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注射用头孢米诺钠的有关物质分析 *

丁颖 1，闻宏亮 1，乐健 1，刘浩 1**，廉向金 2**

（1. 上海市食品药品检验研究院，上海 201203；2. 四川省药品监督管理局化学药品质量研究与控制重点实验室，成都 610000）

摘要　目的：建立同时控制注射用头孢米诺钠中有关物质和聚合物杂质的杂质分析方法。方法：以注射用

头孢米诺钠高温破坏溶液为降解溶液，采用 Kromisil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，以 10 mmol · L-1 

磷酸盐缓冲溶液（pH 2.0）- 乙腈（96 ∶ 4）为流动相 A，以乙腈为流动相 B，进行梯度洗脱，流速 1.0 mL · min-1， 
柱温 25 ℃，检测波长 254 nm，进样体积 20 μL，建立注射用头孢米诺钠杂质分析的反相高效液相色谱（RP-
HPLC）法，采用二维液质联用（2D HPLC-MS/MS）法对其进行专属性研究和杂质结构推断。结果：在注

射用头孢米诺钠降解溶液中推定了 14 个主要杂质，其中首次鉴定到 3 个头孢米诺二聚体。采用加校正

因子的主成分自身对照法，测得 7 批注射用头孢米诺钠中杂质 3 的含量为 0.01%~0.13%；杂质 4 的含量

为 0.10%~0.16%；杂质 5 的含量为 0.02%~0.07%；杂质 6 的含量为 0.04%~0.07%；聚合物杂质的含量为

0.03%~0.06%；其他最大单个杂质的含量为 0.01%~0.03%；总杂质含量为 0.28%~0.63%。结论：可将头孢米

诺钠高温破坏溶液作为有关物质和聚合物杂质系统适用性溶液，建立的 RP-HPLC 法可同时控制注射用头

孢米诺钠中有关物质杂质和聚合物杂质的含量。研究结果对其质量评价具有参考意义，为制定合理的杂质

限度，更好地控制药品质量打下基础。
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Analysis of the related substances in cefminox sodium for injection*
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(1. Shanghai Institute of Food and Drug Control, Shanghai 201203, China; 2. SCMPA Key laboratory for Quality Research and  
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Abstract　Objective: To establish a method to determination of the related substances and polymer impurities in 
cefminox sodium for injection. Method: Cefminox sodium was degraded in high temperature to prepare degradation 
solution. An RP-HPLC method for the related substances analysis was established with a Kromisil C18 column (250 mm× 
4.6 mm, 5 μm), using 10 mmol · L-1 phosphate buffer solution (pH 2.0)-acetonitrile (98 ∶ 2) (A)-acetonitrile (B) with 
gradient elution at a flow rate of 1.0 mL · min-1. The column temperature was maintained at 25 ℃ , the detection 
wavelength was set at 254 nm, and the injection volume was 20 μL. The specificity of RP-HPLC method and 
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头孢米诺钠是第三代头孢菌素类抗生素，主要用

