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ＳＰＥ－ＨＰＬＣ法检测维生素 Ｄ滴剂（软胶囊）中的有关物质
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摘要　目的：建立固相萃取－高效液相色谱法（ＳＰＥ－ＨＰＬＣ法）快速检测维生素Ｄ滴剂（软胶囊）中维生素
Ｄ３有关物质反式维生素Ｄ３（杂质Ａ）、７－去氢胆固醇（杂质 Ｂ）、光甾醇３（杂质 Ｃ）、异速甾醇３（杂质 Ｄ）。

方法：取内容物约１２ｇ（约相当于维生素 Ｄ３１５４８ＩＵ），精密称定，置于试管中，加入异辛烷４ｍＬ，涡旋混

匀，采用固相萃取小柱进行净化，以正己烷－乙酸乙酯（８５∶１５）为洗脱剂，无水乙醇为解吸剂；采用ＬｕｎａＳｉｌ
ｉｃａ（２）１００?硅胶柱（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ），以正己烷－正戊醇（９９６５∶３５）为流动相，采用加校正因子
主成分自身对照法计算维生素Ｄ３各杂质的含量。结果：前维生素 Ｄ３与植物油分离度 ＞１５。维生素 Ｄ３的

线性范围为００２～０８０μｇ·ｍＬ－１，ｒ＝０９９９５；杂质Ａ的线性范围为００２～０８０μｇ·ｍＬ－１，ｒ＝０９９９９；
杂质Ｂ的线性范围为００２～０８０μｇ·ｍＬ－１，ｒ＝０９９９９；杂质 Ｃ的线性范围为００２～０８０μｇ·ｍＬ－１，
ｒ＝０９９９９；杂质Ｄ的线性范围为００２～０８０μｇ·ｍＬ－１，ｒ＝０９９９９。维生素Ｄ３杂质Ａ～Ｄ的平均回收率

（ｎ＝９）为９３２％～１０２９％。对３批维生素Ｄ滴剂（软胶囊）样品进行检测，结果已知杂质及其他最大单个
杂质含量均≤０５％，杂质总含量≤１０％。结论：本方法经系统方法学验证，适用于维生素 Ｄ滴剂（软胶
囊）中维生素Ｄ３有关物质的检测，且具有操作简便、快速、准确的优势，为脂溶性维生素Ｄ３制剂的质量控制

提供了技术保证。

关键词：固相萃取；高效液相色谱法；维生素Ｄ３有关物质；工艺杂质；降解杂质

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０７－１２３８－０８
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２３－０４４１

ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｖｉｔａｍｉｎＤ
ｄｒｏｐｓ（ｓｏｆｔｃａｐｓｕｌｅｓ）ｂｙＳＰＥ－ＨＰＬＣ

ＸＩＥＺｈｉ－ｃａｉ１，ＹＡＮＧＬｉ－ｎａ１，ＰＡＮＨａｎ１，ＸＵＱｉｎｇ－ｊｕｎ１，
ＬＵＤａ－ｆｅｎｇ１，ＬＩＳｈｕ－ｙｉｎｇ１，ＸＩＥＱｉａｎｇ－ｓｈｅｎｇ２
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ａｎｄｍｉｘｅｄｗｅｌｌＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｌｕｍｎｓ，ｗｉｔｈｎｈｅｘａｎｅ－ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ
（８５∶１５）ａｓｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎａｇｅｎｔａｎｄａｎｈｙｄｒｏｕｓｅｔｈａｎｏｌａｓｔｈｅｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎａｇｅｎｔＡＬｕｎａＳｉｌｉｃａ（２）１００?ｓｉｌｉｃａｇｅｌ
ｃｏｌｕｍｎ（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）ｗａｓｕｓｅｄ，ｗｉｔｈｎｈｅｘａｎｅ－ｎｐｅｎｔａｎｏｌ（９９６５∶３５）ａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ
ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅａｄｄｉｎｇｓｔａｎｄａｒｄｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓｅｌｆ－ｃｏｎｔｒｏｌｍｅｔｈｏｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｂｅｔｗｅｅｎｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３ａｎｄｖｅｇｅｔａｂｌｅｏｉｌｗａｓｇｒｅａｔｅｒ

