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摘要:建立了固相萃取结合离子色谱测定滴眼液中硼酸及硼砂含量的方法ꎮ 以甲烷磺酸＋甘露醇溶液为淋洗液、四甲基氢

氧化铵＋甘露醇溶液为再生液ꎬ用离子排斥分析柱分离、抑制型电导检测器检测ꎬ在浓度范围 １~ ２００ μｇ / ｍＬ 内硼酸线性关系良

好ꎬ相关系数 ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ６ꎬ检出限为 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎮ 精密度及稳定性良好ꎬ低、中、高 ３ 种水平回收率分别为 １０２􀆰 ５％、９９􀆰 １％、
９８􀆰 ５％ꎬＲＳＤ 分别为 １􀆰 ６％、１􀆰 ３％、０􀆰 ８％ꎮ 该方法快速、准确ꎬ为滴眼液中硼酸及硼砂的测定提供了技术支持ꎮ
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　 　 硼酸及硼砂在滴眼液中常被用作 ｐＨ 调节剂、
缓冲剂、 抗菌剂等ꎬ 是滴眼液中的重要组成部

分[１－２]ꎮ 硼元素是重要的化工医药原料[３]ꎬ也是人

体必需的微量元素ꎬ在人体骨骼生长发育、注意力及

记忆力等方面起到至关重要的作用ꎮ 过量的硼元素

进入体内可因蓄积而导致神经及消化系统毒性ꎬ如
消化不良、呕吐、休克等[４－６]ꎮ ２０２０ 年国家药品监督

管理局颁布的«国家药监局关于修订含硼酸及硼酸

盐药品说明书的公告» (２０２０ 年第 ５０ 号)对含硼酸

及硼酸盐药品说明书不良反应、禁忌、注意事项等进

行了修订[７]ꎬ充分说明含硼药物已引起了人们的广

泛重视ꎬ全国药品评价抽验中也对眼用制剂中硼酸

及硼砂等成分进行了持续性关注及研究[８]ꎮ
作为眼部用药的一种常见剂型ꎬ有关滴眼液中

硼酸及硼砂的检测方法研究较少ꎬ «中国药典»
(２０２０ 年版)所收录的方法为酸碱滴定法[９]ꎮ 而食

品及化妆品领域中相关研究也不多ꎬ主要有电位滴

定法[１０]、亚甲胺－Ｈ 分光光度法[１１]、ＩＣＰ－ＭＳ 法[１２]、
离子色谱法[１３]ꎮ 酸碱滴定法即以酚酞为指示剂ꎬ用
０􀆰 １ 或 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ 的氢氧化钠滴定液滴定硼酸ꎬ然后

以所消耗的滴定液体积折算试样中硼酸的含量ꎮ 滴

定法测定滴眼液样品时ꎬ样品中既含有硼酸原料所

带来的游离 Ｈ＋ꎬ也可能含有非硼酸原料引入的 Ｈ＋ꎬ
更有可能含有可以与 ＯＨ－ 产生络合或沉淀的金属

离子等ꎬ而氢氧化钠滴定液中 ＯＨ－的实际消耗量取

决于以上多种消耗方式的总和ꎬ所以使测定值比硼

酸实际值偏大ꎬ从而引起方法误差ꎮ 其他系统误差

和偶然误差可能性也均较大ꎬ如滴定终点的判断、滴
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定温度、滴定管数值的读取等ꎬ均会引起测量数值的

