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反相高效液相色谱法测定维生素K2( 20)
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摘要: 采用外标法测定维生素 K2 ( 20)的含量,建立了维生素 K 2( 20)的 RP- HPLC 测定方法. 色谱柱为Ag-

ilent ZORBAX Eclipse XDB- C18( 150 mm @ 5 4. 6 mm, 5Lm) ,流动相为甲醇, 检测波长为 270 nm, 流速为 1. 0

mL#min- 1, 线性范围为 0. 04~ 0. 4 mg#mL- 1 ( r = 0. 999 6) . 方法操作简便, 重现性好,可用于维生素 K2 ( 20)的

含量测定.
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  维生素 K2 是一系列含有 2- 甲基- 1, 4- 萘

醌母核及 C3位带有数目不等的异戊二烯结构单元

的萜烯侧链化合物的统称,其中最为重要的是维生

素K2( 20) , K2( 35) (图 1) . 维生素 K2 具有良好的

促进凝血[ 1, 2]、预防和治疗骨质疏松的功效[ 3, 4] ,同

时还能改善动脉硬化,对肝癌[ 5]和白血病[ 6, 7]也有

预防和治疗作用, 早在 1995年日本已经将维生素

K2 作为骨质疏松治疗药物
[ 8] .维生素 K2 主要通过

化学合成生产, 也可通过微生物发酵获得[ 9, 10] .国

内对维生素 K2 的研究起步较晚, 目前, 尚无批量

生产的报道.我们利用自主开发的技术完成了维生

素 K2( 20)合成的小试及中试研究, 填补了该项技

术的国内空白.

图 1 维生素 K2 ( 20) , K2 ( 35)的结构

Fig . 1 The structures of vitamin K2( 20) , K2 ( 35)

鉴于国内尚无维生素 K2( 20)的含量测定方法

报道,也无法查阅到国外维生素 K2( 20)原料药含

量的测定方法,我们参考药典
[ 11]
和国外对水果、蔬

菜、食品及血清等中维生素 K1、维生素 K2 的含量

测定方法[ 12~ 17] ,利用高效液相色谱对原料药维生

素 K2( 20)的含量测定方法进行了研究, 为该产品

质量标准的制定及质量控制提供依据.

1  实验部分

1. 1  实验仪器与试剂  Agilent 1100系列高效液

相色谱仪 ( G1314A - VWD 可变波长检测器,

G1313A- ALS 自动进样仪) .维生素 K2 ( 20)对照

品( SIGMA公司) ;维生素 K2( 20)原料药样品 3批

(昆明云大医药开发有限公司出品, 批号: 070622,

070705, 070802 ) ; 甲醇 ( Fisher 色谱纯, 批号:

056152) ;异丙醇(上海试四赫维化工有限公司, 分

析纯,批号: 060510) .

1. 2  色谱条件
色谱柱: Agilent ZORBAX Eclipse XDB- C18

( 150mm @ 54. 6mm, 5 Lm) ,流动相: 甲醇,检测波

长: 270 nm ,流速: 1. 0 mL#min- 1, 进样量: 20LL.

1. 3  溶液配制
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1. 3. 1  维生素 K2( 20)对照品  所有操作必须避

光进行.精密称取维生素 K2( 20)对照品适量, 加异

丙醇溶解并定量稀释制成含维生素 K2 ( 20) 0. 1

mg#mL - 1
的溶液.

1. 3. 2  维生素 K2( 20)样品  所有操作必须避光

进行.精密称取样品约 10. 0 mg ,置于 100 mL 棕色

容量瓶中,加异丙醇溶解并稀释至刻度,摇匀.微孔

滤膜( 0. 45Lm)过滤, 取续滤液,即得.

1. 4  最大吸收波长的测定  取维生素 K2( 20)对

照品适量, 按对照品溶液配制方法制成约含 0. 1

mg#mL- 1
的溶液, 在波长 200~ 400 nm 范围内进

行扫描.维生素 K2 ( 20)在 270 nm 处有最大吸收,

将检测波长定为 270 nm.

