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摘要:采用 Oasis C18小柱吸附富集血清中的维生素 B2,除去蛋白质等杂质的前处理手段 ,以 Phenomenex Luna

C18柱为分析柱 ~甲醇 = 0. 02mol/L 乙酸铵为 3= 7 为流动相 ,荧光检测器(激发波长 425nm,发射波长 525nm)
测定维生素 B2 含量 O 方法的平均回收率为 98. 0% , RSD为 1. 2% ,最低检出浓度为 0. 8ng/mlO 本方法操作简

便 ,能快速 ~准确地检测人体血清中维生素 B2 含量 O
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Abstract: The article created a method for determination of VitB2 in serum of icterus diseased
infant by HPLC, Before the determination, absorb pregnant VitB2 in serum through the Oasis C18
column, removing the impurity of hemocyanin and so on.Tak ing the phenomenex Luna C18 as the
analytical column, the methanol: 0. 02mol/L aminum actetate= 3 = 7 as the mobile phase, the
f luoresce detector ( Excitation wavelength was 425 nm; Emission wavelength was 525nm) . The
method avergage recovery is 98. 0% , RSD = 1. 2% , and the lowest certif ied concentration is
0. 8ng/ml. The method is simple, rapid and accurate in determining VitB2 in serum of human
body.
 ey  Ords:HPLC, VitB2, serum

维生素 B2(VitB2)是呼吸链的成分之一,人们发

现人体内 VitB2 浓度下降,可使化学 致 癌 物 质 的 作

用增强 1 O 光疗是治疗新生儿黄疸的常用方法,但同

时不可避免地造成人体内 VitB2 下降 O 测定 VitB2 常

用荧光比色法和高效液相色谱 法, 而 血 中 VitB2 的

测 定 国 内 曾 见 有 电 修 饰 电 极 法 2 报 道 O 本 文 采 用

Oasis C18小柱将血清中的 VitB2 富集,洗去蛋白质杂

质后,用 40%甲醇将 VitB2 洗脱,用高效液相色谱法

( HPLC)法 检 测 该 方 法 快 速 ~ 灵 敏, 回 收 率 高, 重 现

性好,结果令人满意 O

 实验部分

 . 仪器与试剂

美 国  aters 公 司 出 品 的 HPLC 仪 配 R -535
荧 光 检 测 器, U6 进 样 器, 600 泵, Phenomenex
Luna C18 ( 250mm 4. 6mm 5 m)分 析 柱, 金 科 色 谱

工作站, Oasis C18小柱 O
甲醇(色谱纯) ,乙酸铵 (分析纯) , VitB2 标准品

( Sigma 公司出品) ,盐酸(分析纯) ,去离子水 O
VitB2标 准 品 ( Sigma 公 司 出 品 ) , 血 清 样 本 (由

南宁铁路医院提供) O
 . 2 色谱条件

色 谱 柱: Phenomenex Luna C18 ( 250mm  



4. 6mm 5Mm)  流动相: 甲醇 = 0. 02mol/L 乙酸铵为

3 = 7; 流 速: 1. 0ml/min; 检 测 波 长: 激 发 波 长

425nm 发射波长 525nm,
1. 3 样品前处理

将 Oasis C18小柱先后用 1ml 甲醇和 1ml 去离

子水进行活化, 吸取患婴血清 0. 5ml 注入已处理好

的小柱内 加压缓慢将血清挤出柱外 VitB2 被吸附

在小柱上 用 1ml p~ 值为 6. 86 磷酸盐缓冲液洗去

残 留 血 清 和 其 他 杂 质 最 后 用 0. 5ml 40% 甲 醇 洗

脱 洗脱液即为上机液,
1. 4 标准工作溶液制备

精密称取 VitB2标准品 10mg 用 0. 1mol/L 盐酸

溶 液 定 容 至 100ml 作 为 贮 备 液 I  吸 取 贮 备 液 I
1ml 定容至 100ml 作为贮备液 I  再吸 取 贮 备 液 I
1ml 定容至 25ml 作为工作液 此 工 作 液 VitB2 含 量

