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摘要　目的：改进头孢克肟颗粒有关物质的液相色谱测定方法。方法：使用高效液相色谱仪，选择 ＹＭＣ－
ＴｒｉａｒｔＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），以００５ｍｏｌ·Ｌ

－１甲酸铵溶液（ｐＨ４７）－甲醇为流动相，流速

１ｍＬ·ｍｉｎ－１，进行梯度洗脱，进样量为１０μＬ，检测波长为２５４ｎｍ。结果：将该色谱条件应用于头孢克肟颗
粒有关物质的检测，对比了本文方法与药典方法（含ＵＳＰＰＦ２０１８版）中有关物质测定方法之间的差异，并
完成了专属性、线性、准确度、精密度和耐用性等系统的方法学验证。药典方法均无法同时使主要降解杂质

Ａ１～Ａ４或杂质Ｂ１～Ｂ４基线分离，且无法用于测定聚合物杂质Ｂ及聚合物杂质Ｄ。本文方法头孢克肟、各
特定杂质之间的分离度均符合要求（Ｒ≥１５），可同时检测并定量聚合物Ｂ及聚合物Ｄ，分离度优于药典方
法。结论：本方法改进了头孢克肟、各杂质间的分离度，杂质检出个数更多，能准确定量各特定杂质，灵敏度

较高，重复性较好，适用于头孢克肟的质量控制。
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ＢａｎｄｐｏｌｙｍｅｒＤＴｈｅｍｅｔｈｏｄｐｒｏｐｏｓｅｄｉｎｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅｃａｎｍａｋｅｔｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｅｆｉｘｉｍｅａｎｄｅａｃｈ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ（Ｒ≥１５），ａｎｄｃａｎｄｅｔｅｃｔａｎｄｑｕａｎｔｉｆｙｐｏｌｙｍｅｒＢａｎｄｐｏｌｙｍｅｒＤ
ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｂｅｔｔｅｒｔｈａｎｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｅｆｉｘｉｍｅａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ，ｍｏｒｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｎｄｃａｎａｃｃｕｒａｔｅｑｕａｎｔｉｆｙｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＴｈｉｓｍｅｔｈｏｄｈａｓｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｇｏｏｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆ
ｃｅｆｉｘｉｍｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｅｆｉｘｉｍｅ；ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ；ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ；ｐｏｌｙｍｅｒｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ；ＨＰＬＣ；
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；ｂａｓｅｌｉｎｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

　　头孢克肟为第三代头孢菌素类口服抗生素，主
要用于治疗敏感菌所致的泌尿、呼吸和胆道等部位

的感染［１－２］，目前国内有片剂、胶囊、分散片、干混悬

剂和颗粒剂等多种剂型上市销售。头孢克肟为

β－内酰胺类化合物，稳定性差，易降解，杂质种类也
相对复杂，且常含有聚合物杂质［３－４］。已知的头孢克

肟杂质Ａ１～Ａ４、Ｂ１～Ｂ４、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ和聚合物Ｂ、Ｄ
的结构如图１所示，其中，主要降解杂质Ａ１～Ａ４为异
构体，降解杂质Ｂ１～Ｂ２的Ｃ－７位侧链为顺式，降解
杂质 Ｂ３～Ｂ４的 Ｃ－７位侧链为反式。ＵＳＰＰＦ
２０１８［５］将杂质Ａ１～Ａ４、Ｂ１～Ｂ２、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ列为特
定杂质，文献［４］建议将聚合物 Ｂ、Ｄ列为头孢克肟
质量控制的指针性聚合物杂质。ＵＳＰＰＦ２０１８中头
孢克肟有关物质的检测以醋酸铵（ｐＨ４２）－甲醇为
流动相进行梯度洗脱，２０２０年版《中华人民共和国药
典》（简称 ＣｈＰ２０２０）［６］、ＵＳＰ２０２３［７］、ＪＰ１８［８］、ＥＰ
１１０［９］、ＢＰ２０２３［１０］则均以四丁基氢氧化铵溶
液 －乙腈为流动相进行等度洗脱。应用过程中发
现，上述分析方法均无法同时使主要降解杂质

