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超高效液相色谱法快速测定复合维生素产品中的
10种水溶性维生素 

郭建博, 宋  莉, 牟  霄, 吕  卓, 马元彬, 戴  涌, 朱小红*, 朱建荣 

(陕西省食品药品检验所, 西安  710065) 

摘  要: 目的   建立一种快速测定复合维生素产品中多种水溶性维生素的超高液相色谱的检测方法。方法 

样品经 10%甲醇溶液超声提取, 滤液经 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18色谱柱分离, 0.025 mol/L磷酸二氢钾

缓冲液-乙腈梯度洗脱, 采用二极管阵列检测器在 245 nm下检测 VB1和 VC, 其余 8种维生素在 210 nm下检

测。结果  本方法能够在 10 min内完成 10种水溶性维生素的测定。10种水溶性维生素在该方法下线性关系

良好(r>0.999), 精密度 RSD值小于 2%, 加标回收率良好。结论  该方法快速、准确、灵敏, 能够适用于复合

维生素产品中水溶性维生素的测定。 
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Simultaneous determination of 10 kinds of water-soluble vitamins in 
multivitamin products by ultra performance liquid chromatography 

GUO Jian-Bo, SONG Li, MOU Xiao, LV Zhuo, MA Yuan-Bin, DAI Yong, 
ZHU Xiao-Hong*, ZHU Jian-Rong 

(Shaanxi Institute for Food and Drug Control, Xi’an 710065, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of water-soluble vitamins in 

multivitamin products by ultra performance liquid chromatography (UPLC). Methods  Samples were extracted with 

10% methanol solution, then filtered solution was separated by the Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 column, and 

gradient eluted by the phosphate buffer solution and acetonitrile. The analytes were detected at 245 nm (for VB1 and 

VC) and 210 nm (for others) by diode array detector. Results  Ten water-soluble vitamins in multivitamin products 

could simultaneously detected in ten minutes. Ten water-soluble vitamins had good linear relationships with r>0.999 

and precisions less than 2%, and the recoveries revealed good. Conclusion  The established method is rapid, 

accurate and sensitive, which is suitable for determination of water-soluble vitamins in multivitamin products. 
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1  引  言 

维生素是维持人体正常生理功能所必需的营养元素
[1], 在调节人体物质代谢和维持正常生理功能等方面发挥

着极其重要的作用[2,3], 被广泛用于临床治疗、辅助治疗及

日常营养、保健。水溶性维生素包括维生素 C和 B族维生

素(VB1、VB2、VB4、VB5、VB12、烟酸、吡哆醇、叶酸、

烟酰胺等)。 

随着人们对生活品质要求的提高, 多元复合维生素

制剂及高档营养品的出现, 同时测定食物中、保健食品中

或药物中水溶性维生素的含量引起了人们的广泛关注[4,5]。

目前, 有关水溶性维生素的检测方法已经有很多, 例如在

我国食品卫生检验方法中 VB1 采用荧光法
[6], 烟酸采用微

生物法[7]; 在我国药典(2015年版)[8]中 VB1、VB6、烟酰胺

采用滴定法。但是这些方法基本都是用于对单一维生素成

分的测定。对于同时测定多种维生素含量的方法, 大多采

用高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 

HPLC)。如张高旗等 [9]对混合饲料中多种水溶性维生素

(VB1、VB2、VB6、VB12、烟酸、烟酰胺)进行了测定, 高

旭等[10]研究了同时测定食品中 8种水溶性维生素的高效液

相色谱法, 采用梯度洗脱实现了 8 种水溶性维生素的快速

分离。但采用普通高效液相色谱-紫外检测器的检测方法不

仅检测时间长并且存在不能定性的问题。夏静等[11]和梁瑞

超等[12]采用高效液相色谱-串联质谱法对食品中的维生素

进行定性、定量测定, 获得良好的结果, 但质谱检测器成

本昂贵, 不适于方法的推广。据文献报道[13-15], 采用高效

液相色谱-二极管阵列检测器可以对食品中多种成分(营养

元素、非法添加)进行定性和定量检测。 

本研究采用超高效液相色谱-二极管阵列检测器(ultra 

performance liquid chromatography-diode array detector, 
UPLC-DAD), 以合适的梯度洗脱条件来实现多元复合制

