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干眼症的发病原因包括泪液质和量异常，动力学

异常的内膜稳定性下降，眼部神经异常，眼部炎症导致

角膜、结膜细胞损伤等，我国发病率为 21%～30%［1］，且
趋于年轻化、大众化［2 - 3］。目前，治疗干眼症的常规方法

是运用人工泪液或联合抗炎药物滴眼［4］，常用药物有聚

乙二醇［5］、普拉洛芬联合玻璃酸钠［6］、石斛夜光丸联合

玻璃酸钠［7］、环孢素 A［8］等。3%地夸磷索钠滴眼液于

2010 年在日本上市，2017年 10月进入中国市场，临床

治疗干眼症疗效良好［9 - 13］。地夸磷索钠作用于眼结膜

上皮及杯状细胞膜上的 P2Y2受体，通过上调细胞内的

钙离子浓度，促进水分及黏蛋白的分泌，进而改善干眼

症症状，是一种治疗干眼症的新型药物［14 - 17］。截至

2022年 5月 25日，国内尚无药品生产企业取得地夸磷

索钠滴眼液批准文号，也无其含量测定的相关报道。本

研究中采用反向离子对高效液相色谱法测定了地夸磷

索钠的含量［18］。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

BP211D型电子天平（德国赛多利斯公司，精度

为十万分之一）；UV - 2600i型紫外可见分光光度计，

LC - 2030 Plus型高效液相色谱仪，LC - 20 AD型高效

液相色谱仪，均购自日本岛津公司；Agilent 1220 infinity
LC型高效液相色谱仪（美国安捷伦科技公司）；DL -
204型电热恒温干燥箱（天津市中环实验电炉有限公

司）；KQ - 800DE型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器

有限公司，功率为1 600 W，频率为40 kHz）。

1. 2 试药

地夸磷索钠对照品（广东先强药业有限公司，批号

为 211002，纯度为 99. 8%）；地夸磷索钠（批号分别为

220301，220302，220303），纯化水，均由江苏恒新药业

有限公司自制；乙腈（德国默克集团）；磷酸二氢钾、氢

氧化钾（国药集团化学试剂有限公司）；四丁基硫酸氢
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反向离子对高效液相色谱法测定地夸磷索钠含量
张小平 1，2，魏 渊 1△，朱永星 2

（1. 江苏大学药学院，江苏 镇江 212013； 2. 江苏恒新药业有限公司，江苏 镇江 212009）
摘要：目的 建立测定地夸磷索钠含量的反向离子对高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Thermo ScientificTM C18 柱（100 mm ×
4. 6 mm，3 µm），流动相为磷酸盐缓冲液（pH 6. 8）-乙腈（85∶15，V / V），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 262 nm，柱温为 30 ℃，进样量

为 10 µL。结果 地夸磷索钠质量浓度在 3. 23～646. 00 µg / mL范围内与峰面积线性关系良好（r = 0. 999 9，n = 6）；检测限为 0. 01 µg / mL，
定量限为 0. 03 µg / mL；日内及日间精密度、中间精密度、重复性、稳定性试验结果的 RSD 均 ≤ 2. 0%；平均加样回收率为 98. 54%，

RSD 为 0. 30%（n = 9）。3 批地夸磷索钠平均含量分别为 99. 84%，99. 97%，99. 35%，RSD 分别为 0. 13%，0. 06%，0. 20%（n = 2）。

结论 该方法专属性强，重复性和稳定性均较好，结果准确，可用于地夸磷索钠的含量测定。

关键词：反向离子对高效液相色谱法；地夸磷索钠；含量测定

Content Determination of Diauafosol Sodium by Reverse Phase Ion - Paired HPLC
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AbstractAbstract：：Objective To establish a reverse phase ion - pair high - performance liquid chromatography （HPLC） method for the
content determination of diauafosol sodium. Methods The chromatographic column was Thermo ScientificTM C18 column（100 mm ×
4. 6 mm，3 µm），the mobile phase was phosphate buffer（pH 6. 8）- acetonitrile（85∶15，V / V），the flow rate was 1. 0 mL / min，the
detection wavelength was 262 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 µL. Results The linear
range of diauafosol sodium was 3. 23 - 646. 00 µg / mL（r = 0. 999 9，n = 6）. The limit of detection（LOD） was 0. 01 µg / mL，and
the limit of quantitation （LOQ） was 0. 03 µg / mL. The RSDs of intra - day and inter - day precision，intermediate precision，
repeatability，and stability test results were not higher than 2. 0%. The average recovery of diauafosol sodium was 98. 54% with an
RSD of 0. 30%（n = 9）. The average content of three batches of diauafosol sodium was 99. 84%，99. 97%，and 99. 35% with RSDs of
0. 13%，0. 06%，and 0. 20%（n = 2），respectively. Conclusion The method has strong specificity，good repeatability and stability，and
accurate results，which can be used for the content determination of diauafosol sodium.
Key wordsKey words：：reverse phase ion - pair HPLC；diauafosol sodium；content determination

