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高压液相色谱法同时测定食品中抗 
坏血酸与异抗坏血酸的含量  

张  清 1, 李  刚 1,2*  
(1. 吉林农业大学食品与科学工程学院, 长春  130118;   

2. 吉林省产品质量监督检验院, 长春  130022) 

摘  要: 目的  建立食品中同时测定抗坏血酸和异抗坏血酸含量的高压液相色谱检测方法。方法  用乙腈

−0.1%磷酸水溶液(90∶10, v/v)作流动相和提取液, 以 Venusil HILIC色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm, 100 Å)分离

抗坏血酸和异抗坏血酸。结果  抗坏血酸的平均回收率为 96.61%, 异抗坏血酸的平均回收率为 96.53%,异抗坏

血酸和抗坏血酸最低检出浓度分别为 0.35 μg/mL和 0.42 μg/mL。结论  该方法准确、灵敏、精密度高, 适用

于食品中抗坏血酸与异抗坏血酸的测定。 
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Simultaneous determination of ascorbic acid and isoascorbic acid in food by 
high pressure liquid chromatography 

ZHANG Qing1,  LI Gang1,2* 
(1. College of Food Science and Technology, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China;  

2. Jilin Product Quality Supervision and Inspection Research Institute, Changchun 130022, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a high pressure liquid chromatography (HPLC) method for 
simultaneous determination of the contents of ascorbic acid and isoascorbic acid in food. Methods  Ascorbic 
acid and isoascorbic acid were separated using a Venusil HILIC column (250 mm×4.6 mm, 5 μm, 100 Å), 
taking acetonitrile-0.1% phosphoric acid solution (90∶10, v/v) as the mobile phase and extractant. Results  
The average recoveries of ascorbic acid and isoascorbic acid were 96.61% and 96.53%. And their minimum 
detectable concentration was 0.35 μg/mL and 0.42 μg/mL. Conclusion  The method is accurate, sensitive and 
of precision, and can be used for the determination of ascorbic acid and isoascorbic acid in food. 
KEY WORDS: ascorbic acid; isoascorbic acid; high pressure liquid chromatography; Venusil HILIC column 
 
 

 
 

1  引  言 

抗坏血酸, 即 L-抗坏血酸, 又称 AA, 是重要的 
人体营养成分。抗坏血酸广泛存在于新鲜的水果, 蔬

菜中[1,2], 人体不能自身合成, 必须靠摄取获得, 严重
缺乏时可引起坏血病[3]。异抗坏血酸(D-抗坏血酸),
也叫 iso-AA, 是 L-抗坏血酸的光学异构体, 常用做
食品抗氧化剂, 具有保鲜保质的作用。它也可参与人
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体生理代谢, 但其活性只有抗坏血酸的 5%, 在人体
消化过程中可能存在与 L-抗坏血酸的竞争作用, 从
而影响人体对 L-抗坏血酸的吸收与生理营养作用的
发挥[4]。目前研究抗坏血酸测定方法的报道较多,主要
有荧光法[5, 6]、高压液相色谱法[7-9]、高压毛细管电泳
法[10-12]、分光光度法[13,14]、微生物法[15]等。国家标准
GB/T5009.86-2003 和 GB/T5009.159-2003 规定了测
定食品中抗坏血酸含量的荧光法、2, 4-二硝基苯肼法
和分光光度法, 这些方法主要的缺点是只能检测总
抗坏血酸的含量, 而没有区分抗坏血酸和异抗坏血
酸[16,17]。近年来发展了用高压液相色谱法测定维生素
C的含量的方法, 具有高效、快速、稳定、可靠等特
点。由于抗坏血酸和异抗坏血酸极性近似, 通常要求
柱前衍生后再分离, 费时费力, 在衍生化阶段抗坏血
酸也会被氧化损失; 或者在流动相中加入有机胺类
离子对试剂, 此类试剂价格较贵, 对检测灵敏度也有
不利影响。 

