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眼氨肽滴眼液中抑菌剂的含量测定及活性炭对抑菌剂的

吸附性研究
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摘　要　建立一种检测眼氨肽滴眼液中抑菌剂含量的ＨＰＬＣ法，使用ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以１％
三乙胺溶液（用磷酸调节ｐＨ至 ３０）为流动相 Ａ，甲醇为流动相 Ｂ进行梯度洗脱，检测波长为２５６ｎｍ，柱温４０℃，流速
１０ｍＬ／ｍｉｎ。在该条件下羟苯甲酯、羟苯乙酯和醋酸氯己定３种抑菌剂分离度良好，各抑菌剂在０１～８０μｇ／ｍＬ质量浓度
范围内，峰面积与浓度呈良好线性关系（ｒ＞０９９９１），回收率分别为９７２％～１０４１％，ＲＳＤ为０８％～１２％。用该法检测
的５批市售眼氨肽滴眼剂抑菌剂含量均低于处方量的１０％，经考察发现生产工艺中使用的活性炭对于抑菌剂有强吸附作
用，温度越低、活性炭浓度越高对抑菌剂的吸附越强，其中活性炭对不同抑菌剂的吸附能力由大到小分别为：醋酸氯己定、

羟苯乙酯、羟苯甲酯。结果表明，建立的ＨＰＬＣ法，操作简便，灵敏度高，重复性好，可用于快速准确测定眼氨肽滴眼液中抑
菌剂含量；此外，本研究首次揭示了眼氨肽滴眼液生产中除杂工序对抑菌剂的影响，结果表明，在除杂质工序中，不适宜在

添加尼泊金酯类和醋酸氯己定抑菌剂前使用活性炭除杂质，为其生产质量监控与提升提供了新的指导方案。
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ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　　眼氨肽滴眼液（又名眼宁滴眼液、眼生素滴眼
液）系由牛、羊或猪动物眼为原料，经乙醇提取等

工艺后加适量的抑菌剂并经活性炭脱色除杂质等

工序无菌操作制成的滴眼液。该产品含有多种氨

基酸、多肽、核苷酸及钠、钾、钙、镁等微量元素，用

于治疗角膜炎、视力疲劳及青少年假性近视［１－２］，

临床上也用于治疗角膜上皮持续性缺损、干眼症等

眼科疾病［３－５］。该产品目前为多剂量滴眼液，需要

反复开瓶与空气接触，同时本品含有多种氨基酸、

核酸、多肽等营养物质，容易滋生细菌，故处方中的

抑菌剂对于防止微生物繁殖、保证滴眼液的正常使

用具有重要意义。

尼泊金酯类（羟苯甲酯、羟苯乙酯和羟苯丙酯

等）和醋酸氯己定［６－８］常被作为滴眼液的抑菌剂使

用，不同企业生产的眼氨肽滴眼液中添加了

００１％～００２％不等的羟苯甲酯、羟苯乙酯和醋酸
氯己定。由于不同种类的抑菌剂会对眼晴产生刺

激作用进而造成损害［９］，近年来业界对于滴眼液

抑菌剂的质量控制日益重视，并对其加入量进行严

格控制，如《中华人民共和国药典》（２０１５年版）二
部收载的滴眼液制剂中有１１个品种对抑菌剂含量
进行控制，限度均应为处方标示量的８０％ ～１２０％
或不得过１２０％，既限制了滴眼液中抑菌剂的添加
量，又要保证抑菌剂的抑菌效力。眼氨肽滴眼液

质量标准收载在国家药品标准化学药品地方标

准上升国家标准第九册中，现行标准尚未对抑菌

剂进行控制，存在着较大的风险隐患。目前尚无

文献报道可以同时测定尼泊金酯类和醋酸氯己

定这两类抑菌剂的检测方法，因此本研究参考相

关文献［１０－１１］建立了眼氨肽滴眼液中抑菌剂的检

测方法，并对市售的２个企业共５批眼氨肽滴眼
液进行了抑菌剂含量测定，并研究活性炭对抑菌

剂的吸附作用，为眼氨肽滴眼液的生产改进提供

了新的指导依据。

!

