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2种液相色谱法测定保健品软胶囊中的维生素 K2 
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(1. 云南省产品质量监督检验研究院, 国家热带农副产品监督检验中心, 昆明  650223; 2. 云南省计量科学研究院,  

昆明  650223; 3. 云南省农业科学研究院加工所, 昆明  650223) 

摘  要: 目的  建立正相和反相液相色谱法测定保健品种维生素 K2 的含量的分析方法。方法  正相法采用硅

胶正相色谱柱, 流动相为乙酸乙酯:正己烷(0.5:99.5, V:V); 流速为 1.8 mL/min; 反相法采用 C18 反相色谱柱, 流

动相为甲醇; 流速为 1.0 mL/min。紫外检测波长均为 270 nm。结果  2 种方法维生素 K2 浓度在 5~100 μg/g 的

范围内线性关系良好, 回归系数均大于 0.999。维生素 K2 在 5.00、25.00 和 50.00 μg/g 添加水平的回收率为 

93.20%~99.28%, 相对标准偏差小于 1.8%(n=5)。正相法和反相法的检出限均为 5 μg/g。结论   2 种方法均具备

操作过程简单、回收率较高的特点, 但反相色谱法具有更好的检测稳定性, 更适合保健品软胶囊中维生素 K2

的分析检测。 
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Determination of vitamin K2 in soft capsules for health food by 2 kinds of 
liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish two methods for the determination of vitamin K2 in health foods by normal 

phase and reverse phase chromatography. Methods  Silica gel column was used for the normal-phase method, the 

mobile phase was ethyl acetate: N-hexane (0.5:99.5, V:V), and the flow rate was 1.8 mL/min. In the reverse-phase 

method, the mobile phase was methanol, the flow rate was 1.0 mL/min. The ultraviolet detection wavelength was 270 

nm. Results  There was a good linear relationship between the 2 methods in the range of 5-100 μg/g, and the 

correlation coefficients were greater than 0.999. The recoveries of vitamin K2 at 5.00, 25.00 and 50.00 μg/g levels 

ranged from 93.20% to 99.28%, and the relative standard deviation was less than 1.8% (n=5). The detection limits of 

both normal and reverse-phase methods were 5 μg/g. Conclusion  Both methods have the characteristics of simple 

operation process and high recovery rate, but reversed phase chromatography has better detection stability and is 

more suitable for the analysis and detection of vitamin K2 in soft capsules for health care products. 
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1  引  言 

