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与典型的构象异构色谱行为一致。 
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分子排阻色谱法测定注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠中的高分子聚合物 
 

阮昊 1，陈丹丹 1，金银秀 2，陈悦 1*
(1.浙江省食品药品检验研究院，杭州 310004；2.台州职业技术学院，浙江 台州 318000) 

 
摘要：目的  建立注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠中高分子聚合物的测定方法。方法  采用 Sephadex G-10 凝胶色谱柱(15.0 

mm×300 mm)，以 pH 7.0 的 0.05 mol·L1 磷酸盐缓冲液[0.05 mol·L1 磷酸氢二钠溶液-0.05 mol·L1 磷酸二氢钠溶液(61∶39)]

为流动相 A，以水为流动相 B，流速为 1.2 mL·min1，检测波长为 254 nm。结果  头孢哌酮高分子聚合物与头孢哌酮药

物单体能较好分离，头孢哌酮自身对照的线性范围为 5.01~250.71 μg·mL1(r=0.999 9)；在 10.13~30.24 mg·mL1 内，供试

品溶液浓度与聚合物峰面积呈良好线性关系(r=0.999 9)；定量限为 0.14 μg；方法精密度良好(RSD=0.50%，n=5)；样品测

定重复性与重现性好(RSD=0.82%，n=5；RSD=3.4%，n=3)。结论  所建方法操作简便、结果可靠，可用于注射用头孢哌

酮钠舒巴坦钠中高分子聚合物的检测。 
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Determination of High Molecular Polymers in Cefoperazone Sodium and Sulbactam Sodium for 
Injection by Molecular Exclusion Chromatography 
 
RUAN Hao1, CHEN Dandan1, JIN Yinxiu2, CHEN Yue1*(1.Zhejiang Institute for Food and Drug Control, Hangzhou 

310004, China; 2.Taizhou Vocational and Technical College, Taizhou 318000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the determination of high molecular polymers in cefoperazone sodium 
and sulbactam sodium for injection. METHODS  Chromatographic analysis was performed on Sephadex G-10 column(15.0 

mm×300 mm), 0.05 mol·L1 phosphate buffer (pH 7.0) as the mobile phase A, and super pure water as the mobile phase B. The 

flow rate was 1.2 mL·min1 and the detection wavelength was 254 nm. RESULTS  High molecular polymers in cefoperazone 

was separated completely from cefoperazone. The linear range of cefoperazone was 5.01250.71 μg·mL1(r=0.999 9). The linear 

range of the substances examined was 10.1330.24 mg·mL1(r=0.999 9). The limit of quantification was 0.14 μg. The RSD for 
replicate injections of reference solution was 0.50%(n=5), the repetitiveness and the reproducibility were fine, the RSDs were 
0.82%(n=5) and 3.4%(n=3), respectively. CONCLUSION  The method is simple, rapid and reliable. It is applicable for the 
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quality control of cefoperazone sodium and sulbactam sodium for injection. 
KEY WORDS: cefoperazone sodium and sulbactam sodium; high molecular polymers; molecular exclusion chromatography 

 