剂中水溶性维生素的同时分离测定, 以期在缩短检测时间

的同时对待测物进行定性、定量分析。 

2  材料及方法 

2.1  试剂与仪器 

维生素 C(VC, 纯度: 100%), 维生素 B12(VB12, 纯度: 

90.2%), 烟酸(纯度: 99.0%), 烟酰胺(纯度: 99.9%), 维生素

B1(VB1, 纯度: 100%), 维生素 B2(VB2, 纯度: 98.7%), 泛酸

钙(VB5, 纯度: 100%), 叶酸(纯度: 91.1%), 吡哆醇(VB6, 

纯度 99.9%), 腺嘌呤(VB4, 纯度 99.0%), 均购自中国药品

生物制品检定所。 

磷酸(色谱纯, 美国 Tedia公司); 磷酸二氢钾、氢氧化

钾、碳酸氢钠(均为分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 

XXX维他命水(标示成分: VB6、VC、烟酰胺), XXX维他

命功能饮料(标示成分: 烟酰胺、VB6), XXX牌 B族维生素

片(标示成分: VB1、VB2、VB6、叶酸), XXX维生素片(中

老年型)(标示成分: VB1、VB2、VB6、VC、叶酸), XXX维

生素片(儿童及青少年型)(标示成分: VB1、VB2、VB6、VC), 

XXX牌复合维生素咀嚼片(标示成分: VC、VB1、VB2、VB6、

叶酸), 样品收集于西安市场。 

Agilent 1290 Infinity LC 超高效液相色谱仪 (配有

DAD检测器, 美国 Agilent公司); BT 25S电子分析天平、

PB 10酸度计(德国 Sartorius公司); Ultrasonic Generator超

声波发生器 (韩国 SK 公司); Millipore®超纯水机 (英国

Synergy公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  仪器条件 

色谱柱 : Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18(12.1 

mm×100 mm, 1.8 µm); 流动相: 水相: 0.025 mol/L磷酸二

氢钾缓冲液; 有机相: 乙腈; 进样量: 2.0 µL; 流速: 0.3 

mL/min; 柱温: 35 ℃; 检测器: 二极管阵列检测器; 检测

波长: 245 nm和 210 nm, 同时全波长扫描。梯度洗脱条件

见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution conditions 

时间(min) 0.025 mol/L磷酸二氢钾缓冲液(%) 乙腈(%)

0.00 100 0 

2.00 95 5 

6.00 60 40 

7.00 50 50 

 
2.2.2  对照品溶液的配制 

取 VC、VB1、腺嘌呤、VB12、烟酸、VB6、烟酰胺、

泛酸钙对照品各约 10 mg, 精密称定后, 分别置于 10 mL

容量瓶中, 加 10%甲醇溶液适量, 超声溶解后, 稀释并定

容至刻度, 制成 VC、VB1、腺嘌呤、VB12、烟酸、VB6、

烟酰胺、泛酸钙的储备液, 4 ℃冷藏保存。 

取 VB2和叶酸对照品各约 10 mg, 分别置于 10 mL容

量瓶中, VB2用 5 mmol/L氢氧化钾溶液溶解并定容至刻度, 

制成 VB2对照品储备液。叶酸用 20 mmol/L碳酸氢钠溶液

溶解并定容至刻度, 制成叶酸对照品储备液, 4 ℃冷藏保

存。检测前分别移取各对照品储备液, 配制成不同浓度的

水溶性维生素混合标准使用溶液(各维生素混合标准使用

溶液浓度范围见 3.2.1)。 

2.2.3 样品测试溶液的制备 

液体样品: 取液体样品适量, 经适当稀释后(稀释溶

剂 10%甲醇溶液), 样品溶液过 0.2 μm 滤膜, 弃去初滤液, 

续滤液进样测定。 

固体样品 : 将维生素片去除包衣 , 置于研钵中 , 研

磨、混合均匀。取样品粉末适量, 精密称定后置于容量瓶
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中, 加 10%甲醇溶液适量, 超声提取 15 min, 稀释并定容