偏差ꎮ 因此亟需建立一种操作快捷方便、灵敏度高、
具有良好的精密度和可靠准确度的仪器测定方法用

于测定滴眼液中的硼酸及硼砂含量ꎬ同时也可有效

推动法定新方法或补充检验方法的建立ꎮ
本文旨在建立一种快速、高效、精确的固相萃取

结合离子色谱法用以测定滴眼液中的硼酸及硼砂含

量ꎮ 近年来固相萃取技术应用广泛ꎬ其操作简单ꎬ可
有效去除供试品中的干扰成分[１４]ꎬ如本研究中的疏

水性化合物及部分干扰离子ꎬ避免非目标成分对色

谱柱的污染和对分离的影响ꎮ 采用酸性淋洗体系甲

磺酸溶液ꎬ可抑制硼酸( ｐＫａ ＝ ９􀆰 ２４ꎬ弱酸)解离ꎬ使
硼酸以分子形式(Ｈ３ＢＯ３)存在ꎬ同时也可使硼砂

(Ｎａ２Ｂ４Ｏ７􀅰１０Ｈ２Ｏ)在此酸性条件下转化为硼酸ꎬ反
应过程如下:Ｂ４Ｏ２－

７ ＋５Ｈ２Ｏ＋２Ｈ＋ →４Ｈ３ＢＯ３ꎬ故在酸

性体系下测定滴眼液中硼酸及硼砂含量时ꎬ均可采

用硼酸作为对照品ꎬ从而实现用离子色谱法测定滴

眼液中硼酸及硼砂含量ꎮ

１　 试剂、试药与仪器

１􀆰 １　 试剂与试药

硼酸 溶 液 标 准 物 质 ( １ ０００ μｇ / ｍＬꎬ 批 号

２０１８１０２６)ꎬ北京北方伟业计量技术研究院ꎻ甘露醇

(分 析 纯ꎬ 批 号 ２０１９０３２２ )、 四 甲 基 氢 氧 化 铵

(ＴＢＡＯＨꎬ２５％水溶液ꎬ批号 ２０１９０９１０)ꎬ国药集团化

学试剂有限公司ꎻ甲烷磺酸(ＭＳＡꎬ≥９９％ꎬ分析纯ꎬ
批号 Ｊ１９１８０００９)ꎬＦｌｕｋａ 公司ꎻ甲醇(色谱纯ꎬ批号

１９５９１２)ꎬ德国 Ｍｅｒｃｋ 公司ꎻ艾杰尔 Ｃｌｅａｎｅｒｔ ＩＣ 离子

色谱前处理小柱(Ｃｌｅａｎｅｒｔ ＩＣ－ＲＰ / Ｈ / Ａｇꎬ粒度均为

４０ μｍ)ꎬ Ａｇｅｌａ 公 司ꎻ Ｎ２ ( 批 号 ２０１９１２２７ꎬ 纯 度

９９􀆰 ９９％)ꎬ济南德洋特种气体有限公司ꎻ所用水均为

超纯水(电阻率为 ｌ８􀆰 ２ ＭΩ􀅰ｃｍ)ꎮ 滴眼液样品 ７
批ꎬ均为市售产品ꎮ
１􀆰 ２　 仪器

Ｄｉｏｎｅｘ ＩＣＳ－５０００ 离子色谱仪[配 Ｄｉｏｎｅｘ ＡＳ 自

动进样器、四元梯度分析泵、检测器 /色谱单元、电导

检测器、排斥型阴离子微膜抑制器(ＡＣＲＳ－ＩＣＥ ５００
９ ｍｍ)、Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ ６􀆰 ８０ ＳＲ９ 色谱工作站]ꎬＴｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ ＩｏｎＰａｃ ＩＣＥ Ｂｏｒａｔｅ 离子排斥分析柱

(９ ｍｍ×２５０ ｍｍ)ꎬＴｈｅｒｍｏ 公司ꎻＭｉｌｌｉ－Ｑ 超纯水机ꎬ
密理博公司ꎻ Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ ＭＳ１０５ＤＵ 分析天平

(１０－５)ꎬ梅特勒－托利多公司ꎻＫＱ－５００ＤＥ 型数控超

声波清洗器ꎬ昆山市超声仪器有限公司ꎮ

２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件
色谱柱:离子排斥分析柱ꎮ 淋洗液:３ ｍｍｏｌ / Ｌ

ＭＳＡ＋６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇ꎮ 再生液:外接 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＴＢＡＯＨ＋ １５ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇ꎮ 流速: １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
进样量:２５ μＬꎮ 柱温:３０℃ꎮ 检测方式:抑制型电导

检测ꎬ排斥型阴离子微膜抑制器ꎮ
２􀆰 ２　 系列标准溶液配制

准确移取硼酸溶液标准物质(１ ０００ μｇ / ｍＬ)
０􀆰 ０１、０􀆰 ０５、０􀆰 ２０、０􀆰 ５０、１􀆰 ００、２􀆰 ００ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 聚

