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第一作者：赵猛，男，硕士研究生，主管药师，研究方向为药品检验，（电子信箱）ｚｈａｏｍ２０２＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。
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表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为 ＢＨＡ，Ｂ为 ＢＨＴ。
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高效液相色谱法同时测定维尔康胶囊中３种成分含量
赵 猛，李 玲

（江苏省连云港市食品药品检验检测中心，江苏 连云港 ２２２０００）
摘要：目的 建立同时测定维尔康胶囊中维生素Ｂ１、维生素Ｃ和甲基橙皮苷含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 色谱柱为ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａ
Ｃ１８柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为０．１％磷酸溶液－甲醇（梯度洗脱），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２７０ｎｍ，柱温为２５℃，进样量
为１０μＬ。结果 维生素Ｂ１、维生素Ｃ和甲基橙皮苷进样量在０．２５０～１．５０２μｇ、２．５００～１５．００１μｇ、０．５００～３．００２μｇ范围内与峰面积线性关
系良好（ｒ＞０．９９９０），精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于２％，平均加样回收率分别为１０１．２１％，９８．８３％，１０２．１７％，ＲＳＤ分别为
１．４７％，１．６０％，１．０６％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便、准确，精密度、稳定性、重复性好，可用于同时测定维尔康胶囊中３种成分的含量。
关键词：高效液相色谱法；维尔康胶囊；维生素Ｂ１；维生素 Ｃ；甲基橙皮苷；含量测定
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统中能得到较好的分离度和峰形；为将处方中极性较大

的成分如水杨酸等先冲洗出系统，故设计甲醇－水梯度
洗脱；流速采用常用流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温选择高于药
典规定室温牗２５℃牘，设定为 ３０℃；利用甲醇－水系统
经过全波长扫描，ＢＨＡ和ＢＨＴ在２８０ｎｍ波长处均有较
大吸收；且供试品溶液与对照品溶液中 ＢＨＡ和ＢＨＴ保
留时间一致的色谱峰紫外吸收图谱一致，说明无干扰

峰，故设定波长均为 ２８０ｎｍ。该样品性状为澄清液体，
直接滤过后测定发现，峰面积和峰形均在合理范围内，

设定直接取样品作为供试品溶液。配制对照品选用该样

品处方中的８５％乙醇作为溶剂。
综上所述，本研究中所建方法的精密度、稳定性、

重复性均较好，可用于测定复方醋酸曲安奈德溶液中

ＢＨＡ和 ＢＨＴ的含量。
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１．维生素 Ｂ１ ２．维生素 Ｃ ３．甲基橙皮苷

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图
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维尔康胶囊是由人参、灵芝、黄芪、甲基橙皮苷和维

生素 Ａ，Ｅ，Ｃ，Ｂ１等制成的复方制剂，有健脾固体、益气
扶正功效，可用于治疗年老体虚、健忘，亦可作胁痛、虚

劳、久喘气短诸症的辅助治疗犤１犦。现行质量标准中，维尔

康胶囊的含量检测仅以维生素Ｅ和维生素 Ｃ为指标成
分，不能全面地反映药品的内在质量。为更好地控制其

质量，笔者参考文献犤２－７犦，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）
法同时测定维尔康胶囊中维生素 Ｂ１、维生素 Ｃ和甲基
橙皮苷３种水溶性成分的含量。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ｅ２６９５型高效液相色谱仪，包括 ２９９８型二极管阵

列检测器、Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；
ＢＰ２１１Ｄ型电子分析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＫＨ－
７００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山禾创超声仪器有限公
司）；调速多用振荡器（常州国华电器有限公司）。

１．２ 试药
维尔康胶囊（广州粤华制药有限公司，批号分别为

１６０３０１，１６１１０１，１８０１０１，规格为每粒５０ｍｇ）；维生素 Ｂ１
对照品（批号为１００３９０－２０１５０５，含量９７．５％），维生素Ｃ
对照品（批号为１００４２５－２０１５０４，含量９９．９％），甲基橙
皮苷对照品（批号为１１１５８０－２００５０３，含量９９．９％），均
购自中国食品药品检定研究院；甲醇为色谱纯，磷酸为

分析纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：０．１％磷酸溶液（Ａ）－甲醇（Ｂ），梯度洗
脱（０～６ｍｉｎ时 ９５％Ａ，６～９ｍｉｎ时 ９５％Ａ→６０％Ａ，
９～３０ｍｉｎ时 ６０％Ａ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：
２７０ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ。

２．２ 溶液制备
混合对照品溶液：取维生素 Ｂ１、维生素 Ｃ和甲基橙

皮苷对照品各适量，精密称定，置同一容量瓶中，加２０％
甲醇制成质量浓度分别为２００．３，２０００．１，４００．３μｇ／ｍＬ
的混合对照品贮备溶液；精密移取 １０ｍＬ，置 ２０ｍＬ容
量瓶中，加２０％甲醇定容，摇匀，即得。

