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·药物分析与检验· 

 

葡聚糖凝胶色谱法分析注射用阿洛西林钠中的高聚物 
 

张福成1，安静2，卢彦芳2，孙婷2，蒋晔2*
(1.空军总医院药学部，北京 100036；2.河北医科大学药学院，石家庄 050017) 

 
摘要：目的  建立一个简单分析阿洛西林钠中高聚物的方法。方法  采用 SephadexTM G-10 色谱柱，以 0.1 mol·L1 磷酸

盐缓冲液(氢氧化钠调 pH 6.8)为流动相 A，水为流动相 B，流速 1.5 mL·min1，检测波长为 254 nm。结果  阿洛西林钠中

高聚物在 0.001~4.08 mg·mL1 内线性关系良好，检测限为 0.5 μg·mL1。当供试品溶解量为 200 mg·mL1 时，本法的高聚

物检出能力达到百万分之三。结论  所用方法简便，结果可靠，可用于阿洛西林钠中高聚物的检测。 
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Determination of High Polymers in Azlocillin Sodium for Injection by Sephadex G-10 Gel 

Chromatography 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop a simple method for the determination of high polymers in azlocillin sodium for 

injection. METHODS  A SephadexTM G-10 column was used with the mobile phase A of 0.10 mol·L1 phosphate buffer (adjust 

to pH 6.8 with NaOH) at a flow rate of 1.5 mL·min1. And the mobile phase B was pure water, the detection wavelength was 254 

nm. RESULTS  The calibration curve was linear in the range of 0.0014.08 mg·mL1 and the detection limit of high polymers 

was 0.5 μg·mL1. The detection potential of high polymers achieved 3 ppm by the method when the dissolved load of azlocillin 

sodium was 200 mg·mL1. CONCLUSION  The proposed method is simple and reliable. It is applicable for the quality control 

of azlocillin sodium. 
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阿洛西林钠是β-内酰胺类抗生素，注射用阿洛

西林钠为无菌冻干粉针剂，因其抗菌谱广、抗菌

活力强而在临床上广泛使用。但在临床上时常引

发过敏性休克，严重威胁着患者的生命安全。多

年来的研究[1-2]已证明，在β-内酰胺类抗生素所致

的速发型过敏反应中，药物分子本身只是半抗原，

药物中存在的高聚物才是引发速发型过敏反应的

真正过敏原，因此严格控制抗生素中高聚物的含

量具有重要的意义。 

目前国内外对β-内酰胺类抗生素中高聚物的

分析研究主要有离子交换色谱法[3]、反相高效液相

色谱法[4]、凝胶过滤色谱法。离子交换色谱法用于

β-内酰胺类抗生素中高聚物的分离测定，分离时间

长，操作繁琐。反相高效液相色谱梯度洗脱可分

离出包括高聚物峰在内的一系列峰，不易确定高

聚物峰的准确位置且高聚物含量低而难以准确测

定其含量。凝胶色谱法常用标准对照法，美国药

典22版和23版收载了TSK PW凝胶柱(乙烯共聚

物)-对照品对照法测定头孢他啶中的高聚物[5]，但

由于高聚物具有高度不均一性和不确定性[6]、高聚

物标准品较难制备、不同批制备的标准品很难完

全同质等原因，应用推广十分困难，现版美国药

典已不收载此法。 

β-内酰胺类抗生素中的各种高聚物虽然结构

不同，但通常具有相似的生物学特性(如过敏性)，

故在质量控制中一般不需要对不同结构的聚合物

进行逐一控制，而只需控制其总量[7]。本试验利用

在特定情况(水为流动相)β-内酰胺抗生素可以缔
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合形成表观分子量较大的缔合物，缔合物在

