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高效分子排阻色谱法测定头孢克肟颗粒中聚合物的含量 
   
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摘要：目的  建立高效分子排阻色谱法(HPSEC)测定头孢克肟颗粒中高分子聚合物的方法。方法  采用 HPLC，色谱柱为

TSKgel G2000 SWXL(7.8 mm×300 mm，5 μm)，以磷酸盐缓冲液-乙腈(95∶5)为流动相，流速为 0.6 mL·min1，柱温为 20 ℃，

检测波长为 254 nm，进样体积为 20 μL。结果  高分子聚合物峰与头孢克肟峰能有效分离，辅料无干扰，头孢克肟主峰

的线性范围为 0.153~20.635 μg·mL1(r=0.999 9)，检测限为 0.05 μg·mL1，定量限为 0.15 μg·mL1；方法中样品测定的重复

性(RSD=0.5%)与精密度(RSD=1.4%)良好；供试品溶液和对照品溶液，25 ℃条件下 24 h 保持稳定。微调方法中的流速、

柱温和流动相比例，对检测结果无影响。结论  此方法简便，耐用性好，灵敏度高，重复性好，可用于头孢克肟颗粒中

高分子聚合物的含量检测。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a high performance size exclusion chromatography(HPSEC) method for the 
determination of the polymers in cefixime granules. METHODS  HPLC was used by using TSKgel G2000 SWXL(7.8 mm× 
300 mm, 5 μm). The mobile phase was phosphate buffer-acetonitrile(95∶5). The flow rate was 0.6 mL·min1, the column 
temperature was 20 ℃, the detection wavelength was 254 nm, the injection volume was 20 μL. RESULTS  The polymers 
could be separated from cefixime well. The accessories made no interference. The linear of cefixime was within 0.153 
20.635 μg·mL1(r=0.999 9). The limit of detection was 0.05 μg·mL1, and the limit of quantification was 0.15 μg·mL1. The 
repeatability(RSD=0.5%) and intermediate precision(RSD=1.4%) were fine. The sample solution and reference solution were 
stable at 25 ℃ within 24 h. The robustness was well, when the flow rate, column temperature and mobile phase ratio were 
adjusted slightly, the result would not be affected. CONCLUSION  This method is simple, robust, sensitive and repeatable. It 
can be used for quality control of the polymers in cefixime granules. 
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头孢克肟为首个第三代口服头孢菌素，对部

分革兰氏阳性菌及阴性菌均具有活性，为广谱抗

菌药物。临床上适用于革兰氏阳性菌中的链球菌

(肠球菌除外)、肺炎球菌，革兰氏阴性菌中的淋球

菌、布兰汉氏菌、大肠杆菌、克霉伯氏菌、沙霉

氏菌、变形杆菌属、流感杆菌等引起的细菌感染

性疾病[1]。头孢克肟对各种细菌产生的 β-内酰胺酶

具有极强的稳定性，对产生 β-内酰胺酶细菌显示

优越的抗菌力。其作用机制为阻止细菌细胞壁的

合成，作用点因菌种而异，与青霉素结合蛋白中

的 1(1a，1b，1c)以及 3 有较高亲和性[2]。 

头孢克肟于 1987 年由日本藤泽药品工业株式

会社首先研发成功，上市产品剂型包括胶囊剂

(Cefspan® Capsules 50 mg 和 100 mg)和细粒剂

(Cefspan® Fine Granules 50mg)。其中细粒剂于

1987 年 6 月在日本首次获批上市。 
大量研究表明，头孢类抗菌药物所产生的速

发型过敏反应与药物的聚合物含量有关，而非药

物本身[3]。头孢克肟颗粒临床使用方式为冲服，且

用药人群中包括儿童，所以关注其过敏反应相关

的安全性风险非常重要。目前中国药典、欧洲药

典、美国药典等均有收载头孢克肟及其相关剂型
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的质量标准，但其中皆未建立聚合物的检查方法，

