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头孢噻肟钠属于第三代头孢菌素类衍生物，对革兰

氏阴性菌的抗菌活性高于第一代和第二代，因其耐酶和

广谱的特点而在临床上广泛使用[1]，其质量标准收载于

2015年版《中国药典》（二部）[2]。笔者依照《中国药典》检

验标准对头孢噻肟钠原料药进行质量分析时，发现有关

物质检查重复性较差，结果不稳定。笔者参考相关文

献 [3-6]，发现放置时间、放置温度、磷酸盐缓冲液pH、光照

这4个因素均对溶液稳定性有较大影响，单因素考察试

验显示随着供试品溶液放置时间增加、试验温度提高、

磷酸盐缓冲液pH增加、光照强度增加这些因素的改变，

头孢噻肟钠原料药杂质总量会变化；但未见有综合上述

4个因素进行影响分析的报道。鉴于此，笔者采用单因

素和正交试验法，以该原料药中的杂质总量为指标，优

化有关物质检查中溶液的制备条件，以期为完善该原料

药有关物质检查方法提供参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-2030C型高效液相色谱（HPLC）仪，包括自动进

样器、柱温箱、紫外检测器（日本 Shimadzu 公司）；

MS105DU型电子分析天平（瑞士Mettler-Toledo公司）；

HYC-390 2～8 ℃海尔医用冷藏箱（青岛海尔公司）；

Labonce-380GS 4～65 ℃恒温箱（北京兰贝石恒温技术

有限公司）；Milli-Q Advantage A10型超纯水仪（美国

Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

头 孢 噻 肟 钠 原 料 药（河 南 某 制 药 厂 ，批 号 ：

201160701、201160702、201160703）；头孢噻肟系统适用

性 对 照 品（中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 ，批 号 ：

130619-201402）；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，

水为实验室纯化水。

2 方法与结果
2.1 头孢噻肟钠有关物质检查

2.1.1 色谱条件的确定 色谱柱：Hypersil ODS2（200

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：流动相A为 0.05 mol/L磷

酸盐缓冲液（取 7.1 g无水磷酸氢二钠至 1 000 mL量瓶

中，加水溶解并稀释至刻度，用磷酸调节 pH为 6.50）-甲

醇（86 ∶ 14，V/V），流动相 B 为 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液

（用磷酸调节 pH为 6.50）-甲醇（60 ∶ 40，V/V）；进样时，均

先以流动相A-B（95 ∶ 5，V/V）等度洗脱，待头孢噻肟峰洗

脱完毕后再进行梯度洗脱（梯度洗脱程序：0～2 min，
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量；以磷酸盐缓冲液pH、放置温度、放置时间和光照条件为因素，以杂质总量为指标，在单因素试验基础上，采用L9（34）正交试验优

化溶液制备条件，并进行验证试验。结果：优化的溶液制备方法为避光操作，磷酸盐缓冲液的pH为6.50，试验环境温度和控制样

品温度为5 ℃，制备溶液后5 min内进样。结论：优化后的方法重复性好、结果可靠。

关键词 头孢噻肟钠；有关物质；正交试验；测定

Optimization of the Solution Preparation in Related Substance Test of Cefotaxime Sodium by Orthogonal

Test

ZHANG Tao1，DOU Donghai2，YANG Pengbo1（1.Anyang Center for Food and Drug Control，Henan Anyang

455000，China；2.Henan Kangda Pharmaceutical Co.，Ltd，Henan Zhoukou 466200，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the solution preparation in related substance test of cefotaxime sodium. METHODS：

HPLC method was adopted to determine the total amount of impurities in cefotaxime sodium. Using phosphoric acid buffer solution

pH，placing temperature，standing time and illumination as factor，the total amount of impurities as indexes，the preparation condi-

tion of solution was optimized by L9（34）orthogonal test. The validation test was carried out. RESULTS：The optimal preparation

method was as follows as the sample was dissolved with a solvent containing pH 6.50 phosphate buffer protected from light. The

test temperature and the sample temperature were set at 5 ℃，and the sample was injected within 5 min after the preparation of the

solution. CONCLUSIONS：The optimized method is reproducible and reliable.