•检验检测•
Inspection and Test

75



2023年 6月 5日 第 32卷第 11期

Vol. 32，No. 11，June 5，2023China Pharmaceuticals

铵（上海麦克林生化科技股份有限公司）。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Thermo Scientific™C18柱（100 mm × 4. 6 mm，
3 µm）；流动相：磷酸盐缓冲液（pH 6. 8）-乙腈（85∶15，
V / V）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：262 nm；柱温：

30 ℃；进样量：10 µL。
2. 2 溶液制备

取地夸磷索钠样品 10 mg，精密称定，置 100 mL容
量瓶中，加纯化水适量，超声（功率为 1 600 W，频率为

40 kHz）20 min使其彻底溶解，加纯化水定容，摇匀，即

得供试品溶液。取地夸磷索钠对照品适量，置电热恒温

干燥箱中干燥至恒重，取 10 mg，精密称定，置 100 mL容
量瓶中，加纯化水适量，超声使溶解，加纯化水稀释并

定容，即得对照品溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：分别取 2. 2项下对照品溶液、供试品

溶液，以纯化水为阴性对照品溶液，各 10 µL，按 2. 1项
下色谱条件进样测定，结果对照品溶液在此色谱条件

下的理论板数按地夸磷酸钠峰计为 6 237，拖尾因子为

0. 909。地夸磷索钠理论板数不低于 4 000，拖尾因子应

不大于 1. 5，按外标法以峰面积计算。供试品溶液色谱

中，在与对照品溶液色谱相同保留时间处有相应色谱

峰。色谱图见图1。
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Fig. 1 HPLC chromatograms

破坏性试验：取地夸磷索钠样品 100 mg，精密称

定，置 100 mL容量瓶中，按 2. 2项下方法制备浓度为

1 mg / mL的供试品溶液，平行6份，除1份溶液未经破坏

外，其余溶液分别经强酸（2 mol / L HCl溶液、室温3 h）、强
碱（2 mol / L NaOH溶液、室温3 h）、强氧化（3% H2O2溶液

室温 3 h）、热（100 ℃水溶 0. 5 h）、强光［（4 500 ± 500）Lx
照射1 d］条件破坏，破坏后，调pH至中性，加纯化水衡释

为质量浓度为100 µg / mL的溶液，按2. 1项下色谱条件进

样测定，结果供试品溶液经酸破坏后峰面积减小，热破

坏后峰面积增大，对碱、氧化、强光破坏相对稳定，各降

解产物均能较好分离，且对地夸磷索钠主峰无干扰。

检测限与定量限确定：取 2. 2项下对照品溶液适

量，加纯化水逐级稀释，按2. 1项下色谱条件进样测定，分

别以信噪比（S / N）为3和10时待测成分的质量浓度作为检

测限和定量限。结果地夸磷索钠检测限为0. 01 µg / mL，定
量限为0. 03 µg / mL。

线性关系考察：取地夸磷索钠对照品 0. 032 36 g，
精密称定，置 50 mL容量瓶中，加纯化水适量，逐级稀释

成 质 量 浓 度 分 别 为 3. 23，32. 30，161. 50，323. 00，
484. 50，646. 00 µg / mL的系列溶液，按 2. 1项下色谱条

件进样测定。以地夸磷索钠质量浓度（X，µg / mL）为横

坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程

Y = 11 346 X + 35 924（r = 0. 999 9，n = 6）。结果表明，地

夸磷索钠质量浓度在 3. 23～646. 00 µg / mL范围内与

峰面积线性关系良好。

精密度试验：取地夸磷索钠对照品适量，加纯化水

分别制成质量浓度为 40，100，400 µg / mL的溶液，在日

内各重复进样 5次，并连续测定 5 d。结果地夸磷索钠

低、中、高质量浓度的对照品溶液日内及内间精密度试

验结果的 RSD均 ≤ 2. 0%（n = 5）。取同一批（批号为

220301）样品适量，按 2. 2项下方法配制成质量浓度为

100 µg / mL的供试品溶液，在同一试验室的不同时间，

由不同操作人员分别用岛津 LC - 2030 Plus型、Agilent
1220 infinity LC型、岛津LC - 20 AD型高效液相色谱仪

测定样品含量，结果中间精密度试验结果的 RSD为

0. 52%。上述结果表明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为 220301）适量，按 2. 2
项下方法配制成质量浓度为 100 µg / mL的供试品溶