本研究采用 Venusil HILIC色谱柱同时分离检测
食品中抗坏血酸和异抗坏血酸含量, 以期为相关产
品中抗坏血酸和异抗坏血酸含量的测定提供新方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Agilent1100液相色谱仪(配置自动进样器、色谱
工作站、二元泵、VWD可见波长紫外检测器和 DAD
二极管阵列检测器、柱温箱 , 美国 Agilent 公司); 
SHP-115 电子分析天平(德国梅特勒-托利多公司); 
一次性无菌注射器(陕西海达医疗器械科技有限公
司); HPD-25 无油真空泵(天津恒奥科技有限公司); 
微量台式离心机(美国贝克曼公司); KQ-250DE 医用
数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); 超纯
水(自制)。 

乙腈(美国 Tedia 公司, 色谱纯), 乙腈(北京化工
厂, 分析纯), 磷酸(北京益利精细化学品有限公司, 
分析纯)。 

抗坏血酸(国药集团化学试剂有限公司 , 含量
99.7%); 异抗坏血酸(武汉鑫华远医药化工制造有限
公司, 含量 99.7%)。 

2.2  方法 

2.2.1  流动相的配制及标准溶液的配置 
0.1% 磷酸水溶液配制 : 用吸量管准确量取 1 

mL 85% 磷酸置于 1000 mL 容量瓶中, 加水稀释并
定容至刻度。 

标准品的配置: 准确称取抗坏血酸和异抗坏血
酸各 100 mg 于 100 mL容量瓶中, 用乙腈−0.1%磷酸
水溶液(90∶10, v/v), 配制 1000 μg/mL的标准品液。
抗坏血酸标准溶液每次使用前新配。由于抗坏血酸对

光不稳定, 遇氧易分解, 故本实验应避光操作, 整个
实验均用棕色容量瓶定容[18]. 

2.2.2  样品的处理 
抗坏血酸易溶于水, 有较强的还原性, 在中性

或碱性条件下易被氧化。为防止抗坏血酸被氧化[19], 
应使其处于酸性条件下。 

果汁类样品: 准确称取 20 g样品, 精确至 0.001 
g, 置于 50 mL 容量瓶中, 加流动相乙腈—0.1%磷酸
(90∶10, v/v)水溶液适量, 混匀后, 加流动相定容至
刻度。试样溶液中含有较高比例的乙腈, 有利于降低
粘稠度。充分振荡混匀后, 取此试样溶液适量, 用 0.45 
μm一次性微孔滤膜过滤至 2 mL进样瓶中, 待测。 

软饮料水溶性样品: 准确称取样品 5 g, 精确至
0.001 g, 置于 50 mL容量瓶中, 加 0.1%磷酸水溶液
适量, 振荡溶解后, 加流动相定容至刻度。溶液充分
振荡混匀后, 用 0.45 μm 一次性微孔滤膜过滤至 2 
mL进样瓶中, 待测。 

罐头制品: 取有代表性的部分匀浆后, 称取样
品 12.5 g, 精确至 0.001 g, 置于 50 mL容量瓶中, 加
0.1 %磷酸水溶液定容至刻度, 4000 r/min 离心 10 
min。精确量取上清液 10 mL, 置于 25 mL容量瓶中, 
加流动相定容至刻度。充分振荡混匀后, 用 0.45 μm
一次性微孔滤膜过滤至 2 mL进样瓶中, 待测。 

婴幼儿奶粉、保健食品水不溶性固体样品: 准确
称取样品 12.5 g, 精确至 0.001 g, 置于 250 mL烧杯中, 
精确加入 0.1%磷酸水溶液 50 mL, 匀浆后, 4000 r/min
离心 10 min。取上清液 10 mL, 置于 25 mL容量瓶中, 
加流动相定容至刻度。充分振荡混匀后, 用 0.45 μm
一次性微孔滤膜过滤至 2 mL进样瓶中, 待测。 

2.3  色谱条件 
Venusil HILIC色谱柱(250 mm ×4.6 mm, 5 μm, 

100 Å), 流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶液(90:10, v/v), 
柱温 30 ℃; 检测波长 243 nm, 流速为 1.0 mL/min, 
进样体积 5 μL。 

3  结果与讨论 

3.1  检测波长的选择 

取配制好的抗坏血酸和异抗坏血酸标准溶液适
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量, 分别进样, 用二极管阵列紫外检测器记录色谱图
和光谱图(见图 1、图 2), 发现在此色谱条件下抗坏血
酸和异抗坏血酸的最大吸收均在 243 nm, 故本实验
以 243 nm作为检测波长。 

