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滴眼液中抑菌剂硫柳汞的 HPLC含量测定方法研究

高　锦1，胡　丹1，王习文1，余小翠1，王泽欣1，刘　晶2，祝雨薇1，马紫辉1，徐君伟1，高　青2，洪小栩3 （1. 中
国人民解放军联勤保障部队药品仪器监督检验总站, 北京 100071；2. 北京市药品检验研究院, 北京 102206；3. 国家药典委

员会, 北京 100061）

［摘要］  目的　建立测定滴眼液中硫柳汞含量的 HPLC 方法，用于滴眼液中已知抑菌剂量的检查或未知抑菌剂量的筛

查。方法　采用高效液相色谱法，资生堂 MGII-C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为 1% 三乙胺（磷酸调节 pH 为

3.0）-甲醇，梯度洗脱，柱温为 40°C，检测波长为 222 nm，流速为 1 ml/min，进样体积 20 µl。结果　硫柳汞在 4.3～216.7 μg/ml
之间呈良好的线性关系（r>0.999），平均回收率为 102.1%，RSD 为 2.7%。结论　本法简便、准确、专属性强，可用于滴眼液中

硫柳汞的定量测定。

［关键词］　HPLC；滴眼液；抑菌剂；硫柳汞；含量测定
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Using HPLC to determine antimicrobial preservatives thimerosal in eye drops
GAO Jin1, HU Dan1, WANG Xiwen1, YU Xiaocui1, WANG Zexin1, LIU Jing2, ZHU Yuwei1, MA Zihui1, XU Junwei1, GAO Qing2,
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100071,  China; 2. Beijing  Institute  for  Drug  Control,  Beijing  102206,  China; 3. Chinese  Pharmacopoeia  Commission,  Beijing
100061, China）

［Abstract］  Objective　To establish  a  HPLC method  for  determining  thimerosal  compounds  in  eye  drops. Methods　A
gradient HPLC system was used in the quantitative analysis of thimerosal compounds on Shiseido MGII C18 column （4.6 mm×250
mm，5 μm）, using 1% triethylamine solution （ pH adjusted to 3.0 with phosphate） as mobile phase A, the methanol as mobile phase
B, gradient elution, The column temperature was 40 ℃, the detection wavelength was 222 nm , the flow rate was 1 ml/min and the
injection volume was 20 µl. Results　The established method had good linearity within the concentration range of 4.3-216.7 μg/ml
（r>0.999） for thimerosal，with average recoveries was 102.1%, RSD2.7%. Conclusion　This method is simple，accurate and highly
specific, and can be used for determination of thimerosal compound in eye drops.

［Key words］　HPLC；Eye drop；Antimicrobial preservatives；Thimerosal；Determination

多剂量滴眼液须使用抑菌剂，以防止使用过程

中和货架期内微生物污染和繁殖，但是抑菌剂对眼

的伤害不容忽视，多国药典及抑菌剂管理规范[1] 均

要求处方中抑菌剂的浓度必须在有效性和安全性

方面得到合理性支持，保证抑菌剂浓度最低但又能

发挥抑菌作用，并规定滴眼液标签必须注明抑菌剂

种类和标示量，且实际含量应在标示量的±20% 以

内。《中国药典》2020 版收载了 45 个滴眼剂品种，

只有 12 个列入抑菌剂检查项，仅占 26.7%[2-4]。目

前市售滴眼液标签多数未按照《中国药典》2020 版

四部通则 0105 眼用制剂[5] 要求标明抑菌剂种类和

标示量，滴眼液中抑菌剂的使用和质量安全控制缺

乏有效监管。

目前滴眼液允许使用的抑菌剂主要有六大类：

羟苯酯类、季铵盐类、有机酸类、醇类、酚类和有

机汞类,如硫柳汞。硫柳汞在滴眼剂、滴鼻剂、疫

苗、化妆品中广泛使用，然而，汞对人体具有潜在的

危害，摄入过量的汞可造成神经系统、肾脏、皮肤

的损伤。滴眼剂中抑菌剂浓度过高会对眼上皮细

胞产生损伤，有研究者在对药源性角膜上皮病变病

例研究时发现，有患者使用防腐剂为硫柳汞的滴眼

剂后引起了明显的点状角膜上皮损害[6-8]。《中国

药典》2020 年版三部通则 3 115“含量测定法”中收

载硫柳汞测定方法[4]，采用滴定法和原子吸收分光

光度法，二部[3] 各论阿昔洛韦滴眼剂项下采用高效

液相色谱方法，另外文献资料收载的测定法主要
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有:原子荧光光谱分析法、冷原子吸收光谱法、硫氰

