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注射用头孢唑肟钠中有关物质的 HPLC 法测定 

郭艳娟，杨  倩，曹晓云 
天津市药品检验所，天津  300070 

摘  要：目的  建立测定注射用头孢唑肟钠中有关物质的 HPLC 法。方法  采用 Agient Eclipse C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；以乙腈–pH 3.6 缓冲液（取枸橼酸 1.42 g、磷酸氢二钠 2.31 g，加水溶解并稀释至 1 000 mL）为流动相，进行梯度

洗脱；检测波长：254 nm；柱温：40 ℃；体积流量：0.8 mL/min；进样量 20 μL。结果  头孢唑肟在 0.24～14.52 μg/mL 与

峰面积呈良好的线性关系（r＝1.000 0），最低检出质量浓度 0.03 μg/mL。结论  采用的 HPLC 方法简单、专属性强，可有效

控制注射用头孢唑肟钠产品的质量。 
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Determination of related substances in Ceftizoxime Sodium for injection by HPLC 

GUO Yan-juan, YANG Qian, CAO Xiao-yun 
Tianjin Institute for Drug Control, Tianjin300070, China 

Abstract: Objective To establish a method for the determination of related substances in Ceftizoxime Sodium for injection by HPLC. 
Methods  The determination was carried out on Agient Eclipse C18  column (250 mm × 4.6mm, 5 μm) with the mobile phase 
containing acetonitrile-buffer solution (pH 3.6) (dissolve citric acid monohydrate 1.42 g and disodium hydrogen phosphate 
dodecahydrate 2.31 g in water and diluted to 1 000 mL) with gradient elution. The detective wavelength was set at 254 nm. The 
temperature of column was set 40 ℃. The flow rate was 0.8 mL/min with injection volume of 20 μL. Results  The linearity range of 
ceftizoxime sodium was 0.24 — 14.52 μg/mL (r=1.000 0), and LOD was 0.03 μg/mL. Conclusion  The method is simple and 
selective to be used for the quality control of Ceftizoxime Sodium for injection products effectively. 
Key words: Ceftizoxime Sodium for injection; related substance; HPLC 

 
头孢唑肟钠是第 3 代头孢菌素，具广谱抗菌作

用，该药通过抑制细菌壁粘肽的生物合成达到杀菌

作用，用于治疗多种对其敏感的感染性疾病，如败

血症、肺炎等，有较高疗效，不良反应发生率较低，

但是本品口服无效[1]。注射用头孢唑肟钠为头孢唑

肟钠无菌原料直接分装制得。《中国药典》2010 年

版收载头孢唑肟钠原料及制剂。各国药典关于头孢

唑肟钠中有关物质检查均采用 HPLC 法，C18 色谱

柱，枸橼酸的磷酸盐缓冲液（pH 3.6）–乙腈（90∶
10）为流动相。有文献报道显示[2]采用枸橼酸的磷

酸盐缓冲液（pH 3.6）–乙腈（95∶5）为流动相，

由于有机相比例较低，等度洗脱很难在短时间内将

极性小的杂质冲出色谱柱。本实验建立了灵敏度更

高、分离效能更好的 HPLC 梯度洗脱法测定注射用

头孢唑肟钠中有关物质，检出杂质的个数和总量均

多于现行法定标准及其他文献报道[3]的梯度洗脱方

法，较各国药典及现有报道文献采用的方法更能真

实地反映供试品中有关物质的情况。 
1  仪器与试药 

Waters e2695 HPLC 液相色谱仪（美国 Waters
公司），岛津 LC—20AD 液相色谱仪，Mettler Toledo 
XS 205 型电子分析天平（瑞士梅特勒公司）。 

注射用头孢唑肟钠，规格分别为 0.5 g、1.0 g，
共 10 批，国内抽样样品，涉及 10 家生产企业。头 
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孢唑肟钠对照品由中国食品药品检定研究院提供，