也未见相关文献报道。本研究参考相关产品的聚

合物研究方法[4-7]，采用高效分子排阻色谱法，建

立头孢克肟颗粒中聚合物的检查分析方法，进一

步完善该品种的质量控制。 
1  仪器与材料 

1260 型高效液相色谱仪(配有紫外检测器，美

国 Agilent 公司)；AL204 型电子天平(瑞士 Mettler 
Toledo 公司)。 

头孢克肟对照品(中国食品药品检定研究院，

批号：130503-201706；含量：89.2%)；头孢克肟

颗粒[国药集团致君(深圳)制药有限公司，批号：

180301，180302，180303，180501，180502，180503]；
头孢克肟原料药(浙江普洛得邦制药有限公司，批

号：PL0301，PL0302，PL0303，PL0501，PL0502，
PL0503)；甲醇、乙腈为色谱纯；其他试剂均为分

析纯，各种溶液配制用水为超纯水。 
2  方法与结果 
2.1  测定方法 
2.1.1  色谱条件   采用 TSKgel G2000 SWXL 

(7.8 mm×300 mm，5 μm)为色谱柱；以磷酸盐缓冲

液(取 0.25 g 无水磷酸氢二钠和 0.51 g 二水合磷酸

二氢钠，加水 1 000 mL 溶解，摇匀)-乙腈(95∶5)
为流动相；流速为 0.6 mL·min1；柱温为 20 ℃；

检测波长为 254 nm；进样体积为 20 μL。 
2.1.2  系统适用性试验  精密称取头孢克肟对照

品适量(约相当于头孢克肟，按 C16H15N5O7S2 计

25 mg)，置 50 mL 量瓶中。加 2 mL 甲醇溶解，并

用磷酸盐缓冲液稀释至刻度，摇匀，作为系统适

用性溶液。精密量取 20 μL 注入液相色谱仪，记录

色谱图，头孢克肟主峰与其前相邻聚合物峰间的

分离度应≥1.5。另取系统适用性溶液 1 mL，用磷

酸盐缓冲液定量稀释制成每1 mL中约含5 μg的溶

液，作为对照品溶液，精密量取 20 μL 注入液相色

谱仪，连续进样 5 次，记录色谱图，主峰峰面积

的 RSD≤2.0%。实验结果显示 5 针对照品溶液头

孢克肟峰面积分别为 5 718 287，5 716 662，5 704 
389，5 700 959，5 700 837，RSD 为 0.2%，符合

系统适用性要求。 
2.1.3  供试品溶液的制备  将头孢克肟颗粒内容

物倾出，研细，精密称取细粉适量(约相当于头孢

克肟，按 C16H15N5O7S2 计 50 mg)，置 100 mL 量瓶

中。加 5 mL 甲醇溶解，并用磷酸盐缓冲液稀释至

刻度，滤过，取续滤液。 
2.1.4  样品测定及计算方法  精密量取供试品溶

液和对照品溶液各 20 μL 注入液相色谱仪，记录色

谱图。将头孢克肟峰前的杂质峰计为聚合物峰，

按外标法计算其百分含量。聚合物含量(%)=对照

品溶液校正因子×(聚合物峰面积 /头孢克肟浓

度)×100%。 
2.2  方法学验证 
2.2.1  专属性试验 
2.2.1.1  溶剂及辅料的干扰试验  取供试品溶液、

空白辅料溶液和稀释剂(磷酸盐缓冲液)，分别按

“2.1.1”项下色谱条件进行测定，见图 1。结果表

明，聚合物峰与头孢克肟主峰能有效分离，稀释剂

与辅料对头孢克肟颗粒的聚合物测定无干扰影响。 

 
图 1  专属性高效液相色谱图 
Fig. 1  Specificity HPLC chromatograms 

2.2.1.2  强制降解试验  取头孢克肟颗粒样品(批
号：180502)进行酸、碱、热和氧化等强降解试验，

结果表明头孢克肟聚合物对碱、热、氧化、强光

和高湿等条件比较敏感。 
①供试品溶液强制降解试验 
酸破坏试验：取本品溶液，加 5 mol·L1 的盐

酸溶液 1 mL 室温放置 15 min，用 5 mol·L1 氢氧

化钠溶液中和后进行聚合物检测。结果显示，头

孢克肟主峰与相邻聚合物峰的分离度为 1.7，聚合

物含量为 0.7%。 
碱破坏试验：取本品溶液，加 5 mol·L1 氢氧

化钠溶液 0.5 mL 室温放置 10 min，用 5 mol·L1

盐酸液中和后进行聚合物检测。结果显示，头孢

克肟主峰与相邻聚合物峰的分离度为 2.0，聚合物

含量为 2.7%。 
热破坏试验：取本品溶液，置 90 ℃水浴中加

热 2 h，取出冷却后进行聚合物检测。结果显示，

头孢克肟主峰与相邻聚合物峰的分离度为 3.1，聚
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合物含量为 1.2%。 
氧化破坏试验：取本品溶液，加 30%过氧化

