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高效液相色谱法测定保健食品-复合营养素补充剂
中维生素 B1含量 

陆  伟*, 涂宏建, 王  俊, 冯煦洸, 郁新弟, 贾福怀 

(宁波御坊堂生物科技有限公司, 宁波  315012) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定保健食品-复合营养

素补充剂中维生素 B1(vitamin B1, VB1)含量的分析方法。方法  选取基质复杂的多种维生素矿物质片作为代表

样品, 通过创新性地设计酸性饱和乙二胺四乙酸二钠盐(ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt, EDTA)

提取溶液结合超声提取前处理方法, 充分络合各类矿物质元素并有效消除其他基质干扰, 针对样品中的维生

素 B1 进行高效率提取。提取液经 0.45 μm 滤膜过滤后, HPLC 分离检测。结果  此改进后的分析方法能够针

对多种维生素矿物质片中维生素 B1 含量进行准确定量检测。维生素 B1 在 1.0237~204.7380 μg/mL 浓度范围内

线性关系良好(r2=0.9999), 方法的平均回收率达 98.59%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)为

2.08% (n=9), 方法定量限(limit of quantification, LOQ)为 0.05 μg/mL。结论  本方法简单、高效、抗基质干扰

能力强、重现性好, 适用于多种维生素矿物质片中的维生素 B1 的含量测定, 同时也为复杂基质的保健食品-

复合营养素补充剂中维生素 B1 的含量检测提供新的途径。 
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Determination of vitamin B1 in functional food-complex nutrients 
supplementation by high performance liquid chromatography 

LU Wei*, TU Hong-Jian, WANG Jun, FENG Xu-Guang, YU Xin-Di, JIA Fu-Huai 

(Ningbo Yufangtang Biological Technology Co., Ltd., Ningbo 315012, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of vitamin B1 in functional food-complex 

nutrients supplementation by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  Multi vitamin mineral 

tablets with complex matrix were selected as representative samples. By innovatively designing the extraction 

solution of acid saturated ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt (EDTA) and combining the pretreatment 

method of ultrasonic extraction, various mineral elements were fully complexed and other matrix interference was 

effectively eliminated, and vitamin B1 in the sample was extracted with high efficiency. The extract was filtered by 

0.45 μm filter membrane and separated and detected by HPLC. Results  Using this improved method could 

accurately and quantitatively detect vitamin B1 in compound vitamins and minerals tablets. In the range of 
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1.0237‒204.7380 μg/mL, the linear relationship of vitamins was good (r2=0.9999). The average recoveries were 

98.59%. The relative standard deviations (RSDs) were 2.08% (n=9). This limit of quantification of method was  

0.05 μg/mL. Conclusion  This method is simple, efficient, has strong anti matrix interference ability and good 

reproducibility, and can be used for determination of vitamin B1 in compound vitamins and minerals tablets. It also 

provides a new approach for determination of vitamin B1 in functional food-complex nutrients supplementation with 

complex matrix. 

KEY WORDS: vitamin B1; compound vitamins and minerals tablets; complex nutrients supplementation; functional 

food; high performance liquid chromatography 
 
 

