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［摘　 要］ 　 采用 ＨＰＬＣ 建立了兽药维生素 ＡＤＥ 注射液中维生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ 的含量

检测。 采用 Ｃ１８ 色谱柱（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），甲醇为流动相 Ａ、乙腈－乙醇－水（６０ ∶ ２５ ∶ ５）为
流动相 Ｂ 进行梯度洗脱，流速为 １．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ２６５ ｎｍ，柱温为 ２５ ℃，进样量为 ２０ μＬ。 结

果表明，在此色谱条件下，维生素 ＡＤＥ 注射液中维生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ 的分离度良好，分
别在 ６０．９６～１２１９．２０ μｇ ／ ｍＬ、２．５６ ～ ５１．２０ μｇ ／ ｍＬ 和 ３００．２３ ～ ６００４．６０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好

（ｒ２＞０．９９９）。 按外标法以峰面积计算进行检测，维生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ 的平均回收率分别

为 ９９．６％、１０１．１％和 ９９．０％，ＲＳＤ 均小于 １．０％；平均重复性分别为 １０５．７％、１０６．８％和 １０２．３％，ＲＳＤ
均小于 １．０％；中间精密度的 ＲＳＤ 均小于 ０．５％；稳定性的 ＲＳＤ 均小于 １．０％；耐用性中选择流动相 Ａ
与 Ｂ 变化为 １７ ∶ ８３、流速为 １．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时，在一定范围内三种组分的含量基本稳定；柱温为 ２５ ℃
时，可避免维生素降解。 说明该方法简单、快速，适用于维生素 ＡＤＥ 注射液中三种维生素含量的测

定，具有分离效果好、回收率高和稳定性好的特点。
［关键词］ 　 ＨＰＬＣ；维生素 ＡＤＥ 注射液；含量测定

作者简介： 吴春燕，农业工程师，从事兽药监督、复核检验方面工作。

通讯作者： 张玉彦。 Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｙｙ＠ ｚｏｏｈａｎｃｅ．ｃｏｍ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ３ Ｋｉｎｄｓ ｏｆ Ｖｉｔａｍｉｎｓ ｉｎ Ｖｉｔａｍｉｎ ＡＤＥ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＨＰＬＣ

ＷＵ Ｃｈｕｎ－ｙａｎ１，２， ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎ－ｂａｏ３， ＬＩＵ Ｈａｉ－ｙａｎ３， ＬＩ Ｗｅｎ－ｃａｉ３， ＦＥＮＧ Ｙａｎ３，

ＷＡＮＧ Ｌｉ３， ＲＥＮ Ｊｉａｎ－ｊｕｎ３， ＺＨＡＮＧ Ｙｕ－ｙａｎ３∗

（１． Ｎｉｎｇｘｉａ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇｓ ａｎｄ Ｆｅｅｄ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， Ｙｉｎｃｈｕａｎ ７５００１１， Ｃｈｉｎａ；２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ＆Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｙａｎｇｌｉｎｇ ７１２１００， Ｃｈｉｎａ；３． Ｎｉｎｇｘｉａ Ｚｏｏｈａｎｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ．， Ｌｔｄ， Ｙｉｎｃｈｕａｎ ７５００２１， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＮＧ Ｙｕ－ｙａｎ， Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｙｙ＠ ｚｏｏｈａｎｃｅ．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ａ， ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｉｎ ｖｉｔａｍｉｎ ＡＤＥ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｕｓｉｎｇ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ， ５ μｍ） ｗｉｔｈ ａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ
ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｅｔｈａｎｏｌ－ｗａｔｅｒ （６０ ∶ ２５ ∶ ５） ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ １．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ ａｎｄ ａ ｃｏｌｕｍｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ２５ ℃ ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｗａｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ｉｓ ２６５ ｎｍ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｉｓ ２０ μＬ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｖｉｔａｍｉｎ Ａ， ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｗｅｒｅ ｌｉｎｅａｒ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ６０．９６ ～

１２１９．２０ μｇ ／ ｍＬ， ２． ５６ ～ ５１． ２０ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ３００． ２３ ～ ６００４． ６０ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ２ ＞ ０． ９９９）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｅａｎ
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ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ａ， ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｗｅｒｅ ９９．６％， １０１．１％ ａｎｄ ９９．０％ （ＲＳＤ＜１．０％）； ｔｈｅ ｍｅａｎ
ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｗｅｒｅ １０５．７％， １０６．８％ ａｎｄ １０２．３％ （ＲＳＤ＜１．０％）； ｔｈｅ ＲＳＤ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０．
５％； ｔｈｅ ＲＳＤ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １．０％． Ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ， ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｖａｒｙ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ （１７ ∶ ８３）
ａｎｄ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ （１．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ） ｍａｄｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｓｔａｂｌｅ， ｗｈｉｌｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ２５ ℃ ｔｏ ａｖｏｉｄ
ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｃａｎ
ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ ＡＤＥ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； ｖｉｔａｍｉｎ ＡＤＥ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 维生素 ＡＤＥ 注射液是以维生素 Ａ、维生素 Ｄ
和维生素 Ｅ 为主药，辅以其他溶剂，制备成的营养

补充类物质，用于预防和治疗动物维生素 Ａ、维生

素 Ｄ 和维生素 Ｅ 缺乏症［１－３］，该制剂目前正在申报

５．１ 类新兽药。 目前，测定脂溶性维生素 Ａ、维生素

Ｄ３ 和维生素 Ｅ 的方法主要包含分光光度法和

ＨＰＬＣ 法［４－５］，其中分光光度法是通过测定吸收度

而确定样品含量，因样品中的辅料会对吸收度造成

干扰而影响含量检测，须经过皂化和提取等预处理

过程后进行检测；ＨＰＬＣ 法具有灵敏度高、操作简单

和重现性好等特点，但是样品同样须经过繁琐的预

处理过程后，方能进行含量检测。 根据维生素 Ａ、
维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ 均溶于乙醇的物理特性，结
合相似相溶原理，采用无水乙醇直接提取的方法，
并建立了以甲醇为流动相 Ａ、乙腈－乙醇－水（６０ ∶
２５ ∶ ５）为流动相 Ｂ 的反相 ＨＰＬＣ 法，能有效分离维

生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ，来满足实际生产过

程中对检验时间及结果的需求。 结果表明该方法

操作简单、结果准确，可用于成品及中间体的检测。
１　 材　 料

１．１ 　 仪器 　 上海梅特勒托利多仪器有限公司

ＡＢ２６５－Ｓ 电子天平；日本岛津 ＬＣ－２０１０Ｃ 高效液相

色谱仪。
１．２　 试药与试剂　 维生素 Ａ 棕榈酸酯对照品，购
自德国 Ｊ＆Ｋ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｌｔｄ，批号为 ＬＪ１０Ｐ４９，含量

１７９０，０００ Ｕ ／ ｇ；维生素 Ｄ３ 对照品，购自中国食品药

品检定研究院，批号为 １０００６１－２０１２０８，含量 ９９．８％；
维生素 Ｅ 对照品，购自中国食品药品检定研究院，
批号为 １０００６２－２０１１１０，含量 ９７．７％；维生素 ＡＤＥ
注射液，宁夏智弘生物科技有限公司生产，批号为

２０１２１００１，规格 １０ ｍＬ：维生素 Ａ １，０００，０００ Ｕ＋维
生素 Ｄ３ １００，０００ Ｕ＋维生素 Ｅ ３，０００ Ｕ；所有试剂均

为色谱级。
２　 方法与结果

２．１　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ－Ｃ１８ 色谱柱

（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ）；甲醇为流动相 Ａ，乙腈－

乙醇－水（６０：２５：５）为流动相 Ｂ，按表 １ 进行梯度洗

脱；检测波长为 ２６５ ｎｍ；流速为 １．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为

室温；进样量为 ２０ μＬ。
表 １　 梯度洗脱

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０ １７ ８３

１８ ５０ ５０

２１ １００ ０

３５ １００ ０

４０ １７ ８３

２．２　 溶液的配制

２．２．１　 对照品溶液　 精密称取维生素 Ａ 棕榈酸酯

对照品、维生素 Ｄ３ 对照品和维生素 Ｅ 对照品各适

量，用无水乙醇制成每 １ ｍＬ 中约含维生素 Ａ 棕榈

酸酯 １０００ Ｕ、维生素 Ｄ３ １００ Ｕ、维生素 Ｅ ３ Ｕ 的溶

液，滤过，即得。
２．２．２　 供试品溶液　 精密量取本品 １ ｍＬ，置 １００ ｍＬ
量瓶中，加无水乙醇稀释至刻度，摇匀，滤过，即得。
２．３　 方法学考察

２．３．１　 专属性　 精密吸取 ２０ μＬ 空白溶剂、阴性溶

液（不含主药）、对照品溶液和供试品溶液，按上述色

谱条件，注入色谱仪，记录色谱图，结果如图 １ 所示，
空白溶剂及阴性溶液对三种组分含量测定无干扰。
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（ａ：空白溶剂图谱；ｂ：阴性溶液图谱；ｃ：对照品图谱；ｄ：供试品图谱）

（ａ：Ｂｌａｎｋ ｓｏｌｖｅｎｔ ｍａｐ；ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｐ；ｃ：Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｐ；ｄ：Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ ｍａｐ）

图 １　 专属性图谱

Ｆｉｇ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｐ

２．３．２　 线性　 精密称定维生素 Ａ 棕榈酸酯、维生素

Ｄ３、维生素 Ｅ 对照品适量，加无水乙醇制成每 １ ｍＬ
中含维生素 Ａ 棕榈酸酯 ６０９６ μｇ、维生素 Ｄ３ ２５６ μｇ、

维生素 Ｅ ３００２３ μｇ 的混合液，精密量取上述对照品

混合液 ０． １、０． ２、０． ６、１． ０、１． ５、２． ０ ｍＬ，分别置于

１０ ｍＬ量瓶中，加无水乙醇稀释至刻度，摇匀，滤过。
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按上述色谱条件，精密量取 ２０ μＬ，注入色谱仪，记
录色谱图。 以样品浓度为 ｘ（μｇ ／ ｍＬ），平均峰面积

为 ｙ，进行线性回归。 结果回归方程（ｎ ＝ ７）和相关

系数分别为维生素 Ａ ｙ ＝ ７．３２３５ｘ＋２４．２９７，ｒ２ ＝ １；维
生素 Ｄ３ ｙ＝ ４．５７１４ｘ＋０．７７７３８，ｒ２ ＝ ０．９９９９５；维生素 Ｅ

ｙ＝ １．２０３６ｘ＋３３．１７９，ｒ２ ＝ ０．９９９９。 实验结果表明，维
生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ 分别在 ６０． ９６ ～
１２１９．２０ μｇ ／ ｍＬ、２． ５６ ～ ５１． ２０ μｇ ／ ｍＬ 和 ３００． ２３ ～
６００４．６０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。

２．３．３ 　 准确度 　 精密量取对照品溶液 ４０ ｍＬ、
５０ ｍＬ和 ６０ ｍＬ 各 ３ 份分别置 １００ ｍＬ 量瓶中，再分

别精密量取 ０．５０ ｍＬ 供试品加入至上述各 １００ ｍＬ
量瓶中，加无水乙醇至刻度，摇匀，滤过，即得样品

溶液。 供试品溶液作为本底溶液。 按上述色谱条

件，精密量取 ２０ μＬ，注入色谱仪，记录色谱图，结果

如表 ２，平均回收率大于 ９９％，说明检测方法的准

确度良好。

表 ２　 准确度结果

Ｔａｂ ２　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ｒｅｓｕｌｔ

组分
本底值
（Ｕ ／ ｍＬ）

加入量
（Ｕ ／ ｍＬ）

测量值
（Ｕ ／ ｍＬ）

实测值
（Ｕ ／ ｍＬ）

回收率
／ ％

平均回收率
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

维生素 Ａ ９７８．３５

４１８．７２

９０７．６５ ４１８．４８ ９９．９

９０６．４２ ４１７．２４ ９９．６

９０８．１０ ４１８．９３ １００．０

５２３．４０

１０１０．７２ ５２１．５４ ９９．６

１０１１．９５ ５２２．７８ ９９．９

１００９．３７ ５２０．１９ ９９．４

６２８．０８

１１１３．５５ ６２４．３８ ９９．４

１１１３．３３ ６２４．１５ ９９．４

１１１２．３１ ６２３．１４ ９９．２

９９．６ ０．３

维生素 Ｄ３ ９２．７７

４０．２４

８７．１９ ４０．８０ １０１．４

８７．１９ ４０．８０ １０１．４

８７．１９ ４０．８０ １０１．４

５０．３０

９７．２５ ５０．８６ １０１．１

９７．２５ ５０．８６ １０１．１

９７．２５ ５０．８６ １０１．１

６０．３６

１０７．３０ ６０．９２ １００．９

１０７．３０ ６０．９２ １００．９

１０７．３０ ６０．９２ １００．９

１０１．１ ０．２

维生素 Ｅ ２．６８

１．２２

２．５４ １．２０ ９８．４

２．５４ １．２０ ９８．４

２．５５ １．２１ ９９．２

１．５２

２．８５ １．５１ ９９．３

２．８６ １．５２ １００．０

２．８４ １．５０ ９８．７

１．８３

３．１５ １．８１ ９８．９

３．１５ １．８１ ９８．９

３．１５ １．８１ ９８．９

９９．０ ０．５

　 实测值＝测量值－０．５×本底值；回收率＝（实测值 ／ 加入量）×１００％
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２．３．４　 精密度

２．３．４．１　 重复性试验 　 取 ６ 份供试品，照 ２．２．２ 项

下方法制备供试品溶液，测定供试品溶液中三种维

生素的含量，结果如表 ３，ＲＳＤ 均小于 １．０％，说明重

复性良好。

表 ３　 重复性结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
组分 １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

维生素 Ａ １０６．０ １０６．２ １０５．４ １０６．３ １０５．２ １０４．９ １０５．７ ０．５

维生素 Ｄ３ １０６．６ １０６．９ １０６．９ １０７．０ １０６．７ １０７．０ １０６．８ ０．２

维生素 Ｅ １０２．２ １０１．８ １０２．７ １０２．５ １０２．６ １０２．０ １０２．３ ０．３

２．３．４．２　 中间精密度　 由 Ａ、Ｂ、Ｃ 三人，分别取 ２ 份

供试品，照 ２．２．２ 项下方法制备供试品溶液，测定供

试品溶液中三种维生素的含量，结果如表 ４，ＲＳＤ 均

小于 ０．５％，说明精密度良好。

表 ４　 中间精密度结果

Ｔａｂ ４　 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
组分 试验员 含量 ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

维生素 Ａ

Ａ
１０４．６

１０５．３
１０５．０

Ｂ
１０５．８

１０５．２
１０５．５

Ｃ
１０５．４

１０６．１
１０５．８

０．３

维生素 Ｄ３

Ａ
１０７．１

１０７．５
１０７．３

Ｂ
１０６．５

１０７．１
１０６．８

Ｃ
１０６．７

１０５．８
１０６．２

０．４

维生素 Ｅ

Ａ
１０２．６

１０１．８
１０２．２

Ｂ
１０１．９

１０２．２
１０２．１

Ｃ
１０２．２

１０１．６
１０１．９

０．３

２．３．５　 稳定性　 取 １ 份供试品，照 ２．２．２ 项下方法

制备供试品溶液，分别在 ０、３、６、９、１２ ｈ 进样２０ μＬ，
测定供试品溶液中三种维生素的含量， 结果如

表 ５，ＲＳＤ 均小于 １．０％，说明制备后 １２ 小时内测定

基本稳定。

２．３．６　 耐用性　 考察不同的流动相、柱温和流速对

含量测定的影响，按上述色谱条件， 精密量取

２０ μＬ，注入色谱仪，记录色谱图，结果如表 ６，在流

动相、柱温和流速出现小的变动时，含量测定基本

不受影响。

·６５·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ７ 月第 ５２ 卷第 ７ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 ５　 稳定性结果（ｎ＝４）
Ｔａｂ ５　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ（ｎ＝４）

组分 ０ ３ ６ ９ １２ 平均值 ＲＳＤ ／ ％

维生素 Ａ ４７２４２４９ ４７３５４８２ ４７４４０８３ ４７４４５０５ ４７４６１２６ ４７３８８８９ ０．２

维生素 Ｄ３ ２０１５２４ １９９５９５ １９９１２０ １９７７５７ １９８１８３ １９９２３６ ０．７

维生素 Ｅ ３８７５８０２ ３９０００５２ ３９０６７２５ ３９４０７２９ ３９２７２５７ ３９１０１１３ ０．６

表 ６　 耐用性－流动相、柱温、流速结果

Ｔａｂ ６　 Ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ － ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｒｅｓｕｌｔｓ

组分
流动相 柱温 流速

Ａ－Ｂ（１４ ∶ ８６）Ａ－Ｂ（１７ ∶ ８３）Ａ－Ｂ（２０ ∶ ８０） ２５ ℃ ３０ ℃ ３５ ℃ １．３ ｍＬ ／ ｍｉｎ １．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ １．７ ｍＬ ／ ｍｉｎ

维生素 Ａ １０６．１ １０５．５ １０５．６ １０５．５ １０５．６ １０５．４ １０５．１ １０５．９ １０５．０

维生素 Ｄ３ １０７．４ １０７．２ １０７．４ １０６．６ １０６．７ １０６．５ １０６．４ １０６．７ １０６．１

维生素 Ｅ １０２．２ １０２．０ １０２．６ １０２．２ １０２．２ １０２．２ １０２．３ １０３．２ １０２．２

３　 讨论与结论

３．１　 检测方法的选择 　 截止到目前，维生素的分

析方法主要包含微生物法、生物鉴定法、化学法和

仪器法四大类［６］，其中微生物法仅用于测定水溶性

维生素的含量，生物鉴定法用于分析样品生物利用

率，化学法用于特定维生素的检测，仪器法用途较

为广泛。 随着科技的不断发展，高效液相色谱法已

逐步成为常规的含量检测手段，该方法具有快速、
灵敏等特点［７］。 ＨＰＬＣ 法能够在４０ ｍｉｎ内，有效分

离维生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ，满足了实际生

产过程中对检验时间及结果的需求。
３．２　 提取方式的选择 　 目前，脂溶性维生素的提

取方式主要以皂化法为主，通过皂化法处理样品，
水洗去除类脂物后，用有机溶剂提取脂溶性维生

素，浓缩后将样品溶于适当的溶剂中进行测定［８］。
在整个提取过程中，为了避免维生素的氧化降解，
通常采用加入抗氧剂、充氮气和避光等方法进行操

作。 由此可见，采用皂化法进行脂溶性维生素的预

处理，是较为繁琐的过程，同时整个过程中容易出

现提取不完全的现象，并且过程的复杂性对含量结

果的准确度具有很大影响，因此选择更简单、快速

的提取方式，是进行脂溶性维生素检测所需要关注

的重点方向。 根据维生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ
均溶于乙醇的物理特性，结合相似相溶原理，采用

无水乙醇直接提取的方法进行含量测定，通过方法

学验证结果说明该提取方法是可行的。
３．３　 检测波长的选择 　 根据文献报道，结合实际

紫外可见全波段扫描发现，维生素 Ａ、维生素 Ｄ３、维
生素 Ｅ 的最大吸收波长分别为 ３２５ ｎｍ、２６５ ｎｍ 和

２９０ ｎｍ［９］，样品中维生素 Ｄ３ 的占比较小，而且在

２６５ ｎｍ 波长处维生素 Ａ 和维生素 Ｅ 具有较好吸

收。 因此， 选择 ２６５ ｎｍ 吸收波长作为检测波

长［１０－１１］，既降低了对检测器的要求，扩大了方法的

适用性，又满足了三种维生素的检测灵敏度要求，
最终达到了简化检测方法的目的。
３．４　 流动相的选择　 采用 ＨＰＬＣ 法检测脂溶性维

生素常用的流动相有甲醇、乙醇、乙腈、乙酸乙酯、
异丙醇和水等组成［１２－１４］。 本研究先后采用甲醇－

水、乙腈－乙醇－水和梯度洗脱等方式，发现以甲醇

为流动相 Ａ，乙腈－乙醇－水（６０ ∶ ２５ ∶ ５）为流动相

Ｂ，进行梯度洗脱时，维生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素

Ｅ 能有效分离、峰型对称、无干扰，并且通过方法学

验证结果说明该流动相是合适的。
３．５　 结论　 ＨＰＬＣ 法测定维生素 ＡＤＥ 注射液中维

生素 Ａ、维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｅ 含量方法可行，供试

品溶液三个主峰的保留时间与对照品相应三个主

峰的保留时间一致，样品分离效果较好，有很好的

专属性、准确度、重复性、中间精密度、稳定性和耐

用性。
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