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頭孢菌素 (Cephalosporin) 為最常使用的抗生素類藥物，其結構及藥理性質類似於青黴

素 (penicillin) 類抗生素。頭孢菌素與青黴素都具有 β 內醯胺環結構，可干擾細菌細胞

壁的合成，進而殺死細菌。1948 年，義大利科學家 Giuseppe Brotzu，首先在頂頭孢菌

(Cephalosporium acremonium) 的培養基中，分離出頭孢菌素類化合物，而禮來大藥

廠 (Eli Lily) 首先研發出其製劑 Cephalothin，並於 1964 年上市。

頭孢菌素為殺菌劑，作用機轉與其他β 內醯胺類抗生素（如青黴素）相同。細菌的細胞都

有細胞壁保護，而頭孢菌素可阻斷細菌細胞壁肽聚醣層的合成，破壞細胞壁，造成細菌

死亡。頭孢菌素為β內醯胺類化合物，其β內醯胺環融入 6 圓環的 dihydrothiazine環

中，形成 cephem 核心結構。修飾此環支鏈修飾基的結構，可改善制菌活性及藥物動力

學活性。頭孢菌素可依其光學活性，大致分成 4 代。

第一代的頭孢菌素，主要對革蘭氏陽性菌具要活性，越新一代的頭孢菌素，則對革蘭氏

陰性菌的活性越高，而對革蘭氏陽性菌的活性，通常會降低。革蘭氏陰性菌具有獨特的

細胞外膜，許多藥物均無法穿透，因此革蘭氏陰性菌對抗生素的抗藥性，普遍高於革蘭

氏陽性菌 [1]。
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本分析使用 2 種安捷倫管柱：

• 安 捷 倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管 柱 、 4.6 ×

250 mm、5 µm，p/n 959990-902

• 安 捷 倫 Poroshell 120 EC-C18 管 柱 、 4.6 × 75 mm、

2.7 µm，p/n 697975-902

此外，也檢測 2 種 4.6 × 250 mm、5 µm 不同廠牌 C18 管柱，

標記為 C1 與 C2。

乙腈購自 Honeywell 公司，已通過 Burdick & Jackson 試藥級

(ACS) HPLC 溶劑的認證；磷酸二氫鉀 (Monobasic Potassium

Phosphate) 使用 USP/ACS 級，購自 VWR 公司；水則採用以

密理博Millipore Milli-Q系統現場製造，以 18 M過濾至 0.2 µm

的水。以 0.45 µm 的再生纖維過濾材質（安捷倫科技公司生產），

過濾緩衝液。USP 級的 Cefepime Hydrochloride，及 USP級的

Cefepime Hydrochloride 系統適合性分離標準品 (RS)，購自美

國藥典編纂當局。樣品及移動相，均依照 USP 及 EP 的說明配製。

[3,4]

