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高效液相色谱法同时测定小儿四维葡钙片中高效液相色谱法同时测定小儿四维葡钙片中 66种成分含量种成分含量
夏方亮，顾晶晶，王建强，曹洪杰，雷永艳

（山东省滨州市检验检测中心·山东省滨州市化学药物研发与质量控制重点实验室，山东 滨州 256600）
摘要摘要：：目的 建立同时测定小儿四维葡钙片中 6种成分含量的高效液相色谱法。方法 采用高效液相色谱法测定制剂中葡萄糖、蔗糖、

维生素 D2的含量，采用超高效液相色谱法测定制剂中维生素 B1、维生素 B2、维生素 C的含量。色谱柱，葡萄糖和蔗糖为 Ultimate XB -
NH2氨基柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），维生素 B1、维生素 B2、维生素 C为 Acquity UPLC HSS T3柱（150 mm × 2. 1 mm，1. 8 µm），维生素 D2
为广州研创 Gensial® C18柱（150 mm × 4. 6 mm，5 µm）；流动相，葡萄糖和蔗糖为乙腈 -水 -氨水（80∶20∶0. 1，V / V / V），维生素 B1、维
生素 B2、维生素 C为 0. 02 mol / L磷酸二氢铵溶液（含 0. 05%庚烷磺酸钠，用磷酸调 pH至 3. 0）-甲醇（80∶20，V / V），维生素 D2为乙

腈 - 0. 5% 甲酸溶液（95∶5，V / V）；流速，葡萄糖、蔗糖、维生素 D2为 1. 0 mL / min，维生素 B1、维生素 B2、维生素 C 为 0. 2 mL / min；检

测波长，维生素 B1、维生素 B2、维生素 C为 267 nm，维生素 D2为 264 nm；检测器，葡萄糖和蔗糖为示差折光检测器，维生素 B1、维生素 B2、
维生素 C 为二极管阵列（PDA）检测器，维生素 D2为紫外 - 可见分光光度检测器；柱温，葡萄糖、蔗糖、维生素 D2为 40 ℃，维生素 B1、
维生素 B2、维生素 C 为 35 ℃；进样量，葡萄糖、蔗糖、维生素 D2为 10 µL，维生素 B1、维生素 B2、维生素 C 为 1 µL。结果 葡萄糖、蔗

糖、维生素 B1、维生素 B2、维生素 C、维生素 D2的质量浓度分别在 1. 00～20. 00 mg / mL、1. 00～20. 00 mg / mL、0. 80～24. 00 µg / mL、
0. 40～12. 00 µg / mL、10. 00～300. 00 µg / mL、0. 10～10. 00 µg / mL 范围内与峰面积线性关系良好（R2 ≥ 0. 999 1）；检测限分别为

1. 00 µg、2. 00 µg、0. 02 ng、0. 01 ng、0. 025 ng、0. 20 ng，定量限分别为 3. 00 µg、6. 00 µg、0. 80 ng、0. 40 ng、0. 10 ng、0. 50 ng；精密度、稳

定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 2. 50%；平均加样回收率分别为 99. 18%，99. 47%，98. 83%，98. 54%，99. 49%，98. 80%，RSD 分别

为 1. 61%，2. 28%，1. 82%，2. 47%，2. 33%，2. 72%（n = 6）。3 批样品中每片分别含以上 6 种成分 148. 702～153. 218 mg、148. 623～
151. 419 mg 、0. 198～0. 203 mg、0. 098～0. 103 mg、2. 488～2. 512 mg、1. 632～1. 689 µg。结论 该方法操作简便、专属性强、重复性

好、结果准确，可用于同时测定小儿四维葡钙片中主要成分的含量。
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Content Determination of Six Components in Xiao′er Siwei Pugai Tablets by HPLC
XIA Fangliang，GU Jingjing，WANG Jianqiang，CAO Hongjie，LEI Yongyan