批号 130504-200702，质量分数为 98.2%。枸橼酸、

磷酸氢二钠、磷酸二氢钾均为分析纯，乙腈为色谱

纯，水为纯化水。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

在各国药典中，头孢唑肟钠中有关物质检查的

枸橼酸的磷酸盐缓冲液–乙腈（90∶10）等度洗脱

中，由于有机相比例较低，等度洗脱很难在短时间

内将极性小的杂质冲出色谱柱，采用梯度洗脱方式

提高了有机相比例，经试验比较确定了梯度洗脱程

序。在此条件下，检出杂质的个数和总量均较现行

法定标准多，见图 1。 

 

图 1  梯度（A）和等度（B）洗脱色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatograms of test by gradient elution 

(A) and isocratic elution (B) 

采用 Agient Eclipse C18色谱柱（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；以乙腈–pH 3.6 缓冲液（取枸橼酸

1.42 g、磷酸氢二钠 2.31 g，加水溶解并稀释至 1 000 
mL）为流动相，梯度洗脱，见表 1；检测波长：254 
nm；柱温：40 ℃；体积流量：0.8 mL/min；进样量

20 μL。 
2.2  溶液的配制 

取注射用头孢唑肟钠适量，精密称定，加 pH 7.0
磷酸盐缓冲液（取磷酸二氢钾 3.63 g、磷酸氢二钠

14.33 g，加水溶解并稀释至 1 000 mL）溶解并稀释 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program 

t /min 乙腈/% pH 3.6缓冲液/%

0 3 97 

10 15 85 

20 60 40 

25 60 40 

26 3 97 

35 3 97 

 
制成含头孢唑肟 1.5 mg/mL 的溶液，作为供试品

溶液。 
精密量取供试品溶液适量，用 pH 7.0 磷酸盐缓

冲液定量稀释制成含头孢唑肟 3 μg/mL 的溶液，作

为 0.2%自身对照溶液。 
2.3  系统适用性试验 

取注射用头孢唑肟钠 15 mg，置 10 mL 量瓶中，

加 0.1 mol/L 氢氧化钠溶液 1 mL，放置 0.5 h，用溶

剂稀释至刻度，摇匀，取 20 μL 注入高效液相色谱

仪，记录色谱图，结果头孢唑肟峰的保留时间约为

12 min，各杂质峰之间以及主峰与各杂质峰之间的

分离度均符合要求（图 2）。 

 

图 2  系统适用性试验色谱图 
Fig. 2  HPLC chromatogram of systematic applicability 

2.4  专属性试验 
取注射用头孢唑肟钠 15 mg，置 10 mL 量瓶中，

用 pH 7.0 磷酸盐缓冲液稀释至刻度，置 85 ℃水浴

加热 15 min，放置至室温，即得。取注射用头孢唑

肟钠 15 mg，置 10 mL 量瓶中，用 pH 7.0 磷酸盐缓

冲液稀释至刻度，摇匀，置 254 nm 紫外灯下光照

1 h，即得。取注射用头孢唑肟钠 15 mg，置 10 mL
量瓶中，加 1%过氧化氢溶液 1 mL，室温放置 1 min
后，用 pH 7.0 磷酸盐缓冲液稀释至刻度，摇匀，即
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得。取注射用头孢唑肟钠 15 mg，置 10 mL 量瓶中，

加 0.1 mol/L 盐酸溶液 1 mL，室温放置 1 h 后，用

pH 7.0 磷酸盐缓冲液稀释至刻度，摇匀，即得。取

经加热、光照、氧化和酸破坏后样品进样测定，结

果见图 3。杂质峰之间、杂质与主峰之间均能良好

分离，方法专属性好。 

 

A-加热破坏  B-光照破坏  C-氧化破坏  D-酸破坏 
A-destroyed by heat  B-destroyed by UV radiation  C-destroyed by 
oxidation  D-destroyed by acid 

