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摘要 目的: 建立一种反相高效液相色谱法测定核黄素的含量及其有关物质。方法:采用 Ag ilent Zarbox C
18
( 250 mm @ 41 6

mm, 5 Lm )色谱柱,以甲醇 ( A ) - 011%醋酸 ( B)为流动相梯度洗脱 ( 0~ 15 m in, 30% A; 15 ~ 25 m in, 30% Ay 60% A; 25 ~ 35

m in, 60% A ),流速 11 0 mL# m in- 1, 检测波长 267 nm, 柱温为室温, 进样量 20 LL,外标法定量。结果: 在该色谱条件下,核黄素

及其有关物质能够得到很好的分离,分离度大于 11 5,理论塔板数按核黄素计大于 5000; 核黄素浓度在 1~ 30 Lg# mL- 1范围

内与峰面积呈良好的线性关系 ( r= 019999) ;定量限和检测限分别为 11 08 ng( S /N = 10)和 0136 ng( S /N = 3)。结论:该高效液

相色谱法准确、灵敏、可靠, 专属性好,可用于核黄素的含量及其有关物质的测定。
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Abstract Objective: To estab lish an RP- HPLC method for the determ ination o f the content o f riboflavin and its

re lated substances.M ethods: The analysis w as carried on an Ag ilent Zarbox C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ) co-l

umn; Themobile phase w as composed ofmethano l(A ) and 011% acetic acid( B) w ith grad ient elution( 0- 15m in,

30% A; 15- 25m in, 30% Ay 60% A; 25- 35 m in, 60% A ) at the flow rate o f 110 mL# m in
- 1
; The detection

w ave leng th w as 267 nm, and the co lumn temperature w as room temperature; Loaded vo lum ew as 20 LL. Results: U-

sing th is method, riboflav in and its re lated substances w ere w ell separated and the degree of separab ility w as more

than 115, the number of theo retica l plates w ith ribo flav in w asmore than 5000; The linear curvew as ob tained in the

range of 1- 30 Lg# mL
- 1

( r= 019999) ; Them in imal quantifiable level and them inim al detectable levelw ere 1108
ng(S /N = 10) and 0136 ng( S /N = 3). Conclusion: The method proposed for determ ination of the conten t and its

re lated substances of ribo flav in is spec if ic, sensit ive, re liable, accurate, and can be used for the determ ination of the

content o f riboflav in and its re lated substances.
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核黄素,化学名为 7, 8 -二甲基 - 10 [ ( 2S, 3S,

4R ) - 2, 3, 4, 5-四羟基戊基 ] - 3, 10-二氢苯并蝶

啶 - 2, 4-二酮,是一种重要的维生素类药。临床上

辅助治疗癌症、冠心病、高血压、关节炎、烧伤等病

症,也可用于治疗化疗、放疗中所引起的各种皮炎、

口腔与消化道粘膜炎。中国药典中核黄素的含量测

定方法为紫外可见分光光度法, 并用吸收系数计

算
[ 1]
。用紫外分光光度法测定方便, 但无法考察其

有关物质,且专属性不强, 造成结果有一定差异; 关

于 HPLC法测定核黄素含量研究已有较多报道
[ 2, 3]

,

但文献中建立的 HPLC法分离度及灵敏度欠佳, 相

应色谱图上只能分离出核黄素的主峰,而有关物质

不能得到很好的分离。为此, 本研究建立了一种反

相高效液相色谱法测定核黄素的含量及有关物质,

)67)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2010, 30( 1)

*

**

国家科技重大专项 /重大新药创制 0综合性新药研究开发技术平台 ( No. 2009ZX09301- 002 )资助; 国家自然科学基金项目 ( N o.

20672143)
通讯作者  Te:l ( 010) 66930217; E - ma i:l huangrq@ tom. com



提高了检测的灵敏度和分离度,在此条件下,主峰与

各有关物质峰都能得到很好分离,且方法准确,重复

性好, 操作简单。

1 仪器与试药

高效液相色谱仪 (美国 W aters A lliance ), 包括

W aters 2695四元泵、2996二极管阵列检测器、Em-

pow er数据处理系统; SARTOR IUS BP211D型十万

分之一天平; KQ3200超声仪。

核黄素对照品 (纯度为 9918%, 中国药品生物

制品检定所 ) , 光黄素及光色素对照品 (纯度均为

9919%, SIGMA - ALDR ICH公司 ); 核黄素原料 (批

号 2007006和 2007007, 杭州高成生物营养有限公

司; 批号 2007008, 湖北广济药业有限公司 ); 甲醇

(色谱纯, 天津市西华特种试剂厂 ) ; 水 (纯化水, 自

制 ) ;冰醋酸 (分析纯,北京化工厂 )。

2 色谱条件和系统适用性试验
色谱柱: Ag ilent Zarbox C18 ( 250 mm @ 416 mm,

5 Lm );流动相:甲醇 ( A) - 011%醋酸 ( B ), 梯度洗

脱 ( 0~ 15 m in, 30% A; 15~ 25 m in, 30% A y 60%

A; 25~ 35m in, 60% A );流速: 110 mL# m in
- 1
;检测

波长: 267 nm; 柱温:室温;进样量: 20 LL。在选定的

色谱条件下, 理论塔板数按核黄素峰计算不低于

5000, 核黄素及其有关物质峰与相邻峰之间分离度

均大于 115。色谱图见图 1。

图 1 系统适用性 HPLC图谱

Fig 1 H PLC ch rom atogram s for system su itab ility

A.对照品 ( referen ce substance) B.空白 ( b lank ) C.样品 ( sam ple)

