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高效液相色谱法测定消旋山莨菪碱滴眼液中抑菌剂含量
戴丽娜，毛 睿，陈泳君

（江苏省连云港市食品药品检验检测中心，江苏连云港２２２０００）
摘要：目的建立同时测定消旋山莨菪碱滴眼液中２种抑菌剂羟苯乙酯、苯扎溴铵含量的高效液相色谱法牗ＨＰＬＣ 牘法。方法色谱柱采用
Ａｇｌｉｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为１％三乙胺溶液牗用磷酸调ｐＨ至３． ０）－甲醇，梯度洗脱，流速
为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为２１０ ｎｍ，进样量为１０ μＬ，柱温为３０ ℃。结果羟苯乙酯、苯扎溴铵的峰面积与质量浓度的线性关系良好
（ｒ ＞ ０． ９９９），线性范围分别为１． ０７ ～ １０６． ８０ μｇ ／ ｍＬ和５． ４５ ～ ５４５． ００ μｇ ／ ｍＬ，加样回收率分别为９９． １５％，９８． ０７％，ＲＳＤ分别为
１． ０５％和１． ２５％（ｎ ＝ ９）。结论该方法准确，专属性强，稳定且无干扰，可用于消旋山莨菪碱滴眼液中抑菌剂的含量分析。
关键词：消旋山莨菪碱滴眼液；抑菌剂；高效液相色谱法
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萄球菌适宜ｐＨ偏碱性环境中存活犤 １１ 犦；另一方面，没食
子酸糅酸成分多于五倍子，起主要作用的没食子酸鞣酸
可使微生物体内的原生质凝固犤 １２ 犦，并通过抑制细菌代
谢所需的酶类而发挥抑菌作用。

参照文献犤 １３ 犦，中药有效成分提取采用传统方法－
煎煮法。传统抑菌试验试管法依据ＧＢ１５９７９ － ２００２《一
次性使用卫生用品标准》犤 １４ 犦，取样片，加５ ｍＬ ＰＢＳ缓冲
液和１００ μＬ菌液进行试验，观察抑菌情况。因为ＴＳＢ
是高富营养培养基，而ＰＢＳ仅能维持微生物状态，试验
时无法判断抑菌是菌本身已经死亡还是样片抑制导致。
本试验菌株和药液作用一定时间，再置１０ ｍＬ ＴＳＢ中进
行培养，观察菌落生长情况，更能真实反映实际情况。

一定量的菌液与不同浓度的水提取液作用１ ｈ，纸
片置１０ ｍＬ ＴＳＢ中，参照２０１５年版《中国药典牗四部牘》
通则１１０６条件培养，接种至各自分离琼脂培养基平板，
从而利于初步判断各管区别于其他管的菌落。通过试验
找出各个菌株的最小提取液浓度，也可以参照文献犤 １５ 犦
推算出最小抑菌浓度。

随着提取液浓度和ｐＨ的改变，没食子酸和没食子
鞣质抑菌活性的改变，二者抑菌强弱、抑菌菌株和顺序
可能发生变化的情况有待进一步研究。同时，大肠埃希
菌一般在人体内体现其致病性，药液进入体内是否有作
用或同于体外效果，也有待进一步研究。
参考文献：
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图１ 高效液相色谱图
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消旋山莨菪碱具有明显的外周抗胆碱能作用，可松
弛乙酰胆碱所引起痉挛的平滑肌，解除血管牗尤其是微血
管牘痉挛，改善微循环。消旋山莨菪碱滴眼液可选择性拮
抗Ｍ１胆碱能受体，解除乙酰胆碱所致睫状肌的痉挛，改
善眼部微循环，从而减缓近视进展犤１ － ２ 犦。临床消旋山莨菪
碱滴眼液常用于治疗和预防青少年假性近视。滴眼剂一
般为多剂量给药形式，在使用过程中无法始终保持无菌，
抑菌剂的加入是必要的。现行消旋山莨菪碱滴眼液质量
标准为国家食品药品监督管理局标准犤３ － ４ 犦，其中未对抑菌
剂进行质量控制，亦未见相关文献报道。为了更好地控制
该滴眼液的质量，参考文献犤５ － ７犦，本研究中建立了高效
液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定消旋山莨菪碱滴眼液中常用抑
菌剂羟苯乙酯、苯扎溴铵含量的方法。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｌｉｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪牗美国安捷伦公
司牘；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＰ２１１Ｄ天平（十万分之一，Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
公司）；超纯水仪（Ｍｉｌｌｉ － Ｑ）。
１． ２ 试药

