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复方亚硒酸钠滴眼液是我院（河南省立眼科医院/河南省
眼科研究所）研制的，以微量元素硒、锌及抗自由基药物为主
要成分，添加适量辅料的一种新药，具有补充微量元素、清除
自由基、预防白内障的作用，临床上主要用于预防和治疗老年
性白内障。锌作为主药，应对其含量进行测定。2010年版《中
国药典》规定的硫酸锌测定法灵敏度较低（14.38 mg/ml）[1]，不
适用于微量（≤0.1 mg/ml）锌的测定。目前，测定微量锌的方
法主要有原子吸收光谱法[2-3]、催化光度法[4]、双硫腙分光光度
法[5-6]、4-（2-吡啶偶氮）间苯二酚（PAR）-分光光度法[7]、锌试剂
分光光度法[8]。其中PAR-分光光度法具有灵敏度高、特异性强
以及测定步骤简单、快速等优点，对仪器及试验条件的要求也
不高。笔者参考文献[7]建立了PAR-分光光度法测定复方亚硒
酸钠滴眼液中微量硫酸锌的方法，以控制该制剂质量。

1 材料
UV-2401型紫外分光光度计（日本岛津公司）；PHS-3C型

精密酸度计（上海雷磁仪器厂）；Mettler 260型电子天平（瑞士
梅特勒-托利多公司）。

PAR（天津市科密欧化学试剂开发中心，批号：00400112，

分析纯）；复方亚硒酸钠滴眼液（河南省眼科研究所制剂室，批
号：110815、110816、110817，规格：每支5 ml，含硫酸锌0.1 mg、
亚硒酸钠 0.005 mg）；硫酸锌对照品（ZnSO4，河南省食品药品
检验所，纯度：99.9％）；其他试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 试液的配制

硼砂缓冲液：称取硼砂 3.81 g，溶于 1 000 ml 水中，以 0.1
mol/L盐酸溶液调pH值至9.0，过滤，即得。

0.05％PAR 溶液：称取 PAR 0.050 1 g，加入 50～60 ℃水
100 ml，充分研磨并搅拌使溶解后过滤，即得。

硫酸锌对照品溶液：取硫酸锌对照品，在105 ℃干燥至恒
质量，精密称取 22.8 mg，相当于硫酸锌（ZnSO4·7H2O）40.6
mg，置于 100 ml量瓶中，加水溶解并稀释至刻度制得对照品
贮备液。精密量取贮备液5 ml，置于100 ml量瓶中，加水稀释
至刻度，摇匀，即得。
2.2 最大吸收波长选择

精密量取硫酸锌对照品溶液、样品及不含锌成分的阴性
样品溶液各 3 ml，分别置于 25 ml 量瓶中，均精密加入 0.05％
PAR溶液5 ml，用硼砂缓冲液稀释至刻度，摇匀。照分光光度
法于 440～600 nm波长范围扫描，得阴性样品、对照品及样品
吸收光谱图。结果显示，硫酸锌在493 nm波长处有最大吸收，
阴性样品溶液在此波长及其附近无干扰，故选择 493 nm作为
本法的测定波长。光谱见图1。
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图1 紫外吸收光谱图
1.阴性样品；2.对照品；3.样品

Fig 1 UV absorption spectrum
1. negative sample；2. substance control；3. sample
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2.3 标准曲线的制备
精密量取硫酸锌对照品贮备液5 ml，置于100 ml量瓶中，

加阴性样品溶液稀释至刻度，摇匀。再分别精密量取0.5、1.0、
2.0、3.0、4.0、5.0 ml，置于 25 ml量瓶中，加入 0.05％PAR溶液 5

ml，用硼砂缓冲液（pH 9.0）稀释至刻度，摇匀。以阴性样品溶
液为参比，于493 nm波长处分别测定吸光度，以吸光度（A）对
质量浓度（c）进行线性回归，得回归方程：c＝4.808A+0.004（r＝
0.999 9）。结果表明，硫酸锌检测质量浓度线性范围为0.406～
4.06 μg/ml。
2.4 回收率与精密度试验

取硫酸锌对照品（约相当于硫酸锌24、20、16 mg）各3份，

精密称定，分别置于 100 ml 量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，

摇匀。取5 ml，置于100 ml量瓶中，用阴性样品溶液稀释至刻
度，制得 9份模拟样品溶液，摇匀。测定，计算回收率和精密
度。结果，高、中、低3个浓度模拟样品的回收率都接近100％，

RSD均＜1％，平均回收率为100.07％（RSD＝0.53％），详见表
1。

表1 回收率与精密度试验结果（n＝3）
Tab 1 Results of recovery and precision tests（n＝3）

加入量，mg

24.4

24.1

24.8

20.8

20.3

21.1

16.0

16.3

16.9

测得量，mg

24.4

24.1

25.0

21.0

20.3

21.0

16.1

16.3

16.8

回收率，％
99.9

100.0

100.7

100.7

100.0

99.5

100.6

99.8

99.3

平均回收率，％
100.2

100.1

99.9

RSD，％
0.4

0.6

0.6

2.5 稳定性试验
参照“2.4”项下方法制备中间浓度的模拟样品，分别于 0、

0.25、0.5、1、1.5、2、3、4 h测定同一份样品。结果模拟样品溶液
在2 h内吸光度值基本不变，其RSD为0.62％（n＝6）；超过2 h
后吸光度值逐渐变小。故样品应在配制后2 h内测定。

