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高效液相色谱法测定保健食品中的虾青素含量 

赵唯雯, 高梦楠, 黄汉昌, 常  平* 

(1. 北京联合大学应用文理学院保健食品功能检测中心, 北京  100191;  

2. 北京联合大学生物活性物质与功能北京市重点实验室, 北京  100191) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法检测保健食品中虾青素含量的分析方法。方法  采用油状形态和粉末状

形态样品来源的保健食品, 样品经二氯甲烷-甲醇混合溶液(1:3, V:V)提取、NaOH 甲醇溶液皂化后, 经高效液

相色谱分离、紫外可见光检测器检测。结果  全反式虾青素在 0.25~12.70 μg/mL 范围内呈现良好的线性关系, 

检出限为 1.09 ng/mL, 定量限为 3.64 ng/mL。油状形态样品虾青素的精密度为 2.4%、回收率为 96.7%。粉末

形态样品虾青素的精密度为 2.0%、回收率为 98.6%。在 21.9 mmol/L 以下浓度范围内 NaOH 不会造成虾青素

的降解。结论  该方法回收率高、精密度良好, 测量结果准确, 可以应用于保健食品中虾青素含量的测定。 
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Determination of astaxanthin in functional food by high performance  
liquid chromatography 

ZHAO Wei-Wen, GAO Meng-Nan, HUANG Han-Chang, CHANG Ping* 

(1. Testing Center of Health Food Function Determination, College of Arts and science of Beijing Union University, 
Beijing 100191, China; 2. Beijing Key laboratory of Bioactive Substances and Functional Food, Research Institute of 

Science and Technology of Functional Food, Beijing Union University, Beijing 100191, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of astaxanthin in health food by high 

performance liquid chromatography. Methods  Sample sources of health foods in oil form and powder form were 

used. The samples were extracted by dichloromethane methanol mixed solution (1:3, V:V) and saponified with NaOH 

methanol solution. The samples were separated by high performance liquid chromatography and detected by 

ultraviolet-visible detector. Results  All trans astaxanthin showed good linear relationship in the range of 

0.25‒12.70 μg/mL, the limit of detection was 1.09 ng/mL, and the limit of quantification was 3.64 ng/mL. The 

precision and recovery of astaxanthin in oil sample were 2.4% and 96.7%, respectively. The precision and recovery of 

astaxanthin in powder sample were 2.0% and 98.6%, respectively. NaOH did not degrade astaxanthin in the 

concentration range below 21.9 mmol/L. Conclusion  This methodhas high recovery rate, good precision and 

accurate measurement results, and is suitable for the determination of astaxanthin in healthy food. 

KEY WORDS: astaxanthin; high performance liquid chromatography; functional food 
 
 



223

0 

虾青

类的

最高

细胞

血管

蟹的

才引

加剂

批准

高达

年

卜素

为脂

溶剂

氧化

构(

内消

见图

色谱

紫外

游离

法测

提取

测定

谱柱

杂质

种异

相关

含量

315

和

前法

30 
 
 
 
 
 

 

 引  言 

虾青素是一

青素存在于生物

的羽毛中含量较

高级别的产物,

胞老化[4‒6]。虾

管疾病等生理活

的壳中分离出来

引起广泛重视。

剂, 添加量可达

准作为膳食补充

达干重的 5%, 

10 月我国卫生

虾青素的化

素, 化学分子式

脂溶性酮式类胡

剂, 在酸、碱、

化降解。生物体

(全反式、9-顺式

消旋)和酯化(单

图 1。 

F

目前常用的

谱法(high perfo

外分光光度法[

离态的虾青素,

测定较为简便、

取液中可能存在

定产生干扰。高

柱可以有效分离

质以及全反式虾

异构体, 排除杂

目前虾青素

关部门还未颁布

量的标准方法。

520—2015《红

T/CCCMHPIE 

法的前处理主

种类胡萝卜素,

物体内, 在虾、

较高[1‒3]。虾青素

, 虾青素具有最

虾青素具有抗癌

活性[7‒9]。20 世纪

来, 但是直到 2

。虾青素也常用

达 80 mg/kg[10]。

充剂[11]。藻类中

被誉为天然虾

生部批准雨生红

学名称为 3,3′-

式为 C40H52O4, 

胡萝卜素, 难溶

、氧、高温及紫

体内虾青素以多

式、13-顺式等

单酯和二酯)形式

 