ｔｈａｎ１５ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｗａｓ００２－０８０μｇ·ｍＬ
－１，ｗｉｔｈｒ＝０９９９５Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｉｍ

ｐｕｒｉｔｙＡｗａｓ００２－０８０μｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｒ＝０９９９９ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＢｗａｓ００２－０８０
μｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｒ＝０９９９９ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＣｗａｓ００２－０８０μｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｒ＝０９９９９Ｔｈｅ
ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＤｗａｓ００２－０８０μｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｒ＝０９９９９Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ
Ａ－Ｄ（ｎ＝９）ｗａｓ９３２％－１０２９％Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤｄｒｏｐｓ（ｓｏｆｔｃａｐｓｕｌｅｓ）
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓａｎｄｏｔｈｅｒｍａｘｉｍｕｍｓｉｎｇｌｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ０５％，ａｎｄｔｈｅ
ｔｏｔａｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎ１０％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄｉｓ
ｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｖｉｔａｍｉｎＤｄｒｏｐｓ（ｓｏｆｔｃａｐｓｕｌｅｓ）．Ｉｔｈａｓｔｈｅａｄｖａｎｔａ
ｇｅｓｏｆｂｅｉｎｇｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇｒａｐｉｄａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｒｅｓｕｌｔｓ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｉｎｇｔｅｃｈｎｉｃａｌａｓｓｕｒａｎｃｅｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉ
ｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆｆａｔ－ｓｏｌｕｂｌｅｖｉｔａｍｉｎＤ３ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｖｉｔａｍｉｎＤ３－ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；

ｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ；ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

　　维生素 Ｄ３是脂溶性维生素，作用于钙及磷的激
素前体，能促进钙、磷吸收，具有广泛的临床应用［１］。

对于维生素 Ｄ３原料药和相关制剂，２０２０年版《中华
人民共和国药典》［２］、ＵＳＰ３８［３］、ＥＰ１００［４］均有收
载，有关物质的检测方法多采用正相高效液相色谱

法。维生素Ｄ３有关物质，主要是其光热转化异构体，
包括前维生素Ｄ３、反式维生素Ｄ３（杂质 Ａ）、７－去氢
胆固醇（杂质Ｂ）、光甾醇３（杂质Ｃ）、异速甾醇３（杂
质Ｄ）和速甾醇Ｄ３（杂质Ｅ）

［５－６］。

目前，我国市售维生素 Ｄ滴剂（软胶囊）的规格
有４００ＩＵ·粒 －１（１０μｇ）、８００ＩＵ·粒 －１（２０μｇ），内
容物均以植物油为主，其中维生素 Ｄ３的含量约在
１０－５ｍｇ·ｋｇ－１级别，若直接采用高效液相色谱法测
定维生素Ｄ３中的有关物质，植物油的干扰会非常严
重，导致无法准确定量。经检索，可知测定维生素Ｄ３
有关物质多采用液液萃取的方法［６－８］。但对于油性

内容物与维生素 Ｄ３有关物质，其在液液萃取溶剂中
的相似相容性，液液萃取很难将前维生素 Ｄ３与植物
油有效分离，目前尚无简便且快速测定油性内容物

维生素Ｄ３有关物质的相关报道。
固相萃取（ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔ，ＳＰＥ）技术利用具

