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酒石酸溴莫尼定滴眼液中 12 种抑菌剂含量测定方法

的建立及评价
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摘 要：目的 建立高效液相色谱法同时测定酒石酸溴莫尼定滴眼液中可能含有的 12 种常见抑菌剂（苯甲酸、苯甲

醇、山梨酸、羟苯甲酯、硫柳汞钠、羟苯乙酯、盐酸氯己定、羟苯丙酯、羟苯丁酯、苯扎氯铵、度米芬、苯扎溴铵）

的含量，对收集到的国内 4 个生产厂家的 48 批样品进行检测及评价。方法 采用资生堂 CAPCELL PAK C18 MGII

色谱柱（4.6×250 mm，5 μm）；以 0.02 mol/L 乙酸铵溶液（用冰醋酸调节 pH 值至 4.5）为流动相 A，甲醇为流动相

B，梯度洗脱，检测波长为 262 nm。结果 12 种抑菌剂间分离度均符合要求，空白辅料对抑菌剂测定没有干扰，各

抑菌剂在所考察的浓度范围内具有良好的线性关系，平均回收率范围为 92.8%~105.7%，RSD 为 0.3%~1.9% (n=9)。

结果显示 48 批样品所测抑菌剂的种类与处方标示相符，抑菌剂含量为各自处方标示量的 24%~102%。结论 该方

法灵敏、快速、专属性强，可作为酒石酸溴莫尼定滴眼液中抑菌剂质量控制的方法，为滴眼液的质量控制提供依据。
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Establishment and evaluation of determination methods of 12 bacteriostatic  
agents in brimonidine tartrate eye drops
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ABSTRACT: Objective  To establish an HPLC method for the simultaneous determination of 12 common bacteriostatic 

agents (benzoic acid,benzyl alcohol, sorbic acid, methylparaben, thimerosal,ethylparaben, chlorhexidine acetate, propyl 

hydroxybenzoate, butyl p-hydroxybenzoate, benzalkonium bromide, domiphen bromide, benzalkonium chloride ) in 

brimonidine tartrate eye drops. The 48 batches of samples collected from 4 domestic manufacturers were tested and 

evaluated. Methods  Shiseido CAPCELL PAK C18 MGII column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used, 0.02 mol/L 

ammonium acetate(pH adjusted to 4.5 by glacial acetic acid) (mobile phase A) and methyl alcohol(mobile phase B) were 

used for gradient elution, and the detection wavelength was 262 nm. Results  The separation degree of 12 bacteriostatic 

agents reached the requirements, and the blank excipients did not interfere with the determination of bacteriostatic agents,the 

linear relationship of bacteriostatic agents in their linear range was good,the average recoveries were in the range of 92.8% 

to 105.7% and the RSDs were 0.3%~1.9% (n=9). The qualitative analysis showed that the types of bacterial inhibitors in 

48 batches were all in agreement with the formulation.The quantitative determination showed that the contents of bacterial 

inhibitors were between 24%~102% of the formulation. Conclusion  The method is sensitive, rapid and specific, and can be 
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used for the accurate quantitative determination of multiple bacteriostatic agents in brimonidine tartrate eye drops. This study 

can provide technical support for the standardized use of bacteriostatic agents in this variety.

KEY WORDS: bacteriostatic agents; brimonidine tartrate eye drops; gradient elution; high performance liquid 

