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HPLC 双波长法测定复方罗布麻片Ⅰ中泛酸钙和氢氯噻嗪的含量 
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(1.安徽中医药大学药学院，合肥 230012；2.安徽省食品药品检验研究院，合肥 230051) 

 
摘要：目的  建立 HPLC 双波长法测定复方罗布麻片Ⅰ中泛酸钙和氢氯噻嗪的含量。方法  采用 Kromasil C18 色谱柱

(250 mm×4.6 mm，5 μm)，以含 0.1%辛烷磺酸钠溶液(用磷酸调节 pH 值至 3.0)-乙腈(96  4)为流动相 A，以甲醇为流动

相 B，采用梯度洗脱，柱温为 35 ℃，检测波长泛酸钙 200 nm、氢氯噻嗪 275 nm，流速为 1.0 mL·min1，进样量为 10 μL。

结果  泛酸钙和氢氯噻嗪分别在 0.025~0.5 μg(r=0.999 6)和 0.16~3.2 μg(r=1.000 0)内线性关系良好；平均加样回收率(n=9)

分别为 101.2%(RSD=0.47%)和 101.6%(RSD=0.49%)。结论  本法精密度好，结果准确可靠，适用于该制剂的质量检验分析。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a dual wavelengths of HPLC method for the determination of calcium pantothenate 

and hydrochlorothiazide in Compound Kendir Leaves tablet Ⅰ. METHODS  The Kromasil C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm) was 

used with the mobile phase A [0.1% octane sulfonic acid sodium (adjust pH to 3.0 with phosphoric acid)-acetonitrile (96  4)]- 

methanol as mobile phase B with gradient elution. The column temperature was set as 35  and th℃ e detection wavelength was 

set at 200 nm for calcium pantothenate and 275 nm for hydrochlorothiazide. The flow rate was 1.0 mL·min1 and the injection 

volume was 10 μL. RESULTS  The linear range was good within 0.0250.5 μg (r=0.999 6) for calcium pantothenate, 

0.163.2 μg(r=1.000 0) for hydrochlorothiazide, respectively. The average recoveries(n=9) were 101.2% (RSD=0.47%) and 
101.6% (RSD=0.49%), respectively. CONCLUSION  The method is accurate and reliable for the quality control of this 
compound preparation. 
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复方罗布麻片Ⅰ是由罗布麻叶、野菊花、防

己以及硫酸双肼屈嗪、氢氯噻嗪等多味中西药组

成的复方制剂[1-2]，为治疗高血压病的常用药物，

临床应用多年，效果明显[3]。其中泛酸钙为钙离子

拮抗剂，抑制钙离子内流，减少血管平滑肌的张

力及其对内源性加压物质的反应性，而产生降压

作用；氢氯噻嗪为利尿降压药，能增加硫酸双肼

屈嗪的降压作用以及降低水钠潴留的不良反应[4]。

复方罗布麻片Ⅰ收载于国家药品标准化学药品地

标升国标第十一册[5]，现行标准中只收载了氢氯噻

嗪[6]的含量测定，该质量标准过于简单，未对泛酸

钙的含量进行控制，不利于药物的质量控制。本

实验同时测定复方罗布麻片Ⅰ中的泛酸钙和氢氯

噻嗪含量，为复方罗布麻片Ⅰ的标准制订提供参

考[7]。 

1  仪器与试药 

LC-20AD 系列高效液相色谱仪(日本岛津公

司)；AG-135 电子天平(梅特勒-托利多仪器有限公

司)；泛酸钙对照品(批号：100370-201402，纯度：

97.5%)、氢氯噻嗪对照品(批号:100309-201103，纯

度：99.8%)均来自中国食品药品检定研究院；乙腈、

甲醇均为色谱纯(美国 Fisher 公司)；辛烷磺酸钠为

离子对色谱用试剂(美国天地有限公司)；水为超纯

水；其他试剂均为分析纯。复方罗布麻片Ⅰ(厂家
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A，批号：151003；厂家 B，批号：151231；厂家

