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盐酸林可霉素对革兰阳性菌有较强抑菌作用，对敏感需
氧菌，如肺炎链球菌和其他链球菌属、金黄色葡萄球菌以及厌
氧菌尤为有效[1]。其滴眼液主要用于治疗敏感菌株引起的结
膜炎和角膜炎。研究证实[2-4]，林可霉素在发酵过程中伴生的
有关物质以及过量酸性条件下产生的降解产物有7个，而且菌
种不同导致杂质种类及含量也有所不同，故其对临床应用的
潜在风险不一。笔者根据林可霉素杂质的化学性质，建立了
测定杂质含量的高效液相色谱（HPLC）法，结果表明建立的色
谱条件可有效检出杂质，且各峰分离良好。

由于防腐剂本身具有的毒性越来越受到人们重视，为了
控制滴眼剂辅料中的防腐剂种类和含量，笔者收集了5个生产
企业滴眼液处方工艺，考察了加入的防腐剂的种类和加入
量。结果发现，盐酸林可霉素滴眼液中的防腐剂种类有 4种，

为控制滴眼液质量，笔者采用同一色谱条件，同时对该滴眼液
中有防腐剂的含量也进行了测定，结果表明，方法简便、准确、

快速。

1 材料
1.1 仪器

1260 HPLC 仪（美国 Agilent 公司）；LC-20AT 型 HPLC 仪
（日本岛津公司）。

1.2 药品、辅料与试剂

羟苯乙酯对照品（批号：100847-201102，纯度：99.9％）、林
可霉素对照品（批号：130432-200908，纯度：86.7％）均来源于
中国食品药品检定研究院；辅料硫柳汞钠（厂家①，湖北潜江
制药股份有限公司，批号：120425，含量：81.3％）；辅料苯甲酸
钠（厂家②，重庆科瑞制药有限责任公司，批号：120634，含量：

99.6％）；苯扎溴铵工作用对照品（河北省食品药品检验院标定，

批号：K1102001，纯度：94.1％）；2.5％林可霉素滴眼液（厂家①，

批号：110411、110401、101004；厂家②，批号：421001、421002、

411008；厂家③，上海信谊药业有限公司，批号：20101102、

20110101、20090501；厂家④，武汉五景药业有限公司，批号：

09110702、11040702、11010801；厂家⑤，上海运佳黄埔药业有限
公司，批号：110801）；乙腈和甲醇均为色谱纯；磷酸为分析纯。

2 方法与结果
2.1 盐酸林可霉素滴眼液中所加防腐剂的种类与加入量

盐酸林可霉素滴眼液中所加防腐剂的种类与加入量详见
表1。

2.2 色谱条件及系统适用性试验
色谱柱：Phenomenex Luna C18（250 mm ×4.6 mm，5 μm）；

以磷酸缓冲液（取 34 g磷酸溶于 900 ml水，用浓氨水调节 pH

至6.1，加水稀释至1 000 ml）-甲醇-乙腈（77 ∶ 8 ∶ 15，V/V/V）为流
动相，流速：1.0 ml/min；柱温：50℃；二极管阵列检测器（DAD），

检测波长：210 nm；进样量：10 µl。

取林可霉素对照品 40.12 mg，置于 10 ml量瓶中，加流动
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摘 要 目的：建立同时测定盐酸林可霉素滴眼液中有关物质和防腐剂（苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、硫柳汞钠）含量的方法。

方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Phenomenex Luna C18，流动相为磷酸缓冲液（pH 6.1）-甲醇-乙腈（77 ∶ 8 ∶ 15），流速为 1.0 ml/
min，检测波长为210 nm，柱温为50 ℃。结果：林可霉素、苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、硫柳汞钠在各自的检测质量浓度范围内

线性关系良好，r 为 0.999 9～1.000 0，检测限分别为 1.05、1.5、2.5、1.2、1 ng；4种防腐剂的平均回收率为 99.3％～101.2％（RSD≤