液，平行 5份，按 2. 1项下色谱条件各进样测定 2次，记

录色谱图。结果地夸磷索钠的平均含量为 99. 60%，RSD
为0. 36%（n = 10），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取样品（批号为 220301）0. 010 05 g，
精密称定，按2. 2项下方法配制成质量浓度为100 µg / mL
的供试品溶液，分别于室温放置 0，1，2，4，6，8，10，12 h
时按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果的

RSD为 0. 69%（n = 8），表明供试品溶液在室温下放置

12 h内稳定性良好。
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加样回收试验：取已知含量的样品（批号为220301）
适量，共9份，分别置100 mL容量瓶中，分别加入质量浓

度为 0. 401 0 mg / mL的对照品溶液 20，25，30 mL，各
3份，如纯化水适量，超声使溶解，加纯化水定容，按 2. 1
项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果见表1。

表1 地夸磷索钠加样回收试验结果（n = 9）
Tab. 1 Results of the recovery test of diauafosol sodium（n = 9）

样品含量（mg）
9. 527
9. 569
9. 588
10. 015
10. 341
10. 473
10. 568
10. 624
10. 728

加入量（mg）
8. 020
8. 020
8. 020
10. 025
10. 025
10. 025
12. 030
12. 030
12. 030

测得量（mg）
17. 421
17. 447
17. 460
19. 914
20. 228
20. 333
22. 411
22. 517
22. 644

回收率（%）

98. 43
98. 23
98. 15
98. 74
98. 62
98. 35
98. 45
98. 86
99. 05

X（%）

98. 54

RSD（%）

0. 30

2. 4 样品含量测定

取 3批（批号分别为 220301，220302，220303）样品

各适量，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下

色谱条件分别进样测定 2次，记录峰面积，并计算含量。

结果平均含量分别为 99. 84%，99. 97%，99. 35%，RSD
分别为0. 13%，0. 06%，0. 20%（n = 2）。

3 讨论

3. 1 检测波长选择

前期试验中，取对照品 10 mg，精密称定，加纯化

水，制成每 1 mL溶液中含地夸磷索钠 50 µg的溶液，采

用紫外分光光度计于 200～400 nm波长范围内进行扫

描。结果地夸磷索钠溶液约在 205 nm及 262 nm波长处

有最大吸收，由于 205 nm只检测到该峰末端部分，属紫

外末端吸收，故检测波长选择262 nm。
3. 2 色谱柱选择

C18或C8反相色谱柱常用于分离弱极性、中性、非极

性化合物，用C18或C8短柱（100 mm × 4. 6 mm，3 µm）分

离地夸磷索钠，保留时间为1. 0 min，换为长柱（250 mm ×
4. 6 mm，5 µm）保留时间仅延长至 2. 0 min，由于地夸磷

索钠显极性，故在反相色谱柱中的保留时间极短。

3. 3 磷酸盐缓冲液配制方法选择

地夸磷索钠解离常数为 6. 3，在流动相为 pH 6. 8的
磷酸盐缓冲液中以解离型居多，若选择氢氧化钠调节

pH，溶液中的钠离子会对药物中的钠离子形成干扰，降

低含量测定的准确度，偏差变大；若将 pH调节剂换为

氢氧化钾，可避免外源性钠离子对测定结果的干扰。地

夸磷索钠为弱酸类物质，流动相中需加入季铵类离子

对（四丁基硫酸氢铵）［19］等正离子与药物磷酸基团的负

离子（反离子）生成不带电荷的中性离子对，增加供试

品在反相色谱柱中的溶解度，增大分配系数，改善分离

效果，延长保留时间，实现样品充分分离。故磷酸盐缓

冲液配制方法为取磷酸二氢钾6. 80 g，氢氧化钾1. 316 g，
四丁基硫酸氢铵5. 0 g，加纯化水1 000mL，调 pH至 6. 8。同
时发现，四丁基硫酸氢铵缓冲盐溶液室温放置 8 h以上

可见浑浊，故需临用现配。

3. 4 流动相比例选择

随着流动相中乙腈浓度的增大，药物出峰时间提

前，保留时间变短，为了延长药物在色谱柱中的保留时

间，建议流动相中乙腈浓度不超过 20%，故选择磷酸盐

缓冲液与乙腈体积比为85∶15（V / V）。

3. 5 进样时间选择

样品连续进样时间不宜过长，超过 6 h，色谱峰逐渐

漂移，峰形走样变形，理论板数变小，拖尾因子变小；超

过 10 h，单峰变为双峰，理论板数进一步变小，柱效下

降，易导致泵和色谱柱损坏。故建议进样时间控制在 4 h
内，试验结束后需加倍延长冲洗色谱柱的时间。

3. 6 方法评价

本研究中建立的方法专属性强、结果准确，可为地

夸磷索钠原料药及其制剂的研发提供质量评价依据，

为其正式标准的拟订提供参考。
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