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高效液相色谱法同时测定维生素 D3和 

维生素 K2的含量 

刘光兰*, 郑  良, 吴  银, 陈宏壁 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法同时测定维生素 D3 和维生素 K2 的含量的分析方法。方法  以 95%甲醇

水:异丙醇=(98:2, V:V)为流动相, 梯度洗脱, 样品经 C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)分离, 并于 264 nm 波长

检测。结果  维生素 D3 在浓度 0.1282~1.2818 μg/mL 之间呈现良好的线性关系, r2=0.9999, 平均回收率为

95.7%~100.7%, 相对标准偏差为 1.7%; 维生素 K2 在浓度 0.51397~5.1397 μg/mL 之间呈现良好的线性关系, 

r=0.9999, 平均回收率在 97.3%~100.7%之间, 相对标准偏差为 1.3%。结论  该方法操作简便、准确、重现性好, 

能同时测定维生素 D3 和维生素 K2 含量, 可在实验室推广。 
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Simultaneous determination of the content of vitamin D3 and vitamin K2 by 
high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of vitamin D3 and vitamin K2 by 

high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  Using 95% methanol water: isopropanol (98:2, V:V) as 

mobile phase, gradient elution was performed. The sample was separated by C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) 

and detected at 264 nm wavelength. Results  Vitamin D3 had a good linear relationship in range of 0.1282-1.2818 

μg/mL (r=0.9999), the average recovery were 95.7%-100.7%, with the RSD of 1.7%. Vitamin K2 had a good linear 

relationship in range of 0.51397-5.1397 μg/mL (r2=0.9999), the average recovery were 97.3%-100.7%, with the RSD 

of 1.3%. Conclusion  This method is simple, accurate, and has a good reproducibility, which can be used for the 

simultaneous determination of vitamin D3 and vitamin K2 in health foods, and can be popularized in the laboratories. 
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1  引  言 

维生素 D3(胆钙化醇)是一种脂溶性维生素, 不溶于水, 

只能溶解在脂肪或脂肪溶剂中, 在中性及碱性溶液中能耐

高温和氧化, 主要是由人体自身合成的, 人体的皮肤含有

一种胆固醇, 经阳光照射后, 就变成了维生素 D3, 常用的

检测方法为高效液相色谱法[1-4]。维生素 K2
[5-12]是一种脂溶

性维生素, 具有叶绿醌生物活性的萘醌基团的衍生物, 是

人体中不可缺少的重要维生素之一, 常用的检测方法为高

效液相色谱法[13-16]。这 2 种成分各有单一的检测方法, 但

方法操作步骤繁琐、耗时、试剂消耗大, 前处理周期长, 易

造成各成分氧化, 导致结果重现性差。在以往的研究中, 
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对其中一个成分研究的相关文献较多, 但能同时检测维生

素 D3 和维生素 K2 含量或者分离的研究不多。高效液相色

谱法因其简便、成本低被广泛应用。本研究采用高效液相

色谱法同时检测钙维生素 D 维生素 K 软胶囊中维生素 D3

和维生素 K2 含量, 并优化其检测条件, 达到简便、快速、

精确、安全、稳定、重复性好的检测效果, 为这 2 种物质

的分离与研究提供一些依据, 同时在临床研究上也有重要

意义。   

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

15C 高效液相色谱仪(配紫外检测器, 日本岛津公司); 

EQ-500 超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); C18色谱

柱(250 mm×4.6 mm, 5.0 μm, 美国 Agilent 公司)。 

维生素D3(批号: 100656; 含量: 99.9%, 德国DR公司); 

维生素K2(批号: R059X0; 含量: 99.8%, 美国USP公司; 异

丙醇、甲醇、正己烷(色谱纯, 德国 CNW 公司); 无水乙醇、

乙酸乙酯(分析纯, 广州化学试剂公司); 钙维生素 D 维生

素 K 软胶囊(汤臣倍健股份有限公司)。 

2.2  仪器条件 

色谱柱: C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5.0 μm); 流动相: 

以 95% 甲醇水 : 异丙醇 =(98:2, V:V), 梯度洗脱 ; 流速 :      