供试品溶液：取样品２０粒，取内容物，混匀，研细，
取约 ０．３２ｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加 ２０％甲
醇３５ｍＬ，置振荡器上振摇 ４５ｍｉｎ（２４０ｒ／ｍｉｎ），加２０％
甲醇定容，摇匀，即得。

阴性对照品溶液：按处方和工艺制备缺维生素 Ｂ１、
维生素 Ｃ和甲基橙皮苷的阴性样品，并按供试品溶液
制备方法制备阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：分别精密量取２．２项下３种溶液各适

量，按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图，见图 １。结
果阴性对照在与３种对照品相同保留时间处无干扰峰，表
明方法专属性良好。

线性关系考察：分别精密量取２．２项下混合对照品
贮备溶液 ２．５，５．０，７．５，１０．０，１２．５，１５．０ｍＬ，分别置
２０ｍＬ容量瓶中，加２０％甲醇定容，摇匀，制成混合对照
品系列溶液，量取１０μＬ，按拟订色谱条件进样测定，记
录色谱图，以待测成分进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标、峰面积
（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得维生素 Ｂ１、维生素 Ｃ和
甲基橙皮苷的回归方程分别为 Ｙ１＝１．１０５０×１０４Ｘ１＋
９．４４５１×１０３，Ｙ２＝６．７４１７×１０３Ｘ２＋８．６５９３×１０３，
Ｙ３＝７．２５１９×１０３Ｘ３＋７．１３６３×１０３（ｒ＞０．９９９０）。结果
表明，维生素 Ｂ１、维生素 Ｃ和甲基橙皮苷进样量在
０．２５０～１．５０２μｇ、２．５００～１５．００１μｇ、０．５００～３．００２μｇ
范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取 ２．２项下混合对照品溶液适量，按
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取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
０．１５２３
０．１６３４
０．１５７４
０．１６０１
０．１５８９
０．１６１４

Ｂ
０．１５２３
０．１６３４
０．１５７４
０．１６０１
０．１５８９
０．１６１４

Ｃ
０．１５２３
０．１６３４
０．１５７４
０．１６０１
０．１５８９
０．１６１４

Ａ
２．０５２
２．１５０
２．０８６
２．０９１
２．１２７
２．１７２

Ｂ
２３．０１１
２４．２６７
２３．３６６
２３．７０７
２３．８５１
２４．４００

Ｃ
４．１５６
４．３７６
４．３０５
４．２８７
４．３２７
４．４１８

Ａ
２．００３
２．００３
２．００３
２．００３
２．００３
２．００３

Ｂ
２０．００１
２０．００１
２０．００１
２０．００１
２０．００１
２０．００１

Ｃ
４．００３
４．００３
４．００３
４．００３
４．００３
４．００３

Ａ
４．１２７
４．１４２
４．１３５
４．１１１
４．１４３
４．１８３

Ｂ
４３．２５９
４３．６８７
４３．２５８
４３．４９４
４３．２６１
４４．２４４

Ｃ
８．３２９
８．４６４
８．３８８
８．３５５
８．３７３
８．５００

Ａ
１０３．５９
９９．４５
１０２．３０
１００．８５
１００．６５
１００．４０

Ｂ
１０１．２３
９７．１０
９９．４６
９８．９３
９７．０５
９９．２２

Ｃ
１０４．２５
１０２．１２
１０２．００
１０１．６２
１０１．０７
１０１．９７

Ａ

１０１．２１

Ｂ

９８．８３

Ｃ

１０２．１７

Ａ

１．４７

Ｂ

１．６０

Ｃ

１．０６

注：Ａ为维生素 Ｂ１，Ｂ为维生素 Ｃ，Ｃ为甲基橙皮苷。

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表２ 样品含量测定结果（ｍｇ／粒，ｎ＝３）

批号

１６０３０１
１６１１０１
１８０１０１

维生素Ｂ１
４．２５５
４．３８１
４．２８９

维生素 Ｃ
４９．２５０
４９．７５６
４８．０７４

甲基橙皮苷

８．８００
８．５９１
８．６７８

拟订色谱条件连续进样６次，记录峰面积。结果维生素
Ｂ１、维生素 Ｃ和甲基橙皮苷峰面积的 ＲＳＤ分别为
０．３４％，０．６７％，０．３８％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 ２．２项下供试品溶液（批号为
１８０１０１７），分别于室温下放置０，１，２，３，４，５ｈ时按拟订
色谱条件进样测定，记录峰面积。结果维生素 Ｂ１、维生
素 Ｃ和甲基橙皮苷峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．５０％，
１．６９％，０．２２％（ｎ＝６），表明供试品溶液室温放置 ５ｈ
内基本稳定。

重复性试验：取样品（批号为 １８０１０１）６份，精密称
定，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，再按拟订色谱条
件进样测定，记录峰面积。结果维生素 Ｂ１、维生素 Ｃ和
甲基橙皮苷峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．９０％，１．０３％，
０．７６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

