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HPLC法测定氯霉素滴眼液在兔眼房水中的质量浓度
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摘 要 目的：测定氯霉素滴眼液在兔眼房水中的质量浓度。方法：在6只兔眼结膜囊内滴入氯霉素滴眼液100 µl，于滴眼后5、

15、30、60、120、180 min取眼房水，加甲醇后涡旋、离心，高效液相色谱法测定上清液中氯霉素质量浓度。色谱柱为Hypersil ODS

C18，流动相为甲醇-0.34％磷酸二氢钾水溶液（55 ∶45），检测波长为273 nm，流速为1.0 ml/min，柱温为30 ℃，进样量为20 µl。结果：

氯霉素检测质量浓度的线性范围为0.125～4 µg/ml（r＝0.998 6，n＝6），方法回收率为91.28％～98.35％、提取回收率为88.89％～

96.92％（n＝3），日内RSD为2.98％、日间RSD为3.34％（n＝5）；各时间点眼房水样品中氯霉素质量浓度分别为0、（0.331±0.041）、

（0.251±0.049）、（0.133±0.052）、（0.068±0.042）、（0.035±0.043）µg/ml。结论：本方法灵敏、结果准确，可用于兔眼房水中氯霉素

质量浓度的测定。
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Concentration Determination of Chloramphenicol Eye Drops in Aqueous Humor of Rabbits by HPLC
NIE Ji，ZHANG Qian，YU Feng-wei，YUAN Ye（Chongqing Yubei District People’s Hospital，Chongqing
400112，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for content determination of Chloramphenicol eye drops in aqueous humor of

rabbits. METHODS：6 rabbits were given Chloramphenicol eye drops 100 µl via conjunctival sac；5，15，30，60，120 and 180

min later，the aqueous humor was collected，and whirled and centrifuged with methanol. The concentration of chloramphenicol in

supernatant was determined by HPLC. The determination was performed on Hypersil ODS C18 column with mobile phase consisted

of methanol-0.34％ KH2PO4（55 ∶ 45）at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at 273 nm and column tem-

perature was 30 ℃. The injection volume was 20 µl. RESULTS：The linear range of chloramphenicol was 0.125-4 µg/ml（r＝

0.998 6，n＝6）with method recovery rate of 91.28％-98.35％ and extraction recovery rate of 88.89％-96.92％（n＝3）. RSDs of in-

ter-day and intra-day were 2.98％ and 3.34％（n＝5）. The concentrations of chloramphenicol were 0，（0.331±0.041），（0.251±

0.049），（0.133±0.052），（0.068±0.042）and（0.035±0.043）µg/ml at different time points. CONCLUSIONS：The method is sensi-

tive and accurate，and can be used for the determination of chloramphenicol in aqueous humor of rabbits.

KEYWORDS HPLC；Chloramphenicol eye drops；Rabbits；Aqueous humor；Concentration determination

入血液循环，因此溶出度试验对本品不适用。至今为止，尚未

见国内外报道关于本品作用机制且十分有效而完善的体外试

验方法。加之本品组成不定，又无紫外吸收，使得常用的紫

外、色谱等研究手段都不适用，因此，甚至国内外都鲜见关于

本品结构性质的研究。笔者尝试考察本品的物理吸附能力与

其药理作用之间是否具有联系，期望能对本品药效的体外评

价研究起到抛砖引玉的作用。

笔者参考十分有限且不完善的文献，以及根据对本品结

构和作用方式的猜想，初步选择黏度试验、沉降挂壁试验考察

本品的物理吸附能力，拟通过考察这些指标的差异以推测和

进一步探索其与药效差异的关系。当然，目前尚找不到科学

依据说明这些试验是否能代表本品在体内的黏附情况。本次

试验结果表明，不同厂家、不同剂型的枸橼酸铋钾的物理吸附

能力无明显差异，初步预测其对溃疡组织面的覆盖能力无明

显差异，因此推测本品的物理吸附能力与本品的药理作用之

间无必然联系。
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氯霉素（Chloramphenicol）是一种广谱抗生素，抗菌作用