注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠为头孢哌酮钠与

舒巴坦钠的无菌注射用复合制剂。舒巴坦为广谱

酶抑制剂，同时具有较弱的抗菌活性，对金黄色

葡萄球菌及多数革兰氏阴性杆菌产生的β-内酰胺

酶具有强大的不可逆抑制作用，但对某些革兰氏

阴性杆菌染色体介导的 β-内酰胺酶无活性。头孢

哌酮是第 3 代头孢菌素，对 β-内酰胺酶的稳定性

较差。二者联合，不但对革兰氏阴性杆菌显示出

明显的协同抗菌活性，而且联合后的抗菌作用是

单独头孢哌酮的 4 倍。本品适用于对头孢哌酮耐

药但对本品敏感的大肠埃希氏菌、柠檬酸杆菌属、

克雷伯菌属、肠杆菌属、沙雷菌属、变形杆菌属

等所致的感染[1]。 

注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠在临床上所致

的不良反应中，发生率高且最严重的为过敏性

休克 [2]。多年来的研究证明，在 β-内酰胺类抗菌

药物所致的速发型过敏反应中，药物分子本身只

是半抗原，药物中存在的高分子聚合物才是引发

速发型过敏反应[3]的主要原因。因此严格控制抗菌

药物中高分子聚合物的含量在临床安全性上有着

重要的意义。中国药典采用 Sephadex G-10 凝胶色

谱自身对照法检测高分子聚合物的含量，2010 年

版采用的色谱柱内径为 1.0~1.4 cm，柱长为 30~40 

cm，与旧版药典相比，柱床体积变小，减少了分

析时长，而且样品测定时不用加大流速，在恒定

流速下 1 h 内能完成样品分析。药典通过在样品中

加入一定量的蓝色葡聚糖 2000，制成含一定浓度

蓝色葡聚糖 2000 的样品混合溶液来进行分离度试

验考察，并要求高分子聚合物与药物单体间的分

离度达到要求，以保证分析结果的准确可靠
[4]Appendix 37。在水中，头孢哌酮钠由于分子间的氢

键、静电相互作用、疏水相互作用等可以形成缔

合物[5]，与高分子聚合物具有相似的色谱行为，因

此可以采用药物自身为对照品，按外标法计算注

射用制剂中高分子聚合物相对于药品本身的百分

含量。 

1  仪器与试药 

Ultimate 3000 型高效液相色谱仪(美国戴安，

配备可变波长紫外检测器)；色谱柱为 Sephadex 

G-10 填充柱(15.0 mm×300 mm，大连依利特分析

仪器有限公司)。头孢哌酮对照品(中国食品药品检

定研究院，批号：130420-200304，标示含量：96.5%)；

注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠[大连辉瑞制药有限公

司，规格：1.0 g(1∶1)，批号：1139120]；磷酸二

氢钠、磷酸氢二钠、蓝色葡聚糖 2000 均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  色谱分析条件 

用 Sephadex G-10 预填装凝胶色谱柱，以 pH 

7.0的 0.05 mol·L1磷酸盐缓冲液[0.05 mol·L1磷酸

氢二钠溶液∶0.05 mol·L1磷酸二氢钠溶液(61∶39)]

为流动相 A，以水为流动相 B，流速为 1.2 mL·min1，

检测波长为 254 nm。量取 0.2 mg·mL1 蓝色葡聚糖

2000 溶液 100 μL，注入液相色谱仪，分别以流动

相 A、B 进行测定，理论板数按蓝色葡聚糖 2000

峰计算，在流动相 A 与 B 中理论板数及拖尾因子

均符合要求(理论板数分别为 934，891，均>700；

拖尾因子分别为 1.03，1.07，均<2.0)，结果见图 1 和

图 2。 

 
图 1  蓝色葡聚糖 2000 在流动相 A 中的色谱图 

Fig 1  Chromatogram of dextran blue 2000 in mobile phase A 

 
图 2  蓝色葡聚糖 2000 在流动相 B 中的色谱图 

Fig 2  Chromatogram of dextran blue 2000 in mobile phase B 

2.2  分离度试验   

根据中国药典[4]二部附录ⅤH 分子排阻色谱

法规定，检查高分子聚合物时，某些药物分子单

体与其聚合体不能达到基线分离时，其分离度计

算公式为 R=高聚体的峰高/单体与高聚体之间的

谷高。由于高分子聚合物的对照品不易获得，而

样品中的高聚物又极少，故在配制分离度溶液时，

适当加入蓝色葡聚糖 2000，使聚合物峰增大，一
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般蓝色葡聚糖 2000 的加入量是使聚合物峰面积达

