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摘 要 目的：建立注射用阿奇霉素枸橼酸二氢钠含量和有关物质的测定方法。方法：采用高效液相色谱法，并与该制剂标准采

用的含量测定方法（抗生素微生物检定法）及有关物质检查方法（薄层色谱法）测定结果进行比较。色谱柱为资生堂C18 MG Ⅱ柱，

流动相为磷酸盐缓冲液（pH 8.2）-乙腈（45 ∶ 55，V/V），流速为1.0 ml/min，检测波长为215 nm，柱温为35 ℃。结果：阿奇霉素检测质

量浓度线性范围为0.5～3.0 mg/ml（r＝0.999 9），平均回收率为100.2％，RSD＝0.7％（n＝9）。本方法主药含量测定结果与原标准

方法结果一致，有关物质检查方法优于原标准方法。结论：建立的方法简便、准确、专属性强、重复性好，可用于注射用阿奇霉素枸

橼酸二氢钠含量及有关物质的测定。
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Content Determination and Related Substances of Azithromycin Sodium Dihydrogen Citrate for Injection by
HPLC
BAI Da-wei，CHEN Jia（Taizhou Institute for Food and Drug Control，Jiangsu Taizhou 225300，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of azithromycin and its related substances in
Azithromycin sodium dihydrogen citrate for injection. METHODS：HPLC method was adopted and compared with the results of
standard method for content determination of the preparation（antibiotic microbiological assay）and TLC for related substances. The
determination was performed on C18 MG Ⅱ column with mobile phase consisted of phosphate buffer（pH 8.2）-acetonitrile（45 ∶ 55，
V/V）at flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at 215 nm and column temperature was 35 ℃. RESULTS：The
linear range for azithromycin was 0.5-3.0 mg/ml（r＝0.999 9）with average recovery of 100.2％（RSD＝0.7％，n＝9）. The results
of content determination of main component are concordant with those of standard method. The method for the determination of re-
lated substance was better than previous method. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate，specific and reproducible，and
suitable for the content determination of azithromycin and its related substances in Azithromycin sodium dihydrogen citrate for injec-
tion.
KEY WORDS HPLC；Azithromycin；Related substances；Content determination

净、产率高（93％），质量易控制。磺胺嘧啶铜利用磺胺嘧啶的
铵盐与硫酸铜共沉淀制得，由于铵盐及SO4

2－均溶于水，所以制
备中用蒸馏水充分洗涤沉淀至pH约为7，干燥后即可得纯度＞

97％的样品。

含量测定采用经典的容量分析方法，分别用亚硝酸钠法
和碘量法测定磺胺嘧啶铜中 2种不同基团（苯胺基和铜）。与

《中国药典》“磺胺嘧啶锌”项下方法比较[7]，本法双重控制其含
量，方法简便、准确。铜的测定是用间接碘量法，由于磺胺嘧
啶铜不溶于水，应先加稀盐酸，待样品完全溶解后，再加水稀
释。笔者对所加入稀盐酸的量进行了试验，从 10～30 ml 不
等，结果测得的数据基本一致，但盐酸的量太少，样品不易溶
解，因此加入20 ml较为适中。在滴定过程中，因Cu2+与 I－作用
生成的CuI同时也能吸附部分 I2，使终点难以判断，故加入硫
酸氰钾，使CuI转化成溶解度更小的CuSCN，同时将所吸附的
I2释放，使终点更加敏锐。

检索近 30年的有关资料表明，本品是一种新的合成化合
物，其合成工艺等已经向国内有关部门申请专利。本品是国
际上之首创，具有广阔的发展前景，蕴藏着巨大的经济效益和
社会效益。磺胺嘧啶铜抗菌谱广、作用强，抗炎、收敛效果好，

因其难溶，局部外用能在创面保留较高的浓度和较长的时间，

有利于疗效的发挥。
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阿奇霉素为 15元环新型大环内酯类抗菌药物[1-3]，结构上