乙烯容量瓶中ꎬ用水定容至刻度ꎬ配制成浓度为

１􀆰 ０、５􀆰 ０、２０􀆰 ０、５０􀆰 ０、１００􀆰 ０、２００􀆰 ０ μｇ / ｍＬ 的标准系

列溶液ꎮ
２􀆰 ３　 供试品溶液的制备

称取混合均匀滴眼液样品 ０􀆰 ５ ｇ ( 精确到

０􀆰 ０００ １ ｇ)于 ５０ ｍＬ 聚乙烯容量瓶中ꎬ加水 ３０ ｍＬ
并涡旋 １ ｍｉｎꎬ然后再用水直接定容至刻度ꎬ混匀后

作为待净化供试品溶液进行净化ꎮ
取固相萃取柱ꎬ用 １０ ｍＬ 甲醇和 １０ ｍＬ 水先后

进行淋洗ꎬ平放 ２０ ｍｉｎꎮ 将待净化溶液倒入活化后

的 Ｃｌｅａｎｅｒｔ ＩＣ－ＲＰ 小柱ꎬ弃去初滤液 ３ ｍＬꎬ取续滤

液ꎬ经串联并已活化的 Ｃｌｅａｎｅｒｔ ＩＣ－Ａｇ 柱和 Ｃｌｅａｎｅｒｔ
ＩＣ－Ｈ 柱净化ꎮ 弃去初滤液 ３ ｍＬꎬ接取续滤液ꎬ作为

待测溶液ꎮ
２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 系统适应性

按 ２􀆰 ２ 方法制备对照品溶液ꎬ按 ２􀆰 ３ 方法制备

供试品溶液及空白溶液ꎬ在 ２􀆰 １ 条件下进行测定ꎮ
图 １ 结果显示ꎬ硼酸在此测定条件下保留时间为

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)空白溶液

(ｂ)硼酸对照品
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(ｃ)样品溶液

图 １　 硼酸离子色谱图

７􀆰 ７６７ ｍｉｎꎬ空白溶液无干扰ꎬ未发现供试品溶液中

其他组分在 ７􀆰 ７６７ ｍｉｎ 处有干扰ꎬ且与临近色谱峰

分离度大于 １􀆰 ５ꎬ理论塔板数不低于 ８ ０００ꎬ系统适

应性良好ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 线性关系考察及检出限测定

取所配制的系列硼酸标准溶液ꎬ按色谱条件依

次进样分析ꎬ以硼酸的质量浓度(μｇ / ｍＬ) 为横坐

标ꎬ所测峰面积为纵坐标ꎬ绘制线性回归曲线ꎮ 以空

白加标样品按 ２􀆰 ２ 方法处理后进样ꎬ用信噪比

(Ｓ / Ｎ)为 ３ ∶ １时的溶液浓度计算硼酸的检出限

(ＬＯＤ)ꎬ用信噪比(Ｓ / Ｎ)为 １０ ∶１时的溶液浓度计算

硼酸的定量限(ＬＯＱ)ꎬ结果见表 １ꎮ
表 １　 硼酸回归方程、相关系数、检出限、定量限

化合物
线性范围 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)
线性方程

相关

系数 ｒ

检出限 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

定量限 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

硼酸 １~２００ Ｙ＝ ０􀆰 ０２８５Ｘ－

０􀆰 ０３５１
０􀆰 ９９９６ ０􀆰 ５ １􀆰 ０

２􀆰 ４􀆰 ３　 精密度及稳定性

取 ２􀆰 ２ 项下低、高两种浓度的标准溶液ꎬ分别连

续测定 ６ 次ꎬ计算硼酸峰面积的相对标准偏差

(ＲＳＤꎬ％)ꎬ分别为 １􀆰 ６３％、１􀆰 １１％ꎬ表明仪器精密度

良好ꎮ
取 ２􀆰 ２ 项下低、高两种浓度的标准溶液ꎬ在室温

下分别放置 ０、５、１０、１５、２０、２４、３６、４８、６０、７２ ｈ 后进

行测定ꎬ记录峰面积并计算其 ＲＳＤꎬ为 １􀆰 ９３％、
２􀆰 ５８％ꎬ结果表明硼酸在 ７２ ｈ 内稳定ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ４　 重复性