Sephadex G-10凝胶色谱系统中色谱行为和高聚物

一样，Kav=0处表现为单一色谱峰这一特点，采用

了自身对照外标法对高聚物进行精确定量，解决

了无高聚物对照品的问题，成功地应用于阿洛西

林钠中高聚物的检测。 

1  仪器和试剂 

1.1  仪器 

液相色谱仪系统包括：Spectra-Physics 8810

泵，Applied Biosysterms 785A检测器；HW色谱工

作站(南京千谱软件有限公司)。 

1.2  试剂 

注射用阿洛西林钠[石药集团中诺药业(石家

庄)有限公司，批号为：07031001，08121404，

09051096，规格：2 g·(瓶)1]；蓝色葡聚糖2000(西

安沃尔森生物技术有限公司，批号：20080410)

磷酸二氢钾为分析纯；水为重蒸水。 

2  方法和结果 

2.1  溶液的制备 

2.1.1  蓝色葡聚糖 2000 溶液的制备  精密称取蓝

色葡聚糖 2000 约 10 mg，置 10 mL 量瓶中，加水

溶解并稀释至刻度，摇 ，制成浓度为 1.00 

mg·mL1 蓝色葡聚糖 2000 的溶液。 

2.1.2  供试品溶液的制备  精密称取阿洛西林钠

样品约 1.000 g，置 5 mL 量瓶中，加水溶解并稀释

至刻度，摇 即得。 

2.1.3  对照品溶液的制备  精密称取阿洛西林钠

样品 10.01 mg，置 10 mL 量瓶中，加水溶解并稀

释至刻度，摇 即得。 

2.2  色谱条件及系统适用性试验 

色谱柱：SephadexTM G-10 (300 mm×13 mm)；

流动相 A：0.1 mol·L1 磷酸二氢钾(用氢氧化钠调

pH 至 6.8)，流动相 B：水；检测波长：254 nm；

流速：1.5 mL·min1；柱温：室温。 

用蓝色葡聚糖 2000 的溶液(1 mg·mL1)作为参

比溶液，取 20 μL 注入色谱系统，蓝色葡聚糖 2000

的溶液在流动相 A、B 中的理论板数分别为 1 236，

1 476，拖尾因子分别为 0.99，1.27。在两种流动相

系统 A 和 B 中蓝色葡聚糖 2000 峰的保留时间比值

为 0.96，对照溶液主峰和供试品溶液中高聚物峰与

相应色谱系统中蓝色葡聚糖 2000 峰的保留时间的

比值都在 0.93~1.07 之间，均符合药典对该类抗生

素中高分子聚合物的测定要求。色谱图见图 1。 
 

 
 

图 1  高效液相色谱图 

A供试品溶液在流动相A中；B对照品溶液在流动相B中；C蓝色葡

聚糖2000在流动相B中；D蓝色葡聚糖2000在流动相A中；1高聚物

峰；2阿洛西林钠的单体峰 

Fig 1  HPLC chromatograms 
Asample in mobile phase A; Bcontrol in mobile phase B; Cblue 

dextran 2000 in mobile phase B; Dblue dextran 2000 in mobile phase A; 

1high polymers; 2azlocilillin sodium monomer 

2.3  对照品的标准曲线和线性范围 

精密称定 40.80 mg 阿洛西林钠，置 10 mL 量

瓶中，加水溶解并稀释至刻度。取适量上述溶液

用水稀释成浓度分别为 4.08，2.04，1.02，0.408，

0.204，0.102，0.051，0.010，0.001 mg·mL1 的溶

液，进样 20 μL，以 B 为流动相，记录峰面积，以

峰面积 A 对浓度 C 进行线性回归，得线性方程：

A=6.02×103+8.87×105C (r=0.999 6)。 

2.4  检测限和定量限 

取阿洛西林钠溶液进行稀释，在流动相B下进

样分析，阿洛西林钠中高聚物的检测限(S/N=3)为

0.5 μg·mL1，定量限(S/N=10)为1 μg·mL1 (n=5， 

RSD=2.9%)。当供试品溶解量为200 mg·mL1时，本

法的高聚物检出能力达到百万分之三。 

2.5  供试品溶液的浓度与高聚物测定结果的相关

性考察 

精密称定阿洛西林钠1，2，3 g，分别置10 mL

量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇 ，制成浓

度分别为100.0，200.4，300.3 mg·mL1的供试品溶

液(相当于规定浓度的50%，100%，150%)。在流

动相B下进样测定，以测得的高聚物峰面积对溶液

浓 度 进 行 线 性 回 归 ， 回 归 方 程 为 A=3.61 ×

103C1.01×105(r=1.000)。 
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2.6  仪器精密度试验  