（Binzhou Testing Center · Binzhou Key Laboratory of Chemical Drug R&D and Quality Control，Binzhou，Shandong 256600，China）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography（HPLC） method for the simultaneous determination
of six components in Xiao'er Siwei Pugai Tablets. Methods The contents of glucose，sucrose，and vitamin D2 in the preparation
were determined by the HPLC method，while the contents of vitamin B1，vitamin B2，and vitamin C in the preparation were
determined by the ultra - high - performance liquid chromatography（UPLC） method. Chromatographic columns：the Ultimate XB -
NH2 amino column（250 mm × 4. 6 mm，5 µm） was used for glucose and sucrose，the Acquity UPLC HSS T3 column（150 mm ×
2. 1 mm，1. 8 µm）was used for vitamin B1，vitamin B2 and vitamin C，and the Guangzhou Yanchuang Gensial® C18 column（150 mm ×
4. 6 mm，5 µm） was used for vitamin D2. Mobile phases：acetonitrile - water - ammonia solution（80∶20∶0. 1，V / V / V） was set
for glucose and sucrose，0. 02 mol / L ammonium dihydrogen phosphate solution （containing 0. 05% sodium heptane sulfonate，
adjusted to pH 3. 0 with phosphoric acid） - methanol （80∶20，V / V） was set for vitamin B1，vitamin B2，and vitamin C，and
acetonitrile - 0. 5% formic acid solution（95∶5，V / V） was set for vitamin D2. Flow rates：1. 0 mL / min was set for glucose，
sucrose，and vitamin D2，and 0. 2 mL / min was set for vitamin B1，vitamin B2，and vitamin C. Detection wavelengths：267 nm was
set for vitamin B1，vitamin B2，and vitamin C，and 264 nm was set for vitamin D2. Detectors：the UV - visible spectrophotometric
refractive index detector was used for determining glucose and sucrose，the photo - diode array （PDA） detector was used for
determining vitamin B1，vitamin B2，and vitamin C，and the UV - visible spectrophotometric detector was used for determining
vitamin D2. Column temperatures：40 ℃ was set for glucose，sucrose，and vitamin D2，and 35 ℃ was set for vitamin B1，vitamin B2，
and vitamin C. Injection volumes：10 µL was set for glucose，sucrose，and vitamin D2，and 1 µL was set for vitamin B1，vitamin B2，
and vitamin C. Results The linear ranges for glucose，sucrose，vitamin B1，vitamin B2，vitamin C，and vitamin D2 were 1. 00 -
20. 00 mg / mL，1. 00 - 20. 00 mg / mL，0. 80 - 24. 00 µg / mL，0. 40 - 12. 00 µg / mL，10. 00 - 300. 00 µg / mL，and 0. 10 -
10. 00 µg / mL （R² ≥ 0. 999 1），respectively. The limits of detection of the above six components were 1. 00 µg，2. 00 µg，
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小儿四维葡钙片由维生素B1、维生素B2、维生素C、
维生素D2、葡萄糖酸钙、葡萄糖、蔗糖、辅料等制成，主

要用于预防和补充儿童体内维生素及钙质的不足。现

有质量标准中仅有葡萄糖酸钙的含量测定方法［1］，未对

其他主要成分进行质量控制。其中，维生素B1、维生素B2、
维生素 D2的含量较少［分别为每片 0. 2 mg、0. 1 mg、
1. 75 µg（计70 U /片）］，且维生素B2和维生素D2的稳定

性较差，为保证儿童用药安全有效和药品质量可控，应

建立其主要成分的含量测定方法。故本研究中建立了

同时测定小儿四维葡钙片中主要成分葡萄糖、蔗糖、维

生素 B1、维生素 B2、维生素 C、维生素D2含量的高效液

相色谱法，旨在提升小儿四维葡钙片的质量。现报道

如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

LC - 20A型高效液相色谱（HPLC）仪［岛津企业管

理 < 中国 > 有限公司，含 RID - 10A REFRACTIVE
INDEX型示差折光检测器及 SPD - 20A Prominence型
紫外 - 可见分光光度（UV - Vis）检测器］；Acquity
H - Class型超高效液相色谱（UPLC）仪［沃特世科技

