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高效液相色谱双波长法测定复方罗布麻片Ⅰ中３组分含量
刘倩倩，蒋 磊△

（安徽省第二人民医院，安徽 合肥 ２３００４１）
摘要：目的 建立测定复方罗布麻片Ⅰ中泛酸钙、氢氯噻嗪及维生素 Ｂ６含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱
牗２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ牘，流动相为０．１２％庚烷磺酸钠（Ａ，冰醋酸调ｐＨ至３．０）－乙腈牗Ｂ牘，梯度洗脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，
检测波长为 ２００ｎｍ（泛酸钙）和 ２７５ｎｍ（其他），进样量为 ２０μＬ。结果 泛酸钙质量浓度在 １．３３３～１３．３５０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９），氢
氯噻嗪质量浓度在 ７．８２７～７８．２７０μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００），维生素 Ｂ６质量浓度在 ２．５４６～２５．４６０μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００）范围内与峰面积
线性关系良好；泛酸钙、氢氯噻嗪、维生素 Ｂ６的加样回收率分别为１００．８５％，９９．６７％，１００．７４％，ＲＳＤ分别为 １．３１％，０．４４％，１．３６％
（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便、重复性好、结果准确，可用于复方罗布麻片Ⅰ的质量控制。
关键词：高效液相色谱法；双波长；复方罗布麻片Ⅰ；泛酸钙；氢氯噻嗪；维生素 Ｂ６；含量测定
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ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

复方罗布麻片Ⅰ是由罗布麻叶、野菊花、防己３味中
药及泛酸钙、氢氯噻嗪、维生素 Ｂ６、维生素Ｂ１、硫酸双肼
屈嗪、盐酸异丙嗪组方的复方制剂，是临床常用降血压

药，药效协同犤１－３犦，成分复杂犤４－５犦。现行质量标准中仅有氢

氯噻嗪犤６－７犦的含量测定和盐酸异丙嗪的薄层鉴别，过于简

单，不利于产品质量的控制。本研究中参考文献犤８－１１犦，
分析了极性及稳定性等性质来确定溶剂、固定相及流动

相，最终采用高效液相色谱双波长法同时测定该复方制

剂中泛酸钙、氢氯噻嗪及维生素Ｂ６的含量。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＣ－２０ＡＤ型高效液相色谱仪，配有 ＬＣ－２０ＡＤ型
紫外可见光度检测器（日本岛津公司）；ＥｌｍａｓｏｎｉｃＰ６０Ｈ
型超声仪（德国 Ｅｌｍａｓｏｎｉｃ公司，功率为 ３２０Ｗ，频率为

８０ｋＨｚ）；ＸＳ－１０５型电子分析天平（梅特勒 －托利多仪
器有限公司，精度为十万分之一）；ＢＩＮＤＥＲＰＤ６０型电
热干燥箱牗德国Ｂｉｎｄｅｒ公司牘。
１．２ 试药

泛酸钙对照品（批号为 １００３７０－２０１４０２，纯度为
９７．５％），氢氯噻嗪对照品（批号为１００３０９－２０１１０３，纯
度为 ９９．８％），维生素 Ｂ６对照品（批号为 １００１１６－
２０１１０３，纯度为 ９９．９％），均购自中国食品药品检定研
究院；复方罗布麻片Ⅰ（某药业集团有限公司，批号分别
为１５１００１，１５１００２，１５１００３）；庚烷磺酸钠、乙腈、甲醇均
为色谱纯，水和冰醋酸均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ
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表１ 流动相梯度洗脱程序

Ｔａｂ．１ Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

时间牗ｍｉｎ牘

０～３０
３０．０１～６０
６０．０１～７５

流动相Ａ（％）

９６
９２
９６

流动相Ｂ（％）

４
８
４

１．泛酸钙 ２．氢氯噻嗪 ３．维生素 Ｂ６
Ａ－Ｃ．对照品溶液 Ｄ，Ｅ．阴性对照品溶液 Ｆ，Ｇ．供试品溶液

图１ 高效液相色谱图

１．ｃａｌｃｉｕｍｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ ２．ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｏｔｈｉａｚｉｄｅ ３．ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

Ａ－ Ｃ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｄ，Ｅ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｆ，Ｇ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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０ １０ ２０ ３０
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０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０ ７０
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５０