与红霉素类似[4]，作用机制也相似，是通过抑制细菌蛋白质的

合成而发挥作用，且具有抗菌谱广、不良反应小等优点[5-6]。由

于阿奇霉素物质自身显碱性，在一定酸性条件下不稳定[2]；而

阿奇霉素枸橼酸二氢钠是阿奇霉素的枸橼酸二氢钠盐，稳定

性更高，且其溶液的 pH 值接近人体血液酸碱度（pH 7.35～

7.45），因而刺激性小、耐受性更好。国家部颁标准[7]中对其含

量采用抗生素微生物检定法测定，对有关物质采用薄层色谱

法测定。这 2种方法操作均较复杂，试验周期长，人为影响因

素较多。笔者参考有关文献[8-10]建立了高效液相色谱（HPLC）

法测定注射用阿奇霉素枸橼酸二氢钠含量和有关物质的方

法，结果表明建立的方法简便、准确、专属性强、重复性好，可用

于注射用阿奇霉素枸橼酸二氢钠的含量及有关物质的测定。

1 材料
2695 HPLC仪、2996二极管阵列检测器（DAD）、Empow-

er 色谱工作站（美国 Waters 公司）；AG-135电子天平（瑞士

Mettler Toledo公司）；Milli-Q超纯水系统（美国密理博公司）。

样品为市售注射用阿奇霉素枸橼酸二氢钠（浙江普洛康

裕制药有限公司，含量测定有2批，批号：20101210B、20080702，

有关物质测定有5批，批号编号为1～5，规格：每支 0.25 g）；阿

奇霉素对照品（中国食品药品检定研究院，批号：130593-

201002，纯度：94.3％）；乙腈为色谱纯，水为超纯水，其余试剂

均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：资生堂C18 MG Ⅱ柱（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：磷酸盐缓冲液（取0.05 mol/L磷酸氢二钾溶液，用20％的

