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［摘　 要］ 　 建立了参术补钙颗粒的质量标准。 采用薄层鉴别方法鉴别甘草、党参、白术；采用原子

吸收分光光法测定参术补钙颗粒中钙的含量； ＨＰＬＣ 法测定参术补钙颗粒中维生素 Ｄ３的含量。 结

果表明以三氯甲烷∶ 乙酸乙酯∶ 甲醇 ∶ 水（１５ ∶ ４０ ∶ ２２ ∶ １０）１０ ℃以下放置的下层溶液作为展开剂，喷
１０％硫酸乙醇，加热 ５ 至 １０ ｍｉｎ，置紫外 ３６５ ｎｍ 下检视可鉴别出甘草；以甲苯∶ 乙酸乙酯∶ 甲酸（２０∶ ８∶
０． ５）为展开剂中展开，喷 １０％硫酸乙醇，１０５ ℃加热可鉴别出党参；以三氯甲烷∶ 丙酮（１９∶ １）作为展

开剂，置紫外 ３６５ ｎｍ 下检视可鉴别出白术；钙在 ０ ～ １８ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，ＲＳＤ 为１． ７５％ ，
参术补钙颗粒中所含钙的含量定为 ８． ７６ ｍｇ ／ ｇ；维生素 Ｄ３ ． 在 １２５ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良

好，平均回收率为 ９４． ８３％ ， ＲＳＤ 为 ２． ７７％ ，参术补钙颗粒中所含维生素 Ｄ３ 的含量定为 ０． ０２４８ μｇ ／ ｇ。
该方法定性定量方法简便、准确、灵敏度高、重复性好，可用于参术补钙颗粒的质量控制。
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ＨＰＬＣ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎ Ｓｈｅｎｓｈｕ Ｂｕｇａｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ ｂｙ Ａｔｏｍｉｃ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ
ｌａｙｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ∶ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ∶ ｍｅｔｈａｎｏｌ ∶ ｗａｔｅｒ （１５ ∶ ４０ ∶ ２２ ∶ １０） ａｎｄ １０ ℃ ｏｒ ｌｅｓｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ
ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｓｏｌｖｅｎｔ， ｓｐｒａｙｅｄ ｗｉｔｈ １０％ ｓｕｌｆｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｅｔｈａｎｏｌ， ｈｅａｔｅｄ ｆｏｒ ５ ｔｏ １０ ｍｉｎｕｔｅｓ， ａｎｄ ｅｘａｍｉｎｅｄ ａｔ ３６５ ｎｍ．
Ｃａｎ ｂｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ｌｉｃｏｒｉｃｅ； ｔｏｌｕｅｎｅ∶ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ∶ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ （２０∶ ８∶ ０． ５） ａｓ ａ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ａｇｅｎｔ， ｓｐｒａｙ １０％
ｓｕｌｆｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｅｔｈａｎｏｌ， １０５ ℃ ｈｅａｔｉｎｇ ｃａｎ ｉｄｅｎｔｉｆｙ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ； ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ ∶ ａｃｅｔｏｎｅ （１９ ∶ １） Ａｓ ａ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ
ａｇｅｎｔ， ａ ｗｈｉｔｅ ｓｕｒｇｅｒｙ ｃａｎ ｂｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｖｉｅｗｉｎｇ ａｔ ３６５ ｎｍ． Ｔｈｅ ｓｐｏｔｓ ｏｆ ＴＬＣ ｗｅｒｅ ｃｌｅａｒ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ
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ｌｉｃｏｒｉｃｅ， Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ ｐｉｌｏｓｕｌａ ａｎｄ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ ｉｎ Ｓｈｅｎｚｈｕ Ｂｕｇａｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｗａｓ ｇｏｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ３． １２５ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ，ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｗａｓ ９４． ８３％ ｗｉｔｈ ＲＳＤ
ｏｆ ２． ７７％ ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎ ｓｈｅｎｚｈｕ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｗａｓ ８． ７６ ｍｇ ／ ｇ． Ｃａｌｃｉｕｍ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ
ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０ ～ １８ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ １． ７５％ ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｉｎ ｓｈｅｎｚｈｕ
ｃａｌｃｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｗａｓ ０． ０２４８ μｇ ／ ｇ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ
ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｓｈｅｎｓｈｕ Ｂｕｇａｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｓｈｅｎｓｈｕ Ｂｕｇａｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ； ｔｈｉｎ ｌａｙｅｒ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ａｔｏｍｉｃ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ； ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ

