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［摘　 要］ 　 试验借鉴了中国食品药品检定研究院阿莫西林系统适用性对照品制备工艺，在原工艺

基础上进行了优化，增加了酸中和的关键步骤，研制了阿莫西林系统适用性国家兽药标准物质。 通

过工艺优化，显著提升了样品溶液稳定性；且与中检院的对照品对比，未知杂质明显减少，已知杂质

均可清晰定位，尤其是阿莫西林闭环三聚体更易于辨识。 本对照品的研制对阿莫西林原料及相关

制剂的生产及质量控制具有重要意义。
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　 　 阿莫西林是 β － 内酰胺类人兽共用抗生素， 《中国兽药典》 ［１］中其有关物质和含量测定方法与
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《中国药典》 ［２］相同，均采用高效液相色谱，通过采

集系统适用性对照品色谱图，观察其与标准图谱是

否一致来评价方法的系统适用性。 该系统适用性对

照品是阿莫西林及其降解产物的混合物，包含阿莫

西林、阿莫西林噻唑酸、２＇， ５＇－ 二酮哌嗪 － ２ （Ｒ ／ Ｓ）
阿莫西林、阿莫西林闭环二聚体、阿莫西林闭环三

聚体和其他未知杂质。 目前中国食品药品检定研

究院（以下简称中检院）有该混合对照品供应。 经

国家兽药基础数据库查询［３］，国内有数百家兽药企

业生产阿莫西林原料及相关制剂，相应产品质量控

制的关键项目有关物质和含量测定均需使用阿莫

西林系统适用性对照品。 经调研，中检院的该对照

品存在供货周期长、经常断货等现象，影响了兽用

阿莫西林及制剂的日常检验检测。 研制阿莫西林

系统适用性国家兽药标准物质，对兽用阿莫西林原

料及相关制剂的生产及质量控制具有重要意义。
本试验借鉴了中检院阿莫西林系统适用性对照品

制备工艺［４］，在原工艺基础上进行了优化，增加了

酸中和的关键步骤，显著提升了样品溶液稳定性。
按照改进后工艺制备的对照品，与中检院的对照品

对比，未知杂质明显减少，已知杂质均可清晰定位，
尤其是阿莫西林闭环三聚体更易于辨识。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 对照品　 以中检院系统适用性对照品作为

溯源对照品。
１． １． ２　 原料　 已获得远征药业有限公司阿莫西林

钠原料一批，共 ２５０ ｇ。 通过将阿莫西林钠原料进

行适宜条件的降解获得阿莫西林系统适用性对照

品原料。
１． １． ３ 　 仪器 　 高效液相色谱仪（ＨＰＬＣ） （Ｗａｔｅｒｓ
ｅ２６９５ 色谱系统，Ｅｍｐｏｗｅｒ ２ 色谱工作站）；二极管

阵列检测器（ＰＤＡ）（Ｗａｔｅｒｓ ２９９８）；ＸＳ２０５ 分析天平

（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 阿莫西林系统适用性对照品制备工艺的

优化

１． ２． １． １　 按照文献工艺降解　 将文献工艺同比例

缩小，取阿莫西林钠原料 １． ２ ｇ，用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧

化钠溶液 ８ ｍＬ 溶解，６０ ℃ ± ２ ℃ ３０ ｍｉｎ 后，得小

试液体样品。 取上述样品 １ ｍＬ，加阿莫西林有关

物质流动相 Ａ ７４ ｍＬ，混匀，得 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的供试品

溶液。 采集色谱图，与标准图谱比较。 将该溶液

５ ℃放置 ２４ ｈ 后，再次进样测试稳定性。
１． ２． １． ２　 降解工艺的优化　 按照原文献工艺进行

反应后，加入等量盐酸进行中和，以使反应终止。
改进后的小试工艺为：取阿莫西林钠原料 １． ２ ｇ，用
０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液 ８ ｍＬ 溶解，６０ ℃ ± ２ ℃
３０ ｍｉｎ 后，加 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液 ８ ｍＬ，混匀，得
小试液体样品。 取上述样品 １ ｍＬ，加阿莫西林有