有吸附能力的吸附剂对样品进行萃取，通过不同的

溶剂进行分离、纯化和浓缩来达到去除杂质、富集

的效果［９］。与传统的液液分离相比，固相萃取具有

浓缩度高，材料简单，耗材少等优点［１０－１１］。此外，

研究表明固相萃取技术与高效液相色谱法结合能

够达到更准确的定量［１２］。目前，固相萃取 －高效
液相色谱法已被有效应用于测定大豆油［１３］、饼

干［１４］、婴幼儿奶粉［１５］中的维生素含量，但未有相关

研究将固相萃取技术直接用于维生素 Ｄ滴剂（软胶
囊）中维生素 Ｄ３有关物质的检测。刘铁成等

［１６］通

过液液萃取，再经固相萃取柱净化、浓缩的方式，测

定了维生素 Ｄ３及其有关物质，方法可行，但存在前
处理所需时间较长，液液萃取提取率损失等问题。

因此，固相萃取这一稳定且高效，同时具备抗干扰

能力的方法在直接测定维生素 Ｄ滴剂（软胶囊）中
维生素 Ｄ３有关物质方面仍有较大的优化空间及研
究意义。

基于目前油性介质中维生素 Ｄ３有关物质检测
技术现状，本文以维生素 Ｄ３及其有关物质为研究目
标，通过对前处理、方法学等进行系统研究，建立固

相萃取 －高效液相色谱法（ＳＰＥ－ＨＰＬＣ法）快速测
定维生素 Ｄ滴剂（软胶囊）中维生素 Ｄ３有关物质，
以期为维生素 Ｄ滴剂（软胶囊）的质量控制提供技
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术保障，为微小规格制剂药物的质控研究提供

参考。

１　仪器与试药
岛津 ＬＣ－２０Ａ液相色谱仪（配备光电二极管

阵列紫外可见光检测器，岛津公司）、ＶＯＲＴＥＸ－
ＧＥＮＩＥ２涡旋混合仪（ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）、
ＸＰＲ２０５ＤＵ型十万分之一电子天平（梅特勒 －托利
多仪器有限公司）、ＵＧＣ－１２Ｃ氮吹仪（北京优晟联
合科 技 有 限 公 司）。固 相 萃 取 小 柱 （Ａｇｉｌｅｎｔ
ＭｅｇａＢＥ－ＳＩ，６ｍＬ∶１ｇ；ＡｇｉｌｅｎｔＮＨ２６ｍＬ∶２００ｍｇ；
ＷｅｌｃｈＢＲＰＳｉｌｉｃａ６ｍＬ∶２００ｍｇ；Ｗｅｌｃｈｒｏｍ Ｃ１８Ｅ
６ｍＬ∶２００ｍｇ）。

对照品维生素 Ｄ３（含量１００％），中国食品药品
检定研究院；维生素Ｄ３杂质 Ａ（含量９９３０％）、维生
素Ｄ３杂质Ｂ（含量９４０１％）、维生素Ｄ３杂质Ｃ（含量
９５２１％），深圳市江川医药技术有限公司；维生素Ｄ３
杂质Ｄ（含量９６１％），ＴＬＣＰｈａｒｍａＣｈｅｍＩｎｃ。维生
素 Ｄ滴剂（软胶囊）样品（４００ＩＵ·粒 －１，批号

２３０２００５、２３０２００６、２３０３００５）由青岛双鲸药业股份有
限公司提供；空白辅料（植物油，批号 ２２０９０３－２－
０１）由辽宁新兴药业股份有限公司提供；正己烷（湖
北弗顿科学技术有限公司）、正戊醇（天津市科密欧

化学试剂有限公司）、乙酸乙酯（西格玛奥德里奇（上

海）贸易有限公司）、甲醇（湖北弗顿科学技术有限公

司）均为色谱级。

２　方法与结果
２１　色谱条件

采用Ｌｕｎａ３μｍＳｉｌｉｃａ１００?（１５０ｍｍ×４６μｍ，
３μｍ）色谱柱，以正己烷 －正戊醇（９９６５∶３５）为流
动相，流速 ２０ｍＬ·ｍｉｎ－１，运行时间 ５０ｍｉｎ，柱温
３０℃，检测波长２６５ｎｍ，进样体积１００μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　供试品溶液
２２１１　固相萃取法　取维生素 Ｄ滴剂（软胶囊）
内容物约１２ｇ（约相当于维生素Ｄ３１５４８ＩＵ），精密
称定，置于试管中，加入异辛烷４ｍＬ，涡旋混匀，加入
预先用正己烷活化的硅胶固相萃取小柱（Ａｇｉｌｅｎｔ
ＭｅｇａＢＥ－ＳＩ，６ｍＬ∶１ｇ），用正己烷 －乙酸乙酯
（９０∶１０）２ｍＬ洗脱，常压洗脱至洗脱液不再流出时，
加入无水乙醇２ｍＬ解吸附，收集解吸附液，氮气吹
干，加入异辛烷１ｍＬ复溶，即得。
２２１２　液液萃取法　取维生素 Ｄ（软胶囊）内容