（上海）有限公司，含 eλ型二极管阵列（PDA）检测器］；

XSE205DU型电子天平（梅特勒托利多科技 <中国 >有

限公司，精度为 0. 01 mg）；KQ - 300VDV型超声波清洗

仪（昆山市超声仪器有限公司，功率为 300 W，频率为

45 kHz）；Sorvall ST16型高速离心机（赛默飞世尔科

技 <中国 >有限公司）。

1. 2 试药

小儿四维葡钙片（山东新华制药股份有限公司，批

号分别为 2405117，2405118，2405119）；葡萄糖对照品

（批号为 110833 - 202109，纯度为 99. 9%），蔗糖对照品

（批号为 111507 - 202406，纯度为 100. 0%），维生素 B1
对照品（批号为 100390 - 202107，纯度为 97. 4%），维生

素B2对照品（批号为100369 - 202206，纯度为99. 4%），维
生素C对照品（批号为100425 - 202105，纯度为100. 0%），

维生素 D2对照品（批号为 100155 - 202309，纯度为

99. 9%），均购自中国食品药品检定研究院；甲醇、乙腈

均为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为优级纯。

2 方法与结果

2. 1 HPLC 法测定葡萄糖与蔗糖含量

2. 1. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ultimate XB -NH2氨基柱（250mm× 4. 6 mm，
5 µm）；流动相［2 - 7］：乙腈 - 水 - 氨水（80∶20∶0. 1，
V / V / V）；流速：1. 0 mL / min；检测器：示差折光检测

器；柱温：40 ℃；进样量：10 µL。在此色谱条件下，理论

板数按葡萄糖、蔗糖峰计分别应不低于 8 000，10 000，
葡萄糖与蔗糖的分离度大于8. 0。
2. 1. 2 溶液制备

取葡萄糖对照品和蔗糖对照品各适量，精密称定，

加50%乙腈制成葡萄糖和蔗糖质量浓度均为10 mg / mL
的混合对照品溶液。取样品适量（约相当于葡萄糖

500 mg、蔗糖 500 mg），研成细粉，精密称定，置 50 mL容
量瓶中，加 50%乙腈适量，超声处理（功率为 300 W，频

率为 45 kHz）15 min，加 50%乙腈定容，摇匀，即得供试

品溶液。按处方比例分别制备缺葡萄糖、缺蔗糖、缺葡

萄糖 + 蔗糖的阴性样品，按供试品溶液制备方法分别

制备阴性对照品溶液。

2. 1. 3 方法学考察

专属性试验：取 2. 1. 2项下混合对照品溶液、供试

品溶液、3种阴性对照品溶液各 10 µL，按 2. 1. 1项下色

谱条件进样测定，记录色谱图。结果供试品溶液色谱

中，在与混合对照品溶液色谱相同保留时间处有相应

色谱峰出现，且阴性对照无干扰，表明方法专属性良

好。详见图1。
线性关系考察：取 2. 1. 2项下混合对照品溶液适

量，加 50%乙腈稀释成系列梯度质量浓度（葡萄糖与蔗

糖质量浓度均分别为 1. 00，2. 00，5. 00，10. 00，12. 00，
15. 00，20. 00 mg / mL）的线性溶液，按 2. 1. 1项下色谱

