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摘要 目的:建立用反相高效液相色谱法同时测定更年安软胶囊中维生素 B1、维生素 B6 含量的方法。方法:采用 C18 ( 250 mm
×4. 6 mm，5 μm) 色谱柱，流动相为甲醇 － 0. 06%庚烷磺酸钠溶液( 含 1. 2%醋酸与 0. 12%三乙胺) 25∶ 75，检测波长 275 nm，流
速 0. 8 mL·min －1。结果:维生素 B1 和维生素 B6 线性范围分别为 16. 02 ～ 80. 10 μg·mL －1和 15. 84 ～ 79. 20 μg·mL －1，相关

系数 r分别为 0. 9996 和 0. 9997; 平均回收率分别为 101. 2% ( RSD = 0. 5% ) 和 100. 1% ( RSD = 0. 9% ) 。结论:该法可同时测定
更年安软胶囊中维生素 B1、维生素 B6 的含量，方法简便、准确，重复性好。可为制定更年安软胶囊的质量标准和产品质量控
制提供依据。
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Abstractive Objective: To establish an HPLC method for simultaneous determination vitamin B1 and vitamin B6 in
gengnian'an soft capsules．Methods: C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) column was adopted with methanol － 0. 06%
sodium heptanesulforate( containing 1. 2% acetic acid and 0. 12% triethylamine) ( 25∶ 75) as the mobile phase at
the flow rate of 0. 8 mL·min －1 and the detection wavelength was 275 nm． Results: The linear ranges of vitamin B1

vitamin B6 were 16. 02 － 80. 10 μg·mL －1 ( r = 0. 9996) and 15. 84 － 79. 20 μg·mL －1 ( r = 0. 9997) ，average re-
covery was 100. 1% ( RSD = 0. 9% ) ． Conclusion: The method is proved to be simple and accurate，reproducible
and it can be to used to determination vitamin B1 and vitamin B6 simultaneously in Gengnian'an soft capsules． Fur-
thermore，it is provides basis for the setting of quality specifications and quality control of Gengnian'an soft capsules．
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据全国妇女生理常数协作组调查，70%的更年
期妇女或多或少会出现更年期综合症。本所自主研
制的更年安软胶囊中药、化药同用，优势互补，采用
现代制药技术制成，其温肾益阴、调补阴阳的功能对
于更年期综合症属阴阳两虚症者有显著疗效。本文
建立高效液相色谱法同时测定本品中的维生素 B6

和维生素 B6
［1］。方法学考察试验证明，维生素 B6

和维生素 B1 的含量测定方法，稳定、可靠、简便，重
复性好，可为制定更年安软胶囊的质量标准和产品

质量控制提供依据。

1 仪器与试药
高效液相色谱仪: 日本岛津 LC － 10ATvp 型溶

剂输送泵，SPD － 10Avp 紫外 －可见检测器，联想 P
－Ⅲ微机处理系统; 对照品: 维生素 B1 ( 供含量测定

用，批号 100390 － 200501) 及维生素 B6 ( 供含量测定

用，批号 0116 － 200701 ) 购自中国药品生物制品检
定所; 试剂: 三乙胺、冰醋酸为分析纯，庚烷磺酸钠、
甲醇为色谱纯，水为娃哈哈纯净水。
2 方法
2. 1 色谱条件 色谱柱: AGT Venusil ASB － C18色
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谱柱( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇 －
0. 06%庚烷磺酸钠溶液( 含 1. 2%醋酸与 0. 12%三
乙胺) ( 25∶ 75 ) ; 检测波长: 275 nm，流速: 0. 8 mL·
min －1 ; 柱温: 25 ℃ ; 进样量: 10 μL。在此条件下，可
使维生素 B6、维生素 B1 峰与相邻峰较好的分离。
2. 2 溶液的制备
2. 2. 1 供试品溶液 取本品内容物约 0. 1 g，精密
称定，置 100 mL 棕色量瓶中，加水 96 mL，放置过
夜，超声( 功率 120 W，频率 50 kHz) 5 min，加水至刻
度，摇匀，0. 45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液作为供
试品溶液。
2. 2. 2 对照品溶液 精密称取对照品维生素 B1、
维生素 B6 适量，置 250 mL 棕色量瓶中，加水 96
mL，超声( 120 W，50 kHz) 5 min，加水至刻度，摇匀，
制成每 1 mL含维生素 B1、维生素 B6 各 30 μg 的溶
液，即得。
2. 2. 3 阴性样品溶液 按处方组成，取除维生素
B1、维生素 B6 的其余药材、化学药品和辅料，按工艺
要求制备不含维生素 B1、维生素 B6 的软胶囊，按

“2. 2. 1”项下方法操作，制成阴性样品溶液。
2. 3 系统适应性及专属性考察 取阴性样品溶液、
对照品溶液、供试品溶液各 10 μL，在上述色谱条件
下，分别注入液相色谱仪。维生素 B1、维生素 B6 的