2.6 显色反应的影响因素试验
2.6.1 制剂中其他成分对显色反应的影响。参照“2.4”项下方
法制备中间浓度的模拟样品，处理并测定；同法制备不含辅料
成分的中间浓度的阳性对照样品（相当于对应浓度的硫酸锌
水溶液）处理并测定。二者均平行制备5份样品，测得吸光度分
别为 0.736±0.044和 0.738±0.059，无显著性差异（n＝5，P＞
0.05，双侧非配对 t检验），表明其他成分对显色反应无影响。

2.6.2 缓冲液的 pH对显色反应的影响。取硼砂缓冲液，以 1

mol/L 的稀盐酸调节 pH 值，得 pH 值分别为 6.5、7.5、8.5、9.5、
10.5的硼砂缓冲液，参照“2.4”项下方法以不同pH值的缓冲液
制备中间浓度的模拟样品，每个 pH值平行制备 3份，测定吸
光度，结果分别为 0.715±0.003 0、0.723±0.004 6、0.737±

0.005 9、0.738±0.004 4、0.734±0.004 0。表明 pH在 8.5～10.5
范围内，吸光度最大并且恒定（n＝3），显著高于以 pH 6.5和
pH 7.5的缓冲液制备的样品（n＝3）。最终选择pH为9.0。
2.6.3 PAR溶液的用量对显色反应的影响。参照“2.4”项下方
法制备中间浓度的模拟样品，显色时分别加入 1.0、2.0、3.0、
4.0、5.0 ml的PAR溶液，每个剂量平行制备3份样品，测定吸光
度，结果分别为0.734±0.006 0、0.737±0.002 6、0.734±0.006 0、

0.736±0.003 6、0.736±0.004 4。表明加入不同体积的PAR溶
液后，吸光度值变化不大，各组间无显著性差异（n＝3）。但随
着加入 PAR 溶液体积的增加，显色反应的速度则显著加快。

最终选择用量为5.0 ml。
2.7 样品含量测定

精密量取样品3 ml，置于25 ml量瓶中，精密加入0.05％的
PAR溶液5 ml，用硼砂缓冲液（pH 9.0）稀释至刻度。摇匀。以
阴性样品溶液为参比，于 493 nm 波长处测定吸光度，计算含
量。连续测定3批，每批测定3份，结果见表2。

表2 3批样品含量测定结果（n＝3）
Tab 2 Results of content determination of 3 batches of sam-

ples（n＝3）

批号
110815

110816

110817

含量，％
96.5±0.6

105.3±0.6

97.7±0.4

RSD，％
0.62

0.56

0.41

3 讨论
在本试验条件下制剂中的其他成分不干扰锌的测定，对

显色反应也无明显干扰，PAR能与锌离子迅速形成稳定的络
合物，各试剂混合并定容后轻轻振摇约1～2 min，立即测定吸
光度，2 h内吸光度基本不变。再取对照品溶液和样品溶液分
别进行重复扫描，结果均在493 nm波长处有最大吸收，表明络
合物的最大吸收波长也比较稳定。

PAR的用量对络合反应进行的速度与程度都有很大的影
响，在只改变显色剂的用量时，加入 PAR溶液的体积在 1.0～
5.0 ml时，反应速度随体积的增加逐渐加快，但络合物的吸光
度变化不大，表明PAR已经过量。根据化学平衡原理，为保证
络合反应迅速而完全，应加入过量的显色剂，最终确定显色剂
的加入量为5.0 ml。

在文献[2-8]报道的几种微量锌测定方法中，以催化光度法
的灵敏度[4]最高，但该法反应条件不易控制，分析速度慢。原
子吸收光谱法[2]的灵敏度也较高，但其仪器操作烦琐，使用的
仪器设备昂贵，受雾化效率的影响，重现性较差。双硫腙分光
光度法灵敏度最低且步骤烦琐，测定结果易受其他离子干扰，
也不适用于成分相对复杂的复方亚硒酸钠滴眼液中微量锌的
测定。锌试剂分光光度法[8]与笔者新建立的PAR-分光光度法
相比，前者灵敏度则要低很多。因此PAR-分光光度法更适合
于测定复方亚硒酸钠滴眼液中的微量硫酸锌，且辅料不干扰
测定，操作简便、快速，结果准确，重复性好，适用于该产品的
质量控制。

参考文献
[ 1 ] 国家药典委员会.中华人民共和国药典：二部[S].2010 年

版.北京：中国医药科技出版社，2010：1 000.
[ 2 ] 李焕德，张毕奎，朱运贵，等.原子吸收光谱法测定锌制剂

的含量[J].药物分析杂志，1998，18（3）：180.
[ 3 ] 张洪权，吴予明，常爱武，等.火焰原子吸收光谱法测定儿

童微量全血锌[J].郑州大学学报：医学版，2002，37（2）：204.
[ 4 ] 胡忠于，杨明平.催化光度法测定电镀废水中微量锌（Ⅱ）

[J].湘潭师范学院学报：自然科学版，2004，26（2）：23.
[ 5 ] 石帮辉.双硫腙分光光度法测定水中微量锌[J].华南预防

医学，2004，30（5）：56.
[ 6 ] 刘晓红，李广超.用双硫腙分光光度法同时测定Zn2+、Cd2+

和Pb2+[J].徐州师范大学学报：自然科学版，2001，19（1）：40.
[ 7 ] 雷和稳，段惠敏，王未肖.PAR光度法测定奶粉中锌[J].理

化检验：化学分册，2005，41（10）：766.
[ 8 ] 周天洋，朱玲，王丽娅，等.复方亚硒酸钠滴眼液中微量元

素锌含量测定方法的研究[J].药物分析杂志，2011，31
（4）：755.

（收稿日期：2012-08-08 修回日期：2012-09-17）

··2006