条件进样测定，以质量浓度（X，mg / mL）为横坐标、峰面

积（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程分别为

Y葡 = 38 236. 0 X葡 - 11 063. 0（R2 = 0. 999 1，n = 7）和

Y蔗 = 88 603. 0 X蔗 + 3 400. 2（R2 = 0. 999 8，n = 7）。结果

表明，葡萄糖、蔗糖的质量浓度均在1. 00～20. 00 mg / mL
范围内与峰面积线性关系良好。

检测限与定量限确定：取线性关系考察项下系列

0. 02 ng，0. 01 ng，0. 025 ng，and 0. 20 ng，and the limits of quantification of the above six components were 3. 00 µg，6. 00 µg，
0. 80 ng，0. 40 ng，0. 10 ng，and 0. 50 ng，respectively. The RSDs of the precision，stability，and repeatability tests were all lower than
2. 50%. The average recoveries of the above six components were 99. 18%，99. 47%，98. 83%，98. 54%，99. 49%，and 98. 80%，with
RSDs of 1. 61%，2. 28%，1. 82%，2. 47%，2. 33%，and 2. 72% （n = 6），respectively. In the three batches of samples，the six
components in each tablet were in the ranges of 148. 702 - 153. 218 mg，148. 623 - 151. 419 mg，0. 198 - 0. 203 mg，0. 098 -
0. 103 mg，2. 488 - 2. 512 mg，and 1. 632 - 1. 689 µg，respectively. Conclusion The method is simple，specific，reproducible，and
accurate，which can be used for simultaneous determination of six components in Xiao'er Siwei Pugai Tablets.
Key wordsKey words：：Xiao'er Siwei Pugai Tablets；HPLC；UPLC；glucose；sucrose；vitamin B1；vitamin B2；vitamin C；vitamin D2；content determination
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1. 葡萄糖 2. 蔗糖

A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液 C - E. 阴性对照品溶液（分别缺葡萄糖 + 蔗糖、葡萄糖、蔗糖）

图1 高效液相色谱图

1. Glucose 2. Sucrose
A. Mix reference solution B. Test solution C - E. Negative reference solution（lack of glucose + sucrose，glucose，and sucrose，respectively）

Fig. 1 HPLC chromatograms
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梯度质量浓度的线性溶液各适量，按 2. 1. 1项下色谱条

件进样测定，分别以信噪比（S / N）为 3∶1和 10∶1时的

进样量作为检测限与定量限。结果葡萄糖的检测限和

定量限分别为 1. 00，3. 00 µg，蔗糖的检测限和定量限

分别为2. 00，6. 00 µg。
精密度试验：取 2. 1. 2项下混合对照品溶液适量，

按 2. 1. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面

积。结果葡萄糖和蔗糖峰面积的 RSD分别为 0. 05%和

0. 03%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为 2405119）适量，精密

称定，按 2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，分别于室温

放置 0，2，4，6，8，12，24 h时按 2. 1. 1项下色谱条件进样

测定，记录峰面积。结果葡萄糖和蔗糖峰面积的RSD分

别为 0. 67%和 0. 53%（n = 7），表明供试品溶液室温放

置24 h内稳定性良好。

重复性试验：取样品（批号为 2405119）适量，精密

称定，平行 6份，按 2. 1. 2项下方法平行制备供试品溶

液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并计

算含量。结果葡萄糖和蔗糖的平均含量分别为每片含

153. 22，148. 63 mg，RSD分别为1. 93%和2. 31%（n = 6），

表明方法重复性良好。

加样回收试验：取除样品处方中葡萄糖和蔗糖外

的其他原料和辅料，按处方比例制备阴性样品 6份，按

处方比例加葡萄糖对照品和蔗糖对照品各适量，按

2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1. 1项下色谱条

件进样测定，记录峰面积，并计算回收率。结果葡萄糖

和蔗糖的平均回收率分别为 99. 18%和 99. 47%，RSD
分别为1. 61%和2. 28%（n = 6），表明方法准确度良好。

2. 1. 4 样品含量测定

取 3批（批号分别为 2405117，2405118，2405119）样

品各适量，精密称定，按 2. 1. 2项下方法制备供试品溶

液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并按

外标法计算样品中葡萄糖和蔗糖的含量。结果见表1。
表1 每片小儿四维葡钙片中6种成分含量测定结果

Tab. 1 Results of the content determination of six components in
each Xiao′er Siwei Pugai Tablets

批号

2405117
2405118
2405119

葡萄糖

（mg）
150. 523
148. 702
153. 218

蔗糖

（mg）
149. 805
151. 419
148. 623

维生素B1
（mg）
0. 195
0. 203
0. 198

维生素B2
（mg）
0. 103
0. 098
0. 099

维生素C
（mg）
2. 488
2. 509
2. 512

维生素D2
［µg（U）］

1. 632（65. 28）
1. 653（66. 12）
1. 689（67. 56）

2. 2 UPLC法测定维生素 B1、维生素 B2、维生素 C含量

2. 2. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Acquity UPLC HSS T3柱（150 mm × 2. 1 mm，
1. 8 µm）；流动相［8 - 12］：0. 02 mol / L磷酸二氢铵溶液