于治疗敏感菌所致的扁桃体、呼吸道、泌尿道等部位

感染 [1]，也可治疗败血症 [2-3]。在临床使用过程中有

肠胃系统损伤与急性肾伤害、呼吸系统反应等不良反

应 [4-6]，且症状发生率较高 [4，7]。这可能和头孢米诺

自身化学性质不稳定，易产生降解杂质和聚合物杂质

有关 [8]。据文献报道，于涵光等 [9] 采用高效液相色谱

法及杂质对照品对头孢米诺钠的有关物质进行检测；

Xu 等 [10] 采用液质联用法对头孢米诺钠的降解机理

进行研究。目前《中华人民共和国药典》和国家药品

监督管理局企业注册标准均采用反相高效液相（RP- 
HPLC）法和高效凝胶色谱法分别控制头孢米诺钠

的有关物质和聚合物杂质，但高效凝胶色谱法存在

专属性差，测定聚合物杂质含量偏高等挑战，采用

RP-HPLC 同时控制有关物质和聚合物是抗生素类

杂质控制的热点和方向 [11-13]。另外，由于杂质分离

系统为磷酸盐缓冲盐体系且头孢类杂质结构很不稳 
定 [14]，较难采用传统的离线分离制备的方式进行结

构鉴定，二维高效液相色谱 - 质谱联用（2D HPLC-
MS/MS）技术集高效液相色谱分离、脱盐与定性分析

功能于一体，非常适用于含量低微，不易分离制备或

不稳定杂质的定性分析 [15]。因此，本研究建立了可

同时控制注射用头孢米诺钠有关物质和聚合物杂质

的分析方法并进行了二维柱切换液质研究，对含量较

大的未知杂质峰结构进行解析，这对了解生产工艺和

现行标准中有关物质控制具有十分重要的意义，同时

也为注射用米诺钠钠的杂质谱的研究提供参考。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Agilent 1200 高效液相色谱仪 -Agilent 1290 型

高效液相色谱仪 -6550 QTOF-MS，Agilent 1200 高效

液相色谱仪（Agilent Technologies 公司）；赛多利斯万

分之一及十万分之一电子天平（Sartorious 公司）。

1.2　试剂与试药

注 射 用 头 孢 米 诺 钠（批 号 分 别 为 211202、
20221201、322042034、22032941、220901、220814、
CMMMDN2160，规格为 1.0 g）由 A~G 企业提供。头

孢米诺钠对照品（纯度 77.7%；批号 130508-202105）
购自中国食品药品检定研究院；杂质 3 对照品（批

号 C10078660）、杂 质 4 对 照 品（批 号 170805）、杂

质 5 对 照 品（批 号 180905）和 杂 质 6 对 照 品（批

号 181010）均为企业提供；磷酸二氢铵（AR）、磷酸

（AR）均购自上海凌峰化学试剂有限公司；乙酸、乙

酸铵购自 Sigma-aldrich 公司，乙腈（色谱纯）购自

Merck 公司，水为超纯水（Milli-Q 仪制备）。

2　实验方法

2.1　RP-HPLC 法色谱条件

采用 Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱

柱，以 10 mmol · L-1 磷酸二氢铵缓冲溶液（用磷酸调节

pH 至 2.0）- 乙腈（96 ∶ 4）为流动相 A，以乙腈为流

动相 B，按表 1 进行线性梯度洗脱，流速 1.0 mL · min-1， 
柱温 25 ℃，检测波长 254 nm，进样体积 20 μL。

identification of unknown impurities was researched by 2D HPLC-MS/MS. Results: 14 main impurities were 
characterized in the degradation solution, including 3 cefminox dimmers and isomers which were characterized 
firstly. The impurities were determined in 7 batches of samples by principal component self-control with correction 
factor, the contents of impurity 3 were 0.01%-0.13%, the contents of impurity 4 were 0.10%-0.16%, the contents 
of impurity 5 were 0.02%-0.07%, the contents of impurity 6 were 0.04%-0.07%, the contents of polymer impurities 
were 0.03%-0.06%, the maximum single impurity contents were 0.01%-0.03%, while the total impurity contents 
were 0.28%-0.63%. Conclusion: Cefminox degradation solution in high temperature can be used to identify related 
impurities and polymer peaks as the systematic suitability testing solution. The RP-HPLC method was suitable 
for related substances as well as polymer impurities in cefminox sodium for injection. This work provides useful 
information for the quality control of cefminox sodium, which can contribute to establishment of reasonable impurity 
limits.
Keywords: cefminox sodium; 2D HPLC-MS/MS; related substances; polymer; impurities; β-lactam antibiotics; 
dimmers
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表 1　梯度洗脱条件

Tab. 1　Gradient elution program

t/min
流动相比例（ratio of mobile phase）/%

流动相（mobile phase）A 流动相（mobile phase）B

0 100 0

5 100 0

25 92 8

30 92 8

55 60 40

60 60 40

61 100 0

70 100 0

2.2　溶液配制

2.2.1　供试品溶液　取注射用头孢米诺钠约 0.13 g，
精密称定，加流动相 A 溶解并定量稀释制成每 1 mL
含头孢米诺 1.0 mg 的溶液，即得（临用现配）。