chromatography

0  引  言

青光眼是一种发病迅速、危害性大、可随时导致失明的常

见疑难眼病。其特征就是眼内压间断或持续性升高的水平超过

眼球所能耐受的程度，从而给眼球各部分组织和视功能带来损

害，导致视神经萎缩、视野缩小、视力减退 [1]。眼压是其中唯

一已知的可控风险因素，目前使用局部抗青光眼药品是降低眼

压的主要方法之一 [2]。酒石酸溴莫尼定滴眼液为一种肾上腺素

受体激动剂，其可以高度选择 α2- 肾上腺素受体，用于降眼压，

是一种较为安全有效的治疗青光眼的药物 [3]。酒石酸溴莫尼定

滴眼液，原研生产商为 Allergan Inc.，主要用于降低开角型青光

眼及高眼压症患者的眼压。

本文收集了国产酒石酸溴莫尼定滴眼液共 48 批次，覆盖全

部国内 4 家生产企业及 4 个批准文号。其中 1 家企业为单剂量

包装，其余 3 家均为多剂量包装。《中国药典》2020 年版（四

部）规定，多剂量眼用制剂一般应加适当抑菌剂，尽量选用安

全风险小的抑菌剂 [4]，但对抑菌剂的具体种类和加入量未作规

定，并非所有生产企业均使用相同的抑菌剂，部分生产企业也

未在药品说明书中明确标示抑菌剂的含量 [5]。临床数据表明，

抑菌剂的加入对眼部均有不同程度的刺激性，使用过量还会对

眼组织产生损害，如苯扎氯铵可导致眼部炎症、过敏、纤维化

和干眼症；硫柳汞可引起明显的点状角膜上皮损伤、可使隐形

眼镜变色，眼药水中的防腐剂有细胞毒性作用。因此抑菌剂加

入的量应严格控制 [6]。国产酒石酸溴莫尼定滴眼液执行《中国

药典》2020 年版（二部）及散件标准，除 1 家企业未添加抑菌剂，

其余均缺少抑菌剂相关的检测项目。针对国产酒石酸溴莫尼定

滴眼液现行标准存在的一些不足，为客观分析国产酒石酸溴莫

尼定滴眼液的质量现状，评价其抑菌剂种类及含量是否与处方

标注一致，本文在参考文献 [7-10] 的基础上，建立高效液相色谱

（HPLC）法测定酒石酸溴莫尼定滴眼液中抑菌剂含量的方法。

1  材料与方法

1.1  仪器与试药

高效液相色谱仪带二极管阵列检测器（美国 Waters 公司，

e2695-2998）；XSE205 型电子天平（梅特勒公司）；S400 型酸

度计（梅特勒公司）；Genpure Pro UV-TOC/UF 超纯水仪（赛默

飞公司）。

甲醇、乙腈（色谱纯，美国 Merck 公司）；乙酸铵、冰醋酸（分

析纯，国药集团化学试剂有限公司）；水为超纯水。

对照品：苯甲酸（批号：100419-201703，纯度为 99.9%），

苯 甲 醇（ 批 号：190019-202205， 纯 度 为 100.0%）， 山 梨 酸

（批号：190126-202102，纯度为 99.7%），羟苯甲酯 ( 批号：

100278-201906，纯度为 99.9%)，硫柳汞钠（批号：135050-

201401，纯度为 94.6%），羟苯乙酯（批号：100847-202105，纯

度为 100.0%），醋酸氯己定（批号：100183-202105，纯度为

97.1%），羟苯丙酯（批号：100444-202005，纯度为 99.9%），

羟苯丁酯（批号：110792-202204，纯度为 99.8%），苯扎溴铵（批

号：135051-202002，含苯扎溴铵 10.2 mg/mL），度米芬（批号：

100455-202002，纯度为 99.8%），苯扎氯铵（批号：101565-

202201，含苯扎氯铵 12.56 mg/mL，含十二烷基取代同系物约

75%，十四烷基取代同系物约 24%）均购自中国食品药品检定

研究院。

1.2  实验样品

酒石酸溴莫尼定滴眼液样品均为国家药品抽检样品，样品

来源可靠。共 48 批，分别来自 4 个生产企业：I-IV，样品信息

见表 1。

酒石酸溴莫尼定原料（III企业提供），空白辅料为各企业提供。

表 1 样品信息 
Table 1 The sample information

生产企业 批次 规格 抑菌剂种类 标示量（mg/mL）

I 14 5 mL:10 mg 苯扎溴铵 0.05

