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摘要：目的　建立液相色谱串联质谱联用（ＬＣＭＳ／ＭＳ）法同时测定人工泪液中妥布霉素和地塞米松的浓度，用于妥布霉素地
塞米松滴眼液体外释放试验的研究中妥布霉素和地塞米松浓度的检测。方法　采用ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅｐｌｕｓＣ８色谱柱，以

２ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵水溶液为流动相Ａ，体积分数９０％甲醇水溶液为流动相Ｂ，梯度洗脱，流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃，进
样体积２μＬ；采用质谱检测器，电喷雾离子源（ＥＳＩ）离子化方式，多重反应监测（ＭＲＭ）模式，正离子模式。结果　妥布霉素、
地塞米松均在２００～５０００ｎｇ·ｍＬ－１内线性良好，定量下限均为２００ｎｇ·ｍＬ－１。妥布霉素、地塞米松在样品处理后放置进样器
４８ｈ条件下稳定性良好。结论　本研究建立的方法快速、高效、准确、灵敏，可用于妥布霉素地塞米松滴眼液在人工泪液中的
药物浓度检测和体外释放试验的研究。
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　　妥布霉素地塞米松滴眼液是抗生素妥布霉素
（ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ，ＴＯＢ）与糖皮质激素地塞米松（ｄｅｘａｍ
ｅｔｈａｓｏｎｅ，ＤＸＭ）的复合制剂，具有抗炎作用，是眼
科领域广泛应用的药物，其能够深入眼部组织，针

对眼部感染和炎症进行治疗，是眼部手术后常用

药［１］。依据美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）指导
原则［２４］，在进行此类眼用制剂的一致性评价研究

时，受试者应为接受适应证白内障手术的患者，检

测指标为房水中的药物浓度。然而，体内试验往

往受限于伦理、成本、样品量少及操作复杂性等因

素。因此，开发一种可靠的体外替代评价方法显

得尤为关键，这种方法需要不仅能够模拟体内环

境，还应能在减少动物和人体试验的同时，提供准

确的药物性能评估。以人工泪液为介质的体外释

放试验和体外眼角膜渗透试验是滴眼液体外替代

评价的可行方法，而如何实现同时检测人工泪液
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中微量 ＴＯＢ和 ＤＸＭ的浓度，是妥布霉素地塞米松
滴眼液体外评价研究必须先要解决的问题。虽然

各国药典均收载了妥布霉素地塞米松滴眼液，但

均采用两种不同方法分别检测 ＴＯＢ和 ＤＸＭ［５６］。
另外，含量测定方法的检测灵敏度也无法满足本

品体外释放、眼角膜渗透研究的检测需求。目前

笔者也未见相关文献报道人工泪液中同时检测微

量 ＴＯＢ和 ＤＸＭ的测定方法。本研究以人工泪液
为 介 质，基 于 液 相 色 谱串 联 质 谱 技 术

（ＬＣＭＳ／ＭＳ），建立了一种快速、高效、准确、灵敏
的可同时检测人工泪液中 ＴＯＢ和 ＤＸＭ浓度的方
法，并对方法的专属性、线性、定量限、准确度及精

密度等方面开展了方法学研究，可应用于妥布霉

素地塞米松滴眼液体外释放、眼角膜渗透研究。

１　仪器与材料
ＳＨＩＭＡＤＺＵＬＣ４０ＤＸＲ型高效液相色谱仪（日

本岛津公司）；ＱＴＲＡＰ６５００型三重四级杆质谱仪
（ＥＳＩ源，Ａｎａｌｙｓｔ１７３数据采集软件，美国 ＡＢＳｃｉ
ｅｘ公司）；ＭＣＡ３６Ｐ２ＣＣＮＭ型百万分之一电子天
平［赛多利斯科学仪器（北京）有限公司］；ＭＴＶ１００
型涡旋混合仪（杭州奥盛仪器有限公司）；ＭｉｌｌｉＱ型
纯水仪（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

妥布霉素地塞米松滴眼液（批号：ＶＤＹ５１Ａ；
２４０８０１）；ＴＯＢ对照品（含量：９１４％，批号：１３０５２７
２００４０２）、ＤＸＭ对照品（含量：９９８％，批号：１００１２９
２０１９０７）（中国食品药品检定研究院）；碳酸氢钠、氯
化钾、氯化钠、无水氯化钙、乙酸铵均为分析纯；甲醇

