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高效液相色谱法测定头孢克肟的含量

骆雨璇，吴苏亚，陈 醒，王 楠

［［［摘要］］］ 目的 建立测定头孢克肟含量的高效液相方法。 方法 采用高效液相色谱法，色谱条件：色谱柱为Waters
Symmetry C18柱（150 mm×4.6，3.5 μm），流动相为磷酸盐缓冲液（0.025 mol/L磷酸二氢钾溶液用磷酸调 pH至 3.6）-乙腈

（90︰10）；流速为 1.0 mL/min；柱温 35 ℃；检测波长 254 nm。 结果 头孢克肟在 25.19～503.80 μg/mL浓度范围内，峰面积与

浓度呈良好的线性关系（r=1.0000）；头孢克肟检测限为 6.64 μg，定量限为 22.14 μg；平均回收率为 99.22%（n=9），相对标准偏差

（RSD）为 0.5%。含量测定结果与按《中国药典》2015年版法定标准方法测定结果比较差异无统计学意义（P>0.05）。 结论

高效液相色谱法简便、可靠，专属性强，可用于头孢克肟的含量测定。
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Determination of cefixime by HPLC

LUO Yu-xuan，WU Su-ya，CHEN Xing, WANG Nan
（Department of Pharmacy，General Hospital of Eastern Theater Command，PLA，Nanjing 210002，Jiangsu，China）

［［［Abstract］］］ Objective To establish a method for the determination of cefixime by high performance liquid chromatography
（HPLC）. Methods HPLC method was used to detect the cefixime. Cefixime was separated on a Waters Symmetry C18 column（150
mm×4.6，3.5 μm）with Phosphate buffer（0.025 mol/L Potassium dihydrogen phosphate solution was adjusted with phosphoric acid to
pH 3.6）and acetonitrile（90︰10）as mobile phase. The flow rate was 1.0 mL/min. The detection wavelength was 254 nm. The column
temperature was 35 ℃. Results The calibration curve was linear within the range of 25.19-503.80 μg/mL for cefixime（r=1.0000）.
The limit of detection and limit of quantitation were 6.64 μg and 22.14 μg，respectively. The average recovery was 99.22%（n=9），

RSD=0.5%. Statistical analysis by t-test showed no significant differences between the results obtained by HPLC and by ChP 2015（P>
0.05）. Conclusion This method is simple，reliable and selective for the determination of cefixime.

［［［Key words］］］ high performance liquid chromatography；cefixime；content determination

0 引 言

头孢克肟是口服用的头孢类抗菌药，对细菌所

产生的 β-内酰胺酶高度稳定，对大多数革兰阳性、

革兰阴性菌具有非常强的抗菌活性，可以抑制多数

革兰阴性菌如嗜血、奈瑟球菌属和肠杆菌科的大多

数菌种，临床上主要来用于治疗尿道、呼吸道感染，

胆道炎胆囊炎等［1］，药物不良反应较少，尤其适用于

儿童，用于治疗小儿感染性腹泻［2］、急性上呼吸道感

染［3-4］、支气管肺炎［5-6］细菌性肠炎等［7］。《中国药典》

2015年版［8］及文献资料［9-11］中头孢克肟及其制剂含

量测定项下均为采用四丁基氢氧化铵溶液作为流

动相的反相离子对液相色谱法，其方法的不足之处

是色谱柱对四丁基氢氧化铵有较强的吸附性，使用

该流动相后柱效和峰形不理想，且色谱柱使用数十

次后，柱压上升，柱效下降，造成色谱柱使用寿命

作者单位：210002南京，东部战区总医院（原南京军区南京总医院）

药品科（骆雨璇、吴苏亚、陈 醒、王 楠）

通信作者：王 楠，E-mail: njpilicewn@163.com

··621



东南国防医药 2019年 11月第 21卷第 6期 Military Medical Journal of Southeast China，Vol.21，No.6，November，2019

缩短，从而提高了检验成本［12-14］。笔者参考文献

［15-17］改进了含量测定的色谱条件，并研究其条件

下的方法学参数，以便更加有效、可靠地测定头孢

克肟制剂中头孢克肟的含量。

1 材料与方法

1.1 仪器与试药 Waters2695高效液相色谱仪（美

国Waters公司）；Waters2998型紫外检测器（美国

Waters公司）；Empower色谱管理系统（美国Waters
公司）；METTLER TOLEDO SevenEasy型 pH计；KQ-

250DB数控超声波清洗器（昆山超声仪器有限公

司）；FA1604S电子天平（上海天平仪器厂）；AE240
电子分析天平（梅特勒-托利多仪器有限公司）。

头孢克肟胶囊购于山东罗欣药业（批号：

616042273）、湖南方盛制药（批号：160806）、天津医

药 集 团（批 号 ：115019）、齐 鲁 制 药（批 号 ：

509079NG）；头孢克肟对照品（纯度：89.2%，批号：

130503-201205）由中国食品药品检定研究院提供；

乙腈和甲醇为HPLC级；磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、

盐酸为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 色谱条件与系统适应性试验 色谱柱：Wa⁃
ters Symmetry C18柱（150 mm×4.6，3.5 μm），流动相：