　材　料

１１　药品与试剂
羟苯甲酯（批号１００２７８２０１７０５，纯度１００％）、

羟苯乙酯（批号１００８４７２０１６０４，纯度 ９９９％）、醋
酸氯己定（批号１００１８３２０１６０４，纯度９６３％）（中
国食品药品检定研究院）；羟苯丙酯（纯度９９５％，
德国ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司）；活性炭（天津市华东试
剂厂）；甲醇为色谱纯，三乙胺、磷酸均为市售分析

纯。眼氨肽滴眼液均为市售制剂，共５批，企业１
为批号１６０６０１（Ｓ１）和１８０２０１（Ｓ２），企业２为批号
１６１００１（Ｓ３）、１６１１０２（Ｓ４）、１７１００４（Ｓ５）。
１２　仪　器

１２６０液相色谱仪（美国安捷伦公司）；ＸＳ２０５
十万分之一天平（瑞士梅特勒公司）；ＳＭＨＳ多点加
热磁力搅拌器（韩国大韩科学株式会社）。

'

　方法与结果

２１　抑菌剂的测定
２１１　色谱条件　采用 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以１％三乙胺溶液（用磷酸
调节ｐＨ至 ３０）为流动相 Ａ，甲醇为流动相 Ｂ，梯
度洗脱：０～２ｍｉｎ，流动相Ｂ５０％，２～１７ｍｉｎ，流动
相Ｂ５０％→９０％，１７～２０ｍｉｎ，流动相Ｂ９０％，２０～
２０１ｍｉｎ，流动相 Ｂ９０％→５０％，２０１～２７ｍｉｎ，流
动相Ｂ５０％。检测波长为２５６ｎｍ，柱温４０℃，流
速１０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量２０μＬ。
２１２　溶液配制

系统适用性溶液：分别精密称取羟苯甲酯、羟

苯乙酯、羟苯丙酯和醋酸氯己定对照品适量，加

５０％甲醇溶解并稀释制成每１ｍＬ分别含２０μｇ的
混合溶液作为系统适用性试验溶液，取该溶液照

“２１１”项下条件进样分析，色谱图见图１，各组分
峰之间分离度均大于１５。

９３
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对照品溶液：取羟苯甲酯和羟苯乙酯分别精密

称定，加５０％甲醇溶解并稀释制成每１ｍＬ含羟苯
甲酯２０μｇ和羟苯乙酯１０μｇ的溶液作为对照品
溶液Ａ；取醋酸氯己定精密称定，加５０％甲醇溶解
并稀释制成每１ｍＬ含醋酸氯己定１５μｇ的溶液作

为对照品溶液Ｂ。
供试品溶液：取供试品直接进样分析，以外标

法计算抑菌剂含量，色谱图见图１。
阴性对照溶液：取未检出抑菌剂的样品作为阴

性对照溶液，色谱图见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）
１：Ｍｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ；２：Ｅｔｈｙｌｐａｒｏｂｅｎ；３：Ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅａｃｅｔａｔｅ；４：Ｐｒｏｐｙｌｐａｒａｂｅｎ

２１３　线性关系　取羟苯甲酯、羟苯乙酯和醋酸
氯己定对照品分别精密称定，用５０％甲醇稀释系
列梯度溶液，溶液中分别含羟苯甲酯、羟苯乙酯和

醋酸氯己定０１～８０μｇ／ｍＬ摇匀。取上述溶液进
样２０μＬ分析，以质量浓度为横坐标，峰面积为纵
坐标，绘制标准曲线，结果见表１。３种抑菌剂在相
应浓度范围内，峰面积与浓度呈良好线性关系。

２１４　精密度、检出限和定量限　分别取对照品
溶液Ａ和对照品溶液 Ｂ连续进样５次，记录各化
合物峰面积，羟苯甲酯、羟苯乙酯和醋酸氯己定的

ＲＳＤ分别为０４３％、０６４％和０４３％；取对照品溶
液Ａ和对照品溶液Ｂ用５０％甲醇稀释一系列浓度
溶液进样分析，计算各化合物的信噪比，并计算３
种抑菌剂的检出限和定量限，结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓ，ＬＯＱ，ＬＯＤｏｆｔｈｒｅｅｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｓ（ｎ＝１０）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｒ Ｒａｎｇｅ／（μｇ／ｍＬ） ＬＯＱ／ｎｇ ＬＯＤ／ｎｇ
Ｍｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ ｙ＝１１６８ｘ＋２２７９７ ０９９９９ ０１８０５ ２ ０６
Ｅｔｈｙｌｐａｒｏｂｅｎ ｙ＝１１００４ｘ＋３５１３２ ０９９９１ ０１８０７ ２ ０６
Ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅａｃｅｔａｔｅ ｙ＝６３９４８ｘ－１４４５５ １００００ ０２７７９ ５ １７