氢溶液 2 mL 室温放置 4 h，进行聚合物测定。结

果显示，头孢克肟主峰与相邻聚合物峰的分离度

为 2.8，聚合物含量为 1.5%。 
强 光 照 射 破 坏 ： 取 本 品 溶 液 ， 置 照 度

(4 500±500)lx 的条件下放置 24 h 后进行聚合物测

定。结果显示，头孢克肟主峰与相邻聚合物峰的

分离度为 3.2，聚合物含量为 1.2%。 
②供试品固体强制降解试验 
高温破坏试验：取本品置表面皿中，摊成≤

5 mm 厚的薄层，在 60 ℃条件下放置 10 d 进行聚

合物检测。结果显示，头孢克肟主峰与相邻聚合

物峰的分离度为 3.2，聚合物含量为 1.7%。 
高湿破坏试验：取本品置表面皿中，摊成≤

5 mm 厚的薄层，在 92.5%相对湿度条件下放置 10 
d 进行聚合物检测。结果显示，头孢克肟主峰与相

邻聚合物峰的分离度为 3.2，聚合物含量为 3.5%。 
强光照射破坏试验：取本品置表面皿中，摊

成≤5 mm 厚的薄层，在照度(4 500±500)lx 的条件

下放置 10 d 进行聚合物检测。结果显示，头孢克

肟主峰与相邻聚合物峰的分离度为 3.1，聚合物含

量为 1.2%。 
2.2.2  线性关系   精密称取头孢克肟对照品适

量，加少量甲醇溶解后，用磷酸盐缓冲液溶解并

稀释制成每 1 mL 中约含头孢克肟分别为 0.15，
0.5，1.0，5.0，10.0，20.0 μg 的系列溶液，按“2.1.1”
项下色谱条件进行测定。以头孢克肟的峰面积(y)
为纵坐标，对照品溶液浓度(x，μg·mL1)为横坐标，

进行线性回归，得线性方程为 y=138 013x82，相

关系数 r=0.999 9。结果表明，本方法线性关系良好。 
2.2.3  检测限、定量限  精密称取头孢克肟对照

品适量，加少量甲醇溶解后，用磷酸盐缓冲液逐

级稀释，采用信噪比法，以信噪比≥3∶1 相应的

浓度确定为检测限浓度；以信噪比≥10∶1 相应的

浓度确定为定量限浓度。结果测得检测限为

0.05 μg·mL1，定量限为 0.15 μg·mL1。 
2.2.4  重复性试验  取头孢克肟颗粒样品(批号：

180502)，按“2.1.3”项下方法配制 6 份供试品溶

液。按“2.1.1”项下色谱条件进行聚合物含量测

定。聚合物含量分别为 0.96%，0.97%，0.97%，

0.96%，0.96%，0.97%，RSD 为 0.5%(n=6)。结果

表明本方法的重复性良好。 

2.2.5  精密度试验  由不同的试验人员，使用不

同液相色谱仪，于不同日期，按“2.1.3”项下方

法配制 6 份供试品溶液。按“2.1.1”项下色谱条

件进行聚合物含量测定。聚合物含量分别为

0.96%，0.97%，0.96%，1.00%，0.99%，0.97%。

“2.2.4”与“2.2.5”中，12 份样品的聚合物含量 RSD 
(n=12)为 1.4%。结果表明本方法的精密度良好。 
2.2.6  溶液稳定性试验  按“2.1”项下方法分别