为色谱纯。

２　实验方法
２１　溶液的配制
２１１　空白基质　人工泪液作空白基质，分别称
取碳酸氢钠４３６ｇ，氯化钾２７６ｇ，氯化钠１３５６ｇ，
无水氯化钙６３４１ｍｇ至烧杯中，加２０００ｍＬ水溶
解，混匀，过滤。

２１２　对照品溶液　取 ＴＯＢ对照品、ＤＸＭ对照
品各适量，精密称定，分别加入适量的体积分数

５０％甲醇，涡旋混合，配制成０２５０ｍｇ·ｍＬ－１的对
照品储备液。分别移取 ＴＯＢ、ＤＸＭ对照品储备液
各１ｍＬ，加入体积分数５０％甲醇８ｍＬ，混匀，配制
成００２５／００２５ｍｇ·ｍＬ－１ＴＯＢ／ＤＸＭ混合对照品
储备液。精密量取储备液适量，用人工泪液稀释

成质量浓度为 ５０００、４０００、３０００、２０００、１２００、

８００、４００、２００ｎｇ·ｍＬ－１的系列对照品溶液和
３７５０、１５００、６００、２００ｎｇ·ｍＬ－１的质控溶液。
２１３　供试品溶液　供试样品为体外透皮试验收
集的供试品溶液。采用的是改良型 Ｆｒａｎｚ立体扩散
装置，释放面积为 １７７ｃｍ２，接受室体积为 １２ｍＬ，
将预处理的人工合成膜固定在供体室与接受室之

间，分别取约５ｍＬ妥布霉素地塞米松滴眼液在选定
的人工合成膜上，保持封闭状态防止溶液蒸发和成分

改变，在接受室中加入温度为（３２±１）℃的１２ｍＬ体
外释放介质，使人工膜恰好与体外释放介质液面接

触，开启磁力搅拌器（转速：６００ｒ·ｍｉｎ－１）不断搅拌，
使药物自然释放，分别在０５、１、２、４、６ｈ取样１２ｍＬ，
作为供试品溶液。

２２　样品处理
吸取５００μＬ样品溶液（对照品溶液或供试品溶

液）；对于空白样品，加入５００μＬ空白基质（人工泪
液）至９６孔板中，加入５００μＬ体积分数５０％甲醇
溶液，混匀，取２μＬ进样分析。
２３　检测条件
２３１　色谱条件　采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅ
ｐｌｕｓＣ８（３ｍｍ×１００ｍｍ，１８μｍ），流动相 Ａ为
２ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵水溶液，用甲酸调节 ｐＨ至
３２，流动相 Ｂ为体积分数９０％甲醇水溶液，梯度
洗脱，洗脱梯度程序如下：０～０３０ｍｉｎ，２０％Ｂ；
０３０～２００ｍｉｎ，２０％Ｂ→９５０％Ｂ；２００～４００ｍｉｎ，
９５０％ Ｂ；４００～４０１ｍｉｎ，９５０％Ｂ→２０％Ｂ；
４０１～５５０ｍｉｎ，２０％Ｂ。柱 温 ４０℃，流 速
０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量２μＬ。
２３２　质谱条件　采用多重反应监测（ＭＲＭ）的
扫描方式下正离子监测，离子源为电喷雾离子源

（ＥＳＩ），离子化电压（ＩＳ）为 ５５００Ｖ，离子源温度
（ＴＥＭ）为４００℃，喷雾气 （ＧＳ１，Ｎ２）为５０ｋＰａ，辅助
气（ＧＳ１，Ｎ２）为 ５０ｋＰａ，接口持续加热，全程通入氮
气，气帘气（ＣＲＵ，Ｎ２）为３５ｋＰａ，碰撞气（ＣＡＤ）压力
为Ｍｅｄｉｕｍ，每个离子对的滞留时间（ｄｗｅｌｌｔｉｍｅ）为
１５０ｍｓ。每个待测化合物的监测离子对、解簇电压
（ＤＰ）及碰撞能量（ＣＥ）见表１。ＴＯＢ和 ＤＸＭ的二
级质谱图见图１。

３　方法学验证
本试验方法学验证遵循《中国药典》２０２０年版

四部通则《９０１２生物样品定量分析方法验证指导原
则》和《Ｍ１０生物分析方法验证及样品分析》等相关
指导原则的要求［７８］。
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表１　 妥布霉素（ＴＯＢ）和地塞米松（ＤＸＭ）的多重反应监测（ＭＲＭ）最优参数
Ｔａｂ１　ＭＲＭｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒＴＯＢａｎｄＤＭＸ

Ａｎａｌｙｔｅ Ｍｒ ｍ／ｚ（Ｑ１） ｍ／ｚ（Ｑ３） ＤＰ／Ｖ ＣＥ／ｅＶ

ＴＯＢ ４６７５ ４６８４［Ｍ＋Ｈ］＋ １６３２ ７０ ２６

ＤＸＭ ３９２５ ３９３２［Ｍ＋Ｈ］＋ ２３７１ ４０ １８

注：ＤＰ－解簇电压；ＣＥ－碰撞能量。

Ｎｏｔｅ：ＤＰ－ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌ；ＣＥ－ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ．

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
m/z

m/z m/z

m/z

468.2

428.0
409.1

404.2

469.2425.1 485.3442.0410.1
428.9 486.2470.2453.1400.5 433.2411.2

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440

353.2

393.2

425.1
409.2381.2

387.2354.3 369.2 404.2373.2350.4
437.2394.2 426.1374.4358.2346.3 400.1376.3

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

163.1

324.3
205.3145.1

468.3126.9
187.298.0 433.4307.3

50 100 150 200 250 300 350 400

147.1
171.1 279.2 291.1 355.2173.2 239.0107.2 253.195.1 295.3151.1 167.2 259.2 393.2
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图１　ＴＯＢ和ＤＸＭ的典型质谱图
Ｆｉｇ１　ＴｙｐｉｃａｌｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｐｈｏｆＴＯＢａｎｄＤＸＭ

３１　方法的专属性
取空白基质、含 ５０００ｎｇ·ｍＬ－１ＴＯＢ空白基

质、含 ５０００ｎｇ·ｍＬ－１ＤＸＭ空白基质，以及含
５０００ｎｇ·ｍＬ－１ＴＯＢ／ＤＸＭ对照品溶液按“２２”
项下方法检测。由图 ２可知，ＴＯＢ的保留时间为
０７３ｍｉｎ，ＤＸＭ的保留时间为３１６ｍｉｎ。结果表
明，空白基质对 ＴＯＢ、ＤＸＭ及 ＴＯＢ和 ＤＸＭ相互
间均无干扰，本法专属性良好。

３２　标准曲线和定量下限
取“２１２”项下系列对照品溶液，按供试样品处

理。采用 Ａｎａｌｙｓｔ１７３软件进行数据采集和处理，
分别以ＴＯＢ和ＤＸＭ的质量浓度（ρ）为横坐标，以色
谱响应值（Ａ）为纵坐标，用加权最小二乘法进行回归
运算，所得的直线回归方程即为标准曲线。ＴＯＢ典型
的线性回归方程为 Ａ＝１７１０ρ－７０２００，ｒ＝０９９８６；
ＤＸＭ典型的线性回归方程为 Ａ＝４５１０ρ＋１１１０００，
ｒ＝０９９９８，待测物均在２００～５０００ｎｇ·ｍＬ－１内线性
良好，定量下限均为２００ｎｇ·ｍＬ－１，信噪比均大于
１０，本研究同时考察了最高浓度对照品溶液后空白基

质中两待测物的残留，其残留峰面积均低于定量下限

中分析物峰面积的２００％。
３３　准确度和精密度

按“２１２”项下制备混合定量下限质控
（ＬＬＯＱ）ＱＣ（２００ｎｇ·ｍＬ－１）、低浓度质控（ＬＱＣ）
（６００ｎｇ·ｍＬ－１）、中浓度质控（ＭＱＣ）（１５００ｎｇ·
ｍＬ－１）和ＨＱＣ（３７５０ｎｇ·ｍＬ－１）共４个浓度质控样
品，每个浓度各６份，连续测定３ｄ。将回算浓度与
标准添加浓度进行比较，得到批内和批间的变异系数

（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ），以及相对误差（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｒｒｏｒ，ＲＥ），计算准确度，见表２。结果显示，ＴＯＢ批内
和批间的准确度偏差分别为 －２７％ ～４６％和
０１％～２７％，ＤＸＭ批内和批间的准确度偏差分别
为－６８％～４６％和－１３％～３５％，ＴＯＢ和ＤＸＭ的
批内和批间精密度ＣＶ均在１５０％范围内，本法准确度
与精密度良好。

３４　溶液稳定性
按“２１２”项下制备混合 ＬＱＣ（６００ｎｇ·ｍＬ－１）、

ＨＱＣ（３７５０ｎｇ·ｍＬ－１）两个质量浓度的质控样品，
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A1 A2 A3

