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高效液相色谱法测定保健食品多维康胶囊中 

叶酸的含量 

姚  瑛, 付  晖, 李  群, 高  春* 

(北京市药品检验所, 国家药品监督管理局仿制药研究与评价重点实验室,  

中药成分分析与生物评价北京市重点实验室, 北京  102206) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定多维康胶囊中叶酸

含量的方法。方法   采用 C18(150 mm×4.6 mm, 5 μm)色谱柱 , 以磷酸二氢钾-甲醇溶液为流动相 , 流速      

0.8 mL/min, 检测波长 254 nm, 柱温 30 ℃, 进样体积 10 μL。结果  叶酸的线性关系良好, 相关系数为 1.000; 

方法检出限为 0.034 μg/mL, 定量限为 0.091 μg/mL; 方法平均加标回收率为 98.80%~104.17%, 平均相对标准

偏差为 0.02%。结论  该方法操作简单, 灵敏度高, 可作为保健食品多维康胶囊中叶酸的测定方法。 
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Determination of folic acid in health food Duoweikang capsule by 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of folic acid in Duoweikang capsules by high 

performance liquid chromatography (HPLC). Methods  C18 (150 mm×4.6 mm, 5 μm) column was used with 

potassium dihydrogen phosphate methanol solution as mobile phase, the flow rate was 0.8 mL/min, the detection 

wavelength was 254 nm, the column temperature was 30 ℃, and the injection volume was 10 μL. Results  The 

linear relationship of folic acid was good, the correlation coefficient was 1.000; the limit of detection was      

0.034 μg/mL, the limit of quantitation was 0.091 μg/mL; the average recoveries were 98.80%-104.17%, and the 

average relative standard deviation was 0.02%. Conclusion  The method is simple, sensitive and can be used for the 

determination of folic acid in Duoweikang capsules. 
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0  引  言 

叶酸, 化学名为蝶酰谷氨酸, 是一种重要的 B 族维生

素。叶酸是机体细胞生长和繁殖所必须的物质, 参与红细

胞的生长和成熟, 是机体造血不可缺少的物质[1]; 参与蛋

白质代谢[2]、脱氧核糖核酸甲基化[3]。研究表明, 叶酸缺乏

可导致婴儿畸形[4]、心血管疾病、老年痴呆等疾病的发病

率增高[5]。补充叶酸除了能够有效减少上述疾病外, 还有
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提高男性生育率, 增强记忆力, 预防硝酸甘油耐药性等功

效[6]。因此, 叶酸经常被添加入营养强化食品、保健食品

中。据调查, 市面在售的营养补充剂的配方中几乎都含有

叶酸[7‒8]。准确测定叶酸含量对产品的生产加工、功效评价

等具有重要意义。有关叶酸分析方法的报道主要有微生物

法 [9]、高效液相色谱法[10]、电化学法[11]、酶联免疫吸附   

法[12]、同位素放射免疫法[13]。微生物法是国家标准方法, 

以其经典、准确、可靠成为许多国际标准检验机构的标准

方法或第一法[9,14‒15], 保健食品中叶酸含量的国家标准方

法就是微生物法。但是, 该方法对实验环境要求高, 操作

繁琐 , 易受广泛使用的抗生素影响 , 专属性与准确度不

佳。电化学法、酶联免疫吸附法与同位素放射免疫法对实

验条件与耗材要求较高。高效液相色谱法作为在分析化学

领域最常见的方法, 方法的可及性最好, 受制剂组分影响, 

不同高效液相色谱法适用性与专属性不同。多维康胶囊中

组分复杂, 建立一种能适用于测定保健食品多维康胶囊中

叶酸含量的方法是必要的。研究采用高效液相色谱法对保

健食品多维康胶囊中叶酸含量进行了检测和方法学的研究, 

对样品前处理和流动相进行了优化, 对样品采用超声处理

以磷酸二氢钾-甲醇溶液为流动相, 以期为多维康胶囊中

叶酸含量的检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

Agilent 1100 高效液相色谱系统(美国 Agilent 公司);  

C18(150 mm×4.6 mm, 5 μm)色谱柱 (日本资生堂公司 ); 

KQ-500 型 超 声 仪 ( 昆 山 市 超 声 仪 器 有 限 公 司 ); 

SevenCompact 型 pH 计、XA205 型电子分析天平(瑞士梅

特勒 -托利多公司 ); Millipore-Q 超纯水处理系统 (美国

Millipore 公司)。 

叶酸标准品(批号 121K0144, 含量: 99.4%)、甲醇(色

谱纯)(德国默克公司); 磷酸二氢钾、氢氧化钾、氨水(分析

纯, 国药集团有限公司); 所有实验用水, 如未注明其他要

求均指去离子水。 

多维康胶囊(批号: 02190827/02200323/02200509, 规

格: 500 mg, 山东禹王制药有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  色谱条件 

色谱柱: 资生堂 C18(150 mm ×4.6 mm, 5 μm); 流动相: 

