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伏立康唑滴眼液的含量测定及其开启稳定性

杜雨晴，李卓芸，李裕军，王延东

[中山大学中山眼科中心(眼科学国家重点实验室)药学部，广州 510080]

[摘　要]	 目的：建立高效液相色谱法(high-performance liquid chromatography，HPLC)测定伏立康唑滴眼液

的含量并考察其开启稳定性。方法：色谱柱为Agilent Eclipse Plus C18色谱柱(4.6 mm×250 mm， 

5 µm)，流动相为0.02 mol/L醋酸铵缓冲液(用醋酸调节pH值至4.0±0.3)-乙腈(55:45，V/V)，检测波

长为256 nm，流速为1.0 mL/min，柱温为35 ℃。结果：伏立康唑在0.0425~0.1487 mg/mL浓度范围

内呈良好线性关系(r=0.9999)，平均回收率为99.97%，相对标准偏差(relative standard deviation，

RSD)为0.12%(n=9)，该色谱方法重现性好，对照品溶液和供试品溶液在室温放置12 h基本稳定；

该滴眼液打开使用后，于2~8 ℃，25 ℃，40 ℃环境分别储存放置，连续使用4周，主药含量均在

98.0%以上。结论：HPLC检测法简单、快速、准确，可用于测定伏立康唑滴眼液的含量。该滴眼

液开启使用稳定性良好。
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Determination of voriconazole eye drops and  
its stability after opening
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Abstract Objective: To establish a high-performance liquid chromatography  (HPLC) method for the determination of 

voriconazole eye drops and investigate the stability of this eye drops after opening. Methods: The analytic column 

was Agilent Eclipse Plus C18 (4.6 mm×250 mm, 5 µm) and the mobile phase was 0.02 mol/L ammonium acetate (pH 

adjust to 4.0±0.3 with acetic)-acetonitrile (55:45, V/V) at a flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was 

256 nm and the column temperature was 35 ℃. Results: The linear range of voriconazole was 0.0425–0.1487 mg/

mL (r=0.9999). The average recovery rate of voriconazole was 99.97% with a relative standard deviation (RSD) 

of 0.12% (n=9). The method yielded high reproducibility. The reference solution and testing solution were 

stable for 12 h in room. After opening the eye drops for use, the eye drops were stored 2–8 ℃, 25 ℃ and 40 ℃, 

respectively. The proportion of main ingredients exceeded 98.0% within 4-week use. Conclusion: The HPLC 
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真菌性角膜炎(f ungal keratit is，FK)是一种发

病迅速、治疗棘手、破坏性极大的眼病，如得不

到及时有效的治疗，可发展至角膜溃疡穿孔、眼

内感染、眼球萎缩，甚至致盲 [1-2]。目前其治疗方

法以局部应用抗真菌药物为主，再结合全身用药

治疗[3]。在临床常用的局部抗真菌药物中，那他霉

素高效广谱，但其穿透力较差，仅用于浅表感染

的治疗，且价格极其昂贵 [4]；两性霉素B虽然毒性

强，但对我国FK常见的致病菌镰孢菌属无效 [5-6]，

且使用时对眼部刺激大；氟康唑眼内通透性好刺

激小，抗菌普广，但抗菌效力较弱，疗效差[7]。

随着新三唑类抗真菌药伏立康唑的批准上市，

其强大的抗菌活性和优良的通透性为眼科真菌感染

性疾病的治疗带来了新的曙光 [8]。研究 [9-12]表明：

局 部 使 用 伏 立 康 唑 溶 液 点 眼 治 疗 F K ， 能 起 到 很

好的治疗效果；该溶液用于健康马眼后，1 . 0 %溶

液的房水浓度明显高于0.5%，而与3.0%的溶液房

水浓度大致相同 [13]。目前，还没有商品化的伏立

康唑眼用制剂上市。在获得患者知情同意的情况

下，中山大学中山眼科中心制剂室临时配制浓度

为1.0%的伏立康唑滴眼液用于临床严重FK患者的

紧急治疗。为确保滴眼液含量的准确可控，确保

其含量在开启使用的4周内不发生大的变化，提高

用药的安全有效性，需建立一种准确可靠的方法

用于测定伏立康唑滴眼液含量，此外还需考察该

滴眼液的开启稳定性。

1  材料与方法

1.1  仪器及试剂

实验采用 Wa t e r s  e 2 6 9 5 高效液相色谱仪，包

括 Wa t e r s 2 4 8 9 紫 外 检 测 器 及 Wa t e r s  E m p o w e r 化

学工作站 ( 美国 Wa t e r s 公司 ) ， BT- 1 2 5 D 型电子天

平(德国Sa r to r i u s公司)。试剂包括：伏立康唑对

照品 ( 批号： 1 0 0 8 6 2 - 2 0 1 9 0 3 ，含量： 9 9 . 8 % ，中

国 食 品 药 品 检 定 研 究 院 ) ， 注 射 用 伏 立 康 唑 ( 批

号： 1 9 1 1 0 1 0 5 ，珠海亿邦制药股份有限公司 ) ，

伏立康唑滴眼液 ( 规格： 1 0  m L : 1 0 0  m g ，批号：

20052601，20060201，20060202，中山大学中山

眼科中心制剂室)，乙腈为色谱纯，乙酸铵、醋酸

为分析纯，水为注射用水。

1.2  含量测定方法

1.2.1  色谱条件

以 十 八 烷 基 硅 烷 键 合 硅 胶 为 填 充 剂 ； 以 
0 . 0 2  m o l / L 醋 酸 铵 缓 冲 液 ( 用 醋 酸 调 节 p H 值 至

