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复方罗布麻片Ⅰ是由罗布麻叶、野菊花、防己、硫酸

双肼屈嗪、氢氯噻嗪、盐酸异丙嗪、维生素B1、维生素B6

和维生素B5组成的中西药复方制剂，临床用于治疗高血

压[1-3]。现行国家标准仅对其中的氢氯噻嗪进行了含量

测定[4]，而对处方中其他活性成分的含量没有规定，显然

HPLC法同时测定复方罗布麻片Ⅰ中硫酸双肼屈嗪和3种维生素
的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定复方罗布麻片Ⅰ中维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生素B6、维生素B5含量的方法。方法：采用高效液相

色谱法对2家企业共8批次样品进行含量测定。色谱柱为Waters XBridge C18，流动相为乙腈-0.2％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为

0.5 mL/min，检测波长为285 nm（维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生素B6）、210 nm（维生素B5），柱温为30 ℃，进样量为10 μL。结果：

维生素 B1、硫酸双肼屈嗪、维生素 B6、维生素 B5检测质量浓度线性范围分别为 41.66～208.3、127.0～635.0、40.74～203.7、22.72～

113.6 μg/mL（r均为0.999 9）；定量限分别为0.267、0.274、0.062、0.124 μg/mL，检测限分别为0.095、0.088、0.021、0.039 μg/mL；精密

度、稳定性、重复性试验的RSD均＜2.0％（n＝6）；平均加样回收率分别为98.70％（RSD＝0.69％，n＝9）、99.74％（RSD＝1.2％，n＝

9）、99.89％（RSD＝1.0％，n＝9）、99.25％（RSD＝1.2％，n＝9）。测定的8批样品中，维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生素B6、维生素B5

含量分别为标示量的 91.44％～98.74％、36.68％～95.23％、92.42％～97.90％、91.36％～99.48％，其中硫酸双肼屈嗪的含量差异

较大，最低值与最高值间相差2.6倍。结论：该方法准确可靠、操作简便，可用于同时测定复方罗布麻片Ⅰ中上述4种成分的含量。

关键词 高效液相色谱法；复方罗布麻片Ⅰ；维生素B1；硫酸双肼屈嗪；维生素B6；维生素B5；含量

Simultaneous Determination of Dihydralazine Sulfate and Three Vitamins in Compound Apocynum

venetum Tablets ⅠⅠ by HPLC

XU Shuo，JIN Pengfei（Dept. of Pharmacy，Beijing Hospital/National Center of Gerontology/Beijing Key Lab of

Drug Clinical Risk and Personalized Medication Evaluation，Beijing 100730，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of vitamin B1，dihydralazine sulfate，vitamin B6

and vitamin B5 in Compound Apocynum venetum tabletsⅠ. METHODS：HPLC method was used for content determination of 8

batches of samples from 2 enterprises. The determination was performed on Waters XBridge C18 column with mobile phase

consisted of acetonitrile-0.2％ phosphoric acid（gradient elution）at the flow rate of 0.5 mL/min. The detection wavelengths were

set at 285 nm（vitamin B1，dihydralazine sulfate，vitamin B6）and 210 nm（vitamin B5）. The column temperature was 30 ℃，and

sample size was 10 μ L. RESULTS：The linear ranges of vitamin B1，dihydralazine sulfate，vitamin B6 and vitamin B5 were

41.66-208.3 μg/mL（r＝0.999 9），127.0-635.0 μg/mL（r＝0.999 9），40.74-203.7 μg/mL（r＝0.999 9）and 22.72-113.6 μg/mL（r＝

0.999 9），respectively. The limits of quantitation were 0.267，0.274，0.062，0.124 μg/mL，respectively. The limits of detection

were 0.095，0.088，0.021，0.039 μg/mL，respectively. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all lower than

2.0％（n＝6）. The average recoveries were 98.70％（RSD＝0.69％，n＝9），99.74％（RSD＝1.2％，n＝9），99.89％（RSD＝