Ａ１～Ａ４或杂质 Ｂ１～Ｂ４有效分离，且无法测定聚合
物 Ｂ、Ｄ。本文在药典标准和相关文献［１１－１４］报道方

法的基础上，建立了反相高效液相色谱法测定头孢

克肟及其制剂的有关物质，以甲酸铵（ｐＨ４７）－甲
醇为流动相进行梯度洗脱，可使头孢克肟与相邻杂

质峰、各杂质峰之间的分离度（Ｒ）均≥１５，改进了
各组分间的分离度，基线噪音较小，能同时测定上

述特定聚合物 Ｂ、Ｄ，无需另外使用分子排阻色谱法
测定上述聚合物杂质，提高了检验效率，更好地保

障了产品的质量。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＴｈｅｒｍｏＵｌｔｉＭａｔｅ３０００高效液相色谱分析仪

（ＤＡＤ检测器，Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ去离子水发生
器（Ｍｉｌｌｉ－Ｑ公司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＣＰＡ２２５Ｄ十万分之一
电子天平、ＳａｒｔｏｒｉｕｓＭＳＡ６６Ｓ－ＯＣＥ－ＤＭ百万分之
一电子天平及 ＳａｒｔｏｒｉｕｓＰＢ－１０（ｐＨ精度 ±００１）酸
度计，均为赛多利斯公司生产。

１２　试药
头孢克肟颗粒（白云山制药总厂，批号：

０２２２０１０１、０２２２０１０２；规格：每袋５０ｍｇ）。对照品：
头孢克肟（批号１３０５０３－２０２００７，含量８８９％），中
国食品药品检定研究院；杂质 Ａ（批号 ＰＩＴＢＫＷ－
Ａ－ＥＰ－２０１９０４２６－０１，含量 ９２３％）、杂质 Ｂ（批
号 ＰＩＴＢＫＷ －Ｂ－ＥＰ－２０２００４２７－０１，含 量
９３５％）、杂质 Ｂ（７Ｅ）（批号 ＰＩＴＢＫＷ－Ｂ（７Ｅ）－
ＥＰ－２０１９０２２１－０２，含量 ９３７％）、杂质 Ｃ（批号
ＰＩＴＢＫＷ－Ｃ－ＥＰ－２０１８０６０４－０６，含量 ９６１％）、
杂质 Ｄ（批号 ＰＩＴＢＫＷ－Ｄ－ＥＰ－２０１８０６２２－０５，含
量 ９８３％）、杂质 Ｅ（批号 ＰＩＴＢＫＷ －Ｅ－ＥＰ－
２０１９０４２０－０１，含量 ９３４％）、杂质 Ｆ（批号 ＰＩＴ
ＢＫＷ－Ｆ－ＥＰ－２０１９０４２６－０１，含量９３３％）、杂质
Ｇ（批号 ＰＩＴＢＫＷ－ＴＢＥ－Ａ－２０１８０５２９－０１，含量
８６１％），广州牌牌生物科技有限公司；头孢克肟聚
合物 Ｂ（批号２０－０４－２８２７，含量９００％）、头孢克
肟聚合物 Ｄ（批号２０－０４－２８２９，含量８９９％），深
圳菲斯生物科技有限公司。磷酸二氢钾、氢氧化

钠、无水磷酸氢二钠、四丁基氢氧化铵、磷酸等试剂

均为分析纯，甲醇、乙腈、甲酸、乙酸铵、甲酸铵等试

剂均为色谱纯。

２　方法与结果
２１　色谱条件及系统适用性试验
２１１　色谱条件　色谱柱：ＹＭＣ－ＴｒｉａｒｔＣ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：００５ｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵溶液
（用甲酸调节ｐＨ至４７）（Ａ）－甲醇（Ｂ），梯度洗脱
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图１　头孢克肟杂质

