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Sephadex G210凝胶色谱条件分析头孢磺啶钠的高分子杂质
Determ ination of the high molecular we ight impur ities in cefsulodin sodium

by Sephadex G210 gel chromatography
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　　摘要 : 目的　建立 Sephadex G210凝胶色谱条件分析头孢磺啶钠高分子杂质的方法。方法　色谱柱为葡聚糖凝胶 G210柱 (300

×10mm) ,流动相 A: 0. 05 mol/L磷酸盐缓冲液 (pH7. 0) ,流动相 B:超纯水 ,流速 : 0. 5 m l/m in,检测波长 : 254nm,进样量 : 20μl。结果

　头孢磺啶钠进样浓度在 0. 709～14. 18 g/L范围与头孢磺啶钠高分子杂质的峰面积呈良好的线性关系 ( r = 0. 9999)。结论　该方

法简便准确 ;灵敏度高 ;重现性好。
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　　头孢类抗生素是临床较易发生不良反应的药物 ,

多年研究表明 ,该类抗生素所致速发型过敏反应并非

由药物本身所致 ,而和药物中存在的高分子杂质有

关 [ 1 ]
,这类高分子杂质是一类化学结构不均一的混合

物 ,包括抗生素与蛋白质、多肽等形成的结合物及各种

不同的高分子杂质 [ 2, 3 ]。因此 ,利用凝胶色谱法是方

便的有效的分离方法。《中国药典》2005年版对大部

分常用注射用头孢类抗生素采用葡聚糖 G210自身对

照外标法 [ 4 ]进行了高分子杂质的控制 ,保障了药品的

安全性。头孢磺啶钠 ( cefsulodin sodium )是第三代头

孢菌素 ,由日本武田药品公司开发研制的第一个抗铜

绿假单胞菌注射用头孢类抗生素 ,临床上已广泛使用 ,

对其所含高分子杂质形成机制已有报道 [ 5 ]。我们参

考有关文献 [ 6, 7 ] ,利用葡聚糖凝胶 G210凝胶色谱条件

实现了对注射用头孢磺啶钠中高分子杂质的分离分

析 ,为该药的质量控制提供了一个新的检测方法。

1　仪器与试药

1. 1　仪器

SH IMADZU LC22010液相色谱仪及 LC2solution色

谱软件 ,塞多利斯 BP211D十万分之一电子天平 ,

METTLER 3202S pH计。

1. 2　试剂与试药

头孢磺啶钠样品 (四川抗菌素工业研究所提供 ,

批号 070911、070912、070913) ;头孢磺啶钠工作对照

品 (四川抗菌素工业研究所提供 ,批号 070818) ;蓝色

葡聚糖 2000为 pharmacia公司产品 ,磷酸二氢钠、磷酸

氢二钠酸均为国产分析纯。

2　方法与结果

2. 1　色谱条件

色谱柱 :葡聚糖凝胶 Sephadex G210柱 (300mm ×

10mm i. d) ,柱温 : 25℃,流动相 A: 0. 05 mol/L磷酸盐

缓冲液 (pH7. 0) ,流动相 B:超纯水 ,流速 : 0. 5m l/m in,

检测波长 : 254nm,进样体积 20μl。以流动相 A为流动

相 , 0. 1mg/m l蓝色葡聚糖 2000进行测定 ,结果理论板

数 1253,拖尾因子 0. 92。

头孢磺啶钠以超纯水洗脱时对称性良好 ,理论板

数 1244,拖尾因子 0. 90。

2. 2　缔合物峰的线性关系

精密称取头孢磺啶钠工作对照品适量 ,配制成浓

度为 2 0mg /L的供试品溶液 ,以 B相超纯水为流动
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图 1　　头孢磺啶钠高分子杂质色谱图

相 ,分别进样 5, 10, 20, 40, 50μl,缔合峰面积分别为

243051, 463474, 903037, 1800355, 2364227。以头孢磺

啶钠的进样量为横坐标 (X ) ,以缔合物峰的峰面积为

纵坐标 ( Y ) ,求得回归方程 : Y = 2235764. 6 ×X 2
8215. 9, ( r = 0. 9999)。可见头孢磺啶钠进样浓度在

5. 20～52. 02μg/L的范围与缔合物峰面积呈良好的

线性关系。可满足试验的要求。

2. 3　缔合物峰的重复性试验

2. 3. 1　进样精密度　精密称取头孢磺啶钠工作对照

品 12. 5mg,用超纯水稀释至浓度为 10mg/L ,连续进样

5次 ,缔合峰面积分别是 486081, 487879, 475798,

491110, 489563;计算得相对标准偏差 RSD = 1. 24%。

重复性良好 ,可满足检验要求。

2. 3. 2　日内精密度　在同日内精密称取头孢磺啶钠

工作对照品 12. 5mg 5份 ,用超纯水稀释至 10mg/L ,分

别进样 ,对照品的峰面积 (A)与取样量 (W )的比值 (校

正因子 F)有良好的重复性 ,见表 1。

　　表 1 头孢磺啶钠日内精密度

W (mg) A F (A /W ) RSD ( % )