0  引  言 

维生素 B1 (vitamin B1, VB1)又称为硫胺素(thiamin), 

也可称为抗神经炎因子(aueurin)。近年来的研究[1‒5]表明, 

VB1 对于细胞的生长和发育、参与碳水化合物和能量代谢

方面具有重要作用, 同时在维持神经、肌肉特别是心肌的

正常功能, 以及维持正常食欲、胃肠蠕动和消化分泌中均

扮演着不可或缺的角色。缺乏 VB1 在临床上会导致心血管

疾病和神经性障碍。然而, 所有哺乳动物都不具备内源合

成 VB1 的能力, 同时人体内的 VB1 也不能大量储存, 必须

通过外源食物的补充来维持体内的稳态[6‒7]。因此除了日常

膳食中的摄入外, 各类含有 VB1 的营养素补充剂也成为大

众摄入 VB1 的一大重要途径[8‒11]。 

近年来已有不少针对 VB1 含量检测方法相关的研究

报道[12‒16], 但主要集中在新型高灵敏检测仪器的使用和创

新, 然而针对复杂基质样品的 VB1 高效率提取和强抗干扰

样品前处理方法的研究则鲜有报道[17‒21]。考虑到 VB1 不仅

容易被光和热降解, 同时复杂基质样品中的 VB1 还容易被

氧化成为硫色素(thiochrome), 不彻底的提取方式及抗干扰

能力相对较弱的样品前处理方法将严重影响 VB1 含量测定

的准确性和重复性, 因此针对复杂基质中强抗干扰能力前

处理方法的研究具有重要意义。本研究通过创新性地设计

酸性饱和乙二胺四乙酸二钠盐(ethylenediamine tetraacetic 

acid disodium salt, EDTA)提取溶液结合超声提取前处理方

法, 充分络合各类矿物质元素并有效消除基质干扰, 针对

多种维生素矿物质片样品中的 VB1 进行高效率提取和准确

定量, 也为复杂基质的保健食品-复合营养素补充剂中的

VB1 含量检测提供一条新的途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 

冰乙酸、盐酸、乙二胺四乙酸二钠盐(分析纯, 国药

集团化学试剂有限公司); 三氟乙酸(trifluoroacetic acid, 

TFA, 色谱纯 , 美国 Sigma 公司 ); 乙腈 (色谱纯 , 美国

TEDIA 公司); 维生素 B1 对照品(CAS: 67-03-8, 含量: 以

C12H17ClN4OSꞏHCl 计为 97.9%, 中国食品药品检定研究

院); 2 款多种维生素矿物质片(批号: 20200704, 20200705, 

20200706; 20200801, 20200802, 20200803; 均含有 14 种

不同的营养素补充剂, VB1 以盐酸硫胺素为功能性原料添

加, 宁波御坊堂生物科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1260 HPLC 高效液相色谱仪(附紫外检测器, 

美国 Agilent 公司); FE 20 型 pH 计、ME 204 型分析天平(瑞

士梅特勒-托利多公司); SBL-10DT 超声波恒温清洗机(宁

波新芝生物科技有限公司); GWB-1 超纯水机(电阻率≥  

18.2 MΩꞏcm, 北京普析通用仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 

饱和乙二胺四乙酸二钠盐溶液: 称取 120 g 乙二胺四

乙酸二钠盐于 1 L 烧杯中, 加水 1 L, 搅拌并超声溶解 1 h。 

0.01 mol/L 盐酸水溶液 : 移取 0.22 mL 盐酸置于   

250 mL 容量瓶中, 用水定容至刻度, 摇匀。 

样品提取液: 取 1 L 的饱和乙二胺四乙酸二钠溶液+ 

20 mL 冰乙酸, 混匀, pH 在 3~4 之间。 

1.3.2  HPLC 色谱条件 

色谱柱 : Waters Xselect HSS T3 (4.6 mm150 mm,    

3.5 μm); 检 测 波 长 : 280 nm; 进 样 体 积 : 5 μL; 流 速 :       

0.8 mL/min; 柱温: 30 ℃; 运行时间: 30 min; 流动相 A: 0.1% 

TFA 水溶液; 流动相 B: 乙腈; 梯度洗脱程序如表 1 所示。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution procedures 

时间/min 流 A: 0.1% TFA 水溶液/% 流 B: 乙腈/% 

 0.00 96.0  4.0 

 5.00 96.0  4.0 

10.00 80.0 20.0 

15.00 10.0 90.0 

23.00 10.0 90.0 

23.01 96.0  4.0 

30.00 96.0  4.0 
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1.3.3  对照品溶液配制 

