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高效液相色谱法测定保健食品中抗坏血酸 

同分异构体含量 

喻俊磊, 赵淑娟, 周晓晴, 兰  伟, 匡佩琳* 

(江西省食品检验检测研究院, 南昌  33000) 

摘  要: 目的  建立一种同时分离和测定保健食品中抗坏血酸同分异构体含量的高效液相色谱法。方法  样

品经 20 g/L 的偏磷酸溶液超声提取, 选用资生堂 CAPCELL PAK C18 ADME 亲水色谱柱(4.6 mm×250 mm,    

5 μm)分离, 以 2.3 g/L 磷酸二氢铵水溶液(pH 值 2.0±0.1)为流动相, 等度洗脱, 流速 1.0 mL/min, 检测波长  

245 nm。结果  该方法能很好的分离 L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸, 2 种抗坏血酸在 1.0~50.0 μg/mL 范围呈

现良好的线性关系, 加标回收率分别为 99.69%和 100.34%, 检出限均为 0.05 µg/mL。结论  该方法简单、快

速、准确, 适用于保健食品中抗坏血酸同分异构体含量的测定。 
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Determination of ascorbate acid isomers in health foods by high 
performance liquid chromatography 

YU Jun-Lei, ZHAO Shu-Juan, ZHOU Xiao-Qin, LAN Wei, KUANG Pei-Lin* 

(Jiangxi Institute for Food Control, Nanchang 330000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous separation and determination of ascorbate acid 

isomers in health food by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The sample was 

ultrasonically extracted with 20 g/L metaphosphoric acid solution, and separated by Shiseido CAPCELL PAK C18 

ADME hydrophilic column (4.6 mm × 250 mm, 5 μm) at the flow rate of 1.0 mL/min by isocratic elution using   

2.3 g/L ammonium dihydrogen phosphate aqueous solution (pH 2.0±0.1) as mobile phase. The detection wavelength 

was 245 nm. Results  The method could separate L(+)-ascorbic acid and D(-)-ascorbic acid well. The 2 ascorbic 

acids showed a good linear relationship in the range of 1.0~50.0 μg/mL. The recoveries were 99.69% and 100.34%, 

respectively. The detection limit was 0.05 μg/mL. Conclusion  The method is simple, rapid, accurate and suitable 

for the determination of ascorbic acid isomers in health food. 
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1  引  言 

抗坏血酸是一种具有抗氧化性质的有机化合物, 又

称为“维生素 C”, 是一种水溶性维生素, 有 L-型和 D-型 2

种形式, 天然中主要以 L(+)-抗坏血酸(L-VC)形式存在, 是

保健食品中常见的一种功效成分。目前测定抗坏血酸的方

法有滴定法(药典)[13]、荧光法[47]和高效液相色谱法[816]

等。滴定法虽操作简单, 时间短, 但不稳定, 灵敏度较差, 
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特别是有颜色的样品, 颜色背景干扰大, 导致数据误差较

大; 荧光法需要衍生前处理, 操作步骤复杂, 试剂和样品

溶液稳定性差, 样品测定时间长, 造成结果的不准确性; 

此外, 滴定法和荧光法都只是测定样品中抗坏血酸的总量, 

无法确定保健食品原料添加的是 L(+)-抗坏血酸还是 D(-)-

抗坏血酸(D-VC)。而国家食品药品监督管理总局发布的

《营养素补充剂原料目录》(2016 年第 205 号公告)中明确

规定 D(-)-抗坏血酸不能用于保健食品中[17]。2016 年 8 月

31 日, 国家颁布实施的 GB 5009.86-2016《食品安全国家标

准 食品中抗坏血酸的测定》中增加了高效液相色谱法[7]。

相 比 较 而 言 , 高 效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)操作简单快速, 数据稳定。由于抗

坏血酸的亲水性极强, 在普通反相色谱中无保留, 国家标

准[7]中采用普通反相色谱, C18 柱, 离子对试剂做流动相测

定抗坏血酸的组成和含量, 但在日常检测中发现标准中的

实验条件对 L-型和 D-型分离不是很好, 影响准确定量, 而

且离子对试剂易损伤色谱柱, 这大大限制了 HPLC 在测定

抗坏血酸方面的广泛应用, 但目前关于不同剂型保健食品

中抗坏血酸同分异构体的分离检测研究相对较少。因此有

必要针对保健食品中抗坏血酸的组成和含量进行研究, 建

立通用、专属、准确且操作简单的检测方法, 以更好的控

制保健食品的质量。 

本文使用资生堂 CAPCELL PAK C18 ADME 亲水色谱

柱结合高效液相色谱法, 实现对保健食品中抗坏血酸同分

异构体含量的测定, 该方法操作快速简便, 灵敏度高, 专

属性强, 为相关企业准确测定保健食品中抗坏血酸的含量

提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

Waters 2695A 高效液相色谱仪(配二极管阵列检测器, 

美国 Waters 公司); Quintix 213-1CN 电子天平(瑞士梅特勒

公司 ); KQ-500E 型超声仪 (昆山市超声仪器有限公司 ); 

