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高效液相色谱法测定婴幼儿配方米粉和乳粉中 
烟酸和烟酰胺含量 

胡玉霞 1, 汪立明 1, 王  静 1, 徐琴瑶 1, 章柳柱 1, 郝云彬 2* 

(1. 临安市产品质量监测中心, 临安  311300; 2. 江南大学食品学院, 无锡  214122) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定婴幼儿配方米粉和乳粉中烟酸和烟酰胺的提取分析方法。方法  婴幼

儿配方米粉和乳粉以 10%甲醇+0.1%磷酸水溶液为提取液, 超声提取, 离心去除杂质, 取上清液并用微孔滤膜

(0.2 μm)过滤, 以十二烷基硫酸钠(SDS)缓冲液-乙腈(74:26, V:V)为流动相, 利用高效液相色谱分析, 外标法定

量。结果  该方法经过验证在 0.20~30 mg/L质量浓度范围内, 线性关系良好, 烟酸、烟酰胺相关系数大于 0.999, 

回收率在 99.07%~110.33%之间, RSD 小于 5%。结论  与现行标准方法相比, 本方法前处理方法简单、基质干

扰小, 测定结果准确度高、重现性好, 尤其对米粉中烟酸及烟酰胺的提取效率更高, 可用于婴幼儿配方米粉和

乳粉中烟酸及烟酰胺含量测定的快速、批量分析。 
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Determination of nicotinic acid and nicotinamide in infant formula milk 
powder and rice powder by high performance liquid chromatography 

HU Yu-Xia1, WANG Li-Ming1, WANG Jing1, XU Qin-Yao1, ZHANG Liu-Zhu1, HAO Yun-Bin2* 

(1. Lin’an Products Quality Inspection Center, Lin’an 311300, China; 2. School of Food Science and Technology, 
Jiangnan University, Wuxi 214122, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of nicotinic acid and nicotinamide in infant 

formula rice powder and milk powder by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods Nicotinic 

acid and nicotinamide in infant formula powder and milk powder were extracted by 10% methanol and 0.1% 

phosphoric acid solution. After ultrasonic extraction, the samples were centrifuged to remove impurity. Then the 

extraction was filtered by syringe filter (0.2 μm), measured by HPLC with sodium dodecyl sulfate (SDS) buffer 

acetonitrile (74:26, V:V) as mobile phase and external standard method was used for quantification. Results  The 

method showed a good linearity ranged from 0.20 to 30 mg/L of nicotinic acid and nicotinamide concentration 

with correlation coefficients above 0.999. The recovery was 99.07%~110.33% and RSD was less than 5%. 

Conclusion  Compared with the current standard method, this method is simple, and has low matrix interference, 

high accuracy, reproducibility, and high extraction efficiency, which is suitable for the rapid and batch 

determination of nicotinic acid and nicotinamide in infant formula rice powder and milk powder. 

KEY WORDS: nicotinic acid; nicotinamide; high performance liquid chromatography; rice powder; milk 

powder 
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1  引  言 

烟酸和烟酰胺统称为维生素 B3, 是人体必需的

维生素之一, 在人体生长、代谢、发育过程中发挥着

重要的作用 [1-3]。烟酸和烟酰胺有同样的生理功能, 

烟酸在人体内转化为烟酰胺, 烟酰胺是辅酶Ⅰ和辅

酶Ⅱ的组成部分, 而辅酶Ⅰ、辅酶Ⅱ是许多脱氢酶的

辅酶, 在体内氧化还原反应中起着传递氢的作用, 它

与糖酵解, 脂肪代谢, 丙酮酸代谢, 高能磷酸键的生

成有密切关系, 并在维持皮肤和消化器官正常功能

中起着重要作用[4-9]。烟酸和烟酰胺是婴幼儿配方米

粉和乳粉中重要的营养成分, 它与蛋白质的代谢及

儿童智力发育关系密切, 对婴幼儿成长发育起着重

要重用[10-12]。GB 10765-2010《食品安全国家标准 婴

儿配方食品》规定烟酸(烟酰胺)在婴儿配方食品中的

限量为 70~360 g/100 kJ, GB10767-2010《食品安全国

家标准 较大婴儿和幼儿配方食品》规定烟酸(烟酰胺)