C，批号：150502；厂家 D，批号：140301)。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

采用 Kromasil C18 (250 mm×4.6 mm，5 μm)色

谱柱；0.1%辛烷磺酸钠溶液(用磷酸调节 pH 值至

3.0)-乙腈(96︰4)为流动相 A，甲醇为流动相 B，

梯度洗脱(0~15 min，99%A；15~30 min，99%→

45%A；30~40 min，45%→10%A；40~40.1 min，

10%→99%A；40.1~70 min，99%A)。柱温 35 ℃，

检测波长：泛酸钙 200 nm，氢氯噻嗪 275 nm，流

速 1.0 mL·min1，进样量 10 μL。 

2.2  溶液的制备 

2.2.1  对照品储备液的制备  分别精密称取泛酸

钙对照品、氢氯噻嗪对照品适量，加流动相 A-甲

醇(20  80)混合溶液使溶解并稀释制成每 1 mL含

0.125 mg的泛酸钙和0.8 mg的氢氯噻嗪混合溶液，

作为对照品储备液。 

2.2.2  混合对照品溶液的制备  精密量取“2.2.1”

项下的对照品储备液 5 mL 置 25 mL 量瓶中，加流

动相 A-甲醇(20︰80)混合溶液稀释至刻度，摇匀，

作为混合对照品溶液。 

2.2.3  供试品溶液的制备  取本品 20 片，精密称

定，研细，精密称取适量(约相当于氢氯噻嗪 4 mg)

置 25 mL 量瓶中，加流动相 A-甲醇(20︰80)混合

溶液适量超声 20 min 使溶解，用流动相 A-甲醇

(20︰80)混合溶液稀释至刻度，摇匀，作为供试

品溶液。 

2.2.4  阴性对照溶液的制备  按处方比例制备不

含泛酸钙、氢氯噻嗪的阴性对照溶液，按“2.2.3”

项下的方法同法处理。 

2.3  专属性试验 

分别取混合对照品溶液、供试品溶液和阴性

对照溶液，按“2.1”项下色谱条件，分别进样 10 μL

测定。结果显示，阴性对照溶液不干扰混合对照品

和供试品溶液的测定，见图 1。 

2.4  线性关系考察 

精密吸取“2.2.1”项下的对照品储备液 0.5，

1，3，5，7，10 mL，分别置 25 mL 量瓶中，用流

动相 A-甲醇(20︰80)混合溶液稀释至刻度，摇匀。

精密吸取上述溶液 10 μL，分别注入液相色谱仪

中，按“2.1”项下色谱条件进行测定，分别以相

应对照品的浓度(X)为横坐标，以泛酸钙、氢氯噻

嗪峰面积(Y)为纵坐标，进行线性回归，得泛酸钙、

氢氯噻嗪回归方程分别为：Y=10×105X2 016.4 

(r=0.999 9)，Y=4×106X+10 261(r=1.000 0)，结果

表明：泛酸钙和氢氯噻嗪的线性范围分别为

0.025~0.5 μg 和 0.16~3.2 μg，线性关系良好。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A混合对照品溶液(200 nm)；B混合对照品溶液(275 nm)；C供试品

溶液(200 nm)；D供试品溶液(275 nm)；E阴性对照溶液(200 nm)；

F阴性对照溶液(275 nm)；1泛酸钙；2氢氯噻嗪。 

Fig. 1  HPLC chromatograms 
Astandard solution(200 nm); Bstandard solution(275 nm); Csample 

solution(200 nm); Dsample solution(275 nm); Enegative solution 

(200 nm); Fnegative solution(275 nm); 1calcium pantothenate; 

2hydrochlorothiazide. 