II 15 0.3 mL:0.45 mg 未添加 无标示量

III 1 5 mL:10 mg 苯扎溴铵 0.05

IV 18 5 mL:10 mg 苯扎氯铵 0.05

1.3  实验方法

1.3.1 溶液的配制

供试品溶液：直接取样品作为供试品溶液。

混合对照品溶液：精密称（量）取上述 12 种对照品各适量，

分别加 20% 乙腈稀释制成浓度为 1 mg/mL 的对照品贮备液。精

密量取除苯扎氯铵对照品贮备液外的其他 11 种对照品贮备液适

量，置同一量瓶中，用水稀释制成分别约含 0.05 mg/mL 苯甲酸、

0.05 mg/mL 苯甲醇、0.005 mg/mL 山梨酸、0.005 mg/mL 羟苯甲

酯、0.02 mg/mL 硫柳汞钠、0.005 mg/mL 羟苯乙酯、0.02 mg/mL 醋

酸氯己定、0.005 mg/mL羟苯丙酯、0.005 mg/mL羟苯丁酯、0.05 mg/mL 

苯扎溴铵和 0.05 mg/mL 度米芬的混合对照品溶液。

苯扎氯铵对照品溶液：精密量取适量苯扎氯铵对照品贮备
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液，用水稀释制成约含 0.05 mg/mL 苯扎氯铵的对照品溶液（苯

扎氯铵由取代同系物组成，其中十二烷基取代同系物与苯扎溴

铵色谱行为一致，因此，将苯扎氯铵对照品溶液单独配制）。

含量测定对照品溶液：精密量取苯扎溴铵、苯扎氯铵对照品

适量，分别用水稀释制成各含0.05 mg/mL的含量测定对照品溶液。

空白辅料溶液：取各家企业处方中所有辅料（除抑菌剂外）

与主药酒石酸溴莫尼定，按各自最大处方浓度混合配制。

1.3.2 色谱条件

采用资生堂 CAPCELL PAK C18 MGII 色谱柱（4.6×250 mm，

5 μm）；以 0.02 mol/L 乙酸铵溶液（用冰醋酸调节 pH 值至 4.5）

为流动相 A，甲醇为流动相 B；梯度洗脱；柱温：30℃；进样量：

20 μL；流速1.0 mL/min；检测波长262 nm。梯度洗脱程序见表2。

表 2 梯度洗脱程序 
Table 2 Gradient elution program

时间 (min) 流动相 A (%) 流动相 B (%)

0 60 40

8 60 40

18 10 90

23 10 90

24 60 40

30 60 40

2  结果与分析

2.1  抑菌剂的选择

因化学结构与性质不同，滴眼液常用的抑菌剂分为 5 类，

分别为季铵盐类（苯扎溴铵、苯扎氯铵）、有机汞类（硫柳汞、

醋酸苯汞、硝酸苯汞）、醇类（三氯叔丁醇、苯甲醇）、对羟基

苯甲酸酯类（羟苯甲酯、羟苯乙酯、羟苯丙酯、羟苯丁酯等）、

酸及其盐类（山梨酸、苯甲酸钠、盐酸氯己定、硼酸类化合物）
[11]。本研究建立了 HPLC 同时测定 5 大类中 12 种常用抑菌剂的

方法，并首次用于国产酒石酸溴莫尼定滴眼液上市后再评价。

2.2  检测波长的确定

综合考虑到 12 种抑菌剂的最大吸收波长和响应值，且酒石

酸溴莫尼定滴眼液处方中含有的苯扎溴铵和苯扎氯铵在 262 nm

附近有最大吸收，并保证各个成分的检测限、定量限均能达到

定性、定量的要求，最终选择在 262 nm 波长对滴眼液中抑菌剂

含量进行测定。

2.3  方法学考察

2.3.1 专属性

取 1.3.1 项下混合对照品溶液、苯扎氯铵对照品溶液、空白

辅料溶液、供试品溶液，按 1.3.2 项下色谱条件进样分析，结果

见图 1，主成分和空白辅料均不干扰抑菌剂的测定。

A

B

C

D

E

F

图 1 典型色谱图 
Fig.1 Typical chromatograms

2.3.2 PAD 光谱图

采用 PAD 检测器在 210~400 nm 分别对苯甲酸（7.800 min）、
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苯甲醇（8.643 min）、山梨酸（10.215 min）、羟苯甲酯（12.948 min）、

