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摘要 目的:建立同时测定注射用 13 种维生素中维生素 B6、烟酰胺、D －泛醇的 HPLC 法。方法:采用 Diamonsil ( TM) C18

( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) 为色谱柱，以 20 mmol·L －1磷酸二氢钾( 调 pH 5. 0) －甲醇( 88∶ 12 ) 为流动相，流速为 1. 0 mL·
min －1，检测波长为 214 nm，柱温为 25 ℃。结果:维生素 B6 在 0. 06046 ～ 0. 2418 mg·mL －1范围内、烟酰胺在 0. 3999 ～ 1. 599

mg·mL －1范围内，D － 泛醇在 0. 1521 ～ 0. 6084 mg·mL －1范围内具有良好线性关系; 其回收率分别为 100. 2%，99. 8%，
100. 4%。结论:本方法快速简便，准确可靠，可用于注射用 13 种维生素中维生素 B6、烟酰胺和 D －泛醇的质量控制方法。
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HPLC determination of vitamin B6 ，nicotinamide
and D － panthenol in 13 vitamins for injection
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Abstract Objective: To establish an HPLC method for the simultaneous determination of vitamin B6，nicotinamide
and D － panthenol in 13 vitamins for injection．Method: A Diamonsil C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) was used as
separation column at 25 ℃ ． The mobile phase was 20 mmol·L －1 KH2PO4 solution ( adjusted to pH 5. 0) － metha-
nol ( 88∶ 12) at flow rate of 1. 0 mL·min －1 ． Detection wavelength was set at 214 nm． Results: The linear ranges of
vitamin B6，nicotinamide and D － panthenol were 0. 06046 － 0. 2418 mg·mL －1 ( r = 0. 9997，n = 5 ) ，0. 3999 －
1. 599 mg·mL －1 ( r = 0. 9996，n = 5) and 0. 1521 － 0. 6084 mg·mL －1 ( r = 0. 9998，n = 5) ，respectively． The av-
erage recoveries ( n = 9 ) of Vitamin B6，Nicotinamide and D － panthenol were 100. 3%，99. 9% and 99. 3%，re-
spectively． Conclusion: The method is simple，accurate，and suitable for determination of the three constituents in 13
vitamins for injection．
Key words: vitamin B6 ; preparations; nicotinamide; D － panthenol; HPLC; injection

注射用 13 种维生素是多种维生素混合的无菌
冻干品，含维生素 A、维生素 B1、维生素 K1、核黄素、
维生素 B6、D －泛醇、维生素 C、维生素 E、烟酰胺、
维生素 B12、生物素、维生素 D3 和叶酸。维生素 B6

和烟酰胺的含量测定方法很多，大多采用离子对色

谱法［1 ～ 6］。而关于 D －泛醇的含量测定方法，国内
外鲜有文献报道。本文建立了同时测定注射用十三
种维生素中的维生素 B6、烟酰胺、D －泛醇 HPLC 方
法，为完善维生素类药物质量控制方法提供参考。
1 仪器与试剂

Shimadzu LC － 20A 高效液相色谱仪配 PDA 检
测器( 日本岛津) 。

甲醇为色谱纯( 山东禹王实业有限公司) ; 磷酸

二氢钾为分析纯( 天津博迪化工有限公司) ; 水为二

次重蒸水。
维生素 B6 ( 北京百灵威公司提供) ; 烟酰胺( 中

国药品生物制品检定所，批号: 100115 － 200302) ; D
－泛醇( 北京百灵威公司提供) ; 注射用 13 种维生
素样品( 自制) 。
2 色谱条件
色谱柱: Diamonsil( TM) C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，

5 μm) ; 流动相: 20 mmol·L －1磷酸二氢钾( 调 pH
5. 0) －甲醇( 88 ∶ 12 ) ; 检测波长: 214 nm; 柱温: 25
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℃ ; 流速: 1. 0 mL·min －1。维生素 B6、烟酰胺、D －
泛醇与相邻峰的分离度均大于 1. 5，理论塔板数均
不低于 3000。色谱图见图 1。

图 1 对照品( A) 、样品( B) 、阴性样品( C) 色谱图
Fig 1 HPLC chromatograms of reference substances ( A) ，sample ( B)

and negative sample( C)

1．维生素 B6 ( vitamin B6 ) 2．烟酰胺( nicotinamide) 3． D －泛醇( D

－ panthenol)

3 溶液制备
3. 1 对照品溶液 分别称取维生素 B6 约 6. 0 mg、

烟酰胺对照品约 40 mg、D －泛醇对照品约 15 mg，精
密称定，加流动相溶解并转移至 50 mL量瓶中，用流
动相稀释至刻度，摇匀。
3. 2 供试品溶液 精密称取本品适量( 相当于 1 支
量) ，置 50 mL 量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻
度，摇匀。
3. 3 空白干扰试验 取处方量的辅料和除烟酰胺、
D －泛醇、维生素 B6 外的其他主药，照含量测定方