KEYWORDS Cefotaxime sodium；Related substance；Orthogonal test；Determination

154



中国药房 2017年第28卷第36期 China Pharmacy 2017 Vol. 28 No. 36 ·5 ·

95％→75％ A；3～8 min，75％A；9～23 min，75％→0 A；

24～28 min，0 A；29～33 min，0→95％ A；34～43 min，

95％A）；检测波长：235 nm；柱温：5℃；进样量：10 μL。

2.1.2 溶液的制备 ①供试品溶液。取样品原料药

25.10 mg，置于25 mL棕色量瓶中，用置于冰箱中降温到

5 ℃的流动相A为溶剂进行溶解并定容。溶解过程中，

应避光操作，供试品溶液温度应尽量保持5 ℃。②系统

适用性对照品溶液。取头孢噻肟系统适用性对照品

25.14 mg，置于25 mL棕色量瓶中，用置于冰箱中降温到

5 ℃的流动相A为溶剂进行溶解并定容，即得。③空白

溶液。取空白溶剂适量为空白溶液。

2.1.3 系统适用性试验 取“2.1.2”项下溶液各适量，按

上述色谱条件进样分析，结果主峰与各杂质峰、各杂质

峰间均能达到基线分离，分离度均＞1.5，色谱见图1。

2.2 单因素试验

2.2.1 放置时间 取“2.1.2”项下供试品溶液（批号：

201160701）适量，分别于放置5、30 、60、120 、240 min时

按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，放置时间与杂质总量

的关系见图 2。由图 2可知，杂质总量随着时间的递增

呈上升趋势，但在 60 min后杂质总量增加变平缓，所以

取5、30、60 min为考察因素。

2.2.2 放置温度 取“2.1.2”项下供试品溶液（批号：

201160701）适量，分别放置于 5、15、25、35、45 ℃环境

中，各按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，放置温度与杂

质总量的关系见图 3。由图 3可知，杂质总量随着放置

温度的增加呈上升趋势，但在 35 ℃以后杂质总量增加

变平缓，所以取5、15、30 ℃为考察因素。

2.2.3 磷酸盐缓冲液pH 精密称取样品原料药（批号：

201160701）适量，按2015年《中国药典》（二部）[2]现行质

量标准有关物质检查项操作制成单因素试验溶液，流动

相A为0.05 mol/L磷酸盐缓冲液（取7.1 g无水磷酸氢二

钠至 1 000 mL 量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，用磷

酸分别调节 pH为 6.0、6.25、6.5、7.0、7.25）-甲醇（86 ∶ 14，
V/V）；流动相B为0.05 mol/L磷酸盐缓冲液（用磷酸分别

调节 pH 为 6.00、6.25、6.50、7.00、7.25）-甲醇（60 ∶ 40，

V/V），供试品溶液中磷酸盐缓冲液的pH也相应变化；检

测波长：235 nm；试验环境及样品温度：25 ℃；进样量：

10 μL。并按“2.1.1”项下梯度洗脱程序进行梯度洗脱，

按上述条件测定杂质总量，结果见图4。由图4可知，当

磷酸盐缓冲液 pH为 6.00～7.25时，杂质总量降低，但考

虑到甲醇也呈碱性，所以流动相A和B混合后流动相pH

会接近 8，达到了常规色谱柱的高限，所以取 pH为 6.0、

6.25、6.5为考察因素。

2.2.4 光照条件 分别在避光环境下（1）、棕色量瓶

（2）、正常环境（3）下，按“2.1.2”项下供试品溶液制备方

法制备供试品溶液（批号：201160701），再按“2.1.1”项下

色谱条件进样测定，光照条件与杂质总量的关系见图

5。由图5可知，杂质总量随着光照强度的增强呈上升趋

势。所以取避光环境、棕色量瓶、正常环境为考察因素。

2.3 正交试验
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2.3.1 正交试验设计 在单因素试验的基础上，以头孢

噻肟钠含量（％）为指标，对磷酸盐缓冲液 pH（A）、放置

温度（环境温度及溶液制备时温度）（B）、供试品溶液从

制备完成到进样前的放置时间（C）以及光照条件（D）4

个因素进行考察，各因素均取 3个水平（见表 1），L9（34）

正交试验设计与结果见表 2（表中杂质总峰面积＝总峰

面积－主峰面积）；方差分析结果见表3。

表1 正交实验因素与水平

Tab 1 Factors and levels of orthogonal test

水平

1

2

3

因素
A（磷酸盐缓冲液pH）

6.00

6.25

6.50

B（放置温度），℃
5

15

30

C（放置时间），min

5

30

60

D（光照影响）

棕色量瓶
避光

无色量瓶

表2 正交试验设计与结果

Tab 2 Design and results of orthogonal test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