在较大婴儿和幼儿配方食品中的含量最小值为 110 

g/100 kJ [13,14]。因此, 在婴幼儿配方米粉和乳粉中, 

生产商会添加烟酸、烟酰胺等多种维生素以满足婴幼

儿营养需要[15]。为确保婴幼儿配方米粉和乳粉中添

加的维生素符合产品标准要求, 保障消费者利益,有

必要研究建立快速、高效、准确的配方米粉和乳粉中

烟酸和烟酰胺含量检测方法。 

目前, 食品中烟酸和烟酰胺的检测方法主要包

括超临界流体色谱法[16]、离子色谱法[17]、液相色谱

法[18]、高效液相色谱法[19-21]、液相色谱串联质谱法[22, 

23]和微生物法[24,25]等。液相色谱法由于具有灵敏度

高、定量准确等优点, 成为近年来应用较为广泛的检

测方法[26], 我国国家标准 GB 5413.15 采用高效液相

色谱法作为检测婴幼儿食品和乳品中烟酸和烟酰胺

的第一测定方法。但是在实际应用检测中发现, 现有

国标检测方法的样品前处理采用 2 次调 pH, 耗时, 

不利于大批量样品的检测, 且保留时间易偏离、峰形

较差, 影响定量的准确性。尽管有研究者开发了固相

萃取的样品前处理方法配合液相色谱分析以提升样

品前处理效率, 但检测成本的提升制约了食品检验

的大范围覆盖[27]。因此, 为简化样品前处理过程、提

高样品前处理效率、确保检测结果准确可靠, 满足现

行婴幼儿配方奶粉及米粉中烟酸和烟酰胺的批量检

测要求, 本研究采用高效液相色谱法, 通过对影响提

取效率的主要因素进行研究, 建立一种适用于配方

米粉和乳粉中烟酸、烟酰胺的检测方法, 进一步完善

国家标准关于配方米粉和乳粉中烟酸、烟酰胺的检测

方法。 

2  材料与方法  

2.1  仪器与试剂 

LC-20AD 液 相 色 谱仪 (配 有四元 低 压 泵

LC-20AD, 自动进样器 SIL-20A, 柱温箱 CTO-20A, 

二极管阵列检测器 SPD-M20A, 日本岛津公司 ); 

DS-5510DTH超声提取仪(40 KHZ, 上海珂准仪器有

限公司); DK-S24 电热恒温水浴锅 (上海森信实验仪

器有限公司); Milli-Q超纯水仪(美国 Millipore公司); 

Sartorius PB-10酸度计(赛多利斯科学仪器(北京)有限

公司)。 

乙腈、甲醇(均为色谱纯, 美国天地公司); 磷酸、

乙醇、丙酮(均为分析纯, 杭州华东医药公司); 淀粉

酶(杭州华东医药公司); 婴幼儿配方米粉、配方奶粉

购于市场(杭州世纪联华超市)；标准品: 烟酸、烟酰

胺(上海安谱公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 

称取 1.5~2 g(精确到 0.0001g)样品于 50 mL容量

瓶中, 米粉样品需加入 2 g/100 mL的淀粉酶 5.0 mL, 

60 ℃水浴酶解 1 h待用。奶粉样品无需酶解。加入提

取液(10%甲醇+0.1%磷酸水溶液)25 mL, 超声提取 

10 min, 提取液定容, 摇匀, 12000 r/min离心 5 min, 

0.22 μm有机膜过滤后, HPLC分析。 

2.2.2  色谱条件 

色谱柱 GL WondasilTM C18(250mm×4.6 mm, 5 

μm),柱温 35 ℃, 流动相为十二烷基硫酸钠磷酸缓冲

液 : 乙腈(74:26, V:V), 流速 1.0 mL/min,检测波长: 

