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摘要　目的：建立梯度洗脱ＨＰＬＣ法，以双波长同时测定不同厂家曲安奈德益康唑乳膏中４种抑菌剂含量。
方法：采用ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以甲醇为流动相Ａ，以甲醇００２ｍｏｌ·Ｌ

－１

磷酸二氢钠溶液（９５∶５）为流动相 Ｂ，梯度洗脱，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３５℃，检测波长为２２８ｎｍ、
２５４ｎｍ。结果：本法可有效分离曲安奈德益康唑乳膏中各色谱峰，苯甲酸、羟苯甲酯、羟苯乙酯和羟苯丙酯
分别在００１０３４８～０１５５２２ｍｇ·ｍＬ－１、０００９８７６～０１４８１４５ｍｇ·ｍＬ－１、００１０１０６～０１５１５８８ｍｇ·
ｍＬ－１、００１０２５９～０１５３８８２ｍｇ·ｍＬ－１范围内与峰面积线性关系良好；平均回收率（ｎ＝９）分别为９９６８％
（ＲＳＤ＝２３５％）、１００２１％（ＲＳＤ＝１７８％）、１００４７％（ＲＳＤ＝１５９％）、１０００６％（ＲＳＤ＝１６５％），检测限分
别为３×１０－５ｍｇ·ｍＬ－１、１６７×１０－５ｍｇ·ｍＬ－１、１６７×１０－５ｍｇ·ｍＬ－１、１６７×１０－５ｍｇ·ｍＬ－１。结论：本研
究建立的曲安奈德益康唑乳膏中抑菌剂的含量测定方法，方法灵敏、准确，色谱峰分离良好，为其质量控制提

供了依据。
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　　曲安奈德益康唑乳膏是一种由曲安奈德和硝酸
益康唑组成的复合乳膏，既可抑制真菌，又可减轻真

菌感染后引起的炎症反应及过敏反应，具有广泛的

临床应用范围［１］。曲安奈德益康唑乳膏为多剂量

制剂，开启包装后需多次使用，而其基质中含有水性

和油性物质，这些基质易受细菌和真菌的侵袭，使制

剂受到污染，从而导致潜在的安全性问题，因此在乳

膏中添加抑菌剂必不可少［２，３］。抑菌剂的种类应结

合制剂所用原料及其他辅料种类进行确定，并通过

抑菌效力实验对不同浓度抑菌剂的抑菌效力进行考

察，一般应选择最低有效抑菌浓度作为处方中抑菌

剂的用量［４，５］。抑菌剂使用不当可能会刺激皮肤，

影响曲安奈德益康唑乳膏的药效，因此乳膏中抑菌

剂的控制很有必要。

本次实验选取国内１０家生产企业的产品作为
研究对象，不同厂家的曲安奈德益康唑乳膏中添加

的抑菌剂种类不同，主要有苯甲酸、羟苯甲酯、羟苯

乙酯和羟苯丙酯等。本实验参考相关文献对曲安奈

德益康唑乳膏中的不同抑菌剂进行含量测定，为其

质量控制提供了依据［６１０］。

１　实验部分
１１　试剂与仪器

苯甲酸（含量１００％，批号：１００４１９２００３０１）；羟
苯甲酯（含量 ９９６％，批号：１００２７８２０１１０３）；羟苯
乙酯（含量 ９９９％，批号：１００８４７２０１６０４）；羟苯丙
酯（含量９９６％，批号：１００４４４２０１４０３）均由中国食
品药品检定研究院提供；乙腈 （Ｍｅｒｃｋ，批号：
ＪＡ０８２０３０）；邻 苯 二 氢 钾 （国 药 集 团，批 号：
１００１７６１８）；磷酸（国药集团，批号：１００１５４１８）。

曲安奈德益康唑乳膏（ＡＪ共１０家企业样品，
其中Ａ为原研厂家）。

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５高效液相色谱仪，分析天平（Ｍｅｔｔ
ｌｅｒＡＧ２８５）。
１２　混合对照品储备液的配制

准确称取苯甲酸、羟苯甲酯、羟苯乙酯、羟苯丙

酯各０１ｇ，用少量甲醇溶解，移入 １００ｍＬ量瓶中，

用甲醇定容至刻度，摇匀，配成质量浓度为 １ｍｇ·
ｍＬ－１的混合对照品储备液。
１３　色谱条件

色谱柱为 Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动
相Ａ为甲醇；流动相 Ｂ：００２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠
溶液（磷酸调 ｐＨ至２２）甲醇（９５∶５）；梯度方法见
表１。流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；二极管阵列检测器，检
测波长：２２８ｎｍ、２５４ｎｍ；柱温３５℃进样量 １０μＬ。

