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高效液相色谱法测定免疫功能型保健食品中 

8种功效成分 

陈东洋, 冯家力, 张  昊*, 曾  栋, 刘先军, 李帮锐 

(湖南省疾病预防控制中心, 长沙  410005) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法同时测定免疫功能型保健食品中 8 种功效成分(左旋肉碱、L-茶氨酸、天

麻素、吡啶甲酸铬、咖啡因、淫羊藿苷、菊苣酸、10-羟基-α-癸烯酸)的分析方法。方法  样品用 70%甲醇超

声提取, 采用 C18 色谱柱分离, 以甲醇-磷酸二氢钾(0.1%磷酸)水溶液为流动相, 梯度洗脱, 外标法定量。结果  

左旋肉碱、L-茶氨酸在 10.0~150.0 mg/L, 吡啶甲酸铬、天麻素、咖啡因和淫羊藿苷在 1.5~30.0 mg/L, 菊苣酸

在 5.0~100.0 mg/L, 10-羟基-α-癸烯酸在 2.5~50.0 mg/L 质量浓度与色谱峰面积有良好的线性关系, 相关系数 r

≥0.9990。方法检出限为 1~10 mg/kg, 回收率为 93.8%～108%, 相对标准偏差(relative standard deviations, 

RSDs)为 0.7%~6.8%。结论  该方法快速、准确、灵敏, 适合保健食品中 8 种增强免疫力功效成分的同时测定。 
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Determination of 8 kinds of functional components in immune functional 
health food by high performance liquid chromatography 

CHEN Dong-Yang, FENG Jia-Li, ZHANG Hao*, ZENG Dong, LIU Xian-Jun, LI Bang-Rui 

(Hunan Provincial Center for Disease Control and Prevention, Changsha 410005, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the simultaneous determination of 8 functional 

components (L-carnitine, L-theanine, gastrodin, chromium picolinate, caffeine, icariin, cichoric acid and 10- 

hydroxy-α-decenoic acid) in immune functional health food by high performance liquid chromatography. Methods 

The samples were extracted by ultrasound with 70% methanol, and separated on a C18 column, using 

methanol-potassium dihydrogen phosphate (0.1% phosphoric acid) aqueous solution as the mobile phase with 

gradient elution, and quantified by external standard method. Results  The mass concentrations of L-carnitine and 

L-theanine in the range of 10.0 to 150.0 mg/L, chromium picolinate, gastrodin, caffeine and icariin in the range of 1.5 

to 30.0 mg/L, cichoric acid in the range of 5.0 to 100.0 mg/L, and 10-hydroxy-α-decenoic acid in the range of 2.5 to 

50.0 mg/L had good linear relationship with the chromatographic peak area, and the correlation coefficient r≥

0.9990. The detection limits of the method were 1‒10 mg/kg, the recoveries were 93.8%‒108%, and the relative 

standard deviations were 0.7%‒6.8%. Conclusion  This method is rapid, accurate and sensitive, and is suitable for 

the simultaneous determination of 8 functional compositions in health food. 
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0  引  言 

保健食品具有调节人体功能的作用, 但不以治疗疾

病为目的, 是具有特定保健功能, 适用于特定人群食用的

食品[1‒2]。当前, 在我国保健食品的申报功能有减肥、缓解

体力疲劳、增强免疫力和营养素补充剂等 28 项[3], 其中免

疫功能型保健食品市场规模较大, 占比很高[4]。因此, 对免

疫功能型保健食品中功能成分进行有效测定, 对保健食品

质量控制具有重要的意义。 

左旋肉碱、L-茶氨酸、天麻素、吡啶甲酸铬、咖啡因、

淫羊藿苷、菊苣酸和 10-羟基-α-癸烯酸(10-HAD)被认为具

有提高机体非特异性免疫功能及细胞免疫的功效, 对人体

的免疫功能有着很好的保健作用, 常应用于免疫功能型保

健食品[5‒9]。目前对这 8 种功效成分的测定方法主要有电化

学方法[10]、气相色谱法[11]、紫外分光光谱法[12‒13]、液相色

谱法[14‒17]、液相色谱质谱法[18‒20]等, 但对保健食品中同类

多组分同时测定的文献报道较少, 建立高通量、多组分同

时测定方法对检测大批量样品具有重要的实际意义。本研

究通过优化前处理方法和色谱条件, 建立了高效液相色谱

法(high performance liquid chromatography, HPLC)同时测

定保健食品中 8 种增强免疫力功效成分, 以期为免疫力功

能型保健食品的质量控制提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Agilent 1200 液相色谱仪, 附有二极管阵列检测器(美