261 nm, 进样量: 20 μL。 

3  结果与讨论 

3.1  样品称样量的影响 

本方法流动相采用十二烷基硫酸钠磷酸缓冲液

与乙腈等度洗脱的方式, 在分析中发现样品中烟酰胺

的峰形易受到称样量的影响。依照 2.2.1中的处理提取

稀释样品, 样品定容量都是50 mL时, 取样量增至3 g, 

形成劈叉峰, 甚至成为 2 个色谱峰, 且保留时间与标

样相比偏离 20%左右, 当待测样品中烟酰胺含量较高
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时, 其结构式中-NH2 在色谱柱中拖展, 形成分叉峰; 

取样量 1.5~2 g, 检测时可产生对称的色谱峰, 保留时

间偏离 2%以内, 有利于提高定量的准确性。 

3.2  提取试剂的影响 

烟酸和烟酰胺均为水溶性维生素, 在提取液中

加入一定比例的有机溶剂, 有利于样品中蛋白质的

沉淀。本实验选择了乙腈、乙醇、甲醇及丙酮进行了

提取效率的比较, 均采用体积比 10%、磷酸含量 0.1%

的水溶液作为提取液, 按照 2.2.1 进行处理, 并与现

有国家标准 GB 5413.15-2010进行了比较。结果如图

1 所示, 不同提取溶剂对奶粉中烟酰胺的含量测定结

果无显著差别, 并与标准提取方法结果吻合。但对米

粉测定时发现, 添加不同有机溶剂时测得的含量均

高于标准方法, 且甲醇的提取效果最佳。一方面本方

法称样量小有利于烟酰胺充分提取, 另外该方法可

能更利于米粉中天然烟酰胺的提取。 

选择甲醇比例为 0~60%, 考察不同甲醇比例对

样品中烟酸及烟酰胺提取效率的影响。结果发现, 提

取液中不加甲醇时, 奶粉及米粉中烟酸及烟酰胺的

提取率 85%以上, 但蛋白质沉淀效果差, 离心后仍为

乳浊液。甲醇比例为 10%时, 可实现蛋白质沉淀及烟

酰胺的充分提取。甲醇比例大于 40%时, 由于提取液

极性强, 烟酰胺的提取受到抑制, 提取率有所降低。 

3.3  磷酸比例的影响 

本实验采用磷酸酸解蛋白, 选择 0~1%的磷酸比

例, 考察了不同磷酸含量对样品中烟酸及烟酰胺提

取效率的影响。由于奶粉及米粉样品中的部分烟酰胺

被蛋白质包埋, 采用 10%甲醇水溶液烟酰胺的提取

率为 90%, 当磷酸比例为 0.1%时奶粉及米粉中的蛋

白质可完全酸解释放出包埋的烟酰胺。随着磷酸比例

的增加, 蛋白质的沉淀效果没有明显改善。 

3.4  方法学评价 

将烟酸及烟酰胺配制成系列标准混合液, 对方

法的线性范围、检出限、精密度和回收率等指标进行

评价, 并在奶粉样品中添加 3组不同浓度水平的烟酸

和烟酰胺混合标准工作液, 按实验方法进行样品处

理和测定, 考察其回收率, 对加标样重复测定 6 次, 

考察方法的精密度, 结果如表 1所示。图 2~4分别为

标准样品、奶粉样品及米粉样品的色谱图。 

 

 
 

 
图 1  不同的溶剂对奶粉和米粉提取率对比图(n=3) 

Fig. 1  Comparison of different solvents on extraction rate of milk powder and rice powder (n=3) 
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表 1  烟酸和烟酰胺的线性范围, 线性方程, 相关系数, 回收率, 定量限(n=6) 
Table 1  The linear range, linear equation, correlation coefficient, recovery rate, 

 and limit of quantitation of nicotinic acid and nicotinamide. (n=6) 

烟酸 

线性范围(mg/L) 线性方程 相关系数 r2 定量限( mg/kg) 

0.20~30 Y=31240.8X+9770.9 0.9995 0.40 

样品本底(mg/100 g) 加标浓度( mg/100 g) 回收率/% RSD/% 

ND 

3.00 107.10 2.6 

9.00 

15.00 

110.33 

101.25 

3.7 

4.4 

烟酰胺 

线性范围(mg/L) 线性方程 相关系数 r2 定量限(mg/kg) 

