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摘 要 目的：建立同时测定复方维A酸乳膏中尿囊素、维A 酸、异维A酸和维生素E含量的方法。方法：采用反相高效液相色谱

法。色谱柱为 ODS Syncronis C18，流动相为甲醇-水-0.5％冰醋酸（梯度洗脱，采用不同的流速和检测波长），进样量为20 μl，柱温为

35 ℃。结果：尿囊素、维A酸、异维A酸、维生素E的检测质量浓度分别在125～2 000、12.5～200、6.25～100、250～4 000 μg/ml范

围内与各自峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 8、0.999 9、0.999 8、0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤0.88％；

平均加样回收率分别为99.5％、97.6％、99.8％、99.0％，RSD分别为0.24％、0.97％、0.18％、0.72％（n＝6）。结论：该方法操作简便、

快速、准确，适用于同时测定复方维A酸乳膏中尿囊素、维A酸、异维A酸和维生素E的含量。

关键词 复方维A酸乳膏；尿囊素；维A酸；异维A酸；维生素E ；反相高效液相色谱法

Simultaneous Determination of Allantoin，Tretinion，Isomerization A Acid and Vitamin E in Compound
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for simultaneous determination of allatoin，tretinion，isomerization A acid and

vitamin E in Compound tretinion cream. METHODS：RP-HPLC method was adopted. The determination was performed on ODS

Syncronis C18 column with mobile phase consisted of methanol-water-0.5％ glacial acetic acid（gradient elution at different flow

rates and detection wavelength）；sample size was 20 μl and column temperature was 35 ℃ . RESULTS：The linear ranges were

125-2 000 μg/ml for allantoin（r＝0.999 8），12.5-200 μg/ml for tretinoin（r＝0.999 9），6.25-100 μg/ml for isomerization A acid

（r＝0.999 8）and 250-4 000 μg/ml for vitamin E（r＝0.999 9）. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower

than 0.88％. Average recoveries were 99.5％（RSD＝0.24％，n＝6），97.6％（RSD＝0.97％，n＝6），99.8％（RSD＝0.18％，n＝

6）and 99.0％（RSD＝0.72％，n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple，rapid，accurate and suitable for the content deter-

mination of allatoin，tretinion，isomerization A acid and vitamin E in Compound tretinion cream.

KEYWORDS Compound tretinion cream；Allantoin；Tretinion；Isomerization A acid；Vitamin E；RP-HPLC

在常温下测定可行。

综上所述，本方法准确、简便、快速，可用于异丙托溴铵原

料药中有关物质的测定。
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维A酸类药物被广泛应用于临床皮肤科，被称为皮肤治

疗学的“第三里程碑”[1]。维A酸乳膏常外用于皮肤疾病的治

疗，如痤疮、角化异常性皮肤病、光老化性皮肤病、银屑病、扁

平疣及皮肤肿瘤等[2-3]。但是，现有市售的维A酸乳膏均为单

方制剂，稳定性较差，维A酸极易见光异构化降解产生异维A

酸，疗效并不理想[4]。维生素E为强抗氧化剂，能阻止乳膏中维
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A酸被氧化破坏，提高维A酸的稳定性，减少细胞膜脂质和脂

蛋白的过氧化，还具有较强的保湿作用，从而与维 A 酸起协

同作用[5-6]。尿囊素可促进细胞生长，加快伤口愈合，软化角质

蛋白，可用于缓解和治疗皮肤干燥症、鳞屑性皮肤病等，与维A

酸和维生素E具有协同作用[7-8]。近年研制的复方维A酸乳膏

（批准文号：辽药制字LBH00782005），主要成分为维A酸、维

生素E和尿囊素[9-10]，为O/W型乳膏。为提高复方维A酸乳膏

的疗效及稳定性，更好地控制其质量，笔者采用反相高效液相

色谱（RP-HPLC）法建立了同时测定其中尿囊素、维A 酸、异维

A酸和维生素E含量的方法。

1 材料
Utimate 3000HPLC仪（美国戴安公司）；SB-5200D超声波

清洗机（宁波新芝生物科技股份有限公司），BS-110S电子天平

（北京赛多利斯仪器系统有限公司）。

复方维A酸乳膏（大连市皮肤病医院自制，O/W型，含维A

酸、尿囊素、维生素 E 分别为 0.1％、1％、2％，批号：121201、

121201-1、121201-2、121201-3）；尿囊素、维A酸、异维A酸和维

生素E对照品（中国食品药品检定研究院，批号：111501-200202、

100307-200902、100224-200903、100062-201110）；冰醋酸（分

析纯，购于天津市科密欧化学试剂有限公司）；甲醇（色谱纯，

美国Tedia公司）；水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：ODS Syncronis C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相：甲醇-水-0.5％冰醋酸，梯度洗脱程序及检测波长见表1；进