到规定限度的 1~2 倍。 

称取本品适量(相当于头孢哌酮约 0.1 g)，置

10 mL 量瓶中，用 0.2 mg·mL-1 的蓝色葡聚糖溶液

溶解并稀释至刻度，摇匀，进样 100 μL，用流动

相 A 进行测定，对记录的色谱图进行分析，结果

分离度为 2，结果见图 3。 

 
图 3  分离度试验色谱图 

Fig 3  Chromatogram of resolution test 

2.3  溶液的配制 

2.3.1  对照品溶液  取头孢哌酮钠对照品适量，

精密称定，加水溶解并定量稀释制成每 1 mL 中含

头孢哌酮 25 μg 的溶液，以流动相 B 进样测定，

见图 4。 

 
图 4  头孢哌酮钠对照品在流动相 B 中的色谱图 

Fig 4  Chromatogram of reference standard of cefoperazone 
sodium in mobile phase B 

2.3.2  供试品溶液  取本品适量(相当于头孢哌酮

约 0.1 g)，精密称定，置 10 mL 量瓶中，加水适量

振摇使溶解后，用水稀释至刻度，摇匀，以流动

相 A 立即进样测定，见图 5。在流动相 A 中测得

的高聚物峰面积除以在流动相 B 中测得的头孢哌

酮钠对照溶液峰面积，再乘以对照品浓度，即得

供试品溶液中高分子聚合物的浓度。 

2.4  专属性试验   

由图 1 可知蓝色葡聚糖 2000 溶液试验的流出

时间，其 Kav=0。在上述规定的色谱条件下，在

Kav=0 时，样品中有一峰流出(tR 为 6.5 min)，至

8 min 后药物单体开始流出(图 5)，且分离度符合 

 
图 5  供试品聚合物检查的色谱图(流动相 A) 
1高分子聚合物；2头孢哌酮钠(或和舒巴坦钠)药物单体 

Fig 5  Chromatogram of high molecular polymers in 
cefoperazone sodium and sulbactam sodium for injection in 
mobile phase A 
1high molecular polymers; 2cefoperazone sodium or / and sulbactam 
sodium 

要求。故确认 tR 为 6.5 min 时的峰即为聚合物峰。

取头孢哌酮钠原料药和舒巴坦钠原料药各约 0.1 g，

置 10 mL 量瓶中，加水稀释至刻度。以流动相 A

为流动相，各取 100 μL 注入液相色谱仪，结果见

图 6。可知注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠中聚合物主

要由头孢哌酮钠产生，舒巴坦钠无干扰，故计算聚

合物含量时以复方制剂中含头孢哌酮钠量计算。 

 
图 6  头孢哌酮钠(A)和舒巴坦钠(B)在流动相A中的色谱图 

Fig 6  Chromatogram of cefoperazone sodium (A) and 
sulbactam sodium (B) in mobile phase A 

2.5  对照溶液的线性关系 

精密称取头孢哌酮对照品 12.99 mg，置 50 mL

量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀。用水逐步定量

稀释制成头孢哌酮浓度为 5.01，12.54，25.07，

50.14，125.35 和 250.71 μg·mL1 的溶液，分别按

“2.1”项下色谱条件以流动相 B 进行测定。以对

照品浓度 C(μg·mL1)为横坐标，峰面积 A 为纵坐

标，进行线性回归，得回归方程 A=1.778 2C+3.378 8，

r=0.999 9，表明在 5.01~250.71 μg·mL1内(进样 100 

μL)，对照溶液浓度与测得的峰面积呈良好的线性

关系。 

2.6  定量限与检测限 

精密量取“2.5”项下 5.014 μg·mL1 的溶液
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3 mL，置 10 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，按“2.1”