强，是治疗沙眼和结膜炎等眼部疾病最常用的抗生素之一。

市售的氯霉素滴眼液滴入眼部，迅速被消除或溢出眼外，发挥

药效的不到 5％的药物。为保证药效，需要多次给药，每日用

药 3～5次，每次 1～2滴。有文献报道了采用高效液相色谱

（HPLC）法测定氯霉素滴眼液等制剂中氯霉素含量的方法[1-3]，

但关于氯霉素生物样本中药物浓度测定和药动学国内鲜见报

道，且氯霉素局部用药浓度非常低，比如检测药物在眼部的浓

度非常困难，因此建立灵敏、精确的检测方法是非常必要的。

氯霉素主要透过血-眼屏障到达房水，发挥药效作用[4]，故笔者

采用HPLC法测定兔眼房水中氯霉素质量浓度，为其在兔眼房

水中的药动学研究提供检测方法。

1 材料
1.1 仪器

LC-2010A HT HPLC仪（日本岛津公司）；TGC-16G快速离

心机（上海安亭科学仪器厂，离心半径：8 cm，下同）；XW-80A

旋涡混合器（上海精科实业有限公司）。

1.2 药品与试剂

氯霉素滴眼液（四川泰华堂制药有限公司，批号：

20100302，含量：0.25％）；氯霉素对照品（中国食品药品检定研

究院，批号：130555-200602，纯度：99.5％）；甲醇（江苏汉邦科

技有限公司，色谱纯）；磷酸二氢钾（成都金山化工试剂厂，分

析纯）。

1.3 动物

健康新西兰白兔6只，无眼疾，体质量2～3 kg，♀♂不限，

由重庆医科大学动物实验中心提供，实验动物使用许可证号

为SCXK（渝）2010-0015。

2 方法与结果
2.1 样品采集

用微量进样器在6只兔眼结膜囊内滴入100 µl[5]市售氯霉

素滴眼液，被动闭合 30 s。滴眼后分别于 5、15、30、60、120、

180 min抽取房水约 100 µl，置于－20 ℃冰箱中冷冻保存，备

用。

2.2 样品处理

精密量取房水样品100 µl，加200 µl甲醇，涡旋30 s，12 000

r/min 离心 10 min，取上清液 20 µl，注入液相色谱仪，记录峰

面积。

2.3 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Hypersil ODS C18（200 mm×4.6 mm，5 µm）；流动

相：甲醇-0.34％磷酸二氢钾（55 ∶ 45，V/V），流速：1.0 ml/min；检

测波长：273 nm；柱温：30 ℃；进样量：20 µl。取空白房水、兔眼

滴药 15 min后的房水样品、空白房水和氯霉素对照品溶液的

混合液（配制氯霉素质量浓度为0.50 μg/ml），按照“2.2”项下方

法处理后，分别取20 μl注入液相色谱仪，记录色谱，见图1。

由图 1可知，在该色谱条件下，氯霉素的保留时间约为

5.50 min，且房水中的杂质对氯霉素的测定无干扰。

2.4 对照品溶液的制备

精密称取氯霉素对照品适量，用甲醇溶液稀释配制成质

量浓度分别为0.25、0.5、1、2、4、8 µg/ml的氯霉素对照品溶液，

备用。

2.5 标准曲线的绘制

精密吸取空白房水 100 µl，加入适量“2.4”项下氯霉素对

照品溶液，配制成氯霉素质量浓度分别为0.125、0.25、0.5、1、2、

4 µg/ml的系列样品，涡旋 30 s，12 000 r/min离心 10 min，取上

清液 20 µl，注入液相色谱仪，记录峰面积。以峰面积（A）为纵

坐标、质量浓度（c）为横坐标进行线性回归分析，得回归方程为

A＝36 674c+288.70（r＝0.998 6，n＝6）。结果表明，氯霉素检

测质量浓度的线性范围为0.125～4 µg/ml；信噪比为10时的定

量限为0.02 μg/ml。

2.6 精密度试验

精密量取空白房水100 μl，加入适量“2.4”项下氯霉素对照

品溶液，配制成质量浓度分别为0.25、0.50、1.00 μg/ml的样品，

各3份，按“2.2”项下方法处理后，取20 μl注入液相色谱仪，测

定峰面积。每日测定 5次考察日内精密度，连续测定 5 d考察

日间精密度。结果，日内 RSD 为 2.98％（n＝5），日间 RSD 为

3.34％（n＝5）。

2.7 回收率试验

精密量取空白房水100 μl，加入适量“2.4”项下氯霉素对照

品溶液，配制成质量浓度分别为0.25、0.50、1.00 μg/ml的样品，

各3份，按“2.2”项下方法处理后，取20 μl注入液相色谱仪，记

录峰面积，代入回归方程计算浓度。以测得量与加入量之比

计算方法回收率，以测定峰面积与相同质量浓度的对照品溶

液直接进样得到的峰面积之比计算提取回收率，结果见表1。

2.8 稳定性试验

精密量取空白房水100 μl，加入适量“2.4”项下氯霉素对照

品溶液，配制成质量浓度分别为0.25、0.50、1.00 μg/ml的样品，

各3份，于－20 ℃冷冻24 h，溶解，反复冻融3次。按“2.2”项下

方法处理后，取20 μl注入液相色谱仪，测定峰面积，考察稳定

图1 高效液相色谱图
A.空白房水；B.房水样品；C.空白房水+氯霉素对照品；1.氯霉素

Fig 1 HPLC chromatograms
A. blank aqueous humor；B. aqueous humor sample；C. blank aqueous

humor+chloramphenicol control；1. chloramphenicol
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性。结果峰面积的RSD依次为4.00％、3.92％、4.02％，表明样