0.025 mol/L磷酸盐缓冲液（pH3.6）-乙腈（90︰10）；流

速：1.0 mL/min；柱温 35 ℃；检测波长 254 nm；进样量

20 μL。分别取系统适用性溶液、对照品溶液、供试

品溶液、阴性样品溶液适量，注入液相色谱仪，在上

述色谱条件下测定，记录色谱图。

1.2.2 溶液的制备 系统适应性溶液的制备：精密

称取供试品 50 mg于 50 mL容量瓶中，加入 5 mL甲
醇使溶解，再加入 30 mL水，置沸水浴中 45 min后，

放冷至室温，再加入流动相稀释至刻度，摇匀即得。

对照品溶液的制备：精密称取头孢克肟对照品

适量，置于 25 mL的容量瓶中，加流动相溶解后稀释

至刻度，制成每 1 mL中约含 500 μg的溶液，即作为

对照品贮备液。精密称取对照品适量，置于 50 mL
的容量瓶中，加流动相溶解后稀释制刻度，制成浓

度约为200 μg/mL的溶液，即为对照品溶液。

供试品溶液的制备：精密称取供试品适量，置

于 250 mL的容量瓶中，加流动相溶解并稀释制成浓

度约为200 μg/mL的溶液，即为供试品溶液。

阴性样品溶液：按处方称取辅料，照供试品溶

液的配置方法配置阴性样品溶液。

降解溶液：①酸破坏：取供试品 50 mg，置于 50
mL容量瓶中，加入甲醇 5 mL使溶解，并加入 5 mL
1mol/L的盐酸溶液，静置 1 h，用 1 mol/L NaOH溶液

中和，用流动相稀释至刻度，摇匀即得。②碱破坏：

取供试品 50 mg，置于 50 mL容量瓶中，加入甲醇 5
mL使溶解，并加入 3 mL 0.l mol/L NaOH溶液，静置

10 min后倒入 0.l mol/L的HCl溶液使中和，并用流

动相稀释至刻度，摇匀即得。③氧化破坏：取供试

品 50 mg，置于 50 mL容量瓶中，加入甲醇 5 mL使溶

解，再加入 3%过氧化氢溶液 5 mL，静置 1 h，用流动

相稀释至刻度，摇匀即得。④水解破坏：取供试品

50 mg，置于 50 mL量瓶中，加入甲醇 5 mL使溶解，

再加水 30 mL，并置于沸水浴中 45 min，放冷，用流

动相稀释至刻度，摇匀即得。⑤加热破坏：取供试

品 50mg，置于 105 ℃加热 3h，放冷，倒于 50mL容量

瓶中，加甲醇 5 mL使溶解，并用流动相稀释至刻度，

摇匀即得。⑥光照破坏：取供试品 50 mg，在 254 nm
紫外光灯下照射 24 h后置于 50 mL容量瓶中，加入

甲醇 5 mL使溶解，并用流动相稀释至刻度，摇匀

即得。

1.2.3 方法学考察 专属性试验：分别精密量取

“1.2.2”项下的降解溶液 20 μL注入液相色谱仪，记

录色谱图。

耐用性试验：分别选用Waters Sunfire、资生堂

Capcell PAK MGⅡ、Waters xBridge、GRACE Alltima、
Waters Symmetry 5种C18色谱柱，分别进行系统适用

性试验。

线性关系考察：精密量取“1.2.2”项下的对照品

贮备液适量，并用流动相稀释制成浓度分别为

25.19、50.38、100.76、125.95、201.52、251.90、503.80
μg/mL的系列溶液，精密吸取上述各浓度的溶液 20
μL，注入液相色谱仪，按上述色谱条件进样，记录色

谱图。以各对照品浓度为横坐标，以峰面积为纵坐

标，计算回归方程。

检测限和定量限：精密量取“1.2.2”项下对照品

溶液适量，用流动相依次稀释后注入液相色谱仪，

记录色谱图。

精密度试验：取对照品溶液，连续进样 6次，按

“1.2.1”项下色谱条件进样，记录峰面积。

稳 定 性 试 验 ：取 同 一 供 试 品 溶 液（批 号 ：

615042273）分别于 0、2、4、8、10 h后按上述色谱条

件进样。

重 复 性 试 验 ：取 同 一 供 试 品（ 批 号 ：
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615042273），按“1.2.2”项下方法配置 6份供试品溶

液，按“1.2.1”项下色谱条件进样。

加样回收率：按以上色谱条件测量供试品溶液

的浓度，精密量取已测浓度的供试品溶液 5 mL，共 9
份，置 20 mL容量瓶中，分别精密加入对照品溶液 3、
5、7 mL，分别加 3份，分别加流动相稀释至刻度，按