按 ２􀆰 ３ 方法制备滴眼液供试品溶液(某氯霉素

滴眼液)６ 份进行测定ꎬ记录峰面积ꎬ以外标法计算

其硼酸含量为(１４８􀆰 ０２３ ５±２􀆰 ６) μｇ / ｍＬꎬ表明该方

法的重复性良好ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ５　 准确性

称取约 ０􀆰 ２５ ｇ 滴眼液样品共 ９ 份ꎬ分别加入硼

酸标准溶液(１ ０００ μｇ / ｍＬ)３􀆰 ０、３􀆰 ７、４􀆰 ５ ｍＬꎬ制成

低、中、高 ３ 种浓度水平的加标回收样品各 ３ 份ꎬ按
２􀆰 ３ 方法处理后进样ꎬ计算加标回收率及其 ＲＳＤꎬ结
果如表 ２ 所示ꎮ

表 ２　 滴眼液中硼酸回收率

加标

水平

取样量 /
ｇ

测得量 /
ｍｇ

原含量 /
ｍｇ

加入量 /
ｍｇ

回收率 /
％

平均回

收率 / ％
ＲＳＤ/
％

低水平 ０􀆰 ２８２３ ７􀆰 ０１１０ ３􀆰 ９８６６ ３􀆰 ０ １００􀆰 ８１ １０２􀆰 ５ １􀆰 ６
　 ０􀆰 ２７６６ ６􀆰 ９８７４ ３􀆰 ９０６１ ３􀆰 ０ １０２􀆰 ７１ 　 　
　 ０􀆰 ２７５９ ７􀆰 ０１５８ ３􀆰 ８９６２ ３􀆰 ０ １０３􀆰 ９９ 　 　

中水平 ０􀆰 ２７１３ ７􀆰 ５１１１ ３􀆰 ８３１２ ３􀆰 ７ ９９􀆰 ４６ ９９􀆰 １ １􀆰 ３
　 ０􀆰 ２６８９ ７􀆰 ５００８ ３􀆰 ７９７３ ３􀆰 ７ １００􀆰 ０９ 　 　
　 ０􀆰 ２７５３ ７􀆰 ５０００ ３􀆰 ８８７７ ３􀆰 ７ ９７􀆰 ６３ 　 　

高水平 ０􀆰 ２６９３ ８􀆰 ２２５６ ３􀆰 ８０３０ ４􀆰 ５ ９８􀆰 ２８ ９８􀆰 ５ ０􀆰 ８
　 ０􀆰 ２７２７ ８􀆰 ２５００ ３􀆰 ８５１０ ４􀆰 ５ ９７􀆰 ７６ 　 　
　 ０􀆰 ２６６８ ８􀆰 ２４００ ３􀆰 ７６７７ ４􀆰 ５ ９９􀆰 ３８ 　 　

２􀆰 ５　 样品测定

按上述所建立的检测方法对 ７ 批市售常见滴眼

液产品中硼酸及硼砂含量进行测定ꎬ以外标曲线法

定量ꎬ每份样品平行测定两次ꎬ以平均值计算样品中

硼酸及硼砂含量ꎬ结果见表 ３ꎮ
表 ３　 滴眼液中硼酸及硼砂的含量 ％

编号 样品名称 生产批号 含量 / ％
样品 １ ＮＦ 滴眼液 １８０６０９０１ ０􀆰 ３４
样品 ２ ＮＭＷ 滴眼液 １９０５１３０１ ０􀆰 ００
样品 ３ ＬＨＮ 滴眼液 １９０６１４０１ ０􀆰 １１
样品 ４ ＬＭＳ 滴眼液 ０１１９０５０１ １􀆰 ４１
样品 ５ ＹＳＤＹＦＳＸ 滴眼液 １９０４１３３１０１ １􀆰 ２６
样品 ６ ＴＢＭＳ 滴眼液 １７Ｉ０４ＥＡ １􀆰 ２５
样品 ７ ＦＦＬＳＸＭＳ 滴眼液 １９０６０３０２ ０􀆰 ４０

３　 讨论

３􀆰 １　 固相萃取柱的选定

市售滴眼液类别繁多ꎬ如抗菌消炎、抗病毒、抗
真菌、降眼压、散瞳、缩瞳、润滑等ꎬ有中药配方也有

西药配方ꎮ 各种辅料或添加剂成分复杂ꎬ如抗氧剂

二叔丁基对甲酚、渗透压调节剂氯化钠、金属离子络

合剂(如依地酸钠等)以及本文所测定的 ｐＨ 调节剂

硼酸 /硼砂ꎮ Ｃｌｅａｎｅｒｔ ＩＣ－ＲＰ 柱可去除待测物中疏

水性化合物ꎻＣｌｅａｎｅｒｔ ＩＣ －Ｈ 柱可去除碱土金属离

子、过渡金属离子ꎻＣｌｅａｎｅｒｔ ＩＣ－Ａｇ 柱可去除氯离子、
溴离子等可与银离子生成沉淀的阴离子ꎮ Ｃｌｅａｎｅｒｔ
ＩＣ 系列离子色谱前处理柱利用反相吸附及离子交