PHS-3C pH 计(仪电科学仪器公司); Sorvall ST8 离心机(美

国 Thermo scientific 公司)。 

L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸标准品(纯度均为 99.4%, 

德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司); 偏磷酸、磷酸二氢铵、磷

酸(分析纯, 国药集团); 实验所用水均为自制高  纯水。 

实验所用样品咀嚼片、含片、口服液、泡腾片, 均购

买于当地市场。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的制备   

分别精密称取 50 mg L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸

标准品, 于 50 mL 棕色容量瓶中, 用 20 g/L 偏磷酸溶解并

定容到刻度, 配制成浓度为 1.0 mg/mL 储备液。再分别吸

取上述供试标准储备液 0.02、0.05、0.1、0.2、0.5 mL 置于

10 mL 的棕色容量瓶中, 加 20 g/L 的偏磷酸溶液稀释并定

容至刻度, 摇匀备用。 

2.2.2  供试溶液的制备   

针对不同剂型(咀嚼片、含片、泡腾片、口服液)样品, 视

样品中抗坏血酸含量高低, 准确称取 1.0 g 样品于 50 mL 具

塞离心管中, 用 20 g/L 偏磷酸溶液超声提取 10 min, 放置到

室温后, 倒入 50 mL 的棕色容量瓶中, 用 20 g/L 偏磷酸溶

液定容到刻度, 摇匀, 过 0.22 μm 的滤膜, 待上机测定。 

2.2.3  色谱测定条件   

CAPCELL PAK C18 ADME 亲 水 色 谱 柱 (4.6 mm×   

250 mm, 5 μm); 流动相: 2.3 g/L 磷酸二氢铵水溶液(用磷酸调

pH 2.0±0.1); 柱温: 30 ℃; 进样量: 10 μL; 流速: 1.0 mL/min; 

检测波长: 245 nm; 等度洗脱。 

3  结果与分析 

3.1  色谱柱的选择 

本试验中选用 2 根不同的色谱柱 , 分别为资生堂

CAPCELL PAK C18 ADME(4.6 mm×250 mm, 5 μm)和安捷

伦 ZORBAX C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm)柱进行试验, 考察

不同色谱柱对色谱分离的影响, 其色谱图见图 1。资生堂

CAPCELL PAK C18 ADME 色谱柱, 在 2.2.3 的色谱条件下, 

抗坏血酸的 2 种同分异构体能实现有效分离(图 1 B)。因此

本实验中采用资生堂 CAPCELL PAK C18 ADME 色谱柱, 

而且在流动相 pH 为 2.0 的条件下, 用 100%的 2.3 g/L 磷酸

二氢铵水溶液(pH=2)能够达到很好的分离效果, 样品中无

杂质峰干扰(图 2)。 

3.2  方法学考察 

3.2.1  线性范围 

取 2.2.1 中 L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸标准品溶液, 

在 2.2.3 色谱条件下, 用高效液相色谱仪测定, 记录色谱图, 

以峰面积(Y)为纵坐标, 浓度(X)为横坐标, 进行回归分析。

结果表明, L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸相关系数 r2 均在

0.9999。抗坏血酸的 2 种同分异构体在 1.0~50.0 μg/mL 的

浓度范围内, 均呈现良好的线性关系。 

3.2.2  精密度 

取 2.2.1 中标准溶液第 5 点(50.0 μg/mL)重复进样 6 次, 

记录峰面积, 计算相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)值。结果表明, L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸的 RSD

值分别为 0.0010%和 0.0008%(如表 1)。 

3.2.3  加样回收率实验 

精密称取已知含量的供试品 6 份, 分别加入浓度为

1.0 mg/mL 的标准品溶液 5 mL, 按照 2.2.2 处理, 按 2.2.3

色谱条件测定。如表 2, 不同剂型和不同含量范围的供试

样品中 L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸的平均回收率分别

为 99.69%和 100.34%, 方法准确度较高。 
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3.2.4  方法检出限 