2.2.2　对照溶液　精密量取供试品溶液适量，用流动

相 A 定量稀释制成每 1 mL 含头孢米诺 2 μg 的溶液，

即得。

2.2.3　降解溶液　取注射用头孢米诺钠粉末，105 ℃
放置 1 h，取粉末约 0.13 g，精密称定，加流动相 A 溶

解并定量稀释制成每 1 mL 含头孢米诺 1.0 mg 的溶

液，即得。

2.2.4　专属性试验溶液　取注射用头孢米诺钠样

品约 0.13 g，加入流动相 A 10 mL 溶解，摇匀，作为

样品储备液。酸破坏溶液：取样品储备液 1 mL，置 
10 mL 量瓶中，加 0.1 mol · L-1 盐酸溶液 1 mL，混匀，

室温放置 5 min，加 0.1 mol · L-1 氢氧化钠溶液 1 mL
中和，用流动相 A 稀释至刻度，摇匀，即得。碱破坏

溶液：取样品储备液 1 mL，加 0.1 mol · L-1 氢氧化钠

溶液 1 mL，混匀，室温放置 10 min，加 0.1 mol · L-1

盐酸溶液 1 mL 中和，用流动相 A 稀释至刻度，摇

匀，即得。氧化破坏溶液：取样品储备液 1 mL，加
水 0.9 mL，再加 30% 双氧水溶液 0.1 mL，混匀，室温

放置 2 h，用流动相 A 稀释至刻度，摇匀，即得。加

热破坏溶液：同“2.2.3”项下操作。光照破坏溶液：

取样品粉末于 254 nm 和 365 nm 紫外光放置 3 d，称
取该粉末约 0.13 g，加 100 mL 流动相 A 溶解，摇匀， 
即得。

2.2.5　系列对照品溶液　取头孢米诺钠与杂质 3~
杂质 6 对照品各约 10 mg，精密称定，置 100 mL 量瓶

中，加流动相 A 溶解并稀释至刻度，摇匀，作为系列

对照品溶液储备溶液。精密量取适量，用流动相 A
定量稀释制成每 1 mL 中分别约含头孢米诺钠与杂质

3~ 杂质 6 0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 和 10 μg 的系列溶液，

即得。

2.3　2D HPLC-MS/MS 推断未知杂质的结构

2.3.1　色谱条件　色谱系统Ⅰ进样体积 100 μL，其
条件同“2.1”项下 RP-HPLC 方法色谱条件。

色谱系统Ⅱ采用 Zorbox Eclipse Plus C18（50 mm× 
2.1 mm，1.8 μm）色谱柱，以 0.1% 甲酸水溶液（A）-
乙腈（B）为流动相，进行梯度洗脱 [0~（tR+4）min（tR

为目标杂质在色谱系统Ⅰ的保留时间），2%B（脱盐

处理）；（tR+4）min~（tR+11）min，60%B；（tR+11）min~
（tR+12）min，60%B；（tR+12）min~（tR+12.1）min，
2%B]，流速 0.3 mL · min-1，柱温 25 ℃。

2.3.2　质谱条件　Q TOF-MS 采用 +ESI 扫描模式。

雾化气温度：250 ℃ ；雾化气：16 L · min-1；雾化气压

力：3.1 bar；鞘气温度：350 ℃ ；鞘气：11 L · min-1；毛

细管电压：3 500 V；喷嘴电压：1 000 V。采用 AutoMS/
MS 采集模式。一级质谱扫描范围：m/z 100~1 700；二
级质谱扫描范围：m/z 50~1 700；碰撞诱导解离（CID）