 

 
 

图 1  抗坏血酸的紫外光谱图 
Fig. 1  UV spectrogram of ascorbic acid 

 

 
 

图 2  异抗坏血酸的光谱图 
Fig. 2  UV spectrogram of isoascorbic acid 

 

3.2  流动相比例的优化 

改变流动相中乙腈比例, 比较不同比例流动相 

下抗坏血酸和异抗坏血酸的理论塔板数和分离度 , 

找到抗坏血酸和异抗坏血酸检测的最佳流动相比例。

流动相中乙腈比例和保留时间关系见表 1。 

根据试验结果, 发现抗坏血酸和异抗坏血酸在

HILIC色谱柱上的保留规律与一般的C18色谱柱不同, 

使用乙腈和 0.1%的磷酸水溶液作为流动相, 当乙腈

的比例大于 80%时, 抗坏血酸和异抗坏血酸可以得

到色谱分离, 且随着流动相中乙腈比例增加, 抗坏血

酸和异抗坏血酸的保留时间变长, 分离度也增加, 在

乙腈比例为 90%时有最好的分离效果和检测灵敏度。

当乙腈比例大于 95%以后, 由于水溶性的抗坏血酸

和异抗坏血酸在流动相中溶解度降低, 造成色谱峰

峰形变差。因此, 确定乙腈和 0.1%磷酸水溶液的比例

为 90∶10作为液相色谱检测方法的流动相。 

3.3  HPLC 色谱图对比 

抗坏血酸和异抗坏血酸标准品的 HPLC 图和样

品饮料中的 HPLC 图见图 3、图 4, 可以看出抗坏血

酸和异抗坏血酸标准品和样品的色谱峰一致。 

3.4  标准曲线的绘制及相关性 

取 2.2.1配置的标准溶液稀释成 10、30、50、90、

150、200 μg/mL的抗坏血酸与异抗坏血酸混标溶液。

进样量为 5 μL。所得标准曲线见图 5、图 6。以进样

量 X (μg)为横坐标,峰面积 Y为纵坐标,得 

抗坏血酸的线性回归方程 : Y=14974.96266X− 

12.3630(R=0.99997)。 

异抗坏血酸线性回归方程: Y=13166.12X−4.0672 

(R=0.99995)。 

3.5  稳定性试验 

取同一份混标溶液,分别于 0、6、12、18、24 h进样

5 μL, 记录色谱图。详细数据见表 2。由表 2可知，

此溶液在 6 h内保持稳定，此后由于样品氧化峰面积

逐渐变小，因此本实验应快速进行。 

3.6  精密度实验 

称取 2.2.1配置的混标溶液 10 μL, 连续进样 5次, 
测定峰面积, 计算抗坏血酸和异抗坏血酸的 RSD(见
表 3), 分别为 0.09%和 0.38%, 可见精密度良好。 

3.7  回收率实验 

取果汁、软饮料、罐头、婴幼儿奶粉、保健食品

5种样品, 每种样品各精密称取 10份, 每个样品做 5

次平行样的测定, 每份 5 g, 每份分别加入抗坏血酸

另外 5份样品作为对照, 分别置于 50 mL容量瓶中, 

和异抗坏血酸 1000 μg/mL混标溶液 2、5、10 mL, 

加提取液提取, 依法进样, 计算样品添加回收率。详 
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表 1   流动相中乙腈和 0.1 %磷酸水溶液比例与抗坏血酸/异抗坏血酸保留时间、理论塔板数的关系 
Table 1   Relationships of the proportion between acetonitril and 0.1% H3PO4 in mobile phase and the retention 

time, plates of ascorbic acid and isoascorbic acid 

乙腈 (%, v)  0.1%H3PO4(%, v) 抗坏血酸/异抗坏血酸保留时间 t(min) 分离度 抗坏血酸/异抗坏血酸的塔板数(n)

95  5 18.307/12.352 11.31 12636/15232 

93  7 13.123/9.686  8.72 13087/13905 

90 10 9.672/7.828  6.54 14875/16271 

85 15 6.912/6.064  4.05 15398/15495 

80 20 5.771/5.27  2.87 15722/16467 

 