1.1％，n＝9）。 结论：本文建立的方法结果准确可靠，可作为盐酸林可霉素滴眼液中有关物质和防腐剂的控制方法。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for content determination of related substances and antiseptic（benzalkonium
bromide，ethylparaben，sodium benzoate，merthiolate）in Lincomycin hydrochloride eye drops. METHODS：HPLC method was ad-
opted. The separation was performed on Phenomenex Luna C18 column with phosphoric acid buffer（pH 6.1）-methanol-acetonitrile
（77 ∶ 8 ∶ 15）as mobile phase at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at 210 nm and column temperature
was 50 ℃. RESULTS：The calibration curves of lincomycin，benzalkonium bromide，ethylparaben，sodium benzoate，merthiolate
revealed good linearity（r＝0.999 9-1.000 0）. The detection limits were 1.05，1.5，2.5，1.2 and 1 ng. Average recoveries of 4 kinds
of antiseptic were 99.3％ -101.2％（RSD≤1.1％，n＝9）. CONCLUSIONS：Result of determination is accurate and reliable. This
method is suitable for quality control of related substances and antiseptic in Lincomycin hydrochloride eye drops.
KEY WORDS Lincomycin hydrochloride eye drops；Related substances；Antiseptic；Quality control

··4298



中国药房 2013年第24卷第45期 China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 45

表1 盐酸林可霉素滴眼液中所加防腐剂的种类与加入量
Tab 1 Kinds and content of antiseptic in Lincomycin hydro-

chloride eye drops

厂家
①
②
③
④
⑤

防腐剂
硫柳汞钠
苯甲酸钠
羟苯乙酯
硫柳汞钠
苯扎溴铵

防腐剂加入量，mg/ml

0.2

8.0

0.25

0.02

0.1

相溶解并稀释至刻度。取10 µl注入色谱仪，记录色谱图。结
果林可霉素峰与杂质A（相对保留时间约为 0.72）色谱峰的分
离度应大于5.0。色谱图见图1。

2.3 溶液制备及供试品溶液色谱图
取本品适量，加流动相定量稀释制成质量浓度为1.0 mg/ml

的溶液，作为供试品溶液；取供试品溶液 1 ml，置于 100 ml量
瓶中，加流动相稀释至刻度，作为有关物质对照溶液；样品中
如含防腐剂，取苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、硫柳汞钠对照
品适量，加流动相分别制成每 1 ml 中含 0.1、0.25、0.04、0.01
mg的溶液。取厂家①、②、③、⑤各1批供试品测定，结果在上
述色谱条件下，林可霉素各杂质峰分离度、各杂质峰与各防腐
剂峰分离度均符合规定。各厂家供试品溶液色谱图见图2。

2.4 有关物质检查方法学验证
2.4.1 专属性试验。取样品（批号：110801）5份，分别置于适

当容器中，分别经碱（5 mol/L的氢氧化钠溶液 2 ml，在 100 ℃
水浴中加热40 min）、酸（5 mol/L的盐酸溶液2 ml，在100 ℃水
浴中加热 15 min）、氧化（10％过氧化氢溶液 5 ml，放置 10

min）、光照（4 000 lx 放置 48 h）、高温（100 ℃水浴中加热 40

min）进行破坏。同时为了考察辅料对试验的干扰，取滴眼液
中辅料氯化钠、95％乙醇、三乙醇胺、玻璃酸钠、硼砂按各厂家
最大处方量混合后取适量，加流动相溶解，摇匀，制备辅料溶
液。分别精密量取上述溶液 10 μl注入色谱仪，记录色谱图。

结果相对保留时间约在 0.27以前的色谱峰为辅料峰；本品经
酸、碱、高温、氧化、光照等破坏，所产生的降解物与林可霉素
峰均能完全分离，表明本方法专属性好，能够满足有关物质的
测定要求。色谱图见图3。

2.4.2 耐用性考察。选用 Phenomenex Luna、Waters Xterra、
Shimadzu、Kromasil、大连依利特SinoChrom等5种不同品牌色
谱柱进行分析，结果杂质均能有效分离。另对流动相中缓冲
液的 pH 值和柱温进行调整，结果 pH 值为 5.5～6.1、柱温为
40～60 ℃时，杂质均能有效分离，表明该方法耐用性较好。但
pH值低于6.0或柱温低于40 ℃时，林可霉素峰稍有前延。

2.4.3 线性关系与检测限试验。取对照品溶液（24.68、
123.42、246.85、296.22、370.28 µg/ml）进行线性关系试验，结果
线性方程为y（峰面积）＝4.19c（质量浓度）－26.62（r＝1.000 0），