硫柳汞钠（14.535 min）、羟苯乙酯（16.120 min）、醋酸氯己定

（16.938 min）、羟苯丙酯（18.130 min）、羟苯丁酯（19.609 min）、

苯扎溴铵（20.914 min）、度米芬（21.431 min）、苯扎氯铵（n-C12H25

峰 21.014 min、n-C14H29 峰 22.373 min）对照品溶液进行光谱扫描，

各抑菌剂的紫外吸收光谱图见图 2。通过保留时间与紫外吸收

光谱对样品中的抑菌剂进行定性分析。

2.3.3 线性和范围、定量限与检测限

取 1.3.1 项下的对照品贮备液适量，用水逐级稀释配制成一

系列不同浓度的混合对照品溶液，按 1.3.2 项下的色谱条件，进

行测定，以 S/N=3 为检测限（LOD），以 S/N=10 为定量限 (LOQ)，

以浓度为横坐标 (X, μg/mL)，峰面积为纵坐标 (Y)，进行线性回

归，结果各抑菌剂的线性相关系数 r 均不小于 0.9990，线性关

系良好，结果详见表 3。

图 2 各抑菌剂 PDA 扫描图（210~400 nm） 
Fig.2 PDA scan of each bacteriostatic agent (210~400 nm)

表 3 线性、定量限与检测限结果 
Table 3 Results of linearity, quantitation limit and detection limit