1.0 mL/min; 进样量: 20 μL; 检测器: 紫外检测器 264 nm; 运

行时间: 53 min。梯度洗脱表见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱表 

Table 1  Gradient elution  

时间/min 95%甲醇-水溶液/% 异丙醇/% 

0.01~20.00 98 2 

20.01~38.00 50 50 

38.01~42.00 0 100 

42.01~45.00 50 50 

45.01~53.00 98 2 

 
2.3  测定方法 

2.3.1  标准系列溶液的配制 

(1) 标准储备液的配制 

维生素 D3: 精密称取维生素 D3 标准品 3.5 mg, 置于

250 mL 的棕色容量瓶中, 加入适量无水乙醇, 超声 3 min, 

取出放至室温定容至刻度, 摇匀冷却至室温备用。  

维生素 K2: 精密称维生素 K2 标准品 10 mg, 置于  

100 mL 的棕色容量瓶中, 加入适量乙酸乙酯, 超声 3 min, 

取出放至室温定容至刻度, 摇匀冷却至室温备用。 

(2) 标准溶液的配制 

维生素 D3 与维生素 K2 混合标液: 分别精密吸取维生

素 D3、维生素 K2标准储备液 10.00 mL、2.50 mL 置于 25 mL

棕色容量瓶中, 用无水乙醇定容至刻度, 经 0.45 μm 滤膜

过滤后, 分别精密吸取标准溶液 1、2、5、8、10 μL 进样。 

2.3.2  供试品溶液配制 

称取混匀的钙维生素 D 维生素 K 软胶囊内容物适量

置 10 mL 容量瓶中, 加入正己烷:无水乙醇=(20:80, V:V)适

量, 置于 60 ℃超声仪中超声 30 min 后, 取出放至室温, 用

正己烷 :无水乙醇=(20:80, V:V)定容至刻度 , 摇匀 , 经   

0.45 μm 滤膜过滤后待进样。 

2.3.3  稳定性实验 

取同一批供试品溶液分别于 0、1、4、8、12、24 h

进样 , 测定其峰面积的相对标准偏差 (relative standard 

deviation, RSD)。 

2.3.4  精密度实验 

精密称取钙维生素 D 维生素 K 软胶囊内容物 6 份, 按

2.3.2 试样制备方法处理样品 , 检测样品含量 , 计算其

RSD。 

2.3.5  加标回收率实验 

精密称取约 1.1000 g 样品 9 份, 置于 10 mL 棕色容量

瓶中, 分成 3 组, 每组 3 份, 于每一组中分别精密加入维生

素 D3 标准溶液(浓度为 6.4091 μg/mL)0.60、0.80、1.00 mL, 

加入维生素 K2 标准溶液(浓度为 10.2794 μg/mL)1.1、1.6、

1.9 mL, 加入正己烷 :无水乙醇=(20:80, V:V)适量 , 置于

60 ℃超声仪中超声 30 min 后, 取出放至室温, 用正己烷:

无水乙醇=(20:80, V:V)定容至刻度, 摇匀, 经 0.45 μm 滤膜

过滤后, 作为加标样品溶液; 取该样品溶液 20 μL 进样。 

3  结果与分析 

3.1  色谱行为 

采用高效液相色谱法能同时快速检测试样中的维生

素 D3 和维生素 K2, 不会因为其他杂质干扰目标物质等因

素而影响检测。采用 95%甲醇水:异丙醇=(98:2 V:V), 梯度

洗脱(见表 1), 53 min 就能把样品中维生素 D3、维生素 K2

流出, 流动相的比例也能让维生素 D3、维生素 K2 不受其

他杂质峰的影响, 达到准确的分离和定量, 见图 1、图 2。 

3.2  线性实验 

维生素 D3、K2 线性方程分别为 Y=0.0000179204X+ 

0.0035068、Y=0.0000179204X+0.0035068, 相关系数 r2 均为

0.9999, 用该方法测定钙维生素 D 维生素 K 软胶囊中维

生素 D3 的含量, 在浓度 0.1282~1.2818 μg/mL 之间呈现

良好的线性关系; 测定钙维生素 D 维生素 K 软胶囊中维

生素 K2 的含量, 在浓度 0.51397~5.13970 μg/mL 之间呈

现良好的线性关系。 
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图 1  样品色谱图 

Fig.1  Chromatogram of the sample 
 
 

 
 

图 2  混合标准品色谱图 

Fig.2  Chromatogram of mixed standard 
 
 

