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反相高效液相色谱法同时测定 9种水溶性维生素 

蒋晔，刘红菊，郝晓花 

(河北医科大学药学院 石家庄 050017) 

摘要 目的：建立反相高效液相色谱法同时测定维生素c、B。、B 磷酸钠、B6、B。 、烟酰胺、泛酸、生物素、叶酸等9种水溶性维 

生素的分析方法。方法：采用梯度洗脱反相高效液相色谱法，Phenomenex C 。色谱柱(5 ，4．6 ilflln×250 ilflln)，流动相A为 

0．05 mo1．L 磷酸二氢钾缓冲液一乙腈(97：3)；流动相B为甲醇，检测波长210啪 ，流速 1．0 mL。min～。结果：各种维生素 

含量测定方法的线性关系良好，r0．9998—0．9999，回收率99．21％一100．3％，RSD 0．39％一0．97％，用该法测定了复合维生素 

注射用粉针剂水乐维他的含量。结论：本方法操作简便，精密度好，结果准确可靠。 
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RP—HPLC Determination of Nine W ater—soluble Vitamins 

JIANG Ye，LIU Hong—ju，HAO Xiao—hua 

(Cortol of Pharmacy，Hebei Medical University，Shijiazhuang 050017) 

Abstract Objective：T0 establish RP—HPLC method for the analysis of nine water—soluble vitamins．Methods： 

RP—HPLC was adapted，on a column of Phenomenex C18(5 m，4．6 nlln×250 mm)，gradient elution，using the 

mobile phase of A：0．05 mol·L～potassium dihydrogen phosphate buffer(0．2％triethylamine，pH6．0)一acetoni— 

trile(97：3)and B：methanol，at a flow rate of 1．0 mL·min～and the detection wavelenth of210 nm．Results：In 

the linear range the correlation coefficients ranged from 0．9998 to 0．9999．1'he average recoveries were 99．21％ 一 

100．3％with corresponding RSD of 0．39％ 一0．97％ ．1'his method has been successfully applied for determination 

of nine water—soluble vitamins in compound vitamin injection．Conclusion：The method is rapid，accurate and reli— 

able． 
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水溶性维生素是人体生命活动中不可缺少的营 

养物质。因其化学性质和结构差别大，分离测定困 

难。目前，多种水溶性维生素的色谱分离方法有离子 

对HPLC ．2]、胶束HPLC 和非离子对HPLC -6J，前 

者因离子对试剂价格昂贵，且对色谱柱柱效及泵损 

害大，不适合作为常规分析方法。本文采用非离子 

对梯度洗脱HPLC对同时分离测定9种水溶性维生 

素(维生素 c，烟酰胺，维生素 B，，维生素B 磷酸 

钠，维生素B ，维生素 B 泛酸，生物素，叶酸)，各 

维生素色谱峰分离度良好，分析时间短，结果准确可 

靠，可用于复合维生素制剂的含量测定。 

1 仪器与试剂 

高效液相色谱仪：P99 II二元梯度泵、UV99紫 

外检测器(北京温分分析仪器技术开发公司)。 

N2000色谱工作站(浙江大学智能信息工程研究 

所)。甲醇、乙腈为色谱纯，三乙胺、磷酸二氢钾 

(KH PO )为分析纯，水为石英亚沸重蒸水。维生 

素C(VC)、烟酰胺(VPP)、维生素B，(VB，)、维生素 

B 磷酸钠(VB )、维生素 B (VB )、维生素 B。 

(VB， )、泛酸、生物素(VH)、叶酸对照品购自Sigma 

公司。水乐维他复合维生素粉针剂 由华瑞制药 

有限公司生产(每瓶中组分为维生素B。3．0 mg、维 

生素B2 3．6 mg、维生素B6 4．0 mg、烟酰胺40 mg、泛 

酸15 mg、维生素 c 100 mg、生物素 60 g、叶酸 

0．4 mg、维生素B12 5．0 g、甘氨酸300 mg、乙二胺 

四乙酸二钠0．5 mg、对羟基苯甲酸甲酯0．5 mg)。 

2 色谱条件 

色谱柱：Pheno脚n既Cl8’5 n，4．6 mln×250 mlno 
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流动相 A：0．05 mol·L 磷酸二氢钾缓冲液(含 

0．2％三乙胺，pH6．0)一乙腈(97：3)；流动相 B：甲 

醇。梯度洗脱，A：B(90：10) A：B(60：40) 

