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头孢美唑钠是第２代头孢菌素类半合成抗菌药物犤１犦，

对革兰阳性菌和革兰阴性菌的抗菌效能均良好，广泛应

用于临床犤２－５犦，对多种 β－内酰胺酶稳定，体内分布好、
不良反应少犤６犦。研究表明，β－内酰胺类抗菌药物引发的

注射用头孢美唑钠高分子杂质鉴定方法研究
韩 彬，庞文哲，高燕霞△

（河北省药品检验研究院，河北 石家庄 ０５００１１）
摘要：目的 建立高效分子排阻色谱法检测头孢美唑钠中的聚合物的方法，并应用在线脱盐－高效液相色谱－离子阱 －飞行时间质谱
（２Ｄ－ＬＣ－ＩＴ－ＴＯＦ／ＭＳ）法对其聚合物进行鉴定。方法 色谱柱为 ＷＴ－Ｃｅｆ－ＳＥＣ柱（３００ｍｍ×７．８ｃｍ，５μｍ），流动相为 ５ｍｍｏｌ／Ｌ乙
酸铵 －乙腈（９５∶５，Ｖ／Ｖ），流速为０．６ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２５４ｎｍ，柱温为２５℃，进样量为２０μＬ，电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子扫描模
式；按不加校正因子的主成分自身对照法计算聚合物的含量。结果 头孢美唑钠峰与聚合物峰分离良好。头孢美唑钠质量浓度线性范围

为０．５～２．５μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝５），定量限为 ３ｎｇ，检测限为１ｎｇ。通过 ２Ｄ－ＬＣ－ＩＴ－ＴＯＦ／ＭＳ推测出聚合物３为头孢美唑钠二
聚体，聚合物２为头孢美唑钠三聚体。结论 该方法适用于注射用头孢美唑钠高分子杂质的检测，为 β－内酰胺类抗菌药物中聚合物的
分离、分析及产品质量提高提供了依据。
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速发型过敏反应与药物中存在的高分子聚合物杂质有

关犤７－８犦。头孢美唑钠聚合物测定方法收载于 ２０１５年版
《中国药典（二部）》犤９犦，采用分子排阻色谱法（Ｃｅｆ－ＳＥＣ）
对其高分子聚合物进行测定，但实际试验结果表明，葡

聚糖凝胶 Ｇ－１０色谱柱的柱效较低，分离效果较差，峰
形拖尾较严重，且测定分析时间较长。本研究中建立了

以 ＷＴ－Ｃｅｆ－ＳＥＣ为色谱柱的高效分子排阻色谱法测
定头孢美唑钠中的聚合物，该法分离效能高、分析时间

短、专属性强、灵敏度高，并通过在线脱盐质谱联用法证

明了其结果准确可靠。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
高效分子排阻色谱（２ＤＬＣ／ＬＣＭＳ－ＩＴ－ＴＯＦ）系

统，包括 ＬＣ－２０ＡＤ型输液泵（４个），ＳＩＬ－２０ＡＣ型自
动进样器，ＣＴＯ－２０ＡＣ型柱温箱，ＣＢＭ－２０Ａ型系统控
制器，ＤＧＵ－２０Ａ５型在线脱气机，ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ型二极
管阵列检测器（ＤＡＤ），ＳＰＤ－２０Ａ型紫外检测器，ＦＣＶ－
１２ＡＨ型流路选择阀（３个），ＦＣＶ－１４ＡＨ型色谱柱切换
阀（２个），离子阱 －飞行时间质谱（ＬＣＭＳ－ＩＴ－ＴＯＦ）
仪和 ＬＣＭＳｓｏｌｕｔｉｏｎＶｅｒ．３．８０色谱工作站（日本岛津
公司）。

１．２ 试药
注射用头孢美唑钠（河北某药厂，批号分别为

１８１０１７０１，１８１０１７０２，１８１０１７０３，规格为按 ＧｓＨ１７Ｎ７Ｏ５Ｓ３
计每次 ０．５ｇ）；头孢美唑对照品（中国食品药品检定研
究院，批号为１３０５８０－２０１３０１，含量为８６．９％）；乙腈为
色谱纯，其他试剂均为分析纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 检测条件
二维液相系统色谱条件：通路１，色谱柱为ＷＴ－Ｃｅｆ－

ＳＥＣ柱（３００ｍｍ×７．８ｍｍ，５μｍ），流动相为５ｍｍｏｌ／Ｌ
乙酸铵溶液 －乙腈（９５∶５，Ｖ／Ｖ），流速为０．６ｍＬ／ｍｉｎ，
检测波长为 ２５４ｎｍ，柱温为 ３０℃，进样量为 ２０μＬ。通
路 ２，色谱柱为 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＴＭ Ｃ１８柱（５０ｍｍ×２．１ｍｍ，
２μｍ），流动相为水 －乙腈（７０∶３０，Ｖ／Ｖ），检测波长
为 ２５４ｎｍ，柱温为 ３０℃，流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，进样量
为２０μＬ。

