
测定中不仅要排除复方制剂中其他成分的干扰，还
要排除体内可能的代谢物的干扰。在流动相中加入
甲酸铵和甲酸可明显改善峰形，并控制ｐＨ在偏酸
性。试验中发现受试者口服白加黑片后有一干扰峰
出现，可能为一代谢物，通过调整流动相水相和有机
相的比例，确定为０． ０２ ｍｏｌ·Ｌ１甲酸铵溶液（含甲
酸０． ２％）甲醇乙腈（９１∶ ４． ５∶ ４． ５），在此条件下伪
麻黄碱、Ｏ去甲右美沙芬、苯海拉明及可能的代谢物
均不干扰对乙酰氨基酚的测定，每一样品的测定可
在６． ５ ｍｉｎ内完成，且此法具有良好的精密度和准
确度，为复方制剂中对乙酰氨基酚的药代动力学研
究提供了可靠的方法。

文献［１５］采用液液萃取法提取血样中对乙酰氨
基酚，操作烦琐；文献［６７］血样用量大，分析时间较
长。本研究血浆样品仅经过高氯酸沉淀蛋白法预处
理后即可进样分析，所需血浆样品量小，操作简便、
快速，与文献［１５］相比在处理大批量血浆样品时大大
减少了工作量，缩短了样品处理时间。

比较了甲醇、高氯酸、三氯醋酸等不同沉淀剂对
血样处理的效果，结果表明，用高氯酸沉淀时对样品
稀释度较小、干扰较少。试验中分别试用了６％和
１０％的高氯酸，６％的高氯酸浓度较低，对色谱柱损
害小；故选用了６％的高氯酸。

从本试验测定结果可见，对乙酰氨基酚在体内消
除较快，２４ ｈ时大部分受试者体内浓度已低于定量

限，１６ ｈ时Ｃｔ已低于Ｃｍａｘ的１ ／ １０ ～ １ ／ ２０，表明测定到
１６ ｈ较宜，所得血药浓度能反映制剂的体内过程。
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摘要：目的　 建立复方新斯的明眼用凝胶中维生素Ｂ６与有关物质的含量测定方法。方法　 采用高效液相色谱法，Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢＣ１８色谱柱（４． ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ，５ μｍ）。流动相：醋酸三乙胺溶液。检测波长：２９０ ｎｍ。结果　 线性范围为１ ～ ５０
μｇ·ｍＬ１，ｒ ＝ ０． ９９９ ９（ｎ ＝ ５）。低、中、高三个浓度回收率为（１００． ５９ ± ０． ５７）％，（１００． ９７ ± ０． ３８）％，（１０２． ２０ ± ０． ０６）％。结论
　 本方法简便快速、专属性好、重复性好、易操作。
关键词：维生素Ｂ６；眼用凝胶；有关物质；高效液相色谱法
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　 　 复方新斯的明眼用凝胶主要由甲硫酸新斯的
明、牛磺酸、维生素Ｂ６、马来酸氯苯那敏等组成，为
抗胆碱酯酶药、抗组胺药、解热镇痛药和维生素Ｂ６
的复方制剂，主要用于治疗儿童及青少年视疲劳等
症。维生素Ｂ６化学名为６甲基５羟基３，４吡啶二
甲醇盐酸盐。在体内经转变为氨基酸的转氨酶和脱
羧酶的辅酶而起作用，对于保持身体及神经系统处
于正常状况，维持体内钠、钾成分平衡等有重要作
用。笔者采用高效液相色谱法，建立了维生素Ｂ６的
含量测定方法，并对有关物质予检测。本方法准确，
简便、专属性强、重复性好，可用于复方新斯的明眼
用凝胶的含量测定和有关物质检查。
１　 仪器与试药
１． １　 仪器与试药

Ａｇｉｌｅｎｔ １１００型高效液相色谱仪，维生素Ｂ６对
照品（中国药品生物制品检定所，批号０５０２２５），维
生素Ｂ６原料药由咸宁京汇药业有限公司提供，样品
批号为２００６１０２２，复方新斯的明眼用凝胶（本实验
室自制），三乙胺和冰醋酸为分析纯，水为重蒸水。
２　 方法与结果
２． １　 色谱条件

