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注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）是一种新型抗菌药

物复方制剂。原卫生部全国细菌耐药监测网（基础网）的调查

结果显示[1-3]，头孢噻肟的耐药率逐年增高，并且革兰阴性菌耐

药问题在第三代头孢菌素类药物中以头孢噻肟最为严重。头

孢噻肟的主要耐药机制是细菌产生的β-内酰胺酶对其水解灭

活，而他唑巴坦对β-内酰胺酶有抑制作用，二者联用可抑制细

菌耐药性、发挥协同抗菌作用。该复方制剂临床上主要用于

产β-内酰胺酶耐药菌感染的治疗。

与其他半合成的β-内酰胺类抗菌药物一样，注射用头孢噻

肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）在生产和贮存过程中也会形成头

孢噻肟高分子聚合物，在临床使用中可能会引发速发型过

敏反应 [4-5]，因此控制其含量非常必要。2010年版《中国药典》

收载了头孢噻肟钠中高分子聚合物检查项，采用的是以葡聚

糖凝胶G-10为填充剂的凝胶色谱柱[6]。但近年来，随着分析技

术的不断发展，高效分子排阻色谱（HPSEC）法逐渐成熟。该

法测定抗菌药物中高分子杂质时更为准确、灵敏，且操作简

便，因此其应用也越来越广泛。本试验建立了使用TSK-GEL

G2000SWXL 凝胶色谱柱的 HPSEC 法，用于测定注射用头

孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）中高分子聚合物的含量，现报

道如下。

1 材料
LC-20A型高效液相色谱（HPLC仪），包含真空在线脱气

机 、四 元 泵 、自 动 进 样 器 、柱 温 箱 、SPD-20A 检 测 器 和

LCsolution化学工作站（日本岛津公司）；MS205DU型电子天

平（瑞士Mettler-Toledo公司）。

注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）（南京优科生物医药

有限公司，规格：1.17 g，批号：20120401、20120402、20120403）；

Δ基金项目：江苏省“六大人才高峰”B类资助项目（No.2014-YY-0

01）

＊主管药师。研究方向：医院药学。E-mail：tokyodj@yeah.net

# 通信作者：副主任中药师。研究方向：医院药学。电话：

025-83620366。E-mail：Lshaaaa@163.com

HPSEC法测定注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）中高分子聚
合物的含量Δ

董 静 1＊，李三红 1 #，王永庆 2，戴云志 3（1.南京大学医学院附属口腔医院，南京 210008；2.南京医科大学第一附
属医院，南京 210008；3.南京优科生物医药有限公司，南京 210009）

中图分类号 R917 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2015）27-3841-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2015.27.35

摘 要 目的：建立测定注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）中高分子聚合物含量的方法。方法：采用高效分子排阻色谱法。色

谱柱为TSK-GEL G2000SWXL凝胶色谱柱，流动相为0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.0），流速为1.0 ml/min，检测波长为254 nm，

进样量为10 μl，柱温为25 ℃。结果：聚合物峰与主峰的分离度良好；头孢噻肟进样量在2.3～226.4 ng范围内与其峰面积呈良好的

线性关系（r＝0.999 9）；精密度、重复性试验的RSD≤0.79％；耐用性试验结果表明，柱温、流速、波长、pH、流动相盐浓度等因素在

一定范围内变化对高分子聚合物峰之间以及高分子聚合物峰与主峰之间的分离度影响不大。结论：该方法操作简单、专属性强、

灵敏度高，可用于注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶1）中高分子聚合物的含量测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of polymer in Cefotaxime sodium and tazobactam

sodium（6 ∶ 1）for injection. METHODS：High performance size exclusion chromatography（HPSEC）was performed on the column

of TSK-GEL G2000SWXL with mobile phase of 0.01 mol/L phosphate buffer（pH 7.0）at a flow rate of 1.0 ml/min，detection

wavelength was 254 nm，injection volume was 10 μl and the column temperature was 25 ℃. RESULTS：Cefotaxime and the poly-

mers were well-separated；the linear range of cefotaxime was 2.3-226.4 ng（r＝0.999 9）；RSDs of precision and reproducibility tests

were no more than 0.79％；results of durability test showed the changes of column temperature，flow rate，wavelength，pH and

mobile phase salt concentration had little effects on the separation among different polymer peaks and between polymer peaks and

main peaks. CONCLUSIONS：The method is simple，specific and sensitive，and can be used for the content determination of poly-

mer in Cefotaxime sodium and tazobactam sodium（6 ∶1）for injuction.
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头孢噻肟、他唑巴坦对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