3.3  检出限 

分析方法的检出限(limit of detection limit, LOD)和定

量限(limit of quantitation limit, LOQ)由信噪比(S/N)计算。

LOD 定义为 S/N=3 时对应的待分析物浓度, LOQ 定义为

S/N=10 时对应的分析物浓度。 

结果显示, 维生素 D3 和维生素 K2 的检出限分别为

10.51 μg/100 g、24.55 μg/100 g。维生素 D3 和维生素 K2 的

定量限分别为 35.03 μg/100 g、81.82 μg/100 g。 

3.4  稳定性 

取同一批供试品溶液分别于 0、1、4、8、12、24 h

进样, 其峰面积的 RSD 分别为 1.5%、4.3%, 说明供试品溶

液的维生素 D3 和维生素 K2 在 24 h 内较稳定。 

3.5  精密度 

精密度结果见表 2、表 3。结果显示, 维生素 D3 和维

生素 K2 的相对标准偏差(RSD)分别为 3.6%、3.3%, 具有较

好的精密度。 

3.6  加标回收率 

在不同添加水平下, 钙维生素 D 维生素 K2 软胶囊中

维生素 D3 和维生素 K2 方法的回收率范围分别为

95.7%~100.7%、97.3%~100.7%, 相对标准偏差(RSD)分别

为 1.7%、1.3%。此液相色谱法对维生素 D3 和维生素 K2

的含量测定科学有效。 

4  小  结 

本研究建立了高效液相色谱法同时测定钙维生素 D

维生素 K2 软胶囊中维生素 D3 和维生素 K2 的含量, 用 95%

甲醇水:异丙醇=(98:2 V:V), 流速: 1.0 mL/min, 可以获得良

好的分离效果。该方法操作简便灵敏度高、精密度好, 在实

际工作中大大提高了实验的效率, 达到快速检测的要求。 
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表 2  维生素 D3 精密度实验结果(n=6) 
Table 2  The precision of Vitamin D3 results(n=6) 

序号 称样量/g 稀释体积/mL 浓度/(μg/mL) 测定结果/(μg/g) 平均含量/(μg/g) RSD/% 

1 1.1764 10 0.64518 5.484 

5.20 3.6 

2 1.1955 10 0.62877 5.259 

3 1.1706 10 0.61975 5.294 

4 1.1434 10 0.57079 4.992 

5 1.1325 10 0.56894 5.023 

6 1.1455 10 0.5929 5.175 

 
表 3  维生素 K2 精密度实验结果(n=6) 

Table 3  The precision of Vitamin K2 results(n=6) 

序号 称样量/g 稀释体积/mL 浓度/(μg/mL) 测定结果/(μg/g) 平均含量/(μg/g) RSD/% 

1 1.1764 10 2.0006 17.006 

17.06 3.3 

2 1.1955 10 2.13824 17.885 

3 1.1706 10 2.05549 17.559 

4 1.1434 10 1.88998 16.529 

5 1.1325 10 1.9088 16.854 

6 1.1455 10 1.89086 16.506 
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“动物性食品质量与安全”专题征稿函 
 
 

动物性食品是人们食品的重要组成部分, 这类食品含有丰富蛋白质、脂肪、碳水化合物、矿物质等。然

而这类食品容易腐败变质, 且养殖环境的污染、饲料的污染也会对动物源食品安全造成危害, 从而影响消费

者健康。 

鉴于此, 本刊特别策划了“动物性食品质量与安全”专题, 由中国农业科学院饲料研究所李俊研究员担任

专题主编, 主要围绕动物性食品及饲料中农兽药残留、违禁添加物、霉菌毒素、环境污染物的检测、加工贮

藏与品质控制、营养成分分析等方面或您认为有意义的相关领域展开论述和研究, 综述及研究论文均可。 

鉴于您在该领域丰富的研究经历和突出的学术造诣, 学报主编吴永宁研究员和专题主编李俊研究员特邀

请您为本专题撰写稿件, 综述、研究论文、研究简报均可, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。本

专题计划在 2019 年 5 月出版, 请在 2019 年 4 月 1 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并经审稿合

格后优先发表。 

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 再次感谢您的关怀与支持！ 

谢谢您的参与和支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com(备注: 投稿请登录食品安全质量检测学报主页-作者登录-注册投稿-投稿选择

“专题: 动物性食品质量与安全”) 

E-mail: jfoodsq@126.com 
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