1.核黄素 ( riboflav in)

3 含量测定的线性试验

取核黄素对照品 10 mg, 精密称定, 置 100 mL

量瓶中,加入水约 50mL及冰醋酸 1mL后超声 (功

率 120W,频率 40 kH z)处理 5 m in,置 70 e 水浴至
溶解, 冷却至室温,加水稀释至刻度, 制成每 1mL含

011mg的溶液 ( 1) , 精密量取此溶液 015, 1, 215, 5,

10, 15mL,置 50mL量瓶中,用水稀释至刻度, 摇匀,

制成系列浓度的对照品溶液。分别量取 20 LL, 注

入液相色谱仪,结果表明: 核黄素浓度 (X )在 1~ 30

Lg# mL
- 1
范围内与峰面积 ( Y )呈良好线性关系,其

回归方程 ( n = 6)为:

Y= 91436 @104X + 11016 r= 019999

4 有关物质的线性试验

精密量取 / 30项下的溶液 ( 1) 011, 015, 1, 2, 4, 6

mL,置 100mL量瓶中,用水稀释至刻度, 摇匀,制成

系列浓度的对照品溶液。分别量取 20 LL, 注入液

相色谱仪,结果表明: 核黄素浓度 (X )在 011~ 6 Lg

# mL
- 1
范围内与峰面积 ( Y )呈良好线性关系, 其回

归方程 ( n = 6)为:

Y= 61138 @104X + 31215 @ 10
4

r= 019999
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5 回收率试验
精密量取 / 30项下的溶液 ( 1)适量, 加水制成每

1 mL含 20 Lg的溶液, 作为对照品溶液,精密量取

20 LL注入液相色谱仪; 精密量取 / 30项下的溶液
( 1) 8, 10, 12mL(各 3份 ) ,分别置 50mL量瓶中,加

水稀释至刻度, 摇匀。同法测定, 按外标法计算, 3

个浓度的平均回收率 ( n = 9)为 9919%, RSD为

0124%。
6 检测限与定量限

取 / 40项下的溶液,用水逐级稀释, 进样, 按 10

倍信噪比计算定量限, 按 3倍信噪比计算检测限。

经测定, 本色谱系统的最低定量限为 1108 ng, 最低

检测限为 0136 ng。

7 精密度试验

取 / 50项下的对照品溶液, 连续进样 6次, 记录

色谱图,结果核黄素峰面积的 RSD为 0118% , 表明

色谱系统精密度良好。

8 重复性试验

精密称取同一批号的核黄素样品 6份, 照 / 100
项下的方法操作, 6 次测得结果的平均值为

99152%, RSD为 0115%。
9 稳定性试验
取 / 110项下的供试品溶液分别在 0, 4, 8, 12,

16, 20, 24 h进行分析,结果核黄素峰面积的 RSD为

112%;取 / 100项下的供试品溶液, 分别在 0, 4, 8,

12, 16, 20, 24 h进行分析,结果核黄素峰面积的 RSD

为 114%。上述试验结果表明: 2种溶液稳定性良

好,能满足测定要求。

10 样品含量测定
精密称取对照品及各批样品适量, 分别按 / 30

项下方法制成每 1 mL含 20 Lg的对照品溶液和供

试品溶液,精密量取 20 LL注入液相色谱仪, 记录峰

面积, 按外标法计算样品含量。 3批样品中核黄素

含量分别为 99150% , 99148% , 99161%。
11 有关物质检测

为控制核黄素质量,保证用药安全,应检查有关

物质, 供试品溶液的色谱图中如显有关物质峰,其中

光黄素与光色素采用外标法控制质量; 因其他有关

物质对照品难以获得, 所以采用自身对照法控制

质量。

1111 光黄素测定方法 取光黄素对照品 10 mg,

精密称定, 置 100 mL量瓶中, 加入水约 50 mL及冰

醋酸 1mL后超声 (功率 120W,频率 40 kH z)处理 5

m in,置 70 e 水浴至溶解,冷却至室温, 加水稀释至

刻度,摇匀,精密移取 1 mL置 100mL量瓶中, 加水

稀释至刻度,摇匀, 即得光黄素对照品溶液; 精密称

取各批样品适量,同法制成每 1 mL含 011 mg的溶

液,即得供试品溶液。精密量取光黄素对照品溶液

20 LL注入液相色谱仪, 调节检测灵敏度, 使主成分

色谱峰的峰高约达满量程的 20% ;再准确量取光黄

素对照品溶液和供试品溶液各 20 LL注入液相色谱

仪, 记录色谱图至主峰保留时间的 2倍, 见图 2。检

测样品 3批 (批号 2007006, 2007007, 2007008) , 光

黄素含量分别为 0114%, 0116% , 0117%。结果表
明: 样品中光黄素含量在 0115%左右。
1112 光色素测定方法 同光黄素测定方法。检测

样品 3批 (批号 2007006, 2007007, 2007008), 光色

素含量分别为 0120% , 0121%, 0121%。结果表明:

样品中光色素含量在 0121%左右。
1113 其他有关物质测定方法 精密称取核黄素样

品 10mg,置 25 mL量瓶中, 加入水约 15mL及冰醋

酸 1mL后超声 (功率 120 W, 频率 40 kH z)处理 5

m in, 置 70 e 水浴至溶解, 冷却至室温,加水稀释至

刻度,摇匀,即得供试品溶液; 精密量取供试品溶液

1mL,置 100mL量瓶中, 加水稀释至刻度, 摇匀, 即

得自身对照溶液。量取自身对照溶液 20 LL注入液

相色谱仪,调节检测灵敏度, 使主成分色谱峰的峰高

约达满量程的 20%,精密量取自身对照溶液与供试

品溶液各 20 LL分别注入液相色谱仪,记录色谱图

至主峰保留时间的 2倍。计算 3批样品 (批号

2007006, 2007007, 2007008)中的其他有关物质含量

分别为 0118% , 0119%, 0118%。见图 2。

12 讨论

1211 主峰纯度的考察 用 PDA检测器测定核黄

素峰纯度,主峰的纯度角度小于纯度阈值,核黄素峰

纯度大于 9918% , 表明主峰为单一峰, 经二极管阵

列检测器在 200~ 400 nm波长范围内扫描,未漏检

杂质峰。

1212 检测波长的选择  核黄素对照品溶解稀释

后,于 200~ 400 nm波长范围扫描, 核黄素在 267

nm波长处有最大吸收, 同时,其有关物质也在 267

nm波长 处有较强吸收, 因此 检测波长定 为

267 nm。

1213 流动相的选择

121311 流动相组成及比例的选择 曾先后选择

了甲醇 -水 ( 30B70; 28B72; 25B75)、甲醇 - 水 - 冰

醋酸 ( 35B75B011; 30B70B011; 25B75B011)、乙腈 -水

- 冰醋酸 ( 30B70B011; 20B80B011; 15B85B011)作为
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图 2 有关物质检测 HPLC图谱

Fig 2 H PLC ch rom atogram s for related substance test

A.光黄素对照品 ( lum if lav in reference substan ce) B.光色素对照品 ( lum ich rom e referen ce substance)  C.样品 ( sam p le)

1.核黄素 ( riboflav in) 2.光黄素 ( lum if lav in) 3.光色素 ( lum ich rom e)

流动相对样品进行分析。结果表明, 甲醇 -水 -冰

醋酸系统中, 配比为甲醇 - 水 - 冰醋酸 ( 30B70B
011)时核黄素色谱峰保留时间适中, 有关物质与核

黄素分离效果好,通过比较,发现醋酸的加入可以明

显改善核黄素与有关物质的分离度。乙腈 -水系统

中,核黄素与有关物质不能很好地分离,所以决定采

用甲醇 -水 -冰醋酸 ( 30B70B011)即甲醇 - 011%
醋酸 ( 30B70)进行分析。

12131 2 梯度洗脱方法的建立 使用甲醇 -

011%醋酸 ( 30B70 ) , 记录 60 m in的色谱图, 结果

显示 5416 m in仍有色谱峰出现, 表明此流动相对

某些有关物质的洗脱能力弱, 所以考虑在方法后

段加入梯度洗脱。考察发现, 15 m in之前出现的

色谱峰保留时间适中, 且分离良好,而其后出现的

有关物质色谱峰保留时间显著增加, 故在 15 m in

后加入梯度, 经实验后建立以甲醇 ( A ) - 011%醋
酸 ( B )为流动相的如下梯度洗脱方法: 0~ 15 m in,

30% A; 15 ~ 25 m in, 30% A y 60% A; 25 ~ 35

m in, 60% A。此分析条件既能保证主峰和有关物

质峰的分离度,又使分离时间不会过长。

12131 3 有关物质光黄素与光色素的确定 光黄

素与光色素是核黄素的光解产物, 在实际检测过

程中, 由于此 2种有关物质分别与其对照品有相

同的紫外吸收, 且在相同浓度、相同色谱条件下,

此 2种有关物质分别与其对照品有完全相同的色

谱行为、出峰时间 (光黄素约 2011 m in, 光色素约

2619 m in)。为了进一步确保结论的真实可靠, 最

后把光黄素、光色素对照品与样品混合后再进行

分析, 结果显示在 2011 m in与 2619 m in左右的峰

明显增大且无其他杂峰出现, 因此, 可以断定此 2

种有关物质分别为光黄素与光色素。
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