精密称取 10 mg 的 VB1 对照品(精确至 0.001 g)于   

50 mL 棕色容量瓶中, 加入 0.01 mol/L 盐酸水溶液溶解并

稀释定容, 即为 VB1 对照品储备溶液。 

准确移取 1 mL VB1 对照品储备溶液置于 10 mL 棕色

容量瓶中, 加水稀释定容, 摇匀后即得 VB1 对照品工作

溶液。 

1.3.4  样品前处理 

取 20 粒以上多种维生素矿物质片样品, 研磨混匀, 

精密称取 0.6 g 左右样品粉末(精确至 0.001 g)于 50 mL 棕

色容量瓶中, 加入约 40 mL 样品提取液, 摇匀。将容量瓶

置于超声水浴中提取 15 min (超声功率: 100 W、水浴温度

恒温: 20 ℃)。待冷却后用样品提取液定容至刻度, 摇匀。

静置 5 min 后, 取上清液过 0.45 μm 滤膜, 得上机试样。 

1.3.5  样品测定 

分别将对照品工作溶液和样品溶液 5 µL 注入高效液

相色谱仪中进行测定, 以保留时间定性, 色谱峰峰面积外

标法定量。检测结果以硫胺素计。考虑到 VB1 的光降解性, 

本方法前处理及检测过程应尽量避光操作。 

2  结果与分析 

2.1  不同检测方法的对比与讨论 

GB 5009.84—2016《食品安全国家标准 食品中维生

素 B1 的测定》规定了高效液相色谱法和荧光光度法 2 种不

同的分析方法用于测定食品中 VB1, 其中高效液相色谱法

规定样品通过稀盐酸介质恒温水解、中和、酶解, 水解液

用碱性铁氰化钾衍生, 正丁醇萃取, 液相分离荧光检测器

定量, 定量限为 0.1 mg/100 g。其更适用于天然食品及简单

配方的保健食品, 而用于例如多种维生素矿物质片样品, 

则在样品前处理阶段无法避免各营养素之间的相互氧化还

原反应, VB1 的实测值不足理论添加量的一半, 难以用于

定量分析。同时其前处理步骤复杂, 检测效率较低。2020

版《中国药典》[22]则通过滴定法或紫外分光光度法进行

VB1 的含量测定, 不仅同样无法避免各营养素之间的相互

干扰, 同时定量限较高, 无法满足保健食品-复合营养素补

充剂样品中 VB1 的含量测定。基于上述不足, 本研究针对

复合营养素补充剂类保健食品尤其是复杂基质的复配多种

维生素矿物质片, 旨在开发一种操作简单、检测效率高、

前处理提取效果好、回收率高的高效液相色谱分析方法。

方法中应用酸性 EDTA 饱和溶液超声提取的前处理方法, 

能够高效提取样品中 VB1 的同时, 充分络合各类矿物质离

子, 避免与 VB1 发生氧化还原反应, 保护 VB1 稳定不被降

解。最终提取溶液经 HPLC 高效分离, 紫外检测器高灵敏检

测。下文依据《中国药典》四部通则 9101 分析方法验证指

导原则进行实验设计, 用以系统性验证本研究建立的分析

方法能够满足多种维生素矿物质片中 VB1 的准确定量。 

2.2  专属性考察 

根据“1.3.2”色谱条件, 分别针对试剂空白(样品提取

溶液)、辅料空白(不含 VB1 的空白多种维生素矿物质片配

制溶液)、VB1 对照品溶液和多种维生素矿物质片样品溶液

进行 HPLC 分析, 结果发现试剂空白和辅料空白在主成分

VB1 出峰位置处没有紫外吸收, 且无明显杂质干扰; 样品

溶液和对照品溶液中 VB1 的出峰时间完全一致[保留时间

(retention time, RT)=4.1 min], 二极管阵列检测器 (diode 

array detector, DAD)色谱峰纯度分析结果良好, 未发现明

显杂质包裹现象。同时, 样品溶液中 VB1 色谱峰的理论塔

板数>7700, 峰型良好, 拖尾因子为 1.25, 主峰和前后杂质

峰分离度分别为 1.52 和 2.45, 达到分离要求。本色谱方法

专属性良好, 色谱图详见图 1。 

 