在流动相 A 下，取供试品溶液 20 μL 进样，

重复测定 6次，阿洛西林钠中高聚物峰面积的 RSD

为 2.5%，表明仪器精密度良好。 

2.7  F 值测定的重复性考察 

在流动相 B 下，计算线性溶液(2.04，1.02，

0.408 mg·mL1)15 次进样的响应因子 F(阿洛西林

钠对照品取样量与其峰面积的比值)的平均值为

1.19×106，RSD 为 1.3%。在流动相 B 下，分别

计算线性溶液(2.04，1.02，0.408 mg·mL1)在 7 d

内的响应因子 F 的平均值为 1.17×106，RSD 为

1.6%。 

2.8  样品的测定 

另取供试品溶液20 μL，注入液相色谱仪，以

A为流动相进行测定，记录色谱图，见图1A，取阿

洛西林钠对照品溶液20 μL，注入液相色谱仪，以

B为流动相进行测定，记录色谱图，见图1B。按标

准曲线法计算，结果见表1。 

表 1  注射用阿洛西林钠聚合物测定结果(n=3) 

Tab 1  The results of assay in high polymers in azlocillin 

sodium for injection(n=3) 

批号 聚合物含量/% 

07031001 0.37 

08121404 0.35 

09051096 0.35 

3  讨论 

3.1  检测依据及原理的探讨 

药典等质量标准中对高聚物的控制一般为限

度控制，即并非一定要求出高聚物的绝对含量。

通常面积归一化法既能准确求出高聚物的相对含

量，又可省去利用高聚物标准品所带来的种种不

便。但由于高聚物一般含量较低，测定时为保证

高聚物被检出，一般进样量较大，故使得药品本

身的峰十分宽大，一般积分仪无法准确积分，限

制了面积归一化法的应用。本试验采用的自身对

照外标法集外标法和面积归一法的优点为一体，

既不需专门的标准品，又可像外标法一样准确地

对高聚物进行定量。 

在 Sephadex G-10凝胶色谱系统中，由于

Sephadex G-10的排阻分子量仅为700 Da，因此，

除部分寡聚物外，β-内酰胺类抗生素中的高分子聚

合物在色谱过程中均不保留；即其Kav=0。在特定

条件下(如以纯水为流动相)，β-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；此时在Sephadex G-10凝胶色谱系统