以上色谱条件进样，记录峰面积，计算加样回收率。

1.2.4 含量测定 按“1.2.2”项下方法配置对照品

溶液和供试品溶液，分别量取 20 μL注入液相色谱

仪，记录色谱图，按外标法计算头孢克肟的含量，并

与用《中国药典》2015版头孢克肟含量测定项下的

方法测得的结果进行比较。

2 结 果

2.1 系统适用性试验 头孢克肟峰理论塔板数为

5161（≥3000），对照品溶液与供试品溶液中主峰保

留时间一致，头孢克肟峰与热分解产物（E）异构体

峰的分离度 >2.0，阴性样品溶液不干扰测定，

见图1。
2.2 含量测定 经方法专属性试验结果表明，头孢

克肟经酸、碱、氧化、水解、加热、光照破坏，所生成

的主峰与杂质峰均能有效分离，表明方法的专属性

强。用 5种色谱柱分析发现头孢克肟峰与其相邻杂

质峰均能达到有效分离，表明该方法对色谱柱的选

择性无特殊要求。头孢克肟在 25.19～503.80 μg/
mL范围内有良好的线性关系，回归方程为 Y=
38430X+55735，r=1.0000。按信噪比为 3︰1测定检

测限为 6.64 μg，按信噪比为 10︰1测定定量限为

22.14 μg。精密度试验表明头孢克肟峰面积的相对

标准偏差（RSD）为 0.05%，精密度良好。稳定性试

验结果头孢克肟峰面积RSD为 0.15%，表明供试品

溶液在 10 h内稳定性良好。重复性试验测得头孢

克肟含量平均值为 94.87%，RSD为 0.82%，表明重复

性良好。加样回收率试验显示头孢克肟平均回收

率为99.22%，RSD为0.5%，见表1。

2.3 样品的含量测定 经配对 t检验，高效液相色

谱法含量测定结果与按《中国药典》2015年版头孢

克肟含量测定方法测得的结果比较差异无统计学

意义（P>0.05），见表 2。2种方法测得头孢克肟含量

的最大偏差为0.39%。

a：系统适用性溶液；b：对照品溶液；c：供试品溶液；d：阴性样品溶液

图 1 头孢克肟高效液相色谱图

表1 头孢克肟加样回收试验结果

已知量

（mg）

0.9404

加入量

（mg）

0.6219

1.0365

1.4511

测得量

（mg）
1.5363
1.5367
1.5527
1.9638
1.9712
1.9638
2.3786
2.3840
2.3754

回收率

（%）
98.33
98.36
99.38
99.34
99.71
99.34
99.46
99.69
99.33

平均回收

率（%）

99.22

RSD
（%）

0.5

表2 两种头孢克肟含量测定结果比较（%）

批号

617042273
170806
509079NG
117019

高效液相色谱法

96.54
100.41
101.05
102.04

中国药典

2015年版方法

96.57
100.02
101.28
102.19
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3 讨 论

3.1 流动相pH的确定 因头孢克肟的分子结构中

含有弱酸性的基团羧基及弱碱性的基团氨基，所以

可以通过调节溶液 pH来改变其解离状态，从而调

节其在反相色谱上的保留时间［9］。
本试验采用固定磷酸盐缓冲液的浓度为 0.025

mol/L，乙腈含量为 10%，改变流动相的 pH值为 3.0、
3.2、3.4、3.6、3.8、4.0、4.2，从而考察系统适用性溶液

中不同 pH流动相对头孢克肟峰及头孢克肟E异构

体峰的保留时间、分离度以及头孢克肟峰与其前后

相邻杂质峰分离度的影响。实验结果表明，随着 pH
的增加，头孢克肟峰与头孢克肟E异构体峰的分离

度、理论塔板数逐渐减小，另考虑酸性过大时，C18基
团可能会断裂，综合各因素，本试验方法采用 pH为

3.6的磷酸盐缓冲液作为流动相，此时头孢克肟有较

为合适的保留时间，理论板数、峰形也较为理想，头

孢克肟与头孢克肟E异构体的分离度大于2.0。
3.2 磷酸盐缓冲液与乙腈比例的优化 固定流动

相 pH为 3.6，改变乙腈含量为 5%、10%、15%，观察

乙腈含量的变化对头孢克肟峰及头孢克肟E异构体

峰的保留时间、头孢克肟峰与其前后相邻杂质峰分

离度的影响，实验结果表明，乙腈含量为 5%时，头

孢克肟峰的保留时间较长，乙腈含量为 15%时，头

孢克肟峰与头孢克肟E异构体峰无法分离，当乙腈

含量为 10%时，头孢克肟峰及头孢克肟E异构体峰

保留时间适中，分离度也较好，所以本实验选用乙

腈的含量为10%。

本试验经过一系列方法学验证结果得出，文中

所建立的含量测定方法操作简便、专属性好，不仅

能准确、可靠地测定头孢克肟的含量，还有效地改

善了《中国药典》中所使用的四丁基氢氧化铵流动

相对色谱柱的损害问题。
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