　 　 缺钙是动物一种常见疾病，多发生在动物的生

长阶段和老年阶段。 严重影响了宠物和食品动物

的经济效益。 缺钙易导致宠物畸形和影响毛色的

光泽度，也会影响食品动物的肉的品质。 所以补钙

已经成为畜牧业重点关注的问题。
动物的补钙产品虽然很多，但把中药和补钙相

结合在一起的却基本没有。 参术补钙颗粒是中西

药复方制剂，由甘草、党参、白术等五味中药再加入

维生素 Ｄ３、碳酸钙，以淀粉、蔗糖等辅料制备而成

的，为淡黄色至棕黄色的颗粒，气味微甜。 在该产

品中，中药调理脾胃促进食欲消化，西药补钙补充

维生素 Ｄ。 其功效为益气健脾、补充钙质。 本实验

通过对参术补钙颗粒中甘草、白术、党参三味药进

行薄层鉴别来作为定性鉴别标准，通过对钙和维生

素 Ｄ３ 用高效液相进行含量测定来进行定量控制，
力求制定出能够很好控制参术补钙颗粒质量的

标准。
１　 材　 料

１． １　 药材　 甘草、党参、白术、山药和茯苓均购自

北京同仁堂有限公司，经鉴定甘草是豆科植物甘草

（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｆｉｓｃｈ）的干燥根和根茎；党参

是桔梗科植物党参（Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ ｐｉｌｏｓｕｌａ （Ｆｒａｎｃｈ． ）
Ｎａｎｎｆ． ）的干燥根；白术是菊科植物党参 （ Ａｔｒａｃ⁃
ｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ）的干燥根茎；山药是薯蓣科植

物薯蓣（Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｏｐｐｏｓｉｔａ Ｔｈｕｎｂ． ） 的干燥根茎；茯
苓是多孔菌科真菌茯苓（Ｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ（Ｓｃｈｗ． ）Ｗｏｌｆ）
的干燥菌核。
１． ２　 标准品 　 维生素 Ｄ３ （含量：不低于 ９９％ ，批
号：Ａ０６Ｊ９Ｌ６５２０６， 上海源叶生物）；碳酸钙工作基

准试剂（含量：９９． ９５％ ～ １００． ０５％ ）； 甘草对照药

材（批号：１６１２１３ － ０４，成都普思生物科技公司）；党
参对照药材（批号：Ｐ２３Ｎ９Ｆ７５８１９，上海源叶生物）；
白术对照药材（批号：Ｚ０８Ａ９Ｂ６７４８９，上海源叶生

