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批号

２１２８２
２０５２１
２１０２７

Ａ
０．３４
０．４２
０．３７

含量

Ｂ
０．１８
０．２１
０．２６

Ｃ
０．１９
０．２１
０．２４

取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）
Ａ

１．０６３４
１．０５２７
１．０３６８
１．０５４４
１．０２４８
１．０９２１
１．０７８３
１．０６７５
１．０２９９

Ｂ
１．０６３４
１．０５２７
１．０３６８
１．０５４４
１．０２４８
１．０９２１
１．０７８３
１．０６７５
１．０２９９

Ｃ
１．０６３４
１．０５２７
１．０３６８
１．０５４４
１．０２４８
１．０９２１
１．０７８３
１．０６７５
１．０２９９

Ａ
０．３６４７
０．３６４４
０．３５５６
０．３６１７
０．３５１５
０．３７４６
０．３６９９
０．３６６２
０．３５３３

Ｂ
０．１８８２
０．１８６３
０．１８３５
０．１８６６
０．１８１４
０．１９３３
０．１９０９
０．１８８９
０．１８２３

Ｃ
０．１９６７
０．１９４７
０．１９１８
０．１９５１
０．１８９６
０．２０２０
０．１９９５
０．１９７５
０．１９０５

Ａ
１．８７６８
１．８７６８
１．８７６８
２．３４６０
２．３４６０
２．３４６０
２．８１５２
２．８１５２
２．８１５２

Ｂ
０．６５０８
０．６５０８
０．６５０８
０．８１３５
０．８１３５
０．８１３５
０．９７６２
０．９７６２
０．９７６２

Ｃ
０．７１５２
０．７１５２
０．７１５２
０．８９４０
０．８９４０
０．８９４０
１．０７２８
１．０７２８
１．０７２８

Ａ
２．２０３６
２．２１５２
２．２０２９
２．６８１５
２．６８０６
２．６９８２
３．１７２２
３．１６５４
３．１５０９

Ｂ
０．８１２７
０．８１３９
０．８０９２
０．９７６５
０．９６８８
０．９７８１
１．１３８７
１．１４１６
１．１４０２

Ｃ
０．８９２５
０．８８１６
０．８８３７
１．０７２９
１．０５３８
１．０６７２
１．２５５３
１．２４３２
１．２４６７

Ａ
９７．９８
９８．６１
９８．４３
９８．８８
９９．２８
９９．０５
９９．５４
９９．４３
９９．３７

Ｂ
９５．９６
９６．４４
９６．１４
９７．１０
９６．７９
９６．４７
９７．０９
９７．５９
９８．１３

Ｃ
９７．２９
９６．０４
９６．７４
９８．１９
９６．６７
９６．７８
９８．４２
９７．４７
９８．４５

Ａ

９８．９５

Ｂ

９６．８６

Ｃ

９７．３４

Ａ

０．５４

Ｂ

０．７２

Ｃ

０．８８
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表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）
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庆大霉素普鲁卡因维Ｂ１２颗粒中维生素Ｂ１２含量及含量均匀度研究
陈褚建

（浙江省湖州市食品药品检验研究院，浙江 湖州 ３１３０００）
摘要：目的 建立测定庆大霉素普鲁卡因维Ｂ１２颗粒中维生素Ｂ１２含量的高效液相色谱法，并研究其含量均匀度。方法 色谱柱为ＡｌｌｔｉｍａＣ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为 ０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠－甲醇（８０∶２０，Ｖ／Ｖ），流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ３６１ｎｍ，柱温为
３５℃，进样量为５０μＬ。结果 维生素 Ｂ１２质量浓度在 ０．０１～０．３０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝５）；精密度、
稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于２．０％（ｎ＝６），平均加样回收率为９８．５３％，ＲＳＤ为０．７０％（ｎ＝６）。３批样品中维生素 Ｂ１２含量平均
值分别为９９．８１％，９８．７３％，９９．８４％，Ａ＋２．２Ｓ分别为４．１２，５．０８，６．４１。结论 该方法简便、准确，专属性强，重复性好，可用于庆大霉

素普鲁卡因维 Ｂ１２颗粒中维生素Ｂ１２的含量及含量均匀度研究。
关键词：庆大霉素普鲁卡因维Ｂ１２颗粒；高效液相色谱法；维生素 Ｂ１２；含量测定；含量均匀度
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·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

