg,对照品溶液重复

进样的精密度 ( RSD )为 0. 92% ( n= 6), 样品测定的重复性 ( RSD )为 5. 7% ( n = 6)。结论: HPSEC法适于测定头孢噻肟聚合

物, 比药典方法专属性强,灵敏度高,重复性好, 操作简便。
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HPSEC determ ination of the polymers in cefotaxim e sodium
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Abstract Objec tive: To establish a h igh performance size exclusion chromatography (HPSEC ) m ethod for the de-

term ination of cefotax im e polymer, compare w ith themethod in ChP 2005, and make prim ary study on the dim er by

LC- M S. Methods: A TSK G2000 SW co lumn( 60 cm @ 7. 5 mm ) w as used w ith the mobile phase consisting o f

phosphate buffer so lution[ 0. 01 mo l# L
- 1

disod ium hydrogen phosphate- 0. 01mo l# L
- 1

sodium d ihydrogen phos-

phate( 61B39) , ad just to a pH of 7. 0 w ith 0. 1mo l# L
- 1

phospho ric acid] at a flow rate o f 1. 0 mL# m in
- 1
, and

the detection w ave length w as at 254 nm. Results: ForHPSEC method, the calibration curves were linear in the range

of 2. 57 @ 10
- 4

- 0. 0205 mg# mL
- 1

fo r ce fotax im e( r= 1. 000) and 7. 39 @ 10
- 4

- 0. 0987 mg# mL
- 1

for d imer

( r= 0. 9997) , the average recovery o f d imer was 99. 7% ( n = 9) , and the detection lim it of dimer w as 5 ng, the

RSD for replicate in ject ions of reference so lut ion was 0. 20% ( n = 6) , and the repeatab ility for 6 measurement re-

su ltsw as 0. 94% . For themethod in ChP 2005, the detection lim it of dimerw as 2 Lg, the RSD for replicate injec-

t ions of reference so lut ion w as 0. 92% ( n = 6 ) , and the repeatability for 6 measuremen t results w as 5. 7%.

Conc lusion: TheHPSEC method is suitab le for determ ination of cefo tax ime po lymer, and has better spec ification,

sensitivity, prec ision and simp ler procedure than them ethod in ChP 2005.

Key words: cefo tax ime; cefotax ime po lym er; cefotax ime dimer; h igh perform ance size exc lusion chromatography

B-内酰胺类抗生素引发的速发型过敏反应并

非药物本身所致,而与药物中存在的高分子杂质有

关
[ 1, 2]

,因此控制其含量非常必要。凝胶色谱技术

是 20世纪 60年代初发展起来的一种分离方法,对

高分子物质具有很好的分离效果。据文献报道, B-

内酰胺类抗生素中高分子聚合物的分析, 最初采用

以葡聚糖凝胶 G - 10为填料的凝胶色谱法
[ 3, 4]

, 随

后出现了离子对凝胶色谱技术
[ 5, 6]

, 填补了国内抗

生素聚合物测定的空白, 并被中国药典收录。近年

来高效分子排阻色谱 ( HPSEC )法逐渐成熟, 并用于

分析抗生素中的高分子杂质
[ 7, 8]

, 该方法更为准确、

灵敏,简便易行,是凝胶色谱发展的必然趋势。本文
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建立了使用凝胶色谱柱 ( TSK G2000 SW )的 HPSEC

