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高效液相色谱法测定多组分配方含维生素 K2 
制剂中七烯甲萘醌的含量 

王  颖*, 黄丽娟, 黄  瑛 
(四川省食品药品检验检测院, 成都  610097) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定多组分配方含维生

素 K2 制剂中七烯甲萘醌含量的方法。方法  试样在酸化、酶解后, 经异丙醇提取, 采用反相色谱柱分离, 紫

外检测, 外标法定量测定七烯甲萘醌含量。结果  在优化的实验条件下, 七烯甲萘醌在 0.20~7.90 μg/mL 范围

内线性关系良好 (r2>0.9995), 方法的定量限为 1.6 μg/g, 回收率 94.55%~101.05%, 相对标准偏差为

2.33%(n=3)。结论  该方法灵敏快速准确, 适用于多组分配方制剂中七烯甲萘醌的含量检测。 
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Determination of menaquinone-7 in multi-component formulation containing 
vitamin K2 by high performance liquid chromatography 

WANG Ying*, HUANG Li-Juan, HUANG Ying 

(Sichuan Food and Drug Inspection and Testing Institute, Chengdu 610097, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of menaquinone-7 in multi-component 

formulation containing vitamin K2 by high performance liquid chromatography. Methods  The samples were 

acidifiied, digested by pepsin, and then extracted by isopropyl alcohol. Menaquinone-7 was separated on reversed- 

phase chromatographic column, detected by ultraviolet detection and the content was quantified by the external standard 

method. Results  Under the optimized condition, the linear relationship was good in the range of 0.207.90 μg/mL 

(r2>0.9995). The limit of quantitation(LOQ) of the method was 1.6 μg/g., the recoveries were in the range of 

94.55%101.05% and the relative standard deviation(RSD) was 2.33%(n=3). Conclusion  The method is accurate 

and reliable, and is suitable for the determination of menaquinone-7 in multicomponent formulation. 
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1  引  言 

维生素 K2 是一种脂溶性维生素, 主要由微生物代谢

产生, 共有 14 种存在形式, 其中由纳豆芽孢杆菌合成的维

生素 K2 主要以七烯甲萘醌(menaquinone-7, MK-7)形式存

在, 另有少量四烯甲萘醌(menaquinone-4, MK-4)。维生素

K2 在其他国家及地区应用已有一定历史, 日本最早批准维

生素 K2 作为骨质疏松治疗用药, 2006-2007 年, 美国 FDA
及欧盟相继批准维生素 K2 作为食品及强化食品添加剂使

用, 我国 2016 年批准大豆粉经纳豆枯草芽孢杆菌发酵并

精制成的维生素 K2(主要成分为 MK-7)可作为食品营养强

化剂使用[1]。2009 年欧盟食品安全局( European Food Safety 
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Authority, EFSA)发表的科学观点[2]提到有证据表明“维生

素 K1和维生素 K2补充剂在减少骨质流失和维生素 K2补充

在减少骨折风险方面有作用”, 认为“维生素 K 的饮食摄入

与正常骨骼的维持之间存在因果关系”。由于维生素 K2 在

人体内普遍缺乏, 大部分人群都受到亚临床、继发性维生

素 K缺乏症的影响, MK-7是一种高度生物利用的维生素 K
形式, 有助于保持骨骼健康[3], 服用补充剂时, 首选维生

素K的形式为MK-7[4], 可以预见随着“健康中国”建设推进, 
维生素 K2 在营养补充剂和增强骨密度类保健食品中的应

用将不断增加[5]。目前报道的维生素 K2 的测定方法主要包

括高效液相色谱法[6-10]、高效液相-荧光衍生法[11]、液相色

谱质谱联用法[12-14]、毛细管电泳法[15]等, 其中毛细管电泳

操作复杂, 液质联用法灵敏度高, 但价格昂贵, 推广性较

差, 高效液相色谱法由于灵敏度适中, 分离效果好、分析

速度快且设备普及率高等优势成为最常用的分析方法, 多
用于测定原料或单一成分制剂的产品 , 一般采用溶剂直

接提取, 但在部分多组分配方产品中存在重现性不佳、测

定结果偏低等情况。本研究采用高效液相色谱法对多组

分配方含维生素 K2 制剂中 MK-7 的含量进行测量, 对前

处理进行优化, 在样品酸化酶解后采用异丙醇进行提取, 
降低蛋白类成分干扰 , 改善方法重现性 , 适用于多组分

配方制剂中 MK-7 的测定, 也可为其他食品中 MK-7 的检

测提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试药 

2.1.1  实验仪器 
Agilent 1200 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司); 