表２ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．２ Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｕｇｅｎｏｌ，ａｌａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅａｎｄｉｓｏａｌａｎ

ｔｏｌａｃｔｏｎｅｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）

注：Ａ为丁香酚，Ｂ为土木香内酯，Ｃ为异土木香内酯。表２同。
Ｎｏｔｅ牶Ａｉｓｅｕｇｅｎｏｌ，Ｂｉｓａｌａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ牞Ｃｉｓｉｓｏａｌａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ牞ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．２．
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图１ 高效液相色谱图
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Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

庆大霉素普鲁卡因维 Ｂ１２颗粒为复方制剂，具有消
炎、止痛、促进胃黏膜修复等作用，主要用于治疗慢性、

浅表性胃炎，其组分为硫酸庆大霉素、盐酸普鲁卡因和

维生素 Ｂ１２，其中维生素 Ｂ１２为形成消化道正常上皮细
胞的必需物质。该产品现行质量标准犤１犦中缺少针对维生

素 Ｂ１２的检测控制。本研究中参考２０２０年版《中国药典
（四部）》犤２犦含量均匀度检查法项下方法及文献犤３－１６犦，
建立高效液相色谱法测定庆大霉素普鲁卡因维 Ｂ１２颗
粒中维生素Ｂ１２的含量及含量均匀度，以进一步完善该
制剂的质量标准。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

１２６０型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
ＸＳ２０５ＤｕａｌＲａｎｇｅ型分析天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公
司，精度为０．０１ｍｇ）；ＫＱ－５００ＤＢ型数控超声波清洗器
（昆山市超声仪器有限公司）。

１．２ 试药

维生素 Ｂ１２对照品（中国食品药品检定研究院，批
号为 １００２４８－２０１７０５，含量为 ９０．５％）；庆大霉素普鲁
卡因维 Ｂ１２颗粒（企业 Ａ，批号分别为 ２０１９０６４９、
２０１９０８２３，２０１９０８３８）；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分
析纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｌｌｔｉｍａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流

动相：０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠－甲醇（８０∶２０，Ｖ／Ｖ）；流
速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３６１ｎｍ；柱温：３５℃；进样
量：５０μＬ。
２．２ 溶液制备

取维生素 Ｂ１２对照品 ２７．５６ｍｇ，置 ２５０ｍＬ容量瓶
中，加流动相溶解并定容，摇匀，即得对照品贮备液；精

密量取 １ｍＬ，置 １００ｍＬ容量瓶中，加流动相定容，摇
匀，即得对照品溶液。取样品５袋，研细，精密称取适量（相
当于维生素Ｂ１２０．０２ｍｇ），置１００ｍＬ容量瓶中，加流动相
溶解并定容，摇匀，即得供试品溶液。按庆大霉素普鲁卡

因维 Ｂ１２颗粒处方和工艺，制备缺维生素 Ｂ１２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

专属性试验：精密吸取２．２项下 ３种溶液各适量，
按 ２．１项下色谱条件进样测定，记录色谱图。阴性对照
品溶液色谱中，在与维生素 Ｂ１２对照品溶液色谱相应保
留时间处无干扰峰，表明专属性好。详见图１。

线性关系考察：精密量取对照品溶液 ０．１，０．５，
１．０，１．５，３．０ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加流动相定容，摇
匀，制成系列对照品溶液，精密量取１０μＬ，按２．１项下
色谱条件进样测定，记录峰面积，以维生素 Ｂ１２质量浓
度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性
回归，得回归方程 Ｙ＝２３１．８８７Ｘ－０．１２８，ｒ＝０．９９９９
牗ｎ＝５牘。结果表明，维生素 Ｂ１２质量浓度在 ０．０１～
０．３０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。
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取样量（ｇ）