Rj

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

2.916 6

2.876 6

2.788 2

0.128 4

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

2.784 8

2.835 3

2.961 3

0.176 5

C

1

2

3

3

1

2

2

3

1

2.791 2

2.830 5

2.959 7

0.168 5

D

1

2

3

2

3

1

3

1

2

2.853 6

2.783 4

2.944 4

0.161 0

总峰面积

23 004 438

22 867 261

23 046 834

23 270 129

23 280 919

23 239 832

23 032 376

22 843 326

22 834 964

主峰面积

22 368 405

22 230 569

22 309 205

22 613 188

22 613 672

22 556 441

22 395 180

22 191 064

22 208 636

杂质总
峰面积
636 033

636 692

737 629

656 941

667 247

683 391

637 196

652 262

626 328

杂质总
量，％

2.764 8

2.784 3

3.200 6

2.823 1

2.866 1

2.940 6

2.766 5

2.855 4

2.742 8

表3 方差分析结果

Tab 3 Variance analysis results

误差来源
误差（A）

B

C

D

离均差平方和
0.026

0.050

0.047

0.039

自由度
2

2

2

2

均方
0.013

0.025

0.023

0.020

F比

1.917

1.802

1.511

P

＜0.05

＜0.05

＜0.05

注：F0.01（2，2）＝99.00，F0.05（2，2）＝19.00

Note：F0.01（2，2）＝99.00，F0.05（2，2）＝19.00

2.3.2 数据处理 由表 2可知，影响因素主次顺序为

B＞C＞D＞A，各因素水平较优的搭配是A3B1C1D2，即供

试品溶液制备时溶液温度为 5 ℃时（HPLC仪带柱温箱

和放置温度取同样水平），5 min内进样，试验过程避光

操作，磷酸盐缓冲液的pH为6.50。

2.3.3 验证试验 取 3批样品适量，按 2015年《中国药

典》（二部）的方法和本文优化的方法进行试验，结果见

表4。由表4可知，正交试验结果可靠。

3 讨论
3.1 评价指标的选择

温度、湿度、日光、空气等外界条件会引起药物发生

水解、氧化、分解、异构化等变化，使药物产生有关物

质 [6]，导致主成分含量降低而杂质总量增加，因此可以以

杂质总量[即杂质总峰面积/总峰面积（％）]为评价指标

优选头孢噻肟钠有关物质检查中的溶液制备条件。

3.2 有关物质对照品

我国头孢噻肟钠现行质量标准有关物质检查是不

加校正因子的自身对照法，且我国只发行了头孢噻肟对

照品和头孢噻肟系统适用性对照品（混合有关物质对照

品和主成分对照品），未对头孢噻肟钠原料药及分析中

可能存在的单个有关物质进行结构确证，有关物质检查

以有关物质峰面积及杂质总峰面积和头孢噻肟主峰面

积进行比较。

3.3 方法学说明

由于没有单一有关物质对照品，在本研究优化过程

中未作单一有关物质的含量测定及线性考察。还因本

试验对头孢噻肟钠有关物质的稳定性进行了单因素考

察，数据表明随试验时间变化，稳定性有所改变，所以在

本研究优化过程中未再对稳定性进行考察。

3.4 其他

本试验在模拟光照因素时使用的是玻璃量瓶，紫外

线不能穿透玻璃容器，没有完全模拟纯紫外线影响。在

质量分析工作中，应尽量避免称量、过滤等步骤中样品

完全暴露在日光下，以免紫外线影响。

综上所述，优化后的方法重复性好，结果可靠。
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表4 样品有关物质测定结果（n＝3，％）

Tab 4 Results of the relevant substances in the sample

（n＝3，％）

样品批号
201160701

201160702

201160703

药典方法杂质总量
3.004 1

2.797 5

3.056 2

RSD

3.8

3.2

3.6

本文方法杂质总量
2.735 5

2.761 0

2.751 9

RSD

0.6

0.9

1.0
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