4.0±0.3)-乙腈(55:45，V/V)为流动相，检测波长为

256 nm，流速为1.0 mL/min，柱温为30 ℃，进样

量为10 µL。

1.2.2  试液的配制

对照品溶液的制备：精密称取伏立康唑对照

品，用流动相溶解并稀释，制成每1 mL中约含伏

立康唑0.1 mg的对照品溶液。

供试品溶液的制备：精密量取伏立康唑滴眼

液1 mL置于100 mL容量瓶中，加流动相稀释至刻

度，作为供试品溶液。

阴性样品溶液的制备：取不含伏立康唑的阴性

样品，按供试品溶液配制法制得阴性样品溶液。

1.2.3  专属性试验

按“1.2 .1”的色谱条件，分别记录对照品溶

液、供试品溶液及阴性样品溶液的HPLC色谱图。

1.2.4  稳定性试验

分别取对照品溶液(0.107 mg/mL)和供试品溶

液(约0.1 mg/mL)，置室温环境下放置，在0，2，

4，6，8，12 h进样，测定峰面积。

1.2.5  精密度

取同一对照品溶液，连续重复进样6次；另取

同一批号(批号：20052601)的伏立康唑滴眼液样品6
份，按供试品溶液制备方法处理后，测定伏立康唑

的含量。

1.2.6  线性关系

精密称取伏立康唑对照品适量，用流动相溶

解，得到浓度为1.0621 mg/mL的伏立康唑对照品

储备液。分别精密量取储备液0.4，0.6，0.8，1.0，

1 . 2，1 . 4  m L置1 0  m L量瓶中，加入流动相稀释至

刻度，得到浓度分别为0.0425，0.0637，0.0850，

0.1062，0.1274，0.1487 mg/mL的对照品溶液，分

别精密量取10 µL注入液相色谱仪，按“1.2.1”项

detection method is simple, quick, and accurate, which is suitable for the determination of voriconazole eye drops. 

Furthermore, the voriconazole eye drops has high stability after opening.
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下的色谱条件，测定峰面积并记录色谱图。

1.2.7  加样回收率试验

精 密 吸 取 不 含 伏 立 康 唑 的 阴 性 样 品 1  m L 置 
1 0 0  m L 容 量 瓶 中 ， 分 别 精 密 加 入 浓 度 为 
1 . 0 6 2 1  mg / m L的伏立康唑对照品储备液8，1 0， 
1 2  m L ， 用 流 动 相 稀 释 至 刻 度 ， 每 个 浓 度 配 制 3
份，得到含伏立康唑为规定量80%，100%，120%
的回收率测定溶液各3份，共9份。按“1.2.1”方

法测定，计算回收率。

1.2.8  耐用性试验

在试验中对柱温、流速进行适当的调整，分

别 测 定 伏 立 康 唑 滴 眼 液 ( 批 号 ： 2 0 0 5 2 6 0 1 ) 的 含

量，以考察方法的耐用性。分别在柱温为30 ℃，

35 ℃，40 ℃及流速为0.8，1.0，1.2 mL/min条件

下进行实验，其他色谱参数不变。

1.2.9  样品含量测定

取本品，按照供试品溶液配制方法制备，测

定其主药含量，按外标法以峰面积以计算，含量

应为标示量的90.0%~110.0%。

1.3  开启稳定性

为进一步确保伏立康唑滴眼液的质量，笔者

对该滴眼液开启后，按每天4次的频率模拟临床患

者使用，每次用完后拧紧瓶盖，再将剩余的滴眼

液分别在2~8 ℃，25 ℃，40 ℃环境中贮存。连续4
周对该滴眼液的开启使用的稳定性进行考察。

2  结果

2.1  专属性试验

供试品溶液与对照品溶液在相同的保留时间下

出现伏立康唑的峰，峰形对称，无相邻杂质峰，阴

性样品溶液在此保留时间处无色谱峰出现，表明处

方中其他成分对伏立康唑的测定无干扰(图1)。

图1 伏立康唑的HPLC色谱图

Figure1 HPLC chromatograms of voriconazole
(A)对照品溶液；(B)供试品溶液；(C)阴性样品溶液。1：伏立康唑。
(A) Reference solution; (B) Testing solution; (C) Control. 1: Voriconazole.
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2.2  稳定性试验