物）；山药对照药材（批号：Ｙ１９Ａ９Ｈ５９２５４，上海源叶

生物）；茯苓对照药材（批号：Ｐ１２Ｊ９Ｆ６５４０６，上海源

叶生物）
１． ３　 样品　 参术补钙颗粒及阴性样品均由河南牧

业经济学院制药工程学院自制。
１． ４　 仪器 　 原子吸收分光光度计（型号 ＷＦＸ －
１２０Ｂ，北京瑞利分析仪器有限公司），Ｗａｔｅｒｓ 高效液

相色 谱 仪 （ 型 号 Ａｌｌｉａｎｃｅ ）， 电 子 天 平 （ 型 号

ＢＳＡ２２４Ｓ，北京赛多利斯科学仪器有限公司）．
１． ５　 试剂 　 正己烷（分析纯），甲醇（分析纯），盐
酸（分析纯），氧化镧（分析纯）。
２　 方法与结果

２． １　 薄层定性鉴别

２． １． １　 甘草的薄层鉴别

２． １． １． １ 　 供试品的制备　 称取样品 ５． ００ ｇ，加三

氯甲烷 ４０ ｍＬ，加热回流 １ ｈ 后过滤，药渣挥尽三氯

甲烷（没刺激性气味即可），残渣加甲醇 ５０ ｍＬ，加
热回流 １ ｈ 后滤过，滤液蒸干用水 ３０ ｍＬ 溶解，用水

饱和过的正丁醇振摇提取两次，每次 ２５ ｍＬ，正丁醇

液蒸干，加甲醇 ０． ５ ｍＬ 溶解，作为供试品。
２． １． １． ２ 　 阴性对照的制备 　 取缺甘草的阴性样

品，同上述供试品的方法制备。
２． １． １． ３　 对照药材的制备　 同供试品的制备。
２． １． １． ４　 薄层鉴别　 取上述样品溶液各 ５ μＬ，分
别点于同一硅胶 Ｇ 板上，以三氯甲烷：乙酸乙酯：甲
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醇：水（１５∶ ４０∶ ２２∶ １０）１０ ℃以下放置的下层溶液作

为展开剂，展开，取出，晾干，喷 １０％硫酸乙醇，加热

５ 至 １０ ｍｉｎ，置紫外 ３６５ ｎｍ 下检视（图 １）。

１、缺甘草阴性对照溶液；２ － ４ 二批、三批和四批供试品溶液；

５、甘草对照药材溶液

１、Ｌｉｃｏｒｉｃｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；

２ － ４、Ｔｗｏ， ｔｈｒｅｅ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；

５、Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 １　 甘草薄层鉴别色谱图（紫外 ３６５ ｎｍ）

Ｆｉｇ １　 ＴＬＣ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ

ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｆｉｓｃｈ

薄层鉴别结果显示：在和甘草对照药材相对应的位

置，样品 ２、３、４ 均出现清晰斑点，并且甘草阴性对

照溶液在该位置无斑点。 因此该方法可以用来定

性鉴别参术补钙颗粒中的甘草。
２． １． ２　 党参的薄层鉴别

２． １． ２． １　 供试品的制备 　 称取样品 ５． ００ ｇ，加水

３０ ｍＬ、盐酸 ３ ｍＬ，加热回流 １ ｈ，放凉后滤过，滤液

用二氯甲烷提取三次，每次 ２０ ｍＬ，合并二氯甲烷

液，蒸干，残渣加 １ ｍＬ 甲醇溶解，作为供试品溶液。
２． １． ２． ２ 　 阴性样品的制备 　 取缺党参的阴性样

品，同供试品的方法制备。
２． １． ２． ３　 对照药材的制备 　 称取对照品 ０． ５０ ｇ，
加水 １０ ｍＬ、盐酸 １ ｍＬ，加热回流 １ ｈ，放凉后滤过，
滤液用三氯甲烷提取三次，每次 １０ ｍＬ，合并三氯

甲烷液，蒸干，残渣加 ０． ５ ｍＬ 甲醇溶解，作为对照

药材溶液。

２． １． ２． ４　 薄层鉴别　 吸取上述溶液 ５ μＬ，分别点

于同一硅胶 Ｇ 薄层板上，以甲苯 ∶ 乙酸乙酯 ∶ 甲酸

（２０∶ ８∶ ０． ５）为展开剂中展开，取出，晾干。 喷 １０％
硫酸乙醇，１０５ ℃加热至样点清晰显现（图 ２）。

１、党参对照品溶液；２、缺党参阴性对照溶液；

３ － ５ 二批、三批和四批供试品溶液

１、Ｄａｎｇｓｈｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；

２、Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ ｐｉｌｏｓｕｌａ；

３ － ５、Ｔｗｏ， ｔｈｒｅｅ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ２　 党参薄层鉴别色谱图谱