２．５２６４
２．５１４２
２．５１３９
２．５２１６
２．５２７３
２．５２２１

样品含量（μｇ）

９．９８
９．９３
９．９３
９．９６
９．９８
９．９６

加入量（μｇ）

９．９８
９．９８
９．９８
９．９８
９．９８
９．９８

测得量（μｇ）

１９．７６
１９．８１
１９．７８
１９．７５
１９．９２
１９．７２

回收率（％）

９８．００
９９．００
９８．７０
９８．１０
９９．６０
９７．８０

Ｘ（％）

９８．５３

ＲＳＤ（％）

０．７０

２０１９０６４９
２０１９０８２３
２０１９０８３８

１
９９．６１
９７．８３
１０３．９０

２
９９．８３
９６．１１
９８．３９

３
１０１．２０
１００．７２
９９．２８

４
１０２．３１
９９．５４
１０２．６１

５
９８．２２
９９．８１
９７．２９

６
９６．９７
９７．５１
９９．８３

７
１００．３１
９８．０４
９５．４９

８
９８．５５
１００．９２
１００．４１

９
１０２．４３
９６．５９
１０３．７１

１０
９８．７１
１００．２２
９７．５１

Ｘ
９９．８１
９８．７３
９９．８４

４．１２
５．０８
６．４１

表１ 维生素Ｂ１２加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ１２（ｎ＝６）

精密度试验：精密量取 ２．２项下对照品溶液适量，
按 ２．１项下色谱条件连续进样测定６次，记录峰面积。
结果维生素 Ｂ１２峰面积的 ＲＳＤ为 ０．１０％（ｎ＝６），表明
仪器精密度良好。

稳定性试验：取 ２．２项下供试品溶液适量，分别于
室温下放置 ０，２，４，６，８，１０，１２ｈ时按 ２．１项下色谱条
件进样测定，记录峰面积。结果维生素 Ｂ１２峰面积的
ＲＳＤ为０．６４％（ｎ＝７），表明供试品溶液在室温放置１２ｈ
内基本稳定。

重复性试验：取样品（批号为 ２０１９０６４９）适量，按
２．２项下方法制备供试品溶液，平行 ６份，按 ２．１项下
色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算含量。结果维生

素 Ｂ１２平均含量为标示量的 ９９．７％，ＲＳＤ为 ０．５３％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量样品（批号为２０１９０６４９）
适量，精密称定，共６份，精密加入维生素Ｂ１２对照品贮
备液 ０．１ｍＬ，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，再按
２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算加样
回收率。结果见表１。

２．４ 样品含量及含量均匀度测定

含量测定：取 ３批样品各适量，按 ２．２项下方法
制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样测定，记
录峰面积，并计算样品含量。结果３批样品中维生素Ｂ１２
的含量分别为标示量的 ９９．８２％，９８．９３％，１００．２２％
（ｎ＝３）。

含量均匀度测定：取 ３批样品，每批 １０袋，分别置
１００ｍＬ容量瓶中，加流动相溶解并定容，摇匀，按２．１项下
色谱条件进样测定，记录峰面积，计算样品含量，并计算

Ａ＋２．２Ｓ的值。结果见表２。

含量（％）
Ａ＋２．２Ｓ批号

表２ 维生素Ｂ１２含量均匀度计算结果（ｎ＝１０）
Ｔａｂ．２ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ１２（ｎ＝１０）

３ 讨论

３．１ 检测波长选择

预试验中，取对照品溶液，２００～４００ｎｍ波长范围
内扫描，结果维生素 Ｂ１２在 ３６１ｎｍ和 ２７８ｎｍ波长处均
有最大吸收，考虑到检测灵敏度及制剂中其他组分的干

扰，最终选择３６１ｎｍ作检测波长。
３．２ 流动相选择

预试验中比较了 ０．５％三乙胺溶液 －乙腈、水（用
１０％稀磷酸调 ｐＨ为 ４．５）－乙腈、０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二
氢铵溶液（磷酸调 ｐＨ至 ３．０）－乙腈、０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸
二氢钠－甲醇等多组流动相系统，结果以０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷
酸二氢钠 －甲醇（８０∶２０，Ｖ／Ｖ）为流动相时，维生素Ｂ１２
色谱峰对称性好，并与制剂中其他组分达到基线分离。

３．３ 方法评价

２０２０年版《中国药典（四部）》中规定，每 １个单剂
标示量小于２５ｍｇ的片剂、硬胶囊剂、颗粒剂或散剂等，
均应检查含量均匀度，庆大霉素普鲁卡因维Ｂ１２颗粒中
维生素 Ｂ１２标示量为 ０．０２ｍｇ，应建立该成分的含量均
匀度检查项目。本研究结果显示，３批制剂的含量均匀

度均符合要求。

所建立的方法简便、准确，专属性强，重复性好，可

用于测定庆大霉素普鲁卡因维Ｂ１２颗粒中维生素Ｂ１２的
含量及含量均匀度。
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