２５

０

－２５

０ ５ １０ １５
ｔ／ｍｉｎ

Ａ牗２００ｎｍ牘 Ｂ牗２７５ｎｍ牘 Ｃ牗２７５ｎｍ牘

Ｄ牗２００ｎｍ牘 Ｅ牗２７５ｎｍ牘 Ｆ牗２００ｎｍ牘 Ｇ牗２７５ｎｍ牘

ｍＡＵ ｍＡＵ ｍＡＵ

１
１４．０８７

１
１４．０８７

２６．５７８ ５５．１６３

１１４．０８７

２
２６．５７８ ５５．１６３

成分

泛酸钙

氢氯噻嗪

维生素 Ｂ６

回归方程

Ｙ＝１×１０７Ｘ＋１９１．９１
Ｙ＝４×１０７Ｘ＋９８８０．２
Ｙ＝１×１０７Ｘ＋２３．４５８

ｒ
０．９９９９
１．００００
１．００００

线性范围（μｇ／ｍＬ）

１．３３５～１３．３５０
７．８２７～７８．２７０
２．５４６～２５．４６０

检测限牗μｇ牘

１．０６８
０．０３７
０．１４１

定量限牗μｇ牘

３．３３８
０．１２２
０．５０９

表 ２ 各被测成分线性关系考察、检测限及定量限测定结果

（ｎ＝６）
Ｔａｂ．２ ＬｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｔｈｒｅｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬＯＱ

ａｎｄＬＯＤ（ｎ＝６）

流动相：０．１２％庚烷磺酸钠（Ａ，冰醋酸调 ｐＨ至 ３．０）－
乙腈牗Ｂ牘，梯度洗脱牗程序见表１牘；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温：３５℃；检测波长：泛酸钙２００ｎｍ，其他２７５ｎｍ；进样
量：２０μＬ。
２．２ 溶液制备

对照品贮备液：取泛酸钙对照品 １２．５ｍｇ，氢氯
噻嗪对照品 １６．０ｍｇ，维生素 Ｂ６对照品 １２．５ｍｇ，精密
称定，分别置 ５０ｍＬ，１０ｍＬ，２５ｍＬ容量瓶中，泛酸钙和
维生素Ｂ６加流动相溶解稀释，氢氯噻嗪先加２ｍＬ甲醇
超声溶解，再加流动相稀释至刻度，即得对照品贮备液

Ａ，Ｂ，Ｃ。
对照品溶液：精密量取上述对照品贮备液 Ａ，Ｂ，Ｃ

各 １ｍＬ，分别置 １０，１００，１０ｍＬ容量瓶中，加流动相稀
释至刻度，即得对照品溶液Ａ，Ｂ，Ｃ。

供试品溶液：取本品２０片，研细，取粉末适量（约相
当于氢氯噻嗪 ３．２ｍｇ）精密称定，置 ２５ｍＬ容量瓶中，
加甲醇适量，加流动相适量，超声处理 ３０ｍｉｎ，使其溶
解，加流动相稀释至刻度，过滤，即得。

阴性对照品溶液：按处方比例制备不含泛酸钙、氢

氯噻嗪及维生素 Ｂ６的阴性样品，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

阴性干扰试验：取对照品溶液、供试品溶液和阴性

对照品溶液各适量，分别按 ２．１项下色谱条件进样测
定。结果对照品溶液与供试品溶液色谱在相同保留时间

处有对应色谱峰出现，阴性对照无干扰。色谱图见图１。
线性关系考察及检测限与定量限测定：分别精密吸

取对照品贮备液 Ａ，Ｂ，Ｃ各 １，３，５，１０，１５，２０ｍＬ，分别
置 ５０ｍＬ容量瓶中，流动相定容，按 ２．１项下色谱条件
进样测定。以峰面积（Ｙ）为纵坐标、对照品质量浓度（Ｘ，
μｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回归。分别以信噪比（Ｓ／Ｎ）
为３∶１和 １０∶１为基准测得各化合物的检测限和定量
限。结果见表２。

精密度试验：分别精密量取上述对照品溶液 Ａ，Ｂ，
Ｃ各２０μＬ，注入液相色谱仪，连续测定６次，记录峰面积。
结果泛酸钙、氢氯噻嗪、维生素Ｂ６峰面积的 ＲＳＤ分别为
０．３４％，０．１２％，０．０８％（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，分别于０，３，
６，９，１２，２４ｈ时按 ２．１项下色谱条件进样测定。结果泛
酸钙、氢氯噻嗪、维生素 Ｂ６峰面积的 ＲＳＤ分别为
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成分