对照品 线性方程 相关系数（r） 范围（μg/mL） 定量限（μg/mL） 检测限（μg/mL）

苯甲酸 y=6099x-1365 0.9997 2.5794~103.1767 1.5 0.5

苯甲醇 y=1491x-847 0.9996 5.1220~102.4400 5.1 1.5

山梨酸 y=247184x-6786 0.9996 0.2547~10.1893 0.05 0.02

羟苯甲酯 y=107337x-2931 0.9996 0.2524~10.0979 0.05 0.02

硫柳汞钠 y=20801x-54812 0.9991 3.8173~38.1730 1.9 0.6

羟苯乙酯 y=100958x-1674 0.9996 0.2575~10.3000 0.05 0.02

醋酸氯己定 y=61282x-34144 0.9996 1.0028~40.1140 0.6 0.2

羟苯丙酯 y=94526x-2047 0.9996 0.2541~10.1658 0.05 0.02

羟苯丁酯 y=87353x-3836 0.9994 0.2592~10.3672 0.05 0.02

苯扎溴铵 y=1007x-1025 0.9997 5.1000~102.0000 5.1 1.5

度米芬 y=2613x-1721 0.9993 2.5209~100.8379 2.5 0.8

苯扎氯铵 n-C12H25 y=1130x-712 0.9999 7.5360~75.3600 5.7 1.9

苯扎氯铵 n-C14H29 y=1073x-369 0.9990 2.4115~24.1152 1.8 0.6

2.3.4 精密度

取 1.3.1 项下混合对照品溶液和苯扎氯铵对照品溶液，按

1.3.2 项下色谱条件，连续进样 6 次，记录色谱图，苯甲酸、苯甲醇、

山梨酸、羟苯甲酯、硫柳汞钠、羟苯乙酯、醋酸氯己定、羟苯丙酯、

羟苯丁酯、苯扎溴铵、度米芬、苯扎氯铵 n-C12H25 和苯扎氯铵

n-C14H29 峰面积的 RSD 分别为 0.2%、0.8%、0.1%、0.3%、0.4%、

0.1%、0.2%、0.1%、0.3%、0.3%、0.7%、0.3% 和 1.2%，均小

于 2.0%，精密度良好。
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2.3.5 重复性

取 1.3.1 项下对照品贮备液，用空白辅料溶液稀释，制成含

0.05 mg/mL 苯甲酸、0.05 mg/mL 苯甲醇、0.005 mg/mL 山梨酸、

0.005 mg/mL 羟苯甲酯、0.02 mg/mL 硫柳汞钠、0.005 mg/mL 羟苯

乙酯、0.02 mg/mL 醋酸氯己定、0.005 mg/mL 羟苯丙酯、0.005 mg/mL

羟苯丁酯、0.05 mg/mL 苯扎溴铵和 0.05 mg/mL 度米芬混合抑菌

剂的滴眼液 (1) 以及含 0.05 mg/mL 苯扎氯铵的滴眼液 (2)。均平

行制备 6 份，按 1.3.2 项下色谱条件进样分析，按外标法计算各

抑菌剂含量及 RSD%（n=6）. 结果显示，抑菌剂苯甲酸、苯甲醇、

山梨酸、羟苯甲酯、硫柳汞钠、羟苯乙酯、醋酸氯己定、羟苯

丙酯、羟苯丁酯、苯扎溴铵、度米芬、苯扎氯铵 n-C12H25 和苯

扎氯铵 n-C14H29 重复性 RSD 分别为 0.6%、0.5%、0.3%、0.2%、

1.0%、0.2%、0.7%、0.5%、0.5%、0.5%、0.4%、0.3% 和 0.4%

（n=6），均小于 2.0%，重复性良好。

2.3.6 回收率

精密量取除苯扎氯铵外的 11 种抑菌剂的对照品溶液，用

1.3.1 项下空白辅料溶液稀释，制成相对混合对照品溶液浓度

80%、100% 和 120% 的回收率溶液，各 3 份；精密量取苯扎氯

铵对照品溶液，用 1.3.1 项下空白辅料溶液稀释，制成相对苯扎

氯铵对照品溶液浓度为 80%，100% 和 120% 的苯扎氯铵回收率

溶液，各 3 份。按 1.3.2 项下色谱条件进样分析，计算各抑菌剂

的回收率及 RSD%（n=9），结果平均回收率在 92.8%~105.7%

之间，回收率 RSD 值均小于 2%，详见表 4，准确度良好。

表 4 回收率结果（n=9） 
Table 4 Results of accuracy (n=9)

名称 回收率均值（%） RSD（n=9）(%)

苯甲酸 105.7 0.3

苯甲醇 103.7 0.8

山梨酸 104.9 0.3

羟苯甲酯 104.3 0.4

硫柳汞 96.3 0.2

羟苯乙酯 103.3 0.4

醋酸氯己定 102.9 0.9

羟苯丙酯 101.1 0.7

羟苯丁酯 92.8 1.9

苯扎溴铵 103.3 0.5

度米芬 98.9 0.9

苯扎氯铵 n-C12H25 99.7 0.4

苯扎氯铵 n-C14H29 97.1 1.0

2.3.7 稳定性

将 1.3.1 项下混合对照品溶液和苯扎氯铵对照品溶液分别在

室温放置，于 0、2、4、6、12、24、48 h 后，按 1.3.2 项下色

谱条件进样分析。结果 12 种抑菌剂主峰面积 RSD 均小于 2%，

表明溶液在室温 48 h 内稳定。

2.3.8 耐用性

取 1.3.1 项下混合对照品和苯扎氯铵对照品溶液，分别考察

不同色谱柱、流速相对值变化 ±10%、柱温变化 ±5℃、流动相

A 的 pH 值变化 ±0.2 个单位时，各抑菌剂峰之间的分离度均符

合要求，表明方法耐用性较好。

2.4  样品筛查的结果

取国产 48 批酒石酸溴莫尼定滴眼液作为供试品溶液，取

1.3.1 项下的混合对照品溶液和苯扎氯铵对照品溶液，按 1.3.2

项下的色谱条件进样分析，色谱图见图 1。I 企业和 III 企业均

检出与苯扎溴铵对照品保留时间一致的色谱峰，II 企业未检出

与筛查的 12 种抑菌剂对照品一致的色谱峰。此外，IV 企业说

明书标示处方组成含有苯扎氯铵抑菌剂，虽然其色谱图（图 1-F）

与苯扎氯铵对照品色谱图（图 1-B）相比，缺少 C14 的色谱峰，

但 IV 企业提供的原辅料信息与国家食品药品监督管理总局数据

库查询一致，根据文献报道 [12] 苯扎氯铵原料仅 1 个国家批准文

号，批准的生产工艺仅能生产 C12 取代的同系物纯品，即国内

产品为单一组分。并经化学鉴别确认 IV 企业添加的抑菌剂含有

氯离子，说明 IV 企业抑菌剂的成分与说明书标示一致。因此，

筛查结果表明 4 家国产企业生产的酒石酸溴莫尼定滴眼液抑菌

剂种类均与处方标示一致或未添加抑菌剂，且未发现违规添加

抑菌剂的情况。

2.5  样品含量测定的结果

取国产 48 批酒石酸溴莫尼定滴眼液作为供试品溶液，取

1.3.1 项下的含量测定对照品溶液，按 1.3.2 项下的色谱条件进

样分析，以外标法计算供试品中抑菌剂的含量，结果见表 5。

表 5 供试品含量测定结果（%, n=2） 
Table 5 Results of sample test (%, n=2)