物约６ｇ（约相当于维生素 Ｄ３７７４２ＩＵ），精密称定，
置离心管中，加甲醇２０ｍＬ，涡旋３ｍｉｎ，４０ｋＨｚ超声
２０ｍｉｎ，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，倒出上清液，再加
入甲醇１０ｍＬ，重复提取２次，合并提取液，氮气吹
干，加异辛烷５ｍＬ复溶，即得。
２２２　自身对照溶液

精密移取供试品溶液１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，
用异辛烷稀释至刻度，摇匀，即得。

２２３　混合杂质对照品溶液
取维生素Ｄ３杂质Ａ、杂质Ｂ、杂质Ｃ及杂质Ｄ的

对照品各１０ｍｇ，精密称定，置同一１００ｍＬ棕色量瓶
中，用异辛烷溶解、定容，配制成质量浓度均为

０１ｍｇ·ｍＬ－１混合杂质对照品储备液，－２０℃避光
保存。精密量取混合杂质对照品储备液 １ｍＬ置
２５ｍＬ量瓶中，用异辛烷稀释定容至刻度，摇匀，即得。
２２４　维生素Ｄ３对照品储备液

精密称取维生素 Ｄ３的 对 照 品 ２５ｍｇ，置
１００ｍＬ棕色量瓶中，加异辛烷 ８０ｍＬ，避免加热，
４０ｋＨｚ超声处理 １ｍｉｎ使完全溶解，用异辛烷稀
释至刻度，摇匀，即得。储备液充氮密塞，避光，

０℃以下保存。
２２５　系统适用性溶液

量取“２２４”项下维生素 Ｄ３对照品储备液
５ｍＬ，置具塞玻璃容器中，通氮后密塞，置９０℃水浴
中加热１ｈ，取出，迅速冷却，加正己烷５ｍＬ，摇匀，置
１ｃｍ具塞石英吸收池中，在２支８Ｗ主波长分别为
２５４ｎｍ和３６５ｎｍ的紫外光灯下，将石英吸收池斜放
成４５°，并距灯管５～６ｃｍ，照射５ｍｉｎ，使溶液中含
有前维生素Ｄ３、杂质 Ａ、维生素 Ｄ３和杂质 Ｅ，作为系
统适用性溶液［１７］，－２０℃避光保存。
２３　方法学验证
２３１　系统适用性试验

精密吸取“２２５”项下系统适用性溶液，按
“２１”项下色谱条件进行测定，结果显示，前维生素
Ｄ３峰与杂质Ａ峰分离度２７１，维生素 Ｄ３峰与杂质 Ｅ
峰分离度２５９（图１）。
２３２　专属性
２３２１　加标供试品溶液　取维生素Ｄ滴剂（软胶
囊）内容物约１２ｇ（约相当于维生素 Ｄ３１５４８ＩＵ），
精密称定，置于试管中，加入“２２３”项下混合杂质
对照品溶液４８μＬ及异辛烷４ｍＬ，涡旋混匀，加入预
先用正己烷活化的硅胶固相萃取小柱，剩余操作
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１．前维生素Ｄ３（ｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３）　２．杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）　３．维生素Ｄ３（ｖｉｔａｍｉｎＤ３）　４．杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ）

图１　系统适用性试验色谱图

Ｆｉｇ１　Ｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

同“２２１１”项下固相萃取法，制备加标供试品溶液。
２３２２　空白辅料溶液　取适量空白辅料，按
“２２１１”项下固相萃取法制备空白辅料溶液。
２３２３　专属性试验　分别精密吸取加标供试品

溶液及空白辅料溶液各１００μＬ，按“２１”色谱条件进
行测定，结果见图２。专属性结果表明，空白辅料溶
液在各杂质保留时间范围内均未出峰，且植物油色

谱峰未产生干扰，专属性良好。

１．前维生素Ｄ３（ｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３）　２．杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）　３．杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ）　４．杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ）　５．维生素Ｄ３（ｖｉｔａｍｉｎＤ３）　６．杂质

Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ）　７．植物油（ｐｌａｎｔｏｉｌ）　８．植物油（ｐｌａｎｔｏｉｌ）　９．杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）

Ａ．空白辅料溶液（ｂｌａｎｋｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｂ．加标供试品溶液（ａｄｄｓｔａｎｄａｒｄｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图２　专属性试验色谱图