1.0％ ， n＝9）， 99.25％ （RSD＝1.2％ ， n＝9）， respectively. Among 8 batches of samples， the contents of vitamin B1，

dihydralazine sulfate，vitamin B6 and vitamin B5 were 91.44％-98.74％，36.68％-95.23％，92.42％-97.90％，91.36％-99.48％ of

labelled amount，respectively. The contents of dihydralazine sulfate were significantly different and differed by 2.6 times between

the lowest and the highest threshold value. CONCLUSIONS：The method is accurate，reliable，simple and can be used for

simultaneous determination of the above 4 components in Compound A. venetum tabletsⅠ.

KEYWORDS HPLC；Compound Apocynum venetum tabletsⅠ；Vitamin B1；Dihydralazine sulfate；Vitamin B6；Vitamin B5；
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不能有效地控制该药品的质量。

复方罗布麻片Ⅰ中的化学成分较为复杂。本研究

在样品提取方法摸索过程中发现，复方罗布麻片Ⅰ中各

成分之间的极性、理化性质和色谱行为差异较大，在处

方中所含的 6种化学药成分中，维生素B1、硫酸双肼屈

嗪、维生素B6和维生素B5的极性较高，采用同一种提取

方法无法从样品中将这4种化学药成分与其他2种化学

药成分和中药活性成分提取完全，难以同时进行定量分

析，因此需要建立一种可以同时对这 4种高极性成分进

行含量测定的方法。现有关于复方罗布麻片Ⅰ中6种化

学药成分的含量测定的文献中，多数只测定了其中的

1～3种成分[5-11]，尚未见对维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维

生素B6和维生素B5 4种成分同时进行定量分析的报道。

本研究采用高效液相色谱（HPLC）法，建立了同时

测定复方罗布麻片Ⅰ中维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生

素B6和维生素B5 4种成分含量的方法。

1 材料

1.1 仪器

1260 HPLC 仪，包括 G1311C 四元梯度泵、G1329B

自动进样器、G1316A柱温箱、G4212B二极管阵列检测

器（美国Agilent公司）；XP205十万分之一电子分析天平

（瑞士Mettler-Toledo公司）；KQ-800KDE超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司）；Milli-Q Advantage A10超

纯水系统（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

复方罗布麻片Ⅰ（山西云鹏制药有限公司，批号：

F160805、D161206、D160510、D160904、D160604；亚宝

药业集团股份有限公司，批号：160631、160128、150504，

规格：每片均含维生素B1 0.5 mg、维生素B6 0.5 mg、维生

素B5 0.25 mg、硫酸双肼屈嗪 1.6 mg）；维生素B1对照品

（批号：15H0279，纯度：99％）、维生素B6对照品（批号：

15H0278，纯 度 ：99％）、维 生 素 B5 对 照 品（批 号 ：

35H0772，纯度：99％）均购自美国Sigma公司；硫酸双肼

屈嗪对照品（中国食品药品检定研究院，批号：100514-

200301，纯度：100％）；乙腈和磷酸为色谱纯；试验用水

为超纯水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：Waters XBridge C18（250 mm × 4.6 mm，5

µm）；流动相：乙腈（A）-0.2％磷酸溶液（B），梯度洗脱

（0～5 min，2％→3％A；5～10 min，3％A；10～16 min，

3％→4％A；16～20 min，4％→5％A；20～23 min，5％→

10％A；23～43 min，10％A）；流速：0.5 mL/min；检测波

长：285 nm（维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生素B6的保留

时间分别为 6.29、7.55、13.78 min）、210 nm（维生素B5的

保留时间为30.28 min）；柱温：30 ℃；进样量：10 µL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 分别精密称取维生素B1、硫酸

