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　　厦门市市场监督管理局科技计划项目（ＸＭＳＪ２０２３０５）
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高分辨采样二维液相色谱法测定维生素 Ｄ滴剂中维生素 Ｄ３含量研究


吴珏１，郭伟斌１，邱晓峰２，郑淑凤１

（１．厦门市食品药品质量检验研究院，厦门 ３６１０１２；２．国药控股星鲨制药（厦门）有限公司，厦门 ３６１０２６）

摘要　目的：建立高分辨采样二维液相色谱法（ＨｉＲｅｓ２Ｄ－ＬＣ）对维生素Ｄ滴剂中维生素Ｄ３进行准确定量

分析。方法：第一维液相色谱采用ＴｈｅｒｍｏＨＹＰＥＲＳＩＬＧｏｌｄＳｉｌｉｃａ（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１９μｍ）色谱柱，以正
己烷－正戊醇（９９６∶４）为流动相，流速０２ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２６５ｎｍ，柱温４０℃；第二维液相色谱采用
ＳｈｉｍＰａｃｋＶｅｌｏｘＨｉｌｉｃ（５０ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ）色谱柱，以正己烷－正戊醇－异丙醇（９８∶１∶１）为流动相，流
速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２６５ｎｍ，柱温４０℃。二维接口采用六位十四通阀，并配置２个多中心切割阀，对
前维生素Ｄ３峰和维生素Ｄ３峰进行多次连续切割。结果：维生素Ｄ３质量浓度在１０１８４～５０９２ｍｇ·ｍＬ

－１范

围内线性关系良好（ｒ≥０９９９８），前维生素Ｄ３和维生素Ｄ３精密度试验ＲＳＤ分别为０９５％和０４０％，重复

性试验ＲＳＤ为０４１％，平均加标回收率为１０１４％。供试品溶液在４℃和１０℃放置１２ｈ稳定，ＲＳＤ分别
为０５８％、０６６％。采用本法测得６批维生素 Ｄ滴剂样品中维生素 Ｄ３的含量分别为１００４％、１０１６％、

１００９％、１０１６％、１０２７％、１０１６％，与采用２０２０年版《中华人民共和国药典》四部通则０７２２第四法所测
结果基本一致。结论：本方法具有优异的灵敏度、重复性和定量准确性，且省去烦琐的样品前处理步骤，缩

短分析时间，改善长样品环带来的峰展宽等问题，显著提高了维生素Ｄ３的含量测定效率，降低分析成本，为

维生素Ｄ滴剂等主成分与辅料难分离制剂的准确定量提供新方法。
关键词：高分辨采样；二维液相色谱法；正相色谱法；维生素 Ｄ滴剂；前维生素 Ｄ３；维生素 Ｄ３；含量测定；峰
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Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ４０℃Ｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｄｉｍｅｎｓｉｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＳｈｉｍＰａｃｋＶｅｌｏｘＨｉｌｉｃ
（５０ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈｎｈｅｘａｎｅ－ｎｐｅｎｔａｎｏｌ－ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ（９８∶１∶１）ａｓｔｈｅ
ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＴｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０５ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄａｎｄｔｅｓｔｅｄａｔｔｈｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ２６５
ｎｍＴｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ４０℃Ａｓｉｘ－ｐｏｓｉｔｉｏｎ１４－ｗａｙｖａｌｖｅａｎｄｗａｓｅｑｕｉｐｐｅｄｗｉｔｈ２ｍｕｌｔｉ－ｃｅｎｔｅｒ
ｃｕｔｔｉｎｇｖａｌｖｅｓｗａｓｅｑｕｉｐｐｅｄｔｏｍａｋｅｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｃｕｔｓｏｆｔｈｅｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３ｐｅａｋａｎｄｖｉｔａｍｉｎＤ３ｐｅａｋ

Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙａｔｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１０１８４－５０９２ｍｇ·ｍＬ－１（ｒ≥０９９９８）．
ＴｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅＲＳＤｓｏｆｔｈｅｐｅａｋａｒｅａｏｆｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３ａｎｄｖｉｔａｍｉｎＤ３ｗｅｒｅ０９５％ ａｎｄ０４０％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅＲＳＤｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｃｏｎｔｅｎｔｗａｓ０４１％Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ
（ｎ＝９）ｗａｓ１０１４％Ｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｓｔａｂｌｅａｔ４℃ ａｎｄ１０℃ ｆｏｒ１２ｈ，ａｎｄｔｈｅＲＳＤｓｗｅｒｅ０５８％ ａｎｄ
０６６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤｄｒｏｐｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅ
１００４％，１０１６％，１００９％，１０１６％，１０２７％ ａｎｄ１０１６％，ｗｈｉｃｈｗａｓｂａｓｉｃａｌｌｙｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｔｈｅｆｏｕｒｔｈｍｅｔｈｏｄｉｎＧｅｎｅｒａｌＣｈａｐｔｅｒ０７２２ｏｆＣｈＰ２０２０ＶｏｌⅣＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｈａｓａｇｏｏｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏａｃｃｕｒａｔｅｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｉｎｖｉｔａｍｉｎＤｄｒｏｐｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓａｍｐｌｉｎｇ；ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｎｏｒｍａｌｐｌａｓｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｖｉｔａｍｉｎＤ
ｄｒｏｐｓ；ｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３；ｖｉｔａｍｉｎＤ３；ｎｏｒｍａｌ－ｐｈａｓｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｐｅａｋｐｕｒｉｔｙｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ

　　维生素Ｄ是类固醇类衍生物，市售制剂主要有
维生素Ｄ软胶囊、维生素Ｄ滴剂等，其主要成分为维
生素Ｄ３或维生素 Ｄ２，辅料为植物油、明胶、甘油等。
在临床上主要用于预防和治疗维生素Ｄ缺乏性佝偻
病、骨质疏松症，长期超剂量摄入可能会引起高钙血

症、钙沉积引起的肌肉乏力、关节疼痛、弥漫性骨质

脱矿化等中毒现象［１］。

２０２０年版《中华人民共和国药典》（简称《中国
药典》）收载了４种维生素 Ｄ的含量测定方法［２］，前

三法均需对供试品进行皂化回流等前处理，第四法

采用柱切换二维液相色谱法，将前维生素 Ｄ峰和维
生素Ｄ峰切入收集管中，再注入第二维色谱系统进行
分析，存在分析时间长，峰展宽等问题。此外，相关文

献显示，对于口服液［３］、片剂［４－５］等无油性辅料干扰的

制剂，可采用反相液相色谱法进行分析。采用

ＨＰＬＣ－ＭＳ法对维生素ＡＤ滴剂中维生素Ｄ３的含量进

行测定，仍存在固相萃取等复杂前处理步骤［６－７］。

近年来，不论是全二维液相色谱法还是中心切

割二维液相色谱法，二维液相色谱技术被广泛应用

于多组分同步测定、微量杂质分析等领域，但均常见

于定性分析［８］及微量成分定量研究［９－１１］，缺乏主成

分等常量样品的定量研究。中心切割二维液相色谱

法中，多中心切割技术可针对多个目标峰进行切割，

且通过高分辨采样可进行多次连续切割以解决峰容

量大的问题［１２］，从而对目标物质进行定量分析。

本研究开发了一种高分辨采样二维液相色谱方

法，通过多中心切割阀对第一维色谱图中的前维生

素Ｄ３和维生素 Ｄ３２个目标峰进行多次连续切割并
利用多组小体积样品环不间断收集，将第一维中 ２
个目标峰完整注入第二维液相系统，实现目标组分

与油性辅料的分离和准确定量。本方法无需烦琐的

样品前处理步骤，缩短分析时间，改善长样品环带来

的峰展宽等问题，显著提高了维生素 Ｄ３的含量测定
效率，降低分析成本，为维生素Ｄ滴剂等主成分与辅
料难分离制剂的准确定量提供新方法。

１　仪器与试药
１２９０ｉｎｆｉｎｉｔｙⅡ二维液相色谱系统（安捷伦科技

有限公司），配备六位十四通阀、２个多中心切割阀
（配置的样品环体积为 ４０μＬ）、ＶＷＤ检测器、ＤＡＤ
检测器；ＸＳＥ２０５十万分之一电子分析天平（ＭＥＴ
ＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）；ＨＨ－２数显恒温水浴锅（常州
国华电器有限公司）；ＸＭ－５００ＶＤＥ三频超声波清洗
机（小美超声仪器昆山有限公司）。

正己烷、正戊醇、异辛烷（均为色谱纯，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司）；异丙醇（色谱纯，默克股