关物质流动相 Ａ ３６． ５ ｍＬ，混匀，得 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的供

试品溶液。 采集色谱图，与标准图谱比较。 将该溶

液 ５ ℃放置 ２４ ｈ 后，再次进样测试稳定性。
１． ２． １． ３　 冻干工艺　 照 １． ２． １． ２ 项操作得小试液

体样品，加入甘露醇 １． ２ ｇ 溶解，冻干。 冻干机型号

为 ＧｅｎｅｓｉｓＴＭ 中型冻干机。 冻干参数： － ５０ ℃ ３ ｈ，
－ １２ ℃ ２４ ｈ，２６ ℃ ８ ｈ；压力：≤７０ ＭＰａ。 冻干后立

即测定的样品色谱图，与标准图谱比较。 将冻干样

品 ４ ℃保存 ３ ｄ 后，再次进样测试稳定性。
１． ２． １． ４ 　 终产品工艺 　 取阿莫西林钠原料３０ ｇ，
用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液 ２００ ｍＬ 溶解，６０ ℃ ±
２ ℃水浴３０ ｍｉｎ 后，加０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液２００ ｍＬ，
加入甘露醇 ３０ ｇ 溶解，冻干，冻干参数同 １． ２． １． ３
项。 研磨后分装。
１． ２． ２　 溶液稳定性的考察

１． ２． ２． １　 有关物质溶液稳定性的考察　 取冻干后

固体样品 ４ ｍｇ，加入阿莫西林有关物质流动相 Ａ
［０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液（取 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二

氢钾溶液，用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钾溶液调节 ｐＨ 值至

５． ０） －乙腈（９９∶ １）］ ２ ｍＬ，溶解，混匀，照阿莫西林

有关物质项下的色谱条件进样，采集 ０ ｈ 色谱图。
将上述液体样品置 ５ ℃保存 ２、４、６、１２ ｈ 后进样，采
集色谱图，按峰面积归一化法计算各特定杂质峰含

量，测试溶液稳定性。
１． ２． ２． ２　 含量测定溶液稳定性的考察　 取冻干后

固体样品 １ ｍｇ，加入阿莫西林含量测定流动相２ ｍＬ，
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溶解，混匀，照阿莫西林含量测定项下的色谱条件进

样，采集 ０ ｈ 色谱图。 将上述液体样品置５ ℃保存 ２、
４、６、１２ ｈ 后进样，采集色谱图，按峰面积归一化法计

算各特定杂质峰含量，测试溶液稳定性。
１． ２． ３　 结构确证

１． ２． ３． １　 光谱鉴别　 照 １． ２． ２． １ 项配制供试品色

谱图，取中检院系统适用性对照品同法配制对照品

色谱图，比对上述两色谱图中 ４ 个特定杂质的纯度

和光谱图，以确证二者是否一致。
１． ２． ３． ２ 　 质谱鉴别 　 采用 ＡＣＱＵＩＴＹ Ｈ － Ｃｌａｓｓ

ＵＰＬＣ ／ Ｘｅｖｏ Ｇ２ＸＳ ＱＴＯＦ， 以 ０． １％ 甲酸 － 乙腈

（５０∶ ５０）为流动相，采用 ＥＳＩ ＋ 离子源进行测定。 考

察特定杂质的观测分子量是否与理论分子量一致。
２　 结果与分析

２． １　 阿莫西林系统适用性对照品制备工艺的优化

２． １． １　 按照文献工艺降解 　 降解后样品立即进

样，采集色谱图，与标准图谱比较，结果二者一致。
但该溶液 ５ ℃放置 ２４ ｈ 后，大部分阿莫西林降解为

阿莫西林噻唑酸。 分析为氢氧化钠存在于溶液中，
使降解反应在低温下亦可进行（图 １）。

图 １　 ａ：按照文献工艺小试样品色谱图；ｂ：按照文献工艺小试样品 ５ ℃ ２４ ｈ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ａ： Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｅｎｃｈ － ｓｃａｌｅ ｓａｍｐｌｅ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ；

