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高效液相色谱法测定 L-5-甲基四氢叶酸钙 

陈  煜, 蒋林惠*, 周  楠, 施炎炎, 杨  俊 

(南通市食品药品监督检验中心, 南通  226006) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定 L-5-甲基四氢叶酸钙的分析方法。方法  用 C18(250 mm×4.6 mm,   

5 μm)色谱柱, 以磷酸盐缓冲液、甲醇:磷酸盐缓冲液(35:65, V:V)为流动相, 流速为 1.1 mL/min, 用高效液相色

谱法进行测定; 检测波长为 280 nm。结果  该方法检出限为 0.015 µg/mL, 定量限为 0.05 µg/mL, 相对标准偏

差为 0.31%。对供试品中 L-5-甲基四氢叶酸钙的回收率达到 114%。对 5%目标物本底浓度加标回收率达到

97.3%。对 10%目标物本底浓度加标回收率达到 98.5%。结论  该方法检测准确、可靠, 回收率均较高, 说明

该方法适用于检测 L-5-甲基四氢叶酸钙。 
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Determination of L-5-methyltetrahydrofolate calcium by high performance 
liquid chromatography 

CHEN Yu, JIANG Lin-Hui*, ZHOU Nan, SHI Yan-Yan, YANG Jun 

(Nantong Food and Drug Supervision and Inspection Center, Nantong 226006, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of calcium L-5-methyltetrahydrofolate 

calcium by high performance liquid chromatography was established. Methods  Using a C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 

μm) column with phosphate buffer, methanol: phosphate buffer (35:65, V:V) as the mobile phase, flow rate of 1.1 

mL/min, the measurement was carried out by high performance liquid chromatography. The detection wavelength 

was 280 nm. Results  The detection limit of this method was 0.015 μg/mL, the limit of quantification was 0.05 

μg/mL, and the relative standard deviation was 0.31%. The recovery rate of L-5-methyltetrahydrofolate in the test 

product reached 114%. The recovery rate of the background concentration of 5% target reached 97.3%. The recovery 

rate of the background concentration of 10% target reached 98.5%. Conclusion  The method is accurate and 

reliable, and the recovery rate is high, which is suitable for detecting L-5-methyltetrahydrofolate. 

KEY WORDS: L-5-methyltetrahydrofolate calcium; high performance liquid chromatography; analysis method 

validation 

 
 

1  引  言 

L-5-甲基四氢叶酸钙是国际市场上一种新型的维生

素保健产品, 常作为食品添加剂和营养保健品的主要成分, 

不产生任何副作用, 同时还具有很好的疗效和功能, 目前

其已逐渐应用到药物以及食品当中[1,2]。L-5-甲基四氢叶酸
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是叶酸的主要活性成分, 其可以透过血脑屏障, 预防老年

痴呆、细胞贫血等症状[3-5]。L-5-甲基四氢叶酸钙与其他药

物相比具有疗效显著、功能齐全和副作用少的特点, 逐渐

成为医学和制药研究领域共同关注的焦点[6-8]。 

目前人们对 L-5-甲基四氢叶酸钙的合成工艺研究较

多 , 比如韩琳等 [9]用重组甘氨酸脱羧酶基因工程菌生产

L-5-甲基四氢叶酸, 与原始菌相比, 产量增加了 23.1%。刘

娅梅等[10]研究了利用基因工程法生产 L-5-甲基四氢叶酸, 

产量显著增加。目前 L-5-甲基四氢叶酸的检测方法主要是

高效液相色谱法, Sheladia 等[11]通过高效液相色谱-质谱串

联法测定 5-甲基四氢呋喃和血清中的叶酸含量, 发现该方

法精密度和回收率都很好; 卞筱泓等[12]建立了高效液相色

谱法测定菌体中的 L-5-四氢叶酸的方法, 该方法在 0.5~  

50 μg/mL 范围内线性良好且精密度良好。但是目前对 L-5-

甲基四氢叶酸钙的检测方法研究较少。 

本研究建立了高效液相色谱法测定 L-5-甲基四氢叶

酸钙含量的方法, 并分析了该方法的分离度、检测限、定

量限等指标, 以期为保健品中 L-5-甲基四氢叶酸钙的准确

测定提供可行的检测方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器及试剂  

CPA225D 电 子 分 析 天 平 ( 德 国 赛 多 利 斯 公 司 ); 