 
 

注: A: 试剂空白谱图; B: VB1 对照品溶液谱图; C: 辅料空白谱图; 

D: 样品溶液谱图。 

图 1  方法专属性考察谱图 

Fig.1  Chromatograms of method specificity 

 

2.3  线性考察 

分别配制 1.0237、5.1185、10.2369、20.4738、51.1845、

102.3690、204.7380 μg/mL 一系列质量浓度的对照品溶液进

行测定。以 VB1 色谱峰面积 Y 为纵坐标, 溶液质量浓度(X, 
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μg/mL)为横坐标, 进行线性回归分析并计算, 结果发现对照

品溶液在质量浓度为 1.0237~204.7380 μg/mL 范围内线性关

系 良 好 , 线 性 回 归 方 程 : Y=12.345X+8.2768, 相 关 系 数

r2=0.9999, 线性良好。同时, 采用信噪比法(S/N)测定本方法的

定量限和检出限, 分别以 S/N=10 和 S/N=3 所对应的 VB1 浓度

定为本检测方法的定量限和检出限。具体实验通过在空白基

质中加入一定浓度的 VB1 对照品后进行上述样品前处理及测

定过程, 收集色谱图, 运用色谱软件针对 VB1 主峰进行积分

及信噪比计算。结果发现定量限为 0.05 μg/mL 时, VB1 主峰信

噪比 S/N=13.5＞10, 满足定量限要求; 检出限为 0.02 μg/mL

时, VB1 主峰信噪比 S/N=3.6＞3, 满足检出限要求, 并远远满

足保健食品中 VB1 含量检测要求, 说明本方法灵敏度较高。 

2.4  精密度考察 

2.4.1  仪器进样精密度考察 

针对对照品溶液和样品溶液, 按 1.3.2 中的方法分别重

复 6 次进样, 记录 VB1 主峰峰面积, 考察色谱方法中的仪器

精密度情况。结果发现对照品溶液的仪器精密度为 0.42%; 样

品溶液的仪器精密度为 0.87%, 说明此仪器方法精密度良好。 

2.4.2  重复性考察 

重复平行 6 次样品前处理及仪器测定过程, 分析同批

次样品中的 VB1 含量, 以考察本方法的重复性。结果发现

6 次实验的相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)