（含 0. 05%庚烷磺酸钠，用磷酸调 pH至 3. 0）- 甲醇

（80∶20，V / V）；流速：0. 2 mL / min；检测波长：267 nm；
检测器：PDA检测器；柱温：35 ℃；进样量：1 µL。在此色谱

条件下，理论板数按维生素C、维生素B1、维生素B2峰计分

别应不低于6 000，8 000，7 000，维生素C与维生素B1、维生

素B1与维生素B2的分离度分别大于17. 0和13. 0。
2. 2. 2 溶液制备

取维生素B1对照品、维生素B2对照品和维生素C对
照品各适量，精密称定，加50%甲醇制成维生素B1、维生

素 B2、维生素 C质量浓度分别为 8，4，100 µg / mL的混

合对照品溶液。取样品适量（约相当于维生素B1 20 mg，
维生素 B2 10 mg，维生素 C 250 mg），研成细粉，精密称
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定，置 100 mL容量瓶中，加 50%甲醇适量，超声处理（功

率为 300 W，频率为 45 kHz）10 min，加 50%甲醇定容，

摇匀，滤过，精密量取滤液 1 mL，置 25 mL容量瓶中，加

50%甲醇定容，摇匀，即得供试品溶液。按处方比例分

别制备缺维生素B1、维生素B2、维生素C的单一阴性样

品和缺以上 3种成分的阴性样品，按供试品溶液制备方

法分别制备阴性对照品溶液。

2. 2. 3 方法学考察

专属性试验：取 2. 2. 2项下混合对照品溶液、供试

品溶液、4种阴性对照品溶液各 1 µL，按 2. 2. 1项下色

谱条件进样测定，记录色谱图。结果供试品溶液色谱

中，在与混合对照品溶液色谱相同保留时间处有相应

色谱峰出现，且阴性对照无干扰，表明方法专属性良

好。详见图2。
线性关系考察：取2. 2. 2项下混合对照品溶液适量，

加 50%甲醇稀释成系列梯度质量浓度（维生素 B1质量

浓度分别为0. 80，1. 60，4. 00，8. 00，16. 00，24. 00 µg / mL，
维生素 B2 质量浓度分别为 0. 40，0. 80，2. 00，4. 00，
8. 00，12. 00 µg / mL，维生素 C质量浓度分别为 10. 00，
20. 00，50. 00，100. 00，200. 00，300. 00 µg / mL）的线

性溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件进样测定，以质量浓

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 YB1 = 10 130. 0 XB1 - 2 588. 2，
YB2 = 26 209. 0 XB2 - 4 339. 7，YC = 3 348. 3 XC - 11 802. 0
（R2 = 0. 999 9，n = 6）。结果表明，维生素B1、维生素B2、维
生素 C 的 质 量 浓 度 分 别 在 0. 80～24. 00 µg / mL、
0. 40～12. 00 µg / mL、10. 00～300. 00 µg / mL范围内

与峰面积线性关系良好。

检测限与定量限确定：取线性关系考察项下系列

梯度质量浓度的线性溶液各适量，按 2. 2. 1项下色谱条

件进样测定，分别以 S / N为 3∶1和 10∶1时的进样量作

为检测限与定量限。结果维生素 B1的检测限和定量限

分别为 0. 02，0. 80 ng，维生素 B2的检测限和定量限分

别为 0. 01，0. 40 ng，维生素C的检测限和定量限分别为

0. 025，0. 10 ng。
精密度试验：取 2. 2. 2项下混合对照品溶液适量，

按2. 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B1、维生素B2、维生素C峰面积的RSD分别

为0. 02%，0. 02%，0. 04%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为 2405119）适量，精密

称定，按 2. 2. 2项下方法制备供试品溶液，分别于室温

放置 0，2，4，6，8，12 h时按 2. 2. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。结果维生素B1、维生素B2、维生素C峰

