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1999年, FDA批准了注射用的 12种复合维生

素 ( CERNEV IT- 12), 该制剂不同于以往的单纯性

水溶性维生素与单纯性的脂溶性维生素组合, 它

是一种同时具备水溶性与脂溶性维生素的复合维

生素产品, 能够为患者提供全面的维生素支持。

四水合硫胺焦磷酸酯 ( Cocarboxylase tetrahydra te)

属于维生素类药,又名辅羧酶四水合物、四水合辅

羧酶或四水脱羧辅酶,是注射用 12种复合维生素

的成分之一。它是硫胺素焦磷酸酯 ( TPP)在体外

的稳定化学形式,而硫胺素焦磷酸酯在体内是由

维生素 B1转化而来, 即维生素 B1就是通过在体

内转化为 TPP发挥其生理、生化作用, 以辅酶形式

参与糖代谢,为机体提供能量
[ 1, 2]
。澳大利亚治疗

药物监督局已 2002年批准四水合硫胺焦磷酸酯

用于药品生产。目前, 中华人民共和国药典 2005

年版及国家药品标准尚未收载该品种。其合成工

艺已有文献报道
[ 3 - 6]

, 本文采用高效液相色谱法

对四水合硫胺焦磷酸酯原料药含量进行了测定,

可为质量控制提供快速、有效的分析手段, 该法准

确可靠,操作简便易行。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
岛津 LC - 20AT型高效液相色谱仪 ( SPD -

M 20A检测器; C lass VP色谱工作站 ), 乙腈为色谱

纯,水为二次蒸馏水, 其他试剂均为国产分析纯。

样品 (上海湘赣夸克生物科技发展有限公司 )。对

照品 (北京海步国际医药科技发展有限公司 )。

1�2� 色谱条件
色谱柱: PH ENOM ENEX Luna C18柱 ( 150mm �

4�6mm i�d�, 5�m );流动相: 0�05 m o l/L磷酸二氢

钠 -乙腈 ( 50: 1) ;检测波长: 235nm; 柱温: 30 ; 流

速: 1�0mL /m in。

2� 结果与讨论

2�1� 色谱条件的选择
取供试品溶液适量, 加流动相稀释后, 在

200nm ~ 400nm范围内进行波长扫描, 最大吸收波

长为 235nm,故选择测定波长为 235nm。考虑到本

品易溶解于水, 本实验选用水和乙腈混合作为流

动相,并对其比例进行了考察。初期采用水 - 乙

腈 ( 100: 1)比例的流动相,在氧化破坏性实验中中

发现主峰与降解产物峰的分离效果不好, 分离度

小于 1�5,主峰和降解产物峰有拖尾现象, 柱压也

较高。所以在流动相中加入了磷酸二氢钠, 并适

当降低了乙腈在流动相中所占比例, 结果表明采

用 0�05 m ol /L的磷酸二氢钠缓冲盐时峰形较好,

专属性实验中主峰与降解产物峰也得到较好分

离。即流动相选择为 0�05 mo l /L磷酸二氢钠水溶

液 -乙腈 ( 50: 1)。

2�2� 方法专属性实验 [ 7]

精密称取四水合硫胺焦磷酸酯 2�50m g两份,

分别加入 0�10m ol /L盐酸溶液和 0�10 m ol /L氢氧

化钠溶液 5m ,l摇匀后于 100 水浴中加热 1h, 冷

却后用流动相定容成 10mL。另取四水合硫胺焦

磷酸酯 2�50m g两份,各加 10m L流动相,摇匀后一
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份置于 100 水浴中加热 1h,冷却后定容成 10mL,

另一份用强光照射 1h, 放冷至室温;另取四水合硫

胺焦磷酸酯 2�50m g, 加入 3% 的双氧水溶液

10m L,摇匀后于室温下放置 2h。将以上各样品过

滤,取续滤液作为破坏性试验溶液。由图 1可以

看出, 四水合硫胺焦磷酸酯经酸、碱和强光破坏

后,主峰与降解产物峰的分离度分别为 2�06、2�05

和 1�85,经高温和氧化破坏后,主峰与降解产物各

峰的最小分离度分别为 2�00和 2�35, 均能达到基

线分离,表明采用 H PLC法测定四水合硫胺焦磷

酸酯含量的方法专属性良好。

图 1� HPLC方法专属性考察图谱 ( 1: 四水合硫胺焦磷酸酯 )

F ig� 1� HPLC ch rom a tog ram s of Cocarboxy lase tetrahydra te for spec ia lity