Ｆｉｇ ２　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ ｐｉｌｏｓｕｌａ

薄层鉴别结果显示：在和党参对照药材相对应的位

置，样品 ２、３、４ 均出现清晰斑点，并且党参阴性对

照溶液在该位置无斑点。 因此该方法可以用来定

性鉴别参术补钙颗粒中的党参。
２． １． ３　 白术的薄层鉴别

２． １． ３． １ 　 供试品的制备　 称取样品 ３． ００ ｇ，加水

饱和过的正丁醇 ４０ ｍＬ，超声 ３０ ｍｉｎ 后过滤，滤液

用水洗涤两次，每次 ２０ ｍＬ，弃去水液，蒸干，残渣加

１ ｍＬ 丙酮溶解。
２． １． ３． ２ 　 阴性对照的制备 　 取缺白术的阴性样

品，同法制备阴性对照

２． １． ３． ３ 　 对照品的制备　 取白术的对照药材，按
照供试品的前处理方法制备。
２． １． ３． ４　 薄层鉴别　 吸取上述样品溶液各 ５ μＬ，
分别点于同一硅胶 Ｇ 薄层板上，以三氯甲烷：丙酮

（１９ ∶ １） 作为展开剂，展开，取出，晾干。 置紫外

·８１·
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３６５ ｎｍ下检视（图 ３）。

１、缺白术阴性对照溶液；２ － ４ 二批、三批和四批供试品溶液；

５、白术对照药材溶液

１、Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ；

２ － ４、Ｔｗｏ， ｔｈｒｅｅ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；

５、Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ３　 白术薄层鉴别色谱图谱（紫外 ３６５ ｎｍ）

Ｆｉｇ ３　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ

ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ （ＵＶ ３６５ ｎｍ）

薄层鉴别结果显示：在和白术对照药材相对应的位

置，样品 ２、３、４ 均出现清晰斑点，并且白术阴性对

照溶液在该位置无斑点。 因此该方法可以用来定

性鉴别参术补钙颗粒中的白术。
２． ２　 含量测定

２． ２． １　 钙的含量测定

２． ２． １． １　 标准品溶液的制备　 精密称取碳酸钙基

准试剂 ６０ ｍｇ 于 １００ ｍＬ 容量瓶，加 １０ ｍＬ 水润湿，
再用 ５ ｍＬ 稀盐酸溶解后加水至刻度，摇匀，从中精

密量取 ２５ ｍＬ 于 １００ ｍＬ 容量瓶中，加水至刻度，摇
匀，精密量取 １． ０、１． ５、２． ０、２、３． ０ ｍＬ 分别置于

２５ ｍＬ量瓶中，各加镧试液 １ ｍＬ，加水至刻度后，摇
匀，即得一系列不同浓度的对照品溶液。
２． ２． １． ２　 供试品溶液和阴性对照溶液的制备　 将

参术补钙颗粒粉碎，阴性对照品（参术补钙颗粒缺

钙）研细，过 ６０ 目筛，精密称定 ０． ５ ｇ 或 ０． ３ ｇ 置

１００ ｍＬ 容量瓶中，加 １０ ｍＬ 水润湿，再用 ５ ｍＬ 稀

盐酸溶解，加水至刻度，摇匀，过滤，从续滤液中精

密量取 ２ ｍＬ 置于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，加 １ ｍＬ 镧试

液，加水至刻度，摇匀，得供试品溶液和阴性对照

溶液。
２． ２． １． ３　 空白对照溶液的制备 　 于 １００ ｍＬ 容量

瓶中加 １０ ｍＬ 水，再加 ５ ｍＬ 稀盐酸后加水至刻度，
摇匀，从中精密量取 ２ ｍＬ 置于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，加
镧试液 １ ｍＬ，加水至刻度，摇匀，即得。
２． ２． １． ４　 测定法　 用火焰原子吸收分光光度计按