品溶液在－20 ℃下反复冻融3次可稳定保存。

表1 回收率试验结果（n＝3）

Tab 1 Result of recovery test（n＝3）

加入量，
μg/ml

0.25

0.50

1.00

测得量，
μg/ml

0.246

0.228

0.238

0.465

0.487

0.484

0.949

0.977

0.955

方法回收率
测得值，％

98.35

91.28

95.09

93.00

97.40

96.80

94.95

97.73

95.50

RSD，％
3.73

2.49

1.54

提取回收率
测得值，％

93.75

91.33

88.89

91.74

93.56

94.54

96.92

93.83

92.91

RSD，％
2.67

1.83

2.15

2.9 样品测定

取“2.1”项下各时间点取的房水样品，按“2.2”项下方法处

理后，取20 μl注入液相色谱仪，记录峰面积，代入回归方程计

算。房水样品中氯霉素的质量浓度测定结果见表2。

表2 房水样品中氯霉素的质量浓度测定结果（μg/ml）

Tab 2 Concentration determination results of chloramphen-

icol in aqueous humor（μg/ml）

时间，min

5

15

30

60

120

180

第1只
0

0.325

0.232

0.133

0.069

0.017

第2只
0

0.322

0.225

0.097

0.051

0.039

第3只
0

0.346

0.283

0.153

0.093

0.055

第4只
0

0.308

0.264

0.142

0.088

0.061

第5只
0

0.325

0.258

0.158

0.053

0.017

第6只
0

0.359

0.241

0.115

0.052

0.023

x±s

0

0.331±0.041

0.251±0.049

0.133±0.052

0.068±0.042

0.035±0.043

由表 2结果可知，兔眼滴药第 15 min时，房水中的氯霉素

质量浓度最高，之后房水中氯霉素的质量浓度逐渐降低。

3 讨论
据参考文献报道，用 HPLC 法可测定血液中氯霉素的含

量[6]。笔者试采用该文中甲醇-1％乙酸（45 ∶ 55，V/V）作为流动

相测定兔眼房水中氯霉素的含量，该方法虽然能准确、灵敏地

测定房水中氯霉素质量浓度，但是氯霉素保留时间为7.2 min。

而本文方法中氯霉素保留时间为5.5 min，与前者相比，本文检

测更为快速。

与血液样品比较，氯霉素滴眼液滴眼后房水的中氯霉素

质量浓度较低，且房水容量有限，可供采集的房水样品量较

少，因此，对样品的处理和测定方法要求更高。氯霉素在甲醇

中有良好的溶解性，故本文选择甲醇处理房水样品，沉淀房水

中的蛋白质，去除杂质，提取房水中的氯霉素。参照文献[7]，

本研究曾考察了甲醇-0.34％磷酸二氢钾（60 ∶ 40，V/V）作为流

动相，结果发现，氯霉素易受房水中成分干扰，峰形较差。经

筛选，最终选用甲醇-0.34％磷酸二氢钾（55 ∶ 45，V/V）作为流动

相较为适宜。

综上所述，本方法灵敏、结果准确，可用于兔眼房水中氯

霉素的质量浓度测定，对氯霉素药动学研究有一定的意义。
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本刊讯 2015年2月3日，全国合理用药工作现场会在沈

阳军区总医院召开。会议组织观摩沈阳军区总医院临床用药

管理工作，并开展经验交流。全面总结了合理用药管理工作，

对落实2015年全国医疗管理工作会议、“进一步改善医疗服务

行动计划”工作会议精神，推动今后一个时期的合理用药管理

工作进行部署。国家卫生和计划生育委员会副主任马晓伟出

席会议并讲话。

马晓伟指出，党中央、国务院高度重视医疗卫生工作。药

物治疗是医疗服务的重要手段，也是群众医疗支出的重要组

成部分。做好合理用药管理工作是落实全面建成小康社会任

务的重点环节，是深化医改和公立医院改革的客观要求，也是

建设人民满意的卫生计生事业、树立良好形象的重要举措。

各地应当深刻认识合理用药管理工作的重要意义。

马晓伟强调，近一个时期，我委和地方各级卫生计生行政

部门、各级各类医疗机构高度重视，采取一系列措施，推动合

理用药管理工作取得了较大成绩。但目前，工作形势依然严

峻，用药费用仍保持较高增长幅度，合理用药水平有待进一步

提高，常态化监管机制尚未完全形成。尤其是抗菌药物不合

理使用导致的细菌耐药，使医疗质量安全面临极大挑战。下

一步，要以抗菌药物管理为重点，抓好以下工作：

一是抗菌药物管理工作向基层和民营医疗机构延伸，实

现医疗服务行业全覆盖。二是建立长效管理机制，严抓抗菌

药物管理各项制度、指标要求落实情况。三是建立多学科参

与、多部门联动的抗菌药物应用指导与管理网络，全面提高抗

菌药物应用的管理水平。四是切实加强医德医风建设，抓好

行业纠风工作。五是严格落实合理用药管理责任制，加大监

督检查力度，确保工作实效。六是与抗菌药物管理相关各部

门建立联合机制，形成合力。七是统筹考虑，做好其他各类药

物合理使用管理工作，全面推进合理用药管理。

全国合理用药工作现场会在沈阳召开
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