CPA225D 电 子 天 平 ( 德 国 赛 多 利 斯 公 司 ); Milli-Q 
Advantage A10 超 纯 水 系 统 ( 德 国 默 克 密 理 博 公 司 ); 
KQ-500DE 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公

司); ZHWY-110X 往复式水浴恒温振荡器(上海智成分析仪

器制造有限公司)。 
2.1.2  样品和试剂 

含维生素 K2产品(批号: 20180301,20180302,20180303, 
某企业提供 ); 七烯甲萘醌 (MK-7)(批号 : F0M288, 含量

99.1%, 上海安谱实验科技股份有限公司); 甲醇、异丙醇

(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 无水乙醇(分析纯, 成都科隆

化学品有限公司); 胃蛋白酶(酶活力≥1200 U/g, 国药集团

化学试剂有限公司); 盐酸(分析纯, 成都科隆化学品有限

公司); 实验用水为超纯水。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 
准确称取 10 mg 七烯甲萘醌标准品, 用异丙醇溶解并

转移至 50 mL 棕色容量瓶中定容, 得 0.20 mg/mL 的标准贮

备溶液。精密吸取上述标准贮备液 1 mL, 置于 10 mL 棕

色容量瓶中, 用异丙醇稀释并定容, 得 20 μg/mL 标准品

溶液。 
2.2.2  样品前处理 

取样品研磨均匀, 精密称取 1 g 样品粉末, 置 50 mL
离心管中, 加水 10 mL, 缓缓加入盐酸 1 mL, 摇匀, 放置

10 分钟, 加入胃蛋白酶 0.5 g, 37 ℃水浴振荡 10 min, 加异

丙醇 25 mL, 超声处理 30 min, 放至室温, 离心, 上清液转

移至 50 mL 棕色容量瓶中, 残渣用异丙醇分次洗涤, 洗液

并入容量瓶, 用异丙醇定容至刻度, 摇匀, 离心, 上清液

作为供试品溶液。 
2.2.3  色谱条件 

采用 Agilent Zorbax SB-C8 色谱柱(4.6 mm×150 mm,  
5 μm)色谱柱, 以甲醇为流动相, 流速 0.8 mL/min, 检测波

长 270 nm, 柱温 30 ℃, 进样量 5 μL, 理论板数按 MK-7 峰

计算大于 6000。 
2.2.4  标准曲线的绘制 

精密吸取标准品溶液 0.10、0.25、0.50、1.00、2.00、
4.00 mL, 分别置于 10 mL 棕色容量瓶中, 用异丙醇稀释并

定容, 制成标准系列溶液: 0.20、0.50、1.00、2.00、4.00、
8.00 μg/mL。分别精密吸取上述标准系列溶液各 5 μL, 按
“2.2.3”项色谱条件分别进样测定 , 记录色谱图 , 以浓度

(μg/mL)为横坐标, 峰面积为纵坐标绘制标准曲线。 

3  结果与分析 

3.1  实验优化 

3.1.1  提取溶剂选择 
七烯甲萘醌是脂溶性的醌类衍生物, 为脂溶性成分, 

溶于正己烷、异丙醇、乙醇等有机溶剂, 考虑到正己烷的

毒性相对较大, 本研究对异丙醇、乙醇的提取效率进行了

考察, 结果显示采用异丙醇提取结果为 28.3 μg/g, 略高于

乙醇提取结果 26.1 μg/g, 因此选择以异丙醇作为提取溶

剂。 
3.1.2  前处理优化 

为改善多组分配方中测定结果偏低、重现性不佳的问

题, 对前处理方法进行优化。由于七烯甲萘醌在酸性条件

下稳定性良好, 为降低配方中蛋白类成分对检测的影响, 
本研究增加样品酸化后, 采用胃蛋白酶酶解的操作改善提

取效率、降低色谱干扰。对盐酸和胃蛋白酶的用量进行考

察, 经实验, 1 g 样品加入 10 mL 水, 1 mL 盐酸, 此时 pH 在

胃蛋白酶的适宜范围内; 当胃蛋白酶加入量 0.3、0.5、0.7 g
时, 测定含量分别为 26.6、26.8 和 26.0 μg/g, 0.5 g 加入量

结果最高, 最终确定加入量 0.5 g。采用优化后的前处理方

法与直接提取方法进行比较, 结果酶解后提取较直接提取

结果高约 10%, 且七烯甲萘醌色谱峰塔板数有明显提高

(P=95%), 说明前处理方式有效降低杂质色谱干扰。另外七
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烯甲萘醌的化学性质较稳定, 但对光敏感, 易被碱和紫外