泛酸钙

氢氯噻嗪

维生素 Ｂ６

样品含量（ｍｇ）

０．６８２
０．６６６
０．６７１
０．６７７
０．６７９
０．６７８
４．２８８
４．１８９
４．２２５
４．２６１
４．２７２
４．２６７
１．１０５
１．０７９
１．０８９
１．０９８
１．１０１
１．１００

加入量（ｍｇ）

０．４９４
０．４９４
０．６１７
０．６１７
０．７４１
０．７４１
３．０９９
３．０９９
３．８７４
３．８７４
４．６４９
４．６４９
１．０４１
１．０４１
１．３０１
１．３０１
１．５６１
１．５６１

测得量（ｍｇ）

１．１８７
１．１６１
１．２８３
１．２９２
１．４３４
１．４３３
７．３７２
７．２９９
８．０７６
８．１０５
８．９２４
８．８９０
２．１５５
２．１０７
２．３８５
２．４１１
２．６９９
２．６９１

回收率（％）

１０２．２３
１００．２０
９９．１９
９９．６８
１０１．８９
１０１．８９
９９．５２
１００．３６
９９．４１
９９．２３
１００．０６
９９．４４
１００．８６
９８．７５
９９．６２
１００．９２
１０２．３７
１０１．９２

Ｘ（％）

１００．８５

９９．６７

１００．７４

ＲＳＤ（％）

１．３１

０．４４

１．３６

表３ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝６）

１．１８％，０．３５％，０．３１％（ｎ＝６），表明供试品溶液在
２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取同一批（批号为１５１００１）样品６份，
依法制备供试品溶液，以外标法计算泛酸钙、氢氯噻嗪

及维生素 Ｂ６的含量。结果含量的 ＲＳＤ分别为 ０．３１％，
０．２９％，０．５３％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的同一批牗批号为
１５１００１牘样品 １片，研细取粉末，置５０ｍＬ容量瓶中，依
法制备供试品溶液，分别加入对照品溶液适量，进样

２０μＬ，测定含量，并计算回收率。结果见表３。

２．４ 样品含量测定

取样品牗批号分别为１５１００１，１５１００２，１５１００３牘，依法
制备供试品溶液，分别精密量取２０μＬ，进样测定峰面积，
按外标法计算含量。结果３批样品中泛酸钙、氢氯噻嗪、维
生素Ｂ６的平均含量分别为４３．２６％，９５．５４％，５２．３８％。
３ 讨论

３．１ 色谱柱选择

曾比较 ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
Ａｇｉｌｅｎｔ５ＨＣＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），Ｗａｔｅｒｓ
ＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）的色谱
图，以分离度为优化指标，结果４种色谱柱的分离度分
别为 ３．１２５，１．８７５，３．０７５，１．９５０，故色谱柱选择 Ｋｒｏ
ｍａｓｉｌＣ１８柱。
３．２ 溶剂选择

参考文献犤１２－１３犦，氢氯噻嗪在水中不溶，在乙醇

中微溶。流动相中有机相比例小，故先采用适量甲醇超

声溶解，加流动相定容。泛酸钙极不稳定，易降解，水溶

液中显中性或弱碱性，流动相为酸性环境，故泛酸钙极

易降解，需要及时配制。样品中含有多种中药，成分复

杂，且流动相中离子对浓度大，故应对色谱柱进行保护。

３．３ 波长选择

因泛酸钙无最大吸收波长，故于 ２００ｎｍ波长处末
端吸收测定含量，另 ２种物质氢氯噻嗪和维生素 Ｂ６的
最大吸收波长分别为２７１ｎｍ和２９１ｎｍ。考虑到含量测
定的均衡性，确定测定波长为 ２７５ｎｍ。因此，泛酸钙测
定波长选择 ２００ｎｍ，氢氯噻嗪和维生素 Ｂ６测定波长选
择２７５ｎｍ。
３．４ 方法评价

本研究中建立的高效液相色谱双波长法，同时测定

复方罗布麻片Ⅰ中 ３组分的含量，简便易行，可操作性
强，重复性好，结果准确，可用于复方罗布麻片Ⅰ中泛酸
钙、氢氯噻嗪和维生素Ｂ６的含量测定。
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