1. 5  系统适用性实验  以十八烷基硅烷键合硅胶

为填充剂, 甲醇为流动相, 检测波长为 270 nm .理

论塔板数按维生素 K2( 20)计算不低于 20 000,主

成分峰与杂质峰的分离度大于 10,见图 2.

1: 未知杂质   2: 维生素 K2 ( 20)

图 2 系统适用性测定色谱图

Fig . 2 Analyt ical HPLC chromatog ram of system suitability

1.6  标准曲线和线性范围  配制 0. 01, 0. 02,

0. 04, 0. 12, 0. 20, 0. 32, 0. 40 mg#mL - 1
的对照品溶

液,在上述色谱条件下测定. 以进样量 X ( mg#

mL- 1)为横坐标, 峰面积 Y 为纵坐标,进行线性回

归,得维生素 K2( 20)的回归方程:

Y= 2 068. 9X - 1. 001, r = 0. 999 6

线性范围: 0. 04~ 0. 4mg#mL- 1.

1. 7  精密度试验  取 1. 3. 1所述对照品溶液重复

进样 5次,测得维生素 K2 ( 20)峰面积的相对标准

偏差( RSD)为 0. 21%, 表明本法精密度高.

1. 8  稳定性考察  取上述对照品溶液, 每隔 30

min进样, 连续 8 h.结果 8 h内维生素 K2( 20)的峰

面积积分值基本稳定, 峰面积的 RSD 为 0. 18% ,

表明本品溶液 8 h内稳定良好. 整个测定过程中,

对照品溶液必须避光保存.

1. 9  重复性实验  取维生素 K2 ( 20)样品 (批号

070705) , 共 5份, 按 1. 3. 2项所述配制溶液测定.

测得维生素 K2( 20)的质量分数 RSD为 0. 25% ,表

明本法具有良好的重复性.

1. 10  含量测定  所有操作必须避光进行.分别精

密称取 3批维生素 K2( 20)样品适量,按 1. 3. 2 所

述方法配制溶液,进样, 记录色谱图,按外标法计算

维生素 K2( 20)质量分数. 批号为 070622, 070705,

070802 的 3 批样品, 质量分数分别为 98. 1% ,

98. 7%, 98. 8%; RSD 分别为 0. 18%, 0. 2% 和

0. 08%.

根据上述测定结果, 确定本品含维生素 K2

( 20) ,以干燥品计, 质量分数不少于 98. 0%.

2  结果与讨论

维生素 K2( 20)对光敏感, 其固态原料见光分

解较慢,但维生素 K2( 20)的溶液遇光分解迅速. 因

此, 整个称量、配制过程都要在避光环境中进行. 测

量过程中,仪器的进样器部位应用遮光材料完全遮

蔽光线. 如此,可保证样品 8 h内稳定.

本实验对维生素 K2( 20)的含量测定进行了研

究,建立了维生素 K2( 20)的含量测定方法,所建立

的维生素 K2( 20)含量测定方法简便、可靠,重现性

好,可用于维生素 K2( 20)原料药的含量测定及质

量控制.
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Determination of menatetrenone by RP-HPLC
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Abstract: A HPLC ex ternal standard method for the determinat ion of menatet renone w as established. The

column: Agilent ZORBAX Eclipse XDB- C18( 150mm @ 5 4. 6mm , 5Lm) , mobile phase: methanol, f low rate:

1. 0 mL#min- 1, detect ion w avelength: 270 nm. Calibrated linear curve of menatet renone concentratrion was in

the range of 0. 04 ) 0. 4 mg#mL - 1
( r= 0. 999 6) . T his reliable and reproducible HPLC analysis offers an op-

t ion in the quality control of menatet renone.

Key words: menatet renone; determ inat ion; reverse phase high performance liquid chromatography ( RP-

HPLC)
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