0.20~30 Y=31441.1X+7264.5 0.9998 0.40 

样品本底(mg/100 g) 加标浓度(mg/100 g) 回收率/% RSD/% 

5.20 
5.00 104.52 3.6 

15.00 99.07 4.2 

  25.00 103.22 4.0 

备注: ND表示未检出 

 

 
 

图 2 标准品的色谱图 

Fig.2  Chromatogram of standard samples 
 

 

3.5  实际样品的检测 

分别采用本方法与标准方法对 6批米粉样品和 6

批奶粉样品进行检测, 并与标签标识进行比较。如表

2 所示。采用本方法提取奶粉中的烟酸和烟酰胺时, 

奶粉样品中的烟酸或烟酰胺含量相对于标签标识偏

差 1.3%~60.6%之间; 采用标准方法提取时, 奶粉样

品中的烟酸或烟酰胺含量相对于标签标识偏差在

0%~53.6%之间。采用本方法检测米粉样品时, 米粉

样品中的烟酸或烟酰胺含量相对于标签标识偏差

25.8%~62.7%之间; 采用标准方法提取时, 米粉样品

中的烟酸或烟酰胺含量相对于标签标识偏差在

-14.3%~30.7%之间。由于大米中本身就含有一定量的

烟酸和烟酰胺 [10,11], 标签标识所示含量仅是人为添

加的烟酸或烟酰胺含量, 没考虑大米本身含有量, 故

用自提方法测定的米粉中的烟酸或烟酰胺含量明显

高于标准方法是合理的, 更接近真实值。 
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图 3  奶粉样品的色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of milk powder samples 
 

 
 

图 4  米粉样品的色谱图 

Fig. 4  Chromatogram of rice flour samples 
 

表 2  实际样品检测结果(n=6) 
Table 2  Detection results of real samples  (n=6) 

样品 
烟酸和烟酰胺含量 mg/100 g 

标签标识 本方法 标准方法 

米粉 

1 3.00±0.12 4.78±0.14 2.57±0.09 

2 3.00±0.09 3.88±0.22 2.59±0.14 

3 4.00±0.11 4.88±0.09 4.39±0.10 

4 3.00±0.08 3.89±0.11 3.33±0.11 

5 4.00±0.05 5.03±0.12 4.14±0.20 

6 3.00±0.10 4.88±0.11 3.92±0.15 
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续表 2 

样品 
烟酸和烟酰胺含量 mg/100 g 

标签标识 本方法 标准方法 

奶粉 

1 4.00±0.10 5.20±0.13 5.11±0.10 

2 3.60±0.15 3.85±0.08 3.77±0.14 

3 3.30±0.11 5.30±0.11 5.07±0.22 

4 3.60±0.17 4.48±0.22 4.33±0.22 

5 3.80±0.09 4.43±0.30 4.40±0.09 

6 4.69±0.09 4.81±0.08 4.75±0.14 

备注: 米粉 1~6, 奶粉 4、6标签标注均为烟酸, 表 2测得值均为烟酰胺含量, 烟酸均未检出 
 
 

4  结  论 

通过自提方法检测米粉及奶粉中的烟酸、烟酰胺, 

对样品称样量, 流动相, 提取试剂、比例, 超声时间

等 进 行 了 优 化 , 并 与 现 有 的 国 家 标 准 GB 

5413.15-2010的检测结果进行比较。本试验建立的测

定米粉及奶粉中烟酸、烟酰胺的检测方法具有前处理

提取过程更简单, 使用的流动相柱压低, 对色谱柱损

害小的优点。该方法经过验证在 0.20~30 mg/L 质量

浓度范围内, 线性关系良好, 烟酸、烟酰胺相关系数

分别为 0.9995和 0.9998, 低、中、高 3个质量浓度的

加标回收率在 99.07%~110.33%之间, RSD 小于 5%, 

满足方法学要求, 适用于奶粉和米粉中烟酸、烟酰胺

含量的测定。 
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