换原理ꎬ可有效去除待测溶液中有机成分和干扰离

子ꎬ减少或避免杂质对目标成分的干扰ꎬ延长色谱柱
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寿命ꎮ
３􀆰 ２　 淋洗液的选定

排斥型离子色谱法(ＨＰＩＥＣ)的主要分离原理

为唐南排斥作用(Ｄｏｎｎａｎ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ)ꎬ完全解离的酸

不被固定相保留ꎬ死体积即可洗脱ꎬ而未解离的化合

物不受唐南作用影响ꎬ可进入树脂微孔ꎬ并基于溶质

和固定相间的非离子性相互作用而分离ꎮ 在

ＨＰＩＥＣ 中ꎬ保留时间的长短主要取决于被分析成分

的 ｐＫａ 值ꎬ酸性越弱ꎬ保留时间越长ꎮ 硼酸的 ｐＫａ 值

为 ９􀆰 ２４ꎬ酸性较弱ꎬ在水中以 Ｈ３ＢＯ３ 和 Ｂ(ＯＨ) －
４ 的

形式存在ꎬ酸性淋洗液抑制其解离ꎬ进而可采用离子

排斥色谱法检测ꎮ
经查阅文献[１５]ꎬ本实验选用背景电导值较低

的 ＭＳＡ 和可与硼酸络合生成电离度较硼酸大的一

价阴离子的甘露醇作为淋洗液ꎬ可保证硼酸较大程

度地保留在离子排斥分离柱上ꎮ 经固定硼酸浓度等

条件ꎬ单因素考察 ＭＳＡ 浓度对硼酸保留行为的影响

发现ꎬ当浓度分别为 ０、１、２、３、４、５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ硼酸

的保留时间逐渐延后ꎬ峰型拖尾情况也得到改善ꎮ 当

ＭＳＡ 的浓度为 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ保留时间为 ７􀆰 ７６７ ｍｉｎꎬ
峰型较好ꎮ

硼酸为一种 Ｌｅｗｉｓ 酸ꎬｐＫａ 值为 ９􀆰 ２４ꎬ袁佳佳

等[１６]研究指出ꎬ多羟基化合物可打破硼酸的电离平

衡ꎬ使反应向电离方向移动ꎬ有效提高硼酸溶液的电

导率ꎮ 本研究选用甘露醇作为络合剂ꎬ固定 ＭＳＡ 浓

度为 ３ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ以离子色谱中硼酸峰面积作为观察

指标ꎬ优化甘露醇浓度ꎮ 分别考察甘露醇浓度为

３０、４０、５０、６０、７０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时硼酸的响应值ꎬ结果显

示不同浓度的甘露醇对硼酸的保留时间影响不大ꎬ
但当其浓度为 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ响应值达到最大ꎮ
３􀆰 ３　 再生液的优化

再生液主要用于降低流动相背景电导值ꎮ 本实

验参照文献[１７]方法ꎬ选用 ＴＢＡＯＨ 作为再生液ꎬ其
所电离出的 ＯＨ－ 可以与淋洗液中的 Ｈ＋ 中和生成

Ｈ２Ｏꎬ降低背景电导值ꎬ提高检测灵敏度ꎮ
为保证再生液可提供足够的 ＯＨ－ꎬ其理论浓度

一般为淋洗液的 １０ 倍左右[１８]ꎬ但实验中发现再生

液的浓度会对背景电导值造成一定影响ꎮ 固定淋洗

液与 再 生 液 流 速 为 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ 单 因 素 考 察

ＴＢＡＯＨ 不同浓度时的电导值ꎬ对 ＴＢＡＯＨ 浓度分别

为 ２０、２３、２５、２８、３０、３３、３５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时系统平衡稳定

(ΔＳ≤０􀆰 ０２ μＳ / ３０ ｍｉｎ)后的电导值进行监测ꎬ当再

生液中 ＴＢＡＯＨ 的浓度为 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ背景电导

值最低ꎮ

４　 结论

方法学验证及样品测定结果表明ꎬ固相萃取结

合离子色谱法测定滴眼液中的硼酸及硼砂含量简

单、高效ꎬ可有效地排除样品基质中其他组分的干

扰ꎬ结果准确ꎬ可有效补充«中国药典»(２０２０ 年版)
所载酸碱滴定法测定硼酸含量的单一性ꎬ避免因滴

定终点判断不准确造成的含量误差ꎬ为滴眼液中硼

酸及硼砂的测定提供新方法ꎬ为其质量控制提供检

验依据ꎬ从而有效推动法定新方法或药品补充检验

方法的建立ꎮ
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