磷酸二氢钾 6.8 g 与 0.1 mol/L 氢氧化钾溶液 70 mL, 用水

稀释至 850 mL, 调 pH 值至 6.3, 加甲醇 80 mL, 用水稀释

至 1000 mL; 流速: 0.8 mL/min; 检测波长: 254 nm; 柱温: 

30 ℃; 进样体积: 10 μL。 

1.2.2  标准品溶液的制备 

精密称取叶酸标准品适量 , 用 0.5%氨水溶液溶解 , 

配制成质量浓度约 300 μg/mL 的储备液。精密量取储备液

3 mL 置于 100 mL 容量瓶中, 加水稀释至刻度, 配制成叶

酸质量浓度约 9 μg/mL 的标准品溶液。精密称取叶酸标准

品 7.46、11.12、14.89、19.03、22.71 mg, 分别置于 50 mL

容量瓶中, 加 0.5%氨水溶液溶解, 并稀释至刻读, 摇匀; 

再精密量取 3 mL 溶液, 置于 100 mL 容量瓶中, 加水稀释

至刻度摇匀 , 获得含制剂标示量浓度叶酸 50%、75%、

100%、125%、150%的线性标准品溶液。 

1.2.3  供试品溶液的制备 

取多维康胶囊 20 粒, 精密称定, 精密称取内容物粉

末适量(约相当于叶酸 225 μg), 置于 25 mL 容量瓶中, 加

入 0.5%氨谁溶液 15 mL, 超声处理(1000 W, 40 kHz)20 min, 

并时时振摇使叶酸溶解 , 放冷 , 加水稀释至刻度 , 摇匀 , 

经 0.22 μm 微孔滤膜滤过, 取续滤液作为供试品溶液。 

2  结果与分析 

2.1  方法的优化 

2.1.1  色谱条件的优化 

本研究分别对流动相比例、流动相 pH、色谱柱型号、

流速、柱温、进样器温度与进样体积等参数进行优化, 结

果显示以磷酸二氢钾-甲醇溶液为流动相, 流速 0.8 mL/min, 

检测波长 254 nm, 柱温 30 ℃, 进样体积 10 μL为色谱条件, 

叶酸色谱峰与其他组分的分离度良好, 峰形对称、保留时

间约为 8 分钟。分别取标准品溶液、供试品溶液和空白溶

液进样分析, 结果显示, 样品中辅料和其他成分不会干扰

叶酸的测定, 结果见图 1。 

2.1.2  检测波长的选择 

根据主成分在流动相中的紫外吸收谱图来确定检测

波长。叶酸在 254 nm 处有最大吸收, 故选择 254 nm 作为

检测波长。 

2.1.3  提取方法的选择 

叶酸在偏碱性溶液中溶解度良好且组分稳定, 而其

它水溶性维生素则在偏酸性溶液中稳定。为避免其它水溶

性维生素的干扰, 选择用氨水溶液配制偏碱性溶液溶解样

品, 提取待测组分叶酸。本研究比较了不同浓度的氨水溶

液的提取能力, 结果显示用 0.5%氨水溶液提取时可以将待

测成分提取完全; 比较了不同超声提取时间对提取结果的

影响, 结果显示超声时间为 20 min 时, 待测成分基本溶解

完全; 叶酸对光较敏感, 本研究均采取避光操作, 并且采

用棕色量瓶和液相进样小瓶。综上, 采用 0.5%氨水溶液作

为提取溶液, 超声 20 min 并且避光操作作为提取方法。 

2.2  方法学验证 

2.2.1  线性关系考察及检测限、定量限 

分别精密吸取 1.2.2”项下各浓度线性标准品溶液   

10 μL 注入液相色谱仪, 按上述色谱条件测定, 以峰面积 Y 

为纵坐标, 质量浓度 X(μg/mL)为横坐标作标准曲线。曲线 
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图 1  空白溶液(A)、叶酸标准品溶液(B)和供试品溶液(C)的 HPLC 色谱图 

Fig.1  HPLC chromatograms of blank solution(A), folic acid reference solution(B), and analytical sample solution(C) 

 
回归方程为 Y=11.431X‒0.8778, 线性相关系数为 1.000, 方

法线性关系好。将标准品溶液逐级稀释后, 以信噪比(S/N)