国 Agilent 公司 ); Elma 超声清洗仪(德国爱尔玛公司); 

VORTE-X 涡旋混匀器(海门市其林贝尔仪器制造有限公

司); BT 十万分之一电子天平(深圳市精耐仪器有限公司); 

TGL16 高速离心机(长沙英泰仪器有限公司)。 

L-茶氨酸(纯度: 98.92%)、天麻素(纯度: 99%)(成都曼

思特生物科技有限公司 ); 左旋肉碱(纯度 : 98.9%)(美国

Stanford chemicals 公司); 吡啶甲酸铬(纯度: 98%, 上海源

叶生物科技有限公司); 淫羊藿苷(纯度: 94.2%)、菊苣酸(纯

度 : 99.8%)(中国食品药品检定研究院 ); 咖啡因 (纯度 : 

99.5%)(中国计量科学研究院); 10-HAD(纯度: 97.6%, 中国

药品生物制品鉴定所); 甲醇、乙腈、磷酸二氢钾(色谱纯, 

德国 Merck 公司); 实验用水为经 Millipore 处理的一级水。 

1.2  样品前处理 

片剂、胶囊及液体样品: 称取 5.0 g 均匀样品于 50 mL

离心管中, 加 70%甲醇至 20 mL, 超声提取 20 min, 再补加

70%甲醇至 25 mL, 涡旋混匀, 8000 r/min 离心 5 min, 经

0.45 μm 滤膜过滤后进行 HPLC 分析。 

含油胶囊样品: 称取 5.0 g 内容物于 50 mL 离心管中, 

加 70%甲醇至 20 mL, 添加 5 mL 石油醚, 超声提取 20 min, 

涡旋混匀, 8000 r/min 离心 5 min, 弃去上层石油醚, 视含

油情况重复萃取 1 次, 下层清液再补加 70%甲醇至 25 mL, 

经 0.45 μm 滤膜过滤后进行 HPLC 分析。 

1.3  色谱条件 

色谱柱: C18 柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm); 柱温: 30 ℃; 

流动相及梯度: A 为乙腈, B 为 20 mmol/L 磷酸二氢钾缓冲

溶液 ; 0~3.0 min, 1.0% A, 3.0~6.0 min, 1.0%~10% A, 

6.0~10.0 min, 10%~75% A, 10.0~15.0 min, 75% A, 
15.0~16.0 min, 75%~1.0%, 16.0~20.0 min, 1.0% A; 流速: 

1.0 mL/min; 进样量: 10 μL; 检测波长: 左旋肉碱、L-茶氨

酸、10-HAD: 210 nm; 天麻素 : 330 nm; 吡啶甲酸铬 :    