至刻度, 振摇混匀, 制成样品溶液。将样品溶液倒入离心

管中, 10000 r/min离心 10 min。上清液过 0.22 μm滤膜, 取

续滤液进样测定。配置好的样品溶液避光 4 ℃冷藏保存。 

3  结果与讨论 

3.1  色谱条件的优化 

3.1.1  检测波长的选择 

对 10种水溶性维生素单标进样, 采集各个水溶性维

生素对照品的紫外扫描图 , 确定色谱条件 , 筛选出试验

中的检测波长。对比色谱图, 得出水溶性维生素最大吸收

波长, 如表 2 所示。实验选择了 210、245、260、280 和

360 nm 5 个波长对样品色谱进行筛选监测, 典型色谱图

见图 1。 
 

表 2  检测波长 
Table 2  Detection wavelengths 

水溶性维生素 最大吸收波长(nm) 检测波长(nm)

VB1 248、254 245 

VB2 254、268、270 260 

腺嘌呤 260 260 

烟酰胺 254 260 

烟酸 254 260 

泛酸 197、210、220 210 

吡哆醇(VB6) 210、280 280 

叶酸 254、258、290、345、350 280 

VC 225、245、254、260、265 245 

VB12 254 360 

 
通过对比上述 5 个色谱图, 结果显示 210 nm 波长下

能满足此次水溶性维生素的快速测定, 但是 VB1和 VC 2

个峰不尖锐, 且出峰时间比较接近, 互相有影响。为了更

好分离VB1和VC, 选择 245 nm波长下检测VB1和VC, 结

果表明 VB1和 VC 在 245 nm 处有最大吸收且分离较好。

因此, 选择 245 nm测定VB1和VC, 其余 8种维生素在 210 

nm下检测, 色谱图如图 2所示。 

3.1.2 流动相水相 pH 的选择 

流动相的极性对维生素的分离有很大影响, 文献一

般常选择离子对试剂或缓冲盐溶液做流动相来分离水溶性

维生素。但是, 由于离子对试剂价格比较昂贵, 且对色谱

柱及泵损害较大, 不适合常规分析[12]。实验选择 0.025 mol/L

磷酸盐缓冲液, 用磷酸调节 pH值, 考虑到 pH过小对色谱柱

损害较大, 而 pH值大于 4.0时 VC、VB1和吡哆醇不稳定。

考察了 pH 2.6和 pH 3.6 2种条件下对维生素分离效果的影

响。结果表明, pH 2.6体系下 VB1和 VC两峰不能完全分离, 

pH 3.6 体系下能够实现较好地将多种水溶性维生素实现快

速分离, 因此确定流动相水相 pH值为 3.6。 

 

 
 

图 1  5个波长下所测得的色谱图 

Fig. 1  Chromatograms under 5 detection wavelengths 
(1-VC; 2-VB1; 3-烟酸; 4-吡哆醇; 5-烟酰胺; 6-腺嘌呤; 7-泛酸; 8-叶

酸; 9-VB12; 10-VB2) 

 

 
 

图 2  水溶性维生素典型色谱图 

Fig. 2  The typical chromatogram of water-soluble vitamins 
(1-VC; 2-VB1; 3-烟酸; 4-吡哆醇; 5-烟酰胺; 6-腺嘌呤; 7-泛酸; 8-叶

酸; 9-VB12; 10-VB2) 
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3.2  方法学验证 

