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摘 要 目的：建立检查头孢他啶原料药中有关物质的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Apollo C18，以磷酸盐缓冲溶

液（pH 3.4）和乙腈分别为流动相 A 和流动相 B，梯度洗脱，检测波长为 254 nm，流速为 1.1 ml/min ，柱温为 45 ℃；同时与《中国药

典》方法比较检查结果。结果：本方法可分离出头孢他啶的11个相关杂质，分析时间约为30 min，出峰均匀且各峰间分离度良好，

检测限为0.4 ng；《中国药典》方法可分离出10个杂质，主峰前各杂质分离度不好，分析时间为55 min左右。结论：与《中国药典》

方法比较，本方法具有分离杂质多、分离度好、分析时间短的优点，可作为头孢他啶原料药中有关物质的分析方法。
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Determination of Related Substances in Ceftazidime Raw Material Using Gradient Elution of HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of related substances in ceftazidime raw material. METH-
ODS：HPLC method was adopted. Apollo C18 column was used with phosphate buffer（pH 3.4）as mobile phase A and acetonitrile
as mobile phase B（gradient elution）at the flow rate of 1.1 ml/min. The detection wavelength was set at 254 nm and the column
temperation was kept at 45 ℃ . It was compared with that stated in Chinese Pharmacopiea. RESULTS：By this method，11 related
impurities could be well separated，the analysis lasted for 30 min and the peaks appeared uniform and were well-separated. The lim-
it of the detection was 0.4 ng. 10 impurities were isolated by the method stated in Chinese Pharmacopiea. The impurities were poor
separated before main peaks appeared. The analysis lasted for 55 min. CONCLUSIONS：The method is superior than that stated in
Chinese Pharmacopiea in the number of the impurities，well-separated and short analysis term，which can be used for quality con-
trol method of ceftazidime raw material.
KEY WORDS HPLC；Ceftazidime raw material；Gradient elution；Related substances

程[5]，同时采用崩解性能优良的PVPP作为崩解剂，极大地提高
了分散片的崩解性能。在稀释剂的使用上，选用具有一定崩
解性能的MCC和水溶性较好的乳糖相结合的方式，很好地改
善了分散片的崩解溶出性能。因此，对于难溶性药物制备的分
散片，辅料的选择对于分散片的质量控制起到了关键作用[6]。

在处方初步筛选过程中，分别对PVPP内加法、外加法以
及部分内加部分外加法进行了考察。结果表明，内外加结合
方式所制分散片崩解效果较好。通过正交试验进一步对内加
PVPP质量比进行筛选，保证了片剂崩解后颗粒的分散性。对
所制分散片在40 ℃、相对湿度75％的条件下考察30 d，片剂外
观基本没有变化，有关物质略微增加，含量基本保持不变。

本研究中优选的处方以100片投料量计算，地拉罗司原料
药用量为 12.5 g，乳糖用量为 11.0 g，MCC 用量为 5.0 g，
PVP-K30用量为 0.7 g，内加PVPP质量比为 7.2 g，SDS用量为
0.4 g，纯化水用量为10.86 g，外加PVPP用量为2.8 g，MS用量
为0.4 g。

通过以上试验结果分析可以得出，地拉罗司分散片崩解

迅速、溶出性能优良、分散均匀性良好，符合分散片制剂要求；

且其处方合理、制备工艺稳定，具有较高的开发应用价值。但
其体内生物利用度情况还有待进一步研究。
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头孢他啶（Ceftazidime，CAZ）系第 3代头孢菌素，为英国