配制供试品溶液和对照品溶液，在 25 ℃下放置

24 h。分别于 0，2，4，6，8，10，12，14，16，
18，20，24 h 进样，考察供试品溶液中聚合物峰

面积和对照品溶液中主峰面积的变化情况。结果

表明，供试品溶液聚合物峰面积基本无变化，即供

试品溶液该条件下保持稳定；对照品溶液主峰面积

基本无变化，即对照品溶液该条件下保持稳定。 
2.2.7  耐用性试验  分别对样品研磨时间和色谱

条件中流速、柱温、流动相比例进行微小调整，

考察本方法的耐用性。结果表明，上述样品研磨

时间及色谱条件的微小调整，不影响系统适用性

和聚合物检测结果，本方法的耐用性良好。 
2.2.7.1  样品研磨时间耐用性  分别对头孢克肟

颗粒不研磨、研磨 1 min、研磨 3 min、研磨 5 min、
研磨 10 min 的样品进行聚合物含量测定，考察样

品研磨时间耐用性。样品聚合物检测结果分别为

0.87%，0.84%，0.81%，0.85%，0.84%，结果表明

研磨 10 min 内对聚合物结果无影响。 
2.2.7.2  色谱条件耐用性  流速考察：分别采用

0.5，0.6，0.7 mL·min1 的流速，对头孢克肟颗粒

样品进行聚合物含量测定，考察流速的耐用性。

系统适用性中主峰与聚合物间的分离度分别为

3.0，2.9，2.8；对照品溶液连续进样峰面积的 RSD
分别为 0.5%，0.1%，0.4%；样品聚合物检测结果

分别为 0.94%，0.97%，0.96%，RSD 为 1.6%(n=3)。 
柱温考察：分别采用 18，20，22 ℃的柱温，

对头孢克肟颗粒样品进行聚合物含量测定，考察

柱温的耐用性。系统适用性中主峰与聚合物间的

分离度分别为 3.2，2.9，3.1；对照品溶液连续进

样峰面积的 RSD 分别为 1.0%，0.1%，0.8%；样品

聚合物检测结果分别为 0.92%，0.97%，0.94%，

RSD 为 2.7%(n=3)。 
流动相比例考察：分别采用 94∶6、95∶5、

96∶4 的磷酸盐缓冲液-乙腈为流动相，对头孢克

肟颗粒样品进行聚合物含量测定，考察流动相比
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例的耐用性。系统适用性中主峰与聚合物间的分

离度分别为 3.3，2.9，2.9；对照品溶液连续进样

峰面积的 RSD 分别为 0.1%，0.1%，0.1%；样品聚

合物检测结果分别为 0.99%，0.97%，0.97%，RSD
为 1.2%(n=3)。 
2.3  测定结果 

按“2.1”项下方法对 6 批头孢克肟原料药样

品和 6 批头孢克肟颗粒样品进行了聚合物含量测

定。头孢克肟原料聚合物含量测定结果分别为

0.33%，0.89%，0.43%，0.79%，0.92%，0.42%。

头孢克肟颗粒聚合物含量测定结果分别为 0.45%，

0.88%，0.47%，0.90%，0.97%，0.45%。 
3  讨论 

头孢克肟的聚合物来源可分为外源性和内源

性[8]。外源性聚合物源于发酵工艺，头孢克肟由半

合成获得，起始原料通常为 7-AVNA，通过有机合

成反应，并经侧链修饰而得[9]。7-AVNA 一般通过

发酵产生，发酵过程引入的蛋白、多肽、多糖及

其与头孢克肟结合形成的杂质，均为高分子聚合

物。内源性聚合物系指头孢克肟自身或其杂质聚

合而产生的杂质。内源性聚合物在原料合成、贮

藏过程中均有可能形成。头孢克肟颗粒的聚合物

主要来源于头孢克肟原料药，在贮存和使用过程

中如受较高温度的影响也有可能产生聚合物。 
本研究建立了头孢克肟颗粒的聚合物含量测

定方法，采用高效分子排阻色谱法，使用 TSKgel 
G2000 SWXL(7.8 mm×300 mm，5 μm)为色谱柱，

能够有效地分离和测定聚合物含量。聚合物是主

峰以不同聚合方式形成，在结构上与主峰相似，

因此以主峰替代聚合物进行方法学验证。由于头

孢克肟聚合物对碱、热和氧化均不稳定，样品应

在 25 ℃条件下保存，并在 24 h 内完成检测，以保

证试验结果的准确性。 
本研究所建立方法适用于头孢克肟颗粒的聚

合物含量测定，操作简便，耐用性好，灵敏度高，

重复性好。另外，对头孢类相关药物的质量控制

也有借鉴和参考价值。 
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