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央)使贴壁吸痰的可能性降至最低、减少 了损伤黏膜的可能 

性，使吸痰操作最大限度地安全进行。本组患者采用密闭式 

吸痰气管损伤、肺部感染率明显低于开放式吸痰，说明了密闭 

式吸痰对患者的气道损伤小，能减少肺部感染的发生，但缺点 

是增加了患者的医疗费用。 - 
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高效液相色谱法测定他克莫司滴眼液的含量 

王延东 陈茂玲 梁光江 唐细兰 叶成添 

【摘要】 目的 建立测定他克莫司滴眼液含量的高效液相色谱法。方法 采用 Diamonsil C。s(250 

Him x4．6 mln，5 Izm)为色谱柱；流动相为乙睛一水一磷酸(600：400：1)；流速为2．0 ml／min；检测波长为215 

nm；柱温为50％。结果 他克莫司在6．25～200 mg／L浓度范围内线性关系良好(r=0．9999)，平均回收 

率为99．68％，RSD为0．78％，方法重现性的 RSD为 1．28％(n=6)。结论 该方法简便、快速、灵敏，可 

用于该制剂的质量控制。 
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Content determination of tacrolimus eye drops by HPLC WANG Yah—dong，CHEN Mao—ling，LIANG 

Guang-jiang，et a1．Zhongshan Ophthalmic Center，Sun Yat—sen University，Guangzhou，Guangdong 510060，China 

【Abstract】 0bjective To establish a HPLC method for the content determination of tacrolimus eye 

drops．Methods The separation was performed on Diamonsil ClB(250 mm×4．6 nnn，5 Ixm)，the mobile phase 

was acetonitrile—water—phosphonic acid(600：400：1)with the flow rate of 2．0 ml／min，the detection wavelength 

was at 215 nm and column temperature was 50％ ．Results The calibration CHIVe of tacrolimus was linear within 

the concentration range of 6．25～200 mg／L．r=0．9999．The average recovery rate of tacrolimus was 99．68％ 

(RSD=0．78％ )，and the RSD of the repeatability test was 1．28％(n=6)．Conclusion The method is sim— 

ple，rapid，accurate and sensitive，and suitable for the quality contorl of tacrolimus eye drops． 

