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高效液相色谱法测定保健食品中叶黄素含量 

史朝烨, 赵俊楠, 樊少娟, 贺  茜, 雷会宁, 马  月, 吕  卓, 李  涛* 
(陕西省食品药品监督检验研究院, 西安  710065) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定保健食品中叶黄素含量的分析方法。方法  使用 60℃水溶解后用

0.1%丁基羟基甲苯(butylated hydroxytoluene, BHT)乙醇溶液作为提取液, 甲醇+水(95:5, V:V)作为流动相, 用

C18 柱在 445 nm 检测波长下等度分离。采用高效液相色谱法测定保健食品中叶黄素的含量。结果  叶黄素在

0.2597~2.597 μg/mL 浓度范围内线性关系良好(r=0.9990), 精密度相对标准偏差低于 5%, 重复性相对标准偏差

为 2.9%, 回收率为 96.57%~98.67%。结论  本检测方法操作简便、灵敏度好、准确性高, 适用于保健食品中

叶黄素的测定。 
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Determination of lutein in health food by high performance liquid 
chromatography 

SHI Zhao-Ye, ZHAO Jun-Nan, FAN Shao-Juan, HE Qian, LEI Hui-Ning, MA Yue, LV Zhuo, LI Tao* 
(Shaanxi Institute for Food and Drug Control, Xi’an 710065, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish amethod for the determination of lutein in health food by high performance 

liquid chromatography. Methods  The sample was dissolved in hot water (60 ℃), then extracted by ethanol solution 

with 0.1% BHT. Methanol-water (95:5, V:V) was used as the mobile phase. The C18 column was used for the 

separation at the detection wavelength of 445 nm. The lutein was determined by high performance liquid 

chromatography. Results  The lutein had a good linear in the range of 0.2587–2.597 ng/mL with correlation of 

0.9990. The RSD of the precision was less than 5% and the RSD of each spiked test was 2.9%. The average spiked 

recoveries were between 96.75% and 98.67%. Conclusion  This method is simple, sensitivity, and accuracy, which 

is suitable for the determination of lutein in health food. 

KEY WORDS:  lutein; health food; high performance liquid chromatography 
 
 

1  引  言 

雀目在西方医学中叫做夜盲症[1]。随着科学技术水平

的日益进步, 人们发现眼球视网膜黄斑区域的主要色素-
叶黄素的缺失是导致患夜盲症的主要原因[2], 进而发现胡

萝卜、玉米、蛋黄和某些藻类中含有较多的叶黄素[3], 近
年来, 叶黄素在保健食品领域也受到广泛的关注[4]。 

叶黄素是一种含有 2 个不同紫罗酮环的天然黄体素[5], 
属于维生素 A 活性的类胡萝卜类[6], 其化学结构中含有多

个共轭双键, 极易被氧化失去生物活性[7]。因此叶黄素常
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以叶黄素微囊粉或叶黄素酯的形式存在于食品及保健食品

中[8]。叶黄素微囊粉是通过微胶囊化技术对叶黄素单体进

行包埋的微囊产品, 可最大限度保持叶黄素的生物活性
[9]。叶黄素酯是叶黄素与脂肪酸(如棕桐酸、月桂酸等)作用

生成的酯类衍生物, 属于新资源食品[10]。 
综上所述, 根据叶黄素极易被氧化失去生物活性[11]

以及保健食品中叶黄素形态存在的特殊性[12], 采用常规的

样品前处理制备方法, 无法完全的将保健食品中叶黄素进

行提取, 因此需建立一个有效的样品检测方法, 使用 60 ℃
水溶解后用 0.1%BHT 乙醇溶液作为提取液, 采用高效液

相色谱法测定保健食品中叶黄素的含量, 既可有效地提取

出叶黄素进行准确的检测, 又可准确快速地测定其含量, 
同时通过测定精密度、重复性等方式考察该方法的可行性, 
以其为保健品中的叶黄素检测提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