Agilent1260 高效液相色谱仪(美国安捷伦公司); PHS-3C 酸

度计(上海仪电科学仪器股份有限公司)。 

甲醇(色谱纯, 美国 Honeywell 公司); NaH2PO4ꞏ2H2O、

碳酸氢钠、碳酸钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 

氢氧化钠(分析纯, 上海润捷化学试剂有限公司); 叶酸对

照品(纯度 98.5%)、对氨基苯甲酰谷氨酸对照品(纯度 98%)、

L-5-甲基四氢叶酸钙对照品(纯度 99% 美国西格玛公司)。 

供试品: 叶源酸(纯度 99%, 厂家连云港金康和信药

业有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  色谱条件 

色谱柱: AGAD02421 C18(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 进

样量: 10 μL; 流速: 1.1 mL/min; 检测波长: 280 nm; 柱温: 

32 ℃; 流动相为 A: 磷酸盐缓冲液、B: 甲醇: 磷酸盐缓冲

液(35:65, V:V), 按照表 1 的条件进行梯度洗脱。 

2.2.2  溶液配制 

标准曲线的配制: 称取 50 mg L-5-甲基四氢叶酸钙, 

加水溶解后移入 100 mL 容量瓶中, 并稀释至刻度, 制得

500 mg/L L-5-甲基四氢叶酸钙标准使用液。 

溶液配制: 称取 25 mg 叶酸标准品及 25 mg 对氨基苯

甲酰谷氨酸标准品, 用少量水转移到 100 mL 容量瓶中, 分

別加入含 15 mg 碳酸氢钠、15 mg 碳酸钠的水溶液, 超声

溶解后加水稀释到刻度, 摇匀。移取 1 mL 溶液至另一个预

先加入 50 mg L-5-甲基四氢叶酸钙的 100 mL 容量瓶中, 加

水溶解后稀释至刻度。 

 
表 1 梯度洗脱条件 

Table 1 Conditions of gradient elution 

时间/min A/% B/% 

0 100 0 

14 45 55 

17 0 100 

24 0 100 

24.01 100 0 

33 100 0 

 
 

对照品溶液配制: 称取 25 mg L-5-甲基四氢叶酸钙

对照品 , 用少量近冰点的无二氧化碳水溶解后转移至 

50 mL 的容量瓶中, 用近冰点的无二氧化碳水溶解并稀

释至刻度。 

供试品溶液配制: 称取 25 mg 供试品用少量近冰点的

无二氧化碳水溶解后转移至 50 mL 的容量瓶中, 用近冰点

的无二氧化碳水溶解并稀释至刻度。 

2.2.3  系统适用性试验 

分离度是判断物质在一个方法中分离的程度, 虽然

与柱效相关, 但在衡量系统适用性时, 首先强调的应该是

分离度, 只有当色谱图中仅有一个色谱峰或测定微量成分

时, 规定柱效才有其特殊重要性[13]。按照《中国药典》[2]

的相关规定, 待测组分与相邻共存物之间的分离度(R)应

大于 1.5, R=1.5 时表示两峰可以完全分离。 

2.2.4  测定方法 

按表 2 进样序列进样, 并记录色谱图。以保留时间定

性, 以峰面积定量。 

 
表 2  进样序列 

Table 2  Sequence of samples 

次序 溶液名称 进样针数 进样体积/µL

1 空白溶液 1 10 

2 系统适用性溶液 1 10 

3 对照液 1# 1 10 

4 对照液 2# 1 10 

5 对照液 3# 1 10 

6 供试液 1# 1 10 

7 供试液 2# 1 10 

 
2.2.5  结果计算:  

L-5-甲基四氢叶酸钙含量(以干品计)按外标法以峰面

积计算, 按下式计算:  
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式中:  

X1: L-5-甲基四氢叶酸钙含量, %;  

Au: 供试品中主峰峰面积;  

Wu: 供试品的称样量, mg;  

As: 对照品主峰峰面积;  

Ws: 对照品的称样量, mg;  

w%: 供试品水分;  