酸铵滴定法、二硫腙滴定法、二硫腙比色法等[9-12]，

这些方法的共同点是有机汞首先被消解成无机汞，

然后测定无机汞的含量。上述方法操作步骤繁琐，

专属性不强，不适用于复杂药物制剂中痕量加入的

有机汞防腐剂快速准确检测。为此，本研究建立了

一种通用型 HPLC 法用于测定滴眼液中抑菌剂硫

枊汞的含量。 

1    仪器与试药

Waters 高 效 液 相 色 谱 仪 ； 美 国 赛 多 利 斯

MSE225S 型电子天平。硫柳汞（含量 97.0%，批号

T1605112，Aladdin 公司）；醋酸苯汞（纯度 :97.0%，

批号 P27127，Sigma 公司）。甲醇、三乙胺为色谱

纯，磷酸为分析纯，水为超纯水。

以收集到的 4 个制药企业（A、B、C|、D）生产

的 6 批滴眼液为供试品，处方中硫柳汞含量均不同

（企业 A 双氯芬酸钠滴眼液批号 150301、150802、
160801；企业 B 阿昔洛韦滴眼液批号 16090401；企
业 C 盐酸林可霉素滴眼液批号 160501；企业 D 苄

达赖氨酸滴眼液批号 3160703）。 

2    方法与结果
 

2.1    色谱条件

色谱柱资生堂 MGII-C18 柱（4.6 mm×250 mm，

5 μm），以 1% 三乙胺溶液（磷酸调节 pH 值至 3.0）
为流动相 A，以甲醇为流动相 B；按表 1 进行梯度

洗脱；柱温为 40 ℃；检测波长为 222 nm；流速为

1 ml/min；进样体积 20 µl。
  

表 1    梯度洗脱程序 
时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0 50 50

2 50 50

17 10 90

20 10 90

20.1 50 50

27 50 50
  

2.2    溶液制备 

2.2.1    系统适用性考察溶液配制

精密称取硫柳汞对照品约 10 mg，置 100 ml 量
瓶中，用水溶解并稀释至刻度，摇匀；另取硝酸苯汞

对照品约 10 mg，置 100 ml 量瓶中，用甲醇超声溶

解并稀释至刻度，摇匀；取上述两种液体等量混合，

即得。 

2.2.2    对照品溶液制备

取硫柳汞对照品适量，精密称定，加水溶解并

稀释成 0.2 mg/ml 的溶液作为对照品储备液；精密

量取储备液适量，加水分别稀释制成 20 μg/ml 溶液

（或根据供试品硫柳汞含量不同制备成其他相同浓

度的对照品），作为对照品溶液。 

2.2.3    供试品溶液制备

取滴眼液直接进样。 

2.3    方法学考察 

2.3.1    专属性试验

精密量取“2.2.1”项下系统适用性考察溶液、

对照品溶液、供试品溶液（含硫柳汞）、滴眼液（不

含硫柳汞）各 20 μl，按“2.1”项色谱条件进样，记录

色谱图，见图 1。硫柳汞对照品溶液和硝酸苯汞对

照品溶液混合后生成 1-苯基汞-2-硫代乙基汞-水杨

酸盐，以及其他产物，色谱图应存在 4 个色谱峰分

别为：主峰硫柳汞、1-苯基汞-2-硫代乙基汞-水杨酸

盐、硝酸苯汞以及一个杂质或其他反应产物，配制

该溶液主要是考察专属性，筛选色谱柱和考察色谱

系统的改变对分离的影响。图 1A 表明系统适用性

考察用混合溶液各色谱峰之间均完全分离，系统适

用性良好。图 1D 表明不含硫柳汞的滴眼液在硫柳

汞峰处无色谱峰，不影响测定，可对未知抑菌剂的

滴眼剂是否含有硫柳汞进行筛查。 

2.3.2    线性关系考察

取硫柳汞对照品适量，精密称定，用水稀释成

每 1 ml 约含硫柳汞 4、10、20、60、80 和 200 μg 的

溶液，按“2.1”项下色谱条件试验。以对照品的质

量浓度（μg/ml）为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），
绘制标准曲线，计算回归方程。硫柳汞回归方程

为 Y=54 413 X–77 901，r=1.0，结果表明：硫柳汞在

4.3～216.7 µg/ml 范围内有良好的线性关系。精密

量取线性对照品最低浓度约 4.3 μg/ml 的溶液，测

得信噪比接近 10∶1，将其作为定量限溶液，即定

量限为 4.3 μg/ml。 

2.3.3    精密度试验

精密量取“2.2.2”项下 20 μg/ml 硫柳汞对照品

溶液，按“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，记录峰

面积，计算 RSD。结果硫柳汞峰面积的 RSD 为

0.2%，表明仪器精密度良好。 

2.3.4    稳定性试验

由于供试品溶液取原液没有制备过程，因此稳

定性试验取对照品溶液进行，按“2.2.2”方法制备对

照品溶液（23.2 μg/ml），取对照品溶液避光室温放

置 10 h，分别于 1、3、5、7、9、10 h，取样分析，记录
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色谱图，比较硫柳汞峰面积变化情况，峰面积 RSD
为 0.7%，显示稳定性较好。对照品溶液放置过夜

后再次测定，峰面积有较明显降低，显示硫柳汞水

溶液配制 10 小时内使用较好。 

2.3.5    重复性试验

取三个企业 A、B、C 三批样品（批号分别为

160801、16090401、160501）原液做为供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件直接进样分析，平行测定

6 份，按外标法以峰面积计算硫柳汞的含量，考察

方法重复性。结果 RSD 分别为 0.7%、0.2% 和 3.4%，

表明重复性良好。
 

2.3.6    中间精密度试验

在不同的日期换用不同的液相色谱仪和实验

操作者，重复“2.3.5 重复性试验”的操作，按“2.1”
项下色谱条件连续进样，平行测定 6 份，作为中间

精密度，合并重复性试验的 6 份测定结果考察方法

中间精密度，12 份结果硫柳汞含量 RSD 分别为

0.5%、0.7% 和 2.7%。参考《中国药典》2020 年版

四部 [5] 指导原则 9101“分析方法验证指导原则”，

重复性试验精密度要求，含量为 0.01%，RSD 应小

 

0 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

0 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

0 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

0 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

t/min

14.00 16.00 18.00 20.00

A

B

C

D

1

1

1

2

3

4

图 1    专属性试验 HPLC色谱图

A．系统适用性色谱图；B.对照品色谱图；C.含硫柳汞供试品色谱图；D.不含硫柳汞的滴眼液色谱图；

1．硫柳汞；2. 1-苯基汞-2-硫代乙基汞-水杨酸盐；3.杂质或其他反应产物；4.硝酸苯汞
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于 4%，上述含量最大为 0.015%，RSD 均小于 3%，

表明中间精密度良好。 

2.3.7    加样回收率试验 

2.3.7.1    空白辅料溶液制备

按 B 企业阿昔洛韦滴眼液处方（抑菌剂为硫柳

汞，标示量为 20 μg.ml−1）制备，取甲基纤维素、氯化

钠、无水磷酸氢二钠适量，加水稀释至 1 000 ml，放
置过夜，即得。 

2.3.7.2    对照品溶液制备

精密称取硫柳汞对照品（纯度 97.0%）21.77 mg，
置 100 ml 量瓶中，加水适量，振摇溶解并稀释至刻

度，摇匀，作为对照品储备液。精密量取 5 ml，置 50 ml
量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，作为对照品溶液。 

2.3.7.3    供试品溶液（自制滴眼液）配制

精密量取对照品储备液 2、5、3、5 ml，分别置

25、50、25、25 ml 量瓶中，加空白辅料溶液稀释至

刻度，摇匀，即得 80%、100%、120%、200% 回收率

供试品溶液（每浓度平行配制 3 份）。按“2.1”项下

色谱条件进样 20 μl，按外标法计算回收率，硫柳汞

的回收率为 98.3%～106.2%，平均回收率为 102.1%，

RSD 为 2.7%，结果见表 3。
 
 

表 2    硫柳汞回收率试验结果 
阿昔洛韦
滴眼液

投入量
（μg/ml）

测得量
（μg/ml）

回收率
（%）

平均回
收率（%） RSD%

80%供试品 16.89

16.84 99.69%

102.1 2.7

16.73 99.08%

16.60 98.27%

100%供试品 21.12

21.41 101.39%

21.26 100.68%

21.08 99.81%

120%供试品 25.34

25.98 102.54%

25.99 102.56%

26.09 102.97%

200%供试品 42.23

44.74 105.94%

44.86 106.22%

44.59 105.58%
  

2.3.8    耐用性试验

取“2.2.1”项系统适用性考察溶液和批号为

150 301 滴眼液样品，考察方法耐用性。结果表明，

在不同的柱温 （30、 35、 40 ℃）、流速 （0.9、 1.0、
1.1  ml·ml−1）、 流 动 相 A 的 pH 值 （2.8、 3.0、 3.2、
3.5）、流动相组成（初始有机相 B 比例 40%、45%、

50%、55%、60%）和不同色谱柱（资生堂公司 MGII、
Waters Sunfire、Phenomenex Luna）条件下测定系统

适用性考察溶液，硫柳汞与各峰分离度好，样品 150 301
批硫柳汞含量测定结果 RSD 为 2.8%，所建立的方

法耐用性良好。 

2.4    样品测定

取 4 个制药企业 6 批含抑菌剂为硫柳汞的样

品，以样品原液做为供试品溶液（n=2）。
对照品溶液制备：针对已知抑菌剂为硫柳汞且

已知浓度的样品，取硫柳汞对照品适量，精密称定，

加水溶解并稀释制成与供试品溶液中硫柳汞浓度

相当的溶液；针对未知抑菌剂种类和浓度的滴眼剂

筛查硫柳汞的含量，对照品溶液浓度可采用 20 μg/ml
或 40 μg/ml（避光保存，10 h 内使用）。

按“2.1”项下色谱条件进样分析，用外标法计

算硫柳汞的含量（n=2），结果见表 4。
 
 

表 3    样品测定结果 
序号 生产

企业 品种名称 样品批号 标示量
（μg/ml）

含量
（μg/ml）

1 企业A 双氯芬酸钠滴眼液 150301 40 36.11

2 企业A 双氯芬酸钠滴眼液 150802 40 37.87

3 企业A 双氯芬酸钠滴眼液 160801 40 38.41

4 企业B 阿昔洛韦滴眼液 16090401 20 18.19

5 企业C 盐酸林可霉素滴眼液 160501 200 151.74

6 企业D 苄达赖氨酸滴眼液 3160703 30 26.30
  

3    结果与讨论
 

3.1    检测波长的选择

USP 收载的硫柳汞钠测定方法中，测定波长

为 222 nm[12]，《中国药典》2020 年版二部[3] 各论阿

昔洛韦滴眼液项下硫柳汞钠测定波长为 262 nm。

本文采用 PDA 检测器扫描，显示 222 nm 吸收强度

大于 262 nm，并且这两个波长处峰对称性以及与

相邻杂质的分离情况一致，因此，测定波长选择为

222 nm。 

3.2    方法的适用性

本课题研究方法作为可以检测多种滴眼剂中

抑菌剂硫柳汞含量的通用方法，需要具备普遍适用

性。本课题专属性研究工作还包括将收集到的

42 种滴眼剂（不含抑菌剂硫柳汞，分别含羟苯甲

酯、羟苯乙酯、苯扎溴铵、苯扎氯铵、三氯叔丁醇

等）进样分析，考察是否在硫柳汞保留时间有出峰

情况，同时回收试验将企业提供的十四种未加抑菌

剂滴眼液进样分析，包含滴眼液常用的附加剂，均

无干扰，方法专属性较好。

本课题研究方法拟用于各种不同活性成分的
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滴眼液中硫柳汞的测定，为了考察色谱条件变化对

目标峰特性、分离度的影响，采用硫柳汞与硝酸苯

汞混合液作为系统适用性考察溶液，硫柳汞与硝酸

苯汞均在 pH3.0～pH3.5、甲醇比例 50% 以上出峰

较好，色谱峰对称性优于乙腈，因此采用 pH3.0 的

甲醇系统作为流动相。。 

3.3    样品测定结果的讨论

本次收集的 6 批样品，硫柳汞含量测定结果经

药检机构复核基本一致。其中只有 B 企业 1 批阿

昔洛韦滴眼液 （批号 16090401）在 《中国药典 》

2020 年版二部有硫柳汞含量测定方法，其他 5 批

样品质量标准中均无抑菌剂含量测定方法，对批号

为 16090401 的样品用所建立的方法与药典方法进

行了比较，结果一致。根据样品测定结果，滴眼液

中硫柳汞含量普遍低于处方标示量，并且测定结果

显示随储存时间长含量下降多，尤其是企业 C 批号

为 160501 的滴眼剂，硫柳汞标示量为 200 μg/ml，
实际测定结果低于标示量的 80%，为 151.74 μg/ml。
经分析可能是由于硫柳汞不稳定，易在贮存过程中

降解或见光分解[13]，另外有文献报道“硫柳汞作防

腐剂时易与塑料瓶有反应，故用塑料瓶包装的滴眼

剂不宜添加该防腐剂”[14]，这也可能是硫枊汞实测

量低于标示量的原因之一。本文样品测定中 6 批

样品均采用低密度聚乙烯瓶包装，贮存时间过长，

硫柳汞可能与药包材反应造成含量下降。故建议

生产企业注意滴眼液的贮存条件，另外对产品的包

装材料进行相容性研究，从而避免不适用药品包装

材料对产品质量的影响。 

3.4    方法评价

本文建立的滴眼剂中抑菌剂硫柳汞的 HPLC
含量测定方法既可以对已知抑菌剂为硫柳汞和已

知浓度的样品进行定量分析，亦可对未知抑菌剂种

类和浓度的滴眼剂进行硫柳汞添加监督筛查及含

量测定，具有准确性好、线性范围广、耐用性强、普

适性高的特点，所建立方法可作为滴眼剂中抑菌剂

硫柳汞含量测定通用检测方法，为抑菌剂合理使

用、质量控制和安全评价提供参考。
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