Ｆｉｇ２　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

２３３　线性关系考察及定量限测定
分别精密量取“２２４”项下维生素 Ｄ３对照品

储备液适量，采取逐级稀释的方法，用异辛烷配制

含有维生素 Ｄ３对照品质量浓度为 ００２、００４、
０２０、０４０、０８０μｇ·ｍＬ－１的溶液；分别精密量取
“２２３”项下混合杂质对照品溶液适量，采取逐级
稀释的方法，用异辛烷配制混合对照品质量浓度为

００２、００４、０２０、０４０μｇ·ｍＬ－１的溶液。精密吸

取上述不同浓度的溶液各１００μＬ，分别注入高效液
相色谱仪，进行分析；结果表明，维生素 Ｄ３在
００２～０８０μｇ·ｍＬ－１，杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ在 ００２～
０８０μｇ·ｍＬ－１线性关系良好；当信噪比（Ｓ／Ｎ）为
１０∶１时的浓度为最低定量限浓度；参考文献中标准
曲线法［１８］，以维生素 Ｄ３与各杂质线性方程的斜率
之比，计算各杂质的相对校正因子，即 ｆ＝Ｋ维生素Ｄ３／
Ｋ杂质，详见表１。
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表１　方法的线性回归方程、相关系数及定量限
Ｔａｂ１　Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｓｅｑｕａｔｉｏｎ，ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒａｎｇｅ，ｒａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｉｍｉｔｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄ

化合物名称　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｍｅ）　　　

线性方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

定量限

（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｌｉｍｉｔ）／（μｇ·ｍＬ－１）
ｆ

维生素Ｄ３（ｖｉｔａｍｉｎＤ３） Ｙ＝１５９４４６０Ｘ－０７５３１ ０９９９５ ００２～０８０ ０００３７８２ １００

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） Ｙ＝１７６７３７９Ｘ＋００３８１０ ０９９９９ ００２～０８０ ０００３９３２ ０９０

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） Ｙ＝６９４１４１Ｘ＋０２３９４ ０９９９９ ００２～０８０ ００２７６４０ ２３０

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） Ｙ＝６０２７７５Ｘ＋０２０６０ ０９９９９ ００２～０８０ ００１６８２０ ２６５

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） Ｙ＝１０４６５６５Ｘ＋０１８０２ ０９９９９ ００２～０８０ ０００９７７３ １５２

２３４　准确度
称取 ９份 已 测 知 杂 质 量 （杂 质 Ａ约 为

００５％，杂质 Ｂ～Ｄ均未检出）的样品（批号
２３０３００５）约 １２ｇ（约相当于维生素 Ｄ３１５４８
ＩＵ），精密称定，置试管中，分别加入“２２３”项下
混合杂质对照品溶液 １０、４８、５８μＬ各 ３份，加入
异辛烷４ｍＬ，涡旋混匀，加入预先用正己烷活化

的硅胶固相萃取小柱，剩余操作同“２２１１”项
下固相萃取法，即得低、中、高 ３个浓度的回收率
加标溶液，按“２１”色谱条件进行分析，按加校正
因子的 １％主成分自身对照法计算各杂质回收
率，结果见表２，维生素 Ｄ３各杂质在不同浓度的回
收率为 ９３２％～１０２９％，ＲＳＤ＜１０％，结果表明
该方法的准确度良好。

表２　不同浓度下各杂质回收率

Ｔａｂ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

化合物名称

（ｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｍｅ）

样品含有量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／μｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／μｇ

测得值

（ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ）／μｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ｍｅａｎｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） ００１６４４ ００３９３２ ００４９９０ ８５１ ９７３ ８２

００１６４４ ００３９３２ ００４９６３ ８４４

００１６４４ ００３９３２ ００５４８５ ９７７

００１６４４ ０１９６６１ ０２１１３８ ９９２

００１６４４ ０１９６６１ ０２２９７０ １０８５

００１６４４ ０１９６６１ ０２０４５８ ９５７

００１６４４ ０２３５９４ ０２５６１２ １０１６

００１６４４ ０２３５９４ ０２５３７０ １００６

００１６４４ ０２３５９４ ０２６０４７ １０３４

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） ０ ００３９４８ ００４２３９ １０７４ １０２９ ３６