照原子吸收分光光度法第一法标准曲线法在

４２２． ７ ｎｍ的波长处测定，即得。
２． ２． １． ５　 标准曲线的制备　 由上述标准品溶液的

制备得到 ６、９、１２、１５、１８ μｇ ／ ｍＬ 一系列不同浓度的

标准品溶液，再加上空白对照溶液，用原子吸收分

光光度法，每个浓度平行测定 ３ 次，得标准曲线方

程 ｙ ＝０．０１７７ｘ ＋０． １０７２，ｒ ＝０． ９９９８３６，钙在 ０ ～１８ μｇ ／ ｍＬ
范围内线性关系良好。

表 １　 钙标准曲线数据

Ｔａｂ １　 Ｃａｌｃｉｕｍ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｄａｔａ
标准样品 ／ （μｇ·ｍＬ － １） ＡＢＳ 反算浓度（μｇ·ｍＬ － １）

０ ０． １０９９ ０． １４９１

６ ０． ２１１３ ５． ８７５６

９ ０． ２６４９ ８． ９０２８

１２ ０． ３１９１ １１． ９６１２

１５ ０． ３７２５ １４． ９７１７

１８ ０． ４２８６ １８． １３９５

图 ４　 钙标准曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｃａｌｃｉｕｍ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

２． ２． １． ６ 　 精密度的测定 　 取供试品溶液 ４ 的

２ 号，连续测定 ６ 次，考察方法的精密度，ＲＳＤ 为

２． ７５％ 。

·９１·
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２． ２． １． ７　 重复性试验　 精密称取同一批的参术补

钙颗粒 ６ 份，按供试品溶液的制备方法处理，测定

样品中钙的含量，结果平均含量为 １１． ７９ ｍｇ ／ ｇ，
ＲＳＤ 为 ２． １３％ 。
２． ２． １． ８　 样品中钙含量的测定　 分别取 ８ 个批次

的参术补钙颗粒，按照 ２． ２． １． ２ 项下供试品制备方

法制备供试品溶液，每个批次平行处理两份。 按照

２． ２． １． ４ 项下测定方法分别测定可得样品中钙含

量，结果见表 １。

表 ２　 不同批次参术补钙颗粒中钙的含量

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ

Ｓｈｅｎｚｈｕ Ｃａｌｃｉｕｍ Ｓｕｐｐｌｅｍ Ｇｒａｎｕｌｅ
批次 样品中钙的含量 ／ （ｍｇ·ｇ － １） ＲＳＤ ／ ％

２０１８０３２４ １０． ５６ １． ５７

２０１８０３２８ １１． ２０ ２． ２０

２０１８０４１８ １０． ４５ １． ３１

２０１８０５１３ １０． ７８ ２． ７３

２０１８０７１５ １０． ８２ ２． ３６

２０１８０７１７ １１． ０１ ２． ２５

２０１８０７２５ １０． ９６ １． ４１

２０１８０７２８ １１． ３９ １． ５２

平均 １０． ９５

　 　 根据测定结果，取 ８ 个批次平均含量的 ８０％
做为定量限，参术补钙颗粒中所含钙的含量定为

８． ７６ ｍｇ ／ ｇ。
２． ２． ２　 维生素 Ｄ３的含量测定

２． ２． ２． １　 色谱条件　 流动相： 甲醇∶ 水（９８∶ ２）；色
谱柱：ＷＡＴ０５４２７５ Ｃ１８ 柱；检测波长：２６４ ｎｍ。
２． ２． ２． ２　 标准品溶液的制备　 精密称取 ＶＤ３标准

品 ５ ｍｇ 于 ５ ｍＬ 容量瓶中，加正己烷溶解并稀释至

刻度，摇匀，得 Ｃ ＝ １． ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＶＤ３标准贮备液。
从中精密量取 １ ｍＬ 置于蒸发皿中，使溶剂挥干，用
甲醇溶解残渣转移至 １０ ｍＬ 容量瓶中并稀释至刻