面积的RSD分别为 0. 51%，1. 34%，0. 83%（n = 6），表明

供试品溶液室温放置24 h内稳定性良好。

重复性试验：取样品（批号为 2405119）适量，精密

称定，平行 6份，按 2. 2. 2项下方法平行制备供试品溶

液，按 2. 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B1、维生素B2、维生素C的平均含量

分别为每片含0. 198 1，0. 098 5，2. 512 1 mg，RSD分别为

0. 91%，1. 23%，1. 51%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取除样品处方中维生素B1、维生素B2、
维生素C外的其他原料和辅料，按处方比例制备阴性样

品 6份，按处方比例加维生素B1对照品、维生素B2对照

品、维生素 C对照品各适量，按 2. 2. 2项下方法制备供

1. 维生素C 2. 维生素B1 3. 维生素B2
A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液 C - F. 阴性对照品溶液（分别缺维生素B1、维生素B2、维生素C、维生素B1 + 维生素B2 + 维生素C）

图2 超高效液相色谱图

1. Vitamin C 2. Vitamin B1 3. Vitamin B2
A. Mix reference solution B. Test solution C - F. Negative reference solution（lack of Vitamin B1，Vitamin B2，Vitamin C，and Vitamin B1 +

Vitamin B2 + Vitamin C，respectively）
Fig. 2 UPLC chromatograms
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试品溶液，按2. 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，

并计算回收率。结果维生素B1、维生素B2、维生素C的平

均回收率分别为 98. 83%，98. 54%，99. 49%，RSD分别为

1. 82%，2. 47%，2. 33%（n = 6），表明方法准确度良好。

2. 2. 4 样品含量测定

取 3批（批号分别为 2405117，2405118，2405119）样

品各适量，精密称定，按 2. 2. 2项下方法制备供试品溶

液，按 2. 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并按

外标法计算样品中维生素B1、维生素B2、维生素C的含

量。结果见表1。
2. 3 HPLC 法测定维生素 D2含量

2. 3. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：广州研创Gensial® C18柱（150 mm × 4. 6 mm，
5 µm）；流动相［13 - 18］：乙腈 - 0. 5%甲酸溶液（95∶5，
V / V）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：264 nm；检测器：

UV - Vis检测器；柱温：40 ℃；进样量：10 µL。在此色谱

条件下，理论板数按维生素D2峰计应不低于 15 000，维
生素D2峰与相邻峰的分离度应大于2. 0。
2. 3. 2 溶液制备

取维生素D2对照品适量，精密称定，加乙醇溶解成

质量浓度为 0. 35 µg / mL（14 U / mL）的对照品溶液。取

样品适量（约相当于35 µg维生素D2），研成细粉，置50 mL
具塞塑料离心管中，加乙醇 40 mL，超声处理（功率为

300 W，频率为 45 kHz）30 min（控制温度不超过 40 ℃），

离心（转速为 8 000 r / min）10 min，取上清液，置 100 mL
棕色容量瓶中，残渣加乙醇 40 mL，同上超声和离心处

理，合并 2次离心后的上清液，加乙醇定容，摇匀，作为

供试品溶液。按处方比例制备缺维生素D2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. 3 方法学考察

专属性试验：取 2. 3. 2项下对照品溶液、供试品溶

液、阴性对照品溶液各 10 µL，按 2. 3. 1项下色谱条件进

样测定，记录色谱图。结果供试品溶液色谱中，在与对

照品溶液色谱相同保留时间处有相应色谱峰出现，且

阴性对照无干扰，表明方法专属性良好。详见图3。
线性关系考察：取 2. 3. 2项下对照品溶液适量，加

乙醇稀释成系列梯度质量浓度分别为 0. 10，0. 20，
0. 50，5. 00，10. 00 µg / mL的线性溶液，按 2. 3. 1项下

色谱条件进样测定，以质量浓度（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 =
27 266. 0 X - 1 213. 2（R2 = 0. 999 7，n = 5）。结果表明，

维生素D2的质量浓度在 0. 10～10. 00 µg / mL范围内与

峰面积线性关系良好。

检测限与定量限确定：取线性关系考察项下系列

梯度质量浓度的线性溶液各适量，按 2. 3. 1项下色谱条

件进样测定，分别以 S / N为 3∶1和 10∶1时的进样量作

为检测限与定量限。结果维生素D2的检测限和定量限

分别为0. 20，0. 50 ng。
精密度试验：取 2. 3. 2项下对照品溶液适量，按

2. 3. 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D2峰面积的 RSD为 0. 06%（n = 6），表明仪器