 
图 1  全反式虾青

Fig.1  Structure o
 

的虾青素含量的

formance liquid
14‒15], 样品经前

, 采用不同方法

、容易操作、能

在其他类胡萝

高效液相色谱法

离出虾青素和其

虾青素、9-顺式

杂质干扰。 

素虽然广泛作为

布专门应用于准

。目前可以借鉴

红球藻中虾青素

1.23—2016《植

要通过氢氧化

, 又名虾黄质、

蟹、鱼、藻体

素是类胡萝卜素

最强的抗氧化性

、增强肌体免疫

纪 30 年代虾青

20 世纪 80 年代

用作水产养殖动

1999 年虾青素

中的雨生红球藻

虾青素的“浓缩品

红球藻为新资源

-二羟基-4,4′-二

分子量为 596

溶于水, 易溶于

紫外光条件下均

多种形式存在,

等)、立体异构(左

式[12]。全反式虾

青素结构式 

of astaxanthin 

的分析检测方法

d chromatograp

前处理后将虾青

法进行测定。紫

能完成快速检测

卜素成分, 对虾

法操作较为复杂

其他可能存在的

式虾青素、13-顺

为保健食品的原

准确测定保健食

鉴的标准方法主

素的测定 液相

植物提取物 虾

化钠(NaOH)皂化

食 品 安 全 质

龙虾壳色素, 

体、酵母和鸟

素生物合成中

性, 可以避免

疫力、预防心

素已被从虾、

代其生理功能

动物的饲料添

素被美国 FDA

藻虾青素含量

品”, 于 2010

食品[12‒13]。

二酮基 β-胡萝

6.86。虾青素

于大部分有机

均不稳定, 易

 包括几何异

左旋、右旋和

虾青素结构式

法有高效液相

hy, HPLC)和

青素酯转化成

紫外分光光度

测的需求, 但

虾青素含量的

杂, 但通过色

的类胡萝卜素

顺式虾青素 3

原料, 但国家

食品中虾青素

主要有 GB/T 

相色谱法》 [16]

虾青素油》[17], 

化达到由虾青

质 量 检 测 学 报

素酯转化为

素对酸碱敏

酶水解来转

虾青素, 但

昂贵, 且不

本研

测定 液相

中虾青素的

以期降低产

1  材料

1.1  材料

甲醇

甲烷(色谱

氧化钠(分

天津市大

hydroxytol

全反式虾青

Chemicals

品(纯度≥

实验

品牌不同剂

取样品 1 为

表进行分析

1.2  仪器

Wate

器和 Emp

析天平[赛

波清洗机(

混合器(美

(杭州奥盛

有限公司)

1.3  实验

1.3.1  样品

准确

二氯甲烷-

分溶解分散

定容至刻度

密量取备用

的 0.1 mo

在 4 ℃冰箱

磷酸-甲醇

5 mL, 混匀

1.3.2   色

色谱

为游离态的目的

敏感, 有可能破

转化虾青素酯,

但实验中会用到

不易保存, 增加

究采用 GB/T 

相色谱法》[16]的测

的含量, 重点考

产品成本并为检

与方法 

料与试剂 

、甲基叔丁基醚

谱纯, 天津赛孚世

分析纯, 北京化工

茂化学试剂厂

luene, BHT)(化学

青素对照品(纯度

公司); 9-顺式虾

90%, 美国 Sigm

验用保健食品样

剂型的样品, 其

为油状样品的代

析方法学研究。

器与设备 

ers 2695 高效液

ower2 色谱工作

赛多利斯科学仪

(昆山市超声仪

美国 Scientific i

盛仪器有限公司

)。 

验方法 

品前处理 

称取适量样品(

-甲醇混合液(1:

散, 冷却至室温

度, 混匀。根据

用溶液 5.00 mL

ol/L 氢氧化钠-甲

箱中反应 12~1

醇溶液中和剩余

匀, 用 0.45 μm

色谱条件   

柱: C30 色谱柱

的, 试剂简单、

破坏虾青素; 后

, 相对于皂化更

到的胆固醇酯酶

加了实验中的变

31520—2015《

测定方法, 测定

考察了碱含量对

检验机构的日常

醚(色谱纯, 美国

世纪科技发展有

工厂责任有限公

厂); 2,6-二叔丁

学纯, 国药集团

度 97%, 加拿大

虾青素对照品、

ma-Aldrich 公司

样品为市场采购

其中 1~7 为软胶

代表, 取样品 8

。  

液相色谱(配有

作站, 美国 Wa

仪器(北京)有限公

仪器有限公司); 

industries 公司

司); 超纯水机(

(精确至 0.1 mg

:3, V:V)溶液, 超

温, 加二氯甲烷

据不同样品进行

L 于 10 mL 比色

甲醇溶液, 涡旋

5 h。在反应液

的碱, 混匀, 在

滤膜过滤, 得到

(4.6 mm×250 m

第

、成本低廉, 但

后法则通过胆固

更为温和, 不易

酶以及内标物质

变量因素及实验

《红球藻中虾青

定不同性状保健

对虾青素的降解

常检测提供参考

国 Fisher 公司);