13. 56 424314 31292 1. 92

12. 61 405773 32179

12. 40 388265 31312

12. 71 410033 32261

12. 96 423282 32661

2. 3. 3　日间精密度　分别在不同的 5d精密称取头孢

磺啶钠工作对照品 12. 5mg,用超纯水稀释至 10mg/L ,

分别进样。对照品的峰面积 (A )与取样量 (W )的比值

(校正因子 F)有良好的重复性 ,见表 2。

2. 4　高分子杂质的专属性试验

取头孢磺啶钠样品约 50mg,分别加入 0. 1mol/L

的盐酸溶液 1m l,室温放置 2h;加入 0. 1mol/L的氢氧

化钠溶液 1m l,室温放置 1m in;溶解后 ,于 60℃加热

　　表 2 头孢磺啶钠日间精密度

时间 W (mg) A F (A /W ) RSD ( % )

d1 12. 19 507590 41640 2. 6

d2 18. 59 778940 41901

d3 18. 43 812523 44087

d4 14. 25 593636 41659

d5 17. 13 713822 41671

2h;溶解后 ,于照度为 4500Lx的光照箱中放置 2h,对

样品进行破坏后考察。结果表明酸、碱、热、光均会导

致高分子杂质的增加 ,其中加碱的影响最明显。

2. 5　高分子杂质的线性试验

精密称取头孢磺啶钠工作对照品 (070818) 75mg,

溶于 10m l水中 ,以 A相缓冲液为流动相 ,分别进样 2,

8, 15, 30, 40μl,高分子杂质的峰面积分别为 136123,

566036, 1044417, 2094790, 2811142。以头孢磺啶钠的

进样量为横坐标 (X ) ,以头孢磺啶钠高分子杂质的峰

面积为纵坐标 ( Y ) ,求得回归方程 : Y = 9323. 1 ×X 2
3316, ( r = 0. 9999)。结果表明 ,头孢磺啶钠进样浓度

在 0. 709～14. 28g/L的范围内与高分子杂质的峰面积

呈良好的线性关系。可满足试验要求。

2. 6　高分子杂质的稳定性

精密称取头孢磺啶钠工作对照品适量 ,照高分子

杂质检查方法配制供试品溶液 ,以流动相 A相为流动

相 ,分别于 0, 2, 4, 6, 8h进样测定 ,比较头孢磺啶钠高

分子杂质峰的峰面积及分离度情况。结果表明 ,高聚

物峰面积及分离度随着放置时间的增加有下降的趋

势 ,故建议配制样品后应立即进样。

2. 7　高分子杂质的重复性试验

精密称取头孢磺啶钠工作对照品 50mg共 5份 ,

分别置于 10m l容量瓶中 ,用流动相 A溶解并稀释至

刻度 ,摇匀 ,进样 20μl测定 ,校正因子 F分别为 :

16585, 16923, 16662, 16991, 16861,计算得相对标准偏

差为 RSD = 1. 1%。

2. 8　定量限

以信噪比 10∶1为指标 ,测得定量限为 , 0. 211mg/L。

2. 9　样品高分子杂质含量的测定

精密称取样品约 50mg,置于 10m l的容量瓶中 ,用

流动相 A稀释至刻度 ,摇匀 ,立即取 20μl注入色谱

仪 ,以流动相 A为流动相 ,记录色谱图 ;另取对照品溶

液 20μl注入色谱仪 ,以流动相 B为流动相 ,记录色谱

图 ,按自身对照外标法进行计算 ,测定结果。三批样品

(070911、070912、070913 )高分子杂质含量分别为

0. 26%、0. 28%、0. 26%。
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3　讨论

3. 1　流动相 A中磷酸盐浓度

流动相的种类和浓度是改善溶质的色谱行为和分

离效果 [ 8 ]的关键 ,试验中分别采用了不同浓度的磷酸

盐缓冲液 (0. 01、0. 05、0. 1mol/L ) ,结果表明磷酸盐缓

冲液浓度为 0. 05mol/L时 ,高分子杂质峰能达到与主

峰很好的分离。流动相 B采用超纯水就能达到很好

的效果。

3. 2　流动相 A中磷酸盐 pH值

流动相的 pH对溶质的保留行为也有影响 ,通常

情况下 , pH和 Kav间基本呈线性关系。碱性和偏碱性

及酸性条件下 ,头孢菌素极易发生聚合反应 ,其测得的

高分子杂质难以反应样品本身的实际含量 ,分别选用

pH6. 0、pH7. 0、pH8. 03种为流动相 ,发现高分子杂质

的峰形及分离效果以磷酸盐缓冲液 pH7. 0 (0. 05mol/L )

时较好。

3. 3　流速的选择

通常头孢菌素和其高分子杂质间的分离度不必选

择太大 ,否则不利于分析速度的提高。通过试验不同

的流速 (1. 0、0. 8, 0. 6、0. 5m l/m in)结果显示 ,当流速

为 0. 5m l/m in时 ,高分子杂质能与主峰达到基线分离。

3. 4　对照外标法

根据在特定条件下 (如纯水 ) ,β2内酰胺类抗生素
由于分子间的氢键、静电相互作用、疏水相互作用等次

级相互作用 ,可以形成缔合物 ,导致其表观分子量增

大。此时缔合物在 Pharmadex G210凝胶色谱系统中

和高分子杂质具有相似的色谱行为 ,即都在 Kav = 0处

表现为单一的色谱峰。利用此原理 ,本文用自身对照

外标法对高分子杂质峰进行定量。
致谢 :本试验中所用样品均蒙四川抗菌工业研究所刘家健
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