取 2.2.1 中标准溶液最低点(1.0 μg/mL)进样, 以信噪

比为 3 计算出 L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸的检出限均

为 0.05 µg/mL。 

3.3  样品中抗坏血酸含量分析 

取不同剂型的保健食品 15 批次 , 按照 2.2.2 供试

品溶液制备方法 , 以 2.2.3 的色谱条件测定。结果 见  

表 3。  
 

 
 

注: A-安捷伦 ZORBAX SB-Aq 柱, B-资生堂 CAPCELL PAK C18 ADME 柱 

图 1  不同色谱柱对抗坏血酸的分离效果 

Fig.1  Separation of ascorbic acid by different chromatographic columns 

 

 
 

注: A 为抗坏血酸标准品, B 为供试样品 

图 2  资生堂 CAPCELL PAK C18 ADME 柱色谱图 

Fig.2  Chromatogram of Shiseido CAPCELL PAK C18 ADME hydrophilic column 

 
表 1  精密度试验结果 

Table 1  Precision test results 

物质 峰面积 1 峰面积 2 峰面积 3 峰面积 4 峰面积 5 峰面积 6 RSD% 

L(+)-抗坏血酸 1388232 1388240 1388232 1388199 1388238 1388219 0.0010 

D(-)-抗坏血酸 1340252 1340229 1340251 1340252 1340258 1340261 0.0008 
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表 2  加样回收率试验结果 
Table 2  Test results of recovery rates of standard addition 

成分      序号 样品含量/mg 加入量/mg 测得量/mg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

L(+)-抗坏血酸 

回收 1 3.04 5.00 8.00 99.23 

99.69 

 

回收 2 3.03 5.00 7.99 99.18  

回收 3 3.01 5.00 7.98 99.50 0.54 

回收 4 3.05 5.00 8.03 99.60  

回收 5 3.00 5.00 8.00 100.00  

回收 6 3.04 5.00 8.07 100.60  

D(-)-抗坏血酸 

回收 1 0.00 5.00 5.006 100.12 

100.34 

 

回收 2 0.00 5.00 5.0105 100.21  

回收 3 0.00 5.00 5.0045 100.09 0.44 

回收 4 0.00 5.00  101.20  

回收 5 0.00 5.00  100.40  

回收 6 0.00 5.00  100.00  

 
表 3  不同剂型的保健食品检测结果 

Table 3  Test results of health food in different dosage forms 

样品编号 样品名称 
L(+)-抗坏血酸含量

/(mg/100 g) 
D(-)-抗坏血酸含量

/(mg/100 g) 
标示含量/(mg/100 g)

1 *奇牌维 C 咀嚼片 3.23×103 ND 2400~5400 

2 *通喜牌铁锌钙硒多种维生素咀嚼片 2.72×103 ND 1618.8~3642.3 

3 *合维生素咀嚼片 1.86×103 ND 1004~2259 

4 *鑫牌维生素 C 加钙咀嚼片 2.8×103 ND 1500~3300 

5 *佰龄牌维生素 C 咀嚼片 1.1×104 ND 8000~16000 

6 维 C 钙咀嚼片 3.18×103 ND 1727.2~4561.2 

7 *露牌多种维生素矿物质口服液 127 ND 92~207 

8 *邦牌善维口服液 306 ND 163.2~367.2 

9 *家顺牌钙铁锌维生素 C 口服液 144 ND 108~324 

10 *天牌维生素 C 泡腾片 8.4×103 ND 7825~17606 

11 *媛春牌胶原蛋白维 C 片 4.5×103 ND 3380~6330 

12 *方同康宝牌维生素 C 含片(儿童型) 5.3×103 ND 4000~6000 

13 *玉康牌维生素 C 维生素 E 含片 5.38×103 ND 3347~7530 

14 *方同康宝牌维生素 C 含片(无糖中老年型) 1.61×104 ND 12307-23076 

15 *佰年®维生素 C 含片 1.24×103 ND 6500~12500 

注: ND 表示未检出。 

 

4  结  论 

抗坏血酸具有极强的亲水性, 在一般的反向色谱柱

上保留差, 2 种同分异构体分离度较差, 故本研究选用资生

堂 CAPCELL PAK C18 ADME 亲水色谱柱, 能很好的分离

抗坏血酸的 2 种同分异构体, 达到准确定量的目的。抗坏

血酸的 2 种同分异构体在 1.0 ~50.0 μg/mL 的浓度范围内, 

均呈现良好的线性关系, L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸的

平均回收率分别为 99.69%和 100.34%, 方法准确度较高, 

满足实验要求, 因此本研究建立的方法简便、快速、准确, 

适用于不同剂型保健品中 L(+)-抗坏血酸和 D(-)-抗坏血酸

的分离检测。 
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