有限公司); 丙酮

公司); 磷酸(色

丁基对甲酚(but

团化学试剂有限

大 Toronto Re

13-顺式虾青素

司)。 

购和收集获得的

胶囊, 8~12 为片

8 为粉末状样品

有可变波长紫外

Waters 公司); 电

公司]; KO2200

Vortex—Genie

); MD200-2 氮

(上海乐枫生物

g)于容量瓶中, 

超声 5 min 使样

烷-甲醇(1:3, V:V

行稀释, 备用。

色管中, 加入 0.7

旋混合, 充氮气

液中加入 0.40 m

在氮气吹扫下定

到 HPLC 供试液

mm, 5 μm), 流

12 卷 

但虾青

固醇酯

易破坏

质价格

验成本。 

青素的

健食品

解作用, 

考。 

 二氯

酮、氢

色谱纯, 

tylated 

限公司); 

search 

素对照

的不同

片剂。

品的代

外检测

电子分

0 超声

e 旋涡

氮吹仪

物科技

加入

样品充

V)溶液

再精

70 mL

气密闭, 

mL 2%

定容至

液。 

流动相: 



第 6 期 
 
 
 
 
 

 

甲醇+甲基叔

流速: 1.0 m

 

时间/min 

0 

15 

23 

27 

30 

35 

 
1.3.3  线性

以全反

量全反式虾

备液。测定

1.3.4  色谱

选择不

进行样品处

上, 向其中

定信噪比 S/

1.3.5  碱含

称取适

加入不同体

过观察样品

虾青素含量

其中, A: 色

叔丁基醚+1%磷

mL/min, 检测波

表 1  
Table 1  Gra

甲醇/% 甲

81 

66 

16 

16 

81 

81 

性关系及最低检

反式虾青素作为

虾青素对照品, 

定前以丙酮稀释

谱条件下测定, 制

不含虾青素的样

处理, 经 10 次进

加入不同浓度

/N=3 及 S/N=10

含量对虾青素稳

适量样品 1 和 8

体积的 NaOH 溶

品含量变化考察

13

9

(1.3

)
=

A

A C

A







 

顺式

顺式

全反

量

色谱峰面积, AU

F

赵唯雯, 

磷酸梯度洗脱, 

波长: 474 nm, 柱

梯度洗脱程序 
dient elution pro

甲基叔丁基醚/%

15 

30 

80 

80 

15 

15 

检出限 

为全部异构体的

以丙酮溶解定

释不同浓度的虾

制作标准曲线。

样品作为空白基

进样, 获得基本

度全反式虾青素

0 时虾青素的检

稳定性的影响 

8, 按 1.3.1 方法

溶液, HPLC 测定

察碱量对虾青素

1.A

C V

m

 





式 全反式

全反式标准品

反式标准品

; C: 浓度, μg/m

图 2  全反式

Fig.2  Standard 

等: 高效液相

洗脱比例见表

柱温: 25 ℃。

ogram  

% 1%磷酸溶液

4 

4 

4 

4 

4 

4 

的定量依据。称取

定容, 配制成标准

虾青素标准溶液

。 

基质, 按 1.3.1 方

本噪音值。在此基

素标准溶液, 分别

检出限和定量限

法进行样品处理

定虾青素的含量

稳定性的影响

3

1

10
10

V
f


 

mL; V: 样品的体

式虾青素、9-顺式

chromatograph of

相色谱法测定保

表 1。

液/%

取适

准储

液, 在

方法

基础

别测

限。 

理, 但

量。通

。 

00%  

体积, 

mL; f

1.3.6

精密

1.3.7

其中

式虾

1.3.1

计算

1.3.8

进行

分析

2  

2.1

13-顺

品的

虾青

4。从

虾青

检测

虾青

其作

青素

归方

1.09 

 
 
 
 

 
 
 