羟苯乙酯对照品（批号为１００８４７ － ２０１２０３，含量
为１００％，苯扎溴铵对照品（批号为１３５０５１ － ２０１４０１，
含量为１０． ９ ｇ ／ Ｌ），均购于中国食品药品检定研究院；
消旋山莨菪碱滴眼液（市售），规格均为０． ０５％（南京天
朗制药有限公司，批号分别为１６１００５，１７０６０３；上海信

谊金朱药业有限公司，批号为１７３０７０３；武汉五景药业
有限公司，批号为１７１１０４０１）；甲醇和三乙胺为色谱纯，
磷酸为分析纯，水为超纯水。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件及系统适用性试验

色谱柱：Ａｇｌｉｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：１％三乙胺溶液牗用磷酸调ｐＨ
至３． ０，Ａ牘 －甲醇牗Ｂ牘，梯度洗脱牗０ ｍｉｎ时４５％Ａ，５ ｍｉｎ时
４５％Ａ，１０ ｍｉｎ时３０％Ａ，２６ ｍｉｎ时３０％Ａ，３６ ｍｉｎ时
４５％Ａ牘；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２１０ ｎｍ；进样量：
１０ μＬ；柱温：３０ ℃。理论板数以羟苯乙酯峰计不低于
６ ０００，羟苯乙酯、苯扎溴铵的分离度均大于１． ５。色谱图
见图１。
２． ２ 溶液制备

分别精密称取羟苯乙酯、苯扎溴铵对照品适量，加
流动相溶解并制成质量浓度为４２７． ２０，２ １８０． ００ μｇ ／ ｍＬ
的混合对照品贮备溶液。精密量取上述溶液５ ｍＬ，置
５０ ｍＬ容量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，即得混合
对照品溶液。精密量取样品１ ｍＬ，置５ ｍＬ容量瓶中，用
流动相稀释至刻度，摇匀，即得供试品溶液。按消旋山莨
菪碱滴眼液的处方配制不含抑菌剂及主药的样品，即得
阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

线性关系与检测限考察：精密量取２． ２项下混合对
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Ａ
２５３
２５３
２５３
２５３
２５３
２５３
２５３
２５３
２５３

Ｂ
４７
４７
４７
４７
４７
４７
４７
４７
４７

Ａ
２０２
２０２
２０２
２５２
２５２
２５２
３０４
３０４
３０４

Ｂ
３８
３８
３８
４９
４９
４９
５４
５４
５４

Ａ
４５０
４５２
４５１
５０３
５０４
５０２
５５６
５５８
５５９

Ｂ
８４
８４
８４
９６
９６
９５
１００
９９
１００

Ａ
９７． ５２
９８． ５１
９８． ０２
９９． ２１
９９． ６０
９８． ８１
９９． ６７
１００． ３３
１００． ６６

Ｂ
９７． ３７
９７． ３７
９７． ３７
１００． ００
１００． ００
９７． ９６
９８． １５
９６． ３０
９８． １５

Ａ

９９． １５

Ｂ

９８． ０７

Ａ

１． ０５

Ｂ

１． ２５

表１ 线性关系及检测限考察结果牗 ｎ ＝ ６ 牘
化合物
羟苯乙酯
苯扎溴铵

回归方程
Ｙ ＝ ４５． ８９ Ｘ － ２７． １４

Ｙ ＝ １０． ５９ Ｘ － ７５． ９７

ｒ

０． ９９９ ８

０． ９９９ ７

线性范围（μｇ ／ ｍＬ）
１． ０７ ～ １０６． ８０

５． ４５ ～ ５４５． ００

检测限（μｇ ／ ｍＬ）
０． ０１０

０． ０２０

照品贮备溶液０． ２５，０． ５，２． ５，５，１０，２５ ｍＬ，分别置
１００ ｍＬ容量瓶中，用流动相稀释至刻度，制成６个系列
质量浓度的对照品溶液，注入高效液相色谱仪测定，计
算峰面积。以对照品质量浓度为横坐标（Ｘ，μｇ ／ ｍＬ）、峰
面积为纵坐标（Ｙ）进行线性回归。取线性溶液继续稀
释，取信噪比牗 Ｓ ／ Ｎ 牘约为３的溶液质量浓度为最低检
测限。结果见表１。

精密度试验：精密吸取对照品混合溶液１０ μＬ，重
复进样６次，按拟订色谱条件测定峰面积。结果羟苯乙
酯、苯扎溴铵峰面积的ＲＳＤ分别为０． ５３％和０． ６８％
（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取抑菌剂为苯扎溴铵的供试品