双肼屈嗪、维生素B6、维生素B5对照品41.66、127、40.74、

22.72 mg，置于 50 mL量瓶中，加入 0.8％磷酸溶液溶解

并稀释至刻度，摇匀，得维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生

素 B6、维生素 B5 质量浓度分别为 833.2、2 540、814.8、

454.4 μg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取复方罗布麻片Ⅰ20片，精密称

定，研细，精密称取粉末适量（约相当于维生素B1与维生

素B6各2 mg，硫酸双肼屈嗪6.4 mg，维生素B5 1 mg），置

于 25 mL 量瓶中，加入 0.8％磷酸溶液 15 mL，振摇 2

min，超声（功率：800 W，频率：40 kHz）45 min，加入

0.8％磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，经 0.22 µm 微孔滤膜

滤过，取续滤液作为供试品溶液。

2.2.3 阴性对照溶液 依据复方罗布麻片Ⅰ说明书（山

西云鹏制药有限公司）提供的配方，制备不含维生素B1、

硫酸双肼屈嗪、维生素B6和维生素B5这4种待测成分的

阴性样品，按“2.2.2”项下方法操作，制备阴性对照溶液。

2.3 专属性与系统适用性试验

分别取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液和阴

性对照溶液进样分析，考察样品中其他成分和辅料对待

测成分色谱峰是否有干扰。在“2.1”项下色谱条件下，4

种待测成分的理论板数以维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维

生素B6和维生素B5计均大于 9 400，样品中 4种待测成

分色谱峰与相邻峰的分离度大于 1.5，表明样品中的其

他成分及辅料不干扰维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生素

B6和维生素B5的测定。色谱图见图1。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液 2.5、4、5、6、

12.5 mL，分别置于50 mL量瓶中，加入0.8％磷酸溶液稀

释至刻度，摇匀，获得一系列不同质量浓度的混合对照

品溶液。分别精密吸取上述系列混合对照品溶液 10

µL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以待

测成分质量浓度为横坐标（x，µg/mL）、峰面积为纵坐标

（y）进行线性回归，线性关系结果见表1。

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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表1 4种成分线性关系结果

Tab 1 Linear relationships results of 4 kinds of com-

ponents

待测成分
维生素B1

硫酸双肼屈嗪
维生素B6

维生素B5

回归方程
y=8.943x-1.659

y=18.20x-97.69

y=49.51x-7.508

y=6.917x-0.790 3

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

线性范围，μg/mL

41.66～208.3

127.0～635.0

40.74～203.7

22.72～113.6

2.5 定量限与检测限考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍比稀释，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。当信噪比为

10 ∶ 1时，计算定量限；当信噪比为 3 ∶ 1时，计算检测限，

结果见表2。

表2 4种成分的定量限与检测限测定结果（μg/mL）

Tab 2 Results of LOQ and LOD of 4 kinds of com-

ponents（μg/mL）

待测成分
维生素B1

硫酸双肼屈嗪
维生素B6

维生素B5

定量限
0.267

0.274

0.062

0.124

检测限
0.095

0.088

0.021

0.039

2.6 精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 µL，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。结

果，维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生素B6、维生素B5峰面

积的RSD分别为 0.31％、0.24％、0.15％、0.52％（n＝6），

表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取同一供试品溶液（批号：F160805）适量，分别于室

温下放置 0、2、4、8、12、24 h时，按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。结果，维生素B1、硫酸双肼屈嗪、

维生素 B6、维生素 B5 峰面积的 RSD 分别为 0.43％、

0.69％、0.34％、0.72％（n＝6），表明供试品溶液在室温下

放置24 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

精密称取同一批样品（批号：F160805）6 份，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，分别进样分析，记录