项下色谱条件以流动相 B 进行测定，进样 100 μL，

记录色谱图，并对色谱系统基线噪音进行检测，

结果测得本法的检测限为 0.043 μg(S/N=3)，定量

限为 0.14 μg(S/N=10)。 

2.7  精密度试验 

精密称取头孢哌酮对照品 26.99 mg，置

100 mL 量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，

再精密稀释 10 倍后，精密量取 100 μL 注入液相色

谱仪，按“2.1”项下色谱条件，以流动相 B 为流

动相进行测定。连续进样 5 次，记录色谱图，结

果峰面积的 RSD 为 0.50%，<5.0%，表明精密度良

好。 

2.8  重复性试验 

取大连辉瑞制药有限公司 1139120 批次注射

用头孢哌酮钠舒巴坦钠(1∶1)样品，精密称取 5份，

各约 0.2 g，分别置 10 mL 量瓶中，用水溶解并稀

释至刻度，摇匀，作为供试品溶液；另取精密度

试验溶液作为对照溶液。按“2.1”项下色谱条件

测定，分别精密量取 100 μL，注入液相色谱仪，

记录色谱图。样品所含头孢哌酮聚合物以头孢哌

酮计，分别为 0.237%，0.241%，0.241%，0.238%，

0.240%，RSD=0.82%(n=5)，表明本法重复性良好。 

2.9  重现性试验   

取大连辉瑞 1139120 批次样品，在不同试验

日按“2.8”项下方法共测定 3 次，结果分别为

0.228%，0.239%，0.244%，RSD=3.4%(n=3)，表

明本法重现性良好。 

2.10  样品取样量对聚合物测定结果的相关性考察 

取大连辉瑞 1139120 批样品，分别取样 450，

300，150 mg，置 3 只 15 mL 量瓶中，按“2.1”项

下色谱条件以流动相 A 进行测定。以供试品浓度

C(mg·mL1)为横坐标，高分子聚合物峰面积 A 为

纵坐标，进行线性回归，回归方程 A=2.192 

1C+0.364，r=0.999 9，表明供试品溶液浓度在

10.13~30.24 mg·mL1 内(进样 100 μL)与测得的高

分子聚合物峰面积呈良好的线性关系。 

2.11  样品的聚合物测定 

按“2.3.1”和“2.3.2”项下方法及“2.1”项

下色谱条件，取国内 54 个生产厂家各 1 批样品进

行聚合物测定，其中 1∶1 配比有 46 批，2∶1 配

比有 8 批，见表 1。 

表 1   样品中高分子聚合物测定结果 

Tab 1  Results of high molecular polymers in cefoperazone 
sodium and sulbactam sodium for injection 