P: 对照品含量, %。 

3  结果与分析 

3.1  分离度结果 

本研究, 对氨基苯甲酰谷氨酸与 4-氨基谷氨酸的分

离度大于 6; 叶酸与 5-甲基四氢叶酸的分离度大于 8。分离

度好, 能够满足实际检测需求。 

3.2  标准曲线与线性范围 

精密吸取标准溶液 0、2、4、6、8、10 mL, 定容至

100 mL, 配制成 0~50 mg/mL 的 L-5-甲基四氢叶酸钙标

准溶液, 按上述 2.2.1 中色谱条件进行分析, 以标准溶液

浓度为横坐标(X), 以峰面积为纵坐标 (Y)绘制标准曲线

(图 1)。在 0~50 mg/mL 范围内 , 线性回归方程为

Y=491.3X–74.238, 相关系数 r2 为 0.9997, 说明在此范围

内其线性关系良好。 

 

 
 

图 1  L-5-甲基四氢叶酸钙的标准曲线 

Fig.1  Standard curve of L-5-methyltetrahydrofolate 
 

3.3  定量限与检测限 

将 L-5-甲基四氢叶酸钙标准溶液, 以水多级稀释后得

到浓度为 0.10 µg/mL 的标准溶液, 按 2.2.1 中的色谱条件

测试 3 次, 得到平均信噪为 20.0。以信噪比为 10:1 时的相

应浓度为定量限(the limit of quantitation, LOQ), 以信噪比

为 3:1 时的相应浓度为检出限(the limit of detection, LOD), 

得到该方法的 LOQ 为 0.05 µg/mL, LOD 为 0.015 µg/mL。 

3.4  精密度 

参照表 2 进样序列进样, 对照液取样 3 次进样, 供试

液取样 6次进样, 结果见表 3, 计算得到样品测定的相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD)为 0.31%, 说明该

方法精密度良好。 

表 3  精密度实验结果 
Table 3  Results of precision experiment 

序号 取样量/mg 定容体积/mL 对照品主峰 峰面积 对照品主峰平均峰面积 相对标准偏差/% 

1 25.0 

50.0 

11296 

11317 0.31 2 25.0 11297 

3 25.0 11357 
 

表 4  回收率实验结果 

Table 4  Table 4 recovery rate test results 

序号 
取样量

/mg 

供试品中的 L-5-甲

基四氢叶酸钙本底

含量/mg 

供试品中的 L-5-甲基

四氢叶酸钙加标量 

供试品主

峰 峰面积

供试品中的 L-5-甲

基四氢叶酸钙含量
回收率/% 

平均回收率
/% 

RSD/% 

1 0.0 0.0 2.50 µg 1.532 2.870 µg 115 

114 1.46 2 0.0 0.0 2.50 µg 1.490 2.791 µg 112 

3 0.0 0.0 2.50 µg 1.523 2.853 µg 114 

1 25.3 21.5 1.06 mg 12035 22.5 mg 98.2 

97.3 0.25 2 25.2 21.4 1.06 mg 11994 22.5 mg 99.0 

3 25.2 21.4 1.06 mg 11971 22.4 mg 94.9 

4 25.5 21.7 2.12 mg 12673 23.7 mg 97.4 

98.5 0.24 5 25.4 21.6 2.12 mg 12637 23.7 mg 98.3 

6 25.3 21.4 2.12 mg 12607 23.6 mg 99.6 
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3.5  回收率 

参照表 2 进样序列进样, 对照液取样 3 次进样, 供试

液取样 3次进样, 结果见表 4, 在此条件下供试液平均标回

收率为 114%, RSD 值为 1.46。5%目标物本底浓度(加标量

1.06 mg)时的平均加标回收率为 97.3%, RSD 值为 0.25%; 

10%目标物本底浓度(加标量 2.12 mg)时的平均加标回收率

为 98.5%, RSD值为 0.24%。结果说明, 在加标量为 2.50 µg、

1.06 mg、2.12 mg 时, 该方法的回收率结果较好, 该方法准

确性较好。 

4  结  论  

本研究建立了高效液相色谱法测定 L-5-甲基四氢叶

酸钙含量的方法, 并对该方法的精密度和准确度进行了分

析, 该方法检出限为 0.015 µg/mL, 定量限为 0.05 µg/mL, 

RSD 为 0.31%, 精密度良好。该方法对供试品中 L-5-甲基

四氢叶酸钙的回收率达到 114%, 对 5%目标物本底浓度加

标回收率达到 97.3%, 对 10%目标物本底浓度加标回收率

达到 98.5%, 回收率均较高, 说明该方法准确性良好, 适

用于 L-5-甲基四氢叶酸钙的检测。 
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