峰面积并计算样品含量。结果，维生素B1、硫酸双肼屈

嗪、维生素 B6、维生素 B5 含量的 RSD 分别为 1.3％、

1.6％、0.97％、1.1％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

取已测知含量的同一批样品（批号：F160805），研

细，精密称取9份，分成3组，每组3份，各组分别加入对

照品溶液适量（分别相当于样品中各被测成分含量的

80％、100％、120％），按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计

算各被测成分的回收率和RSD，结果见表3。

表3 回收率试验结果（n＝9）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝9）

待测成分
维生素B1

硫酸双肼屈嗪

维生素B6

维生素B5

样品含量，mg

1.920 3

1.918 5

1.919 7

1.924 5

1.926 2

1.927 7

1.928 1

1.929 5

1.928 9

5.873 4

5.880 9

5.885 7

5.889 5

5.893 9

5.887 2

5.886 4

5.895 7

5.898 3

1.898 3

1.895 1

1.900 2

1.902 6

1.904 1

1.899 8

1.896 5

1.903 4

1.907 7

0.987 3

0.972 9

0.979 5

1.002 6

1.009 7

1.015 9

1.018 8

1.006 4

0.994 6

加入量，mg

1.666 4

1.666 4

1.666 4

2.083 0

2.083 0

2.083 0

2.499 6

2.499 6

2.499 6

5.080 0

5.080 0

5.080 0

6.350 0

6.350 0

6.350 0

7.620 0

7.620 0

7.620 0

1.629 6

1.629 6

1.629 6

2.037 0

2.037 0

2.037 0

2.444 4

2.444 4

2.444 4

0.908 8

0.908 8

0.908 8

1.136 0

1.136 0

1.136 0

1.363 0

1.363 0

1.363 0

测得量，mg

3.557 4

3.579 1

3.549 8

3.969 4

3.986 9

3.969 2

4.409 7

4.416 4

4.395 3

10.884 8

11.001 5

10.938 8

12.133 5

12.275 7

12.319 8

13.459 9

13.384 6

13.586 9

3.512 3

3.522 6

3.504 2

3.947 7

3.965 5

3.925 6

4.377 6

4.322 4

4.357 0

1.881 7

1.874 5

1.878 9

2.157 9

2.146 8

2.129 7

2.380 0

2.344 1

2.341 2

加样回收率，％
98.24

99.65

97.82

98.17

98.93

98.01

99.28

99.49

98.67

98.65

100.80

99.47

98.33

100.50

101.30

99.39

98.28

100.90

99.04

99.87

98.43

100.40

101.20

99.45

101.50

98.96

100.20

98.42

99.21

98.97

101.70

100.10

98.05

99.85

98.13

98.78

平均加样回收率，％
98.70

99.74

99.89

99.25

RSD，％
0.69

1.2

1.0

1.2

2.10 样品含量测定

取 8批样品各适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算样品含量，结果见表4。

表4 8批样品含量测定结果（n＝3）

Tab 4 Results of content determination of 8 batches

of samples（n＝3）

样品批号

F160805

160631

D161206

D160510

160128

D160904

D160604

150504

维生素B1

含量，
mg/片

0.482 9

0.484 5

0.479 2

0.480 1

0.468 4

0.457 2

0.478 7

0.493 7

相当于标
示量，％

96.58

96.90

95.84

96.02

93.68

91.44

95.74

98.74

硫酸双肼屈嗪