移動相製備

本分析法將磷酸二氫鉀緩衝液，依照梯度混合一定量的乙腈後使

用。將 0.68 克的磷酸二氫鉀溶於 1000 mL 的水中，製備緩衝液。

緩衝液以氫氧化鉀或磷酸調整至 pH 5.0，並以 0.45 µm的過濾材

質（本實驗室使用再生纖維）過濾，再經超音波除氣。原本的

USP 分析法，使用緩衝液：乙腈為 9:1 的溶液做為移動相 A，且

之後所有樣品均使用此移動相製備。調整分析法時，製備不同比

例的「移動相 A」。移動相 B 以 1:1 的體積／體積 (v/v) 比例，混

合磷酸二氫鉀緩衝液與乙腈製備而成。歐洲藥典 (EP) 分析法的移

動相製備方式類似，但調整 pH 值 (0.05 M) 用的氫氧化鉀與磷酸，

有明確指定其濃度，並明確指定移動相加入乙腈前的 pH 值。

試驗準備

精確秤取 70 mg的 Cefepime Hydrochloride，倒入 50 mL的容量

瓶，溶於移動相中，並以移動相稀釋至足量，再以超音波震盪約

30 分鐘。測定系統適合性的樣品，以 7 mg/5 mL的濃度溶於移動

相 A 中。因雜質 B 為難溶性物質，務必使用超音波震盪。註：這

些溶液均應立即使用，或儲存於冰箱，於 12 小時內注入使用。

圖 1. Cefepime 的結構。

Cefepime 為第四代頭孢菌素類抗生素，抗菌譜廣，對革蘭氏陰

性菌的活性也已改善，高於其他已上市的頭孢菌素類藥物。

Cefepime 的結構如圖 1 所示。

雖然相關藥物已累積了大量研究，但其定量分析及純度試驗，仍

是個難題 [2]。歐洲藥典 (EP) 及美國藥典 (USP)，刊載了

cefepime 及其相關化合物的測定方式 [3,4]，均以磷酸鹽／乙腈

為沖提液，以 1.0 mL／分的流速，沖提 4.6 × 250 mm、5 µm的

管柱。其中將以 4.6 × 75 mm、5 µm 的安捷倫 Poroshell 120

EC-C18 管柱，快速分析 Cefepime 的相關化合物，並達到 USP

及 EP 分析法的要求。此種管柱加快了管柱的分析速度，也比較

不需要經常製備沖提液，可節省時間與溶劑，相較於原本的 EP

與 USP 分析法，本分析法較不浪費。此外，使用較短的管柱，可

以更快速的評估方法調整的可行性而能在較短的時間內，產生較

佳的效能。

實驗

一個安捷倫 1200 系列快速分離 LC (RRLC) 系統，具有下列安捷

倫裝置：

• G1312B 二元幫浦 SL，梯度沖提時間視管柱大小及流速而定，

見表 1

• G1367C 自動液體注射器 (ALS) SL，注入量視特定分析法參

數而定，見表 1

• G1316B 恆溫管柱室 (TCC) SL，溫度設定為 25 ºC

• G1367C 光二極體陣列偵測器，設為 254 nm，如本分析法

所述

S

S

OCH3

H3CH2N

O
+

O

O

H

Cl
-

HCl H2O

N
H

OH

N

N

N N



3

結果及討論

遵循 USP 及 EP 明載的層析條件。兩分析例均指定使用 4.6 ×

250 mm、5 µm的 L1 (C18) 管柱。沖提梯度設定列於表 2。液相

層析儀一開始以 100% 的移動相 A等位沖提 10 分鐘，之後 20 分

鐘內則逐漸降低比例至 50%。以 50% 的移動相 A 等位沖提持續

5 分鐘後，使溶劑再平衡至一開始的 100% 移動相 A 之組成。總

分析時間為 36 分鐘。

一開始進行的 USP 及 EP 分析法，指定使用 4.6 × 250 mm、

5 µm 的 L1 管柱。3 種不同的管柱列於圖 2。此分析法指定一個

沖提梯度，每項樣品約需回復 45 分鐘。調整本分析法以加快分析

速度，便能改善本分析法。

本分析法的層析及效能要求，請見 USP 分析法，摘要如下 [1]：

• 4.6 mm × 250 mm 的 L1 管柱 (C18)

• 分析物的理論板數 (N) 不得少於 4000 個

• Cefepime 與其相關化合物 A 的解析度 R，不得低於 5

• Cefepime 與其相關化合物 B 的解析度 R，不得低於 10

• Cefepime 的容量因子 k’，需高於 0.6

• 管柱的效率不得少於 4000 個理論板數

• 拖尾因子不得超過 1.5

鑑定的目標為：cefepime 的滯留時間約為 1.0，cefepime 相關

的化合物 A 為 2.7，cefepime 相關的化合物 B 為 4.3。

USP 修訂後的第 621 章，對於分析法的「調整」範圍，提出建議：

[5] 這些調整摘要於表 1。先前的分析，調整了充填顆粒的大小及

管柱尺寸。[6,7]. 此外，也有人提議針對相關概要分析法予以重新

改變，以在直線速度保持恆定的前提下，縮小充填顆粒，將目前

的流速提高 ± 50% [8]。這種情況下，我們也期望於調整較小型

管柱的移動相組成，所能帶來的好處。

表 1. USP 第 621 章容許的分析法調整範圍

管柱長度 ± 70%

管柱內徑 ± 25%

管柱充填顆粒大小 至多縮小 50%，不得增大

流速 ± 50%

注入量 只要符合系統適合性測試 (SST) 的標準，便能

改變注入量

管柱溫度 ± 10%

移動相 pH 值 ± 0.2

紫外光 (UV) 波長 不得改變成製造商規格以外的數據

緩衝液的鹽類濃度 ± 10%

移動相的組成（次要組成的比例，可調整成± 30% 或± 10% 的絕對值，以較小

者為準，《如 USP 所述》）
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圖 2. 3 種不同管柱以原先方法分析的結果，每次分析約費時 45 分鐘
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依下列方程式調整沖提梯度：