电压：10~30 eV。

3　结果与讨论

3.1　RP-HPLC 方法的确立

基于现行国家药品监督管理局企业注册标准中

注射用头孢米诺钠的有关物质分析方法，本研究对流

动相的缓冲盐 pH（2.0、2.3、2.5、2.7）、流动相比例、

检测波长（220、254 nm）和柱温（20、25、30、40 ℃）

等参数进行筛选，在此基础上建立了有关物质分析

的 RP-HPLC 方法，并用 RP-HPLC 方法对注射用头

孢米诺钠供试品溶液和降解溶液进行杂质分析，见图

1。供试品溶液中头孢米诺主峰前主要有 5 个弱保留

值杂质峰（杂质 1~ 杂质 5），在主峰后存在 1 个杂质

峰（杂质 6），其中，杂质 3~ 杂质 6 为已知杂质，结构

见图 2 中的 4~7。但高温破坏后，杂质 1、杂质 2、杂
质 3 和杂质 6 含量明显增加，主峰后强保留值杂质峰

个数和含量（杂质 7~ 杂质 14）明显增加，需其进行

进一步研究。

3.2　2D HPLC-MS/MS 推断未知杂质的结构

采用 2D HPLC-MS/MS 对注射用头孢米诺钠供

试品溶液和降解溶液中杂质 1~ 杂质 14（图 1）推断

杂质结构，推定的杂质结构见图 2、3。
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图 1　注射用头孢米诺钠供试品溶液（A）和降解溶液（B）的典型色谱图

Fig. 1　Typical chromatograms of the test solution(A) and degradation solution(B) of cefminox sodium

H2N H2N H2N

HN

1.Mr:541.05

7.Mr:519.07

4. 质量数（mass）116.02 5.Mr:485.05 6.Mr:427.05

2.Mr:535.06 3.Mr:403.05

8.Mr:519.07

H3CO

H2N

H2N

H3CO

H3CO

161.04

215.05
116.02

HO

O

O O

O

O O

O OH
N

N
N

N

O

O O

O
O

O

O

O

O

O

O

O

O

ONa

OH

H

H

H

H

HO

HO

HN

HN

N

N

N N
N

N

H3CO

H3CO

H2N

H2N

S

S

S

S

S

O

ONa

ONaO

H

H

H

H

HN

HN

H

H

N

N

S
S

S

S

S

S

S

SN

N N
N

NHS

N N

HO

HO

HO

HN
O

O

O

O

O OH

420.05

N
N

N N
H

H

N

HN
S

S
O

O O

O O

HO
N

N
H

231.04 H3CO H3COH

S
S

S
N
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侧链（3-side chain）　5.3 位侧链水解杂质（3- side chain hydrolysis impurity）　6. 工艺杂质（impurity from production process）　7、8. 头孢米诺异构体
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图 2　头孢米诺及其小分子杂质的推测化学结构及主要碎片离子

Fig. 2　The proposed chemical structures and main fragmentation patterns of small molecule impurities of cefminox

杂质 1 的一级质谱图及二级质谱图如图 4 所

示。在一级质谱图中存在 m/z 536.07（z=1）的加合

离子峰，为 [M+H]+ 峰，因此推测其相对分子质量为

535.06，比头孢米诺的相对分子质量多 16，在二级质

谱图中找到特征离子 m/z 187.08、232.07、420.05，推
测其可能为头孢米诺氧化产物 [10]，化学结构见图 2。

杂质 2 的一级质谱图及二级质谱图如图 4 所

示。在一级质谱图中存在 m/z 404.06（z=1）的加合

离子峰，为 [M+H]+ 峰，因此推测其相对分子质量为

403.06，与头孢米诺的相对分子质量小 116，推测其可

能为头孢米诺失去 3 位侧链的水解产物 [10]，化学结

构见图 2。
杂质 7~ 杂质 8 的一级质谱图及二级质谱图如

图 5 所示。在一级质谱图中存在 m/z 520.07（z=1）的

加合离子峰，为 [M+H]+ 峰，推测其相对分子质量为

519.07，与头孢米诺的相对分子质量相同，且二级质

谱图中碎片离子与头孢米诺基本一致，推测其可能为

头孢米诺位置异构体，化学结构见图 2。
杂质 9~ 杂质 11 的一级质谱图及二级质谱图如

图 6 所示。在一级质谱图中存在 m/z 923.12（z=1）、
m/z 462.06（z=2）的加合离子峰，为 [M+H]+、[M+2H]2+

峰，推测其相对分子质量为 922.12，比 2 个分子头孢
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9. 头孢米诺二聚体 1（dimer 1 of cefminox）　10. 头孢米诺二聚体（dimer of cefminox）
图 3　头孢米诺聚合物杂质的推测化学结构及主要碎片离子