220 nm; 菊苣酸、淫羊藿苷: 270 nm; 咖啡因: 265 nm。 

1.4  标准溶液配制 

分别精密称取左旋肉碱、L-茶氨酸、10-HAD、天麻

素、吡啶甲酸铬、咖啡因、淫羊藿苷、菊苣酸 10 mg 于     

10 mL 容量瓶中, 用 70%甲醇溶解定容制备成 1.0 mg/mL

标准储备液。 

临用前, 用 70%甲醇稀释成混合标准系列, 其中左旋

肉碱、L-茶氨酸质量浓度为 10.0、20.0、50.0、100.0、     

150.0 mg/L; 吡啶甲酸铬、天麻素、咖啡因和淫羊藿苷质量

浓度为 1.5、3.0、7.5、15.0、30.0 mg/L; 菊苣酸质量浓度为

5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 mg/L; 10-HAD 质量浓度为 2.5、

5.0、12.5、25.0、50.0。按 1.3 色谱条件, 以浓度为横坐标, 峰

面积为纵坐标作图, 并计算标准曲线的回归方程。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的优化 

研究表明仅用甲醇或乙腈与水为流动相, 8 种功效成

分峰形不佳, 且分离效果不好。为了改善峰形, 加入磷酸

二氢钾(0.1%磷酸)作为缓冲盐以改善分离效果。选用 5、10、

20、30 mmol/L 磷酸二氢钾溶液进行实验, 随着缓冲盐浓度

的增大, 色谱峰峰形随之改善, 但盐浓度过高易造成仪器

的腐蚀并清洗困难。因此本研究选用 20 mmol/L 的磷酸二

氢钾缓冲溶液为流动相。 

在最佳分离条件下, 确定 8 种功效成分最大吸收波长

以减少干扰并提高灵敏度。光谱表明左旋肉碱、L-茶氨酸、

10-HAD 在 210 nm 有最大吸收, 咖啡因最大吸收波长为
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265 nm, 淫羊藿苷最大吸收波长为 273 nm, 天麻素、吡啶

甲酸铬、菊苣酸最大吸收波长分别为 330、220、270 nm(图

1)。图 2 为最佳色谱条件下标准色谱图。 

2.2  前处理方法的优化 

左旋肉碱、L-茶氨酸、天麻素、咖啡因、菊苣酸易溶

于水, 而淫羊藿苷、吡啶甲酸铬、10-HAD 水溶性较差, 但

溶于甲醇、乙醇, 8 种化合物均不溶于苯、醚类, 根据相似

相溶的原理, 比较了 50%甲醇、70%甲醇、甲醇和乙腈对 8

种化合物的提取效果, 结果表明采用 70%甲醇提取, 8 种成

分回收率最高, 色谱峰峰形较好, 因此采用 70%甲醇作为

提取液。保健食品基质中蛋白质含量一般较少, 无需沉淀

蛋白质处理, 直接超声提取。对于含油脂样品, 直接提取

进样对色谱柱损伤大, 且干扰较多, 因此本研究采用石油

醚萃取油脂后进样测定。 

 

 
 

图 1  8 种化合物特征光谱图 

Fig.1  Characteristic spectra of 8 kinds of compounds 

 
 

注: 1: 左旋肉碱; 2: L-茶氨酸; 3: 天麻素; 4: 吡啶甲酸铬; 5: 咖啡

因; 6: 淫羊藿苷; 7: 菊苣酸; 8: 10-HAD。 

图 2  8 种待测物标准色谱图 

Fig.2  Standard chromatogram of 8 kinds of compounds 
 

 

2.3  方法学考察 

2.3.1  方法线性范围及检出限 

在确定最佳测定条件下 , 左旋肉碱、L-茶氨酸在

10.0~150.0 mg/L, 吡啶甲酸铬、天麻素、咖啡因和淫羊藿

苷在 1.5~30.0 mg/L, 菊苣酸在 5.0~100.0 mg/L, 10-HAD 在

2.5~50.0 mg/L 质量浓度与色谱峰面积有良好的线性关系, 

相关系数 r≥0.9990。按 3 倍信噪比获得仪器的检出限, 左

旋肉碱、L-茶氨酸、天麻素、吡啶甲酸铬、咖啡因、淫羊

藿苷、菊苣酸、10-HAD 的检出限分别为 2、1、0.3、0.2、

0.3、0.4、1 和 0.5 mg/L。根据方法操作步骤, 左旋肉碱、

L-茶氨酸、吡啶甲酸铬、天麻素、咖啡因、淫羊藿苷、菊

苣酸、10-HAD 的检出限分别为 10、5、1.5、1、1.5、2、5、

2.5 mg/kg。结果见表 1。 

 
 
 

表 1  8 种增强免疫力功效成分标准曲线相关参数 
Table 1  Correlation parameters of 8 boost immunity ingredients standard curves 

名称 线性范围/(mg/L) 回归方程 相关系数 r 检出限/(mg/L) 