生产企业 批次 抑菌剂种类 标示量（mg/mL） 含量（%）

I 14 苯扎溴铵 0.05 79~83

II 15 未添加 无标示量 /

III 1 苯扎溴铵 0.05 24

IV 18 苯扎氯铵 0.05 83~102

2.6  影响因素和加速试验对抑菌剂影响的结果

按《中国药典》2020 年版四部通则 9001 原料药物与制剂

稳定性试验指导原则中影响因素试验和加速试验的条件 [4]，在

高温（60℃）、光照（4500±500 lx）和加速条件（40℃、25%）

试验下，选取 I，III，IV 企业各一批样品按 1.3.2 项下的色谱

条件进样分析。在高温（60℃）、光照（4500±500 lx）和加速

条件（40℃、25%）试验下，I 企业苯扎溴铵含量降低了 10%、

12% 和 11%，III 企业苯扎溴铵含量降低了 6%、8% 和 6%，IV

企业苯扎氯铵含量降低了 2%、5% 和 15%。I 企业包装为透明

低密度聚乙烯瓶，III 企业包装为不透明低密度聚乙烯瓶，在光

照（4500±500 lx）下，I 企业的苯扎溴铵比 III 企业降解更多，
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提示企业选用透光率适宜的包材；在温度的影响下，苯扎溴铵、

苯扎氯铵均有不同程度的降低，提示企业应规范贮藏条件。

3  讨论与结论

3.1  讨论

《美国药典 - 国家处方集》2024 年版通则 <341> 规定：添

加到多剂量或单剂量肠外、耳外、鼻内和眼内制剂中的抗菌防

腐剂的浓度在产品的保质期内可能会减少。因此，生产商应确

定抑菌剂有效的最低水平，并且产品的配制应确保在产品的整

个保质期内超过该水平。在生产时，产品应含有标示量的抗菌

防腐剂（在 ±20% 以内，以允许生产和分析变化）[13]。结合《中

国药典》2020 年版二部中收载的部分滴眼液标准中对限度的要

求 [14]，将酒石酸溴莫尼定滴眼液中抑菌剂的限度拟定为标示量

的 80%~120%。

试验结果表明，使用苯扎溴铵为抑菌剂的 2 家企业中，共

有 5 批样品抑菌剂含量测定结果超出拟定限度，分别为 I 企业

4 批，III 企业 1 批。I 企业样品的苯扎溴铵含量普遍接近低限，

有 4 批次低于 80%，较低的抑菌剂含量可能无法保证多剂量滴

眼液在有效期内的抑菌效果。III 企业 1 批次苯扎溴铵含量为标

示量（0.05 mg/mL）的 24%，即为 0.0012%（g/mL）。文献报道 [15]

苯扎溴铵在体外抑菌试验中，含量为 0.005% 对各试验菌有明显

抑菌作用，通过剂量筛选试验显示浓度 0.003% 的苯扎溴铵为酒

石酸溴莫尼定滴眼液中最低有效抑菌浓度。III 企业的 1 批次滴眼

液苯扎溴铵含量低于 0.003%，可能影响到产品的有效性和安全性。

使用苯扎氯铵为抑菌剂的 IV 企业，18 批样品抑菌剂含量

测定结果均在拟定限度范围内。IV 企业使用的苯扎氯铵原料为

单一组分 C12 取代的同系物纯品，据文献报道 [12]，C12 取代的同

系物是最有效的酵母菌和真菌抑制剂，C14 和 C16 取代的同系物

则能够分别作用于革兰阳性菌和阴性菌，提醒企业单一组分 C12

纯品的抑菌效力不够全面，可能影响其有效性和安全性。

3.2  结论

目前，国产酒石酸溴莫尼定滴眼液除 1 家为单剂量包装未

添加抑菌剂外，其余企业均为多剂量包装添加了抑菌剂，但国

内企业现行标准中均未对抑菌剂进行控制，建议酒石酸溴莫尼

定滴眼液法定标准中增加抑菌剂检查项目，规范抑菌剂使用种

类及用量。本研究建立了 HPLC 同时测定 12 种常用抑菌剂含量

方法，该方法简单、高效、准确、灵敏、重复性好，可为酒石

酸溴莫尼定滴眼液中抑菌剂的质量控制和标准提高提供科学依

据，为生产企业和监管部门提供技术支持。
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