生产厂家 规格 批号 聚合物含量/%

1 1.0 g(1∶1) 12110023 0.27 

2 1.0 g(1∶1) 158101209 0.24 

3 1.0 g(1∶1) 100801 0.20 

4 1.0 g(1∶1) 101202 0.34 

5 2.0 g(1∶1) 1101003 0.32 

6 2.0 g(1∶1) 1101281 0.23 

7 1.0 g(1∶1) 0060327BO 0.49 

8 1.0 g(1∶1) 12101104 0.19 

9 1.0 g(1∶1) 100610025 0.25 

10 1.5 g(2∶1) F20110203 0.34 

11 1.0 g(1∶1) 101009 0.31 

12 1.0 g(1∶1) 100902 0.23 

13 3.0 g(1∶1) 100701 0.21 

14 1.5 g(1∶1) 2010053301 0.25 

15 2.0 g(1∶1) 11022024 0.27 

16 1.0 g(1∶1) 110101 0.37 

17 1.0 g(1∶1) B100100417 0.29 

18 1.0 g (1∶1) 10093002 0.38 

19 1.0 g(1∶1) 411003 0.19 

20 1.5 g(2∶1) CJ6110401 0.19 

21 1.0 g(1∶1) 20100402 0.28 

22 1.0 g(1∶1) 101201 0.26 

23 3.0 g(1∶1) 101209 0.24 

24 1.0 g(1∶1) 1010032 0.32 

25 1.0 g(1∶1) 20110301 0.31 

26 1.0 g(1∶1) C011007121 0.18 

27 1.5 g(2∶1) 201101006 0.18 

28 1.5 g(2∶1) 10022601 0.26 

29 1.0 g(1∶1) 110204-1 0.32 

30 0.75 g(2∶1) 1006011 0.45 

31 1.5 g(2∶1) 20110302 0.22 

32 1.0 g(1∶1) 110101 0.23 

33 1.0 g(1∶1) 812101104 0.24 

34 1.0 g(1∶1) 110102 0.34 

35 1.5 g(2∶1) 110107 0.37 

36 1.0 g(1∶1) 1011006 0.42 

37 1.0 g(1∶1) LE110403 0.32 

38 1.5 g(2∶1) 1101061 0.34 

39 1.0 g(1∶1) 101212 0.27 

40 2.0 g(1∶1) 110501 0.39 

41 2.0 g(1∶1) 20110201 0.33 

42 1.0 g(1∶1) 110301 0.34 

43 1.0 g(1∶1) E1104033 0.24 

44 1.0 g(1∶1) 110123012 0.21 

45 1.0 g(1∶1) 1101183 0.27 

46 1.0 g(1∶1) 1101115 0.36 

47 2.0 g(1∶1) 11011504 0.25 

48 1.0 g(1∶1) 10121621 0.20 

49 1.0 g(1∶1) 110504 0.31 

50 2.0 g(1∶1) 20100707 0.28 

51 1.0 g(1∶1) 110502 0.27 

52 2.0 g(1∶1) 110401 0.22 

53 2.0 g(1∶1) 20110604 0.19 

54 1.0 g(1∶1) 1139120 0.24 
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3  讨论  

3.1  色谱条件优化 

采用 15.0 mm×400 mm 和 15.0 mm×300 mm

的 Sephadex G-10 凝胶色谱柱分离，结果在 2 种长

度的色谱柱上都能获得良好分离，但因 400 mm 长

度柱分析时间长，流速高时柱压高、易冲塌柱内

空间结构，故选择 300 mm 短柱。流动相的种类和

浓度可以改变溶质的色谱行为和分离效果[6]，故分

别采用 pH 7.0 的 0.1，0.05，0.025 mol·L1 磷酸盐

缓冲液为流动相 A(流速为 1.2 mL·min1 和 1.0 

mL·min1)，结果发现采用 pH 7.0 的 0.05 mol·L1

磷酸盐缓冲液作为流动相 A(流速为 1.2 mL·min1)可

在较短分析时间内获得良好分离。 

3.2  结果统计分析 

3.2.1  直观分析  将“2.11”项下测得的 54 个数

值分布作成散点图，见图 7。可见 2 种配比产品的

数值分布无明显差异。其中，测定值最高的为厂

家 7 的 0.49%，最低的为厂家 26 和厂家 27 的

0.18%，均明显低于中国药典 2010 年版中注射用

头孢哌酮钠标准的限度 0.8%[4]203，但有 3 个厂家

的测定值高于头孢哌酮钠原料药质控限度

0.4%[4]202，分别为 0.42%，0.45%和 0.49%。 

 
图 7  54 批次样品聚合物测定结果的散点分布图 

Fig 7  Scatter diagram of the content of high molecular 
polymers of the 54 batches of samples 

将其数值分布作成直方图，见图 8。可基本判

断本品 2 个配比共 54 批次样品的测定结果基本呈

正态分布，均值为 0.28%。 

3.2.2  相关性分析  为临床应用安全计，有必要

着重关注聚合物测定结果和其他因素的相关性。

通过将 54 批次样品的水分、规格、复方配比、杂

质 A、杂质 C、杂质总量检查结果和聚合物测定结

果进行多因素相关分析，此 54 批数据仅表明聚合

物与水分、规格、配比及杂质总量均无显著性相 

 
图 8  54 批次样品聚合物测得值的直方图 

Fig 8  Histogram of high molecular polymers content in 54 
batches samples 

关，仅与杂质 C 的量在 0.05 水平上存在相关性，

表明样品中聚合物的产生可能与杂质 C 的产生有

关联性，但水分、规格及配比的组成并不会影响

本品中聚合物量。 

4  结论 

本实验建立的注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠高

分子聚合物检测方法快速、准确、重现性好，对

于保证药品质量和用药安全均具有重要意义。 
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