为 0.61%, 说明本方法的重复性较好。 

2.4.3  中间精密度考察 

选取 3 个连续批次的多种维生素矿物质片样品, 通过

比对同个实验室 2 位实验人员、不同测试时间及不同检测

仪器的含量测定数据结果, 进行本方法的中间精密度考

察。6 组测试数据保持一致, RSDs 为 1.02%, 说明本方法中

间精密度良好。 

2.5  准确度考察 

通过加标回收率实验考察本方法的准确度。具体实验

在已测批次样品中分别加入低、中、高 3 种不同浓度水平

的对照品后, 重复样品前处理及仪器测定过程, 最终计算

加标回收率结果。详细数据见表 2, 本方法的平均回收率

为 98.59%, RSDs 为 2.08%, 结果良好。说明本方法准确度

较好, 满足准确定量检测要求。 

2.6  样品溶液稳定性考察 

在室温、避光放置的条件下, 针对配制后的对照品工作

溶液和样品溶液进行稳定性考察, 分别取配制后 0、8、16 h

不同时间点同个样品进行重复进样, 测试其中 VB1 的色谱

峰面积。结果发现 16 h 后对照品溶液的色谱峰面积下降

0.93%; 样品溶液的色谱峰面积下降 1.95%, 可见溶液中的

VB1 稳定性良好, 16 h 内检测基本不影响其含量测定结果。 

2.7  耐用性考察 

为了考察本仪器方法的耐用性, 通过在小范围内改变

液相分析方法的柱温和流速参数, 按同样的前处理方法测

定多种维生素矿物质片样品中的 VB1 含量。结果发现在流

速变动±0.05 mL/min 以及柱温变动±3 ℃的条件下, 样品溶

液色谱图中的 VB1 主峰峰型仍保持良好, 与周围杂质的分

离度控制在 1.35~2.78 范围内, 主峰理论塔板数均在 7200 以

上。达到基线分离要求而不影响定量分析, 同时参数改变后

计算的定量结果恒定, 由此证明本方法耐用性良好。 

2.8  实验室间数据比对与方法适用性研究 

选取 2 款不同配方多种维生素矿物质片产品, 通过比

对本公司研发实验室与第三方检测机构采用本方法针对 6

批次样品含量测定的结果, 以验证本方法实验室间的重现

性。最终 2 个实验室测试结果保持一致, 无明显差异, 且

均与理论添加量一致。由此可得本方法的实验室间重现性

良好, 适合于多种维生素矿物质片中的 VB1 含量准确检

测。具体对比数据如表 3 所示。 
 

表 2  加标回收率实验结果(n=9) 
Table 2  Results of spiked recovery rates experiment (n=9) 

样品序号 样品量/g 样品中原有量/μg 对照品加入量/μg 测定结果/μg 回收率/% 平均回收率/% RSDs/
% 

1 0.6028 2990.1442 

2304.566 

5199.6452  95.87 

98.59 2.08 

2 0.6011 2981.7115 5203.2632  96.40 

3 0.6031 2991.6323 5319.4511 101.01 

4 0.6014 2983.1996 

2933.084 

5896.2856  99.32 

5 0.6053 3002.5453 5911.2394  99.17 

6 0.6044 2998.0809 5899.3344  98.91 

7 0.6016 2984.1917 

3561.602 

6631.2972 102.40 

8 0.6100 3025.8593 6488.5691  97.22 

9 0.6059 3005.5215 6459.3125  96.97 
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表 3  不同实验室间数据比对 
Table 3  Data comparison between different laboratories 

样品及批次/(800 mg/片) 
多种维生素矿物质片-1 多种维生素矿物质片-2 

20200704 20200705 20200706 20200801 20200802 20200803 

御坊堂检测数据(mg/片, 以硫胺素计) 3.54 3.55 3.55 1.95 1.94 1.91 

第三方检测机构检测数据 3.36 3.36 3.44 1.84 1.76 1.76 

绝对差值 0.17 0.19 0.11 0.11 0.18 0.15 

相对误差/% 4.8 5.4 3.1 5.6 9.3 7.9 

 
为了验证本方法的适用性, 通过选取 3 款本公司自产

保健食品及 7 款市面上常见品牌的保健食品: 多种 B 族维

生素片、多种维生素矿物质片、多种维生素矿物质泡腾片、

维生素口服液、维生素功能饮料等, 进行 VB1 的含量测定。

各产品实验结果的测试值均符合理论添加量, 或与其标签

标示值一致, 且检测数据稳定性良好。由此证明本方法在

保健食品中 VB1 含量测定方面具有较广的实际适用性。 

3  结论与讨论 

本研究创新性采用酸性饱和 EDTA 溶液超声提取的

样品前处理, 结合 HPLC 仪器检测方法, 解决了以多种维

生素矿物质为代表的复杂基质保健食品-复合营养素补充

剂中维生素 B1 的快速高效提取及准确定量检测问题。相比

于现行国家标准(GB 5009.84—2016)及中国药典中规定的

法定方法, 本研究方法能够有效地消除复杂基质中矿物元

素及其他维生素对于提取和检测过程中的干扰, 样品前处

理时间更短, 抗基质干扰能力更强, 提取效率更高, 很大

程度提高了维生素 B1 含量检测的准确性和重现性。本方法

适用于市售的绝大部分多种维生素矿物质片、复配营养素

补充剂、复杂基质保健食品等产品中的维生素 B1 的含量检

测, 为复杂基质中维生素 B1 的含量检测提供了一种新的途

径。 
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