精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为 2405119）适量，精密

称定，按 2. 3. 2项下方法制备供试品溶液，分别于室温

放置 0，2，4，6，8，12 h时按 2. 3. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。结果维生素D2峰面积的RSD为 1. 27%
（n = 6），表明供试品溶液室温放置24 h内稳定性良好。

重复性试验：取样品（批号为 2405119）适量，精密

称定，平行 6份，按 2. 3. 2项下方法制备供试品溶液，按

2. 3. 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 D2的平均含量为每片含 1. 689 µg（计

67. 56 U / 片），RSD为 0. 82%（n = 6），表明方法重复性

良好。

加样回收试验：取除样品处方中维生素D2外的其

他原料和辅料，按处方比例制备阴性样品 6份，按处方

比例加维生素D2对照品适量，按2. 3. 2项下方法制备供

试品溶液，按 2. 3. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面

积，并计算回收率。结果维生素 D2的平均回收率为

1. 维生素D2
A. 对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 阴性对照品溶液

图3 高效液相色谱图

1. Vitamin D2
A. Reference solution B. Test solution C. Negative reference solution

Fig. 3 HPLC chromatograms
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98. 80%，RSD为2. 72%（n = 6），表明方法准确度良好。

2. 3. 4 样品含量测定

取 3批（批号分别为 2405117，2405118，2405119）样

品各适量，精密称定，按 2. 3. 2项下方法制备供试品溶

液，按 2. 3. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并按

外标法计算样品中维生素D2的含量。结果见表1。
3 讨论

3. 1 含量测定方法选择

本研究中采用UPLC法测定 3种水溶性维生素（维

生素B1、维生素B2、维生素C）的含量，比文献［8］报道的

HPLC法更节约分析时间和试剂，且灵敏度更高、检测

限更低。维生素D2的含量测定多采用正相色谱法，前处

理烦琐，本研究中采用的方法相对简单，且效果较好。

3. 2 色谱条件选择

维生素 B2不稳定，制成溶液后在光照条件下降解

很快，故测定时须避光操作，避光条件下溶液在 12 h内
的稳定性良好；且由于制剂中维生素B2含量较少，选择

267 nm作为检测波长，可兼顾维生素 B1、维生素 B2、维
生素C的响应值，从而使灵敏度较高。

维生素D2不稳定，遇光或空气均易变质，测定时应

避光操作，对照品溶液宜充氮气保存，供试品溶液制备

过程中也须在离心管中充入氮气，且超声温度不宜超

过40 ℃；维生素D2在乙醇中易溶解，故选择乙醇作为提

取溶剂，在本研究中的色谱条件下提取 2次即可提取完

全，比文献［17］报道的提取3次更方便、易行。

本研究中，维生素B1、维生素B2、维生素C、维生素D2
均采用了C18色谱柱和弱酸性流动相，曾尝试采用同一

色谱条件测定上述4种成分，但维生素D2提取过程较烦

琐，且对温度、氧气和光照较敏感，以及维生素 B2的不

稳定性，且由于样品取样量较大，经多次提取后干扰峰

较大，维生素 B1、维生素 B2、维生素 C无法与基线良好

分离，为便于日常检验，故采用本研究中的色谱条件测

定上述4种成分。

葡萄糖酸钙为制剂中的主要成分，原标准中已有

滴定法作为其含量测定方法，操作简单，准确性较高，

故本研究中未改进葡萄糖酸钙的测定方法，为提高葡

萄糖酸钙测定的专属性，未来可考虑采用原子吸收分

光光度法，通过测定Ca2 +对葡萄糖酸钙进行定量分析。

3. 3 投料建议

维生素D2在制剂中含量较少，且稳定性较差，随着

保存期的延长，其在制剂中的含量会不断降低，故维生

素D2可进行高限投料，并注意在生产及贮存过程中避

免光照、氧气的影响。

3. 4 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、专属性强、重复性

好、结果准确，可用于同时测定小儿四维葡钙片中 6种
主要成分的含量。
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