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高效液相色谱法同时测定复方硫酸新霉素滴眼液中３种成分含量
赵 猛，李 玲

（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 建立同时测定复方硫酸新霉素滴眼液中肌苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸钠含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为

ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为 １％三乙胺溶液（用磷酸调 ｐＨ至 ３．０）－甲醇（梯度洗脱），流速为

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２４８ｎｍ，柱温为２５℃，进样量为５０μＬ。结果 肌苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸钠进样量在２．５２５～７．５７５μｇ、

１．０５５～３．１６０μｇ、２．５１０～７．５３５μｇ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＞０．９９９０），精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于
２．０％（ｎ＝６），平均加样回收率分别为 ９８．８０％，９９．５０％，９８．３８％，ＲＳＤ分别为 ０．７４％，１．４６％，１．２３％（ｎ＝６）。结论 该方法简

单、准确、稳定，可用于同时测定复方硫酸新霉素滴眼液中肌苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸钠 ３种成分的含量。
关键词：高效液相色谱法；复方硫酸新霉素滴眼液；肌苷；羟苯乙酯；地塞米松磷酸钠；含量测定
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复方硫酸新霉素滴眼液的主要适应证为急、慢性结

膜炎、角膜炎、巩膜炎、葡萄膜炎、急性巩膜炎、白内障、

青光眼、角膜移植术后，以及眼部机械性损伤或化学烧

伤处理等，主成分包括硫酸新霉素、地塞米松磷酸钠、

肌苷等，处方中还加入了抑菌剂，以延长药品保质期。

其现行质量标准含量测定仅以硫酸新霉素和地塞米松

磷酸钠为指标成分，且后者的测定方法为异烟肼比

色法 犤１犦，操作较烦琐，杂质干扰大；而对于抑菌剂类成分

含量的控制，标准中也未涉及。本研究中采用高效液相

色谱（ＨＰＬＣ）法同时测定复方硫酸新霉素滴眼液中肌
苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸钠 ３种成分的含量犤２－５犦。

现报道如下。

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ
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１．肌苷 ２．羟苯乙酯 ３．地塞米松磷酸酯

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图
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１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪，包括Ｗａｔｅｒｓ２９９８
ＰＤＡ检测器和 Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站（美国 Ｗａｔｅｒｓ公
司）；ＢＰ２１１Ｄ型电子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，精度
为十万分之一）；ＫＨ－７００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山
禾创超声仪器有限公司，功率为７００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

复方硫酸新霉素滴眼液（武汉五景药业有限公司，

批号分别为 １８０８０１０６，１８１２０１０４，１９０４０１１３）；肌苷对照
品（批号为１４０６６９－２０１６０６，含量为９８．６％），羟苯乙酯
对照品（批号为１００８４７－２０１６０４，含量为９９．９％），地塞
米松磷酸酯对照品（批号为 １０１１１６－２０１８０３，含量为
９９．１％），均购自中国食品药品检定研究院；甲醇为色谱
纯，磷酸、三乙胺为分析纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：１％三乙胺溶液犤用磷酸调ｐＨ至（３．０±
０．０５），Ａ犦－甲醇（Ｂ），梯度洗脱（０～６ｍｉｎ时 ８０％Ａ，
６～８ｍｉｎ时 ８０％Ａ→５０％Ａ，８～３０ｍｉｎ时 ５０％Ａ）；流
速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２４８ｎｍ；柱温：２５℃；进样
量：５０μＬ。
２．２ 溶液制备

取肌苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸酯对照品各适

量，精密称定，置同一容量瓶中，加流动相制成质量浓度

分别为 １００９．７，４１７．４，１００４．４μｇ／ｍＬ的混合对照品
贮备溶液（地塞米松磷酸酯质量折算为地塞米松磷酸钠

质量）；精密移取１．０ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加流动相
定容，摇匀，即得混合对照品溶液。精密量取样品１ｍＬ，
置１０ｍＬ容量瓶中，加流动相定容，摇匀，即得供试品溶
液。按复方硫酸新霉素滴眼液处方和工艺制备缺肌苷、

羟苯乙酯和地塞米松磷酸钠的阴性样品，并按供试品溶

液制备方法制备阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察

专属性试验：取 ２．２项下 ３种溶液各适量，按 ２．１
项下色谱条件进样测定，记录色谱图，详见图１。结果阴
性对照品溶液色谱中，在与肌苷、羟苯乙酯和地塞米松

磷酸酯对照品溶液色谱相同保留时间处无干扰峰，表明

方法专属性良好。

线性关系考察：分别精密量取２．２项下混合对照品
溶液１．０，１．５，２．０，２．５，３．０ｍＬ，置２０ｍＬ容量瓶中，加
流动相定容，摇匀，制成系列混合对照品溶液。精密量取

上述系列对照品溶液各５０μＬ，按２．１项下色谱条件进
样测定，记录峰面积。以肌苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸

钠进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性
回归，得回归方程 Ｙ１＝１．３１３６×１０５Ｘ１－５．９２６７×１０４