中和高聚物具有相似的色谱行为，即在Kav=0处表

现为单一的色谱峰。利用此原理，在Sephadex G-10

凝胶色谱系统中，以药物自身为对照品，测定其

在特定条件下缔合时的峰响应指标；再改变色谱

条件，测定样品中的高聚物和药物分离后在Kav=0

处的峰响应指标；按外标法计算，即得药品中的

高聚物相当于药品本身的相对含量。 

3.2  流动相A的选择 

药物分子和凝胶间的相互作用受色谱条件如

流动相的组成、浓度等因素的影响，故通过改变

色谱条件可调节药物分子和凝胶介质间的相互作

用，进而调节高聚物和药物分子间的分离度。考

察了流动相A中磷酸盐的浓度，分别采用0.05，

0.10，0.20 mol·L1的磷酸二氢钾水溶液作为流动相

A。当磷酸二氢钾浓度为0.05 mol·L1时，高聚物峰

与阿洛西林钠峰不能完全分离；浓度为 0.10 

mol·L1时，高聚物峰与阿洛西林钠峰分离度大于

1.5；当磷酸二氢钾浓度为0.20 mol·L1时，高聚物

峰与阿洛西林钠峰虽然分离良好，但分析时间长

达2 h，综合考虑， 终选择磷酸二氢钾的浓度为

0.10 mol·L1。 

3.3  葡聚糖凝胶的非特异性吸附问题 

葡聚糖凝胶和β-内酰胺类抗生素存在一定的

相互作用，本试验发现在进样70针后，样品溶液

中高聚物峰峰形异常，可能是Sephedex G-10对阿

洛西林钠等的吸附作用使高聚物产生2次保留，从

而使高聚物的检测受到干扰。在使用含0.1 mol·L1

氢氧化钠和0.1 mol·L1氯化钠的溶液20~50倍柱体

积冲洗凝胶柱后，用水冲洗至中性，可改善上述2

次保留的情况。 

按本法对阿洛西林钠中高聚物进行分析，试

验结果满足中国药典对高聚物检测的有关要求，

方法灵敏、准确、简便，可用于注射用阿洛西林

钠的质量控制。 
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石墨炉原子吸收法测定盐酸伐昔洛韦中钯的残留量 
 

陈超，俞辉(浙江省食品药品检验所，杭州 310004) 

 
摘要：目的  建立盐酸伐昔洛韦中钯残留量的测定方法。方法  采用微波消解系统消解样品，石墨炉原子吸收分光光度

法测定盐酸伐昔洛韦中钯的残留量。结果  钯在浓度 1.0~30.0 µg·L1 内呈良好线性关系(r=0.999 5)。检出限为 0.20 µg·L1，

定量限为 0.95 µg·L1，特征浓度(灵敏度)为 0.57 µg·L1，平均回收率为 101.69%。结论  采用本法测定盐酸伐昔洛韦中钯

的残留量灵敏、准确、可靠，为药品质量控制提供依据。 

关键词：石墨炉原子吸收分光光度法；钯；盐酸伐昔洛韦 
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Palladium Residues Determination in Valaciclovir Hydrochloride by Graphite Furnace Atomic Absorption 
Spectrometry 
 
CHEN Chao, YU Hui(Zhejiang Insititute for Food and Drug Control, Hangzhou 310004, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the determination of Pd in valaciclovir hydrochloride. METHODS  
Appling microwave degrading system to deteriorate sample, use a graphite furnace atomic absorption spectrometry (AAS) 
method to determine Pd residues in valaciclovir hydrochloride. RESULTS  It showed a good linear relationship within the 

concentration range of 1.030.0 µg·L1(r=0.999 5). The LOD and LOQ were 0.20 µg·L1 and 0.95 µg·L1, respectively. The 

characteristic concentration (sensitivity) was 0.57 µg·L1 and the average recovery was 101.69%. CONCLUSION  This method 

is sensitive, accurate and reliable to control the residues of Pd in valaciclovir hydrochloride, providing the basis for drug quality 
control. 
KEY WORDS: graphite furnace atomic absorption spectrometry; palladium; valaciclovir hydrochloride 

 

EMEA/CHMP 颁布了金属催化剂或金属试剂

残留量限度规定的指导文件[1]，于 2008 年 9 月 1

日正式实施。在原辅料合成中可能用到金属催化

剂或金属试剂，这些金属可能在原料药中残留，

它们可能以 初形式存在，也可能由于后续化学

过程以其他形式存在。原辅料中残留的金属会进

一步带入到制剂中。这些残留的金属通常不具有

治疗作用，基于安全性和质控的需要进行严格控

制。钯属于指导文件中第 1 类金属 A 亚组(第 1 类

金属具有显著安全性担忧，共 10 种金属，具有已

知的或怀疑的人体致癌性，或者具有其他显著的

毒性；A 亚组包括 2 种金属：Pt、Pd)，如残留量

过高，会对心脏、肝肾造成损害，并产生溶血[2]。

口服药物残留限度为 10 mg·L1，静脉注射药物残

留限度为 1 mg·L1。 

盐酸伐昔洛韦原料药在生产过程中常用钯/碳
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