样量：20 μl；柱温：35 ℃。

表1 流动相梯度洗脱程序及检测波长

Tab 1 Gradient elution process of mobile phase and detec-

tion wavelength

时间，min

0

6

13

18

30

流速，ml/min

0.5

2

1

2

2

流动相，％
甲醇 水

5

90

90

100

100

95

0

0

0

0

0.5％冰醋酸
0

10

10

0

0

检测波长，nm

224

345

345

226

226

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品贮备液的制备 精密称取尿囊素 0.5 g、维生素

E 1.0 g，分别置于10 ml量瓶中，再精密称取维A酸0.1 g、异维

A酸0.05 g，置于同一10 ml量瓶中，分别加入甲醇加热溶解并

稀释至刻度，摇匀，即得尿囊素对照品贮备液、维生素E对照品

贮备液、维A酸和异维A酸对照品混合贮备液。

2.2.2 对照品溶液的制备 分别精密量取尿囊素对照品贮备

液 2 ml、维生素E对照品贮备液 2 ml、维A酸和异维A酸对照

品混合贮备液1 ml，置于50 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度，即

得对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 精密称取样品 5 g，加甲醇 80 ml，

置于索氏提取器中水浴加热回流4 h，提取液转移至100 ml量

瓶中，加甲醇稀释至刻度，即得供试品溶液。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 称取不含维A酸、维生素E、尿

囊素的样品5 g，按“2.2.3”项下方法制成阴性对照溶液。

2.3 系统适用性试验

分别取“2.2”项下对照品溶液、供试品溶液、阴性对照溶液

适量，在“2.1”项色谱条件下进样测定，色谱见图1。结果显示，

尿囊素、异维 A 酸、维 A 酸、维生素 E 保留时间分别是 5.38、

15.43、17.25、27.79 min，分离度均＞1.5，理论板数均不低于

3 000。

2.4 线性关系考察

分别精密量取“2.2.2”项下对照品液 50、25、12.5、6.25、

3.125 ml，置于 50 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度，得到系列浓

度溶液。按“2.1”项下色谱条件分别吸取 20 μl 进样，记录色

谱。以各成分峰面积（y）为纵坐标，检测质量浓度（x，μg/ml）为

横坐标，进行线性回归，回归方程和线性范围详见表2。

表2 回归方程和线性范围

Tab 2 Regression equation and linear range

待测成分
尿囊素
维A酸
异维A酸
维生素E

回归方程
y＝93.798x－0.269 7

y＝1.267 6x+1.169 1

y＝1.217 0x+0.587 1

y＝181.22x－1.454 3

r

0.999 8

0.999 9

0.999 8

0.999 9

线性范围，μg/ml

125～2 000

12.5～200

6.125～100

250～4 000

2.5 精密度试验

精密量取“2.2.2”项下对照品溶液 20 μl，分别按“2.1”项下

色谱条件于1 d内重复进样测定5次和连续测定5 d。结果，尿

囊素、维A酸、异维A酸、维生素E的日内RSD分别为0.42％、

0.59％、0.80％、0.43％，日间 RSD 分别为 0.55％、0.81％、

0.40％、0.37％，表明本方法日内、日间精密度均良好。

2.6 稳定性试验

取样品（批号：121201）5 g，按“2.2.3”项下方法制备供试品

溶液，25 ℃下放置，分别于 0、24、48、72、96 h时进样测定。结

果，尿囊素、维A酸、异维A酸、维生素E的RSD分别为0.26％、

图1 高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.尿囊素；2.异维A酸；3.维A酸；4.