表１　梯度洗脱程序
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

时间

（ｔｉｍｅ）

流动相Ａ

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ）

流动相Ｂ

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ）

０ ４０ ６０

５ ４０ ６０

１５ ６５ ３５

２０ ７５ ２５

２１ ４０ ６０

３０ ４０ ６０

１４　样品处理
准确称取样品１２５ｇ于 ２５ｍＬ量瓶中，加四氢

呋喃２ｍＬ，振摇１ｍｉｎ后，用甲醇稀释至刻度，摇匀，
滤过，按照 “１３”项色谱条件，取１０μＬ滤液进行
测定。

２　实验结果
２１　专属性试验

按厂家提供的处方，称取曲安奈德、硝酸益康

唑和除抑菌剂外的辅料适量，配制为空白基质。

称取约１２５ｇ照样品处理方法配制专属性空白溶
液。同时精密移取混合对照品储备溶液适量加入

空白溶液中，可得专属性混合溶液。精密量取

１０μＬ专属性空白溶液和混合溶液注入高效液相
色谱仪，记录色谱图。由图１可见，不同抑菌剂间
分离度符合规定，主成分和其他辅料不干扰抑菌

剂的测定。
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图１　空白溶液（Ａ）混合溶液（Ｂ）色谱图
Ｆｉｇ１　 Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｍｉｘｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

２２　稳定性试验
取混合对照品储备溶液，精密移取 ２５ｍＬ至

５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻度，摇匀作为
对照品溶液。室温下放置，分别于１、１２、２４ｈ精密
量取１０μＬ注入高效液相色谱仪，记录色谱图，结果
４种抑菌剂的峰面积ＲＳＤ均小于２０。该溶液在２４
ｈ内稳定。
２３　精密度与重复性试验

精密量取上述对照品溶液１０μＬ注入高效液相
色谱仪，连续进样６次，记录色谱图，结果４种抑菌
剂的峰面积ＲＳＤ均小于２０。说明该方法的精密度
良好。取不同厂家的样品按“１４”项下样品处理的

方法的进行处理，连续进样６次，记录色谱图，结果
４种抑菌剂的峰面积ＲＳＤ均小于２０。说明该方法
的重复性良好。

２４　线性与范围
取混合对照品储备溶液，分别精密移取１ｍＬ至

１００ｍＬ、５０ｍＬ、２５ｍＬ量瓶中；２５ｍＬ至５０ｍＬ量
瓶中；１ｍＬ至１０ｍＬ量瓶中；１５ｍＬ至１０ｍＬ量瓶
中，得到浓度分别为 ００１、００２、００４、００５、０１、
０１５ｍｇ·ｍＬ－１的系列标准溶液。分别精密量取
１０μＬ注入高效液相色谱仪，记录色谱图。以浓度为
横坐标、峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。结果４种
抑菌剂在下表２所示的范围内均呈良好的线性关系。

表２　线性与范围
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｉｔｙａｎｄｒａｎｇｅ

名称（ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｇｅｎｔ）　　 线性方程（ｌｉｎｅａｒｉｔｙｅｑｕａｔｉｏｎ）　 ｒ 线性范围（ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒａｎｇｅ）／（ｍｇ·ｍＬ－１）

苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ｙ＝５４３６３７２０１４ｘ＋３２７３８ １０ ００１０３４８～０１５５２２

羟苯甲酯（ｍｅｔｈｙｌｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ） ｙ＝６１２６３９５８８２ｘ－１７５０７３７ １０ ０００９８７６～０１４８１４５

羟苯乙酯（ｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ） ｙ＝５６９６３２６４２４ｘ－１３９５７７３ １０ ００１０１０６～０１５１５８８

羟苯丙酯（ｐｒｏｐｙｌｐａｒａｂｅｎ） ｙ＝５３１００４８２３８ｘ－１３４５８１９ １０ ００１０２５９～０１５３８８２
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２５　检测限与定量限

将已知浓度的对照品溶液按 １∶１０的比例用甲
醇连续稀释，取稀释后的溶液注入液相色谱仪，记录

色谱图，以主峰高为基线噪音的１０倍时的浓度为定
量限，主峰高为基线噪音的３倍时的浓度为检测限。
经试验可得检测限与定量限，结果见表３。

表３　定量限与检测限（ｍｇ·ｍＬ－１）
Ｔａｂ３　ＴｈｅＬＯＱａｎｄＬＯＤ

名称（ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｇｅｎｔ）　　　　 ＬＯＤ ＬＯＱ

苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ３×１０－５ １×１０－４

羟苯甲酯（ｍｅｔｈｙｌｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ） １６７×１０－５ ５×１０－５