3.2.1  线性关系 

各取维生素储备液置于棕色容量瓶, 用 10%甲醇溶液

定容, 混均后制成混合标准溶液。再取混合标准溶液配成系

列浓度混合标准溶液进行分析, 以峰面积对浓度作图, 在浓

度范围内, 各维生素线性关系良好, 符合检测要求(表 3)。 

3.2.2  方法的回收率实验 

以康宝莱 B族维生素片为例来考察该方法回收率。取

康宝莱 B族维生素片研磨, 精密称定 0.100 g, 吸取不同体

积的混合标准溶液, 使得对照品添加量为样品实际测定含

量一半的 50%、100%、150%, 按实验方法进行加样回收率

实验。回收率结果如下表 4, 结果表明回收率良好, 满足检

测要求。 

3.2.3  精密度 

取混合标准溶液按实验方法重复测定 6次, 计算精密

度, 结果如表 5。结果表明, 在该测定方法下, 精密度良好, 

满足含量测定要求。 

表 3  各水溶性维生素的线性范围、线性方程和相关系数 
Table 3  The linear ranges, linear equations and correlation 

coefficients of water-soluble vitamins 

 浓度范围(μg/mL) 线性方程 r 

VC 0.6688~21.40 A=14.579C-2.3324 0.9999

VB1 0.6350~20.30 A=13.703C+1.5171 0.9999

烟酸 0.6725~21.52 A=18.241C-2.5854 0.9999

吡哆醇 0.6325~20.24 A=21.634C+10.185 0.9999

腺嘌呤 0.6656~21.30 A=23.981C+0.7421 0.9999

泛酸 3.175~100.6 A=27.956C+1.8093 0.9999

烟酰胺 0.6812~21.80 A=2.2316C+0.5108 0.9999

叶酸 0.6044~19.34 A=18.353C+3.323 0.9999

VB12 0.5738~18.36 A=21.208C+1.5498 0.9999

VB2 0.6544~20.94 A=4.4598C+0.4137 0.9999

 

表 4  回收率结果(n=5) 
Table 4  Results of recoveries (n=5) 

维生素 实测含量(μg) 加入量(μg) 测得量(μg) 回收率(%) 平均回收率  (%) RSD(%) 

VB1 13.5 

3.375 9.98±0.16 95.70 

96.47 

 

6.75 13.22±1.13 95.85 1.20 

13.5 19.96±1.10 97.85  

VB2 13.5 

3.375 10.20±0.84 102.2 

99.92 

 

6.75 13.40±0.27 98.52 1.99 

13.5 20.12±1.03 99.04  

吡哆醇 10.6 

2.65 5.24±0.06 97.74 

97.30 

 

5.3 7.80±1.09 97.17 0.40 

10.6 12.93±0.53 96.98  

VC 950 

237.5 469±2.17 97.47 

98.23 

0.77 

475 704±8.44 98.21  

950 1178±10.32 99.00  

 
表 5  精密度实验结果(n=5) 

Table 5  Precision experiment results (n=5) 

维生素 
测得浓度(μg/mL) 

RSD(%) 
1 2 3 4 5 6 

VC 5.530 5.506 5.606 5.503 5.499 5.492 0.77 

VB1 5.313 5.277 5.266 5.243 5.224 5.205 0.74 

烟酸 5.400 5.354 5.342 5.323 5.312 5.301 0.67 

吡哆醇 5.095 5.024 5.005 4.982 4.964 4.974 0.96 

腺嘌呤 5.479 5.424 5.395 5.360 5.336 5.312 1.14 

泛酸 25.94 25.72 25.64 25.49 25.38 25.25 0.97 

烟酰胺 5.528 5.488 5.467 5.443 5.424 5.415 0.78 

叶酸 3.699 3.759 3.730 3.682 3.749 3.640 1.21 

VB12 4.598 4.549 4.512 4.476 4.463 4.447 1.28 

VB2 5.382 5.331 5.296 5.267 5.249 5.221 1.11 
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3.2.4  检测限和定量限 