130483-200303、130511-200402，纯度：90.6％、99.1％）；磷酸氢

二钠、磷酸二氢钠和磷酸等均为分析纯，水为纯净水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：TSK-GEL G2000SWXL 凝胶色谱柱（30 cm×7.8

mm，5 μm）；流动相：0.01 mol/L磷酸盐缓冲液[0.01 mol/L磷酸

氢二钠-0.01 mol/L磷酸二氢钠（61 ∶ 39，V/V），用0.1 mol/L磷酸

调节 pH至 7.0]；流速：1.0 ml/min；检测波长：254 nm；进样量：

10 μl；柱温：25 ℃。

2.2 溶液的制备

头孢噻肟对照品溶液：取头孢噻肟对照品适量，精密称

定，加水溶解并定量稀释制成每 1 ml中约含头孢噻肟 170 μg

的溶液，即得。

他唑巴坦对照品溶液：取他唑巴坦对照品适量，精密称

定，加水溶解并定量稀释制成每1 ml中约含他唑巴坦10 μg的

溶液，即得。

供试品溶液：取注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）适

量，精密称定，加水溶解并定量稀释成每1 ml中约含头孢噻肟

1.0 mg的溶液，即得。

空白溶剂：流动相。

2.3 专属性考察

分别取空白溶剂、他唑巴坦对照品溶液、头孢噻肟对照品

溶液和供试品溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记

录色谱，详见图1。由图1可知，主峰相邻高分子聚合物峰保留

时间为9.600 min，其与主峰分离度为3.472；他唑巴坦、空白溶

剂及其他杂质均不干扰本品中高分子聚合物的测定。

2.4 线性关系考察

取头孢噻肟对照品约 11 mg，精密称定，置于 100 ml量瓶

中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取1 ml，置于50

ml量瓶中，加流动相定容，摇匀。分别精密量取上述溶液 1、

10、20、40、50、60、80、100 μl注入HPLC仪进样，记录色谱。以

进样量（x，ng）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得

头孢噻肟回归方程y＝2 075x－477.2（r＝0.999 9）。结果表明，

头孢噻肟进样量在2.3～226.4 ng范围内与其峰面积呈良好的

线性关系。

2.5 检测限、定量限考察

取“2.2”项下头孢噻肟对照品溶液适量，加流动相逐级稀

释后，按“2.1”项下色谱条件进样测定，以信噪比为 10计算头

孢噻肟的定量限为0.45 ng，以信噪比为3计算头孢噻肟的检测

限为0.14 ng。

2.6 精密度试验

取“2.2”项下头孢噻肟对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱

条件重复进样 5次，记录峰面积。结果，头孢噻肟峰面积的

RSD为0.14％（n＝5），表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）（批号：20120401）

适量（约相当于头孢噻肟 10 mg），精密称定，置于 10 ml 量瓶

中，加流动相溶解并定容，摇匀，分别于25 ℃下放置0、1、2、3、

4、5、6 h时按“2.1”项下色谱条件进样，记录峰面积。结果，高

分子聚合物峰面积随着时间延长而增加，头孢噻肟峰面积的

RSD为12.17％（n＝7），表明供试品溶液不稳定，不宜长时间放

置，应临用新配。

2.8 重复性试验

取注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）（批号：20120401）

适量（约相当于头孢噻肟10 mg），共6份，精密称定，分别置于

10 ml量瓶中，加流动相溶解并定容，摇匀，按“2.1”项下色谱条

件进样测定高分子聚合物的含量。结果，高分子聚合物平均

含量为1.05％，RSD为0.79％（n＝6），表明本方法重复性较好。

2.9 耐用性考察

本试验分别考察了采用不同柱温、流速、波长、pH、流动相

盐浓度对注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）（批号：

20120401）中高分子聚合物含量测定的影响，结果见表1（注：分

离度1指聚合物-1峰与聚合物-2峰之间的分离度；分离度2指

聚合物-2峰与聚合物-3峰之间的分离度；分离度3指聚合物-3

峰与相邻主峰之间的分离度）。由表1可知，上述因素在一定范

围内变化对高分子聚合物峰之间以及高分子聚合物峰与主峰

之间的分离度影响不大，均符合2010年版《中国药典》（二部）附

录ⅤD HPLC法的要求，说明本方法的耐用性良好。

表1 耐用性试验结果

Tab 1 Results of durability test

耐用性考察项目
不同柱温，℃

不同流速，ml/min

不同波长，nm

不同pH

不同流动相盐浓度，mol/L

拟定方法

变化条件
20.

30.

0.9

1.1

218.

222.

6.9

7.1

0.009

0.011

不变化

分离度1

1.172

1.212

1.283

1.081

1.081

1.046

1.182

0.858

1.279

1.233

1.407

分离度2

2.406

2.327

2.368

2.289

2.404

2.456

2.212

2.000

2.459

2.516

2.900

分离度3

2.714

2.766

2.833

2.736

2.818

2.792

2.462

2.650

2.645

2.645

2.955
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图1 高效分子排阻色谱图
A.空白溶剂；B.他唑巴坦对照品；C.头孢噻肟对照品；D.供试品溶液；1.