为 40ng/ml,
1. 5 测定方法

分别吸取 20Ml 上机液和标准工作液注入 高 效

液相色谱仪中 测出 VitB2 峰面积 外标法计算血清

中 VitB2含量, 本方法最低检出浓度为 0. 8ng/ml,

2 结果与分析

2. 1 前处理最佳方法选择

2. 1. 1 蛋白沉淀法试验

吸取血清加入 30% 三氯醋酸混匀 于沸水浴中

加 热 20min 高速冷冻离心后取 上 清 液, 该 法 过 程

长 操作步骤多 稀释 倍 数 大 VitB2 易 损 失 结 果 不

稳定, 重现性差,
2. 1. 2 VitB2碱性转化为光黄素法试验

该法可以增高响应值 但是 用氯仿萃取样液乳

化现象较严重 萃取不完全 回收率低,
2. 1. 3 Oasis C18小柱前处理方法试验

采用 Oasis C18小柱吸附 VitB2 血清中易污染分

析柱并影响色谱分离和检测灵敏度的蛋白质和极性

杂质被分离出来 使得 VitB2 色谱峰峰形单一 变窄

( 见图 1) 且柱效 ~ 柱压稳定 在连续测定了 200 多份

血清样本后柱效尚能保持良好, 所以我们选择此法,
2. 2 Oasis C18小柱对 VitB2的吸附能力和解吸水平

考察

2. 2. 1 吸附能力试验

将 50ng~ 100ng~ 150ng~ 200ng~ 250ng~ 300 ng
VitB2分别注入 Oasis C18小柱中 按本法处理测定的

结 果 表 明 Oasis C18 小 柱 对 VitB2 有 很 好 的 吸 附 能

力 至 300 ng 均未见泄漏, 该吸附量已大大超过每

毫 升 人 体 血 清 中 VitB2 含 量 水 平 I 3] 满 足 本 实 验 要

求,

图 1 标准品( a) 和样品( b) 色谱图

2. 2. 2 解吸水平试验及洗脱液浓度选择

以 150ng 为吸附量 用 10% ~ 20% ~ 30% ~ 40% ~
50% ~100% 甲醇溶液为洗脱液 按本法操作收集洗

脱液进行测定的结果表明 用 40% 甲醇溶液作为洗

脱 液 洗脱率最高 ( >95%  见图 2) 且 VitB2 峰 形 对

称 尖锐, 故选用 40% 甲醇溶液作为洗脱液,

图 2 解吸曲线

2. 3 线性关系考察

分 别 吸 取 VitB2 标 准 贮 备 液 I 1. 0ml~ 5. 0ml~
10. 0ml~ 15. 0ml~ 20. 0ml 定 容 至 100ml 配 成 浓 度 为

10ng/ml~ 50ng/ml~ 100ng/ml~ 150ng/ml~ 200ng/ml
标准系列 在上述色谱条件下进样测定 由 VitB2 浓

度为横坐标 (X)  峰面积为纵坐标( Y) 绘制工作曲
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示 ~ 6 批 样 品 中 维 生 素 B6 的 平 均 含 量 为 4. 81~
4. 92mg/g~ 相对平均偏差为 0. 10%~0. 93%  
表 1 样品中维生素 B6 含量测定结果

样品批号
维生素 B6 含量 < mg/gD

1 2 平均值

相对平均

偏差 < % D

20041120 4. 85 4. 90 4. 88 0. 51
20041121 4. 89 4. 80 4. 84 0. 93
20041122 4. 90 4. 91 4. 90 0. 10
20060402 4. 82 4. 88 4. 85 0. 62
20060403 4. 79 4. 83 4. 81 0. 42
20060404 4. 87 4. 95 4. 92 0. 71

3 结束语

本品为中西复方制剂 ~ 成分比较多 ~ 而且比较复

杂 ~ 为了排除杂质干扰 ~ 必须选择一个符合的维生素

B6 含量测定的色谱条件 我们在试验过程中曾采用

了 多 种 流 动 相 系 统 ~ 如 乙 腈-磷 酸 盐 溶 液 ~ 乙 腈-水 ~
甲醇-磷酸盐溶液 ~ 乙腈-醋酸溶液等 ~ 分离效果均不

理想 ~ 采用本文所述流 动 相 ~ 即 甲 醇-0. 01% 三 乙 醇

溶液< 磷酸调 PH 值至 2. 5D = 1= 99~ 分离效果最佳 
参 考 文 献[4]的 方 法 ~ 我 们 曾 分 别 采 用 甲 醇 ~

50% 甲醇 ~ 水溶液 ~ 流动相四种溶剂对制剂进行超声

提取 结果采用水溶液 ~ 流动相提取 ~ 含量测定结果

高于甲醇 ~ 50% 甲醇超声提取 ~ 因为本品中含有中药

成分 ~ 采用水作为溶剂制备的样品溶液容易霉变 ~ 保

存时间较短 ~ 故采用流动相作为提取溶剂 
我们取样品 0. 5g~ 依法操作 ~ 对不同超声时间

的提取效果进行考察 ~ 结果超声提取 30 min~ 即可 
总之 ~ 本方法简便 ~ 准确 ~ 专属性强 ~ 灵敏度高 ~

可以作为控制产品质量的指标之一 
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线 ~ 得回归方程 Y = 1554X + 1357~ 1 = 0. 999 ~ 浓

度在 1~ 200ng/m1范围线性良好 
2. 4 精密度试验

连续进标准溶液 ~ 测定 6 次 ~ 由峰面积计算精密

度得 RSD = 1. 2%
2. 5 回收率试验

将 标 准 溶 液 定 量 加 入 已 测 知 含 量 的 正 常 人 血

清 ~ 制备 5 份 ~ 按本法操作测定含量 ~ 计算回收率的

结果见表 1 
表 1 VitB2 回收率试验结果 < n= 5D

序
号

VitB2 含量 < ng/m1D

样本
含量

加入标
准含量

测得总
含量

回收
含量

回收
率

< % D

平均
值

< % D

RSD

< % D

1 15. 4 20. 0 34. 4 19. 0 95. 0 98. 0 3. 8
2 15. 4 20. 0 34. 1 18. 7 93. 5
3 15. 4 20. 0 35. 1 19. 7 98. 5
4 15. 4 20. 0 35. 6 20. 2 101
5 15. 4 20. 0 35. 8 20. 4 102

从 表 1 可 知 ~ 回 收 率 为 93. 5%~ 102% ~ 平 均

98. 0% ~ 方法的准确性较高 

3 结论

本 方 法 的 平 均 回 收 率 为 98. 0% ~ RSD 为

3. 8% ~ 最低检出浓度为 0. 8ng/m1~ 可以快速 ~ 简便 ~
准确地检测人体血清中 VitB2 含量 可以为人体血

液研究等提供可靠 ~ 准确的数据 
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