度摇匀，得 Ｃ ＝１００ μｇ ／ ｍＬ 的 ＶＤ３标准工作液，从中

精密量取 １ ｍＬ 置 １０ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇稀释至

刻度，摇匀，得 Ｃ ＝１０ μｇ ／ ｍＬ 的标准工作液。
２． ２． ２． ３　 原料药溶液的制备　 精密称取 ＶＤ３原料

药 １ ｇ 于具塞锥形瓶中，加 ２５ ｍＬ 正己烷，超声提取

３０ ｍｉｎ，过滤至 ２５ ｍＬ 容量瓶中，用正己烷补足至刻

度，摇匀，从中精密量取 １ ｍＬ 至蒸发皿中挥干，用
甲醇溶解残渣转移至 １０ ｍＬ 容量瓶中并稀释至刻

度，摇匀。
２． ２． ２． ４　 供试品溶液及阴性对照品溶液的制备　
称取阴性对照品（参术补钙颗粒缺 ＶＤ３）２０ ｇ，样品

５０ ｇ，分别置于具塞锥形瓶中，加正己烷 １５０ ｍＬ，超
声提取 ３０ ｍｉｎ，过滤至蒸发皿中，滤液挥干后用甲

醇溶解残渣转移至 ５ ｍＬ 容量瓶并稀释至刻度，摇
匀，即得。
２． ２． ２． ５　 测定法　 分别吸取 ＶＤ３标准品、原料药、
阴性对照品及供试品溶液，用 ０． ２２ μｍ 微孔滤膜过

滤上机检测，标准品和原料药进样 １０ μＬ，阴性及样

品进样 ２０ μＬ，测定，记录峰面积，即得。

图 ５　 维生素 Ｄ３标准品

Ｆｉｇ ５　 Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｓｔａｎｄａｒｄ

·０２·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 １０ 月第 ５４ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ６　 参术补钙颗粒维生素 Ｄ３阴性

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｏｆ Ｓｈｅｎｚｈｕ Ｃａｌｃｉｕｍ Ｓｕｐｐｌｅｍ Ｇｒａｎｕｌｅ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ

图 ７　 参术补钙颗粒样品中维生素 Ｄ３

Ｆｉｇ ７　 Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｉｎ Ｓｈｅｎｚｈｕ Ｃａｌｃｉｕｍ Ｓｕｐｐｌｅｍ Ｇｒａｎｕｌｅ

２． ２． ２． ６　 标准曲线的制备　 取上述 Ｃ ＝１００ μｇ ／ ｍＬ
的 ＶＤ３标准工作液，依次稀释得到 ５０、２５、１２． ５、
６． ２５、３． １２５ μｇ ／ ｍＬ 一系列不同浓度的标准品溶

液，６ 个浓度的标准样分别进样 １０ ｕＬ，每个平行进

两针，得标准曲线方程 ｙ ＝ ３６３００ｘ － ９１１０， ｒ ＝
０． ９９９９９７，维生素 Ｄ３在 ３． １２５ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 范围内

线性关系良好。
２． ２． ２． ７　 精密度的测定　 取上述浓度为 ２５ μｇ ／ ｍＬ
对照品溶液，连续进样 ６ 次，每次 １０ μＬ，考察进样

精密度，ＲＳＤ 为 ２． ２０％ 。

２． ２． ８　 重复性试验　 称取同一批的参术补钙颗粒

样品 ６ 份，按照供试品品溶液的制备方法处理，测定

样品中 ＶＤ３ 的含量，结果平均含量为０． ０３０６７ μｇ ／ ｇ，
ＲＳＤ 为 ３． ３７％ 。
２． ２． ９　 回收率的测定　 称取同一批次已知含量的

参术补钙颗粒（粉碎过 ６０ 目筛）６ 份，每份 ５０ ｇ，然
后分别按样品中维生素 Ｄ３ 含量的大约 ８０％ 、
１００％ 、１２０％的量加入维生素 Ｄ３ 标准品，再按照供