 
 

图 3  抗坏血酸和异抗坏血酸标准溶液色谱图 
1.异抗坏血酸; 2抗坏血酸 

Fig. 3  Chromatogram of ascorbic acid and isoascorbic acid 
standard solution 

1. isoascorbic acid; 2. ascorbic acid 

 

 
 

图 4  含抗坏血酸和异抗坏血酸的饮料样品液相色谱图 
Fig. 4  Chromatogram of liquid samples containing ascorbic 

acid and isoascorbic acid 

 
 

图 5  抗坏血酸的标准曲线 
Fig. 5  Standard curve of ascorbic acid 

 

 
 

图 6  异抗坏血酸的标准曲线 
Fig. 6  Standard curve of isoascorbic acid 

 
细数据见表 4。由表 4可见, 果汁、软饮料、罐头、
婴幼儿奶粉、保健食品 5种样品的添加回收率均高于
80 %, 表明此方法测定食品中抗坏血酸和异抗坏血
酸具有很好的准确性。 
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表 2  抗坏血酸和异抗坏血酸的稳定性 
Table 2  The stability of Ascorbic acid and isoascorbic acid 

放置时间/h 0 6 12 18 24 RSD% 
抗坏血酸 14921.9 15140.8 12008.6 12184.7 12052.1 12.2% 
异抗坏血酸 13749.3 13696.9 11547.2 10097.3 9941 15.7% 

 
表 3  精密度实验结果 

Table 3   Results of precision test 

A 
名称 

1 2 3 4 5 average 
RSD% 

抗坏血酸 14921.9 14896.1 14906.3 14912.5 14928.4  14913.04 0.09 

异抗坏血酸 13749.3 13653.4 13769.3 13789.2 13754.3 13743.1 0.38 

 
表 4   抗坏血酸和异抗坏血酸的加样回收率(n=5) 

Table 4   The ascorbic acid and isoascorbic acid sample recoveries (n=5) 

样品 
样品中抗坏血酸的

本底值(μg/g)  

样品中异抗坏血

酸的本底值
(μg/g)  

混标溶液加标量
(μg/g) 

加标后样品中抗

坏血酸的含量
(μg/g) 

回收率(%) 
加标后样品中异

抗坏血酸的含量
(μg/g) 

回收率(%) 

 40 160.4±4.1 98.5±2.5 38.6±2.1 96.5±5.3 

100 220.4±6.2 99.4±6.2 98.6±5.6 98.6±5.6 果汁 
 

121 
 

 
0 

200 326.5±7.2 102.8±3.6 198.6±6.7 99.3±3.4 

 40 238.3±5.3 100.8±1.3 35.6±1.8 89.0±4.5 

100 289.6±4.6 91.6±4.6 98.3±2.6 98.3±2.6 软饮料  
198 0 

200 398.6±6.5 100.3±3.3 184.2±7.9 92.1±4.0 

 40 49.3±2.1 102.5±5.3 33.9±1.3 84.8±3.3 

100 108.6±4.9 100.3±4.9 85.4±4.9 85.4±4.9 罐头  
8.3 0 

200 215.0±7.5 103.3±3.8 178.9±8.2 89.5±4.1 

 40 54.6±2.4 100.8±0.6 35.3±1.6 88.3±4.0 

100 109.4±5.6 95.1±5.6 96.3±6.5 96.3±6.5 婴幼儿奶粉 
 

14.3 
 

 
0 

200 215.0±4.5 100.4±2.3 196.5±6.7 98.3±3.4 

 40 55.2±2.1 89.3±5.3 34.2±2.3 85.5±5.8 

100 111.3±5.3 91.8±5.3 85.9±5.2 85.9±5.2 保健食品  
19.5 

 
0 

200 203.6±7.0 102.1±3.5 185.3±5.3 92.7±2.7 

 
4  结 论 

本文所建立的高压液相色谱法同时测定抗坏

血酸和异抗坏血酸, 样品处理简单, 结果准确度高, 
重现性好, 且操作简单快速, 可应用于强化食品中
抗坏血酸和异抗坏血酸含量的测定, 为抗坏血酸和
异抗坏血酸的检测提供参考。 
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