B1 B3B2

１－空白基质；２－空白基质＋妥布霉素；３－空白基质＋地塞米松。

１－Ｂｌａｎｋｍａｔｒｉｘ；２－ＢｌａｎｋｍａｔｒｉｘｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈＴＯＢ；３－ＢｌａｎｋｍａｔｒｉｘｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈＤＭＸ．

图２　ＴＯＢ（Ａ）和ＤＸＭ（Ｂ）典型的ＭＲＭ色谱图
Ｆｉｇ２　ＭＲＭｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＴＯＢ（Ａ）ａｎｄＤＸＭ（Ｂ）

表２　人工泪液中ＴＯＢ和ＤＸＭ测定方法的准确度与精密度。珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＰｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＴＯＢａｎｄＤＸＭｉｎａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｅａｒｓ．珋ｘ±ｓ

Ａｎａｌｙｔｅ
ρｓｐｉｋｅｄ

／ｎｇ·ｍＬ－１

Ｉｎｔｒａｄａｙ（ｎ＝６） Ｉｎｔｒａｄａｙ（ｎ＝１８）

ρｍｅａｎ／ｎｇ·ｍＬ－１ ＣＶ／％ ＲＥ／％ ρｍｅａｎ／ｎｇ·ｍＬ－１ ＣＶ／％ ＲＥ／％

ＴＯＢ ２００ ２０４８±４２ ２１ ２４ ２０４４±７３ ３６ ２０

２０８７±８４ ４０ ４３

１９８５±５３ ２７ －０８

６００ ６０９４±８１ １３ １６ ６００４±１１１ １８ ０１

５９６４±５１ ０９ －０６

５９５３±１３４ ２３ －０８

１５００ １５３６２±３２１ ２１ ２４ １５４１２±４１７ ２７ ２７

１５６９１±３９３ ２５ ４６

１５１７７±３９４ ２６ １１

３７５０ ３９２１４±７３８ １９ ４６ ３７７９３±１３８４ ３６ ０８

３７６９３±９６９ ２５ ０５

３６４８３±７０４ １９ －２７

ＤＸＭ ２００ １８６５±５５ ２９ －６８ １９７３±１０１ ５１ －１３

２０５１±７１ ３４ ２６

２００４±６６ ３３ ０２

６００ ５９１４±１５６ ２６ －１４ ５９６２±１７６ ２９ －０６

５９００±２１９ ３７ －１７

６０７４±１００ １７ １２

１５００ １５６９７±２８３ １８ ４６ １５５３７±４０４ ２６ ３５

１５６８２±１５３ １０ ４５
１５２３６±５３４ ３５ １５

３７５０ ３７９３８±６５２ １７ １１ ３７８０４±７５３ ２０ ０８
３８３９３±４４１ １１ ２４
３７１０６±５２７ １４ －１１

注：ＣＶ－变异系数；ＲＥ－相对误差。

Ｎｏｔｅ：ＣＶ－ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ；ＲＥ－ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ．
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每个质量浓度各６份，考察处理过的样品在自动进
样器温度（１５℃）下放置稳定性。结果所示，表明

ＴＯＢ和ＤＸＭ在自动进样器温度（１５℃）下４８ｈ稳
定（表３）。

表３　空白基质中ＴＯＢ和ＤＸＭ的稳定性考察（１５℃，４８ｈ）。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＴＯＢａｎｄＤＸＭｉｎｂｌａｎｋｍａｔｒｉｘｓｔｏｒｅｄｆｏｒ４８ｈａｔ１５℃．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ａｎａｌｙｔｅ ρｓｐｉｋｅｄ／ｎｇ·ｍＬ－１ ρｍｅａｎ／ｎｇ·ｍＬ－１ ＣＶ／％ ＲＥ／％

ＴＯＢ ６０００ ６１３８ ０７ ２３

３７５０２ ３７２６２ ２４ －０６

ＤＸＭ ６０００ ６４４５ １７ ７４

３７５０５ ３７６３３ １２ ０３

３５　样品检测
取参比制剂和自研制剂，按“２１３”项下制备

供试品溶液，经样品处理，采用经验证的 ＬＣＭＳ／
ＭＳ方法检测，通过测定的释放浓度计算参比制剂
和自研制剂的累计释放量、单位面积释放量，以单

位面积释放量（ｙ）与释放时间平方根（ｘ）做线性回
归，参比制剂释放速率方程为 ｙ＝１７６３５ｘ－
９３５３２（ｒ２＝０９９３３）；自研制剂释放速率方程为
ｙ＝１１２４３ｘ－１３５９５（ｒ２ ＝０９９７３），结果见
表４、图３。