份两合公司）；２，６－二叔丁基对甲酚（化学纯，中国
医药集团上海化学试剂公司）；大豆油（空白辅料，由

生产企业提供）；维生素 Ｄ３对照品（批号 １０００６１－
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２０２３１１，中国食品药品检定研究院，含量１０００％）；
维生 素 Ｄ 滴 剂 （软 胶 囊 型，批 号 １２９２３１０１４、
１２９２２４２５９、 １２９２２４２３２、 １２９２２４０６４、 １２９２２４０５２，
１２９２３１２３３，每粒４００单位）。试验用水均为超纯水，
由Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水系统制备。
２　方法与结果
２１　溶液制备
２１１　供试品溶液

取维生素 Ｄ滴剂内容物适量（约含维生素 Ｄ３
１０００单位），精密称定，置１０ｍＬ棕色量瓶中，用正己
烷溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

２１２　对照品储备溶液
取维生素 Ｄ３对照品约 ２５ｍｇ，精密称定，置

１００ｍＬ棕色量瓶中，加异辛烷８０ｍＬ，避免加热，超声
处理１ｍｉｎ使完全溶解，用异辛烷稀释至刻度，摇匀，
精密量取５ｍＬ，置５０ｍＬ棕色量瓶中，用异辛烷稀释
至刻度，摇匀，即得。

２１３　校正因子对照品溶液
校正因子ｆ１对照品溶液：精密量取对照品储备溶

液５ｍＬ，置５０ｍＬ棕色量瓶中，用正己烷稀释至刻
度，摇匀，即得。

校正因子ｆ２对照品溶液：精密量取对照品储备溶
液５ｍＬ，置５０ｍＬ棕色量瓶中，加２，６－二叔丁基对
甲酚结晶１粒，通氮排除空气后，密塞，置９０℃水浴
中加热１５ｈ，取出，迅速冷却，用正己烷稀释至刻
度，摇匀，即得。

２１４　空白辅料溶液
精密称取大豆油约０６ｇ，置１０ｍＬ棕色量瓶中，

用正己烷溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

２２　色谱条件
第一维液相色谱采用ＴｈｅｒｍｏＨＹＰＥＲＳＩＬＧｏｌｄＳｉｌ

ｉｃａ（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１９μｍ）色谱柱，以正己烷－正
戊醇（９９６∶４）为流动相，流速０２ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波
长２６５ｎｍ，柱温４０℃，进样体积１０μＬ。

第二维液相色谱采用 ＳｈｉｍＰａｃｋＶｅｌｏｘＨｉｌｉｃ
（５０ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ）色谱柱，以正己烷 －正戊
醇－异丙醇（９８∶１∶１）为流动相，流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，
检测波长２６５ｎｍ，柱温４０℃。通过阀切换采用高分
辨采样，前维生素Ｄ３目标峰切割开始时间６８５ｍｉｎ，
采样时间９６ｓ，连续采集４次。维生素Ｄ３目标峰切割
开始时间为１２０５ｍｉｎ，采样时间９６ｓ，连续采集１０
次，采样时间见表１。