法分析头孢噻肟聚合物, 比 2005年版中国药典方

法
[ 9]
专属性更强, 重复性更好。

1 仪器与试药
Ag ilent 1100高效液相色谱系统, 安玛西亚

'KTA LC高分子杂质分析仪和伍豪色谱工作站,菲

尼根 LCQ A dvantage液质联用仪。

头孢噻肟钠 ( Sandoz Industrial Products GmbH,

批号 40809508, 40810501 - 1, 40810502 - 2) ; 注射

用头孢噻肟钠 (悦康药业集团有限公司, 批号

0607013, 070608; 北京 清华紫光制药厂, 批号

0602055, 0604252) ;头孢噻肟对照品, 购自中国药品

生物制品检定所;头孢噻肟二聚物对照品,由 Sandoz

Industrial Products GmbH提供;乙腈为色谱纯, 其他

试剂为分析纯。

2 HPSEC法的建立

211 色谱条件  色谱柱: TSK G2000 SW ( 60 cm @

7. 5 mm ); 流动相: 0. 01 mo l# L
- 1
磷酸盐缓冲液

[ ( 0. 01 mol# L
- 1
磷酸氢二钠溶液 - 0. 01 mol# L

- 1

磷酸二氢钠溶液 ( 61B39) , 用 0. 1 mol# L
- 1
磷酸调

节 pH 至 7. 0] ; 流速 1. 0 mL # m in
- 1
; 检测波长

254 nm;进样量 20 LL;柱温:室温。

212 检测波长的选择 药典方法的检测波长为

254 nm, 经紫外光谱扫描, 二聚物在 235 nm 的波

长处有最大吸收,但峰形比较平缓,测定同一份二

聚物对照品溶液在 235 nm与 254 nm的吸收度相

差不大, 因此参照药典方法确定检测波长为

254 nm。

213 流动相的选择 参照药典方法, 用磷酸盐缓冲

液进行试验,经考察不同的浓度、pH, 最终选择分离

效果最好的 pH 7. 0, 0. 01mo l# L
- 1
磷酸盐缓冲液作

为流动相。

214 专属性考察
21411 系统适用性试验 称取头孢噻肟钠样品和

头孢噻肟二聚物对照品各适量,分别用水溶解制成

1 mg# mL
- 1
和 0. 01 mg# mL

- 1
的溶液, 按 / 2. 10项

下色谱条件进样分析,记录色谱图 (图 1) ,结果二聚

物与头孢噻肟峰之间达到基线分离, 二聚物相对于

头孢噻肟的相对保留时间为 0. 90。根据分子排阻

色谱法原理
[ 10 ]

,在二聚物之前洗脱出的组分为其他

相对分子质量更大的头孢噻肟高分子聚合物, 相对

保留时间为 0. 85。

图 1 头孢噻肟二聚物对照品 ( A)和样品 ( B)的 HPSEC法色谱图

F ig 1 HPSEC ch rom atogram s of cefotaxim e d im er ( A) and sam p le( B )

1.头孢噻肟二聚物 ( cefotaxim e d im er) 2. 其他高分子聚合物 ( other

h igh molecu lar polym er) 3.头孢噻肟 ( cefotaxim e)

21412 加速破坏试验 称取头孢噻肟钠样品约

100 mg,置 100 mL量瓶中,加水溶解并稀释至刻度。

精密量取 5份, 每份 10 mL, 分别进行强光 (暴露于

254 nm紫外光下 6 h)、高温 ( 60 e 水浴 1 h)、强酸

(加 0. 1mo l# L
- 1
盐酸溶液 1 mL, 室温放置 7 h, 加

0. 1 mol# L
- 1
氢氧化钠溶液 1 mL中和 )、强碱 (加

0. 1 mol# L
- 1
氢氧化钠溶液 1 mL, 室温放置 5m in,

加 0. 1mol# L
- 1
盐酸溶液 1mL中和 )及加强氧化剂

(加 30%过氧化氢溶液 1 mL, 室温放置 0. 5 h) 5种

极端条件的加速破坏, 按 / 2. 10项下色谱条件分别

进样分析,记录色谱图。结果各破坏条件下产生的

小分子降解产物峰均能与主成分峰充分分离, 不干

扰聚合物测定;而产生的高分子杂质中最邻近主成

分的杂质峰的保留时间与二聚物对照品峰的保留时

间一致,其他均在此之前洗脱出, 表明为本文可测定

的高分子聚合物。

21413 LC- M S验证

2141311 色谱条件 流动相: 醋酸铵溶液 (取醋酸

铵 1. 0 g, 加水 980 mL溶解 ) - 乙腈 ( 98B2) ; 进样

量: 10 LL;其他条件同 / 2. 10项。

2141312 质谱参数 电喷雾离子源 ( ESI); 毛细管

温度: 270 e ; 源电压: 4. 5 kV;毛细管电压: 20 V; 鞘

气流速: 10 L# m in
- 1
; 负离子检测; 扫描方式: 全扫

描一级质谱; m /z范围: 200~ 2000。

2141313 测定结果 称取头孢噻肟钠样品和头孢

噻肟二聚物对照品各适量, 分别加水溶解制成

20mg# mL
- 1
和 1 mg# mL

- 1
的溶液, 立即进样测
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定,得到样品中二聚物的一级质谱图 (图 2) ,与对照

品的质谱图相同。质谱图中丰度最强信号峰的质荷

比 m /z= 849, 根据头孢噻肟二聚物的结构式 (图

3)
[ 11]

,相对分子质量为 954, 推测为失去 2个钠离

子和其中 1个单体失去 3位的乙酰氧基裂解得到的

碎片。

215 线性关系试验
21511 头孢噻肟  精密称取头孢噻肟对照品

11150mg,置 100 mL量瓶中, 加水溶解并稀释至刻

度,作为对照品储备液。精密量取对照品储备液

0. 25, 1, 2, 5, 10, 15, 20 mL, 分别置 100 mL量瓶中,

加水稀释至刻度,摇匀,按 / 2. 10项下色谱条件分别

进样测定。以峰面积 Y为纵坐标, 浓度 X ( mg#
mL

- 1
)为横坐标,绘制标准曲线,结果表明在 2. 57 @

10
- 4

~ 0. 0205 mg# mL
- 1
的范围内线性关系良好,

回归方程为:

Y= 4. 30 @ 10
4
X - 3. 37 r= 1. 000

21512 二聚物 精密称取二聚物对照品 7份, 分别

用水溶解并稀释制成浓度为 7. 39 @ 10
- 4
, 2. 46 @

10
- 3
, 9. 82 @ 10

- 3
, 0. 0197, 0. 0296, 0. 0496, 0. 0987

mg# mL
- 1
的溶液,按 / 2. 10项下色谱条件分别立即

进样测定。以峰面积 Y 为纵坐标, 浓度 X ( mg#
mL

- 1
)为横坐标,绘制标准曲线,结果表明上述浓度

范围内线性关系良好,回归方程为:

Y= 2. 05 @104X - 21. 5 r= 0. 9997

216 检测限和定量限 按信噪比为 3B1测定头孢

噻肟二聚物的检测限为 5 ng,按信噪比为 10B1测定
其定量限为 20 ng。

217 重复进样的精密度 精密量取 / 2. 5. 10项下

的对照品储备液 5mL,置 100 mL量瓶中, 加水稀释

至刻度, 摇匀, 按 / 2. 10项下色谱条件重复进样 6

次, 测得主峰面积的 RSD为 0. 20%。

218 重复性试验 精密称取同一批样品 6份,均加

水溶解制成 1 mg# mL
- 1
的溶液, 按 / 2. 110项下方

法平行测定,结果聚合物的平均含量为 1. 2% , RSD

为 0. 94%。

219 稳定性试验 称取头孢噻肟钠样品适量,加水

溶解制成 1 mg# mL
- 1
的溶液, 按 / 2. 10项下色谱条

件分别于 0, 1, 2 h进样测定, 结果溶液中聚合物峰

面积和按时间顺序分别依次为 535. 9, 539. 7,

560. 2,表明溶液不稳定,应溶解后立即进样测定。

2110 回收率试验 精密称取头孢噻肟二聚物对照

品 2份,均用水溶解制成浓度为 0. 025mg# mL
- 1
的

溶液,按 / 2. 110项下方法平行测定, 计算以头孢噻

肟计的聚合物含量, 平均值为 43. 71%。精密称取

已知聚合物含量的样品 (批号 40810502- 2, HPSEC

法含量 0. 50% ) 9份, 每份 100 mg, 分别置 100 mL

量瓶中,加入精密称定的二聚物对照品 1. 25, 2. 50,

3. 75 mg各 3份,用水溶解并稀释至刻度,摇匀, 按

/ 2. 110项下方法测定,结果低、中、高 3种浓度的二

聚物回收率 ( n= 3)分别为 99. 6% , 99. 6%, 99. 8%;

RSD分别为 0. 85%, 0. 82% , 0. 61% ; 平均回收率

( n = 9)为 99. 7%。

2111 样品测定 精密称取本品适量, 加水溶解制

成 1mg# mL
- 1
的溶液, 摇匀, 按 / 2. 10项下色谱条

件, 立即精密量取 20 LL注入液相色谱仪,记录色谱

图; 另精密称取头孢噻肟对照品适量,加水溶解制成

0. 01 mg# mL
- 1
的溶液, 同法测定。按外标法以峰

面积计算各头孢噻肟聚合物以头孢噻肟计的总量。

3 HPSEC法与药典方法
[ 9]
的比较

311 二聚物相对于头孢噻肟的相对响应因子比较
31111 相对响应因子测定

3111111 HPSEC法 精密称取对照品头孢噻肟和
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二聚物适量,各 3份, 分别用水溶解制成浓度均为

0. 01mg# mL
- 1
的溶液,按 / 2. 10项下色谱条件立即

进样分析,测定峰面积对浓度的响应因子,结果头孢

噻肟和二聚物的平均响应因子分别为 4. 265 @ 10
4

和 1. 632 @ 10
4
,二聚物相对于头孢噻肟的相对响应

因子为 0. 38。

3111112 药典方法 精密称取对照品头孢噻肟和

二聚物适量,各 3份, 分别用水溶解制成浓度均为

0. 1mg# mL
- 1
的溶液, 按药典方法立即进样分析,

测定峰面积对浓度的响应因子,结果头孢噻肟和二

聚物的平均响应因子分别为 6. 546 @ 10
7
和 3. 694 @

10
6
,二聚物相对于头孢噻肟的相对响应因子为

0. 056。

31112 相对响应因子结果比较 HPSEC法测定的

相对响应因子比药典方法高,表明对样品中二聚物

的测定结果, HPSEC法高于药典方法。

312 药典方法的部分验证试验
31211 专属性试验 称取头孢噻肟钠样品适量,用

水溶解制成 20 mg# mL
- 1
的溶液,按药典方法进样

分析, 记录色谱图 (图 4)。

图 4 样品的药典方法色谱图

Fig 4 Ch rom atogram of samp le u sing the m ethod in ChP 2005

1.头孢噻肟聚合物 ( cefotax im e po lym er) 2.头孢噻肟 ( cefotaxim e)