2.1.1  样  品 
来益牌叶黄素咀嚼片(样品 1)(450 mg/片, 浙江医药股

份有限公司); 盛蓝牌越橘叶黄素片(样品 2)(0.45 g/片, 浙
江新维士生物科技有限公司); 越橘叶黄素 β-胡萝卜素软

胶囊(样品 3)(0.5 g/粒, 汤臣倍健股份有限公司)。 
2.1.2  标准品 

叶黄素(纯度: 97.6%, 批号: 00012453-002602C06, 美
国 ChromaDex 公司)。 
2.1.3  实验试剂 

无水乙醇(CH3CH2OH)、甲醇(CH3OH)、甲基叔丁基

醚 (C5H12O) 、 二 氯 甲 烷 (CH2Cl2)( 色 谱 纯 , 美 国

Sigma-Aldrich 公司); 二丁基羟基甲苯(C15H24O)(butylated 
hydroxytoluene, BHT)、乙醚(C4H10O)、正己烷(C6H14)、环

己烷(C6H14)、异丙醇(C3H8O)、氢氧化钠(NaOH)、无水硫

酸钠(Na2SO4)(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 
2.1.4  设备与仪器 

e2695-2998 型高效液相色谱仪、带二极管阵列检测器

或紫外检测器(美国 Waters Alliance 公司); UV-2550 型紫外

可见分光光度计(日本岛津公司); BT25S 型电子天平(十万

分之一, 德国赛多利斯 BT 系列电子天平); AE-240 型电子

天平(万分之一, 瑞士梅特勒天平); MS 3B S25 型旋涡振荡

器(德国 IKA 公司); CF16RN 型离心机(日本日立公司); 移
液器: 1 mL、200µL(德国 Brand 公司); 色谱柱: C18(250 
mm×4.6 mm, 5 μm)(美国 Agela 公司); Synergy 型超纯水仪

(美国密理博公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  试剂配制 
0.1% BHT 乙醇溶液配制: 称取 1 g BHT, 用 1000 mL

乙醇溶解, 混匀。 
萃取试剂: 称取 1 g BHT, 以 200 mL 环己烷溶解, 加

入 400 mL 乙醚和 400 mL 正己烷, 混匀。 
氢氧化钠溶液配制: 称取 16.0 g 氢氧化钠, 加水溶解

并稀释至 100 mL。 
2.2.2  标准品储备溶液配制 

精密称取 10.24 mg(精确至 0.01 mg)叶黄素 , 以

0.1%BHT 乙醇溶液溶解并稀释至 20 mL 棕色容量瓶中, 摇
匀, 该标准储备液充氮避光置于-20 ℃或以下的冰箱中可

保存 6 个月。 
2.2.3  标准曲线溶液的制备 

分别精密吸取上述对照品储备液 0.1、0.2、0.3、0.5、
0.8、1.0 mL 分别置于 6 个 20 mL 棕色容量瓶中, 用 0.1% 
BHT 乙醇溶液稀释并定容至刻度, 摇匀。 
2.2.4  标准品储备溶液的校正 

取 1 mL 叶黄素储备液, 以乙醇定容至 25 mL 棕色容

量瓶中, 以乙醇为空白, 在 445 nm 波长下测定吸光值, 按
下式计算标准溶液浓度[13]。 

4

1
× 10 25= AC

E
  

式中: C1—叶黄素储备液浓度, μg/mL;  
A—叶黄素的紫外吸光值;  
E—乙醇中叶黄素 1%比吸光系数(2550 dL/g);  
25—稀释倍数;  
104—转换系数(g/dL 转化为 μg/mL)。 

2.2.5  仪器条件的优化 
(1)检测波长的优化 
取叶黄素储备液通过紫外分光光度计进行全波长扫

描, 确定最大吸收波长。 
(2)流动相的优化 
取 0.7791 μg/mL叶黄素标准溶液进样, 分别选用甲醇

-甲基叔丁基醚、甲醇/水-甲基叔丁基醚、乙腈-水、甲醇-
水作为流动相, 梯度和等度条件下对叶黄素进行分离。 

(3)标准曲线绘制及检出限计算 
在优化的仪器条件下, 根据样品含量需求配制的标

准曲线进行检测, 计算线性回归方程及线性相关系数, 根
据信噪比计算得出叶黄素检出限。 
2.2.6  样品制备 

按以下 4 种方法同时处理同批样品, 按照优化后的仪

器条件测定叶黄素含量, 得出最优样品制备方法。 
(1)方法 1 
食品中叶黄素样品制备方法[13]: 准确称取混合均匀

的样品, 萃取, 避光提取, 浓缩混匀, 用中性氧化铝固相

萃取小柱净化, 收集洗脱液, 减压浓缩至近干, 以 0.1% 
BHT 乙醇溶液溶解残渣并定容, 过 0.45 μm 滤膜, 供液相

色谱测定[13]。 
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(2)方法 2 
食品添加剂叶黄素样品制备方法[14]: 准确称取混合均