表１　采样时间
Ｔａｂ１　Ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ

采样时间

（ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ）／ｓ

模式

（ｍｏｄｅ）

第一维切割开始时间

（１Ｄｃｕｔｓｔａｒｔｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

第二维运行开始时间

（２Ｄｒｕｎｓｔａｒｔｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

样品仓

（ｄｅｃｋ）

样品环

（ｌｏｏｐ）

９６０ Ｔｉｍｅ ６８５ １０６４ Ａ ２

９６０ Ｔｉｍｅ ７０１ ９６４ Ａ ３

９６０ Ｔｉｍｅ ７１７ ８６４ Ａ ４

９６０ Ｔｉｍｅ ７３３ ７６４ Ａ ５

９６０ Ｔｉｍｅ １２０５ １７００ Ｂ ２

９６０ Ｔｉｍｅ １２２１ １６００ Ｂ ３

９６０ Ｔｉｍｅ １２３７ １５００ Ｂ ４

９６０ Ｔｉｍｅ １２５３ １４００ Ｂ ５

９６０ Ｔｉｍｅ １２６９ １３００ Ｂ ６

９６０ Ｔｉｍｅ １２８５ ２３００ Ａ １

９６０ Ｔｉｍｅ １３０１ ２２００ Ａ ２

９６０ Ｔｉｍｅ １３１７ ２１００ Ａ ３

９６０ Ｔｉｍｅ １３３３ ２０００ Ａ ４

９６０ Ｔｉｍｅ １３４９ １９００ Ａ ５

２３　含量计算方法
维生素Ｄ３总量 Ｃｉ＝ｆ１Ａｉ１＋ｆ２Ａｉ２，式中 Ａｉ１为维生

素Ｄ３峰面积，Ａｉ２为前维生素Ｄ３峰面积。

维生素Ｄ３百分标示含量＝Ｃｉ×平均装量×稀释倍
数／（取样量×００２５×标示量），维生素Ｄ３滴剂以单位表
示维生素Ｄ３的总量，每单位相当于维生素Ｄ３００２５μｇ。
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２４　方法学验证
２４１　专属性试验

精密量取供试品溶液、校正因子 ｆ２对照品溶液、
空白辅料溶液、空白溶剂（正己烷）各１０μＬ，分别按
“２２”项下条件进样测定。结果见图１、２所示，空白
辅料大豆油和溶剂正己烷对前维生素Ｄ３峰和维生素
Ｄ３峰均无干扰。

Ａ．空白溶剂（ｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ）　Ｂ．空白辅料溶液（ｂｌａｎｋｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ）　Ｃ．校正因子ｆ２对照品溶液（ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｆ２ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ）

Ｄ．供试品溶液（ｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图１　校正因子ｆ２对照品溶液第二维高效液相色谱图（前维生素Ｄ３）

Ｆｉｇ１　２Ｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｆ２ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

（ｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３）

Ａ．空白溶剂（ｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ）　Ｂ．空白辅料溶液（ｂｌａｎｋｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）

Ｃ．校正因子ｆ２溶液（ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｆ２ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｄ．供试品溶

液（ｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图２　校正因子ｆ２对照品溶液第二维高效液相色谱图（维生素Ｄ３）

Ｆｉｇ２　２Ｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｆ２ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

（ｖｉｔａｍｉｎＤ３）

２４２　精密度试验
精密量取校正因子 ｆ２对照品溶液 １０μＬ，按

“２２”项下条件连续进样 ６次，前维生素 Ｄ３峰面
积和维生素 Ｄ３峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０９５％和
０４０％。
２４３　重复性试验

取维生素Ｄ滴剂内容物（分别相当于维生素 Ｄ３
８００、１０００、１２００单位）各３份，精密称定，按“２１１”
项下方法制备供试品溶液，按“２２”项下条件测定，
按“２３”项下公式计算９份样品中维生素 Ｄ３的平均
含量为１００４％，ＲＳＤ为０４１％。
２４４　线性关系考察

精密量取对照品储备溶液 ２、４、５、６、８、１０
ｍＬ，分别置 ５０ｍＬ棕色量瓶中，用正己烷稀释至
刻度，摇匀，滤过，取续滤液按“２２”项下方法测
定。以维生素 Ｄ３质量浓度（Ｃ）为横坐标，维生素
Ｄ３峰面积（Ａ）为纵坐标，进行线性回归，得维生素
Ｄ３回归方程
Ａ＝２８１７７５３Ｃ＋１８１０００　ｒ≥０９９９８

表明维生素 Ｄ３质量浓度在 １０１８４～５０９２
μｇ·ｍＬ－１范围内与峰面积呈良好的线性关系。
２４５　校正因子测定

精密量取校正因子 ｆ１对照品溶液 １０μＬ，按
“２２”项下条件进样测定，计算校正因子 ｆ１，ｆ１＝Ｃ１／
Ａ１，式中Ｃ１为维生素Ｄ３对照品溶液浓度，Ａ１为色谱图
中维生素Ｄ３峰面积。

精密量取校正因子 ｆ２对照品溶液 １０μＬ，按
“２２”项下条件进样测定，计算校正因子 ｆ２，ｆ２＝
（Ｃ１－ｆ１Ａ１）／Ａ２，式中 Ｃ１为 ｆ１测定时维生素 Ｄ３对照
品溶液的浓度，ｆ１为维生素 Ｄ３校正因子，Ａ１为色谱
图中维生素 Ｄ３峰面积，Ａ２为色谱图中前维生素 Ｄ３
峰面积。

测定结果如表２、３所示。

表２　ｆ１校正因子测定结果
Ｔａｂ２　ｆ１ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ

对照品量（ｍａｓｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ）／ｇ 维生素Ｄ３峰面积（ｐｅａｋａｒｅａｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３） ｆ１ 平均值（ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ） ＲＳＤ／％

００２５４６ ７２４９ ３５１２２×１０－３ ３５１７３×１０－３ １２

００２５９１ ７４５１ ３４７７４×１０－３

００２５３０ ７１０２ ３５６２４×１０－３

２４６　稳定性试验
鉴于试验过程中可能存在由测定时间长等原因

引起的样品不能及时分析的情况，本试验考察样品

在４和１０℃下的稳定性。取供试品溶液于４℃放置
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　　　　 表３　ｆ２校正因子测定结果
Ｔａｂ３　ｆ２ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ

对照品量

（ｍａｓｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ）／ｇ

前维生素Ｄ３峰面积

（ｐｅａｋａｒｅａｏｆｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３）

维生素Ｄ３峰面积

（ｐｅａｋａｒｅａｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３）
ｆ２

平均值

（ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ）

ＲＳＤ／

％

００２５４６ ９５７ ５４８０ ６６０６１×１０－３ ６６５６２×１０－３ ０７７

００２５９１ ９７４ ５５４８ ６７０９０×１０－３

００２５３０ ９３１ ５２９０ ６６５３４×１０－３

０、２、４、８、１２ｈ，另取供试品溶液于１０℃放置０、２、４、８、
１２ｈ，分别按“２２”项下条件测定，结果显示４和１０℃
放置的各供试品溶液峰面积 ＲＳＤ分别为０５８％和
０６６％，表明供试品溶液在４和１０℃稳定性良好。
２４７　回收率试验

精密称取维生素Ｄ３对照品约１０、１２５、１５ｍｇ各
３份，分别置１００ｍＬ棕色量瓶中，加异辛烷溶解并稀

释至刻度，摇匀，精密量取５ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，加
正己烷稀释至刻度，摇匀，精密量取２ｍＬ，置１０ｍＬ
量瓶中，再分别加入空白辅料适量（根据制剂处方各

加入约１粒量），用正己烷溶解并稀释至刻度，摇匀，
滤过，精密量取续滤液１０μＬ，按“２２”项下条件测
定，按“２３”项下公式计算回收率（表４），结果表明
回收率良好。

表４　维生素Ｄ３回收率试验结果
Ｔａｂ４　ＲｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３

加入量

（ａｄｄｅｄａｍｏｕｎｔ）／μｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄａｍｏｕｎｔ）／μｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

均值

（ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ）／％

ＲＳＤ／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

２１８６ ２１９３２ １００３ １０１０ ０６６ １０１４ ０５９

２０５４ ２０７１７ １００９

２０２２ ２０５５６ １０１７

２５６８ ２６０１１ １０１３ １０１４ ０１８

２５６２ ２５９８３ １０１４

２４８４ ２５２５０ １０１６

３１３６ ３１７２１ １０１２ １０１９ ０６６

３１０６ ３１８２９ １０２５

３１１８ ３１６８９ １０１６

２４８　耐用性试验
２４８１　流动相流速　调节第一维流速分别为
０１５、０２、０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，当流速为 ０１５ｍＬ·
ｍｉｎ－１时第一维色谱图中维生素Ｄ３峰峰宽较大，不能
将其完全切割转移到第二维以实现准确定量；当流

速为０２ｍＬ·ｍｉｎ－１时，前维生素 Ｄ３峰与维生素 Ｄ３
峰均可完全切割进入第二维；当流速为 ０３ｍＬ·
ｍｉｎ－１时，前维生素Ｄ３峰与辅料峰大部分重叠难以确
定切割开始时间。设置第一维流速为 ０２ｍＬ·
ｍｉｎ－１，调节第二维流速分别为 ０４、０５、０６ｍＬ·
ｍｉｎ－１，第二维色谱表现无明显差别。
２４８２　流动相比例　改变第一维流动相正己
烷－正戊醇的比例分别为９９７∶３、９９６∶４和９９５∶５，仅
对保留时间存在影响，正己烷 －正戊醇为９９５∶５时，

前维生素Ｄ３峰与辅料峰分离度相对较差；设置第一
维流动相为正己烷－正戊醇９９６∶４，只调整第二维流
动相正己烷－正戊醇 －异丙醇比例分别为９９∶０５∶
０５、９８∶１∶１和９７∶１５∶１５，第二维色谱各峰仅在保
留时间上存在细微差别。