式虾青素、13-顺

f astaxanthin, 9-c

健食品中的虾青

f: 稀释倍数, 本

6  精密度 

同日内称取 6

密度实验, 按 1.3

7  回收率 

每组回收率实

中 3 份按照样品

虾青素标准储备

1 样品处理操作

算三水平平均加

8  日间重复性

3 日内每日分

行日间重复性实

析结果。 

结果与分析

 虾青素的色

按照 HPLC 色

顺式虾青素能得

的色谱峰见图 2。

青素酯类和 3 种

从色谱图可知, 

青素, 另一方面

测波长内没有杂

青素异构体含量

作为主要定量计

采用全反式虾

素浓度在 0.25~1

方程为 Y=10302

当 全 反 式 虾

ng/mL; 当 S/N

顺式虾青素对标准

cis-astaxanthin, 13

青素含量 

本方法为 100。

6 份平行(n=6)样

3.1 方法进行样

实验称取 6 份适

中含量的 0.5 倍

备液, 另 3 份作

作, HPLC 液相分

加标回收率(n=3)

性实验 

分别平行称取 3

实验, 按 1.3.1 方

 

色谱分离测定 

色谱条件, 全反

得到很好的分离

。油状样品 1 号

种异构体的虾青

一方面虾青素

虾青素异构体

杂质峰的干扰。

量的主要部分, 

计算依据。 

虾青素作线性实

12.70 μg/mL 范

3.6X+2015, r=1

虾 青 素 信 噪 比

N=10 时, 定量限

准品色谱图 

3-cis-astaxanthin 

 

样品 1 和样品 8

样品处理, HPLC

适量样品 1 和 8 至

倍、1 倍、1.5 倍

作为各水平的空

分析结果。实验

)。 

份(n=3)样品

方法进行样品处

反式虾青素、9-顺

离, 3 种虾青素异

号经萃取和皂化

素色谱峰分别见

酯类化合物能够

体均能得到很好

其中全反式虾青

且分离良好, 本

实验, 结果表明

范围内, 线性关

1.0000。 

比 S/N=3 时 , 

限为 3.64 ng/m

2231 

8, 进行方法

C 分析结果。 

至容量瓶中, 

倍加入全反

空白对照, 按

验重复 3 次, 

1 和样品 8, 

处理, HPLC

顺式虾青素、

异构体标准

化前处理后, 

见图 3 和图

够被皂化成

好地分离, 在

青素占所有

本研究选择

明全反式虾

关系良好, 回

检 出 限 为   

L。 

  



223

2.2

程的

化不

化钠

0.7

选择

见表

定,

Na

反式

表明

2.3

度测

度

32 
 
 
 
 
 

 

2  碱量对虾青

皂化后游离

的碱量使用成为

不完全, 过多则

钠的用量进一步

70 mL 0.1 mol/L

择 NaOH 的终浓

表 2。当 NaOH

, NaOH 浓度大

OH 浓度达到 7

采用较高的

式虾青素的回收

明 NaOH 浓度低

3  方法精密度

用油状样品

测试, 结果见表

良好, 方法可靠

青素稳定性的

虾青素在碱性条

为前处理过程中

则破坏游离出的

步测试。本研究

L 的 NaOH 为起

浓度为 12.3~73

H 浓度低于 21.

大于 35.94 mmo

73.7 mmol/L 时

NaOH 终浓度

收率实验, 回收

低于 21.9 mmo

度结果 

1 号和粉末状样

表 4, 表明该方

靠。 

图 3  

Fig.3  Chr

图 4  

Fig.4  Chromat

的影响 

条件下不稳定,

中的关键因素。碱

的虾青素, 因此本

究参照国家标准方

起点(终浓度为 1

3.7 mmol/L 进行

.9 mmol/L 时虾

ol/L 时虾青素含

时虾青素含量最

为 21.9 mmol/L

收率可达到 95

ol/L 时虾青素含

样品 8 号同时进

方法测定虾青素

食 品 安 全 质

样品 1 皂化前虾

romatogram of ast

样品 1 皂化后虾

ogram of astaxan

, 因此皂化过

碱量过少则皂

本研究对氢氧

方法, 以添加

12.3 mmol/L), 

行测试, 结果

虾青素含量稳

含量下降, 而

最低。 

L 时, 进行全

.7%(见表 3), 

含量稳定。 

进行方法精密

素含量的精密

质 量 检 测 学 报

 
虾青素类化合物的

taxanthin before s
 
 

 
虾青素类化合物的

nthin after saponif
 
 

表

Table 2  Ef

碱浓度/

12

16

2

35

73

 
表 3

Table 3

加标水平

0.5 倍

1 倍

1.5 倍

的色谱图 

saponification 

的色谱图 

fication in sample

表 2  不同 NaOH
ffects of differen

of

/(mmol/L) 样

2.3 

6.7 

1.9 

5.9 

3.7 

3  21.9 mmol/L 
 Recoveries of 

平 加标量/μg

505 

1011

2022

e 1 

H 浓度对虾青素稳

t NaOH concent
f astaxanthin 

样品 1 含量/% 

2.11 

2.10 

2.10 

1.80 

0.22 

NaOH 时虾青素

astaxanthin at 2

g 回收量/μ

492 

967.5 

1948 

第

 