保留时间分别为 29. 9 min 和 10. 3 min，理论塔板数
分别为 6000 和 4000，分离度大于 3. 0。维生素 B1、维

生素 B6 与其他组分达到了基线分离，峰形对称。见
图 1。
2. 4 线性关系考察 精密称取对照品维生素 B6

7. 92 mg、维生素 B1 8. 01 mg 置同一 100 mL 棕色量
瓶中，加水 96 mL，放置过夜( 16 h) ，超声( 120 W，50
kHz) 5 min，加水至刻度，摇匀，作为维生素 B6、维生
素 B1 对照品溶液( 每 1 mL含维生素 B6 0. 0801 mg，
维生素 B1 0. 0792 mg) 。精密量取上述对照品溶液
2. 0，4. 0，6. 0，8. 0，10. 0 mL、分置 10 mL 量瓶内，加
水至刻度，摇匀，配成 5 份对照品溶液; 精密吸取上
述对照品溶液各 10 μL 分别注入液相色谱仪，记录
色谱图，以峰面积积分值( A) 为纵坐标，相应的对照
品浓度( C) 为横坐标，绘制标准曲线，维生素 B1 和

维生素 B6 的回归方程分别为:

A = 6. 814 × 103C + 6. 816 × 103 r = 0. 9996
A = 7. 348 × 103C － 4. 632 × 103 r = 0. 9997
结果表明，维生素 B1 在 16. 02 ～ 80. 10 μg·mL －1及

维生素 B6 在 15. 84 ～ 79. 20 μg·mL －1的浓度范围

内具有良好的线性关系。

图 1 高效液相色谱图
Fig 1 HPLC chromatograms

A．阴性样品( negative sample without vitamin B1 and vitamin B6 ) B．

对照品( reference substance) C．供试品( Gengnian'an soft capsules)

1．维生素 B6 ( vitamin B6 ) 2．维生素 B1 ( vitamin B1 )

2. 5 样品提取方法考察
2. 5. 1 样品放置时间筛选试验 按“2. 2. 1”项下
制备供试品溶液，分别放置 45 min 和 16 h( 过夜) ，
前者维生素 B6 和维生素 B1 的含量只有后者的

80%，故选择样品溶液放置过夜，有利于维生素 B
溶出。
2. 5. 2 样品超声时间筛选试验 取 20081009 批样
品按“2. 2. 1”项下方法制备样品溶液，比较超声 20
min和 5 min时，样品中维生素 B6、维生素 B1 含量。
超声时间为 5 min时，样品中维生素 B6 和维生素 B1

含量达到峰值; 而 20 min时，样品杂质峰较高，故确
定样品超声提取时间为 5 min。
2. 6 精密度试验 精密吸取“2. 2. 1”项下供试品
溶液( 20081009 批) ，连续进样 6 次，维生素 B6 和维

生素 B1 峰面积的 RSD 分别为 1. 2%和 0. 9%，表明
仪器精密度良好。
2. 7 稳定性试验 取 20081009 批样品，按“2. 2. 1”
项下方法制备供试品溶液，每隔 60 min 进样 1 次共
测定 8 h，维生素 B6 和维生素 B1 峰面积的 RSD 分
别为 1. 8%和 1. 9%，RSD 均小于 2%，表明供试品
溶液在 8 h内，维生素 B6，维生素 B1 基本稳定。
2. 8 重复性试验 按“2. 2. 1”项下方法制备供试
品溶液，对同一批样品( 20081009 批) 重复操作 6
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次，测定结果表明，维生素 B6 平均含量为 32. 02 mg
·g －1，维生素 B1 平均含量为 33. 74 mg·g －1，RSD
均小于 2. 0%，表明本方法重复性良好。
2. 9 回收率试验 精密称取已知含量的样品
( 20081009 批，维生素 B6 平均含量为 32. 02 mg·
g －1，维生素 B1 平均含量为 33. 74 mg·g －1 ) 5 份，每
份 0. 05 g，再分别精密添加对照品溶液维生素 B6

( 0. 3224 mg·mL －1 ) 和维生素 B1 ( 0. 3470 mg·
mL －1 ) 各 5 mL，按上述方法进行试验，维生素 B6 和

维生素 B1 的平均 回收率分别为 100. 1% 和
101. 2%，RSD分别为 0. 9%和 0. 5%。
2. 10 样品含量测定
按“2. 2. 1”项下方法制备供试品溶液和对照品

溶液，取对照品溶液与供试品溶液各 10 μL，按上述
色谱条件进样测定，10 批样品中维生素 B1、维生素
B6 含量的测定结果见表 1。

表 1 10 批样品维生素 B6、维生素 B1

含量测定结果( mg·粒 －1 )

Tab1 Determination results of 10 batches of vitamin B6

and vitamin B1 ( mg·capsules －1 )

批号

( Lot No． )

维生素 B6

( vitamin B6)

维生素 B1

( vitamin B1)

081009 9. 785 10. 03

081112 9. 557 10. 47

081113 9. 608 10. 40

081114 9. 746 9. 960

081227 9. 716 10. 32

081228 9. 470 10. 18

081229 9. 588 9. 969

090525 10. 32 10. 42

090526 9. 670 9. 453

090527 10. 01 9. 821

3 讨论
本文对流动相的进行了筛选，通过对流动相中

三乙胺浓度的调整，改变维生素 B1 和维生素 B2 分

离情况。最后确定流动相为甲醇 － 0. 06%庚烷磺酸
钠溶液( 含 1. 2%醋酸与 0. 12%三乙胺) ( 25∶ 75) 为
流动相; 维生素 B1 峰、维生素 B6 峰与其他峰分离度

大于 1. 5，且不拖尾，结果理想。
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