维生素 K 是一类 2-甲基-1,4-萘醌衍生物, 维生素 K

包括维生素 K1 和维生素 K2。维生素 K1 广泛存在于绿色蔬

菜和动物内脏中, 而维生素 K2 则是体内一些肠道细菌的

代谢的产物。近些年的临床研究发现, 维生素 K2 具有重要

的生物活性和药用价值[1]。维生素 K2 族化合物具有防止并

逆转心血管钙化, 预防肝硬化, 预防老年痴呆, 降低 II 型

糖尿病风险, 抗风湿性关节炎, 预防静脉曲张, 促进人体

皮肤健康, 治疗原发性痛经[2], 提高佝偻病患儿骨钙素羧

化率[3], 预防癌症[4]等重要的生理功能。维生素 K2 是一种

人体必需的营养素, 婴儿建议每日补充量为 10~20 μg, 成

人补充量为 70~140 μg[5]。 

在 GB 14880-2012[6]的《附件 3: L-苏糖酸镁等 3 种食

品营养强化剂新品种》中, 已有针对调制乳粉中作为食品

营养强化剂的维生素 K2 的检测方法。对于保健品胶囊中的

维生素 K2 的检测, 我国目前还没有相应的专门的检测方

法标准, 《中华人民共和国药典》也未对保健品中维生素

K2 的检测做出规定。考虑到其化学性质, 可以采用分光光

度法、层析法和液相色谱法等方法进行检测[7], 其中液相

色谱法具有检测精度高、重现性好、抗干扰能力强等特点, 

应用更为普遍。液相色谱法根据采用的流动相体系不同, 

又可以分为正相色谱法和反相色谱法[8,9]。目前关于这 2 种

维生素 K2 检测方法的比较文献相对较少。 

本研究通过实际检测对 2 种方法的优缺点进行比较, 

希望为维生素 K2 产品质量标准的制定及质量控制提供依

据。通过实际检测建立了正相和反相 2 种维生素 K2 的检测

方法, 拟为相关领域进一步研究提供借鉴。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

保健品样品为用大豆油作为基质添加维生素 K2 的软

胶囊产品。 

甲醇、异丙醇、正己烷(色谱纯, 德国 Meker 公司); 标

准品: 维生素 K2(纯度为 99.8%, 美国 USP REFERENCE 

STANDARD 公司); 有机系滤头(0.22 μm, 天津市津腾实

验设备有限公司)。 

维生素 K2 标准储备液和工作液的配制: 分别精确称

取适量维生素 K2 标准品, 分别用正己烷和异丙醇溶解后

存于棕色容量瓶中, 于20 ℃条件下避光保存。使用时将

上述标准储备溶液, 分别用正己烷或异丙醇稀释成不同浓

度的标准工作溶液。 

2.2  仪器与设备 

UFLC-20A 高效液相色谱仪(配有自动进样系统、柱温

箱、二极管阵列检测器, 日本 Shimadzu 公司); G.L-20G-C

型离心机(上海安亭科学仪器厂); Lab dancer 漩涡震荡器

(广州仪科实验室技术有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  色谱条件   

正相法色谱柱: Alltima 硅胶柱(150 mm ×4.6 mm, 5 μm), 

流动相为乙酸乙酯: 正己烷(0.5:99.5, V:V); 流速: 1.8 mL/min。

紫外检测波长: 270 nm。柱温: 40 ℃ ; 进样量: 10 μL。 

反相法色谱柱: TechMate C18-ST 柱(250 mm×4.6 mm, 

5 μm), 流动相为甲醇; 流速: 1.0 mL/min。紫外检测波长: 

270 nm。柱温: 50 ℃ ; 进样量: 10 μL。 

2.3.2  样品前处理 

由于受试样品形状为软胶囊包裹的油脂, 所以采用

有机溶剂溶解的方式直接进行提取。 

正相法: 称取胶囊中的油状试样 1 g(精确到 1 mg)于

10 mL 容量瓶中, 加入少量正己烷溶解, 用正己烷定容至

10 mL, 12000 r/min 离心 15 min 后, 于18 ℃冰箱中静置 

40 min, 取上清液过有机系 0.22 μm 滤头, 供液相色谱测定。 

反相法: 称取胶囊中的油状试样 1 g(精确到 1 mg)于

10 mL 容量瓶中, 加入少量异丙醇溶解, 用异丙醇定容至

10 mL, 12000 r/min 离心 15 min 后, 于18 ℃冰箱中静置 

40 min, 取上清液过有机系0.22 μm滤头, 供液相色谱测定[1016]。 

3  结果与分析 

3.1  样品前处理方法的确定 

维生素 K2 是脂溶性维生素, 且一般的食品中基本没

有维生素 K2, 添加到保健品中的维生素 K2 一般为商品化

的人工合成或生物发酵生产的商品化的添加剂, 维生素 K2

稳定性相对较差, 对光敏感, 所以检测样品时, 不需要对

样品进行皂化处理, 而采用溶剂直接提取的办法, 在操作

中尽量避光, 以尽可能降低维生素 K2 在提取过程中的损

失, 减少因光照导致的降解[6]。所检测样品为胶囊包裹的

油状物, 考虑到正相色谱和反相色谱所用的流动相, 分别

采用正己烷和异丙醇进行提取[8]。 

3.2  检测波长的选择 

进行色谱检测时, 借鉴了相关的国家标准[6]和其他研

究者[79]的经验, 决定采用紫外检测器。通过参考前人的研

究结果, 决定与木晓云等研究者 [7]采用相同的检测波长, 

即 270 nm 进行检测。 
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3.3  流动相的选择 

采用正相色谱法检测时, 尝试了孙家慧[9]研究者摸索

的液相条件, 结合实际检测情况, 最终确定, 以维生素K2标

准品为参照, 以正己烷为提取溶液, 以 V(乙酸乙酯):V(正己

烷)=0.5:99.5 混合溶液为流动相, 流速为 1.8 mL/min。检测

结果显示(表 1), 维生素 K2 的出峰时间在 7.0~7.3 min, 而

且能够使干扰物质和维生素 K2 有效分离。反相色谱法采用

流动相为甲醇[7,8], 流速为 1.0 mL/min。维生素 K2 的出峰

时间在 18.7~18.9 min, 能够使干扰物质和维生素 K2 有效

分离。相比较而言, 反相色谱法保留时间更为稳定, 且出

峰时间较为靠后, 可以有效地将样品基质带来的干扰峰分

离, 得到相对较好的检测效果。 

 
表 1  维生素 K2 色谱峰保留时间及相对标准偏差(n=5) 

