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前言

头孢菌素是一类最常见的处方类抗生素。其结构和药理活性与青霉素相似。与青霉素

一样，头孢菌素也具有 β-内酰胺环状结构，通过干扰细菌细胞壁的合成杀死细菌。

1948 年，意大利科学家 Giuseppe Brotzu 首次从顶头孢霉菌的培养物中分离出头孢菌

素化合物。1964 年，礼来公司首次推出了头孢噻吩商品。

头孢菌素类杀菌剂与其它 β-内酰胺类抗生素（如青霉素）具有相同的抗菌方式。所有细

菌都有细胞壁保护。头孢菌素破坏细菌细胞壁肽聚糖层的合成，从而导致细胞壁分解，

最终使细菌死亡。头孢菌素类抗生素属于 β-内酰胺类化合物，其 β-内酰胺环由一个六元

双氢噻嗪环组成，形成头孢烯母核结构。通过对其环状结构的侧链进行修饰，可以改善

其抗菌活性和药代动力学行为。根据抗菌谱，头孢菌素类药物可大致分为四代。

第一代头孢菌素主要对革兰氏阳性菌有效，后续几代增加了对革兰氏阴性菌的抗菌作用

（常常伴随抗革兰氏阳性菌作用减弱）。革兰氏阴性菌有一个独特的外膜，能够阻止许

多药物进入。因此，与革兰氏阳性菌相比，革兰氏阴性菌有更强的抗药性 [1]。
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本实验选用两种安捷伦色谱柱：

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，4.6 × 250 mm，5 µm，
部件号 959990-902

• Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 75 mm，2.7 µm，部
件号 697975-902

此外，对两根来自竞争对手的 4.6 × 250 mm，5 µm C18 色谱柱

的使用也进行了测试，命名为 C1和 C2。

乙腈具有 Burdick and Jackson ACS/HPLC 认证，购自

Honeywell 公司。ACS/USP 级磷酸二氢钾购自 VWR 公司。所用

水用Millipore Milli-Q 超纯水系统现制备，18 MΩ，0.2 µm 滤膜

过滤。0.45 µm 可再生纤维素膜（安捷伦科技）过滤缓冲液。盐

酸头孢吡肟和盐酸头孢吡肟系统适用性试验对照品均购自美国药

典。样品及流动相依据美国药典和欧洲药典说明配制。

流动相的配制

本方法的梯度洗脱液采用一定比例的磷酸二氢钾缓冲液与乙腈。

将 0.68 g 磷酸二氢钾溶于 1000 ml 水中配成缓冲液。用 KOH 或

磷酸调缓冲液 pH 值为 5.0，过 0.45 µm滤膜（再生纤维素膜），

超声脱气。按原美国药典方法，流动相 A 的缓冲溶液与乙腈比例

为 9:1。所有样品均用此流动相配制。方法调整过程中，配制不同

比例的“流动相 A”。流动相 B 由磷酸二氢钾缓冲液和乙腈配制

成 1:1 的溶液。欧洲药典 (EP) 方法与上述方法类似，但它规定了

调缓冲液 pH值的 KOH和磷酸溶液的浓度 (0.05 M)，并专门规定

了在加入乙腈之前调 pH值。

待测样品的制备

精密称取盐酸头孢吡肟约 70 mg，转移至 50 mL容量瓶中，用流

动相 A 溶解并稀释至刻度。超声约 3 0 min 使溶解。用流动相 A
溶解样品，浓度为 7 mg/5 mL。由于杂质 B 难溶，因此必须使

用超声溶解。注：这些配好的溶液应立刻使用，或存放至冰箱中

并在 12 小时内使用。

图 1. 头孢吡肟的结构

头孢吡肟属第四代头孢菌素，是一种广谱抗菌药，比其它市售头

孢类药物具有更强的抗革兰氏阴性菌作用。结构如图 1 所示。

尽管对此类药物已有广泛研究，但其定量分析及纯度检测仍存在

问题 [2]。欧洲药典和美国药典已公布了头孢吡肟及相关物质的

测定方法 [3,4]。这些方法使用磷酸/乙腈作为流动相、在流速

1.0 mL/min 的条件下，使用 4.6 × 250 mm，5 µm 色谱柱。本

实验使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 75 mm，5 µm
色谱柱，快速分析头孢吡肟相关物质，同时满足欧洲药典和美国