左旋肉碱 10.0~150.0 Y=0.1396X‒0.1122 0.9990 2 

L-茶氨酸 10.0~100.0 Y=4.5463X+1.8816 0.9991 1 

天麻素 1.5~30.0 Y=14.578X‒3.5796 0.9992 0.3 

吡啶甲酸铬 1.5~30.0 Y=58.486X‒0.828 0.9997 0.2 

咖啡因 1.5~30.0 Y=70.977X‒0.801 0.9992 0.3 

淫羊藿苷 
 

1.5~30.0 Y=19.473X‒2.7163 0.9994 0.4 

菊苣酸 5.0~100.0 Y=4.814X‒0.7143 0.9992 1 

10-HAD1 2.5~50.0 Y=24.614X‒1.6255 0.9990 0.5 
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2.3.2  方法回收率及精密度 

分别在样品中添加 3 个浓度水平, 平行测定 6 次。

其中左旋肉碱、天麻素、吡啶甲酸铬添加样品为片剂, L-

茶氨酸、淫羊藿苷、菊苣酸添加样品为胶囊, 咖啡因添

加样品为饮料, 10-HAD 添加样品为软胶囊。按 1.2 进行

前处理并分析 , 计算回收率和相对标准偏差 (relative 

standard deviations, RSDs), 结果见表 2。8 种功效成分回

收率为 93.8%～108%, RSDs 为 0.7%~6.8%, 结果表明本

研究建立的方法重复性好 , 回收率结果满意。此外 , 分

别在片剂、饮料和软胶囊类空白样品中添加浓度为   

160 mg/kg 咖啡因标准溶液, 以考察基质对测定结果的

影响。检测结果分别为 162、157 和 166 mg/kg, 表明基

质对待测组分无明显干扰。 

2.3.3  实际样品检测 

采用本方法对保健食品样品进行检测(图 3), 测得

L-茶氨酸、咖啡因、淫羊藿苷、菊苣酸含量分别为 0.12、

0.23、8.02、0.78 g/kg, 符合样品标识的浓度范围。此

外 , 采用国家标准方法 -《保健食品检验与评价技术规

范  (2003 年版)》、GB 5009.139—2014《食品安全国家

标准  饮料中咖啡因的测定》、GB/T 22247—2008《保

健食品中淫羊藿苷的测定》、《中华人民共和国药典

(2020 年版)一部》对样品进行测定 , 结果 L-茶氨酸、咖

啡因、淫羊藿苷、菊苣酸含量分别为 0.11、0.23、8.06

和 0.80 g/kg, 表明建立的方法与国家标准方法测定结

果吻合。  

表 2  方法的回收率和相对标准偏差(n=6) 
Table 2  Method recoveries and relative standard deviations (n=6) 

待测物 
本底值

/(mg/kg) 
添加水平
/(mg/kg) 

回收率
/% 

相对标准

偏差/% 

左旋肉碱 131 

60 98.2 2.9 

120 102 4.6 

240 108 3.1 

L-茶氨酸 62.4 

30 97.1 6.8 

60 98.9 4.4 

120 100 3.9 

天麻素 88.3 

40 98.8 2.1 

80 97.4 1.7 

160 99.6 0.9 

吡啶甲酸

铬 
126 

60 94.7 3.2 

120 98.9 4.8 

240 102 3.9 

咖啡因 164 

80 99.3 0.7 

160 96.2 3.2 

320 99.1 2.1 

淫羊藿苷 236 

100 101 3.5 

200 93.8 4.2 

400 105 3.7 

菊苣酸 - 

20 99.8 1.5 

40 96.3 2.4 

80 99.3 1.1 

10-HAD 89.4 

40 100 5.4 

80 102 2.8 

160 99.7 4.1 

 

 
 

图 3  典型样品色谱图 

Fig.3  Typical chromatogram of the samples 
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3  结论与讨论 

本研究建立了高效液相色谱法同时测定保健食品中

左旋肉碱、L-茶氨酸、天麻素、吡啶甲酸铬、咖啡因、淫

羊藿苷、菊苣酸、10-HAD 8 种增强免疫力功效成分。采用

70%甲醇超声提取前处理方式, 方便快捷。8 种功效成分方

法检出限为 1~10 mg/kg, 回收率为 93.8%～108%, RSD≤

6.8%。该方法快速、准确、灵敏, 适用于保健食品中 8 种

功效成分的同时测定。 
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