Fig. 3　The proposed chemical structures and main fragmentation patterns of cefminox polymer impurities

米诺的相对分子质量小 116，推测其可能为 2 个分子

头孢米诺脱掉 1 个分子 3 位侧链形成的二聚体，属

于聚合物杂质。二级质谱图显示 m/z 703.09[M+H-
116]+ 的碎片离子，表明含有 1 个四氮唑取代基；

m/z 807.11[M+H -44]+ 是 脱 羧 基 的 碎 片 离 子；m/z 
493.04[m/z 807.11-214]+ 推测为脱去母核的碎片离子。

根据头孢菌素的聚合反应规律 [11，16]，推测头孢米诺易

失去 3 位四氮唑侧链后聚合，主要是 1 个分子头孢米

诺 7 位侧链末端的伯氨基进攻另 1 个分子头孢米诺

的 3 位亚甲基；或伯氨基进攻另 1 个分子头孢米诺的

四元内酰胺环。因此推测该杂质可能存在 3 种异构

体杂质，主要碎片离子和化学结构如图 3 所示。
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图 4　杂质 1 和杂质 2 的一级及二级质谱图

Fig. 4　Typical mass spectra of impurity 1 and impurity 2
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Fig. 5　Typical mass spectra of impurity 7 and impurity 8

杂质 12~ 杂质 14 的一级质谱图及二级质谱图如

图 7 所示。在一级质谱图中存在 m/z 1 039.14（z=1）、
m/z 520.07（z=2）的加合离子峰，为 [M+H]+、[M+2H]2+

峰，因此推测其相对分子质量为 1 038.14，与 2 分子头

孢米诺的相对分子质量相同，由于头孢米诺钠结构中

含有伯胺基团和羧基，且位阻较小，属于易产生自身聚

合的头孢菌素 [11，17]，推测其可能为头孢米诺二聚体，

主要碎片离子和化学结构如图 3 所示。实验发现，如

图 8 所示，头孢米诺钠粉末中聚合物杂质含量较少，但

当温度高于 80 ℃后，聚合物含量明显增加。推测可能

因为头孢米诺钠为含 7 个水的结晶性粉末 [18]，结构相

对稳定，当温度升高，晶格遭到破坏，加速了聚合反应。

而药物中的高分子杂质是引起过敏反应的过敏原 [19]。

因此，应严格控制其运输和储存温度，防止局部过热

造成药品聚合物杂质增加。二聚体杂质可作为指针

性杂质控制药品内聚合物杂质的含量。

3.3　方法学验证

3.3.1　专属性试验　取专属性试验溶液按“2.1”项

下条件进样测定，专属性试验结果如图 9 所示，头孢

米诺钠结构不稳定，在酸、碱、氧化和高温条件下易发

生降解。降解产生的杂质均可以实现有效分离，各杂

质峰与主峰分离良好，不干扰测定。
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图 6　杂质 9~ 杂质 11 的一级及二级质谱图

Fig. 6　Typical mass spectra of impurity 9 - impurity 11
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图 7　杂质 12~ 杂质 14 的一级及二级质谱图

Fig. 7　Typical mass spectra of impurity12 - impurity 14
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图 8　注射用头孢米诺钠高温破坏色谱图

Fig. 8　Typical chromatograms of degradation of cefminox sodium by high temperature
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图 9　头孢米诺钠专属性试验色谱图