药典方法的要求。由于色谱柱更短，从而减少了流动相的频繁配

制，因此与原欧洲药典和美国药典方法相比节省了试剂并减少了

废液的产生。此外，更短的色谱柱能够更快地评估方法调整的效

果，从而在较短的时间内获得更佳的分析性能。

实验部分

安捷伦 1200 系列快速分离高分辩液相色谱系统，配备如下安捷伦

组件：

• G1312B SL 型二元泵，梯度程序设置取决于色谱柱规格和流
速，见表 1

• G1367C SL 型自动液体进样器 (ALS)，进样量取决于具体的
方法参数，见表 1

• G1316B SL型柱温箱 (TCC)，温度设置为 25 °C

• G1367C二极管阵列检测器，检测波长设置为 254 nm
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结果与讨论

美国药典和欧洲药典使用的色谱条件如下。两种药典都规定使用

L1（C18 色谱柱） 4.6 × 250 mm，5 µm 色谱柱。表 2 为梯度洗

脱程序。液相色谱先等度运行 100% A 10 min，随后在 20 min内

A 逐渐变化至 50% ，保持这一浓度运行 5 min，然后重新平衡至

初始的 100% A。总运行时间 36 min。

原美国药典和欧洲药典方法规定使用 4.6 × 250 mm，5 µm L1 色

谱柱。图 2 中列出了 3 种不同的色谱柱。该方法运行样品梯度及

系统再平衡的总时间约为 45 min。我们通过调整，改进了方法，

提高了分析速度。

美国药典方法中列出的色谱分析方法及性能参数要求如下：

• L1色谱柱 (C18)，4.6 mm × 250 mm

• 分析物的理论塔板数不小于 4000

• 头孢吡肟和头孢吡肟相关物质 A的分离度 R不小于 5

• 头孢吡肟和头孢吡肟有关物质 B的分离度 R不小于 10

• 头孢吡肟的容量因子 k'大于 0.6

• 柱效不小于 4000 理论塔板数

• 拖尾因子不大于 1.5

为便于鉴别，头孢吡肟的相对保留时间为 1.0，头孢吡肟相关物质

A 的相对保留时间为 2.7 ，头孢吡肟相关物质 B 的相对保留时间

约为 4.3。

最新的美国药典第 621 章，对于方法的哪些方面可以更改以进行

方法调整提出了建议 [5]。表1总结了这些调整。先前工作已证明

调整色谱柱填料粒径大小和柱规格是可行的 [6,7]。此外，这些药

典方法的新变化表明，允许线速度保持恒定而减小填料粒径，从

而流速的增加超出了当前流速 ± 50% 的调整范围要求 [8]。在这

种情况下，我们也会看到在更小规格的色谱柱上改变流动相组成

的优势。

表 1. 美国药典第 621章允许的方法调整

柱长 ± 70%

柱内径 ± 25%

柱填料粒径 最多可减小 50%，无增加

流速 ± 50%

进样量 满足系统适应性试验 (SST)条件下的变化

柱温 ± 10%

流动相 pH ± 0.2

UV 波长 严格按照厂商性能指标，不允许更改

缓冲液中的盐浓度 ± 10%

流动相组成（低比例组分允许调整 ± 30%，或任何低比例组分允许调整 ± 10% 绝
对量，详见美国药典）
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图 2. 原方法在三种不同色谱柱上运行，每次分析约需 45 min
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按照下列公式按比例调整梯度洗脱程序

保持常量 k* 不变时，上述公式可简化为下列公式，计算新的梯度

程序时间：

tg2 = (tg1d2
2L2F1)/(d1

2L1F2)