（ｒ１＝０．９９９７），Ｙ２＝２．２７７８×１０５Ｘ２－７．２７４６×１０４

（ｒ２＝０．９９９５），Ｙ３＝７．１６０３×１０４Ｘ３－７．９７１５×１０４

（ｒ３＝０．９９９５）。结果表明，肌苷、羟苯乙酯和地塞米松磷
酸钠进样量在 ２．５２５～７．５７５μｇ、１．０５５～３．１６０μｇ、
２．５１０～７．５３５μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取 ２．２项下混合对照品溶液适量，按
２．１项下色谱条件连续进样测定６次，记录峰面积。结果
肌苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸钠峰面积的 ＲＳＤ分别为
０．２９％，０．３３％，０．４４％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 ２．２项下供试品溶液适量，分别于
室温下放置 ０，２，４，８，１２，２４ｈ，按 ２．１项下色谱条件进
样测定。结果肌苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸钠峰面积

的 ＲＳＤ分别为０．５７％，０．４６％，０．４２％（ｎ＝６），表明供
试品溶液在室温放置２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：精密称取样品（批号为１８０８０１０６）１ｍＬ，
各 ６份，按２．２项下方法制备供试品溶液，再按 ２．１项
下色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算含量。结果肌
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Ａ
９３７
９３７
９３７
９３７
９３７
９３７

Ｂ
２８３
２８３
２８３
２８３
２８３
２８３

Ｃ
９８２
９８２
９８２
９８２
９８２
９８２

Ａ
９８７
９８７
９８７
９８７
９８７
９８７

Ｂ
２９８
２９８
２９８
２９８
２９８
２９８

Ｃ
９８８
９８８
９８８
９８８
９８８
９８８

Ａ
１９１０
１９０６
１９２５
１９０７
１９１６
１９０９

Ｂ
５７５
５８５
５７５
５８０
５８４
５７８

Ｃ
１９６８
１９４６
１９５６
１９５１
１９６６
１９３７

Ａ
９８．５８
９８．１８
１００．１０
９８．２８
９９．１９
９８．４８

Ｂ
９７．９９
１０１．３４
９７．９９
９９．６６
１０１．０１
９８．９９

Ｃ
９９．８０
９７．５７
９８．５８
９８．０８
９９．６０
９６．６６

Ａ

９８．８０

Ｂ

９９．５０

Ｃ

９８．３８

Ａ

０．７４

Ｂ

１．４６

Ｃ

１．２３

Ａ
１０００
１０００
１０００

Ｂ
未标注

未标注

未标注

Ｃ
１０００
１０００
１０００

Ａ
９３７
９５５
９４３

Ｂ
２８３
２９３
２８７

Ｃ
９８２
９９１
９８６

Ａ Ｂ Ｃ
９９０
１００３
９９７

样品含量（μｇ） 加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为肌苷，Ｂ为羟苯乙酯，Ｃ为地塞米松磷酸钠。表２同。
Ｎｏｔｅ牶Ａｉｓｉｎｏｓｉｎｅ牞Ｂｉｓｅｔｈｙｃｐａｒａｂｅｎ牞Ｃｉｓｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｓｏｄｉｕｍ牞ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．２．

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝６）

１８０８０１０６
１８１２０１０４
１９０４０１１３

处方量 测得量 原标准方法测定量

表２ 样品含量测定结果（μｇ／ｍＬ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．２ Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ

（μｇ／ｍＬ牞ｎ＝３）

本栏目由

国药控股云南有限公司

协 办
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批号

苷、羟苯乙酯和地塞米松磷酸钠平均含量分别为 ９３７，
２８３，９８２μｇ／ｍＬ，ＲＳＤ分别为 ０．６８％，０．９４％，０．５１％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

１８０８０１０６）适量，共６份，分别加入一定质量浓度的对照
品溶液，按２．２项下方法制备供试品溶液，再按２．１项下
色谱条件进样测定，记录峰面积，计算回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取３批样品各适量，分别按２．２项下方法制备供试
品溶液，再按２．１项下色谱条件进样测定，平行测定３次，
记录峰面积，计算样品含量，并与原标准方法测得的地

塞米松磷酸钠含量进行比较。结果见表２。

３ 讨论

预试验中，参考文献犤６－８犦，分别考察了乙腈－水、
甲醇－水、甲醇 －１％三乙胺溶液为流动相时等度洗脱
和梯度洗脱对测定结果的影响。结果表明，采用甲醇 －
１％三乙胺溶液梯度洗脱体系，基线平稳，各峰出峰时间
适宜，且分离度较好，因此最终选择甲醇－１％三乙胺溶
液作为流动相，并优化梯度洗脱程序。同时，考察了检测

波长分别为

２４０，２４３，２４８，
２５３ｎｍ时 的
色谱图，结果

以 ２４８ｎｍ为
检测波长时，

各峰吸收强度适宜，分离度好。

眼用制剂中的抑菌剂是导致眼部不良反应的重要

因素犤９－１０犦，长期使用该类眼用制剂可能损害眼部健康，

因此控制眼用制剂中抑菌剂的含量对于减少用药风险

具有重要意义。本研究中采用ＨＰＬＣ法对地塞米松磷酸
钠含量进行测定，与原标准中异烟肼比色法测定的地塞

米松磷酸钠含量相比，结果准确度相当，且增加了对肌

苷和抑菌剂羟苯乙酯的含量测定，方法简便，其他组分

干扰小，精密度、重复性、回收率均良好，可用于复方硫

酸新霉素滴眼液的质量控制。
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