色谱柱：Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢＣ１８柱（４． ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ，
５ μｍ），流动相：醋酸三乙胺溶液（取醋酸钠０． ３４ ｇ，
加水适量使溶解，加冰醋酸８． ２５ ｍＬ，加三乙胺５
ｍＬ，加水稀释至１ ０００ ｍＬ 即得）。流速：１． ０
ｍＬ·ｍｉｎ１；波长：２９０ ｎｍ。在上述条件下，维生素Ｂ６
与其有关物质实现基线分离，理论塔板数以维生素
Ｂ６计算不低于４ ０００。
２． ２　 测定方法

供试品溶液的制备：精密称取复方新斯的明眼
用凝胶适量，置５０ ｍＬ量瓶中（约相当于维生素Ｂ６
１０ μｇ·ｍＬ －１），加适量蒸馏水振摇使溶解，用蒸馏
水稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。取缺维生素

Ｂ６的空白制剂同法进行配制，作为空白溶液。
对照品溶液的制备：精密称取维生素Ｂ６对照品

约１０ ｍｇ置１００ ｍＬ量瓶中，加蒸馏水适量振摇使溶
解，并稀释至刻度，作为对照品储备液。精密量取此
储备液１ ｍＬ，置１０ ｍＬ量瓶中，加流动相稀释至刻
度，摇匀，作为对照品溶液。

分别取上述供试品溶液、空白溶液和对照品溶液
各２０ μＬ注入液相色谱仪，测定峰面积，按外标法以
峰面积计算维生素Ｂ６的含量。色谱图见图１Ａ ～ Ｃ。
２． ３　 专属性考察

取复方新斯的明眼用凝胶适量，分别在下述条
件下进行试验：①碱破坏：加２ ｍｏｌ·Ｌ１氢氧化钠溶
液适量使溶解，水浴加热２ ｈ，放冷，加酸中和，加蒸
馏水至规定体积，作为碱降解产物溶液；②酸破坏：
加２ ｍｏｌ·Ｌ１盐酸溶液适量使溶解，水浴加热２ ｈ，
放冷，加碱中和，加蒸馏水至规定体积，作为酸降解
产物溶液；③高温破坏：沸水浴加热２ ｈ，放冷，加蒸
馏水至规定体积，作为高温破坏降解产物溶液；④光
破坏：４ ５００ ｌｘ强光下照射７ ｄ，加蒸馏水至规定体
积，作为光破坏降解产物溶液；⑤氧化破坏：加过氧
化氢适量，水浴加热２ ｈ，放冷，加蒸馏水至规定体
积，作为氧化破坏降解产物溶液。取① ～⑤样品，按
“２． １”项下色谱条件进样，色谱图见图１Ｄ ～ Ｈ，图中
各杂质峰与主峰均有很好的分离。
２． ４　 线性关系考察

分别精密吸取“２． ２”项下对照品储备液０． １，
０． ５，１，２，５ ｍＬ置１０ ｍＬ量瓶中，加蒸馏水至刻度，
制成不同质量浓度的对照品系列溶液，进样２０ μＬ，
以峰面积Ａ对质量浓度Ｃ（μｇ·ｍＬ１）进行线性回
归，线性方程为Ａ ＝４０． ３２Ｃ ＋ ０． ４１，ｒ ＝ ０． ９９９ ９（ｎ ＝
５），结果表明在１ ～ ５０ μｇ·ｍＬ１内质量浓度与峰面
积呈良好的线性关系。检测限为０． ２ ｎｇ，定量限为
０． ５ ｎｇ（ＲＳＤ为０． ３７％）。
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图１　 维生素Ｂ６色谱图
Ａ空白制剂；Ｂ标准对照；Ｃ样品制剂；Ｄ碱破坏；Ｅ酸破坏；Ｆ高温破坏；Ｇ光照破坏；Ｈ氧化破坏；１维生素Ｂ６的峰
Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ６
Ａｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ；Ｂｒｅｆｅｒｅｎｃｅ；Ｃｓａｍｐｌｅ；Ｄｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ａｌｋａｌｉ；Ｅｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ａｃｉｄ；Ｆｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ｈｅａｔｉｎｇ；Ｇｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ｌｉｇｈｔ；Ｈｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ；１ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ６
２． ５　 重复性试验