质谱条件：电喷雾离子源（ＥＳＩ），接口电压４．５ｋＶ，扫
描范围一级质谱为 ｍ／ｚ２００～１５００；自动多级质谱为ｍ／ｚ
１００～１０００；雾化气为氮气牗流速为１．５Ｌ／ｍｉｎ），干燥气
为氮气（流速为 １０Ｌ／ｍｉｎ），碰撞气为氩气，脱溶剂管
及加热模块温度均为 ２００℃，检测器电压 １．６５ｋＶ，校
准方法为自动调谐优化电压，外标法校准质量数。

２．２ 溶液配制
称取样品５０ｍｇ，精密称定，置１０ｍＬ容量瓶中，加

水溶解并定容，摇匀，滤过，作为供试品溶液（临用新

制）；另取头孢美唑对照品适量，精密称定，加水制成每

１ｍＬ中约含５μｇ的对照品溶液。
２．３ 系统适用性试验

取供试品溶液适量，按２．１项下通路１液相色谱条
件进样分析，色谱图见图 １。高效分子排阻色谱法检测
时，大分子量的化合物先出峰，因此，主峰前的峰为聚合

物峰。其中聚合物１含量低于０．０５％，聚合物２和聚合
物３为头孢美唑钠主要高分子杂质。

２．４ 聚合物结构鉴定
在 ２Ｄ－ＬＣ－ＩＴ－ＴＯＦ／ＭＳ系统中，将头孢美唑钠

主峰切换到ＬＯＯＰ环１中，经通路２液相色谱条件进样
分析，得 ＭＳ色谱图和多级质谱图，详见图 ２和图 ３。
头孢美唑钠相对分子质量 ４９３．０２７３，一级质谱图中
犤Ｍ＋Ｈ犦＋为 ｍ／ｚ４９４．０３２９，与软件计算理论值 ｍ／ｚ
４９４．０３４６一致。

将聚合物３切换到ＬＯＯＰ环２中，经通路２液相色
谱条件进样分析，得ＭＳ色谱图和多级质谱图，详见图４
和图 ５。一级质谱图中犤Ｍ＋Ｈ犦＋为 ｍ／ｚ９８７．７０５２，是
头孢美唑钠相对分子质量的 ２倍，二级质谱图中 ｍ／ｚ
４９５．８２５６碎片为聚合位点的酰胺键断裂形成的头孢美
唑钠单体碎片。

将聚合物 ２切换到 ＬＯＯＰ环 ３中，经通 路 ２液相
色谱条件进样分析，得 ＭＳ色谱图和多级质谱图如图 ６
和图７。一级质谱图中犤Ｍ＋Ｈ犦＋为 ｍ／ｚ１４８０．１３８７，是
头孢美唑钠相对分子质量的３倍。在二级质谱图中 ｍ／ｚ
９８６．６８６５碎片为聚合位点的酰胺键断裂形成的头孢美
唑钠二聚体碎片。
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１２５０
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５００
２５０
０

１～３．聚合物 ４．样品
图１ 头孢美唑钠高效液相色谱图

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０
ｔ／ｍｉｎ

１２ ３

４

图２ 头孢美唑钠离子流图
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Ａ．一级质谱 Ｂ．二级质谱
图３ 头孢美唑钠主峰多级质谱图
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Ａ．一级质谱 Ｂ．二级质谱
图５ 聚合物３多级质谱图
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图４ 聚合物３离子流图
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图６ 聚合物２离子流图
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Ａ．一级质谱 Ｂ．二级质谱
图７ 聚合物２二级质谱图
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２．５ 方法学考察
专属性试验：称取注射用头孢美唑样品 ５０ｍｇ，置

１０ｍＬ容量瓶中，平行５份，分别进行高温（６０℃下放置
１０ｍｉｎ）、酸破坏（０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ１ｍＬ，放置 １ｍｉｎ，取
０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液 １ｍＬ中和）、碱破坏（０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液 １ｍＬ，放置 １ｍｉｎ，取 ０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液

１ｍＬ中和）、强光（３５００ｌｘ强光照射 １２ｈ）、氧化破坏
（３０％ Ｈ２Ｏ２１ｍＬ，放置 １ｍｉｎ）加速破坏操作，按 ２．１项
下通路 １液相色谱条件进样分析，记录色谱图。主峰与
以上破坏产生的降解物峰均能获得良好分离，不干扰聚