表４　妥布霉素地塞米松滴眼液中ＤＸＭ体外释放试验数据。ｎ＝６
Ｔａｂ４　ＤＸＭＩＶＲＴｄａｔａｏｆｔｏｂｒａｍｙｃｉｎａｎｄｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｅｙｅｄｒｏｐｓ．ｎ＝６

Ｉｔｅｍｓ

ｔ／ｈ

ＴＳ ＲＬＤ

ＡＭＴ／％ Ｑｎ／μｇ·ｃｍ－２ ＡＭＴ／％ Ｑｎ／μｇ·ｃｍ－２

ＡＶＧ ＣＶ／％ ＡＶＧ ＣＶ／％ ＡＶＧ ＣＶ／％ ＡＶＧ ＣＶ／％

０５ １１７ ３６ ６６２ ３５ ７９ ３５ ４４７６ ２４

１ １７ ３６ ９５９ ３７ １４ ３７ ７９２４ １７

２ ２５５ ５７ １４３９ ５７ ２５６ ５７ １４４７１ １７

３ ３２８ ６４ １８５２ ６４ ３５８ ６４ ２０２１３ ２

４ ３８３ ５８ ２１６３ ５８ ４５４ ５８ ２５６５ ２

５ ４２２ ４４ ２３８５ ４４ ５４３ ４４ ３０６６４ ２４

６ ４５４ ３３ ２５６２ ３２ ６１３ ３２ ３４６１５ ３

注：ＡＭＴ－累计释放量；Ｑｎ－单位面积累计释放量；ＴＳ－自研制剂；ＲＬＤ－参比制剂；ＡＶＧ－平均值。

Ｎｏｔｅ：ＡＭＴ－ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｍａｓｓｔｒａｎｓｆｅｒ；Ｑｎ－ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｐｅｒｕｎｉｔａｒｅａ；ＴＳ－ｔｅｓｔｓａｍｐｌｅ；ＲＬＤ－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｌｉｓｔｅｄｄｒｕｇ；ＡＶＧ－ａｖｅｒａｇｅ．

图３　妥布霉素地塞米松滴眼液中ＤＸＭ体外释放速率图

Ｆｉｇ３　ＤＭＸＲｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＴＯＢ／ＤＸＭＥｙｅＤｒｏｐｓ

结果表明，取样点单位面积释放量与时间的平

方根呈线性关系，ｒ２均大于０９９，６个样品释放速率
的ＲＳＤ值均小于１０％，体外释放方法可行。自研制

剂的体外释放速率与参比制剂的体外释放速率比值

的 ９０％ 置 信 区 间 为 ６６５％，超 出 ８０００％ ～
１２５００％的范围（参考 ＦＤＡ［２］妥布霉素地塞米松滴
眼液指导原则中体内等效性试验的评价标准），参

比制剂与自研制剂存在显著差异。

４　结论与讨论
本研究建立了一种同时测定人工泪液中妥布霉

素和地塞米松浓度的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法。在方法开发
优化过程中比较了Ｃ１８、Ｃ１８ＡＱ、氨基柱、Ｃ８等多种色
谱柱，发现仅在Ｃ８色谱柱中妥布霉素和地塞米松均
有保留，出峰时间处无干扰。在筛选流动相组成和

比例时，尝试了多种流动相组成和比例，包括水

（０１％甲酸）乙腈、水（０１％甲酸，２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙
酸铵）乙腈（０１％甲酸），以及水（０４％甲酸）
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８０％乙腈，发现妥布霉素不呈线性关系，地塞米松线
性关系差。当更换流动相为２ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵，
用甲酸调节 ｐＨ至３２，流动相为９０％甲醇水溶液
时，妥布霉素线性关系良好，得到较为合适的保留时

间，避免妥布霉素、地塞米松与杂质共同洗脱，减少

了基质对妥布霉素和地塞米松响应的干扰［９１３］。

本研究建立的定量检测人工泪液中妥布霉素和

地塞米松的方法，经过全面的方法学验证，证明该方

法具有良好的精密度、准确度、选择性、耐用性和稳

定性，可满足妥布霉素地塞米松滴眼液在体外释放

试验中定量检测的要求，为体外评价和临床药物检

测提供可靠分析手段。
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