匀的样品适量置于50 mL离心管中, 以流动相溶解, 离心, 取
上清液, 按照适当的比例进行稀释, 过 0.45 μm 滤膜, 供液相

色谱测定[14]。 
(3)方法 3 
万寿菊及其制品中叶黄素样品制备方法[15]: 淮确称取

混合均匀的样品, 加热回流水解。过滤, 萃取, 合并二氯甲

烷相(下层), 加入无水硫酸钠干燥, 浓缩, 以二氯甲烷定容, 
经 0.45 μm 滤膜(有机相)过滤, 待高效液相色谱测定[15]。 

(4)方法 4 
水溶直提叶黄素样品制备方法: 取粉碎后混合均匀

的试样, 准确称定, 加入 5 mL 60 ℃温水, 混匀, 在 60 ℃

超声 5 min, 再加入 80 mL 0.1% BHT 乙醇溶液, 摇匀, 再

超声 10 min, 放置室温后用 0.1% BHT 乙醇溶液稀释到相

应倍数, 摇匀, 作为待测液。样品待测溶液过 0.45 μm 微孔

滤膜, 待高效液相色谱测定[16,17]。 
2.2.7  精密度 

取 0.7791μg/mL 叶黄素标准溶液, 按照优化后的仪器

条件重复进样 6 次, 根据峰面积计算精密度。 
2.2.8  重复性 

按照优化后的制备方法及仪器条件, 同时制备 6 份来

益牌叶黄素咀嚼片样品进行检测, 测定样品重复性。 
2.2.9  回收率 

取阴性样品加入标准储备液 0.5、2、5 mL, 按照最优

制备方法制备样品及仪器条件, 测定, 计算回收率: 回收

率(%)＝(测得量－样品含量)÷对照品加入量×100%。 

3  结果与分析 

3.1  标准品储备溶液的校正结果 

对照品标定方法的标准品储备液校正值见表 1。 

表 1  标准品储备液校正值 
Table 1  Corrections of the reference storage solution 

名称 紫外吸光值 浓度/(μg/mL) 平均浓度/(μg/mL)

叶黄素
0.52988 51.949 

51.94 
0.52975 51.936 

 
根据标准储备液校正结果对标准曲线的浓度进行计

算, 得叶黄素标准曲线各点浓度分别为 0.2597、0.5194、
0.7791、1.299、2.078、2.597 μg/mL。 

3.2  仪器条件优化 

通过叶黄素分离情况及保留时间可以看出, 甲醇-水
作为流动相时能满足仪器检测条件。因甲基叔丁基醚易

挥发, 有刺激性气味, 通常不被作为流动相的选择。根据

实验结 果 , 确定仪 器条 件为 : 色谱 柱 : C18 色谱 柱      
(4.6 mm× 250 mm, 5 µm), 或性能相当者。流动相: 甲醇:
水(95:5, V:V)洗脱, 时间 18 min。流速: 1.0 mL/min。柱温: 
30 ℃。检测波长: 445 nm; 进样量: 10 μL。叶黄素样品色

谱图见图 1。 
在选定色谱条件下 , 以标准品的浓度为横坐标 (X), 

峰面积为纵坐标(Y), 以峰面积对浓度作线性回归, 得到线

性回归方程 Y=8.29×104X-4.34×103, 线性相关系数 (r)为
0.9990, 在 0.2597~2.597 μg/mL 范围内线性关系良好。以 3
倍信噪比除以标准曲线斜率的方法计算出叶黄素的检出限

为 1.61 ng。 

3.3  试样制备对叶黄素含量的影响 

通过 4 种不同的样品前处理方法对所选 3 份实验样品

进行检测, 各试样制备方法下各样品叶黄素含量测定如图

2 所示。 
由图 2 可明显看出, 经过不同的试样制备方法所测得

的叶黄素含量存在明显差异, 且趋势一致。 
 

 
 

图 1  叶黄素样品色谱图 
Fig.1  Chromatogramofreferencesolution for lutein 
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图 2  不同方法处理样品中叶黄素含量测定值(n=3) 
Fig.2  Results of determination of lutein by different pre-treatment 

methods (n=3) 