ｂ： Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｅｎｃｈ － ｓｃａｌｅ ｓａｍｐｌｅ ａｔ ５ ℃ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ

图 ２　 ａ：优化工艺后小试样品色谱图；ｂ：优化工艺后小试样品 ５ ℃ ２４ ｈ 色谱图

Ｆｉｇ ２　 ａ： Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｅｎｃｈ － ｓｃａｌｅ ｓａｍｐｌｅ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ；

ｂ： Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｅｎｃｈ － ｓｃａｌｅ ｓａｍｐｌｅ ａｔ ５ ℃ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ

·７３·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 ６ 月第 ５７ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２． １． ２　 降解工艺的优化　 将优化工艺后的小试样

品立即进样，采集色谱图，结果与标准图谱一致。
该溶液 ５ ℃放置 ２４ ｈ 后， 采集的色谱图中各特定

杂质所占比例未发生明显变化，溶液稳定性明显改

善（图 ２）。
２． １． ３　 冻干工艺　 冻干后立即测定的样品色谱图

与标准图谱一致。 在 ４ ℃保存 ３ ｄ 的固体样品色谱

图与立即测定的色谱图一致。 表明上述冻干工艺

可基本保证产品稳定。
２． ２　 溶液稳定性的考察

２． ２． １　 有关物质溶液稳定性的考察　 终产品制备

所得的 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液在 ５ ℃放置 １２ ｈ 内，各特

定杂质峰含量无明显变化，溶液稳定（表 １）。

表 １　 有关物质溶液稳定性考察结果

Ｔａｂ １　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ

ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

时间 ／ ｈ 阿莫西林
噻唑酸 ／ ％

２’５’ － 二酮哌嗪 － ２
（Ｓ）阿莫西林 ／ ％

二聚体
／ ％

三聚体
／ ％

０ ４． ２１ ９． ３５ １１． ４０ １． ２７

２ ４． ０７ １０． ００ １１． ４８ １． ２２

４ ４． １２ １０． ０７ １１． ３３ １． ２０

６ ４． ０６ １０． ０７ １１． ４４ １． ２０

１２ ４． ０２ １０． ０５ １１． ４５ １． ２０

２． ２． ２　 含量测定溶液稳定性的考察　 终产品制备

所得的 ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液在 ５ ℃放置 １２ ｈ 内，阿
莫西林噻唑酸峰含量稍有降低，但仍可保证杂质峰

清晰可辨（表 ２）。

表 ２　 含量测定溶液稳定性考察结果

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
时间

０ ｈ ２ ｈ ４ ｈ ６ ｈ １２ ｈ

阿莫西林噻唑酸
百分含量 ／ ％ ３． ９０ ４． ０３ ３． ７３ ３． ３３ ３． １４

２． ３　 结构确证

２． ３． １　 光谱鉴别　 终产品色谱图中，４ 个特定杂质

峰的纯度角度均小于纯度阈值，为单一物质峰。
ＰＤＡ 匹配角度均小于 ＰＤＡ 匹配阈值，与中检院对

照品中 ４ 个特定杂质的光谱图相似（表 ３）。

表 ３　 ＰＤＡ 光谱图匹配鉴别结果

Ｔａｂ ３　 ＰＤＡ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｍａｔｃｈ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅｓｕｌｔｓ

纯度
角度

纯度
阈值

ＰＤＡ 匹
配角度

ＰＤＡ 匹
配角度

阿莫西林噻唑酸 ０． ３９２ １． ０３６ １． １８１ ３． ０４８

阿莫西林闭环二聚体 ０． １３１ １． ０１７ ２． ９８６ ３． ０３８

２’５’ － 二酮哌嗪 －
２（Ｓ）阿莫西林

０． １４７ １． ０１８ ０． ３３１ ３． １１５

阿莫西林闭环三聚体 ０． １７５ １． １８８ １． ８４２ ４． ０６５

２． ３． ２　 质谱鉴别　 特定杂质的测定分子量与理论

分子量一致。 Ｑ － ＴＯＦ 测定结果见表 ４。

表 ４　 Ｑ － ＴＯＦ 测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｑ － ＴＯＦ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

化学式 测定（ｍ ／ ｚ） 理论（ｍ ／ ｚ） 质量误差
／ ｍＤａ

阿莫西林噻唑酸 Ｃ１６Ｈ２１Ｎ３Ｏ６Ｓ ３８４． １２２２ ３８４． １２２４ － ０． ２

２’５’ － 二酮哌嗪 －
２（Ｓ）阿莫西林

Ｃ１６Ｈ１９Ｎ３Ｏ５Ｓ ３６６． １１１４ ３６６． １１１８ － ０． ４

二聚体 Ｃ３２Ｈ３８Ｎ６Ｏ１０Ｓ２ ７３１． ２１７９ ７３１． ２１６３ １． ６

三聚体 Ｃ４８Ｈ５７Ｎ９Ｏ１５Ｓ３ １０９６． ３１４９ １０９６． ３１３１ １． ８

２． ４　 标准图谱的比较　 将本批对照品与中检院的

对照品分别在阿莫西林含量测定和有关物质色谱

条件下采集标准图谱，比较发现，二者杂质峰数目

与位置基本一致，本批对照品各特定杂质峰高略

低，但由于本批对照品除特定杂质外的其他未知杂

质较中检院对照品更少，阿莫西林闭环三聚体附近

杂峰干扰少，更清晰可辨（图 ３）。
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图 ３　 ａ：本批对照品含量测定标准图谱；ｂ：中检院对照品含量测定标准图谱

ｃ：本批对照品有关物质标准图谱；ｄ：中检院对照品有关物质标准图谱

Ｆｉｇ ３　 ａ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｂａｔｃｈ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ；

ｂ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＮＩＦＤＣ；

ｃ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｂａｔｃｈ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ；

ｄ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＮＩＦＤＣ
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３　 讨论与结论

阿莫西林系统适用性对照品的研制思路，类似

于中药对照提取物［５］，都是采用混合对照品的形

式［６］实现对多个特定成分的定位和定性。 化学药

品或抗生素的杂质定位，多通过杂质对照品或确定

相对保留时间的方式来实现。 但杂质对照品往往

不易获得或价格昂贵，相对保留时间受不同实验

室、色谱柱、仪器等各种因素的影响而极易发生变

化［７ － ８］，导致这两种杂质定位方式都存在各自的弊

端。 而降解杂质混合对照品，采用 ＡＰＩ 原料，根据

原料的降解反应途径［９］而得，解决了杂质原料来源

的问题，又可以通过混合对照品实时进样定位，保
证了定位的准确性。 这种杂质对照品的研制思路

可加以推广应用，在其他兽药原料和制剂，尤其是

兽医专用原料和制剂的系统适用性检查中发挥

作用。
本试验借鉴了中检院阿莫西林系统适用性对

照品制备工艺，在原工艺基础上进行了优化，增加

了酸中和的关键步骤，通过酸中和中止了降解反

应，避免氢氧化钠对阿莫西林进一步产生碱破坏，
从而显著提升了样品溶液稳定性，保证了各杂质的

量处于相对稳定的比例，提高了标准图谱的可参

照性。
另外，由于及时中止了降解反应，使未知杂质

的比例也明显减少，对已知杂质定位的干扰降低。
尤其是阿莫西林闭环三聚体，中检院对照品的标准

图谱中其本身比例较小，且周围杂峰较多，不易辨

识。 而本批对照品阿莫西林闭环三聚体周围几乎

无杂峰干扰，易于辨识。
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