２４８３　不同色谱柱　分别以 ＴｈｅｒｍｏＨＹＰＥＲＳＩＬ
ＧｏｌｄＳｉｌｉｃａ（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１９μｍ）色谱柱和
ＳｈｉｍＰａｃｋＶｅｌｏｘＨｉｌｉｃ（１００ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ）色
谱柱作为第一维色谱柱，结果采用 ＳｈｉｍＰａｃｋＶｅｌｏｘ
Ｈｉｌｉｃ（１００ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ）色谱柱时第一维色
谱图中前维生素 Ｄ３峰与辅料峰不能较好分离，影响
切割开始时间的判断。

２５　样品含量测定
精密量取“２１１”项下供试品溶液 １０μＬ，照
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“２２”项下条件测定，按“２３”项下公式计算维生素
Ｄ３含量。结果如表５所示，６批样品的含量测定结果

与《中国药典》通则 ０７２２四法测得结果基本一致。
色谱图见图３～５。

表５　含量测定结果表
Ｔａｂ５　Ａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓ

批号

（ｂａｔｃｈ

ｎｕｍｂｅｒ）

每粒含维生素Ｄ３／单位

（ｖｉｔａｍｉｎＤ３ｃｏｎｔｅｎｔ

ｐｅｒｄｒｏｐ）／Ｕ

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

本法

（ｓｔｕｄｉｅｄｍｅｔｈｏｄ）

２０２０年版《中国药典》四部通则０７２２四法

（ｔｈｅｆｏｒｔｈｍｅｔｈｏｄｏｆＧｅｎｅｒａｌＣｈａｐｔｅｒ０７２２ｏｆＣｈＰ２０２０ＶｏｌⅣ）

１２９２３１０１４ ４００ １００４ １００７

１２９２２４２５９ １０１６ １０１２

１２９２２４２３２ １００９ １０１２

１２９２２４０６４ １０１６ １０１８

１２９２２４０５２ １０２７ １０２４

１２９２３１２３３ １０１６ １０１７

图３　供试品溶液第一维液相色谱图

Ｆｉｇ３　１Ｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

图４　供试品溶液第二维色谱图（前维生素Ｄ３）

Ｆｉｇ４　２Ｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｒｅ－ｖｉｔａｍｉｎＤ３ｉｎｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

图５　供试品溶液第二维色谱图（维生素Ｄ３）

Ｆｉｇ５　２ＤｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｉｎｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

３　讨论
本研究采用多中心切割二维液相色谱法对维生

素Ｄ滴剂进行定量研究，相较于药典及文献报道的
二维液相色谱方法［１３］，将分析时间由２０２０年版《中
国药典》四部通则 ０７２２四法的 ７０ｍｉｎ缩短至
２５ｍｉｎ，提高了分析效率，降低了检验成本，且解决了
长样品环带来的峰展宽等问题。当样品浓度与药典

方法一致时，进样量仅为药典方法的１／１０，提高了检
测灵敏度，可为微量样品的测定提供参考。

《中国药典》及文献报道的一维液相色谱方法

中，样品需经皂化回流、氮吹复溶［１４］、超声离心［１５－１６］

等前处理，操作烦琐，易造成测定成分的损失。本研

究采用正己烷直接溶解样品，降低了样品前处理过

程中对设备和人工的要求，操作简便，极大缩短了前

处理时间。

从二维液相色谱峰中提取前维生素Ｄ３和维生素
Ｄ３的光谱图，样品与对照品光谱吸收特征一致，进一
步表明２个定量峰与辅料之间实现了完全分离，使
用本方法所测定的维生素Ｄ３含量准确、可靠。

文献报道了４种维生素 Ｄ含量的计算方法［１７］，

且其计算结果存在一定差异。本研究参考《中国药

典》，通过加热破坏维生素 Ｄ３对照品溶液，使仅产生
前维生素Ｄ３峰，未产生其他杂质峰，计算获得前维生
素Ｄ３的相对校正因子，维生素Ｄ３总量以维生素Ｄ３与
前维生素Ｄ３含量之和计，可有效反映维生素 Ｄ３的实
际含量。

４　结论
本研究建立高分辨采样二维液相色谱法对维生
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素Ｄ滴剂中维生素 Ｄ３含量进行测定，可以实现目标
成分的完全分离和准确定量，该技术可为难分离样

品的定量分析提供参考。
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