聚合物-1；2.聚合物-2；3.聚合物-3；4.头孢噻肟；5.他唑巴坦

Fig 1 HPSEC chromatograms
A. blank solvent；B. reference substance of tazobactam；C. reference sub-

stance of cefotaxime；D. solution of test sample；1. polymer-1；2. poly-

mer-2；3. polymer-3；4. cefotaxime；5. tazobactam
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2.10 样品中聚合物的含量测定

取 3批样品各适量，分别按“2.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，计算高分子聚合物含

量，并且同采用2010年版《中国药典》收载的G-10法测定的高

分子聚合物的含量进行比较，结果见表2。

表2 样品中聚合物的含量测定结果（n＝3，％）

Tab 2 Results of contents determination of polymer in

samples（n＝3，％）

方法
HPSEC法
G-10法

20120401

1.05

0.007 2

20120402

1.03

0.007 2

20120403

1.06

0.006 3

3 讨论
3.1 HPSEC法与G-10法的比较

抗菌药物中的高分子聚合物系指其中分子量大于药物本

身的杂质的总称，其分子量一般在1 000～5 000 Da，个别可达

10 000 Da左右。由于高分子聚合物具有高度不均一性和不确

定性，无法制备出具有固定含量的对照品，现行版《美国药典》

未收载相关测定方法。2010年版《中国药典》收载的以自身对

照外标法定量测定β-内酰胺类抗菌药物中高分子聚合物的方

法，通过两种流动相的转换，以药品自身对照品取代高分子聚

合物对照品对其中的高分子聚合物进行检测，为相关研究指

出了一个新的方向。

本试验曾根据 2010年版《中国药典》头孢噻肟钠项下规

定，采用以葡聚糖凝胶G-10为填充剂的凝胶色谱柱对注射用

头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）中的高分子聚合物的含量进行

测定。结果表明，该色谱柱的柱效低（柱效仅 1 000左右），进

样浓度高（20 mg/ml），峰形拖尾，分析时间长（一个样品需要2

h左右），分离效果差（所有高分子聚合物为一个峰，且该峰与

主峰未能达到基线分离），导致高分子聚合物的检出量非常

低。而采用以TSK-GEL G2000SWXL为填充剂的凝胶色谱柱

进行测定，柱效高（上万），分析时间短（一个样品仅需要 20

min），分离效果好（高分子聚合物峰与主峰能达到基线分

离）。故高分子聚合物的检出量更高，更适合于测定注射用头

孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶1）中聚合物的含量。

3.2 流动相的选择

在酸性和碱性条件下头孢噻肟均可发生聚合反应[7]，因此

测定时应选择 pH为中性的流动相系统。本试验参照 2010年

版《中国药典》中头孢菌素类抗菌药物高分子聚合物测定方

法，选用0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.0）为流动相，发现高分

子聚合物与样品能达到基线分离。同时，本试验还进行了流

动相的耐用性试验，微调磷酸盐缓冲盐的浓度，分别用 0.009

mol/L 磷酸盐缓冲液（pH 7.0）和 0.011 mol/L 磷酸盐缓冲液

（pH 7.0）进行考察，发现微调流动相盐浓度对分离度和柱效均

无明显影响，说明以 0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.0）为流动

相的耐用性良好。因此，最终选择 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液

（pH 7.0）为流动相。

3.3 测定波长的选择

注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）中高分子聚合物主

要是由头孢噻肟聚合而成，由于难以获得高分子聚合物对照

品，而高分子聚合物是由单体聚合而成，所以本试验参考2010

年版《中国药典》头孢噻肟钠中高分子聚合物检查项下的检测

波长，选择254 nm为测定波长。在此波长下，他唑巴坦及其他

杂质均不干扰该复方制剂中高分子聚合物的测定。

3.4 对照品的选择和准确度的考察

由于头孢噻肟高分子聚合物是由头孢噻肟单体分子通过

分子间的氢键、静电相互作用、疏水相互作用而形成的，未破

坏其分子结构，也未改变其化学性质，头孢噻肟高分子聚合物

和头孢噻肟单体分子具有相似的色谱行为，因此可以用头孢

噻肟作为对照品，来测定头孢噻肟高分子聚合物的含量。

由于无法获得头孢噻肟高分子聚合物的对照品，因此无

法进行加样回收率试验，并且本制剂中不含任何辅料，也无需

进行回收率试验。本研究重复性试验中连续测定了 6份供试

品中高分子聚合物的含量，其RSD为0.79％，说明本方法的重

复性较好；另外，通过考察不同柱温、流速、波长、pH、流动相盐

浓度对供试品中高分子聚合物含量测定的影响，结果表明上

述因素在一定范围内变化对高分子聚合物峰之间以及高分子

聚合物峰与主峰之间的分离度影响不大，说明本方法耐用性

较好。由此说明本方法测定注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠

（6 ∶1）中高分子聚合物的含量的准确度较好。

综上所述，本方法操作简单、专属性强、灵敏度高，可用于

注射用头孢噻肟钠他唑巴坦钠（6 ∶ 1）中高分子聚合物的含量

测定。
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