31212 检测限 按药典方法,以信噪比为 3B1测定

头孢噻肟二聚物的检测限为 2 Lg。

31213 重复进样的精密度 精密称取头孢噻肟对

照品适量,加水溶解制成浓度为 0. 1mg# mL
- 1
的溶

液,按药典方法重复进样 6次,测得主峰面积的 RSD

为 0. 92%。

31214 重复性试验 精密称取同一批样品 6份,均

加水溶解制成 20 mg# mL
- 1
的溶液, 按药典方法平

行测定,结果聚合物的平均含量为 0. 16%, RSD为

5. 7%。

313 HPSEC法与药典方法的部分验证试验结果比

较 由图 1和图 4可以看出, HPSEC法的专属性比

药典方法更好,其余结果详见表 1。

表 1 HPSEC法与药典方法的部分验证试验结果比较

Tab 1 Compar ison of validation exper im en t resu lts for

HPSEC m ethod and ChP m ethod

试验项目 ( test)
HPSEC法

(HPSEC method)

药典方法

( ChP method )

检测限 ( detection lim it) 5 ng 2 Lg

重复进样的精密度

( prec ision o f replicate injections) /%
0. 20 0. 92

重复性 ( repeatab ility ) /% 0. 94 5. 7

314 HPSEC法与药典方法的样品测定结果比较

用 HPSEC法和药典方法分别测定 7批样品, 结

果见表 2。

表 2 HPSEC法与药典方法的样品测定结果比较

Tab 2 Com parison of analytical results of sam p les by

HPSEC m ethod and ChP m ethod

生产厂家

( manufactures)

批号

( L ot N o. )

聚合物总量

( to ta l amount of polym ers) /%

HPSEC法

( HPSEC method)

药典方法

( ChP method )

Sando z Industrial

P roducts GmbH

40809508 0. 77 0. 093

40810501- 1 0. 72 0. 082

40810502- 2 0. 50 0. 056

悦康药业集团有限公司

( Youcare Pharmaceutica l

Group Co. , Ltd. )

0607013 2. 0 0. 50

070608 1. 2 0. 16

北京清华紫光制药厂

( Beijing T singhuaUn isp lendour

Pharmaceutica l Facto ry )

0602055 1. 1 0. 20

0604252 1. 5 0. 38

4 讨论

4. 1 对于相对响应因子测定,本文并未详细考察,

上面结果仅作为证明 HPSEC法比药典方法的样品

测定结果高的依据。因样品中除二聚物外可能还存

在其他高分子聚合物,且考虑到二聚物对照品较难

获得,所以仍参照药典方法选用头孢噻肟单体对照

品为外标。此外, 其他高分子聚合物的相对响应因

子未知,故不能用上面二聚物与单体的相对响应因

子测定结果换算药典限度, 应考察不同厂家的多批

样品并与药典方法比较后再行制定。

4. 2 通过 LC- M S定性检测,再次验证了图 1中的

峰 1为二聚物,因此进一步证明本方法可用于测定

头孢噻肟聚合物。

4. 3 试验结果表明,本文建立的 HPSEC法, 准确度

符合定量分析的要求,专属性、灵敏度和精密度均优

于药典方法。
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全国医疗器械检测机构比对实验工作会议在沈阳召开

  国家食品药品监督管理局 (以下简称 /国家局 0)会同中国药品生物制品检定所 (以下简称 /中检
所0 )主办的全国医疗器械检测机构比对实验工作会议于 2009年 4月 2日至 3日在沈阳召开。本次会

议由国家局沈阳医疗器械质量监督检验中心承办。参加会议的有来自国家局医疗器械监管司和中检所

以及全国 49个医疗器械检测机构负责人及医疗器械比对实验专家组成员,共计 71人。

会议分组讨论了由中检所起草的5医疗器械检测机构实验室间比对管理规定 (讨论稿 ) 6和纠正措

施的大致流程,由医疗器械监管司起草的5医疗器械检测机构监管法规体系建设的思路 (讨论稿 ) 6。另

外, 专家组成员对 2009年比对实验 (球压试验 )方案进行了专题讨论。

详见 http: / /www. n icpbp. org. cn
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