１８０１０１）６份，精密称定，分别加入一定量的对照品溶
液，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，再按拟订色谱条
件进样测定，记录峰面积，并计算回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取３批样品各适量，精密称定，按２．２项下方法，制
备供试品溶液，再按拟订色谱条件进样测定，平行测定

３次，记录峰面积，并计算样品含量。结果见表２。

３ 讨论

预试验中对提取溶剂（水、１０％甲醇、２０％甲醇、
５０％甲醇）、提取方法（超声、振摇）和提取时间（３０，４５，
６０ｍｉｎ）进行了考察，结果表明，２０％甲醇与５０％甲醇的
提取效率较高且无明显差异，但２０％甲醇提取的杂质峰
较少，故选择２０％甲醇作提取溶剂；超声提取维生素Ｃ的
效率比振摇提取略低，可能是由于超声使溶液温度上升，

不利于维生素Ｃ稳定地存在，故选择振摇提取的方法；
４５ｍｉｎ和 ６０ｍｉｎ的提取效率无明显差异。故最终选择

２０％甲醇振摇提取４５ｍｉｎ（速率２４０ｒ／ｍｉｎ）作为提取条件。
预试验中分别考察了乙腈－水、甲醇 －水、甲醇 －

０．０５％磷酸溶液、甲醇 －０．１％磷酸溶液 ４个流动相系
统犤８－１１犦，结果表明，采用甲醇 －水体系，各峰分离度较
好，且基线平稳，出峰时间适宜，但峰形存在拖尾现象，

故在水相中加入磷酸以改善峰形，效果较好，同时考虑

到色谱柱的耐用性等因素，最终选择甲醇 －０．１％磷酸
溶液作流动相。分别考察了检测波长为 ２４２，２６０，２７０，
２８３ｎｍ时对结果的影响，结果表明，以 ２７０ｎｍ作检测
波长时，各峰吸收强度适宜，分离度好。

综上所述，本研究中建立的方法操作简便、准确，精

密度、稳定性、重复性均较好，可用于同时测定维尔康胶

囊中３种成分的含量。
参考文献：

犤１犦ＷＳ３－Ｂ－２４３３－９７．中华人民共和国卫生部药品标准·中药
成方制剂（第十二分册）犤Ｓ犦．

犤２犦黄 燕，张 彬，高晓燕．ＨＰＬＣ法测定维尔康胶囊中维生素Ｃ
和维生素Ｂ１的含量犤Ｊ犦．中国药品标准，２００７，８（１）：４５－４６．

犤３犦贺建春，黄兰珍，余彦海 ．ＨＰＬＣ测定维尔康胶囊中甲基橙皮
苷的含量犤Ｊ犦．西北药学杂志，２００８，２３（３）：１４７－１４８．

犤４犦陈建琴．复方利血平氢氯噻嗪片中三组分的ＨＰＬＣ法测定犤Ｊ犦．
中国医药工业杂志，２０１６，４７（１）：７６－７８．

犤５犦陈洁莹，朱吉士，吴坤松．ＲＰ－ＨＰＬＣ测定脑络通胶囊中甲基
橙皮苷的含量犤Ｊ犦．现代食品与药品杂志，２００７，１７（１）：３９－４１．

犤６犦罗红军，李 慧，罗文鸿 ．高效液相色谱法测定尿样中维生
素Ｃ、Ｂ１和Ｂ２犤Ｊ犦．汕头大学医学院学报，２０１２，２５（２）：６５－６６．

犤７犦苏明武，袁 征，尹 久，等．ＨＰＬＣ法测定脑络通胶囊中甲基
橙皮苷的含量犤Ｊ犦．中国药师，２００７，１０（１１）：１０９８－１０９９．

犤８犦陈曦娟．反相高效液相色谱法检测维生素Ｂ１片中维生素Ｂ１含
量的分析犤Ｊ犦．内蒙古医学杂志，２０１８，５０（１１）：１２８１－１２８３．

犤９犦李焕宇，邓朝晖 ．ＨＰＬＣ法测定二维亚铁颗粒中维生素 Ｃ和
维生素Ｂ１的含量犤Ｊ犦．药学实践杂志，２０１３，３１（５）：３８０－３８３．

犤１０犦栗建明，隆 颖，黄思茹．ＨＰＬＣ同时测定脑络通胶囊中盐酸托哌
酮和甲基橙皮苷的含量犤Ｊ犦．中国药学杂志，２０１０，４５（１）：６０－６３．

犤１１犦索志荣，郑建斌，朱小红 ．复方三维亚油酸胶丸Ⅰ中甲基橙
皮苷和维生素 Ｃ的 ＨＰＬＣ分析犤Ｊ犦．药物分析杂志，２００５，
２５（９）：１０１２－１０１４．

牗收稿日期：２０１９－０４－１０牘

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ


