
  Drug Evaluation Research  第 34 卷 第 4 期  2011 年 8 月 

 

- 273 -

HPLC 法测定脂溶性维生素注射液中维生素 A 棕榈酸酯的有关物质 
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摘  要：目的  建立测定脂溶性维生素注射液中维生素 A 棕榈酸酯有关物质的反相高效液相色谱法。方法  Diamond C18色

谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相 A 为甲醇-异丙醇-水（60∶32∶8），流动相 B 为甲醇-异丙醇（70∶30），梯度洗脱， 
体积流量 1.0 mL/min，检测波长 324 nm，柱温 30 ℃。结果  维生素 A 棕榈酸酯与维生素 D3、维生素 E、维生素 K1及其有

关物质分离度好，在质量浓度 0.206～5.14 mg/L 时，维生素 A 棕榈酸酯的质量浓度与峰面积线性关系良好，检测限为 0.041 
mg/L。结论  该方法准确可靠，专属性好，可用于脂溶性维生素注射液中维生素 A 棕榈酸酯的质量控制。 
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Determination of related substances of vitamin A palmitate in fat-soluble vitamin 
injection by HPLC 
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Abstrsc: Objective  To establish an HPLC method for determining the related substances of vitamin A palmitate in fat-soluble 
vitamin injection. Methods  The chromatographic separation was performed on a Diamond C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) 
with a column temperature at 30 ℃. The mobile phase consisted of methanol-isopropanol-water (60 : 32 : 8) as mobile phase A and 
methanol-isopropanol (70 : 30) as mobile phase B. The flow rate was 1.0 mL/min. The detection wavelength was at 324 nm.  Results  
Vitamin A palmitate was separated well with vitamin D3, vitamin E, vitamin K1 and its related substances. The calibration range was 
from 0.206 to 5.14 mg/L. The detection limit was 0.041 mg/L. Conclusion  The method is accurate and specific, and can be used for 
the quality control of vitamin A palmitate in fat-soluble vitamin injection. 
Key words: fat-soluble vitamin injection; vitamin A palmitate; gradient elution; HPLC; related substances 
 

脂溶性维生素注射液系维生素 A 棕榈酸酯、维

生素 E、维生素 D3 和维生素 K1 组成的水溶液复方

注射剂，可以用水任意稀释。在临床上静脉滴注给

药，主要用于肠外脂溶性维生素的补充。本品中，

维生素 K1 对光稳定性极差，采用棕色安瓿包装。维

生素 A 棕榈酸酯对热很不稳定，自身所含杂质成分

也较多。本实验针对脂溶性维生素注射液中的维生

素 A 棕榈酸酯进行有关物质研究。按照国家药品审

评中心对于化学药品复方制剂中有关物质研究的指

导原则，需要对大剂量的不稳定的活性成分进行有

关物质研究。目前笔者未见有文献报道维生素 A 棕

榈酸酯的有关物质检测方法。本品中主要辅料有聚

山梨酯 80、聚乙二醇 400（PEG400）、丙二醇、山

梨醇等，各主药和辅料成分性质及含量差异大，分

离困难，相互干扰。本实验参考文献[1-2]，通过试验

建立了反相高效液相色谱梯度洗脱法检查脂溶性维 
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生素注射液中维生素 A 棕榈酸酯的有关物质，方法

准确可靠，能够用于脂溶性维生素注射液中维生素

A 棕榈酸酯的质量评价。 
1  仪器与试药 

Lab Alliance Series III 液相泵、Lab Alliance 
Model 201 紫外检测器、HT—230A 型柱温箱、千谱

工作站。 
脂溶性维生素注射液（规格 4 mL，含维生素 A

棕榈酸酯 1.82 mg，维生素E 10 mg，维生素K1 2 mg，
维生素 D3 0.005 mg，批号 090913、090916、090918，
自制）；甲醇、异丙醇（色谱纯，天津市康科德科技

有限公司）；水为双蒸水。 
2  方法与结果 
2.1  溶液制备 

取脂溶性维生素注射液，精密量取 2 mL 于 10 
mL 量瓶中，用水稀释制成含维生素 A 棕榈酸酯约

100 μg/mL 的溶液，即得维生素 A 棕榈酸酯有关物

质检查供试溶液。 
按照脂溶性维生素注射液的制备工艺分别配制

单一的维生素 A 棕榈酸酯溶液、维生素 D3 溶液、

维生素E溶液和维生素K1溶液。分别精密量取2 mL
维生素 A 棕榈酸酯溶液、维生素 D3 溶液、维生素 E
溶液和维生素 K1 溶液，置 4 个 10 mL 量瓶中，用

水稀释，定容、摇匀，即得单一脂溶性维生素成分

的供试溶液。 
2.2  检测波长的选择 

维生素A棕榈酸酯在流动相中的最大吸收波长

为（324±1）nm，其主要有关物质在此波长也都有

最大或者较强吸收；维生素 D3 在 265 nm 有最大吸

收，维生素 E 在 229、286 nm 有最大吸收，维生素

K1 在 248、261、270、328 nm 有最大吸收；辅料聚

山梨酯 80、PEG400、丙二醇和山梨醇无明显紫外

吸收。选择 324 nm 作为检测波长，能够消除维生

素 E 和维生素 D3 的干扰，也保证了维生素 A 棕榈

酸酯有关物质的最大检出。 
2.3  色谱条件及系统适用性试验 

Diamond C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），

流动相为甲醇-异丙醇-水（60∶32∶8）（A）和甲

醇-异丙醇（70∶30）（B），体积流量 1.0 mL/min。
梯度洗脱条件：0～3 min，100% A；3～13 min，0～
100% B；13～33 min，100%B；33～36 min，0～
100%A，36 min 以后 100% A。检测波长 324 nm，

柱温 30 ℃，进样量 20 μL。在该色谱条件下理论塔

板数按维生素 A 棕榈酸酯计算不低于 10 000，维生

素A棕榈酸酯与各相邻峰之间的分离度不低于 1.5。 
2.4  空白干扰试验 

空白干扰试验  取“2.1”项下的 4 个单一脂溶

性维生素成分的供试溶液，按“2.3”项下的色谱条

件进行检查，记录色谱图，见图 1、2-A；结果表明，

在测定浓度条件下辅料、维生素 D3 和维生素 E 不

出峰，通过扣除维生素 K1 峰可以对维生素 A 棕榈

酸酯的有关物质进行测定。 
2.5  破坏性试验 

脂溶性维生素注射液为弱碱性溶液，充氮气灌

封于棕色安瓿中并遮光保存。因此，存放温度应是

影响其稳定性的主要因素。本实验通过对单组分维

生素 A 棕榈酸酯溶液和脂溶性维生素注射液同时

进行破坏性研究，归属维生素 A 棕榈酸酯的有关

物质，以建立维生素 A 棕榈酸酯的有关物质检查

方法。 
2.5.1  维生素 A 棕榈酸酯溶液破坏试验  （1）热

破坏  取维生素 A 棕榈酸酯溶液，置沸水浴中破坏

2 h，取出放冷，按“2.1”项下方法配制测定溶液；

按“2.3”项下的色谱条件进行维生素 A 棕榈酸酯热

破坏有关物质检查，记录色谱图。实验结果显示，

维生素 A 棕榈酸酯溶液经热破坏后，有 1 个杂质（杂

质 c）明显减少，有 5 个杂质（杂质 a、b、d、e、f）
明显增加，其他杂质没有明显变化，见图 2-A、2-C。
因此，在控制维生素 A 棕榈酸酯的有关物质时，可

重点关注杂质 a、b、d、e、f 的变化。（2）光破坏  取
维生素 A 棕榈酸酯溶液，置 4 500 lx 强光下，照

射 12 h，按“2.1”项下方法配制测定溶液；按“2.3”
项下的色谱条件进行维生素A棕榈酸酯光破坏有关

物质检查，记录色谱图。与破坏前比较，光解样品

未见杂质明显增加，说明维生素 A 棕榈酸酯在棕色

安瓿中对光稳定性良好。 
2.5.2  脂溶性维生素注射液热破坏试验  取脂溶性

维生素注射液，置沸水浴中破坏 1 h，取出放冷，按

“2.1”项下方法配制热破坏样品测定溶液；按“2.3”
项下的色谱条件进行脂溶性维生素注射液热破坏有

关物质检查，记录色谱图，见图 2-B、2-D。脂溶性

维生素注射液经热破坏后，杂质 c 也明显减少，杂

质 b 无明显变化，杂质 a、d、e、f 均有明显增加，

同维生素 A 棕榈酸酯注射液热降解变化的情况一

致。实验结果显示，脂溶性维生素注射液中维生素

A 棕榈酸酯与其有关物质分离良好，且能与其他组
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分及其降解产物达到基线分离。 

 

图 1  维生素 D3（A）、维生素 E（B）和维生素 K1（C）色谱图 
Fig 1  Chromatograms of vitamin D3 (A), vitamin E (B), and vitamin K1 (C) 

 
1- 维生素 K1  2- 维生素 A 棕榈酸酯  a～f-杂质 
1- vitamin K1  2- vitamin A palmitate  a—f- impurity 

图 2  维生素 A 棕榈酸酯溶液（A）、脂溶性维生素注射液（B）、维生素 A 棕榈酸酯溶液热破坏（C）和脂溶性维生素 
注射液热破坏（D）有关物质色谱图 

Fig. 2  Chromatograms of vitamin A palmitate injection (A), fat-soluble vitamin injection (B), vitamin A palmitate injection 
destroyed by heat (C), and fat-soluble vitamin injection destroyed by heat (D) 

2.6  线性范围 
取维生素 A 棕榈酸酯适量，精密称定，加异丙

醇溶解并依次稀释成质量浓度为 0.206、1.03、2.06、
3.08、5.14 mg/L 的系列溶液，分别进样，记录色谱

图。用峰面积（Y）对质量浓度（C）进行线性回归，

回归方程为：Y＝101 842 C－2 063.8，r＝0.999 9。
结果显示，维生素 A 棕榈酸酯在 0.206～5.14 mg/L，
Y 与 C 线性关系良好。 
2.7  检测限 

取“2.4”项下最低质量浓度溶液进一步稀释后

进样，按 S/N＝3 计算，维生素 A 棕榈酸酯的检测

限为 0.041 mg/L。 
2.8  稳定性试验 

取“2.1”项下供试溶液，分别于配制完成后 0、
2、4、6、8 h 测定，按面积归一化法计算杂质量，

杂质个数均为 14 个，杂质总量均为 3.5%。结果表

明，样品溶液在 8 h 内稳定。 
2.9  样品测定 

取供试品溶液和对照溶液分别进样测定，按自

身对照法计算有关物质量。3 批供试样品（批号

090913、090916、090918）中最大杂质量分别为

0.69%、0.62%、0.64%，杂质总量分别为 3.53%、

3.37%、3.41%。3 批供试样品中最大杂质均小于 1%，

杂质总量均小于 5%。 
3  讨论 
3.1  色谱洗脱系统的选择 

对于脂溶性维生素，一般选择正相高效液相色

谱法进行洗脱；本实验所研究的脂溶性维生素注射

液，为 iv 给药的水溶液，采用正相色谱法时，需要

进行脂溶性维生素成分和水溶性辅料间的分离，操

作繁琐；采用反相高效液相色谱法，注射液用水适

当稀释后可直接进样检测，避免了繁琐的前处理操

作，方法简单易行。 
3.2  流动相的选择 

试验了乙腈-水、甲醇-水、异丙醇-水等流动相，

发现乙腈、甲醇、异丙醇对脂溶性维生素的洗脱能

力依次增强；使用异丙醇-水作为流动相，流动相黏

度较大，色谱柱柱压较高，对色谱柱造成一定伤害。
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在保证色谱分离和缩短整个检测时间的前提下，选

择甲醇-异丙醇做为基本流动相。由于维生素 A 棕

榈酸酯的有关物质较多，在等度洗脱条件下，无法

在较短的时间内完成维生素A棕榈酸酯同其他成分

及各个杂质间的分离，所以采用梯度洗脱法，以甲

醇-异丙醇-水（60∶32∶8）为流动相 A，以甲醇-
异丙醇（70∶30）为流动相 B，先用流动相 A 洗脱，

再逐步过渡到流动相 B 洗脱，这样既保证了维生素

A 棕榈酸酯同其他组分及各个有关物质的分离，也

使维生素 A 棕榈酸酯的保留时间提前，理论塔板数

提高。在整个洗脱过程中，维生素 D3、维生素 E、
维生素 K1 和维生素 A 棕榈酸酯先后被洗脱出来。 
3.3  检测波长的选择 

维生素A棕榈酸酯在流动相中的最大吸收波长

为（324±1）nm，其主要有关物质在此波长也都有

最大或者较强吸收；选择 324 nm 作为检测波长，

在测定浓度下维生素 E 和维生素 D3 没有被检出，

维生素 K1 的保留时间为 22.5 min，与维生素 A 棕榈

酸酯及其有关物质分离较好，通过扣除溶剂、辅料

和维生素 K1 峰，能够准确检测维生素 A 棕榈酸酯

的有关物质，达到质量控制的目的。 
3.4  破坏性试验 

有关物质研究一般进行酸、碱、氧、热、光的

破坏试验。维生素类药物一般稳定性较差，与高浓

度的酸、碱和氧接触后，组分降解严重，甚至几乎

完全降解，有关物质检查已经失去意义。因此本研

究中仅进行热、光的破坏试验。 
3.5  脂溶性维生素注射液的有关物质 

在脂溶性维生素注射液中，维生素 D3 的质量浓

度很小，仅有 1.25 mg/L，维生素 E 相对于维生素

K1 和维生素 A 棕榈酸酯来说，稳定性稍好。因此，

对维生素 D3 和维生素 E 仅通过量来控制注射液质

量。本实验对维生素 A 棕榈酸酯的有关物质进行了

研究，在下一步的工作中，继续对维生素 K1 进行有

关物质研究。 
综上所述，该方法可用于脂溶性维生素注射液

中维生素 A 棕榈酸酯的有关物质检查，方法专属、

可靠，适用于该制剂的质量控制。 
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