法制成供试品溶液，注入色谱仪。结果辅料及其他
药物在 214 nm 处对烟酰胺、维生素 B6 和 D －泛醇
测定无干扰，色谱图见图 1 － C。
4 方法与结果
4. 1 线性关系考察 精密称取维生素 B6 30. 23 mg

置 25 mL量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇
匀，为储备液。精密称取烟酰胺 199. 93 mg 置 25
mL量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，为储
备液。精密称取 D －泛醇 76. 05 mg 置 25 mL 量瓶
中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，为储备液。
分别精密量取 3 种储备液各 0. 5，0. 8，1. 0，1. 5，2. 0
mL置同一 10 mL量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻
度，摇匀。进样 10 μL，记录色谱图。以峰面积对浓
度进行线性回归，结果见表 1。

表 1 线性关系试验结果( n =5)
Tab 1 Regression equation and linear range of the components

成分

( component)

回归方程

( regression equation)
r

线性范围

( linear range) / mg·mL －1

维生素 B6( vitamin B6) Y =3. 676 × 107X +5. 575 × 105 0. 9997 0. 06046 ～ 0. 2418

烟酰胺( nicotinamide) Y =3. 354 × 107X +7. 692 × 106 0. 9996 0. 3999 ～ 1. 599

D －泛醇( D － panthenol) Y =1. 920 × 106X +6. 829 × 104 0. 9998 0. 1521 ～ 0. 6084

4. 2 精密度试验 取供试品溶液，进样 10 μL，测
定峰面积，连续测定 6 次，以峰面积计算 RSD。结果
维生素 B6 RSD =0. 21%、烟酰胺 RSD =0. 10%、D －
泛醇 RSD =0. 28%，表明精密度良好。
4. 3 重复性试验 取本品同一批号样品 6 份，照
“3. 2”项下方法制成供试品溶液，测定峰面积，计算
含量，结果维生素 B6 标示百分含量为 100. 3%，RSD
=0. 37% ; 烟酰胺标示百分含量为 100. 1%，RSD =
0. 15% ; D －泛醇标示百分含量为 99. 97%，RSD =
0. 41%。结果表明方法重复性良好。
4. 4 稳定性试验 取同一供试品溶液，分别 0，2，
4，6，8 h 测定峰面积，结果维生素 B6 峰面积的 RSD

=0. 84% ; 烟酰胺峰面积的 RSD = 0. 32% ; D －泛醇
峰面积的 RSD = 0. 42%。结果表明样品溶液在 8 h
内稳定。
4. 5 回收率试验 称取 D －泛醇 1. 5 g 置 100 mL
量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀。精密称
取维生素 B6 4. 8，6. 0，7. 2 mg，烟酰胺 32，40，48 mg，
置 50 mL量瓶中，分别加入上述 D －泛醇溶液 0. 8，
1. 0，1. 2 mL，并加入处方量的其他原料和辅料，照供
试品溶液制备项下方法制成供试品溶液，进样 10
μL，计算回收率。结果见表 2。结果表明 3 种成分
回收率符合规定。
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表 2 回收率试验结果( n =9)
Tab 2 Result of samples recovery test

成分

( component)

加入量

( added)

/mg

测得量

( found)

/mg

平均回收率

( average

recovery) /%

RSD

/%

维生素 B6( vitamin B6) 4. 86 4. 85 99. 8

6. 02 6. 04 100. 3 0. 52

7. 21 7. 25 100. 6

烟酰胺( nicotinamide) 32. 07 32. 01 99. 8

40. 15 40. 11 99. 9 0. 21

48. 04 47. 89 99. 7

D －泛醇( D － panthenol) 12. 26 12. 31 100. 4

15. 32 15. 47 101. 0 0. 60

18. 18 18. 14 99. 8

4. 6 样品测定 取不同批号样品，按“3. 2”项下的
方法制备供试品溶液，进样 10 μL，按外标法计算含
量，结果见表 3。

表 3 样品测定结果(%，n =2)
Tab 3 Result of samples determination

批号

( Lot No． )

维生素 B6

( vitamin B6)

烟酰胺

( nicotinamide)

D －泛醇

( D － panthenol)

091101 100. 9 100. 5 99. 2

091104 100. 3 100. 8 99. 6

091108 100. 5 100. 8 100. 0

5 讨论
检测波长的确定: 分别精密称取烟酰胺、D －泛

醇和维生素 B6 适量，加流动相制成含烟酰胺 12 μg
·mL －1、D －泛醇 12 μg·mL －1、维生素 B6 12 μg·
mL －1流动相溶液，照分光光度法( 中国药典 2005 年

版二部附录 IV A) 在 200 ～ 500 nm 波长范围内扫
描。结果，烟酰胺、D －泛醇和维生素 B6 在 214 nm
处均有吸收，确定烟酰胺、D －泛醇和维生素 B6 检

测波长为 214 nm。
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