磷酸溶液调节pH至8.2）-乙腈（45 ∶ 55，V/V），流速：1.0 ml/min；

柱温：35 ℃；进样量：20 μl；检测波长：215 nm。

2.2 溶液制备

2.2.1 对照品溶液的制备。精密称取阿奇霉素对照品 53.00

mg，置于25 ml量瓶中，加流动相适量使其溶解，定容，摇匀，待

用。

2.2.2 供试品溶液的制备。取样品5支，精密称定，研细；精密

称取细粉适量（约相当于阿奇霉素200.00 mg），置于100 ml量

瓶中，加流动相适量使其溶解，定容，摇匀，过滤，待用。

2.3 阿奇霉素含量测定方法的建立

2.3.1 线性关系考察。精密称取阿奇霉素对照品约 212.06

mg，置于20 ml量瓶中，用乙腈溶解并定容至刻度，摇匀，制成

10 mg/ml的溶液。精密量取上述溶液0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0

ml，分别置于10 ml量瓶中，加流动相稀释至刻度，按“2.1”项下

色谱条件，进样测定，以阿奇霉素质量浓度（x）为横坐标，相应的

峰面积（y）为纵坐标，进行线性回归，得线性方程为 y＝

9.595 62x－0.164 59（r＝0.999 9）。结果表明，阿奇霉素检测质

量浓度线性范围为0.5～3.0 mg/ml。

2.3.2 精密度试验。取“2.2.2”项下供试品溶液，连续进样 6

次，记录色谱峰面积。结果RSD＝0.7％，表明精密度良好。

2.3.3 溶液稳定性试验。取“2.2.2”项下供试品溶液，于 0、1、

2、4、6、8 h分别进样测定，记录色谱峰面积。结果，阿奇霉素色

谱峰的RSD＝0.8％，表明供试品溶液在8 h内稳定。

2.3.4 重复性试验。精密称取样品（批号：20101210B）6份，按

“2.2.2”项下方法制备成 6份供试品溶液，进样测定，记录色谱

峰面积，以含量为指标计算RSD。结果样品中阿奇霉素的平

均含量为99.9％，RSD＝0.8％，表明本方法的重复性良好。

2.3.5 回收率试验。精密吸取供试品溶液5 ml 9份，分别置于

10 ml量瓶中，分别加入对照品溶液1、2、3 ml各3份，加流动相

至刻度，摇匀，进样测定，计算回收率。结果，供试品中阿奇霉

素平均回收率为100.2％，RSD＝0.7％，详见表1。

表1 回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

供试品中已有量，mg

10.05

10.05

10.05

10.05

10.05

10.05

10.05

10.05

10.05

加入量，mg

1.998

1.998

1.998

3.996

3.996

3.996

5.994

5.994

5.994

测得量，mg

12.048

12.034

12.056

14.031

14.040

14.050

16.146

16.098

16.040

回收率，％
99.99

99.32

100.38

99.62

99.86

100.09

101.70

100.89

99.94

平均回收率，％

100.2

RSD，％

0.7

2.3.6 检出限。取“2.2.1”项下对照品溶液稀释 70倍，进样测

定，记录主成分峰高约为噪音峰高 3倍时的色谱图，测得其最

低检出限为4 μg/ml。

2.4 样品含量测定

取样品2批，分别按“2.2.2”项下方法每批制备3份供试品

溶液，进样测定并记录峰面积；另取“2.2.1”项下对照品溶液，

同法测定，记录峰面积，阿奇霉素对照品以及供试品的色谱图

见图1。按外标法以峰面积计算样品中阿奇霉素的含量，并与

抗生素微生物检定法相比较，结果见表2。

表2 2批样品中阿奇霉素含量测定结果

Tab 2 Results of content determination of azithromycin in 2

batches of samples

批号

20101210B

20080702

平均含量，％
HPLC法

100.4

99.8

抗生素微生物检定法
99.9

99.2

2.5 有关物质的专属性试验

2.5.1 高温破坏试验。取供试品溶液在100 ℃条件下放置30

min，取此样液按有关物质测定法进行操作，图谱出峰时间保

留至主成分出峰时间的1.5倍。结果各杂质峰与阿奇霉素之间分

离度＞1.5，分离效果良好，详见图2A。

2.5.2 酸破坏试验。精密称取样品适量（约相当于阿奇霉素

25 mg），置于25 ml 量瓶中用流动相稀释，加1 ml 盐酸（1 mol/

L），在沸水浴中加热 25 min，冷却，用氢氧化钠（1 mol/L）调节

至 pH 7.0，过滤，按有关物质测定法操作。结果各杂质峰与阿

0 4 8 12 16 20
t，min

A

1

1

0 4 8 12 16 20
t，min

B

2

图1 主成分含量测定高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；1.阿奇霉素；2.枸橼酸

Fig 1 HPLC chromatograms of main components
A. substance control；B. test samples；1. azithromycin；2. citric acid
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奇霉素峰完全分离，详见图2B。

2.5.3 碱破坏试验。精密称取样品适量（约相当于阿奇霉素

25 mg），置于 25 ml 量瓶中，用流动相稀释，加 1 ml 氢氧化钠

（1 mol/L），在沸水浴中加热 25 min，冷却，用盐酸（1 mol/L）调

节至 pH 7.0，过滤，按有关物质测定法操作。结果各杂质峰与

阿奇霉素峰之间分离度＞1.5，实现完全分离，详见图2C。

2.5.4 氧化破坏试验。精密称取样品适量（约相当于阿奇霉

素 25 mg），置于 25 ml 量瓶中，用流动相稀释，加 1 ml H2O2

（30％），置于沸水浴中加热20 min，冷却，过滤，取此滤液按有

关物质测定法操作。结果各杂质峰与阿奇霉素峰完全分开，

有较好的分离度，详见图2D。

2.5.5 光照破坏试验。取样品适量，于4 000 lx 光照12 h 后按

有关物质测定方法操作。结果阿奇霉素峰与各杂质峰之间分

离度＞1.5，完全分离，详见图2E。

2.6 样品中有关物质的测定

采用不加校正因子的自身对照法来测定，结果5批样品中

有关物质的含量分别为0.9％、1.3％、1.2％、1.5％和1.1％。

综合以上结果显示，在建立的HPLC条件下，有关物质峰

（降解产物峰）与主成分峰均达到基线分离，说明该色谱条件

可用于阿奇霉素有关物质的检测。

3 讨论
（1）吸收波长的选择。 阿奇霉素为大环内酯类抗菌药物，

紫外吸收较弱，通过DAD进行全波长扫描，发现其在 200 nm

波长附近有末端吸收。通过比较，在 215 nm波长处阿奇霉素

峰出峰良好，与相邻杂质锋分离显著，杂质不干扰主药测定，

故选择215 nm作为测定波长。

（2）色谱柱的选择。阿奇霉素枸橼酸二氢钠 pH 值偏碱

性，而普通C18色谱柱中的硅醇基会造成碱性化合物的峰形拖

尾，所以选用了型号为MGⅡ的ODS色谱柱。该色谱柱采用

高纯度硅胶为基质，对硅胶表面进行了高分子包被，可最大限

度地抑制硅醇基的影响，结果峰形满意。

（3）溶剂的选择。阿奇霉素对照品在乙腈中溶解较好，但

阿奇霉素枸橼酸二氢钠在乙腈中溶解度不好，会产生浑浊。

在采用流动相作溶剂后，溶解效果良好，对照品和样品均能很

好溶解，故选用流动相为溶剂。

综上，通过本试验表明，所建立的HPLC法与抗生素微生

物检定法含量测定结果基本一致，同时也可替代原薄层色谱

法对有关物质的检测；而且所建立的方法相对更简便、快捷，

并具有良好的准确性和重复性。
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图2 破坏性试验高效液相色谱图
A. 高温破坏样品；B. 酸破坏样品；C. 碱破坏样品；D. 氧化破坏样品；

E. 光照破坏样品；1. 阿奇霉素 ；2. 枸橼酸

Fig 2 HPLC chromatograms of destroyed test
A. samples destroyed by high temperature；B. samples destroyed by ac-

id；C. samples destroyed by alkali；D. samples destroyed by oxidation；

E. samples destroyed by light；1. azithromycin；2. citric acid
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