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摘要
本文介绍了使用 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱及 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统
对 18 种抗生素进行有关物质分析的结果。本实验使用《中国药典》建议的流动相，能
够获得出色的分离度及稳定的分析结果。本文提供的相关图谱可作为抗生素 SEC 分析的 

参考。

前言
抗生素是临床常用的药物之一，较易发生过敏反应。抗生素中的高分子聚合物杂质是引发
过敏反应的真正过敏原，因此严格控制抗生素药物中的高分子聚合物含量具有重要意义。
聚合物含量通常照分子排阻色谱法测定。目前大多采用葡聚糖凝胶柱，但此类填料的机械
强度差且柱效低，因此聚合物分析填料逐渐发展为球状亲水硅胶。
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 《中国药典》已有数个品种以有关物质 II 的检测项目形式收载了使
用球状亲水硅胶 SEC 的方法1。目前市面上主要有两种类型的球
状亲水硅胶基质：键合二醇基的硅胶 (USP L20) 和键合亲水涂层
的硅胶 (USP L59)。较为传统的 USP L20 键合相由于存在较多的
残留硅醇基，通常需要较高离子强度的流动相以克服非特异性相
互作用。而 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱（L59 型）采用聚合物
亲水涂层，残留硅醇基数目大幅减少，从而能够有效抑制非特异
性相互作用，实现聚集体的准确定量分析。此外，2.7 μm的填料
粒径以及更大的孔容设计，都有助于进一步提升色谱分离效果。

实验部分

试剂和样品
无水磷酸二氢钠与十二水合磷酸氢二钠均购自 Sigma-Aldrich  

公司。

实验用水取自 Merck Millipore Milli-Q 超纯水系统。

磷酸盐缓冲液：5 mmol/L Na2HPO4:5 mmol/L NaH2PO4 (61:39)。

所有样品均为实际样品。样品均为市购产品。样品溶解于流动相
后过 0.22 µm 滤膜。样品浓度均为 1 mg/mL。

仪器和设备
本实验采用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统，该系统配备二
极管阵列检测器。所用色谱柱为 Agilent AdvanceBio SEC 130Å, 

7.8 × 300 mm, 2.7 µm（部件号：PL1180-5350）。

样品前处理
准确称取 10 mg 抗生素粉末状样品于 10 mL 离心管内，加入流动
相 10 mL 后，超声 1 分钟。经 0.22 µm 滤膜过滤后，取续滤液进
样分析。

色谱条件
色谱柱：AdvanceBio SEC 130Å, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm（部件号：
PL1180-5350）

流动相：5 mmol/L 磷酸盐缓冲液（含 5% 乙腈），pH 7.0

进样量：5 μL

柱温：25 ℃

流速：0.6 mL/min

等度运行

检测波长：254 nm

结果与讨论
本实验采用了 Agilent AdvanceBio SEC 色谱柱和 Agilent 1260 

Infinity II 液相色谱系统对阿莫西林、头孢氨苄、头孢丙烯、头孢
地尼、头孢地嗪、头孢克洛、头孢拉定、头孢美唑、头孢米诺
钠、头孢哌酮钠、头孢匹罗、头孢羟氨苄、头孢曲松钠、头孢噻
肟钠、头孢他啶、头孢替唑钠、头孢西林钠、头孢唑肟钠共 18 

种抗生素进行有关物质分析，并获得了分离结果，如图 1–16 所
示：
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图 1. 阿莫西林在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 2. 头孢氨苄在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 3. 头孢丙烯在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 4. 头孢地尼在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 5. 头孢地嗪在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 6. 头孢克洛在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 7. 头孢拉定在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 8. 头孢美唑在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 9. 头孢米诺钠在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 10. 头孢哌酮钠在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 11. 头孢匹罗在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果



4

min2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25

mAU

-1

0

1

2

3

4

图 12. 头孢羟氨苄在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 13. 头孢曲松钠在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 14. 头孢噻肟钠在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 15. 头孢他啶在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 16. 头孢替唑钠在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 17. 头孢西林钠在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果
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图 18. 头孢唑肟钠在 AdvanceBio SEC 色谱柱上的分离结果

与 TSK G2000SWxl 相比，AdvanceBio SEC 色谱柱拥有更好
的分离度与分离效率，色谱柱塔板数是 TSK 同规格产品的近 

2 倍。AdvanceBio SEC 色谱柱能耐受更高的压力，机械强度更
高，AdvanceBio SEC 色谱柱在前述条件下压力约为 100 bar，
AdvanceBio SEC 色谱柱耐压 400 bar，推荐操作压力不超过 

200 bar，色谱柱寿命明显延长。每份样品均重复进样 3 次，保留
时间无明显漂移，结果重复性良好。
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结论
本文使用 AdvanceBio SEC 130Ǻ, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm 色谱柱，
采用《中国药典》现有球状亲水硅胶 SEC 柱的分析方法，对 

18 种抗生素进行了有关物质分析，分离度与 TSK G2000SWxl 相
比提升 20%；传统 G-10 柱聚合物峰与主峰不能达到基线分离，
使用 AdvanceBio SEC 130Ǻ, 7.8 × 300 mm, 2.7 µm 色谱柱，主峰
相邻峰与主峰基本能实现基线分离，获得了出色的分离度及稳定
的结果 。该方法可以作为各个生产企业及检测机构抗生素质量控
制中有关物质 II 检项的参考。
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