Ｆｉｇ１　Ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｏｆｃｅｆｉｘｉｍｅ

（０～４０ｍｉｎ，９３％Ａ→ ８５％Ａ；４０～５０ｍｉｎ，８５％Ａ；
５０～６０ｍｉｎ，８５％Ａ→７０％Ａ；６０～７３ｍｉｎ，７０％Ａ；７３～
７５ｍｉｎ，７０％Ａ→ ５０％Ａ；７５～８０ｍｉｎ，５０％Ａ；８０～８５
ｍｉｎ，５０％Ａ→ ９３％Ａ；８５～９０ｍｉｎ，９３％ Ａ）；流速：
１ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：２５４ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２１２　系统适用性　取头孢克肟对照品适量，精密
称定，加纯化水稀释成约含头孢克肟１ｍｇ·ｍＬ－１的
溶液，于９５℃水浴４５ｍｉｎ，冷却至室温，过０４５μｍ
滤膜，取续滤液作为系统适用性溶液，精密量取系统

适用性溶液１０μＬ，注入高效液相色谱仪，头孢克肟
和杂质Ｄ之间的分离度应≥８０。
２２　溶液的制备
２２１　稀释剂　取磷酸二氢钾７０８ｇ，无水磷酸氢
二钠２９０４ｇ，加水２Ｌ使溶解，混匀。
２２２　对照品溶液　取头孢克肟对照品适量，精密称
定，加稀释剂溶解并稀释成含头孢克肟１０μｇ·ｍＬ－１

的溶液，过０４５μｍ滤膜，取续滤液，即得。
２２３　供试品溶液　取头孢克肟颗粒适量，精密称
定，加稀释剂溶解并稀释成含头孢克肟１ｍｇ·ｍＬ－１

的溶液，摇匀，过０４５μｍ滤膜，取续滤液，即得。
２２４　杂质对照品储备液　分别取对照品杂质
Ａ～Ｇ和聚合物杂质 Ｂ、Ｄ适量，精密称定，加稀释剂
溶解并稀释成质量浓度约为５０μｇ·ｍＬ－１的溶液，摇
匀，即得各杂质的对照品储备液。

２２５　头孢克肟对照品储备液　取头孢克肟对照
品适量，精密称定，加稀释剂溶解并稀释制成质量浓

度约为５０μｇ·ｍＬ－１的溶液，摇匀，作为头孢克肟的
对照品储备液。

２２６　选择性溶液　取头孢克肟颗粒适量，精密称
定，量取各杂质的对照品储备液适量至同一量瓶中，

加稀释剂溶解并稀释成含头孢克肟１ｍｇ·ｍＬ－１的溶
液，摇匀，过０４５μｍ滤膜，取续滤液，即得。
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２３　与药典方法比较
２３１　色谱条件对比　现行版药典均采用０２５％
四丁基氢氧化铵溶液 －乙腈（７５∶２５）为流动相进行
等度洗脱，系统适用性结果显示降解杂质 Ａ、降解
杂质 Ｂ为肩峰，该方法难以有效分离且无法准确定
量杂质 Ａ１～Ａ４、杂质 Ｂ１～Ｂ４（图 ２－ｃ）。ＵＳＰＰＦ
２０１８中有关物质的检测以流动相 Ａ［００５ｍｏｌ·
Ｌ－１醋酸铵（用磷酸调节 ｐＨ至 ４２）－甲醇（９５∶
５）］和流动相 Ｂ［００５ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵（用磷酸调
节 ｐＨ至 ４２）－甲醇（５０∶５０）］进行梯度洗脱，系

统适用性结果显示降解杂质 Ｂ３、Ｂ４的分离度 ＜
１０，表现为肩峰，无法基线分离（图２－ａ），且流动
相为盐与甲醇的混合溶液，操作较为烦琐，两相混

合时，较易出梯度峰。上述方法均无法用于聚合物

Ｂ、Ｄ的检测。本文优化了流动相和梯度洗脱条件，
系统适用性及选择性溶液结果显示各组分分离效

果较好，头孢克肟、各特定杂质之间的分离度均≥
１５，提高了各组分之间的分离度，在各特定小分子
杂质均能准确定量的同时，亦能准确定量聚合物

Ｂ、Ｄ（图２－ｂ、图３）。

１．头孢克肟（ｃｅｆｉｘｉｍｅ）

图２　ＵＳＰＰＦ２０１８版（ａ）、改进方法（ｂ）、２０２０年版《中国药典》（ｃ）的系统适用性色谱图

Ｆｉｇ２　ＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＵＳＰＰＦ２０１８（ａ），ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｍｅｔｈｏｄ（ｂ），ＣｈＰ２０２０（ｃ）