林可霉素检测质量浓度线性范围为 24.68～370.28 µg/ml（n＝
5）。另取对照品溶液逐级稀释进样，按信噪比为 3计，确定林
可霉素检测限为1.05 ng。
2.4.4 稳定性试验。取供试品溶液（批号：110411），室温放置
0、2、4、8、10 h，结果各杂质和杂质总量均无明显变化，最大单
个杂质峰面积的 RSD＝1.2％（n＝5），杂质量总峰面积的
RSD＝1.1％（n＝5），表明供试品溶液在室温放置 10 h内稳定
性良好。

2.4.5 重复性试验。取同一批号样品（批号：110411）6份，分
别进样 10 µl，测得样品中单个最大杂质含量的平均值为
0.23％，RSD＝1.1％（n＝6）；杂质总含量的平均值为 0.76％，

图1 林可霉素对照品高效液相色谱图
1. N-去甲基林可霉素；2、5.未知杂质；3.林可霉素B；4.α-酰胺基差向异

构林可霉素（杂质A）；6.林可霉素；7、8.丙烯基类似物和Z异构体

Fig 1 HPLC chromatograms of lincomycin hydrochloride

control
1. N-normethyl lincomycin；2，5. unknown impurity；3. lincomycin B；

4. α-amide epimer lincomycin（impurity A）；6. lincomycin；7，8. prope-

nyl analogue and Z isomers
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图2 供试品溶液高效液相色谱图
A.样品①（批号：110411）；B.样品②（批号：421001）；C.样品③（批号：

20101102）；D.样品⑤（批号：110801）；1.林可霉素；2.林可霉素B；3. 硫

柳汞钠；4.苯扎溴铵；5.羟苯乙酯；6.苯甲酸钠

Fig 2 HPLC chromatograms of test samples
A. sample①（lot No. 110411）；B. sample ②（lot No. 421001）；C. sam-

ple ③（lot No. 20101102）；D. sample⑤（lot No. 110801）；1. lincomy-

cin；2. lincomycin B；3. thiomersal sodium；4. benzelkonium branide；

5. ethylparaben；6. sodium benzoate
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图3 专属性试验高效液相色谱图
A.辅料；B.碱破坏样品；C.酸破坏样品；D.氧化破坏样品；E.光照破坏样

品；F.高温破坏样品；1～2、4～5、7～8.有关物质；3.林可霉素B；6.林可

霉素；9.苯扎溴铵

Fig 3 HPLC chromatograms of specificity test
A. excipients；B. samples destroyed by alkaline；C. samples destroyed

by acid；D. samples destroyed by oxidation；E. samples destroyed by

light；F. samples destroyed by high temperature；1-2，4-5，7-8. related

substances；3. lincomycin B；6. lincomycin；9. benzelkonium branide
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RSD＝1.5％（n＝6），表明本方法的重复性较好。

2.5 防腐剂含量测定方法学考察
2.5.1 线性关系试验。分别称取苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸
钠、硫柳汞钠适量，加水溶解并稀释制成 0.539 2、1.249 0、

0.019 94、0.039 96 mg/ml 的溶液，分别取 1.0、1.6、2.0、3.0、4.0
ml，置于10 ml量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀；精密量取10 µl，
注入色谱仪，记录色谱图。以质量浓度（c）为横坐标、峰面积
（A）为纵坐标，绘制标准曲线。得回归方程分别为苯扎溴铵：

A＝2 241c+7.013（r＝0.999 9）；羟苯乙酯：A＝54 870c+74.71
（r＝1.000 0）；苯甲酸钠：A＝30 655c+6.036（r＝1.000 0）；硫柳
汞钠：A＝446 496 117c－703 286（r＝0.999 9）。结果表明，苯
扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、硫柳汞钠检测质量浓度线性范围
分别为0.053 9～0.215 7、0.124 9～0.499 5、0.001 99～0.007 98、

0.003 99～0.015 98 mg/ml。
2.5.2 精密度试验。分别取苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、

硫柳汞钠对照品溶液，连续进样 6次记录色谱图，计算峰面积
的RSD分别为1.0％、0.5％、0.6％、0.9％（n＝6）。

2.5.3 重复性试验。分别取样品（批号：110801、20101102、

421001、110411）各 1批，测定苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、

硫柳汞钠的含量，重复测定6次，计算RSD。结果含量的RSD
分别为0.9％、0.9％、0.9％、0.8％（n＝6）。

2.5.4 稳定性试验。分别取苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、

硫柳汞钠对照品溶液，在室温下放置，于 0、2、4、8、10 h 时测
定。结果峰面积的RSD分别为 1.1％、0.9％、0.7％、1.2％（n＝
5），表明溶液在10 h内稳定。