溶液Ⅰ（批号为１６１００５）、抑菌剂为羟苯乙酯供试品溶液
Ⅲ（批号为１７３０７０３），分别于０，２，４，６，８，１２，２４ ｈ时进
样１０ μＬ，记录色谱图，以峰面积为指标考察稳定性。结
果表明，羟苯乙酯、苯扎溴铵峰面积的ＲＳＤ分别为
０． ７％和０． ９％（ｎ ＝ ７），表明供试品溶液在２４ ｈ内稳定。

重复性试验：取供试品溶液Ⅰ（批号为１６１００５），供
试品溶液Ⅲ（批号为１７３０７０３），依法制备６份供试品溶
液，供试品溶液Ⅰ中苯扎溴铵的平均含量为０． ０４７ ｇ ／ Ｌ，
ＲＳＤ为０． ８％（ｎ ＝ ６）；供试品溶液Ⅲ中羟苯乙酯的平
均含量为０． ２５３ ｇ ／ Ｌ，ＲＳＤ为０． ６％（ｎ ＝ ６）。结果表明
方法重复性良好。

加样回收试验：分别取标示羟苯乙酯为抑菌剂的供
试品溶液Ⅲ（批号为１７３０７０３）和标示苯扎溴铵为抑菌剂
的供试品溶液Ⅰ（批号为１６１００５）作为样品，各９份，按
低、中、高浓度水平分别精密加入羟苯乙酯和苯扎溴铵对
照品，按２． １项下色谱条件测定，采用标准曲线法计算羟
苯乙酯和苯扎溴铵的含量，计算回收率。结果见表２。

表３ 样品含量测定结果

２． ４ 样品含量测定
按拟订色谱条件，依法制备溶液，对４批消旋山莨

菪碱滴眼液样品进行测定。结果见表３。

３ 讨论
检测波长选择：由ＤＡＤ扫描图可知，羟苯乙酯在

２５８ ｎｍ和２００ ｎｍ波长处有最大吸收；苯扎溴铵在２０８ ｎｍ
波长附近有最大吸收，在２１０ ｎｍ波长处２种抑菌剂均
有较大吸收，其检出限、定量限均能达到定性、定量的要
求。故本研究中选择２１０ ｎｍ为检测波长。

流动相选择：参考文献犤 ８ － ９ 犦，比较了甲醇－磷酸
盐缓冲液、甲醇－三乙胺溶液等度洗脱和梯度洗脱，最
终确定甲醇－三乙胺溶液，并优化梯度洗脱程序。结果
表明，选用甲醇－三乙胺溶液梯度洗脱，羟苯乙酯和苯
扎溴铵的保留时间分别为６． ８ ｍｉｎ和２３． ７ ｍｉｎ，出峰时
间适宜，峰形好，苯扎溴铵峰和羟苯乙酯峰间的分离度
符合要求，辅料无干扰。

抑菌剂的种类和用量分析：眼用制剂在使用过程中
要求保持无菌，抑菌剂的加入是必要且重要的。查阅市
售样品的药品说明书，处方中的抑菌剂多为羟苯乙酯、
苯扎溴铵，分别属尼泊金类、阳离子表面活性剂，均为常
用眼用制剂抑菌剂。２０１５年版《中国药典牗二部牘》对于眼
用制剂明确规定了可加入适宜浓度的抑菌剂，但不应降
低药效或产生局部刺激，且大部分品种并未规定其含量限
度犤 １０ 犦。收集的市售样品中，一家生产厂家样品在药品说
明书标示了防腐剂苯扎溴铵的处方量为０． ０５ ｇ ／ Ｌ，但

注：Ａ为羟苯乙酯，Ｂ为苯扎溴铵。下表同。

表２ 羟苯乙酯、苯扎溴铵加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）
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样品含量（μｇ） 加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率牗％ 牘 Ｘ 牗％ 牘 ＲＳＤ 牗％ 牘

批号
１６１００５
１７０６０３
１７３０７０３
１７１１０４０１

抑菌剂名称
Ｂ
Ｂ
Ａ
Ａ

处方量（ｇ ／ Ｌ 牘
０． ０５
０． ０５
未标注
未标注

实际测定量（ｇ ／ Ｌ 牘
０． ０４７
０． ０４８
０． ２５３
０． ４３９

含量牗％ 牘
９４． ００
９６． ００
－
－