合物的测定。

线性关系考察：取头孢美唑对照品适量，精密称定，

用水溶解并制成质量浓度分别为 ０．５，１．０，５．０，１０．０，
２０．０μｇ／ｍＬ的系列溶液，取２０μＬ，按２．１项下检测条
件进样测定。以峰面积（Ａ）为纵坐标、质量浓度（Ｃ）为横
坐标进行线性回归，得回归方程 Ａ＝１８５．５５Ｃ－１３．２１３，
ｒ＝０．９９９９（ｎ＝５）。结果表明，头孢美唑质量浓度在
０．５～２０．０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

定量限和检测限检测：取对照品溶液，加水倍比稀

释，按２．１项下检测条件进样测定。以信噪比（Ｓ／Ｎ）为
１０计，头孢美唑的定量限为３ｎｇ，以 Ｓ／Ｎ为３计，头孢
美唑的检测限为１ｎｇ。

精密度试验：取对照品溶液，按２．１项下检测条件
进样测定，重复进样５次。结果的 ＲＳＤ为０．１６％（ｎ＝５），
表明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为 １８１０１７０１）５０ｍｇ，置
１０ｍＬ容量瓶中，加水溶解并定容，平行操作 ６份，按
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表２ 样品含量测定结果（％，ｎ＝３）

批号

１８１０１７０１
１８１０１７０２
１８１０１７０３

聚合物２
０．１９０
０．１７６
０．１８２

聚合物３
０．０６９
０．０７０
０．０７２

药典方法结果

０．０５２
０．０５１
０．０５２

２．１项下检测条件进样测定。结果聚合物 ２和聚合物 ３
平均含量分别为 ０．２％和 ０．１％，ＲＳＤ分别为 ０．１％和
０．３％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
２．６ 测定方法

因头孢类聚合物对照品不稳定较难获得犤１０－１１犦，但

其聚合物为自身聚合而成，紫外吸收官能团一致，在各

种浓度下，聚合物峰与主峰的紫外吸收一致，故聚合物

含量的测定均按不加校正因子的主成分自身对照法计

算。取 ３批样品，分别按 ２．１项下通路１液相色谱条件
及２０１５年版《中国药典（二部）》收载的聚合物检测方法
测定。结果见表２。按外标法以峰面积计算，含头孢美唑
钠聚合物以头孢美唑计，规定限度为多聚物不得超过

０．３％，二聚物不得超过０．５％。

３ 讨论

３．１ 在线脱盐液质联用技术
本试验中采用 ２Ｄ－ＬＣ－ＩＴ－ＴＯＦ／ＭＳ法对注射

用头孢美唑钠聚合物进行鉴定犤１２犦。该方法基于一组共

用的馏分收集环的二维液相质谱联用系统建立，对目标

峰快速分析的同时可完成流动相转换即脱盐过程，在不

改变原流动相条件的基础上，实现了液质联用分析目标

杂质，其中通路 １液相色谱条件通过时间程序控制自
动对分离过程中的目标杂质进行捕集；通路 １液相色
谱条件分析结束后，批处理自动执行通路 ２液相色谱
条件分析，此时捕集在 １个或多个馏分收集环中的杂
质组分分批依次通过适合质谱分析的流动相注入通

路 ２液相色谱柱中，可在准确推定检出杂质结构的同
时，又能实现对一维液相色谱条件下色谱图中各杂质

的准确定位。

３．２ 色谱柱选择
文献资料键合球状蛋白色谱用亲水硅胶柱，聚合物

峰与主峰之间的分离度有很大改善，但聚合物峰检出数

量少 犤１３－１４犦。本研究中选择的 ＷＴ－Ｃｅｆ－ＳＥＣ色谱柱
（Ｓｅｐａｘ公司）采用专利的表面修饰技术，独有的化学修
饰技术可精确控制亲水涂层的厚度，聚合物峰与主峰之

间的分离度有很大改善，同时具有更宽的耐用性和更强

的分离效果，可更好地控制产品质量，为企业改善生产

工艺提供了技术支持。

３．３ 聚合物峰分析
方法学考察过程中发现，样品对酸碱极不稳定，对

高温和氧化不稳定，聚合物峰检出数量明显增多，提示

产品结构容易发生断裂的位点较多犤１５犦，高分子杂质检

查有助于建立更适宜头孢美唑钠生产和储存的条件。

３．４ 与《中国药典》方法对比
按２０１５年版《中国药典（二部）》收载的注射用头孢

美唑钠聚合物检查方法进行对比试验，本方法的进样量

更少，分析时间更短，灵敏度更高，分离度更好，检出的

聚合物更多，能快速、有效、高灵敏地检出头孢美唑钠中

的聚合物，同时为 β－内酰胺类其他抗菌药物品种中聚
合物的分离、分析及产品质量提高提供了依据。
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