试品溶液的制备方法处理，进样 ２０ μＬ，测峰面积。
结果平均回收率为 ９４． ８３％ ， ＲＳＤ 为 ２． ７７％ 。

·１２·
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表 ３　 维生素 Ｄ３ 回收率的测定

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３

序号 取样量
测得含量

／ （ｍｇ·ｇ － １）
加标量 测得量 回收率 ／ ％

１ ５０ ０． ０００３０ ０． ０００２２２ ０． ０００２５２ ９０． ５

２ ５０ ０． ０００３０ ０． ０００２２２ ０． ０００２５２ ９５． ６

３ ５０ ０． ０００３０ ０． ０００２７８ ０． ０００３０７８ ９５． ５

４ ５０ ０． ０００３０ ０． ０００２７８ ０． ０００３０７８ ９７． ５

５ ５０ ０． ０００３０ ０． ０００３３６ ０． ０００３６３４ ９６． ９

６ ５０ ０． ０００３０ ０． ０００３３６ ０． ０００３６３４ ９３

平均回收率 ９４． ８３３３３

ＲＳＤ ／ ％ ２． ７７

２． ２． １０　 样品中维生素 Ｄ３的含量测定　 分别称取

８ 个不同批次的参术补钙颗粒，按照 ２． ２． ４ 项下制

备供试品溶液的方法来处理，每个批次平行处理两

份。 按照 ２． ２． １ 项下色谱条件测定，分别进样

２０ μＬ，记录峰面积，并计算供试品中维生素 Ｄ３ 含

量。 结果见表 ２。

表 ４　 不同批次参术补钙颗粒中维生素 Ｄ３的含量

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ

Ｓｈｅｎｚｈｕ Ｃａｌｃｉｕｍ Ｓｕｐｐｌｅｍ Ｇｒａｎｕｌｅ
批次 样品中 ＶＤ３的含量 ／ （μｇ·ｇ － １） ＲＳＤ ／ ％

２０１８０３２４ ０． ０３１３ ２． ９３

２０１８０３２８ ０． ０３１６ ２． ６９

２０１８０４１８ ０． ０２９９ １． ８９

２０１８０５１３ ０． ０３２０ ２． ８８

２０１８０７１５ ０． ０２９１ ２． ４３

２０１８０７１７ ０． ０３１１ １． ８２

２０１８０７２５ ０． ０３１９ ２． ６６

２０１８０７２８ ０． ０３０７ ２． ３０

平均 ０． ０３１０

　 　 根据测定结果，取 ８ 个批次平均含量的 ８０％做

为定量限，参术补钙颗粒中所含维生素 Ｄ３ 的含量

定为 ０． ０２４８ μｇ ／ ｇ。

３　 讨论与结论

钙的含量测定方法很多，传统的 ＥＤＴＡ 络合滴

定法样品用量大，前处理耗时长，终点不易判断，操

作误差大并且灵敏度不高；高锰酸钾氧化还原滴定

法得到的结果较准确，终点变化很明显便于观察，
但操作过程中需要进行沉淀过滤，较为繁琐［５］；还
有离子色谱法、分光光度法。 火焰原子吸收法测定

范围宽［６］、操作简便、选择性好、结果准确可靠，所
以实验中也选用了具有高灵敏度的火焰原子吸收

法［７］。 该方法操作简便，样品无需经过消化处理，
能测出低含量的钙且得到结果的重现性较好，可以

用来检验多批次的样品［８］，可用于药物中钙的质量

控制。
虽然已有不少文献中都采用 ＨＰＬＣ 法测定保

健品以及制剂中维生素 Ｄ３ 含量的方法［９ － １２］，但多

用正相色谱检测且样品前期处理较为复杂。 本课

题建立了参术补钙颗粒中维生素 Ｄ３含量测定的反

相高效液相色谱法，样品制备方法简单，直接用溶

剂超声提取，免去了碱液皂化和反复提取的繁琐过

程，降低了样品中维生素 Ｄ３ 的损失。 在检测过程

中采用 ９５％的甲醇作为流动相时，目标峰的保留时

间太长；调整为纯甲醇时，出峰时间提前但目标峰

与其前面的杂峰无法完全分离；采用 ９８％ 的甲醇

时，目标峰可与杂峰完全分离，保留时间也比用

９５％甲醇时短。 经过方法学考察，精密度、重现性、
回收率均良好，可用于参术补钙颗粒中维生素 Ｄ３

的质量控制。
该实验建立的参术补钙颗粒中定性鉴别和定

量测定方法简便、准确、重复性好，可用于参术补钙

颗粒的质量控制。
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