若需保持 k* 值恆定，則上述方程式可精簡為下列方程式，計算新

的梯度沖提時間：

tg2 = (tg1d2
2L2F1)/(d1

2L1F2)

tg1 為原本的梯度沖提時間，tg2 為新的梯度沖提時間

d1 為原本的管柱內徑，d2 為新的管柱內徑

L1 為原本的管柱長度，L2 為新的管柱長度

F1 為原本的流速，F2 為新的流速

本分析在容許範圍內，進行多項調整。首先將 5 µm 的充填顆粒

大小，調整為 2.7 µm，以提升效率，但也升高了背壓，不過管柱

縮短 70%，因此增加的背壓很小。安捷倫 Poroshell 120 管柱的

優勢，為其粒徑分佈較窄，因此需使用 2 µm 的濾片，與 5µm 及

3.5 µm 管柱的濾片相同，如此一來，製備樣品時，不需太過小心，

而原本的分析方法，則需非常小心地製備樣品。以 3、2.5、小於

2 µm 顆粒充填的管柱，使用較小型的濾片，將充填材料留在管柱

內，但卻容易發生堵塞 [9]。

再來將 250 mm 的管柱長度，縮減 70%，成為 75 mm，仍在調

整的容許範圍內，且若管柱的效能禁得起此變化，則可輕易提高

樣品處理量。

表 2. 沖提梯度表

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，

注入量 1 mL/分鐘， 1 mL/分鐘， 1.5 mL/分鐘， 2 mL/分鐘，

% 溶劑 B 20 µL 6 µL 6 µL 6 µL

0 第 0 分鐘 第 0.0 分鐘 第 0.0 分鐘 第 0.0 分鐘

0 第 10 分鐘 第 3.0 分鐘 第 2.0 分鐘 第 1.5 分鐘

50 第 30 分鐘 第 10.0 分鐘 第 6.67 分鐘 第 5.0 分鐘

50 第 35 分鐘 第 10.5 分鐘 第 7.0 分鐘 第 5.25 分鐘

0 第 36 分鐘 第 10.8 分鐘 第 7.2 分鐘 第 5.4 分鐘

0 第 45 分鐘 第 13.5 分鐘 第 10 分鐘 第 6.75 分鐘

移動相的次要組成為 10% 的乙腈，USP 規定可調整成 ± 30%

或± 10% 的絕對值，以較小者為準，即可降低為 7% 或提高至

13%；根據 EP 的規定，仍是改變成 7-13%。本分析可使用此大

幅縮短的管柱，快速計算幾種乙腈的濃度。務必注意，本層析使

用多種溶劑，但不影響樣品製備。執行本分析時，發現雜質 B 的

溶解度低於其他成分，若未遵照本分析法的說明，以超音波充分

震盪，此成分將不會溶解。
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圖 3.全多孔性顆粒充填的安捷倫 Eclipse Plus C18 管柱，及安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱
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圖 4 顯示，流速提高至 2 mL／分鐘，以更快速評估分析法。

如圖所示，一開始乙腈的比例為 11% - 8%，在藥典規定的調整範

圍內。乙腈的比例為 10% 時，cefepime 與雜質 B 的解析度為 2，

但將一開始的有機修飾劑比例，降低至 8% 時，兩成分的波峰解

析度，升高至 4.9。結果很明顯，將一開始的濃度降低至 7% 以上

時，可額外提高波峰的解析度，但在超出這些範圍的調整，將改

變分析法，需再行確效。
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圖 5.使用 4.6 × 75 mm 的安捷倫 USP Poroshell 120 EC-C18 管柱，進行 cefepime 雜質分析法的最終改善，利用一開始 8% 的乙腈，以各種流速進行沖提

圖 4.調整有機修飾劑含量，以改善解析度。使用安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱，快速開發分析方法



www.agilent.com/chem

本文內容如有任何錯誤，或是因為提供、實行或使用本資料，造成附帶或衍生損害，
安捷倫恕不負責。

本文件中的資訊、說明和規格可能隨時變更，恕不另行通知。

© 安捷倫科技公司，2011 年

於美國印製

2011 年 3 月 18 日

5990-7492CHTW

表 3.

要求：安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱，4.6 × 75 mm，2.7 µm

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

不對稱因子 (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

超出上述範圍的調整，將「改變」分析法，需再行確效。若選用

較短的管柱，如 4.6 mm × 50 mm 的管柱，同樣的分析可在原本

的 20% 時間內完成，溶劑也只需使用原本的 20%，但是必須再

次進行完整的確效。在這種情形下，執行此等試驗方法的確效，

可能較容易，至於雜質的分析法，則不那麼常執行。表 2 及表 3

顯示，本分析可將 36 分鐘的分析時間，輕易縮短至 7.2 分鐘；分

析時間縮減 80%，卻不須使用新的設備。因此實驗室便能在點收

原料後 2 小時內，完成檢驗，不須等到 24 小時。

結論

使用 250 mm 長、以全多孔性顆粒充填的 LC 管柱，進行藥典分

析法的實驗室人員，可改用表面多孔性顆粒充填的 Poroshell 120

管柱，完全不需更換現有的儀器，便享有分析速度、解析度及靈

敏度均提升等好處。75 mm長的管柱，仍在 USP及 EP指引容許

的調整範圍內。使用 Poroshell 120 管柱，加快了分析速度，提

高處理量及產能。適度調整各種藥典分析法，改用較短的管柱，

及以較小的 2.7 µm 顆粒充填，所獲得的結果便有大幅改善。
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