2.5.5 回收率试验。分别取“2.5.3”项下样品各9份，分别加入
近等量的对照品，制成相当于防腐剂质量浓度 80％、100％、

120％的溶液，测定其含量，计算回收率。结果低、中、高质量
浓度的苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、硫柳汞钠平均回收率
分别为 100.4％、99.3％、101.2％、99.8％，RSD 分别为 1.1％、

1.1％、0.9％、0.7％（n＝9）。

2.5.6 检测限试验。分别取苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、

硫柳汞钠对照品溶液，逐级稀释进样，按信噪比为3计，确定其
检测限分别为1.5、2.5、1.2、1 ng。
2.6 样品中有关物质和防腐剂的含量测定

收集不同企业的13批样品，按“2.2”项下方法制备供试品
溶液和对照溶液，进样，记录色谱图。采用自身对照法对有关
物质进行测定，采用外标法对防腐剂进行测定，结果见表2。

表2 样品中有关物质和防腐剂测定结果（％％）
Tab 2 Content determination of related substances and anti-

septic in samples（％％）

厂家

①

③

④

②

⑤

批号

110411

110401

101004

20101102

20110101

20090501

09110702

11040702

11010801

421001

421002

411008

110801

杂质A

0.41

0.41

0.21

0.24

0.24

0.25

0.20

0.44

0.35

0.22

0.21

0.22

0.32

其他单
一杂质

0.23

0.23

0.27

0.26

0.26

0.27

0.32

0.31

0.27

0.28

0.27

0.27

0.18

其他杂
质总量

1.65

1.62

1.41

0.77

0.77

0.87

1.11

1.14

0.99

0.69

0.70

0.72

0.78

苯甲酸钠

97.1

93.8

98.6

苯扎溴铵

134.1

羟苯乙酯

85.4

84.3

76.3

硫柳
汞钠

55.9

40.9

65.3

52.9

50.7

48.6

由表 2可知，盐酸林可霉素滴眼液中主要杂质为杂质 A
（相对保留时间约为 0.72），测得量为 0.20％～0.44％；其他单
一杂质测得量为 0.18％～0.32％ ，杂质总量为 0.69％～

1.65％。参照2010年版《中国药典》原料及制剂标准[8]，制订滴
眼液有关物质限度为“除辅料峰（相对保留时间在0.27以前的
色谱峰）、林可霉素B、苯甲酸钠、苯扎溴铵、羟苯乙酯、硫柳汞
钠峰外，单一杂质峰面积不得大于对照溶液主峰面积（1.0％），

各杂质峰面积的和不得大于对照溶液主峰面积的 2 倍
（2.0％）”。按建立的方法对苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、硫
柳汞钠进行测定，结果基本符合各企业的处方比例。

3 讨论
3.1 现行标准中存在的问题

盐酸林可霉素滴眼液执行标准为化学药品地方标准上
升国家标准第五册“WS-10001-（HD-0462）-2002”[5] 及 YBH
03092007[6]、YBH08622008[7]，各标准均未对有关物质进行控
制，因此有必要建立控制有关物质的方法。

《中国药典》要求控制防腐剂的种类和含量。为了操作简
便，笔者建立了相同色谱条件下测定含量、有关物质及防腐剂
苯扎溴铵、羟苯乙酯、苯甲酸钠、硫柳汞钠的方法。

3.2 检测波长的选择
《中国药典》2010年版盐酸林可霉素原料药检测波长为

214 nm[8]。笔者利用DAD的全波长扫描，在210～300 nm波长
内进行紫外扫描，并选取不同波长对林可霉素的主要杂质的
HPLC的色谱图进行比较。为了保证最大量的检出杂质，最终
选择210 nm为检测波长，在此波长处色谱峰信息较多，且各峰
分离良好，防腐剂的响应值也较大。

3.3 流动相的选择
现行标准[8]所使用流动相是在0.05 mol/L硼砂溶液中加入

60％甲醇。由于硼砂溶液与甲醇混合时，会产生大量热量，致
使流动相产生气泡，进而导致检测系统不稳定，而且会出现林
可霉素主峰前延的情况。经试验，笔者最终确定了本试验的
流动相。结果表明可在保证各有关物质分离的情况下，主峰
峰形较为对称，并且防腐剂峰不影响有关物质测定。
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