为 3.0 时的质量浓度 0.034 μg/mL 为检出限 (limit of 

detection, LOD), S/N 为 10.0 时的质量浓度 0.091 μg/mL 为

定量限(limit of quantitation, LOQ), 可知方法灵敏度较高。 

2.2.2  精密度实验结果 

取叶酸标准品溶液连续进样 6 次, 计算得到叶酸色谱

峰峰面积的相对标准偏差 (relative standard deviation, 

RSD)(n=6)为 0.02%, 表明仪器的精密度良好。 

2.2.3  重复性实验结果 

对样品独立制备供试品溶液 6 份, 分别进样分析, 计

算得到叶酸的含量测定结果为 85.29 μg/粒, RSD(n=6)为

2.50%, 结果见表 1, 说明方法的重复性良好。 

2.2.4  加样回收实验结果 

精密称取叶酸标准品及样品, 按照“1.2.3”项下方法操

作, 制成含处方叶酸量的 80%、100%、120% 3 个浓度, 进

行加样回收实验, 每个浓度制备 3 份, 共 9 份供试溶液。

结果见表 2。方法平均加标回收率为 98.80%~104.17%, 方

法回收率良好。平均相对标准偏差为 0.02%, 方法精密度

较高。 
 

表 1  重复性试验结果 
Table 1  Results of repetition 

 1 2 3 4 5 6 

取样量/g 1.2688 1.2706 1.2746 1.2748 1.2747 1.2762

结果 

/(μg/粒) 
83.71 83.73 83.00 86.55 86.34 88.42

平均结果 

/(μg/粒) 
85.29 

RSD/% 2.50 

3  结  论 

叶酸作为人体所需的重要营养成分, 市面在售的营

养补充剂的配方中几乎都含有叶酸。行业内对叶酸含量的
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主要测定方法是微生物法, 但微生物法对实验环境要求高, 

操作繁琐, 易受广泛使用的抗生素影响, 专属性与准确度

不佳。因此, 本研究建立了高效液相色谱法测定多维康胶

囊中叶酸含量的方法。结果表明建立的分析方法准确、可

靠, 适合于多维康胶囊中叶酸的准确测定, 可为多维康胶

囊的质量控制提供参考。 

 
表 2  加样回收率实验结果 

Table 2  Results of recovery test 

序号 
相当标示量

百分含量/% 
样品细粉加入量/g 

供试品溶液叶

酸测得量/μg 

叶酸标准品加

入量/mg 
叶酸测得量/mg 回收率/% 平均回收率/%

本底 1 / 0.5019 89.04 / / / / 

1 80 0.6254 188.5 6.97 7.76 111.3 104.17 

2 80 0.6274 180.9 6.97 6.96 99.9 
 

3 80 0.6238 181.3 6.97 7.06 101.3 

4 100 0.6285 229.1 11.67 11.76 100.8 

103.77 5 100 0.6230 228.8 11.67 11.83 101.4 

6 100 0.6249 238.1 11.67 12.73 109.1 

7 120 0.6284 264.6 16.02 15.31 95.6 

98.80 8 120 0.6293 280.9 16.02 16.93 105.7 

9 120 0.6277 263.8 16.02 15.24 95.1 
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“保健食品的研发与检测”专题征稿函 

 

保健食品是指具有特定保健功能或者以补充维生素、矿物质为目的的食品。保健食品亦称功能性食品, 是

特定的食品种类, 有调节人体功能的作用。 

本刊特别策划了“保健食品的研发与检测”专题, 由北京联合大学 闫文杰副教授 担任专题主编。专题围

绕但不限于保健食品的开发、功能性活性成分提取与检测、新型保健食品研发、功能性食品添加剂、保健食

品配料、保健功能性物质(肽与蛋白质、功能性油脂、多糖、微量元素、维生素等)应用、研发与检测等方面

等方面, 或您认为有意义的相关领域开展论述和研究。 

鉴于您在该领域丰富的研究经历和突出的学术造诣, 本刊主编吴永宁研究员、专题主编闫文杰副教授及

编辑部全体成员特别邀请您为本专题撰写稿件。研究论文、综述、研究简报均可, 以期进一步提升该专题的

学术质量和影响力。 

本专题计划于 2021 年 5~6 月出版, 请您于 2021 年 3 月 31 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处

理并经审稿合格后优先发表。 

希望您通过各种途径宣传此专题, 并积极为本专题推荐稿件和约稿对象。 

同时, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。 

谢谢您的参与和支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com(注明保健食品的研发与检测专题) 

E-mail: jfoodsq@126.com(注明保健食品的研发与检测专题) 

《食品安全质量检测学报》编辑部 
 