图 3  专属性试验色谱图 
Fig. 3  HPLC chromatograms of specificity test 

2.5  线性关系考察 
取头孢唑肟对照品适量，置量瓶中，加溶剂溶

解并稀释至刻度，再分别精密量取适量用溶剂定量

稀释制成 0.24、0.48、0.96、2.42、4.84、14.52 μg/mL
系列溶液，摇匀，进样测定。结果表明，头孢唑肟

在 0.24～14.52 μg/mL 与峰面积呈良好的线性关系，

线性方程为 Y＝46 781 X＋668.42，r＝1.000 0。 
2.6  最低检出限 

精密量取头孢唑肟对照品溶液适量，用溶剂稀

释至一定质量浓度，以 3 倍信噪比（S/N=3）计算

得头孢唑肟最低检出质量浓度为 0.03 μg/mL，最低

检出限为 0.006%。 
2.7  重复性试验 

取批号 130712 注射用头孢唑肟钠样品 6 份，制

备供试品溶液，进样分析，计算得最大单一杂质峰

面积的 RSD 值为 1.7%，总杂质峰面积的 RSD 值为

1.4%。 
2.8  稳定性试验 

取批号 130712 注射用头孢唑肟钠样品，配制供

试品溶液，分别于 4 ℃条件下放置一段时间后进样

测定，结果供试品溶液中最大单一杂质质量分数的

RSD值为 3.8%，总杂质质量分数的 RSD值为 4.1%。

随着放置时间的延长，杂质质量分数略有增加，因

此供试品溶液配制后应于低温保存并尽快分析。 
2.9  耐用性试验 

分别采用 Agient Eclipse C18 色谱柱（ 250 
mm×4.6 mm，5 μm）和 Unitary C18 色谱柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm）测定，结果批号 130712 注射

用头孢唑肟钠样品中有关物质基本一致，表明本方

法耐用性良好。 
2.10  测定结果 

依据《中国药典》2010 年版二部及各批样品的

测定结果，限度定为：单个杂质不得大于 0.5%，各

杂质总和不得大于 1.0%。选择国内 10 个厂家生产

的各 1 批注射用头孢唑肟钠样品进行有关物质检

查，样品的原料分别来源于不同的企业，测定结果

均符合规定，见表 2。 
3  讨论 

文献报道头孢菌素在贮藏过程中在 6、7 位碳上

可发生差向异构化，生成 6R,7S-异构体而失去抗菌

活性，该反应在碱性条件下更易发生[4]；研究表明[5]，

具有顺式甲氧亚氨基或类似结构的第 3、4 代头孢菌

素对紫外光敏感，254 nm 紫外光照射时，光降解产 
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表 2  不同来源注射用头孢唑肟钠中有关物质的测定结果 
Table 2  Determination of related substances in Ceftizoxime 

Sodium for injection samples from different 
manufactories 

批  号 规格 标示量/% 单一最大杂质/% 总杂质/%

130712 1.0 g 95.4 0.24 0.57 

11230801 1.0 g 97.8 0.22 0.55 

130408 1.0 g 94.8 0.27 0.70 

20130901 1.0 g 100.4 0.13 0.28 

20130701 1.0 g 100.1 0.21 0.45 

1306209 0.5 g 97.9 0.17 0.52 

130303 1.0 g 98.2 0.10 0.25 

130309 0.5 g 97.1 0.21 0.60 

130505 0.5 g 96.4 0.26 0.65 

410121001 0.5 g 97.1 0.26 0.62 

 
物主要是反式异构体，在碱性条件下 C7 位侧链甲氧

亚胺键也可发生顺反异构现象[6]，而反式异构体的

抗菌活性明显降低。注射用头孢唑肟钠中杂质在原

料药生产、无菌分装、贮藏运输过程中均可产生，

因此，应注意头孢唑肟酸成盐过程中 pH 值的控

制、样品干燥的温度并严格按照药典规定的条件

贮藏运输。 
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