维生素E

Fig 1 HPLC chromatograms
A. substance control；B. teat sample；C. negative control；1. allanto-

in；2. isomerization A acid；3. vitamin A acid；4. vitamin E
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0.59％、0.63％、0.52％，表明96 h内供试品溶液稳定性良好。

2.7 重复性试验

取样品（批号：121201）5 g，共 6份，按“2.2.3”项下方法制

备供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进样测定。结果，尿囊

素、维A酸、异维A酸、维生素E的RSD分别为0.32％、0.59％、

0.69％、0.88％，表明本方法重复性良好。

2.8 加样回收率试验

精密称取已知各成分含量的样品（批号：121201）6份，每

份5 g，分别置于100 ml量瓶中，各精密加入“2.2.2”项下对照品

溶液25 ml，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，按“2.2.3”项下方

法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定并计算加

样回收率，结果见表3。

表3 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

尿囊素

维A酸

异维A酸

维生素E

所含量，
μg

501.00

502.00

500.00

498.00

497.00

500.00

50.25

49.93

49.95

50.12

50.08

49.87

0.009 81

0.009 95

0.009 78

0.009 98

0.009 99

0.009 93

1 001.00

1 008.00

998.50

999.20

1 002.00

1 005.00

加入量，
μg

500.00

500.00

500.00

500.00

500.00

500.00

50.00

50.00

50.00

50.00

50.00

50.00

25.00

25.00

25.00

25.00

25.00

25.00

1 000.00

1 000.00

1 000.00

1 000.00

1 000.00

1 000.00

测得量，
μg

998.50

999.50

995.60

997.20

994.80

996.30

98.65

98.36

99.63

98.83

98.89

98.56

24.96

24.95

24.92

24.99

24.96

24.85

1 989.00

1 991.00

1 995.00

1 995.00

1 996.00

1 992.00

加样回收
率，％

99.5

99.5

99.1

99.8

99.6

99.3

96.8

96.9

99.4

97.4

97.6

97.4

99.8

99.7

99.6

99.9

99.8

99.4

98.0

98.3

99.7

99.6

99.4

98.7

平均加样回
收率，％

99.5

97.6

99.8

99.0

RSD，
％

0.24

0.97

0.18

0.72

2.9 样品含量测定

取 3批样品各适量，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，

并按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，按外标法以峰面

积计算各成分含量，结果见表4。

表4 样品含量测定结果（mg/g，n＝3）

Tab 4 Content determination of samples（mg/g，n＝3）

批号
121201-1

121201-2

121201-3

尿囊素
9.85

9.95

9.98

维A酸
0.981

0.993

0.985

异维A酸
0.009 81

0.009 89

0.009 96

维生素E

19.7

19.8

19.7

3 讨论
笔者采用RP-HPLC法，不仅同时测定了复方维A酸乳膏

中维A酸、尿囊素和维生素E三组分的含量，还测定了降解产

物异维A酸的含量。由于维生素E和维A酸为脂溶性成分，尿

囊素为水溶性成分，维A 酸与异维A酸又互为异构体，因此笔

者采用梯度洗脱方式在0～6 min，采用5％甲醇水溶液洗脱尿

囊素；在＞6～18 min，采用甲醇-0.5％冰醋酸进行洗脱，减慢流

速为 1 ml/min，使维 A 酸与异维 A 酸达基线分离，＞18～30

min，采用100％纯甲醇洗脱维生素E。

为缩短保留时间，笔者曾在流动相中加入异丙醇和四氢

呋喃，但发现保留时间无显著改变，且加入四氢呋喃后异维A

酸与维A酸分离度反而降低，故均未采用。笔者又尝试提高

柱温，通过对25、30、35、40 ℃ 不同柱温的研究发现，随着柱温

的升高，样品的保留时间逐渐缩短，当柱温达到 40 ℃ 时维A

酸与异维A酸分离度降低，因此选用35 ℃ 柱温。

在本试验中，笔者分别对 150 mm和 250 mm的色谱柱进

行了比较。结果表明，150 mm色谱柱保留时间较 250 mm略

有缩短，但是异维A酸与维A酸的分离度在选用250 mm色谱

柱时显著优于150 mm（150 mm异维A酸与维A酸的分离度小

于1.5），故选用250 mm的C18色谱柱，进样时间30 min。

综上所述，本法操作简便、快速、准确，适用于同时测定复

方维A酸乳膏中尿囊素、维A酸、异维A酸和维生素E的含量。
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