０ ００３９４８ ００４０３１ １０２１

０ ００３９４８ ００４１２１ １０４４

０ ０１９７４２ ０２１０５７ １０６７

０ ０１９７４２ ０１９９１０ １００９

０ ０１９７４２ ０２０１１０ １０１９

０ ０２３６９１ ０２３００６ ９７１

０ ０２３６９１ ０２５２７０ １０６７

０ ０２３６９１ ０２３４００ ９８８

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） ０ ００３９５７ ００３１９７ ８０８ ９６７ ９６

０ ００３９５７ ００３１９５ ８０７

０ ００３９５７ ００４０２２ １０１６

０ ０１９７８５ ０２０１２０ １０１７

０ ０１９７８５ ０１９０９０ ９６５
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表２（续）

化合物名称

（ｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｍｅ）

样品含有量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／μｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／μｇ

测得值

（ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ）／μｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ｍｅａｎｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

０ ０１９７８５ ０２０３２０ １０２７

０ ０２３７４２ ０２４１４０ １０１７

０ ０２３７４２ ０２３９７０ １０１０

０ ０２３７４２ ０２４６１０ １０３７

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） ０ ００３９０９ ００３８７６ ９９２ ９３２ ３６

０ ００３９０９ ００３５２６ ９０２

０ ００３９０９ ００３５１５ ８９９

０ ０１９５４６ ０１７７６６ ９０９

０ ０１９５４６ ０１７９７０ ９１９

０ ０１９５４６ ０１７９２０ ９１７

０ ０２３４５５ ０２１８８２ ９３３

０ ０２３４５５ ０２３０３２ ９８２

０ ０２３４５５ ０２２０６５ ９４１

２６　样品的测定
取３批样品，分别按“２２１１”项下方法制备供

试品溶液，按“２２２”项下方法制备自身对照溶液。
精密量取上述溶液各１００μＬ，注入液相色谱仪。供
试品溶液色谱图中若有与杂质 Ａ、杂质 Ｂ、杂质 Ｃ及
杂质Ｄ保留时间一致的色谱峰，按加校正因子的主
成分自身对照法计算，各杂质含量均不得大于

０５％，其他单个未知杂质含量不得大于０５％，总杂
质含量不得大于１０％。结果见表３。

表３　有关物质的测定结果
Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

化合物名称　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｍｅ）　　　　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

ｌｏｔＮｏ．

２３０２００５

ｌｏｔＮｏ．

２３０２００６

ｌｏｔＮｏ．

２３０３００５

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） ００８ ００８ ００５

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ

未知杂质（ｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ

总杂（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ） ００８ ００８ ００５

　注（ｎｏｔｅ）：ＮＤ未检出（ｎｏｔｄｅｔｃｔｅｄ）

３　讨论
３１　固相萃取小柱选择

选择ＷｅｌｃｈＢＲＰ、ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８Ｅ、ＡｇｉｌｅｎｔＮＨ２及
ＡｇｉｌｅｎｔＭｅｇａＢＥ－ＳＩ共４种固相萃取小柱进行同一

浓度的供试品溶液上样分析，以维生素 Ｄ３峰面积响
应值为考察指标，结果显示，使用 ＷｅｌｃｈｒｏｍＣ１８Ｅ固
相萃取小柱时，维生素 Ｄ３峰面积为３３９５４０，峰面积
响应差；采用 ＮＨ２固相萃取小柱及 ＷｅｌｃｈＢＲＰ萃取
小柱，维生素 Ｄ３峰面积响应分别为 １５４２２２及
３０２５０５，这与王尚等［６］报道的一致，主要是维生素

Ｄ３为甾醇类化合物，极性很弱，其在氰基（－ＣＮ）、氨
基（－ＮＨ２）等极性固定相上的保留较弱所导致，而
在ＭｅｇａＢＥ－ＳＩ固相萃取小柱条件下，维生素 Ｄ３峰
面积４０９９７３１峰面积响应良好。因此，试验选择采
用ＭｅｇａＢＥ－ＳＩ固相萃取小柱。
３２　洗脱剂选择