Table 1  Chromatographic peak retention time and relative 
standard deviation of vitamin K2 (n=5) 

保留时间 1 2 3 4 5 
相对标准偏差

/% 

正相法 7.06 7.17 7.15 7.20 7.26 1.01 

反相法 18.70 18.77 18.78 18.72 18.79 0.21 

注: *保留时间单位为 min。 

 

3.4  线性范围与检出限 

取维生素 K2 标准储备液, 采用逐渐稀释法分别用正

己烷(正相法)和异丙醇(反相法)配制标准液。按照上述确定

的正相法色谱条件进样, 以标准溶液的峰面积(Y)对其质量

浓度(X, µg/L)做线性回归方程。结果表明:维生素 K2 在

5~100 μg/g 范围内呈良好的线性关系 , 线性方程为

Y=0.000129251X+0.446734, 回归系数(r)为 0.9993, 维生素

K2 标准溶液色谱图和线性回归曲线见图 1。按照上述确定

的反相法色谱条件进样, 以标准溶液的峰面积(Y)对其质量

浓度(X, μg/g)做线性回归程, 结果表明:维生素 K2 在 5~  

100 μg/g 范 围 内 呈 良 好 的 线 性 关 系 , 线 性 方 程 为

Y=0.000364706X-0.385224,  回归系数(r)为 0.9998, 维生

素 K2 标准溶液色谱图见图 1 和图 2, 线性回归方程、线性

范围和回归系数见表 2。 

为了确定方法的检出限, 以空白样品(基质样品为大

豆油)较低浓度的维生素 K2 标准溶液作为样品, 分别用两

种方法进行测定, 经反复尝试, 最终确定正相法和反相法

的检出限均为 5 μg/g, 结果见表 2。 

3.5  精密度与回收率实验 

由于市面上常见的维生素 K2 软胶囊保健品维生素 K2

含量一般在 20~200.00 μg/g 之间, 所以确定添加量为 5、

25.00 和 50.00 μg/g。在最佳液相色谱条件下, 选择空白样

品进行加标回收实验, 以外标法定量, 向空白样品(基质

样品为大豆油)中添加低(5.00 μg/g)、中(25.00 μg/g)、高

(50.00 μg/g)3 个浓度水平的维生素 K2标准溶液, 每个浓度

样品平行测定 5 次, 计算添加平均回收率和相对标准偏差, 

结果见表 3, 维生素 K2 的平均回收率在 93.20%~99.28%之

间 , 相对标准偏差 (relative standard deviation, RSD)在

0.6%~1.8%范围内。该方法的准确度和精密度均满足实际

检测需要, 能够用于日常分析检测。维生素 K2 的回收率及

RSD 值见表 3。 

 
表 2  两种方法的回归方程、回归系数(r) 、线性范围和检出限  

Table 2  Regression equations, correlation coefficients, liner ranges and limits of detection of two methods 

方法 回归方程 线性范围/(μg/g) r 方法检出限/(μg/g) 

正相法 Y=0.000129251X+0.446734 5~100 0.9993 5 

反相法 Y=0.000364706X-0.385224 5~100 0.9998 5 

 
 

表 3  维生素 K2 的回收率及稳定性(n=5) 
Table 3  Recovery and stability of vitamin K2 (n=5) 

方法 添加量/(μg/g) 检测值/(μg/g) 回收率/% 相对标准偏差/% 

正相法 5.00 4.66 93.20 1.8 

正相法 25.00 24.82 99.28 1.1 

正相法 50.00 49.27 98.54 0.6 

反相法 5.00 4.78 95.60 1.7 

反相法 25.00 24.09 96.36 1.3 

反相法 50.00 49.51 99.02 0.8 
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图 1  维生素 K2 标准品的正相色谱图 

Fig.1  Normal-phase chromatogram of vitamin K2 standard 
 

 
 

图 2  维生素 K2 标准品的反相色谱图 

Fig.2  Reversed-phase chromatogram of vitamin K2 standard 

 

3.6  样品实测实验 

采用本研究建立的方法对 4 个维生素 K2 保健品软胶

囊样品进行实际检测, 检测结果在 56~187 μg/g 之间, 均在

样品标签标示范内, 说明建立的 2 种检测方法能够满足实

际检测的需求。 

4  结  论 

综合考虑 2 种检测方法, 均具备操作过程简单、回收

率较高的特点, 正相色谱法检测时间短, 具有快速的优势, 

但反相色谱法具有更好的检测稳定性, 所以在实际检测工

作中更具有使用价值, 非常适合保健品软胶囊中维生素 K2

的分析检测, 更具有推广价值。 
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