２１５　重复性和回收率　分别取Ｓ１和Ｓ３的同批
样品各 ６瓶，照“２１２”项下方法制备供试品溶
液，进样分析测定计算各抑菌剂含量及 ＲＳＤ，结果
见表２。取Ｓ１和Ｓ３各９份样品，每份分别精密加

入相当于样品中抑菌剂含量８０％、１００％、１２０％的
对照品，制备低、中、高３种浓度的溶液进样测定，
计算各抑菌剂的平均回收率，结果见表２。

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ

Ｓａｍｐｌｅ Ｄｅｃｔｅｃｔｅｄｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ
Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ（ｎ＝６）

Ｃｏｎｔｅｎｔ／（μｇ／ｍＬ） ＲＳＤ／％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝９）

Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％
Ｓ１ Ｍｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ １７９ １３８ ９７２ １２１
Ｓ１ Ｅｔｈｙｌｐａｒｏｂｅｎ ２９ １３７ １０４１ １１２
Ｓ４ Ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅａｃｅｔａｔｅ ０ － １０１８ ０８９

２１６　样品测定　取收集到的５批眼氨肽滴眼液
照“２１２”项下方法制备供试品溶液，进样分析测
定各抑菌剂含量，结果见表３。
２２　活性炭对抑菌剂的吸附试验

取羟苯甲酯、羟苯乙酯和醋酸氯己定分别精密

称定，加５０％甲醇溶解并稀释制成每１ｍＬ含羟苯

甲酯５ｍｇ、羟苯乙酯２５ｍｇ和醋酸氯己定３７５ｍｇ
的抑菌剂贮备液，精密量取上述抑菌剂贮备液适量

置同一量瓶中，加活性炭适量，用不含抑菌剂的供试

品Ｓ３稀释制成每１ｍＬ溶液中含羟苯甲酯０２ｍｇ、
羟苯乙酯０１ｍｇ和醋酸氯己定０１５ｍｇ的抑菌剂
溶液进行以下试验。

０４
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Ｔａｂｌｅ３　Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｏｆｏｃｕｌａｒｅｘｔｒａｃｔｉｖｅｓｅｙｅｄｒｏｐｓ

Ｓａｍｐｌｅ Ｄｅｃｔｅｃｔｅｄｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ Ｃｏｎｔｅｎｔ／（μｇ／ｍＬ） Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ／（μｇ／ｍＬ） Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
Ｓ１ Ｍｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ １７９ ２００ ９０

Ｅｔｈｙｌｐａｒｏｂｅｎ ２９ １００ ２９
Ｓ２ Ｍｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ ０８ ２００ ０４

Ｅｔｈｙｌｐａｒｏｂｅｎ ０１ １００ ０１
Ｓ３ Ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅａｃｅｔａｔｅ ０ １５０ ００
Ｓ４ Ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅａｃｅｔａｔｅ ０ １５０ ００
Ｓ５ Ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅａｃｅｔａｔｅ ０ １５０ ００

２２１　搅拌时间影响试验　制备活性炭含量为
０２％的抑菌剂溶液分别在室温、４０℃、６０℃ ３个
不同温度下搅拌上述抑菌剂溶液，并分别在 １５、
３０、４５、６０ｍｉｎ取溶液过滤，照“２１２”项下方法测
定３种抑菌剂的剩余百分含量，结果见图 ２。由
图２可知，在不同温度下，羟苯甲酯和羟苯乙酯
在１５ｍｉｎ时含量均低于初始加样量的１５％，而醋
酸氯己定则被完全吸附，１５ｍｉｎ后活性炭的吸附
作用趋于稳定。同时在不同温度下，活性炭对抑

菌剂的吸附存在差异。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｏｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ
（Ａ）ａｎｄｅｔｈｙｌｐａｒｏｂｅｎ（Ｂ）ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｉｒｒｉｎｇｔｉｍｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２２２　加热温度影响试验　考虑到眼氨肽滴眼液
实际生产时，加活性炭搅拌保温的时间一般不少于