取最低浓度混合标准溶液稀释进样, 测定 10 种水溶

性维生素的检测限(S/N=3)和定量限(S/N=10), 结果见表 6。 

3.3  市售样品测定 

对 6 种市售样品中水溶性维生素进行检测, 表 7 为 6

种市售样品的测定结果。由表 7 可以看出, 采用建立的方

法所得测定值与采用标准方法所得测定值没有明显差异。

表明建立的方法能够满足实际样品的测定。在测定 XXX

牌复合维生素咀嚼片时, 检测到该产品中存在腺嘌呤, 其

含量为 16.61 μg/g, 说明该生产企业在生产过程中可能引

入了杂质。 

4  结  论 

本研究采用超高效液相色谱法, 以 0.025 mol/L 磷酸

二氢钾缓冲液-乙腈为流动进行相梯度洗脱, 二极管阵列 

表 6  检测限和定量限 
Table 6  Limits of detection (LODs) and limits of quantitation 

(LOQs) 

 检测限(ng) 定量限(ng) 

VC 1.40 5.60 

VB1 0.05 0.20 

烟酸 0.05 0.20 

吡哆醇 0.02 0.08 

腺嘌呤 0.03 0.12 

泛酸 0.21 0.84 

烟酰胺 0.15 0.60 

叶酸 0.03 0.12 

VB12 0.07 0.28 

VB2 0.02 0.08 

 

表 7  样品含量测定结果 
Table 7  Results of content determination in samples 

样品 水溶性维生素 标示含量(商标标示) 建立方法测得值 按标准方法测定值* 方法间偏差(%)

XXX维他命水 

VB6(mg/500 mL) 0.56 0.498 0.512 -2.7 

VC(mg/500 mL) 100.0 282.56 281.37 0.4 

烟酸(烟酰胺)(mg/500 mL) 5.26 9.11 8.76 4.0 

XXX维他命功能饮料 
烟酰胺(mg/250 mL) 10 10.22 10.07 1.5 

VB6(mg/250 mL) 1 0.83 0.90 -7.8 

XXXB族维生素片 

VB1(mg/片) 1.0 0.303 0.312 -2.9 

VB2(mg/片) 1.1 0.265 0.301 -12.0 

VB6(mg/片) 1.1 0.213 0.224 -4.9 

叶酸(µg/片) 30 38.8 35.4 9.6 

XXX维生素片(中老年型) 

VB1(mg/片) 0.5 0.822 0.817 0.6 

VB2(mg/片) 0.5 0.985 1.003 -1.8 

VB6(mg/片) 0.5 0.467 0.501 -6.8 

VC(mg/片) 50 108.2 110.4 -2.0 

叶酸(µg/片) 75 97.4 99.3 -1.9 

XXX维生素片(儿童及青少年型) 

VB1(mg/片) 0.135 0.129 0.134 -3.7 

VB2(mg/片) 0.135 0.118 0.121 -2.5 

VB6(mg/片) 0.105 0.059 0.061 -3.3 

VC(mg/片) 9.5 15.28 15.39 -0.7 

XXX牌复合维生素咀嚼片 

VC(mg/片) 5.76 8.81 9.01 -2.2 

VB1(mg/片) 0.15 0.138 0.140 -1.4 

VB2(mg/片) 0.15 0.175 0.182 -3.8 

VB6(mg/片) 0.085 0.089 0.088 1.1 

叶酸(mg/片) 0.025 0.042 0.050 -16.0 

*采用该产品企标明示检验方法测定 

方法间偏差=(建立方法测定值-标准方法测定值)*100%/标准方法测定值 
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检测器检测, 能够在 10 min 内完成复合维生素产品中 10

种水溶性维生素的同时分离测定。样品制备过程简便, 易

行, 有利于提高检测效率和减少样品制备过程中引入的误

差。本实验探索出的水溶性维生素快速分析方法, 有利于

对食品、保健品和药品生产过程进行质量控制。 
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