取复方新斯的明眼用凝胶（批号０７０４２１），照
“２． ２”项下的方法制备供试品６份，照“２． １”项下色
谱条件测定精密度，结果ＲＳＤ为０． ０９％，说明本方
法的重复性较好。
２． ６　 溶液稳定性试验

取供试品溶液分别放置０，１，２，４，８，２４ ｈ后各
进样２０ μＬ，测定峰面积，结果ＲＳＤ为０． ６９％，表明
样品溶液在室温条件下２４ ｈ内稳定。
２． ７　 回收率试验

按处方标示量的８０％、１００％、１２０％三种浓度
的维生素Ｂ６对照品各５份，分别加入缺维生素Ｂ６的
空白制剂中，按“２． ２”方法制备样品。进样２０ μＬ，
记录峰面积，并计算回收率，结果每个浓度的回收率
依次为（１００． ５９ ± ０． ５７）％，（１００． ９７ ± ０． ３８）％，
（１０２． ２０ ± ０． ０６）％。
２． ８　 样品含量测定

按“２． ２”项下制备供试品溶液和对照品溶液，
依法测定峰面积，按外标一点法计算含量，结果见表
１（ｎ ＝３）。
２． ９　 样品有关物质检查

精密称取本品１ ｇ（约相当于维生素Ｂ６１ ｍｇ），
加水稀释制成每１ ｍＬ中约含维生素Ｂ６１００ μｇ的溶
液作为供试品溶液；精密量取上述供试品溶液１． ０
ｍＬ，加水制成每１ ｍＬ中约含１ μｇ维生素Ｂ６的溶
液，作为自身对照溶液。各２０ μＬ注入液相色谱仪，
记录色谱图至主成分峰保留时间的３倍，按不加校
正因子的主成分自身对照法以峰面积计算有关物质

的量，结果见表１。
表１　 样品含量测定结果
Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

批号 样品含量／ ％ 有关物质／ ％
０７０４２１ ９７． ７ ± ０． ６ ０． ２８ ± ０． ０３

０７０４２２ ９７． １ ± ０． ７ ０． ２４ ± ０． ０２

０７０４２３ ９７． ４ ± ０． ６ ０． ２０ ± ０． ０３

３　 讨论
３． １　 曾按照文献报道［１２］中的流动相进行尝试，但
对本品的分离效果不好，后采用醋酸三乙胺溶液为
流动相，取得了较好的分离效果，所采用的流动相中
冰醋酸和三乙胺的浓度虽较大，但经测定其ｐＨ值
为３． ９６，符合色谱柱所允许的范围。同时，该流动
相在测定维生素Ｂ６中未见相关报道，并且比文献报
道采用离子对试剂作为流动相更经济，且测定时间
短，可运用于批量检测。
３． ２　 对样品经酸、碱、氧化、高温、光照破坏后的分
解产物进行色谱分析，结果表明维生素Ｂ６与其分解
产物分离度好，在该色谱条件下，本法专属性强，适
用于复方新斯的明眼用凝胶中维生素Ｂ６含量测定，
也可用于有关物质的测定。
ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ

［１］ ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｙ，ＬＩＡＯ Ｈ Ｗ． ＨＰＬＣ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ａｎｄ
ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ６ ｉｎ Ｍｅｎｇｔｕｏｌｉｎｇ ｔａｂｌｅｔｓ ［Ｊ］． Ｊ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｃｏｌｌ ｏｆ
Ｐｈａｒｍ（广东药学院学报），２００６，２２（１）：５９６０．

［２］ ＬＩ Ｚ Ｆ，ＬＵ Ｘ Ｗ． ＨＰＬＣ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｚｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ｃａｆｅｉｎｅ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ６ ｉｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｃｙｃｌｉｚｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｔａｂｌｅｔｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈａｒｍ Ａｎａｌ（药物分析杂志），２００５，２５
（２）：２４１２４３．

收稿日期：２００８０１２９
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