2.5  检测限与定量限 

以信噪比(S/N)为 3︰1 和 10︰1 为基准测得各

化合物的检测限和定量限，泛酸钙的检测限为

1.0 ng，定量限为 3.3 ng；检测限是由线性范围

低的浓度(0.002 5 mg·mL1)稀释 25 倍所得 终浓

度为 0.000 1 mg·mL1；氢氯噻嗪的检测限为

0.4 ng，定量限为 1.3 ng；检测限是由线性范围

低的浓度(0.016 mg·mL1)稀释 400 倍所得 终浓

度为 0.000 04 mg·mL1。 

2.6  仪器精密度试验  

分别精密量取“2.2.2”项下的混合对照品溶

液 10 μL 注入液相色谱仪，连续测定 6 次，记录峰

面积，泛酸钙、氢氯噻嗪的 RSD 分别为 0.31%(n=6)

和 0.10%(n=6)，结果表明仪器精密度良好。 
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2.7  稳定性试验 

取“2.2.3”项下供试品溶液，室温放置，分

别取 0，4，8，12，16，20，24 h 的供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱峰面积，

泛酸钙、氢氯噻嗪的 RSD 分别为 0.29%(n=7)和

0.12%(n=7)，结果表明 24 h 内供试品溶液稳定性

良好。 

2.8  重复性试验 

取同一批供试品(批号：151003)6 份，按照

“2.2.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按

“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱峰面积，结

果泛酸钙、氢氯噻嗪的 RSD 分别为 0.84%(n=6)和

0.44%(n=6)，结果表明本法重复性良好。 

2.9  加样回收率试验 

采用加样回收法，取已知含量的同一批复方

罗布麻片Ⅰ，研细，精密称取约相当于 2.5 片的量，

置 50 mL 量瓶中，共 9 份，依次每 3 份分别加入

对照品的量为样品含量的 40%，50%及 60%，按

“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项

下色谱条件进样，测定，结果见表 1。 

表 1  加样回收率实验结果(n=9) 

Tab. 1  Results of recovery tests (n=9) 
成 

分 

取样量/ 

g 

已知量/ 

mg 

加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回收

率/% 

RSD/ 
% 

泛 

酸 

钙 

0.344 2 0.636 4 0.529 2 1.172 3 101.25 

101.2 0.47 

0.347 8 0.643 1 0.529 2 1.181 6 101.77 

0.340 9 0.630 3 0.529 2 1.164 7 100.97 

0.348 3 0.644 0 0.661 5 1.313 1 101.15 

0.342 6 0.633 4 0.661 5 1.301 4 100.97 

0.339 9 0.628 5 0.661 5 1.301 4 101.72 

0.344 8 0.637 5 0.793 8 1.445 5 101.78 

0.343 1 0.634 4 0.793 8 1.431 2 100.38 

0.346 6 0.640 8 0.793 8 1.441 6 100.88 

氢 

氯 

噻 

嗪 

0.344 2 4.100 2 3.152 9 7.261 2 100.26 

101.6 0.49 

0.347 8 4.209 7 3.152 9 7.421 5 101.87 

0.340 9 4.200 1 3.152 9 7.400 3 101.50 

0.348 3 4.192 9 3.941 1 8.205 2 101.81 

0.342 6 4.159 2 3.941 1 8.168 1 101.72 

0.339 9 4.188 1 3.941 1 8.202 8 101.87 

0.344 8 4.139 9 4.729 3 8.948 7 101.68 

0.343 1 4.156 8 4.729 3 8.963 3 101.63 

0.346 6 4.166 4 4.729 3 8.973 1 101.64 

2.10  样品含量测定 

分别取不同厂家的复方罗布麻片Ⅰ，按

“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再分别精密

量取供试品溶液和对照品溶液 10 μL 进样，测定峰

面积，按外标法计算含量，结果见表 2。 

表 2  复方罗布麻片Ⅰ中泛酸钙和氢氯噻嗪的含量(n=4) 

Tab. 2  The contents of calcium pantothenate and 

hydrochlorothiazide in Compound Kendir Leaves tablet Ⅰ

(n=4) 