 
由于叶黄素本身化学性质不稳定, 见光易分解, 极易

被氧化从而失去生物活性, 因此为了提高产品质量, 不同

基质下的叶黄素生产加工工艺存在不同[16], 由此可得出结

论: 同一批样品在不同试样制备方法下叶黄素的提取率存

在较大差异。其中样品经过方法 1 和方法 2 处理后所测得

叶黄素含量极低, 且存在较大的不稳定性, 说明试样制备

方法无法将保健食品中叶黄素完全提取出来, 其原因在于

常见的保健食品中的叶黄素通常是以微囊粉的形式进行生

产加工[9], 大部分微囊粉是不易溶于有机相的, 因此所测

得的叶黄素含量极低且不平行。同时通过比较方法 1 与方

法 2 可以看出, 净化过程的有无, 对叶黄素测得含量无明

显影响, 其原因在于常见的保健食品中的叶黄素大部分是

以原料添加的形式进行生产加工, 因此可省略净化相关步

骤。数据显示方法 3 和方法 4 叶黄素检测值较高, 可证明

通过水解能将保健食品中的叶黄素有效的提取出来, 但方

法 3 试样制备方法过于复杂, 系统性误差较大, 同时考虑

到叶黄素极易被氧化失去生物活性[11,12], 用方法 3 处理保

健食品可能会对叶黄素检测产生一定影响。综上所述, 运
用方法 4 可有效地将保健食品中叶黄素提取出来, 处理方

法简单易操作, 损失率较低, 提高了检测的准确性及效率, 
特别适用于常见保健食品中叶黄素含量的测定。 

3.4  重复性实验 

选择样品 1 平行称取 6 份, 采用所选方法 4 进行样品

前处理, 测得叶黄素含量结果见表 2。从表 2 中可以看出

叶黄素的含量的 RSD 值为 2.9%。表明, 所选方法的重复

性良好, 满足方法要求。 
 

表 2  重复性实验结果 
Table 2  Results of the repetitive testing 

化合物 称样量 叶黄素测定值

/(g/100 g) 
均值 RSD/% 

叶黄素

0.50617 3.390 

3.40 2.9 

0.50265 3.485 

0.50260 3.307 

0.50412 3.309 

0.50326 3.338 

0.50214 3.541 

 
3.5  回收率实验 

根据加入标准储备液含量进行计算, 样品加标测定

回 收 率 结 果 见 表 3 。 可 以 看 出 所 选 方 法 回 收 率 在

96.57%~98.67%之间, 回收率较好, 符合检测标准要求。 

 
表 3  阴性样加标回收的测定 

Table 3  Results of spiked recoveries for the negative samples 

编号 称样量/g 测得量/(μg/mL) 稀释倍数 加入浓度/(μg/mL) 加入体积/mL 回收率/% 

1 0.5011 0.1264 

200 51.94 0.5 

97.34 
2 0.4998 0.1266 97.50 
3 0.5012 0.1259 96.96 
4 0.4999 0.1261 97.11 
5 0.5031 0.1257 96.80 
6 0.5022 0.1271 97.88 
7 0.50123 0.5113 

200 51.94 2.0 

98.44 
8 0.50145 0.5125 98.67 
9 0.50214 0.5016 96.57 

10 0.50350 0.5090 98.00 
11 0.50149 0.5052 97.27 
12 0.50143 0.5099 98.17 
13 0.5023 1.259 

200 51.94 5.0 

96.96 
14 0.5014 1.264 97.34 
15 0.5033 1.266 97.50 
16 0.5011 1.271 97.88 
17 0.5025 1.254 96.57 
18 0.5019 1.277 98.34 
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4  结 论 

本研究建立了一种快速测定保健食品中叶黄素的高

效液相色谱法, 同时对样品前处理的提取溶剂和流动相进

行优化, 选用含 0.1% BHT 的甲醇溶液作为提取液, 甲醇:
水(95:5, V:V)作为流动相, 用 C18 柱在 445 nm 检测波长下

等度分离。通过精密度、重复性、回收率等对方法学进行

考察。结果表明, 该方法的精密度实验的相对标准偏差低

于 5%, 重复性实验的相对标准偏差为 2.9%, 加标回收率

为 96.57%~98.67%, 说明该方法灵敏度好、准确性高, 适用

于常见保健食品中叶黄素的测定。 
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