【Key words】 HPLC；Tacrolimus；Eye drops；Content determination 

他克莫司(Tacrolimus)是一种新型强效免疫抑制剂，用于 

防治各种器官移植术后的免疫排斥反应及自身免疫性疾病的 

治疗，成为难治性排斥或出现环孢素毒副作用时的首选治疗 

药物 。。。关于他克莫司的检测分析，先后有报道将高效液 

相色谱仪与EI ISA、MEIA免疫法或与 Ms检测器联用 ，但 

生物测定法往往操作过程复杂，影响因素多，误差较大，而与 

质谱仪的联用因其缺乏通用性、仪器过于昂贵所限，尚停留在 

血药监测等基础临床研究上，对他克莫司及其制剂质量控制 

方法的研究则鲜见报道。本文对他克莫司滴眼液进行相关研 

究，建赢了简便、高效、适用的HPLC分析方法，用于制剂的含 

量测定，可有效控制产品质量。 

1 仪器与试药 

Agilent 1100高效液相色谱仪，包括 G1314A紫外检测器， 

G13l1 A四元 泵，G1316A 柱温 箱，G1322A 真 空脱 气 机， 

G1329A带温控自动进样器(美国 Agilent公司)；Agilent化学 

_[作站。电子分析天平(德国 Saaofius公司)。 

他克莫司对照品(浙江省食品药品检定所，批号：061101． 

FK—Bz，含量：97．5％)，他克莫司滴眼液(中山大学中山眼科 

中心制剂室提供，规格 ：2 ml：1 mg，批 号：090305，090310， 

作者 位：510060 中山大学中ll{眼科中心药剂科 

090325)，乙腈为色谱纯，水为注射用水，其余试剂为分析纯。 

2 方法和结果 

2．1 色谱条件 色谱柱 ：Diamonsil Cl8(250 mill×4．6 mm，5 

m)；流动相为乙腈一水．磷酸(600：400：1)；流速为 2．0 ml／ 

min；检测波长为215 nm；柱温为50~C；进样量为5O l。 

2．2 溶液的制备 

2．2．1 对照品溶液 精密称取他克莫司对照品适量，加流动 

相溶解并稀释制成每 1 ml中含他克莫 司5O g的对照 品 

溶液。 

2．2．2 样品溶液 精密吸取他克莫司滴眼液 1 ml，置 lO ml 

量瓶中，加流动相稀释定容至刻度，摇匀，作为样品溶液。 

2．2．3 阴性样品溶液 按处方比例称取除他克莫司外的其 

他基质，按该制剂制备工艺制成滴眼液，照“2．2．2”项下方法 

制成阴性样品溶液。 

2．3 系统适应性试验 在上述色谱条件下，分别记录他克莫 

司对照品溶液、样品溶液以及阴性样品溶液 HPI C图谱，见图 

1，他克莫司的保留时间约为 13．2 rain，辅料对主药测定无干 

扰，主成分峰能够达到很好的分离。 
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图1 高效液相色谱 

A．对照品；B．样品；C．阴性样品；1．他克莫司 

2．4 标准曲线的绘制 精密称取他克莫司对照品25．00 mg， 

置 25 ml量瓶中，加流动相溶解定容至刻度，摇匀，得到质量 

浓度为 1．00 mg／L的他克莫司储备液，继续以流动相稀释 ，配 

制浓度为 6．25、12．5、25、50、100、200 mg／L的对照品溶液，分 

别取溶液 50 l注入色谱仪，在上述色谱条件下记录色谱图， 

量取峰面积。将峰面积(A)与质量浓度(C)做线性回归，得 

他克莫司的线性回归方程为：A=12．2980C-7．2541，相关系数 

r=0．9999。结果表明，他克莫司在 6．25～200 nlg／I 浓度范 

嗣内呈良好的线性关系。 

2．5 精密度试验 按本品制剂处方，配制低(12．5 mg／L)、 

中(50 mg／I )、高(200 mg／L)j种含量模拟内容物，并于口内 

的不同时间和不同的日问分别进样 5次，计算 日内精密度分 

别为 0．38％、0．30％、0．09％，13问精 密度分别为 1．12％ 、 

1．38％ 、1．26％ 。 

2．6 重现性试验 精密量取同一批号样品6份，照“2．2．2” 

项下方法制成样品溶液，分别精密吸取 50 1进样测定，记录 

峰面积，根据回归方程计算含量。结果，他克莫司含量的 RSD 

为 1．28％。 

2．7 稳定性试验 取他克莫司对照品溶液，分别于 0、2、4、 

6、8、12 h测定其峰面积，他克莫司的RSD为0．74％。结果表 

明，对照品溶液在 l2 h内稳定。 

2．8 加样回收率试验 取已知含量的池克莫司样品，精密加 

入一定量的对照品溶液，测定峰面积，计算回收率，平均回收 

率为99．68％ ，RSD为0．78％ ，结果见表 l。 

表 1 加样回收率试验(n=9) 

2．9 样品含量测定 按样品溶液配制方法制备样品溶液， 

摇匀，滤过，进样 50 l，测定 3批他克莫司滴眼液的含量，本 

品含他克莫司应为标示量的90％ ～1 10％。结果见表 2。 

表 2 样品含量测定结果(n=3) 

3 讨论 

目前他克莫司的质量浓度测定有高效液相色谱法、高效 

液相色谱．质谱联用、ELISA、微粒子酶免疫测定、放射免疫分 

析等 。但药典中制剂的含量测定多采用高效液相色谱 

法，而且采用高效液相色谱法测定制剂的含量较为简便、准 

确、精密，重现性好，为了更加有效地控制该制剂的含量，本研 

究建立并改良了他克莫司滴眼液的高效液相色谱检测方法。 

经回收率和精密度试验证实，采用该色谱条件测定他克 

莫司滴眼液的含量，峰形较好，主峰窄而尖，空白样品在相同、 

的波长上并没有吸收，主成分峰分离较好，灵敏度高，专一性 

强，测定结果稳定，回收完全，可以有效控制产品的质量。 
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