批号 泛酸钙 氢氯噻嗪 

151003 101.54% 102.06% 

151231 129.70% 99.94% 

150502 97.44% 99.39% 

140301 61.12% 86.70% 

3  讨论 

3.1  溶剂及流动相的选择 

按照中国药典[8]及相关文献[9-11]，虽然泛酸钙

易溶于水，但氢氯噻嗪在水中不溶，乙醇中微溶，

甲醇中溶解，由于溶剂[流动相 A-甲醇(20︰80)混

合溶液]中含甲醇比例较大，故可用该溶剂直接稀

释定容。泛酸钙在溶液中易于离子化，反相色谱

中很难在 C18 柱上保留，采用在流动相中加入离子

对试剂辛烷磺酸钠，使其与泛酸钙中的离子结合

生成弱极性的化合物，从而加大在固定相中的保

留，有效地与其他杂质分开。 

3.2  供试品超声时间的选择 

复方罗布麻片Ⅰ作为一种典型的由多味中西

药组成的复方制剂，为避免制剂中有效成分无法

完全溶出，对供试品超声时间做了比较，以超声

时间(min)为横坐标，以泛酸钙和氢氯噻嗪的百分

含量(%)为纵坐标，结果见图 3。由图可知，泛酸

钙和氢氯噻嗪在超声 15~25 min 时基本完全溶解，

在超声 30 min 后泛酸钙含量略微下降，因此建议

超声 20 min，确保样品能完全溶解并稳定。 

 
图 3  泛酸钙和氢氯噻嗪超声时间的选择 

Fig. 3  The choose of ultrasonic time about calcium 
pantothenate and hydrochlorothiazide 

3.3  波长的选择 

泛酸钙在 230 nm 以上无紫外发色基团，通过

测定泛酸钙的紫外吸收光谱，发现泛酸钙 大吸
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收在 195 nm。色谱条件中流动相为缓冲溶液与甲

醇进行梯度洗脱，甲醇的截至波长为 205 nm，测

定波长的选择存在一定难度。经色谱条件中梯度

洗脱表可知，在泛酸钙出峰时间时，甲醇的比例

仅占 1%，即为流动相 A-甲醇(99︰1)，甲醇的截

止波长对泛酸钙在 200 nm 下测定无干扰。为考察

本次实验耐用性，避免不同仪器造成的差异，以

流动相 A-甲醇(95︰5)为考察泛酸钙截止波长的梯

度洗脱溶液，经紫外扫描截止波长为 190 nm 以下，

而在 195~240 nm 之间紫外吸收为 0.357 4~ 

0.073 0，其中 200 nm 的紫外吸收为 0.189 5，能有

效避免甲醇截止波长对泛酸钙测定的影响。文献

报道泛酸钙的检测波长多在 210 nm，经实验知，

该色谱条件下 210 nm[12]处的峰面积比 195 nm 处

的低了近三分之一，由于泛酸钙含量较低，不利

于该组分的准确积分，而 200 nm 处的峰面积只略

低于 195 nm，且积分准确性高(RSD=0.35%，n=6)，

同时有效避免流动相基线噪音及样品中其他成分

造成的干扰[13]， 终选择 200 nm 作为泛酸钙的检

测波长。 

氢氯噻嗪的 大吸收波长经紫外扫描可知为

271 nm，由图 1 可知，200 nm 处色谱中 20 min 后

开始出现末端吸收，故氢氯噻嗪的检测波长不选

择 200 nm。由于处方中氢氯噻嗪的加入量为泛酸

钙的 64 倍，在低波长处氢氯噻嗪的吸收值过高。

参考相关文献[14]且制剂中的辅料在 275 nm 无干

扰，因此采用 275 nm 作为氢氯噻嗪的检测波长。

综上， 终选择双波长法[15]测定复方罗布麻片Ⅰ

中的泛酸钙(200 nm)和氢氯噻嗪(275 nm)的含量。 
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