 

稳定性的影响 
rations on the st

样品 8 含量

0.138

0.140

0.141

0.099

0.015

素的加标回收率

21.9 mmol/L NaO

μg 回收率/

97.5

95.7

96.4

12 卷 

tability 

量/% 

OH  

/% 



第 6 期 赵唯雯, 等: 高效液相色谱法测定保健食品中的虾青素含量 2233 
 
 
 
 
 

 

表 4  方法的精密度结果(n=6) 
Table 4  Precision of the analyzed method result (n=6) 

样品编号 平均值/% RSD/% 

样品 1 2.08 2.4 

样品 8 0.140 2.0 

 
 

2.4  方法回收率测定结果 

以样品 1 和样品 8, 同时进行全反式虾青素三水平加

标回收测定, 全反式虾青素回收率测定结果见表 5。结果

表明, 该方法的回收率稳定, 其间无含量损失。 

2.5  日间重复性结果 

油状样品 1 号和粉末状样品 8 号经 3 日重复实验, 结

果见表 6, 虾青素不同日间测量含量稳定、精密度良好, 表

明本方法日间重复性好。 

2.6  样品中虾青素含量的测定结果 

依 据 以 上 样 品 前 处 理 和 色 谱 分 析 条 件 , 采 用     

12.3 mmol/L 的 NaOH 浓度皂化, 对 12 个保健食品中的虾

青素含量进行测定, 其中样品 1~7 为软胶囊剂型, 样品

8~12 为固体剂型。结果见表 7, 表明不同样品的虾青素测

定精密度均比较高、数值可靠, 该方法可以应用于保健食

品中虾青素含量的测定。 

3  结  论 

目前我国还没有颁布测定保健食品中虾青素含量的

标准方法, 本文研究了保健食品中虾青素的测定方法, 建

立了样品二氯甲烷-甲醇混合溶液提取、NaOH 甲醇溶液皂

化、高效液相色谱法分离的分析方法。前处理条件为二氯

甲烷 - 甲醇混合溶液为 1:3(V/V), NaOH 皂化浓度为

12.3~21.9 mmol/L, 色 谱 分 析 条 件 为 C30 色 谱 柱        

(4.6 mm×250 mm, 5 μm)、柱温 25 ℃, 流动相为甲醇+甲基

叔丁基醚+1%磷酸梯度洗脱、流速 1.0 mL/min, 检测波长

474 nm。对市场上常见的油状来源及固体状来源 2 种剂型

的样品分别进行了检测方法学研究, 研究表明样品中虾青

素的回收率高、精密度良好, 测量结果准确。本方法可应

用于保健食品中虾青素含量的测定。 

 

 
表 5  方法的回收率结果(n=3) 

Table 5  Recoveries of the analyzed method result (n=3) 

样品编号 加标水平 加标量/μg 回收量/μg 回收率/% RSD/% 均值% 

样品 1 

0.5 倍 52.58 51.18 97.3 1.75 

96.7 1 倍 105.2 101.3 96.4 0.88 

1.5 倍 157.7 152.1 96.4 1.14 

样品 8 

0.5 倍 13.68 13.35 97.6 1.23 

98.6 1 倍 27.35 26.32 96.2 0.85 

1.5 倍 41.02 41.78 101.9 1.42 

 
 
 

表 6  样品 1 和 8 号日间重复性结果(n=3) 
Table 6  Sample 1 and 8 daytime repeatability result (n=3) 

时间 

油状样品 1 号 粉末样品 8 号 

平均含量/% RSD/% 平均含量/% RSD/% 

第 1 d 2.04 

1.3 

0.141 

1.6 第 2 d 2.09 0.141 

第 3 d 2.05 0.145 
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表 7  不同样品中虾青素含量测定结果 
Table 7  Determination results of various samples 

样品编号 n 值 样品含量/% RSD/% 

1 6 2.08 2.4 

2 3 1.16 1.8 

3 3 0.328 2.4 

4 3 3.92 2.2 

5 3 3.55 2.4 

6 3 1.25 2.9 

7 3 0.484 2.4 

8 6 0.140 2.0 

9 3 0.284 2.7 

10 3 0.103 3.0 

11 3 0.329 2.9 

12 3 0.261 2.6 
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