１５ｍｉｎ，故选择３０ｍｉｎ作为搅拌停止时间，考察在
不同温度时活性炭对抑菌剂的吸附影响。制备活

性炭含量为 ０２％的抑菌剂溶液分别在 ４０℃、
６０℃、８０℃ ３个不同温度下搅拌上述溶液，并在
３０ｍｉｎ时取溶液过滤，照“２１２”项下方法测定３
种抑菌剂的剩余百分含量，结果在不同温度下醋酸

氯己定均被完全吸附，而对于羟苯甲酯和羟苯乙

酯，温度越低，则抑菌剂剩余量越少，活性炭对抑菌

剂的吸附能力越强，见图３。
２２３　活性炭浓度影响试验　分别制备活性炭含
量为０１％、０２％、０３％的抑菌剂溶液。在８０℃

下搅拌上述溶液，并在 ３０ｍｉｎ时取溶液过滤，照
“２１２”项下方法测定３种抑菌剂的剩余百分含
量，结果醋酸氯己定仍被完全吸附，羟苯甲酯和羟

苯乙酯被部分吸附，剩余百分含量见图４。由图４
可知，活性炭添加量越多，抑菌剂被吸附的量越多，

其中活性炭添加量为０１％时，抑菌剂剩余量最高。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｏｎｔｈｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｏｕｎｔｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｏｎｔｈｅａｄｓｏｒｐ
ｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２２４　抑菌剂剂量影响试验　分别精密量取
“２２”项下方法抑菌剂贮备液适量，加供试品 Ｓ３
稀释制得含抑菌剂为处方量的 １００％、２００％、
３００％的抑菌剂溶液，活性炭添加量均为 ０２％。
在８０℃下搅拌上述溶液，并在３０ｍｉｎ时取溶液过
滤，照“２１２”项下方法测定 ３种抑菌剂的剩余
百分含量，结果见图５。由图５可知，活性炭添加
量为０２％时，当抑菌剂添加量分别增至处方量
的２００％和３００％，剩余的羟苯甲酯和羟苯乙酯才

１４
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能接近处方量，而即使将抑菌剂添加至处方量的

３００％，经吸附后，醋酸氯己定仅剩下处方量的
４０％，抑菌剂添加量为处方量的１００％和２００％
时，醋酸氯己定剩余量均为０％。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｏｎｔｈｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

(

　讨　论

３１　流动相的选择
参考文献［１０］试验流动相为００２ｍｏｌ／Ｌ磷酸

二氢钾（用磷酸调节 ｐＨ至２５）乙腈（７０∶３０）时，
羟苯甲酯与醋酸氯己定同时洗脱，无法有效分离。

另参考文献［１１］分别考察了羟苯甲酯、羟苯乙酯、
羟苯丙酯和醋酸氯己定的峰形与分离度，发现当流

动相为１％三乙胺溶液（用磷酸调节ｐＨ至５０）时
醋酸氯己定峰有拖尾现象，而将该流动相用磷酸调

节ｐＨ至３０时，醋酸氯己定峰对称性较好。故最
终选择流动相为以 １％三乙胺溶液（用磷酸调节
ｐＨ至３０）为流动相Ａ，甲醇为流动相 Ｂ进行梯度
洗脱，既保证３种抑菌剂能够完全分开，又使色谱
峰具有良好的对称性。