Glaxo公司首创。因其分子结构中含有β-内酰胺环，化学稳定

性较差，易产生降解产物[1]。《英国药典》（BP）2011年版[2]、《日

本药局方》十五版改正版[3]均收载了该品种有关物质的检查方

法。《中国药典》2010年版[4]与 2005年版比较也增加了其有关

物质的检查，但《中国药典》方法的分析时间长达 55 min 左

右。为此，笔者参考BP2011年版该品种有关物质检查方法，

建立了梯度洗脱测定头孢他啶有关物质的高效液相色谱

（HPLC）法，建立的方法在流动相组成和梯度洗脱程序上与

《中国药典》2010年版方法均有不同。结果表明，本方法具有

分离杂质多、分离度好、分析时间短（30 min左右）的优点，建议

可作为头孢他啶有关物质的分析方法。

1 材料
1.1 仪器

LC-20AT HPLC仪（日本岛津公司）。

1.2 药品与试剂

头孢他啶对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

130484-200803，纯度：84.8％）；头孢他啶原料药（A 厂，批号：

0630GJ82J-D、0631GJ82J-D、0632GJ82J-D，纯 度 ：84.2％ 、

84.4％、84.2％；B厂，批号：100631018、100631019、100631020，

纯度：84.4％、84.0％、84.5％）；乙腈为色谱纯，其他试剂均为分

析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Apollo C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），以十八烷基

硅烷键合硅胶为填充剂；流动相：流动相A为磷酸盐缓冲溶液

（取磷酸氢二钠3.6 g、磷酸二氢钾1.4 g，加水溶解并稀释至1 000

ml，用10％磷酸调节pH至3.4），流动相B为乙腈，线性梯度洗

脱，流速：1.1 ml/min；柱温：45 ℃；检测波长：254 nm；进样量：

10 μl。梯度洗脱程序见表1。

表1 流动相梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution program

时间，min

0
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流动相A，％
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流动相B，％
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2.2 系统适用性试验

取头孢他啶对照品溶液[用流动相A-B（95 ∶ 5）溶解配制成

质量浓度为1.5 mg/ml]于80 ℃水浴中放置2 h，取出，放冷至室

温；过滤，取续滤液作为系统适用性溶液，取10 µl注入色谱仪，

头孢他啶峰与其前相邻杂质峰的分离度应不小于4.0。结果，

理论板数按头孢他啶计为76 507，头孢他啶与其前杂质峰的分

离度为 6.9，各杂质峰间基本实现基线分离，分离度大多在 2.0

以上。头孢他啶的出峰时间为 10.5 min，位于色谱图的中部，

杂质峰均匀分布于主峰两侧。

2.3 溶液的制备

供试品溶液：取头孢他啶原料药适量（约相当于头孢他啶

150 mg），精密称定，置于 100 ml量瓶中，加适量水溶解后，加

乙腈5 ml，再用水稀释至刻度，摇匀，滤过，即得。

对照溶液：精密量取供试品溶液 1 ml，置于 100 ml 量瓶

中，加乙腈5 ml，用水稀释至刻度。

2.4 专属性试验

精密称取头孢他啶对照品约 15 mg 各 5份，分别置于 10

ml量瓶中，再进行以下操作：（1）酸破坏：加0.1 mol/L HCl溶液

2 ml溶解，放置 6 h，加 0.1 mol/L NaOH溶液 2 ml，加水稀释至

刻度。（2）碱破坏：加 0.1 mol/L NaOH 溶液 1 ml 溶解，放置 4

min，加 0.1 mol/L HCl溶液 1 ml，用水稀释至刻度。（3）氧化破

坏：加10％ H2O2溶液1 ml溶解，放置5 min，水稀释至刻度。（4）

高温破坏：加水溶解并稀释至刻度，于80 ℃水浴中放置2 h，取

出，放冷至室温。（5）光照破坏：加水溶解并稀释至刻度，摇匀，

于5 800 lx照度下放置9 h。上述各溶液滤过后取续滤液作为

供试液。

结果显示，氧化、碱、高温破坏对样品的影响较大，各杂质

峰总量均达到10％以上，但基本可实现基线分离；主峰纯度均

已达到 99.99％以上，提示方法专属性较强。色谱图详见图 1

（其余图略）。

2.5 检测限试验

精密称取头孢他啶对照品约10 mg，置于10 ml量瓶中，用

流动相[A-B（95 ∶5）]溶解并稀释至刻度；精密吸取该溶液，用流

动相稀释 10 000倍。分别取该液 10、5、3 μl注入色谱仪，根据
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图1 破坏性试验高效液相色谱图
A.氧化破坏后对照品；B.碱破坏后对照品；C.高温破坏后对照品

Fig 1 HPLC chromatograms of destructive tests
A. control destroyed by oxidation；B. control destroyed by alkali；C. con-

trol destroyed by high temperature
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色谱峰高以信噪比为3，确定头孢他啶的检测限为0.4 ng。

2.6 精密度试验

取头孢他啶对照品溶液（约 1.5 mg/ml），重复进样测定 6

次，结果主成分峰面积的RSD＝0.36％（n＝6），表明本方法精

密度良好。

2.7 重复性试验

取同一份样品（批号：0630GJ82J-D）共6份，制备成供试品

溶液后进样测定，结果单一杂质的 RSD＝0.9％，杂质总量的

RSD＝1.2％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.8 稳定性试验

取头孢他啶供试品（批号：0630GJ82J-D）溶液，在室温下

放置 0、1.5、2.5、4.5、7.5、9.5 h后分别测定，记录色谱图，结果溶

液在放置过程中，杂质量渐多，主成分峰面积渐低。建议溶液

临用新配。

2.9 耐用性试验

分别选用 3种不同的色谱柱对同一批供试品溶液进行测

定，Ⅰ：Gemini C18 110A（250 mm×4.6 mm，3 μm），Ⅱ：Apollo

C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；Ⅲ：Phenomenex Luna C18（2）100A

（250 mm×4.6 mm，5 μm）。结果均达到满意的分离效果，最大

单一杂质和杂质总和的RSD均小于1.5％。

2.10 样品中有关物质的检查

取2个厂家6批样品的对照溶液10 µl注入色谱仪，调节检

测灵敏度，使主成分的色谱峰高约为满量程的 10％。精密量

取供试品溶液和对照溶液各10 µl注入色谱仪，记录色谱图，以

主成分自身对照法计算杂质量；同时采用《中国药典》方法进

行检查。结果表明两种方法的检查结果基本一致，详见表 2、

图2（图2为批号0630GJ82J-D的样品）。

表2 两种方法检查样品中有关物质的结果比较（％％）

Tab 2 Comparison of the determination results of related

substance in samples by 2 methods（％％）

生产厂家

A厂家

B厂家

批号

0630GJ82J-D

0631GJ82J-D

0632GJ82J-D

100631018

100631019

100631020

本方法
单一杂质

0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

杂质总量
0.9

1.0

1.0

0.6

0.7

0.7

《中国药典》方法
单个杂质

0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

杂质总量
1.0

1.1

1.0

0.6

0.7

0.5

由图2A可见，本方法检出杂质11个，主峰前有5个杂质，

后面有 6个杂质，各个杂质的分离度较好，基本达到 2.0以上；

《中国药典》方法检出杂质 10个，主峰前有 7个杂质，后面有 3

个杂质，但主峰前杂质分离度不高。

2.11 限度的确定

根据样品测定结果，并考虑到样品在有效期内的变化，将

限度制订为单一杂质不得过0.5％、杂质总量不得过2.0％。

3 讨论

当初始流动相比例为A-B（95 ∶5）时，各杂质峰基本可达到

基线分离，但头孢他啶主峰的出峰时间在12 min左右；当调整

流动相比例为A-B（93 ∶7）时，主峰保留时间在9 min左右，但主

峰前的各杂质峰无法达到基线分离。为此，在维持原流动相

比例[A-B（95 ∶5）]条件下，将柱温升高为45 ℃。结果主峰与杂

质峰间可实现基线分离，头孢他啶与其前杂质峰的分离度较

好，各杂质峰间基本可实现基线分离；主峰出峰时间合适，位

于色谱图的中部，杂质峰均匀分布于主峰两侧，结果满意。

从本方法的梯度洗脱程序来看，本方法梯度调整比较细，

最长的保持4 min，从而使各个杂质能均匀洗脱；而《中国药典》

方法的梯度变化较粗略，前14 min流动相没有变化，出峰较密

集。且本方法测定有关物质样品的分析时间比《中国药典》方

法大大缩短。因此，笔者认为本方法可作为头孢他啶有关物

质的分析方法。
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图2 两种方法检查有关物质的高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of related substance by 2

methods
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