tg1
和 tg2

：原梯度和新梯度时间

d1
和 d2

：原柱内径和新柱内径

L1
和 L2

：原柱长和新柱长

F1
和 F2

：原流速和新流速

第二个变动是柱长由 250 mm 减至 75 mm。若柱效不变，柱长可

以减少 70%，并且可轻易实现更高通量的样品分析。

表 2 梯度脱洗程序表

4.6 × 250 mm 4.6 × 75 mm 4.6 × 75 mm 4.6 × 75 mm
5 µm, 2.7 µm, 2.7 µm, 2.7 µm, 

进样体积 1 mL/min, 1 mL/min, 1.5 mL/min, 2 mL/min, 
%溶剂 B 20 µL 6 µL 6 µL 6 µL

0 0 min 0.0 min 0.0 min 0.0 min

0 10 min 3.0 min 2.0 min 1.5 min

50 30 min 10.0 min 6.67 min 5.0 min

50 35 min 10.5 min 7.0 min 5.25 min

0 36 min 10.8 min 7.2 min 5.4 min

0 45 min 13.5 min 10 min 6.75 min

流动相中的低比例组分是乙腈，占 10%。根据美国药典调整规

则对于小比例组成的溶剂，可允许调整 ± 30% 或 ± 10% 绝对量

的调整，即乙腈可降至 7% 或升至 13%。欧洲药典调整规则与此

相同，也为 7%-13%。使用这种短的多的色谱柱，可快速计算出

本实验中乙腈在流动相中的几种不同浓度。但请注意，本方法中

虽然色谱溶剂是不同的，但是样品制备过程无变化。还需注意本

实验中杂质 B 比其它组分难溶，若没有按此方法规定充分超声

溶解，此化合物是不溶的。

本文中，实验条件可在允许范围内进行若干变动。首先填料粒径

从 5 µm 变为 2.7 µm。此变化提高了柱效，同时也增加了柱压。

但由于色谱柱缩短了 70%，柱压的增加可以忽略。Agilent

Poroshell 120 色谱柱的优点之一是粒径分布窄，因此可使用与

5 µm 和 3.5 µm 色谱柱上相同的 2 µm 筛板。这意味着与原方法

相比，样品的制备无须额外步骤。粒径为 3，2.5及小于 2 µm 的

常规色谱柱须使用更小孔径的筛板以保护柱填料，但这容易引起

堵塞 [9]。
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图 3. 全多孔 Agilent Eclipse Plus C18 色谱柱和 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱
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如图 4 所示，流速增至 2 mL/min，可实现更快速的方法评估。

如图所示，调整乙腈起始浓度由 11% 到 8% 不等，符合药典规

定调整范围。乙腈浓度为 10% 时，头孢吡肟与杂质 B 的分离度

为 2。而当乙腈起始浓度降到 8% 时，二者的分离度增至 4.9。

可以推测，如果乙腈起始浓度降至 7% 以下时，分离度还会进一

步增加。但若起始浓度的调整超过了规定范围，则需要重新进行

方法验证。
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图 5. 美国药典头孢吡肟杂质分析的最终优化方法，使用安捷伦 Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 75 mm 色谱柱，起始乙腈浓度为 8%，不同流速下进行分析

图 4. 调整有机相浓度以提高分离度。使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱进行快速分析方法开发
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表 3
要求：Agilent Poroshell 120 EC-C18 4.6×75 mm，2.7 µm

1 mL/min 1.5 mL/min 2 mL/min
156 bar 221 bar 300 bar

Tf<1.5 1.28 1.28 1.30

N>4000 18288.0 11993.0 7250.0

k’>0.6 1.4 1.4 1.4

Rs C/a 5.9 5.9 5.9

Rs C/b 10.7 10.7 10.7

超过这个范围的调整被认为是方法改变，需重新进行分析方法验

证。若分析人员使用更短的色谱柱，如 4.6 mm × 50 mm，相同

的分析可在原方法 20% 的时间内完成，并只消耗 20% 的溶剂。

当然，此方法需重新进行完整的方法学验证。有些分析方法可容

易判断是否需要重新验证方法的可行性，但是杂质分析方法则不

经常验证。表 2 和表 3 数据表明，无须新设备，分析时间可轻易

地从 36 min 减至 7.2 min，即分析时间减少了 80%。这可以使实

验室在收到原料的 2 h 内完成分析，而不是原来的 24 h。

结论

在不改变现有仪器的情况下，使用表面多孔 Poroshell 120 色谱

柱，能够提高分析速度、分离度和灵敏度，使用 250 mm 全多孔

液相色谱柱进行药典分析的实验室将从中获益。美国药典和欧洲

药典的指导原则允许使用 75 mm 色谱柱。使用 Poroshell 120
色谱柱可获得更快的分析速度，从而实现高通量和更高的分析效

率。使用较短的、粒径较小的 2.7 µm 色谱柱，方法调整后可改

进实验结果。
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