线分解[10], 故整个操作过程必须注意避光。 

3.2  方法线性范围及定量限   

七烯甲萘醌的标准溶液色谱图见图 1, 标准曲线回归

方程为 Y=55.9040X－1.0234(r2=1.0000), 七烯甲萘醌在

0.20~7.90 μg/mL 范围内与峰面积线性关系良好。精密吸取

0.20 μg/mL 标准品溶液用异丙醇逐步稀释后进样测定, 记
录色谱图, 按信噪比(S/N)为 10:1 确定定量限为 1.6 μg/g, 
根据国产保健食品数据库信息, 含有 MK-7 产品的标示含

量范围在 13~360 μg/g, 方法定量限能够满足同类产品定量

测定需求。 

3.3  精密度、稳定性与重复性实验 

精密量取 10 μL 对照品溶液, 连续进样 6 次, 计算七

烯甲萘醌峰含量的相对标准偏差(relative standard deviation, 
RSD)为 0.67%, 说明系统精密度良好。取同一份供试品溶

液, 分别于 0、2.5、5.0、10.0、20.0 h 进.样, 对记录的峰面

积进行单样本 t 检验。峰面积值随时间变化见表 1, 峰面积

值均落在样本 95%置信区间范围内, 表明 0~20 h 供试品溶

液峰面积值无显著差异, 供试品溶液在 20 h 内稳定。精密称

取同一批样品共 6 份, 分别按照“2.2.2”“2.2.3”项下方法制备

供试品溶液, 分别进样, 计算样品中七烯甲萘醌的平均含量

为 27.1 μg/g, RSD 为 1.31%, 说明方法的重复性良好。 

3.4  加样回收实验   

精密称取约 1 g 同一批次已知含量的样品 (批号 : 
20180301)粉末共 9 份, 置 50 mL 离心管中, 分别按照已知

含量的 50%、100%、150%水平加入对照品溶液 , 再按

“2.2.2”、“2.2.3”项下方法制备供试品溶液并测定含量, 计
算回收率和 RSD, 结果见表 2。平均回收率在 95.0%~99.6
之间, RSD 为 2.33%, 表明方法的准确度良好。 

 
表 1  供试品溶液稳定性 

Table 1  Stablility of the test solution 

时间/h 0 2.5 5.0 10.0 20.0 

峰面积值 55.83 55.19 55.25 55.60 55.88 

平均值 55.48 

置信区间
(α=0.05) 

54.92～56.03 

 
表 2  七烯甲萘醌回收率实验结果 

Table 2  Results of the recovery tests of menaquinone-7 

加入量/μg 回收率/% 平均回收率/% RSD/%

19.76 

99.00  

2.33 

98.78 99.6 

101.05  

29.64 

94.55  

94.56 95.0 

95.74  

39.52 

96.45  

97.43 97.7 

99.32  

 

 
 

注: A 空白溶液; B 标准品溶液; C 供试品溶液 
图 1  样品色谱图 

Fig.1  Chromatogram of sample 
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3.5  实际样品的含量测定 

取 3 批次的样品研磨均匀, 精密称取约 1.0 g 粉末, 置
50 mL 离心管中, 按“2.2.2”“2.2.3”项下方法制备供试品溶液

并测定含量, 计算样品中七烯甲萘醌的含量, 结果见表 3。 
 

表 3  实际样品含量测定结果 
Table 3  Results of content determination of the test sample 

批次 七烯甲萘醌的含量/(μg/g) 

20180301 27.1 

20180302 27.7 

20180303 27.4 
 

4  讨论与结论 

4.1  讨  论 

七烯甲萘醌采用液相色谱常用的十八烷基硅烷键合

硅胶柱能得到较好的分离效果[6,7,911], 本文采用 C8 柱也能

满足分离要求, 相同色谱条件下分析时间更短, 提高检测

效率。采用异丙醇作为提取液, 在使用微孔滤膜直接过滤

时遇到过滤困难的现象, 采用离心能够很好解决。实验中

观察到在同样色谱条件下, 采用酶水解后提取的前处理方

式, 七烯甲萘醌色谱峰的塔板数有明显提高, 提示前处理

方式有效降低杂质干扰。七烯甲萘醌对光敏感, 故整个操

作过程必须全程避光。 

4.2  结  论   

本研究采用高效液相色谱法测定多组分配方含维生

素 K2 制剂中七烯甲萘醌的含量。通过对前处理条件的优化, 
改善提取效率, 降低色谱干扰, 有效改善多组分配方中测

定结果偏低、重现性不佳的问题, 建立了适用于多组分配

方制剂中七烯甲萘醌含量测定的方法。结果表明, 本方法

线性相关系数为 1.0000, 回收率为 95.0%～99.6%, 定量限

为 1.6 μg/g, 方法结果准确可靠, 能满足多组分配方保健食

品中七烯甲萘醌检测的需求, 也可为其他食品中七烯甲萘

醌的检测提供参考。 
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