２３２　样品测定结果对比　采用本文方法、ＣｈＰ２０２０
及ＵＳＰＰＦ２０１８方法，对头孢克肟颗粒进行对比检测。
精密量取供试品溶液、对照品溶液，分别注入液相色谱

仪，记录色谱图。供试品溶液色谱图中如有杂质峰，按

主成分对照品外标法以峰面积计算，小于对照品溶液

主峰峰面积００５倍（００５％）的峰忽略不计。结果见
表１。本文方法检出的杂质个数更多，见图４，有助于
发现产品的质量问题，促进产品质量水平的提高。

２４　方法学验证
２４１　专属性试验　空白干扰试验：称取空白辅

料，置量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，

滤过，精密量取１０μＬ注入液相色谱仪，结果空白
辅料无干扰。强制破坏性试验：取头孢克肟或头孢

克肟颗粒，分别用１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液、０１ｍｏｌ·
Ｌ－１氢氧化钠溶液、３％过氧化氢和高温加热、光照
等条件进行强制破坏试验后，按“２１１”项下本文
拟定的色谱条件进行检测。结果（图 ５）表明空白
溶剂对测定无干扰，在各种破坏条件下所得的降解

产物峰与主成分峰分离良好，降解产物峰之间也具

有良好的分离度。
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１．头孢克肟（ｃｅｆｉｘｉｍｅ）

图３　改进方法的选择性溶液色谱图

Ｆｉｇ３　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｓｏｌｕｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｉｍｐｒｏｖｅｄｍｅｔｈｏｄ

表１　头孢克肟颗粒有关物质检验结果
Ｔａｂ１　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｃｅｆｉｘｉｍｅｇｒａｎｕｌｅｓ

有关物质　　
（ｉｍｐｕｒｉｔｙ）　　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

３０℃／６０％ＲＨ－１个月（３０℃／６０％ＲＨ－１ｍｏｎｔｈ） ４０℃／７５％ＲＨ－６个月（４０℃／７５％ＲＨ－６ｍｏｎｔｈｓ）

批次（ｌｏｔＮｏ）
０２２２０１０１

批次（ｌｏｔＮｏ）
０２２２０１０

批次（ｌｏｔＮｏ）
０２２２０１０１

批次（ｌｏｔＮｏ）
０２２２０１０２

ＣｈＰ
２０２０

ＵＳＰＰＦ
２０１８

本法

（ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ）
本法

（ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ）
ＣｈＰ
２０２０

ＵＳＰＰＦ
２０１８

本法

（ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ）
本法

（ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ）

Ａ１ ０２３ ０１４ ０１６ ０１５ ０６１ ０５１ ０６０ ０４７

Ａ２ ／ ／ ００７ ００６ ／ ０２０ ０１９ ０１７

Ａ３ ／ ／ ００５ ００５ ／ ／ ００５ ００６

Ａ４ ／ ／ ００９ ００８ ／ ／ ０１０ ０１１

Ｂ１ ／ ／ ／ ／ ０５０ ０２８ ０２９ ０３０

Ｂ２ ／ ／ ／ ／ ／ ０２６ ０３０ ０３１

Ｂ３ ／ ／ ／ ／ ０１７ ０１９ ０１１ ０１２

Ｂ４ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ０１０ ００８

Ｃ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

Ｄ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

Ｅ ００８ ０１０ ０１１ ０１０ ０１４ ００９ ０１１ ０１０

Ｆ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

Ｇ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

聚合物Ｂ（ｐｏｌｙｍｅｒＢ） ／ ／ ００６ ００５ ／ ／ ／ ／

聚合物Ｄ（ｐｏｌｙｍｅｒＤ） ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

其他单杂（ｏｔｈｅｒｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ） ００８ ００５ ００５ ００６ ００９ ００８ ００７ ００８