含量，
mg/片

1.476 7

0.979 5

1.472 6

1.403 8

0.586 9

1.069 1

1.523 7

1.497 6

相当于标
示量，％

92.29

61.22

92.04

87.74

36.68

66.82

95.23

93.60

维生素B6

含量，
mg/片

0.489 5

0.471 6

0.467 3

0.485 3

0.479 5

0.462 1

0.477 3

0.469 6

相当于标
示量，％

97.90

94.32

95.26

97.06

95.90

92.42

95.46

93.92

维生素B5

含量，
mg/片

0.247 3

0.246 4

0.239 8

0.248 7

0.235 2

0.228 4

0.230 9

0.238 8

相当于标
示量，％

98.92

98.56

95.92

99.48

94.08

91.36

92.36

95.52

3 讨论
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3.1 检测波长的选择

根据各成分在流动相中的紫外吸收谱图来确定检

测波长。维生素 B1、硫酸双肼屈嗪、维生素 B6分别在

246、274、292 nm处有最大吸收，兼顾3种成分在样品色

谱图中的响应值，综合考虑，最终选择 285 nm作为检测

波长。维生素 B5仅在 194 nm 有末端吸收，故选择 210

nm作为检测波长。

3.2 色谱条件的优化

本研究考察了采用乙腈-0.1％磷酸、乙腈-0.2％磷

酸、乙腈-0.5％磷酸溶液、乙腈-50 mmol/L 磷酸二氢铵

（含 0.04％辛烷磺酸钠，磷酸调至 pH 3.0）为流动相对 4

种成分的影响，结果显示用乙腈-0.2％磷酸、乙腈-0.5％

磷酸溶液时的效果较好且基本一致，故选择乙腈-0.2％

磷酸溶液为流动相。文献报道的关于维生素B6、维生素

B1、硫酸双肼屈嗪的含量测定，均采用含有离子对试剂

的流动相[5，10-11]，长期运行会对液相系统和色谱柱造成损

害。本研究使用的流动相不需离子对试剂，结果显示各

待测成分色谱峰峰形及理论板数良好。本研究考察了

不同梯度洗脱程序、不同流速（0.5、0.8、1.0 mL/min）、不

同进样体积（5、10、20 μL）、不同柱温（25、30、35 ℃）下对

色谱分离效果的影响，结果显示，在最终确定的色谱条

件下，4种成分的理论板数以维生素B1、硫酸双肼屈嗪、

维生素B6和维生素B5计均大于 9 400，待测成分峰间以

及与样品中其他成分峰、辅料峰之间的分离度良好。

3.3 提取方法的选择

待测成分中硫酸双肼屈嗪在酸性水溶液中溶解度

较好且较稳定，其他成分均在水中易溶。本研究比较了

分别采用乙腈-0.2％磷酸溶液（1 ∶ 4）、0.2％磷酸溶液、

0.8％磷酸溶液作为提取溶剂对4种成分的影响，结果显

示用 0.8％磷酸溶液提取时，维生素B1、硫酸双肼屈嗪、

维生素 B6、维生素 B5的回收率为 98％～101％，而用乙

腈-0.2％磷酸溶液（1 ∶ 4）、0.2％磷酸溶液提取时4种成分

的回收率分别为 79％～83％、91％～95％，表明采用

0.8％磷酸溶液可以将4种成分提取完全，故确定其为最

终的提取溶剂。本研究比较了不同超声提取时间（25、

45、60 min）对 4种成分的影响，结果显示，超声时间为

45、60 min时对各成分的提取率无明显差异，故确定 45

min作为最终提取时间。本研究还比较了加提取溶剂将

供试品溶液配制成不同质量浓度（约 24、12、6 mg/mL）

时对 4种成分的影响，结果显示，溶液质量浓度约为 24

mg/mL时各成分的响应值合适。

3.4 样品含量测定结果分析

测定的8批样品中，维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维生

素B6、维生素B5含量分别为标示量的91.44％～98.74％、

36.68％～95.23％、92.42％～97.90％、91.36％～99.48％，

其中硫酸双肼屈嗪的含量差异较大，最低值与最高值间

相差 2.6倍。笔者经实地考察发现，目前市售的复方罗

布麻片Ⅰ均为山西云鹏制药有限公司与亚宝药业集团

股份有限公司生产，因此本研究收集的样品具有一定的

代表性。建议在今后标准修订时增加对维生素B1、硫酸

双肼屈嗪、维生素B6、维生素B5的含量的规定，从而更有

利于该药品的质量评价。

本研究的方法学验证参照国际通行的人用药品注

册技术要求国际协调会议方法学验证原则[12-13]进行，结

果表明，建立的分析方法准确可靠、操作简便，可用于同

时测定复方罗布麻片Ⅰ中维生素B1、硫酸双肼屈嗪、维

生素B6和维生素B5的含量。
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