2�3� 线性关系和检出限
取四水合硫胺焦磷酸酯对照品 28�80m g溶于

100mL量瓶中, 加水溶解并稀释至刻度, 摇匀, 精

密量取 1m L于 2mL、5mL、10m L和 25mL量瓶中,

加水稀释至刻度。各取 10�L注入液相色谱仪,测

定,记录峰面积。对浓度与相应峰面积进行最小

二乘法的回归分析,得回归方程为 A = - 233�22+

1�1426248 � 107C (A: 峰面积, mAv; C: 浓度, m g /

mL ) , 相关 系数 r 为 0�9999, 结果 在浓度

11�40�g /mL~ 288�00�g /mL范围内,峰面积与测

定浓度的线性关系良好。在上述的色谱条件下,

以信噪比 S / N为 3: 1时
[ 7]
测定的最低检测限为

0�16ng。

2�4� 进样精密度
取对照品适量, 配制为 0�10m g /mL的浓度,

连续取该溶液 5次, 每次 10�L, 注入色谱仪,分别

记录其峰面积,其峰面积的 RSD%为 0�30,表明精

密度良好。

2�5� 稳定性考察
精密称取样品 10mg于 100mL容量瓶中, 加水

定容至刻度线,摇匀, 作为供试品溶液,分别在 0h、

2h、6h、10h和 12h取样 10�L,按上述色谱条件,注

入色谱仪进行测定。四水合硫胺焦磷酸酯的峰面

积的 RSD%为 0�51, 表明供试品溶液在室温下放

置 12h内,此溶液较为稳定。

2�6� 重复性实验
称取样品 3 份, 用水配制为 0�10m g /m L、

0�20m g /mL和 0�50m g /mL浓度的溶液, 精密量取

10�L注入色谱仪,各重复进样 5次, 记录色谱图,

记录峰面积, 其峰面积值的 RSD% 分别为 0�31、

0�27和 0�33, 表明重复性良好。

2�7� 样品测定
精密称取 3份样品各 10m g, 用水定容于

100mL容量瓶中, 摇匀, 每份样品平行测定 5次,

分别记录峰面积。另取四水合硫胺焦磷酸酯对照

品适量, 同法制备 0�10m g /mL 浓度的对照品溶

液,同法测定, 按外标法以峰面积计算每份样品的

质量百分含量, 结果如表 1所示。从表中可以看

出, 3份样品按干燥品计算百分含量在 98�86% ~

99�05%之间,其 RSD%为 0�10。

2�8� 加标回收率实验
分别称取四水合硫胺焦磷酸酯样品和对照品

各 10mg, 浓度均精密定容为 0�10m g /mL。各取

1mL样品溶液, 分别加入 80%、100%、120%对照

品溶液,精密量取 10�L注入液相色谱仪, 在选定

的色谱条件下进行加标回收试验,以外标法定量,
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并计算回收率
[ 8]

, 其回收率范围为 98�56% ~

100�50% , RSD%为 0�99,结果列于表 2。
表 1� 含量测定结果

Table 1� Dete rm ined results of

Cocarboxy lase tetrahydrate con tent

编号 1 2 3

样品含量 (% ) 98� 86 99�03 98� 88

RSD (% ) 0� 16 0�13 0� 22

表 2� 加标回收率实验结果 ( n= 3)

Table 1� Recovery o f Cocarboxy lase tetrahydrate ( n= 3)

本底量 (�g) 加入量 (�g) 测得值 (�g) 回收率 (% )

100� 0 80�0 177�4 98� 56

100� 0 100� 0 200�1 100�50

100� 0 120� 0 215�6 99� 20

3� 结语

本实验方法操作简便、专属性好、灵敏度高,

不仅适用于四水合硫胺焦磷酸酯的质量控制, 亦

可用于其制剂的含量与有关物质测定。

参考文献:

[ 1]简林凡 �维生素 B1缺乏与防治 [ J]�井冈山医专学报,

2004, 11, ( 3) : 68- 71�
[ 2] Jam es P, Ga ry B, M ica lW� Thiam in pyropho sphate! 4!

5H2 O: a second po lym orph o f the neu tral zw itter ions [ J]�
S tructural Cry stallography and Cry stal Chem istry, 1979,

B35 ( 7) : 1633- 1637�
[ 3 ] B en M, Irv ing G� Process for prepa ring Phospho rilate

Th iam in [ P ]� US: 2435750�

[ 4 ] M ERCK AG E� P rocess fo r the m anu facture of the

Te trahydrate Salts o f Cocarboxy lase [ P ]� GB: 880573�

[ 5 ] K rumm radt H, Beschm an K, W artenbe rg F H, e t a l�

M ethod o f purify ing Th iam ine Phospha tes [ P ] � US:

6596865�
[ 6]王维, 蒋勇,张晓东 �一种高纯度四水合辅羧酶的制备

方法 [ P ] �中国专利: 1887891�
[ 7]刘思曼, 边清泉,唐英, 等 �RP- HPLC在线衍生法测定

红景天中痕量铅的研究 [ J] �化学研究与应用, 2006,

18( 5): 588- 590�
[ 8]唐英, 刘思曼, 胡德斌, 等 �反相高效液相色谱法测定

川楝树皮中的川楝素 [ J] � 化学研究与应用, 2005, 17

( 2): 276- 278�

Determ ination of cocarboxylase tetrahydrate as a bulk drug by HPLC

LI Cheng, LI L i- Jun, X IE Yong- M e,i Fu Chao, SONG H ang
*

( Departm ent o f Pha rm aceutica l and B io log ical Eng inee ring, S ichuan Un iversity, Chengdu 610065, Ch ina)

Abstrac t: A H PLC m ethod for the dete rm ina tion of concentra tions o f C oca rboxy lase Te trahydrate w as estab lished� The HPLC

cond itions consisted o f a PHENOM ENEX Luna C18 co lum n ( 250mm � 4� 6mm i� d�, 5�m ) w ith co lum n tem pe ra ture at 30 ,

0� 05m o l/L NaH2 PO4 - ace ton itr ile ( 50: 1, v /v) as a m ob ile phase w ith flow rate o f 1� 0mL /m in and detection at 235 nm� The

ca libra ted linear curve o f Coca rboxy lase Te trahydrate was w ith in 11� 40�g /mL~ 288� 00�g /mL w ith the corre la tion coeffic ient of

0� 9999� Cocarboxylase Tetrahydrate was com plete ly separated from im purities� Th is accurate and reliable H PLC m ethod is

app licab le for the quality contro l of Coca rboxy lase tetrahydrate�

K ey words:H PLC; Coca rboxy lase Tetrahydrate; determ ination;
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