总杂（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ） ０３９ ０２９ ０５９ ０５５ １５ １６ １９ １８

２４２　线性关系考察　取“２２４”“２２５”项下
头孢克肟及各杂质对照品储备液，用稀释剂稀释

成一系列的线性溶液，按“２１１”项下条件进样，

结果如表２所示。头孢克肟与各杂质的浓度与峰
面积的线性相关系数均达到 ０９９９５以上，线性
关系均良好。
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１．头孢克肟（ｃｅｆｉｘｉｍｅ）

Ａ、Ｄ．ＵＳＰＰＦ２０１８方法（ＵＳＰＰＦ２０１８ｍｅｔｈｏｄ）　Ｂ、Ｃ．本文方法（ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ）

图４　头孢克肟颗粒供试品溶液的色谱图

Ｆｉｇ４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃｅｆｉｘｉｍｅｇｒａｎｕｌｅｓ

图５　强制降解色谱图

Ｆｉｇ５　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｆｏｒｃｅｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

２４３　定量限与检测限　适当稀释线性研究中
的储备液，以信噪比约为 ３∶１和 １０∶１时的浓度
分别作为 ＬＯＤ和 ＬＯＱ。结果如表 ２所示，头孢
克肟及各杂质的 ＬＯＤ的 Ｓ／Ｎ均 ＞３，头孢克肟及
各杂质的 ＬＯＱ的 Ｓ／Ｎ均 ＞１０，ＬＯＱ浓度均 ＜

００５％。
２４４　精密度试验　结合重复性和中间精密度判
断“２１”项下方法精密度，结果各杂质重复性的 ＲＳＤ
为 ０８０％～１８％，中间精密度的 ＲＳＤ为 ２４％～
３１％。表明方法精密度符合要求。
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表２　线性、定量限及检测限
Ｔａｂ２　Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ，ＬＯＱａｎｄＬＯＤ

组分　　　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　

线性方程 　 　

（ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ）　 　
ｒ

ＬＯＱ／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＬＯＤ／

（μｇ·ｍＬ－１）

头孢克肟（ｃｅｆｉｘｉｍｅ） Ｙ＝０４７９４Ｘ＋０００６９ ０９９９９ ０３０５ ０２０３

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） Ｙ＝０３６０４Ｘ＋００２３８ ０９９９８ ０４９７ ０２５９

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）（７Ｚ）（Ｂ１、Ｂ２） Ｙ＝０４３５８Ｘ－００１４９ ０９９９８ ０２１１ ０１１４

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）（７Ｅ）（Ｂ３、Ｂ４） Ｙ＝０４３７４Ｘ－００１３２ ０９９９７ ０２３８ ０１２０

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） Ｙ＝０４７０２Ｘ＋０００２１ ０９９９８ ０１３３ ００７１

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） Ｙ＝０４９４２Ｘ＋０００３５ ０９９９９ ０２７０ ０１４８

杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ） Ｙ＝０５２１Ｘ＋０００２２ ０９９９７ ０１３０ ００７９

杂质Ｆ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＦ） Ｙ＝０３９９６Ｘ＋０００４６ ０９９９９ ０１３５ ００７４

杂质Ｇ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＧ） Ｙ＝０４１３２Ｘ＋００１５８ ０９９９９ ０１２５ ００８１

聚合物Ｂ（ｐｏｌｙｍｅｒＢ） Ｙ＝０４２Ｘ－０００６０ ０９９９６ ０３０８ ０１６４

聚合物Ｄ（ｐｏｌｙｍｅｒＤ） Ｙ＝０４２０２Ｘ－０００３０ ０９９９９ ０２０２ ０１１３

２４５　回收率试验　通过杂质对照品加样回收试
验，计算３个不同浓度溶液中杂质的回收率，每个浓
度的溶液平行配制３份。结果显示，各杂质的平均
加样回收率分别为：杂质Ａ９５２％～１０４６％、杂质 Ｂ
９６５％～１０２５％、杂质 Ｃ９６２％～１０１１％、杂质 Ｄ
９６７％～１０１５％、杂质 Ｅ９９１％～１０３２％、杂质 Ｆ
１００１％～１０３８％、杂质 Ｇ９８６％～１０１５％、聚合物
杂质 Ｂ９９７％～１０５１％、聚合物杂质 Ｄ９８３％～
１０２５％。各杂质在低、中、高浓度下的加样回收率
均在８００％～１２０％的范围内，符合要求。
２４６　耐用性考察　改变流速、流动相 ｐＨ、色谱柱