３２　活性炭对抑菌剂的吸附影响
本研究发现活性炭对羟苯甲酯、羟苯乙酯和醋

酸氯己定３种抑菌剂的吸附能力由大到小分别为：
醋酸氯己定、羟苯乙酯、羟苯甲酯，与眼氨肽滴眼液

样品抑菌剂测定结果相一致，即抑菌剂含量由小到

大依次为：醋酸氯己定、羟苯乙酯、羟苯甲酯。由此

可见，在生产眼氨肽滴眼液时，不适宜在使用活性

炭过滤杂质前添加尼泊金酯类和醋酸氯己定抑菌

剂，该操作将导致抑菌剂被大量吸附，而这一现象

在眼氨肽注射液的生产中尚未为人们所认知。此

外，本实验为方便操作，将３种抑菌剂放在同一溶
液中进行影响因素试验，在实际生产中，眼氨肽滴

眼液产品只添加一种或者两种抑菌剂，被活性炭吸

附后抑菌剂的剩余量可能会更少。另外，有文献报

道当活性炭浓度为０５％，在８５℃保温３０ｍｉｎ时
活性炭去除眼氨肽中的杂蛋白效果最好［１２］，然而

该条件下，大部分抑菌剂已被活性炭吸附。综上

所述，建议在眼氨肽滴眼液的生产中抑菌剂应在

活性炭除杂后添加，或者选择其他对抑菌剂吸附

性小、影响小的过滤介质或除杂工艺。如必须在

添加抑菌剂前使用活性炭吸附除杂，因则应综合

考虑活性炭对杂蛋白、主成分和抑菌剂的吸附影

响，选择活性炭吸附率低的抑菌剂或调整抑菌剂

的添加量，并检测终产品中抑菌剂的含量，使抑

菌剂维持合理有效的浓度，保证产品的抑菌效力

和质量安全。

３３　眼氨肽滴眼液中抑菌剂的测定结果
本试验仅对市售的两个企业生产的５批眼氨

肽制剂进行了抑菌剂含量测定，其结果均低于处方

量的１０％，未达到《中华人民共和国药典》中其他
品种抑菌剂应为处方量８０％ ～１２０％的限度要求，
说明这两个企业的眼氨肽滴眼液质量仍有待提升，

同时，应进一步建立眼氨肽滴眼液的抑菌剂测定标

准，从而保证该品种的产品质量。
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·校园信息·

中国药科大学 ＥＳＩ学科排名取得新突破

１月９日，科睿唯安（ＣｌａｒｉｖａｔｅＡｎａｌｙｔｉｃｓ）公布了２０２０年１月的ＥＳＩ最新数据。中国药科大学药理学与毒理学首
次进入全球前万分之五，位列全球第４３位，较上一期提升４位，稳居国内高校第一。材料科学首次进入 ＥＳＩ全球前
１％，至此，中国药科大学进入ＥＳＩ全球前１％学科数突破５个（药理学与毒理学、化学、临床医学、生物与生物化学、材
料科学）。

表　中国药科大学ＥＳＩ学科排名数据（２０２０年１月）

学科名称 国际排名（本期） 国际排名（上期） 论文数量 被引次数 篇均被引 高水平论文

药理学与毒理学 ４３ ４７ ３０６９ ３３９３１ １１．０６ １４
化学 ４５２ ４６３ ３２５２ ３４２８６ １０．５４ １０
临床医学 ２４３９ ２４４１ ７２９ ８８００ １２．０７ ９
生物与生物化学 ９２６ ８９７ ８７２ ８１０６ ９．３０ ５
材料科学 ９０２ － ３５６ ６９１５ １９．４２ ４
全部学科 １２３５ １２４２ ９６９９ １０８４５５ １１．１８ ４８

　　ＥＳＩ（基本科学指标数据库，ＥｓｓｅｎｔｉａｌＳｃｉｅｎｃｅＩｎｄｉｃａｔｏｒｓ）是目前世界范围内普遍用以评价高校、学术机构、国家或
地区国际学术水平及影响力的重要评价指标工具之一。本期ＥＳＩ数据覆盖时间范围为２００９年１月１日至２０１９年１０
月３１日。中国药科大学全部学科综合排名、论文数量、篇均被引等指标均稳步提升。

近年来，中国药科大学以“双一流”建设为契机，不断凝练学科方向，提升学科内涵，积极构建具有结构性优势和

国际竞争力的现代药学学科体系，推动药学和中药学龙头学科跨越式发展，助力化学、生物学、基础医学等支撑学科

群聚发展，谋划布局生物医药材料、生物医药大数据与人工智能等新兴交叉学科领域，支持经、管、文、法等人文社会

学科协调发展。龙头学科领域（药学、药理学与毒理学、药物化学等）在国际主流排行榜（ＥＳＩ、ＵＳＮｅｗｓ、ＡＲＷＵ、
ＣＷＵＲ）均位列世界前５０位，药学特色世界一流研究型大学已初具雏形。

（研究生院、“双一流”建设办公室、图书与信息中心）
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