羟苯乙酯（ｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ） １６７×１０－５ ５×１０－５

羟苯丙酯（ｐｒｏｐｙｌｐａｒａｂｅｎ） １６７×１０－５ ５×１０－５

２６　回收率试验
取苯甲酸、羟苯甲酯、羟苯乙酯、羟苯丙酯对照

品适量，精密称定，置容量瓶中，按处方量加入辅料，

配制成相当于制剂中８０％、１００％和１２０％抑菌剂浓
度的溶液，各３份，取１０μＬ注入液相色谱仪，记录
峰面积，计算苯甲酸、羟苯甲酯、羟苯乙酯、羟苯丙酯

的回收率及其 ＲＳＤ值。结果见表４。
２７　样品测定结果

选取１０家企业的５９批样品进行测定，结果见
表５。

３　讨论
３１　检测波长的选择

不同物质特征吸收波长不同，４种防腐剂的紫
外吸收光谱见图２。由图２所知，苯甲酸在２２８ｎｍ
处有最大吸收，羟苯甲酯、羟苯乙酯和羟苯丙酯（尼

泊金酯类）在 ２５４ｎｍ处有最大吸收。而二者在
２５４ｎｍ和２２８ｎｍ处吸收值几乎处于最低值。故使
用二极管阵列检测器，在２２８ｎｍ和２５４ｎｍ处采用
双波长进行检测。

表４　加样回收结果
Ｔａｂ４　Ｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｉｋｅｄｒｅｃｏｖｅｒｙ

名称（ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｇｅｎｔ）　　　 加样浓度（ｓｐｉｋｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）　　　 回收率（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％　　 平均回收率（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％　　ＲＳＤ／％

苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ８０％ ９８３４ ９９６８ ２３５
１００％ ９８３２
１２０％ １０２３９

羟苯甲酯（ｍｅｔｈｙｌｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ） ８０％ １０１５５ １００２１ １７８
１００％ ９８１８
１２０％ １００９

羟苯乙酯（ｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ） ８０％ ９８６４ １００４７ １５９
１００％ １０１１５
１２０％ １０１６２

羟苯丙酯（ｐｒｏｐｙｌｐａｒａｂｅｎ） ８０％ １０１２９ １０００６ １６５
１００％ １００７
１２０％ ９８１８

表５　不同厂家抑菌剂测定结果
Ｔａｂ５　Ｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｇｅｎｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ

生产企业

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ）

测定批数

（ｂａｔｃｈ
ｎｕｍｂｅｒ）

标示抑菌剂种类　　 　
（ｔｙｐｅｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ　　　
ａｇｅｎｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ）　　　

测出抑菌剂种类　　　
（ｔｙｐｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ　　　
ａｇｅｎｔｓｍｅａｓｕｒｅｄ）　　　

处方浓度

（ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／
（ｍｇ·ｇ－１）

实际平均浓度

（ａｃｔｕａｌａｖｅｒａｇｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／
（ｍｇ·ｇ－１）

Ａ ８ 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ２００ １９５
Ｂ ５ 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ２００ １９５
Ｃ ５ 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） １００ ０９９
Ｄ ６ 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ２００ １９６

Ｅ ３
羟苯甲酯／羟苯丙酯（ｍｅｔｈｙｌ
ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ／Ｐｒｏｐｙｌｐａｒａｂｅｎ）

羟苯甲酯／羟苯丙酯（ｍｅｔｈｙｌ
ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ／Ｐｒｏｐｙｌｐａｒａｂｅｎ）

１００／１００ ０９４／０９６

Ｆ ８ 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ０６７ ０６５
Ｇ ５ 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ２６４ ２５４
Ｈ ８ 羟苯乙酯（ｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ） 羟苯乙酯（ｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ） １００ ０９６
Ｉ ５ 羟苯甲酯（ｍｅｔｈｙｌｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ） 羟苯甲酯（ｍｅｔｈｙｌｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ） ０５０ ０４７
Ｊ ６ 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） 苯甲酸（ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） １００ ０９８
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图２　四种抑菌剂紫外吸收图
Ｆｉｇ２　 ＴｈｅＵＶａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆｆｏｕｒｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｇｅｎｔｓ

３２　检测结果分析
由表５看出不同厂家均按处方规定的抑菌剂进

行投放，未发现非法添加的行为；测定不同厂家的抑

菌剂含量发现企业添加含量较为准确，未出现较大

偏差。而对比不同厂家处方中添加抑菌剂的含量，

发现处方添加量差异较大。苯甲酸的最高与最低添

加量相差可达４倍。《中华人民共和国药典》中抑
菌效力检查法中规定，所有抑菌剂都具有一定的毒

性，制剂中抑菌剂的量应为最低有效量。同时，为保

证用药安全，成品制剂中的抑菌剂有效浓度应低于

对人体有害的浓度。因此对抑菌剂的添加量必须有

一定的限制，在保证其抑菌效力的基础上应尽可能

减少使用量。
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