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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立一种超高效亲水作用色谱串联三重四极杆质谱法（UHILIC唱MS／MS） ，同时测定复方三维右旋泛酸

钙糖浆中维生素 B１ 、维生素 B２ 、维生素 B６ 、烟酰胺和泛酸钙的含量 。方法 　采用超高效液相色谱仪 ，Waters ACQUITY BEH唱
HILIC Amide色谱柱（２畅１ mm × １００ mm ，１畅７ μm） ，以 ９０％ 乙腈（含 ０畅５％ 甲酸）唱１０ mmol／L 甲酸铵水（含 ０畅５％ 甲酸）为流动

相 ，进行梯度洗脱 ，流速 ０畅３０ ml／min ；在电喷雾 （ESI）正离子模式下 ，用多反应监测（MRM ）模式进行含量测定 。结果 　 在

５ min内 ，样品中 ５种维生素分别在各自考察的浓度范围内呈良好的线性关系 ，相关系数（ r）均大于０畅９９８ ４ ；整体加样回收率

在 ９３畅２７％ ～ １００畅３９％ 之间 ，RSD为 １畅４１％ ～ ４畅９６％ ；１０批样品中维生素 B１ 、维生素 B２ 、维生素 B６ 、烟酰胺 、泛酸钙的含量测

定结果分别为 ３２畅４０ ～ ３８畅９１ 、７畅００２ ～ ８畅４６２ 、９畅６７７ ～ １１畅１７ 、３３畅６４ ～ ３９畅５８ 、３畅２７６ ～ ３ ．７７１ mg／２５０ g 。结论 　 本研究建立的

UHILIC唱MS／MS方法可快速实现对复方三维右旋泛酸钙糖浆中 ５种维生素类成分定性鉴定或定量检测 ，为复方三维右旋泛

酸钙糖浆的开发利用和质量评价提供了可靠的技术检测方法 。

　 　 ［关键词］ 　复方三维右旋泛酸钙糖浆 ；超亲水作用色谱唱串联质谱 ；维生素 B１ ；维生素 B２ ；维生素 B６ ；烟酰胺 ；泛酸钙 ；含

量测定
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［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a ultra hydrophilic interaction chromatography唱tandem mass spectrometry （UHILIC唱
MS／MS） for the simultaneous determination of ５ B唱vitamins including thiamine ，riboflavin ，pyridoxine ，nicotinamide and calci唱
um pantothenate in Compound T rivitamin and Calcium Pantothenate Syrup ．Methods 　 The chromatographic separation was
performed on a Waters ACQUITY UHILIC BEH Amide （２ ．１ mm × １００ mm ，１ ．７ μm） column with the mobile phase consisting
of １０ mmol／L ammonium formate water and ９０％ acetonitrile both containing ０ ．５％ formic acid water in a gradient elution at a
flow rate of ０ ．３０ ml／min ．An electrospray positive ion multiple reaction monitoring （MRM ） was used as a detector ．Results 　
Five B唱vitamins in the sample achieved excellent linearity calibration curves over the concentration range tested （ r ＞ ０ ．９９８ ４）

within ５ min ．The overall average recovery rates were in the range of ９３ ．２７％ 唱１００ ．３９％ with RSD of １ ．４１％ 唱４ ．９６％ ．The con唱
tents of thiamine ， riboflavin ，pyridoxine ，nicotinamide and calcium pantothenate in ten samples were ３２ ．４０唱３８ ．９１ ，７畅００２唱

８畅４６２ ，９ ．６７７唱１１ ．１７ ，３３ ．６４唱３９ ．５８ ，３ ．２７６唱３ ．７７１ mg ／２５０ g ，respectively ．Conclusion 　 The UHILIC唱MS／MS method estab唱
lished in this study could quickly achieve qualitative identification or quantitative detection of five B 唱vitamins components in
Compound T rivitamin and Calcium Pantothenate Syrup ，which provided a reliable technical detection method for the develop唱
ment ，utilization and quality evaluation of Compound T rivitamin and Calcium Pantothenate Syrup ．

　 　 ［Key words］ 　 Compound T rivitamin and Calcium Pantothenate Syrup ；ultra hydrophilic interaction chromatography唱mass
spectrometry ／mass spectrometry ；thiamine ；riboflavin ；pyridoxine ；nicotinamide ；calcium pantothenate ；content determination
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　 　复方三维右旋泛酸钙糖浆 ，原名维他肥儿膏或

维力膏 ，收载于化学药品地标升国标第十册药品标

准 。其主要成分包括维生素 B１ 、维生素 B２ 、维生素

B６ 、烟酰胺 、泛酸钙 ５种 B 族维生素和十味中药（党

参 、焦白术 、茯苓 、炒薏苡仁 、芡实 、山药 、山楂 、焦麦

芽 、莲子 、炒扁豆） ，其组分为每 ２５０ g 含维生素 B１

３６ mg 、维生素 B２ ７畅２５ mg 、维生素 B６ １０畅７５ mg 、烟
酰胺３６ mg和泛酸钙３畅６ mg ，其中维生素 B１和烟酰

胺的含量范围应为制剂标示量的 ９０％ ～ １１０％ ，维

生素 B２和维生素 B６的含量范围应为制剂标示量的

９０％ ～ １２０％ ，是一种以中药为主的健脾胃中西复方

制剂 。其主治功能为“补中益气 ，健脾止泻 ，消食导

滞” ，用于小儿脾胃虚弱 、消化不良 、体倦神疲及小儿

病后调理的滋补营养剂［１］
。

　 　目前 ，关于复方三维右旋泛酸钙糖浆中维生素

的测定已有文献报道［２ ，３］
，但文献中只对其中一种

或两种维生素进行含量测定 ，难以全面反映复方三

维右旋泛酸钙糖浆中 B 族维生素的质量 。而对于

其他文献中 ，常利用高效液相色谱（HPLC）法测定
B族维生素的含量［４唱６］

，如梯度洗脱反相高效液相色

谱（RP唱HPLC）法［２ ，３ ，７］
、定量核磁共振法［８］以及高效

液相色谱串联质谱 （HPLC唱MS／MS）技术［９ ，１０］测定

其成分的报道 。但是 HPLC 进行多成分维生素的
检测方法耗时较长（１０ ～ ４０ min） ，而且由于维生素

类成分极性很大 ，在普通 C１８反相色谱柱上保留较

差 ，这些方法在测定时操作色谱条件一般较为复杂 ，

需要添加十二烷基硫酸钠等调节剂以改善色谱行

为 ，且本研究存在中药复方的复杂性和干扰性因素 。

　 　随着现代分析技术的发展 ，超高效亲水作用色

谱 （ultra hydrophilic interaction chromatography ，

UHILIC）应运而生 ，本实验选用的色谱柱与传统反

相色谱柱相比 ，其填料使用化学稳定耐受的 、三键键

合的酰胺基（amide）键合相 ，主要针对在普通反相色

谱柱中保留弱或者不保留的极性物质 ，并且可以缓

解在反相色谱柱中流动相中高水相引起的反压高及

质谱信号低等问题 。其分离机制为酰胺基与待测物

质之间亲水作用的分配机理（当流动相进入色谱柱

时 ，固定相表面会选择性吸附流动相中的水 ，在表面

形成动态的“富水层” ，溶质通过在“富水层”与流动

相中的分配作用）
［１１］

，从而获得更好的色谱分离 ，特

别适合于类似维生素这种强极性物质的色谱保留 ；

同时在亚 ２微米的工艺下 ，改善了亲水作用色谱的

待测物的涡流扩散和传质阻抗 ，与普通色谱柱相比 ，

表现更好的峰形和灵敏度 。

　 　在本研究中 ，将酰胺键合相色谱柱应用于维生

素成分的分析 ，色谱分离模式的流动相采用的是高

比例有机相／低比例水相 ，这样的结合有利于提高电

喷雾离子化质谱 （mass spectrometry ，MS）的灵敏
度 ，进一步提高了分析专属性 、灵敏度及缩短分析时

间 ，同时可解决中药复方样品存在的复杂性和干扰

性因素 。目前 ，利用超高效亲水作用色谱串联三重

四极杆质谱法（UHILIC唱MS／MS）检测多种维生素
成分的方法鲜有报道 ，因此 ，采用 UHILIC唱MS／MS
同时测定复方三维右旋泛酸钙糖浆中 ５种维生素含

量 ，弥补目前针对复方三维右旋泛酸钙中 ５ 种维生

素同时测定方法的空白 ，同时也为其他复方或者含

复杂基质的样品中维生素的检测提供另外一种技术

手段 ，报道如下 。

1 　仪器与试药

1畅1 　仪器
　 　 ACQUITY UPLC I唱Class 超高效液相色谱仪
（美国 Waters 公司） ；Xevo TQ唱S 三重四极杆质谱
（美国 Waters公司） ；CPA２２５D 型十万分之一分析
天平（德国 Sartorius 公司） ；KQ唱５００E 台式超声波
清洗器（昆山市超声仪器有限公司） ；HH唱１ 恒温水
浴锅（国华电器有限公司） 。

1畅2 　试药
　 　乙腈为色谱纯（德国 Merck 公司） ，Milli唱Q 超
纯水仪（美国 Millipore 公司） ，其余试剂均为分析

纯 ；对照品维生素 B１ （批号 ：１００３９０唱２０１５０５ ，含量为
９７畅０％ ） 、维生素 B２ （批号 ：１００３６９唱２０１５０４ ，含量为

９８畅２％ ） 、维生素 B６ （批号 ：１００１１６唱２０１４０４ ，含量为

１００％ ） 、烟酰胺 （批号 ：１００１１５唱２０１６０４ ，含量为

９９畅９％ ）和泛酸钙 （批号 ：１００３７０唱２０１４０２ ，含量为

９７畅５％ ）均购于中国食品药品检定研究院 ；１０ 个批

次复方三维右旋泛酸钙糖浆均来自于国药控股星鲨

制药（厦门）有限公司 。

2 　方法与结果

2畅1 　色谱唱质谱（LC唱MS）条件
2畅1畅1 　色谱条件
　 　采用 Waters ACQUITY UHILIC BEH Amide
（２畅１ mm × １００ mm ，１畅７ μm）色谱柱 ；含 ０畅５％ 甲酸

的 ９０％ 乙腈溶液为流动相 （A ） ，含 ０畅５％ 甲酸和

１０ mmol／L甲酸铵水溶液为流动相（B） ，梯度洗脱

（０ ～ １畅０ min ，９２％ A → ９２％ A ；１畅０ ～ ２畅０ min ，９２％

A → ５０％ A ；２畅０ ～ ３畅０ min ，５０％ A ；３畅０ ～ ３畅１ min ，
５０％ A → ９２％ A ；３畅１ ～ ５畅０ min ，９２％ A ） ，流速

０畅３ ml／min ，柱温为 ４５ ℃ ，进样量 ２ μl 。标准品 、样

品及内标的色谱图见图 １ 。
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图 1 　对照品（A） 、复方三维右旋泛酸钙糖浆样品（B） 、空白溶剂（C）的离子流色谱图
１畅 维生素 B２ ；２畅 维生素 B１ ；３畅 泛酸钙 ；４畅 内标咖啡因 ；５畅 维生素 B６ ；６畅 烟酰胺

2畅1畅2 　质谱条件
　 　 采用电喷雾离子源（ESI）正离子模式 ，多反应

监测（MRM ） ；毛细管电压 ：３畅５ KV ；脱溶剂氮气流

速 ：８００ L ／h ；脱溶剂温度 ：５００ ℃ ；锥孔 N２ 气流 ：

５０ L／h ；离子源温度 ：１５０ ℃ ；二级锥孔萃取电压 ：

３畅００ V ；停留时间 ：５ ms ；氩气作为碰撞气体 ；氮气

为载气 。各成分的质谱参数见表 １ ，待测维生素及

内标的二级质谱图及裂解过程见图 ２ 。

表 1 　各种成分的质谱分析参数

成分 分子式
保留时间
（tR ／min）

母离子
（m／z）

定量子离子
（m／z）

锥孔电压
（V ）

碰撞能量
（eV） 离子模式

维生素 B１ C１２H１７ClN４OS ２ 侣父畅 ９４ ２６５ ) 畅 ０２ １２１ g]畅 ９８ ４０ S２０  正离子

维生素 B２ C１７H２０N４O６ １ 侣父畅７６ ３７７  ２４２ g]畅９６ ４５ S２５  正离子

维生素 B６ C８H１１NO３ １ 侣父畅 ６９ １６９ ) 畅 ９５ １５１ g]畅 ９５ ４０ S１２  正离子

烟酰胺 C６H６N２O １ 侣父畅 １７ １２２ ) 畅 ９６ ７９ g]畅 ９５ ３５ S１８  正离子

泛酸钙 C１８H３２CaN２O１０ １ 侣父畅 １０ ２２０  ８９ g]畅 ９６ ４０ S１２  正离子

咖啡因 C８H１０N４O２ ０ 侣父畅 ９６ １９５  １３７ g]畅 ９６ ４０ S１８  正离子

2畅2 　溶液的制备
2畅2畅1 　对照品溶液及内标溶液的制备
　 　分别精密称取维生素 B１ 、维生素 B２ 、维生素

B６ 、烟酰胺和泛酸钙的对照品适量 ，单独以流动相溶

液［含 ０畅５％ 甲酸的 ９０％ 乙腈溶液唱含 ０畅５％ 甲酸和

１０ mmol／L甲酸铵的水溶液 ＝ （９２％ ：８％ ）］溶解并

定容于棕色量瓶中 ，制成质量浓度分别为 ２畅６０２ 、

０畅０７６ 、２畅３６４ 、２畅０７８ 、２畅１２ mg／ml 的对照品母液 。

分别精密量取适量各对照品母液置于 １０ ml棕色量
瓶中 ，用流动相溶液溶解并稀释至刻度 ，摇匀 ，分别

得到质量浓度为 ５２畅０４ 、１５畅２０ 、１８畅９１２ 、４１畅５６ 、

６畅３６ μg／ml的混合对照品储备溶液 。然后用流动相
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图 2 　维生素和内标的二级质谱图及裂解过程
A畅 维生素 B１ ；B畅 维生素 B２ ；C畅 维生素 B６ ；D畅 烟酰胺 ；E畅 泛酸钙 ；F畅 内标咖啡因

溶液稀释分别得到混合对照品溶液 ，再用内标咖啡

因溶液稀释 １００ 倍 ，其中维生素 B１的线性浓度（浓

度 １ ～ 浓度 ５）为 ５２０畅４ 、４１６畅３２ 、２６０畅２ 、１５６畅１２ 和

７８畅０６ ng／ml ；维生素 B２的线性浓度为 １５２ 、１２１畅６ 、

７６ 、４５畅６ 和 ２２畅８ ng／ml ；维生素 B６的线性浓度为

１８９畅１２ 、１５１畅２９６ 、９４畅５６ 、５６畅７３６ 和 ２８畅３６８ ng／ml ；
烟酰胺的线性浓度为 ４１５畅６ 、３３２畅４８ 、２０７畅８ 、１２４畅６８

和 ６２畅３４ ng ／ml ；泛酸钙的线性浓度为 ６３畅６ 、５０畅８８ 、

３１畅８ 、１９畅０８和 ９畅５４ ng／ml 。另精密称取咖啡因对
照品 １０畅４ mg ，加入甲醇定容于 ５０ ml量瓶 ，制得浓

度为 ２０８ μg／ml的内标母液 ，取一定体积的内标母

液于 １００ ml棕色量瓶中 ，用流动相稀释定容成浓度

为 ５２ ng／ml 的内标溶液 ，以供 UHILIC唱MS／MS
分析 。

2畅2畅2 　供试品溶液的制备
　 　取待测复方三维右旋泛酸钙糖浆样品 ５ g ，置
５０ ml棕色锥形瓶中 ，加 ３０％ 甲醇水 ２０ ml ，超声（功

率 ２５０ W ，频率 ８０ kHz）提取 ３０ min ，定容于 ２５ ml
棕色容量瓶 ，过滤 ，取续滤液 。取样品滤液 ，按样品

溶液 ：内标溶液 ＝ １ ∶ ９９（１０ μl ∶ ９９０ μl）加入内标溶
液 ，摇匀 ，０畅２２ μm滤膜过滤 ，取续滤液 ，即得 。

2畅3 　方法学考察
2畅3畅1 　线性关系考察及检测限 、定量限测定

　 　按照“２畅２畅１”项方法制备混合对照品储备溶液 ，

用流动相溶液及浓度为 ５２ ng／ml的内标溶液 ，采用

倍数稀释法 ，分别稀释 ，制得 ５个不同浓度梯度的系

列标准溶液 ，按“２畅１”项下 LC唱MS 条件进行分析 ，

得各成分的峰面积 。以质量浓度（X）为横坐标 ，各

成分峰面积与内标物峰面积比值（Y ）为纵坐标 ，绘

制标准曲线 。回归方程 、相关系数及线性范围见表

２ 。分别以信噪比 S／N ＝ １０和 S／N ＝ ３时各个对照

品溶液的质量浓度作为检测限和定量限 ，结果见

表 ２ 。

2畅3畅2 　精密度试验
　 　取线性浓度 ４浓度水平的对照品混合溶液（维

生素 B１ 、维生素 B２ 、维生素 B６ 、烟酰胺和泛酸钙浓

度 分 别 为 ： １５６畅１２ 、 ４５畅６ 、 ５６畅７３６ 、 １２４畅６８ 和

１９畅０８ ng／ml） ，按“２畅１”项下测定峰面积 ，１ d 内连
续进样 ６次测定日内精密度 ，连续测定 ３ d ，每天进
样 ３针测定日间精密度 ，分别计算各对照品与内标

物的峰面积比值及比值的 RSD ，结果维生素 B１ 、维

生素 B２ 、维生素 B６ 、烟酰胺和泛酸钙的日内精密度

５１５
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表 2 　各成分的回归方程 、相关系数和线性范围 、检测限和定量限

成分 回归方程 r 线性范围
（ng ／ml）

LOD ／
（ng ／ml）

LOQ ／
（ng ／ml）

维生素 B１ y ＝ ０ i_畅 ０３８ １ x － ０ 蝌畅 ３８６ ３ ０ 佑缮畅 ９９９ ７ ７８ �い畅 １ ～ ５２０ 妹畅 ４ ２   畅 ２８ ４ rh畅 ５５

维生素 B２ y ＝ ０ i_畅 ００５ ６ x － ０ 蝌畅 ０１４ ２ ０ 佑缮畅 ９９９ ２ ２２ �い畅 ８ ～ １５２ 妹畅 ０ ０   畅 ６７ １ rh畅 ３３

维生素 B６ y ＝ ０ i_畅 ２０７ ７ x ＋ ０ 蝌畅 ７６７ ３ ０ 佑缮畅 ９９９ ７ ２８ �い畅 ３ ～ １８９ 妹畅 １ ０   畅 ８３ １ rh畅 ６５

烟酰胺 y ＝ ０ i_畅 ０３０ ６ x ＋ ０ 蝌畅 ２９８ ６ ０ 佑缮畅 ９９９ ３ ６２ �い畅 ３ ～ ４１５ 妹畅 ６ １   畅 ８２ ３ rh畅 ６４

泛酸钙 y ＝ ０ i_畅 ００７ ５ x － ０ 蝌畅 ００３ ４ ０ 佑缮畅 ９９８ ４ ９ 技膊畅 ５ ～ ６３ 妹畅 ６ ０   畅 ２８ ０ rh畅 ５６

RSD 分别为 ２畅５４％ 、３畅３２％ 、２畅２２％ 、１畅８１％ 和

１畅８６％ ，日间精密度 RSD 分别为 ３畅２８％ 、２畅０７％ 、

２畅３８％ 、２畅０５％ 和 ２畅２１％ ，表明仪器精密度良好 。

2畅3畅3 　稳定性试验
　 　将样品（批号 ２０９７０１０４）的供试品溶液在室温

下放置 ０ 、２ 、４ 、８ 、１２ 、２４ h后按照“２畅１”项下 LC唱MS
条件进样分别测定 ，根据标准曲线计算各成分的浓

度及其 RSD ，结果维生素 B１ 、维生素 B２ 、维生素 B６ 、

烟酰胺和泛酸钙 RSD 分别为 ２畅０６％ 、３畅７８％ 、

２畅６９％ 、２畅４２％ 和 ２畅２９％ ，表明供试品溶液在 ２４ h
内稳定 。

2畅3畅4 　重复性试验
　 　 取同一批复方三维右旋泛酸钙糖浆 （批号

２０９７０１０４） ，按“２畅２畅２”项供试品溶液的制备方法平

行制备 ６份供试品溶液 ，按照“２畅１”项下 LC唱MS 条
件进样分别测定 ，分别计算样品中各成分平均含量

及其 RSD ，结果维生素 B１ 、维生素 B２ 、维生素 B６ 、烟

酰胺和泛酸钙平均含量分别为 １３４畅２７ 、３０畅２０ 、

４３畅８３ 、１４３畅８４ 、１３畅３８ μg／g ，RSD 分别为 ３畅４５％ 、

３畅８３％ 、４畅７０％ 、４畅５４％ 和 ２畅０３％ ，表明该方法的重

复性良好 。

2畅3畅5 　加样回收率考察
　 　精密称取已知含量的复方三维右旋泛酸钙糖浆

（批号 ２０９７０１０４）３ 份 ，每份 ２畅５ g ，分别置于 ５０ ml
棕色容量瓶中 ，按照表 ３分别精密加入低 、中 、高各

对照品储备溶液适量 ，并用流动相稀释至刻度 ，摇

匀 ，用 ０畅２２ μm微孔滤膜过滤 ，取续滤液按照“２畅１”

项下 LC唱MS条件进样分别测定 ，计算维生素 B１ 、维

生素 B２ 、维生素 B６ 、烟酰胺 、泛酸钙的平均回收率 ，

结果见表 ３ 。

2畅3畅6 　样品含量测定
　 　取 １０批复方三维右旋泛酸钙糖浆各 ３瓶 ，按照

“２畅２畅２”项下的方法制备供试品溶液 ，按照“２畅１”项

下 LC唱MS条件进样分析测定 ，按内标法计算得到

１０批样品中 ５个被测成分的含量 ，结果见表 ４ 。

表 3 　加样回收率测定结果（n＝ ３）

成分
原含量
（μg）

添加量
（μg ）

测得量
（μg ）

平均回
收率
（％ ）

RSD
（％ ）

维生素 B１ ３３５ 痧骀畅 ６７ １５６ LB畅 １２ ４８８ ┅煙畅 ５２ ± ６ 晻畅 ６９ ９７   畅 ９０ ４   畅 ３７

３１２ LB畅 ２４ ６４９ ┅煙畅 ０９ ± １５ 揪畅 ０４ ９９   畅 ８７ ４   畅 ８２

６２４ LB畅 ４８ ９５６ ┅煙畅 ３３ ± ２８ 揪畅 ２３ ９９   畅 ８５ ４   畅 ５３

维生素 B２ ７５ 痧骀畅 ４９ ３０ LB畅 ４０ １０４ ┅煙畅 ２０ ± ０ 晻畅 ６２ ９４   畅 ４５ ２   畅 １７

６０ LB畅 ８０ １３６ ┅煙畅 ０６ ± ２ 晻畅 ００ ９９   畅 ０４ ３   畅 ３２

１２１ LB畅 ６０ １９５ ┅煙畅 ６１ ± ５ 晻畅 ２０ ９９   畅 ３２ ４   畅 ３０

维生素 B６ １０９ 痧骀畅 ５７ ４７ LB畅 ２８ １５５ ┅煙畅 １３ ± ０ 晻畅 ８９ ９６   畅 ３７ １   畅 ９６

９４ LB畅 ５６ ２０４ ┅煙畅 １３ ± ３ 晻畅 ６２ ９９   畅 ４５ ３   畅 ８５

１８９ LB畅 １２ ２９７ ┅煙畅 ９１ ± ７ 晻畅 ２９ １００   畅 ０９ ３   畅 ８５

烟酰胺 ３５９ 痧骀畅 ６１ １５５ LB畅 ８５ ５０９ ┅煙畅 ６９ ± ２ 晻畅 １１ ９６   畅 ３０ １   畅 ４１

３１１ LB畅 ７０ ６７３ ┅煙畅 ４４ ± １５ 揪畅 ４９ １００   畅 １４ ４   畅 ９６

６２３ LB畅 ４０ ９８２ ┅煙畅 ３１ ± ２７ 揪畅 ４９ １００   畅 ３９ ４   畅 ３９

泛酸钙 ３３ 痧骀畅 ４５ １５ LB畅 ９０ ４８ ┅煙畅 ２８ ± ０ 晻畅 ３７ ９３   畅 ２７ ２   畅 ５２

３１ LB畅 ８０ ６４ ┅煙畅 １９ ± １ 晻畅 ２１ ９６   畅 １７ ３   畅 ９６

６３ LB畅 ６０ ９４ ┅煙畅 ８３ ± ２ 晻畅 ４７ ９６   畅 ９６ ４   畅 ０１

表 4 　复方三维右旋泛酸钙糖浆
5种成分的含量（mg ／２５０ g ，n＝ ３）

批号
维生
素 B１

维生
素 B２

维生
素 B６ 烟酰胺 泛酸钙

２０９６１００１ 墘３３ è灋畅 ５１ ７ 苘乙畅 ４８１ １０ aW畅 ６０ ３８ 揪创畅 ７０ ３ 耨珑畅 ７７１

２０９６０６０３ 墘３２ è灋畅 ４０ ８ 苘乙畅 ３３２ １０ aW畅 ８７ ３９ 揪创畅 ５８ ３ 耨珑畅 ３７７

２０９６０９０１ 墘３３ è灋畅 ３７ ８ 苘乙畅 ０２９ １１ aW畅 ０７ ３８ 揪创畅 ７８ ３ 耨珑畅 ３６１

２０９６０９０２ 墘３３ è灋畅 ３３ ７ 苘乙畅 ００２ ９ aW畅 ６８ ３３ 揪创畅 ９４ ３ 耨珑畅 ４９５

２０９６０９０３ 墘３５ è灋畅 ３９ ７ 苘乙畅 ６４５ １０ aW畅 ４５ ３６ 揪创畅 １４ ３ 耨珑畅 ４１２

２０９７０１０２ 墘３８ è灋畅 ６８ ８ 苘乙畅 ４６２ １１ aW畅 １７ ３８ 揪创畅 ６９ ３ 耨珑畅 ３２１

２０９７０１０３ 墘３７ è灋畅 ８４ ７ 苘乙畅 ３７７ １０ aW畅 １１ ３５ 揪创畅 １３ ３ 耨珑畅 ３３５

２０９７０１０４ 墘３８ è灋畅 ９１ ７ 苘乙畅 ９３２ １０ aW畅 ７０ ３６ 揪创畅 ８５ ３ 耨珑畅 ４１５

２０９７０２０１ 墘３７ è灋畅 ８４ ８ 苘乙畅 １１３ １０ aW畅 ９７ ３８ 揪创畅 ５７ ３ 耨珑畅 ４２８

２０９７０２０２ 墘３４ è灋畅 ２５ ７ 苘乙畅 ２７６ ９ aW畅 ８７ ３３ 揪创畅 ６４ ３ 耨珑畅 ２７６

均值 ３５ è灋畅 ５５ ７ 苘乙畅 ７６５ １０ aW畅 ５５ ３７ 揪创畅 ００ ３ 耨珑畅 ４１９

RSD（％ ） ７ è灋畅 ０８ ６ 苘乙畅 ２１ ４ aW畅 ８８ ５ 揪创畅 ９０ ４ 耨珑畅 ０４０

3 　讨论

3畅1 　色谱条件的优化
　 　 根据化合物的理化性质和色谱行为 ，采用了 ４

种高效色谱柱 Waters ACQUITY UPLC BEH C１８

（２畅１ mm × １００ mm ，１畅７ μm ） 、Waters ACQUITY

６１５
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UPLC HSS T３ C１８ （２畅１ mm × １００ mm ，１畅８ μm ） 、

Waters ACQUITY UPLC BEH Shield RP１８
（２畅１ mm × １００ mm ，１畅７ μm ） ，Waters ACQUITY
UHILIC BEH Amide（２畅１ mm × １００ mm ，１畅７ μm）
进行分析 ，以比较色谱峰形 、分离度和基质效应 。结

果显示 C１８色谱柱的保留情况较差 ，出峰时间过于

靠前 ，在中药基质下 ，受到中药复方极性成分的基质

效应的影响 ，导致其 ５ 种维生素的基质效应均达到

１１０％ 以上 ，使测定结果偏差很大 ，且待测成分峰形

不佳 ，而采用 Waters ACQUITY UHILIC BEH
Amide色谱柱分离效果较好 ，并且受中药基质干扰

的基质效应在 ９５％ ～ １０５％ 之间 ，对检测的成分干

扰较小 ，且待测成分峰形良好 ，无开叉现象 ，可实现

５种维生素的同时测定 。

　 　另外 ，对于流动相的筛选 ，首先比较了甲醇唱酸

水和乙腈唱酸水两种有机相体系 ，结果表明乙腈体系

优于甲醇体系 ，然后进一步考察乙腈有机相体系下

的不同酸水的影响 ，包括 ０畅１％ 甲酸水 、０畅５％ 甲酸

水 、０畅１％ 醋酸水 、０畅５％ 醋酸水和 １０ mmol／L 甲酸
铵水（含 ０畅５％ 甲酸） 。结果表明 １０ mmol／L 甲酸铵
水（含 ０畅５％ 甲酸）最佳 ，最后经过优选确定采用

９０％ 乙腈（含 ０畅５％ 甲酸）唱１０ mmol／L 甲酸铵水（含

０畅５％ 甲酸）系统 ，各成分的分离效果最优 。

3畅2 　供试品溶液制备方法的优化
　 　通过比较温浸 、回流 、超声和振摇提取法 ，结果

显示振摇和超声提取率较高 ，采用温浸和回流均对

待测 B族维生素成分有一定程度的破坏 ，而振摇提

取需要特殊的振摇设备和振摇容器 ，因此采用超声

提取法的操作更为简便且提取效果较好 。在此基础

上 ，考察不同提取时间 １０ 、２０ 、３０ 、４０ 、５０ 、６０ min ，结
果显示提取时间为 ３０ min 时 ，５ 种待测成分的提取

率达到峰值 ；然后进一步比较了不同提取溶剂即纯

水 、１０％ 、２０％ 、４０％ 、５０％ 、６０％ 、７０％ 、８０％ 、９０％ 甲

醇及纯甲醇 ，测定结果显示以 ３０％ 甲醇水为提取溶

剂时 ，５种维生素的提取率较高 ；最后考察了提取料

液比 １ ∶ ０畅５ 、１ ∶ １ 、１ ∶ ２ 、１ ∶ ４ 、１ ∶ １０ 、１ ∶ ２５ 、１ ∶

５０ ，结果表明采用 １ ∶ ４的料液比提取效果最佳 。

3畅3 　质谱方法的优化
　 　为了提高质谱检测灵敏度 ，本实验对各个维生

素的质谱多反应监测（MRM ）进行优化考察 ，首先 ，

维生素 B１母离子为 ２６５畅０２ ，经过四极杆碰撞室裂

解 ，其质谱裂解可以产生 ８８畅９５ 、１２１畅９８ 、１４３畅９５ ３

个子离子 ，其中 １２１畅９８ 为［C６ H８ N３ ］
＋ 峰 ，在子离子

中丰度最高 ，因此作为定量子离子 ，而 ８８畅９５ 、

１４３畅９５作为定性子离子 。维生素 B２母离子为 ３７７ ，

经过裂解 ，其质谱裂解可以产生 １７１畅９８ 、１９７畅９５ 、

２４２畅９６ ３个子离子 ，其中 ２４２畅９６为［C１２ H１１ N４ O２ ］
＋

峰 ，在子离子中丰度最高 ，因此作为定量子离子 ，而

１７１畅９８ 、１９７畅９５作为定性子离子 。维生素 B６母离子

为 １６９畅９５ ，经过裂解 ，其质谱裂解可以产生 ９６畅９５ 、

１３３畅９５ 、１５１畅９５ ３个子离子 ，其中 １５１畅９５ 为［C８ H１０

NO２ ］
＋ 峰 ，在子离子中丰度最高 ，因此作为定量子

离子 ，而 ９６畅９５ 、１３３畅９５作为定性子离子 。烟酰胺母

离子为 １２２畅９６ ，其质谱裂解可产生 ５３ 、７９畅９５ 、９５畅９５

３个子离子 ，其中 ７９畅９５ 为［C５ H６ N ］＋ 峰 ，在子离子

中丰度最高 ，因此作为定量子离子 ，而 ５３ 、９５畅９５ 作

为定性子离子 。泛酸钙母离子为 ２２０ ，其质谱裂解

可产生 ８９畅９６ 、１８４ 、２０２ ３ 个子离子 ，其中 ８９畅９６ 为

［C３ H８ NO２ ］
＋ 峰 ，在子离子中丰度最高 ，因此作为定

量子离子 ，１８４ 、２０２作为定性子离子 。

3畅4 　含量测定结果分析
　 　通过含量测定 ，复方三维右旋泛酸钙糖浆中维

生素 B１的含量范围为 ３２畅４０ ～ ３８畅９１ mg／２５０ g ，维
生素 B２的含量范围为 ７畅００２ ～ ８畅４６２ mg／２５０ g ，维
生素 B６的含量范围为 ９畅６７７ ～ １１畅１７ mg／２５０ g ，烟
酰胺的含量范围为 ３３畅６４ ～ ３９畅５８ mg／２５０ g ，泛酸
钙的含量范围为 ３畅２７６ ～ ３畅７７１ mg ／２５０ g 。经统计 ，

１０个批次复方三维右旋泛酸钙糖浆中 ５ 种维生素

含量的平均值分别为 ３５畅５５ 、７畅７６５ 、１０畅５５ 、３７畅００ 、

３畅４１９ mg／２５０ g ，RSD 分别为 ７畅０８％ 、６畅２１％ 、

４畅８８％ 、５畅９０％ 、４畅０４％ ，其含量波动小于 １０％ ，所

测维生素 B１ 、维生素 B２ 、维生素 B６和烟酰胺的含量

均在制剂标示量范围之内 。由于文献报道显示 ，温

度对制剂中维生素 B１的稳定性影响显著［１２］
，pH 值

的降低有利于提高其稳定性 ，遇光或者铜 、铁 、锰等

金属离子均能加速氧化［１３］
。维生素 B２在碱性溶液

中或受光影响极易变质 ，但在一定温度下对热较稳

定 ，氧化剂对维生素 B２稳定性有较大影响 ，还原剂

未见明显影响［１４］
。维生素 B６水溶液可被空气氧化

变色 ，pH 值高时氧化加快 ，在酸性溶液中较稳定 ，

１２０ ℃加热 ３０ min亦不分解［１３］
。烟酰胺结构比较

稳定 ，不会轻易被酸碱以及水分等破坏 ，但贮存时间

对其含量具有极显著的影响［１５］
。因此提示样品生

产过程中或者存放过程中应该尽量减少维生素的破

坏 ，以提高样品的均匀性 。

　 　综上所述 ，本研究通过 UHILIC唱MS／MS 法快
速定性鉴定和定量检测复方三维右旋泛酸钙糖浆中

５种维生素类成分 ，为复方三维右旋泛酸钙糖浆的

开发利用和质量评价提供了可靠的实验依据 。检测
（下转第 ５２８页）
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过程中无需使用十二烷基硫酸钠等离子对试剂 ，分

析时间仅 ５ min ，溶剂消耗小 ，同时抗干扰能力强 ，

解决了中药复方样品存在下对维生素检测的干扰 。

本研究弥补了目前针对复方三维右旋泛酸钙中 ５种

维生素同时测定方法的空白 ，同时也可为其他复方

或者含复杂基质的样品中维生素的检测提供一种新

的解决方案 。
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