A：B(90：lO)。检测波长：210 nm。流速：1．0 

mL·min～。柱温：室温。 

3 标准溶液的配制 

取各种维生素对照品适量，精密称定，加0．05 

tool·L 磷酸二氢钾缓冲液(pH 6．0)配制浓度分 

别为 VC 1．03 nag·mL～、VPP 7．26×10～ nag· 

mL～、VBl 3．90 X 10～ mg·mL～、VB24．28 X 10一 

mg·mL- 、VB63．82×10_ mg·mL- 、VBl23．63 X 

10～mg·mL～、泛酸 0．157 mg·mL～、VH 3．22 X 

l0～mg·mL～、叶酸0 312 nag·mL 的混合标准 

溶液。临用新配。 

4 线性关系 

配制一定浓度的混合对照品储备液，分别取2， 

5，10，15，20 L进样，以峰面积 对浓度 c(mg· 

mL )进行回归处理，结果见表1。 

表1 回归方程、线性范围 相关系数实验结果 

Tab 1 Results ofl'egre~ola eqm~ion，linear rlulge and eorrdation eottlidents 

5 回收率实验 

在已知量的样品溶液中，加入 80％，100％， 

120％的已知量的各种维生素标准品，配制供试溶 

液，取20 进样，按色谱条件进行测定。各维生素 

的平均回收率分别为 VC 99．65％，RSD <0．39％； 

VPP 99．28％ ，RsD <0．45％ ；VBl 100．3％ ，RSD< 

0．62％ ；VB2 100．2％ ，RSD < 0．96％ ；VB < 

99．21％ ，RSD < 0．69％ ；VB12 99．75％ ，RSD < 

0．58％；泛酸99．62％，RSD<0．66％；VH 99．89％， 

RSD<0．97％；叶酸 100．2％，RSD<0．47％。 

6 精密度实验 

配制工作溶液浓度80％，100％，120％3个浓度 

的各维生素标准混合溶液，各重复进样 3次，每次 

20 ，按色谱条件项下进行测定，各组分峰面积 

RSD在0．19％一0．70％范围内。 

7 最低检测限实验 

取线性范围测定项下的对照品溶液，进行对倍 

稀释，取20 L进样，以色谱条件项下进行测定，以 

S／N为3时的量为最低检测限。测得最低检测限分 

别为：VCI6 rtg；VPPI。8 rtg；VB110 ng；VB2 15 rtg；VB64 

ng；泛酸40 ng；VBl24 ng；VH 0。03 ng；叶酸6 ng。 

8 样品测定 

取水乐维他粉针剂1支，用0．05 tool·L 磷酸 

二氢钾缓冲液(pH6．0)溶解并转移至5 mL棕色量 

瓶中，摇匀，作为VH和VB， 供试品溶液。精取上述 

溶液1 mL置25 mL棕色量瓶中，用缓冲液稀释至 

刻度，摇匀，作为其他水溶性维生素。取上述溶液各 

20 L进样，按色谱条件项下进行测定，记录峰面积， 

外标法定量，测定结果见表2，色谱图见图1。 

表2 水溶性维生素测定结果(标示量％。̂---3) 

Tab 2 Results of determination of warier—soluble vitamins(1abdlet amonnt％) 
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图1 高效液相色谱图 

Fig 1 HPLC ChromatogTams 

A．标准品(Standards) B．样品 (sample) 

1．Vc 2．VB1 3．VB6 4．泛酸(Pantothenic acid) 5．VPP 6．叶酸(Folic acid) 7．VH 8．VB12 9．VB2 

9 讨论 

本方法可一次测定水乐维他中9种水溶性维生 

素，但由于生物素和维生素B 与其他组分的含量相 

差太大，若用浓工作溶液一次进行测定，维生素 c 

和烟酰胺则超出最大线性范围，故采用2个稀释度 3 

分2次测定。 

复合维生素注射液中泛酸、生物素含量相对较 

低，且紫外吸收为末端吸收，吸收系数小，因此，选择 

210 nm为检测波长，可同时满足 9种维生素的检测 

要求。 a 

用0．05 mol·L 磷酸二氢钾缓冲液 一甲醇体 

系进行梯度洗脱时，维生素 B 与泛酸色谱峰重叠， 

缓冲液中加入3％的乙腈可使两色谱峰达到有效分 

离，乙腈量加大，则使维生素B 与杂质峰重叠。缓 

冲液中加入少量三乙胺可抑制维生素c、维生素B 

及烟酰胺的拖尾现象，改善峰形，而对保留时间无影 

响。但三乙胺的比例越大，梯度洗脱的基线漂移现 

象越严重，因此，选择缓冲液中三乙胺的比例为 

0．2％，既可使色谱峰对称，又能保持色谱图基线平 

稳。 
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