参考文献报道［１９－２１］，分别对洗脱剂的种类及

比例进行筛选，以同浓度对应维生素 Ｄ３色谱峰峰面
积以及响应峰面积与维生素 Ｄ３对照品直接进样峰
面积比值计算提取率；结果以甲醇、正己烷、乙酸乙

酯、乙酸乙酯 －甲醇（９０∶１０）、乙酸乙酯 －正己烷
（１０∶９０）为洗脱剂时，维生素 Ｄ３峰面积响应分别为
２３２６７、２７８８、３３７４４、８５４５及４２９４５，提取率
分 别 为 ４８５９％、４９６８％、７０４８％、１７８５％、
８９６９％；各洗脱条件下植物油与前维生素 Ｄ均可
有效分离，且以乙酸乙酯 －正己烷为洗脱剂时，回
收率良好；进一步对乙酸乙酯 －正己烷的比例进行
筛选，结果显示，以乙酸乙酯 －正己烷（１５∶８５）提取
率较好，因此，选择乙酸乙酯 －正己烷（１５∶８５）作为
洗脱剂（图３）。
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Ａ．甲醇（ｍｅｔｈａｎｏｌ）　Ｂ．正己烷（ｎ－ｈｅｘａｎｅ）　Ｃ．乙酸乙酯（ｅｔｈｙｌａｃｅ

ｔａｔｅ）　Ｄ．乙酸乙酯 －甲醇（ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ－ｍｅｔｈａｎｏｌ）（９０∶１０）　Ｅ．乙

酸乙酯－正己烷（ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ－ｎｈｅｘａｎｅ）（５∶９５）　Ｆ．乙酸乙酯－正

己烷（ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ－ｎｈｅｘａｎｅ）（１０∶９０）　Ｇ．乙酸乙酯 －正己烷（ｅｔｈｙｌ

ａｃｅｔａｔｅ－ｎｈｅｘａｎｅ）（１５∶８５）

图３　不同洗脱剂试验结果

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｕｅｎｔｓ

３３　解吸剂选择
分别以无水乙醇、甲醇及不同比例的正己

烷 －乙酸乙酯为解吸剂，以异辛烷为复溶剂，考察
相同浓度下加标供试品溶液中维生素 Ｄ３提取率及
各杂质与植物油分离情况。结果表明，以正己烷 －
乙酸乙酯（５０∶５０、８０∶２０及７０∶３０）解吸时，植物油
干扰杂质 Ｂ且提取率低；以正己烷 －乙酸乙酯（６０∶
４０）、甲醇及无水乙醇解吸时，植物油对各色谱峰均
未产生干扰，维生素 Ｄ３提取率分别为 ９１９６％、
９３５４％及９９６１％，综合比较，选择无水乙醇为解
吸剂。

３４　固相萃取与液液萃取的比较
为得到最优的提取方法，配制同浓度的供试品

溶液进行分析，具体配制方法见“２２１１”项及
“２２１２”项。结果显示（图４），相同浓度下，采用液
液萃取，前维生素Ｄ３与植物油无法有效分离，而采用
固相萃取，前处理后可达到有效分离，且峰形良好。

１．植物油＋前维生素Ｄ３（ｐｌａｎｔｏｉｌａｎｄｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３）　２．维生素Ｄ３（ｖｉｔａｍｉｎＤ３）　３．植物油（ｐｌａｎｔｏｉｌ）４前维生素Ｄ３（ｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３）

图４　液液萃取（Ａ）与固相萃取（Ｂ）对比色谱图

Ｆｉｇ４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（Ａ）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（Ｂ）

３５　结论
本文建立了 ＳＰＥ－ＨＰＬＣ法检测维生素 Ｄ滴剂

（软胶囊）中有关物质，通过改变选择萃取柱类型、淋

洗和洗脱条件等影响维生素Ｄ３响应值及提取率的因
素，筛选出固相萃取小柱提取分离的最佳条件，并采

用高效液相色谱法检测。这一方法专属性强，灵敏

度高，可有效避免反复溶剂提取、冷冻、超声等样品

前处理步骤，减少了实验人员带来的误差，节约样品

处理、分析时间，能够满足国内外法规中对维生素 Ｄ

滴剂（软胶囊）有关物质检测的限度要求。
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