Fig. 9　Typical chromatograms of specific test of cefminox sodium

3.3.2　线性范围与校正因子　取系列对照品溶液进样

分析，记录色谱图，以质量浓度（C，μg · mL-1）为横坐

标，峰面积（A）为纵坐标，得头孢米诺及 4 个杂质的

线性回归方程。并以各杂质与头孢米诺线性回归方

程的斜率计算各杂质相对于头孢米诺的校正因子 f， 
f=（A 头孢米诺 /C 头孢米诺）/（A 杂质 /C 杂质），结果如表 2 所示。

3.3.3　检测限与定量限　量取“2.2.5”项下质量浓

度为 0.2 μg · mL-1 的对照品溶液适量，用流动相 A 逐

级稀释，按“2.1”项下色谱条件进样测定。按信噪比

3 ∶ 1 和 10 ∶ 1 计，杂质 3、杂质 4、杂质 5、杂质 6 和

头孢米诺的定量限分别为 0.45、2.33、2.96、2.09 和

2.41 ng；杂质 3、杂质 4、杂质 5、杂质 6 和头孢米诺的

检测限分别为 0.37、1.11、0.89、0.89 和 0.72 ng（约相

当于供试品溶液浓度 1 mg · mL-1 的 0.004%）。
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表 2　已知杂质线性方程及相对校正因子

Tab. 2　Linear equation and relative correction factor of 

known impurities
化合物

（compound）
线性方程

（regression equation）
r f

杂质（impurity）3 A=51.619 9C+17.915 2 0.999 4 0.28

杂质（impurity）4 A=11.313 3C+0.088 0 1.000 1.26

杂质（impurity）5 A=10.343 1C-0.683 0 1.000 1.37

杂质（impurity）6 A=15.614 1C+0.107 9 1.000 0.91

头孢米诺（cefminox） A=14.249 0C+0.107 0 1.000 1.0

3.3.4　溶液稳定性　取注射用头孢米诺钠样品约

0.13 g，精密称定，置 100 mL 量瓶中，加流动相 A 溶

解并稀释至刻度，摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样

测定，于 4 ℃放置 8 h 后再次测定，杂质 3 含量明显

增加，因此供试品溶液应临用新制。

3.3.5　耐用性　分别考察了高温降解溶液在 Kromasil  
C18、Agilent Zorbax SB-C18、Phenomenex Gemini C18、和

Waters Symmetry C18 4 种不同品牌填料的色谱柱上有

关物质的分离情况，各已知杂质峰分离良好，头孢米

诺钠峰与其相邻杂质峰分离良好，各杂质峰间达到基

线分离。

3.4　样品测定

采用 RP-HPLC 法分析 7 家企业生产的注射用

头孢米诺钠的杂质含量，并以头孢米诺脱四氮唑二聚

体和头孢米诺二聚体为指针性聚合物杂质，按校正后

的主成分自身对照法计算杂质的含量，结果如表 3 所

示，典型色谱图如图 9-F 所示。其中，7 家企业的杂

质 3 的含量在 0.01%~0.13%，存在较大差异，推测可

能与杂质 3 为降解杂质和储藏条件有关。

表 3　7 家企业样品有关物质检测结果

Tab. 3　The determination results of related substances of samples from 7 manufacturers
厂家

（manufacturing 
enterprise）

含量（content）/%

杂质 3
（impurity 3）

杂质 4
（impurity 4）

杂质 5
（impurity 5）

杂质 6
（impurity 6）

最大单个未知杂质（maximum 
single unknown impurity）

聚合物杂质

（polymer impurities）
总杂质（total 
impurities）

A 0.13 0.11 0.02 0.07 0.01 0.06 0.44 

B 0.05 0.12 0.05 0.06 0.02 0.03 0.42 

C 0.10 0.16 0.06 0.07 0.02 0.04 0.63 

D 0.06 0.14 0.05 0.06 0.02 0.03 0.40 

E 0.01 0.10 0.04 0.07 0.02 0.03 0.28 

F 0.07 0.13 0.05 0.07 0.03 0.04 0.54 

G 0.01 0.11 0.03 0.04 0.02 0.04 0.35 

4　小结

本文综合运用 RP-HPLC 法和 2D HPLC-MS/MS
法可以同时控制注射用头孢米诺钠的有关物质和聚

合物杂质。并对其进行方法学验证，表明该方法灵敏

度高，专属性强。注射用头孢米诺钠高温强制降解溶

液可作为有关物质的系统适用性溶液和聚合物分析

的定位溶液，并以头孢米诺脱四氮唑二聚体和头孢

米诺二聚体为指针性聚合物杂质进行聚合物含量的 
控制。
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