稳 定 性 试 验 中 ， 6 个 时 间 点 下 对 照 品 溶 液 峰

面积的相对标准偏差(relat ive  standard dev iat io，

R S D ) 为 0 . 1 4 % ， 供 试 品 溶 液 峰 面 积 的 R S D 为

0.17%。表明在室温条件下对照品溶液和供试品溶

液在12 h内较稳定。

2.3  精密度

对照品溶液，连续重复进样6次，测定峰面积

RSD为0.08%(n=6)，低于可接受标准(RSD <2%)，

表 明 仪 器 精 密 度 良 好 ； 6 份 供 试 品 溶 液 的 平 均 含

量为97.8%，R SD为0.18%，低于可接受标准(R SD 
<2%)，表明本方法重复性良好。

2.4  线性关系及回收率

以 浓 度 ( X ， m g / m L ) 为 横 坐 标 ， 峰 面 积 ( Y )
为 纵 坐 标 绘 制 标 准 曲 线 ， 线 性 回 归 方 程 为 ： Y = 
12 006 824.3400X+8 666.5238 (r=0.9999)。结果表

明：伏立康唑在0.0425~0.1487 mg/mL范围内线性

关系良好。
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9 份 溶 液 的 平 均 回 收 率 为 9 9 . 9 7 % ， R S D 为

0.12%，结果显示：3个浓度下伏立康唑的平均回

收率均为98.0%~102.0%，9个回收率数据的R SD均

小于2.0%，表明含量测定方法可靠(表1)。

2.5  耐用性试验

耐用性试验结果显示柱温及流速对伏立康唑

含量测定结果影响较小(表2)。

2.6  样品含量测定

3 批 制 剂 测 试 结 果 见 表 3 ， 含 量 均 在 标 示 量

90.0%~110.0%的范围内，符合规定。

2.7  开启稳定性考察

4周内3种环境下贮存的滴眼液均为无色的澄

明液体，无可见异物。pH值稳定在6.1~6.2，渗透

压稳定在545 mOsmol/kg左右，25 ℃条件下含量基

本不变，2~8 ℃和40 ℃含量略微出现下降，也能

保持在98%以上(表4)。此外，在第0周和第4周对

开启使用的滴眼液进行了无菌检验，结果符合规

定。以上实验结果表明该滴眼液开启使用4周，稳

定性良好。

3  讨论

参考研究[14-16]，笔者对流动相的组分比例进行

了优化和筛选，改良了伏立康唑滴眼液的高效液

相色谱检测方法。经方法学试验验证，该测定方

法稳定好，准确度高，回收率好，可以有效控制

其滴眼液的质量。开启稳定性研究结果表明：中

山大学中山眼科中心临时配制的伏立康唑滴眼液

打开后按4次/d的使用频次，每次用完盖好，放置

表1 加样回收率试验结果

Table 1 Results of adding sample recovery

序号 加入量/mg 测得量/mg 回收率/%

80%-1 8.4968 8.5062 100.11

80%-2 8.4968 8.4871 99.89

80%-3 8.4968 8.5003 100.04

100%-1 10.6210 10.6002 99.80

100%-2 10.6210 10.6319 100.10

100%-3 10.6210 10.6081 99.88

120%-1 12.7452 12.7215 99.81

120%-2 12.7452 12.7563 100.09

120%-3 12.7452 12.7461 100.01

平均回收率/% 99.97

RSD/% 0.12

表2 耐用性试验结果

Table 2 Results of durability test

变化条件 保留时间/min 含量/%

柱温/℃

30 6.918 98.2

35 6.816 97.9

40 6.717 97.9

流速/(mL·min−1)

0.8 8.441 98.1

1.0 6.816 97.9

1.2 5.738 98.2

表3 三批伏立康唑滴眼液的含量测定结果

Table 3 Three batches analysis results of voriconazole eye drops

批号 含量/% RSD/%

20052601 97.8 0.18

20060201 101.6 0.16

20060202 101.8 0.25

表4 伏立康唑滴眼液的开启稳定性

Table 4 Stability of voriconazole eye drops after opening

放置环境 时间/周 pH值
渗透压/

(mOsmol·kg−1)
含量/%

2~8 ℃避光 0 6.2 545 101.8

1 6.2 546 102.1

2 6.1 543 100.1

4 6.1 545 98.4

25 ℃避光 0 6.2 545 101.8

1 6.2 546 101.1

2 6.1 545 101.0

4 6.2 547 101.6

40 ℃避光 0 6.2 545 101.8

1 6.2 545 101.2

2 6.2 546 100.1

4 6.1 548 99.5
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在不用的环境保存4周，稳定性良好，能满足其在临

床严重真菌感染患者中紧急使用的要求。

相比其他伏立康唑的测定方法，如紫外吸收

光谱、酶联免疫分析等，HPLC法的特异性更好，

精密度更高，测试结果更精准，在药物分析检测

领域发挥不可替代的作用。本研究存在的不足之

处是在稳定性试验设计时，针对该临配滴眼液只

考察了其开启稳定性，考虑到本品渗透压偏高，

还需继续优化滴眼液的处方工艺后，配制出可批

量生产、质量更优的院内制剂，再进一步对伏立

康唑滴眼液的稳定性进行全面考察。
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