（柱１：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉ，Ｃ１８，２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ；柱 ２、柱 ３：ＹＭＣ－Ｔｒｉａｒｔ，Ｃ１８，２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ，不同批号）来评估“２１”项下方法的耐用
性。各耐用性条件下［流动相 ｐＨ４７±０２、流速
（１０±０１）ｍＬ·ｍｉｎ－１、不同色谱柱］系统适用性均
符合要求，供试品溶液中主成分、各杂质分离良好，

各杂质峰相对保留时间基本稳定。各耐用性条件下

供试品溶液中主成分及各杂质出峰顺序、杂质谱保

持一致。从不同色谱柱中主成分、各杂质间的分离

效果来看（图３、６），优选ＹＭＣ－ＴｒｉａｒｔＣ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱。

１．头孢克肟（ｃｅｆｉｘｉｍｅ）
图６　不同色谱柱耐用性色谱图
Ｆｉｇ６　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ
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３　讨论与结论
头孢克肟颗粒在稳定性留样过程中，杂质Ａ１、Ａ２、

Ａ４、杂质Ｂ１～Ｂ４缓慢增长；而聚合物Ｂ不稳定，在留
样过程中缓慢减少，在留样后期的样品中均未被检出；

杂质Ｅ相对稳定，留样中未发生增长，根据头孢克肟
的合成工艺［１５］，杂质Ｅ应为原料药引入的工艺杂质；
从破坏性试验结果可以看出，高温加热条件下易产生

杂质Ｄ，而稳定性留样则未产生杂质Ｄ；聚合物Ｄ和其
他杂质未在自研的头孢克肟颗粒中检出。

现行药典收载的头孢克肟及制剂的有关物质测

定方法均以四丁基氢氧化铵（ＴＢＡＨ）溶液 －乙腈等
度洗脱，离子对试剂 ＴＢＡＨ是有机季铵强碱，与氢氧
化钠碱性相当，无缓冲能力，对 ｐＨ敏感，色谱系统中
残留的酸和碱都会对体系（如色谱峰峰形、分离度

等）造成影响。该流动相体系杂质分离度较差，无法

分离检测主要降解杂质 Ａ和 Ｂ的异构体，且为等度
洗脱，检出能力有限，易造成漏检，影响货架期产品

的质量可控性。同时，ＴＢＡＨ具有强保留性，很难洗
脱，对色谱柱有一定的损害，缩短色谱柱的使用寿

命。ＵＳＰＰＦ２０１８中有关物质的检测以醋酸铵（ｐＨ
４２）－甲醇为流动相进行梯度洗脱，该体系各组分
的分离度较现行药典方法有了显著的提升，但对降

解杂质Ｂ３、Ｂ４的分离度仍不理想，且无法用于特定
聚合物Ｂ、Ｄ的检测，方法流动相添加了醋酸铵，在梯
度变化时基线易漂移，存在一定的应用缺陷。本文

以甲酸铵（ｐＨ４７）－甲醇为流动相进行梯度洗脱，
与药典方法测定结果比较显示，具有更强的杂质检

测能力，检出的杂质个数更多，能够检出主要特定杂

质且各组分的保留时间适中，实现了用一个分析方

法即可同时检验小分子杂质及聚合物 Ｂ、Ｄ，检验效
率提高。方法学验证结果表明，该方法专属性强，灵

敏度高，准确度高。方法采用的甲酸铵－甲醇均为
可挥发性物质，可应用于液质联用（ＬＣ－ＭＳ）确定未
知杂质的分子量，为推断未知杂质的结构提供可靠

依据。综上，该方法的适用性良好，可以更准确地反

映产品的杂质实际情况，为头孢克肟及制剂有关物

质检查提供有益的参考，便于头孢克肟原料及制剂

的质量控制。
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