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摘　要 :为监管保健食品中维生素的含量 ,建立了保健食品中维生素 B12的化学分析法 ,采用固相萃

取 (SPE)进行试样富集、净化 ,高效液相色谱 ( HPLC)进行分离检测。方法的最小检出量为 013 ng ,

最低检出浓度 012 mgΠkg ,线性范围在 01334～167μgΠmL之间 ,平均回收率为 7211 %～13117 %。该

方法具有简便、快速、可靠、容易推广等优点。
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Abstract : Determination of vitamin B12 in health foods by SPE - HPLC was developed for inspecting the vita2
min B12 content in health foods. The detection limit of the assay is 013 ng. The linear range of the method is

01334μgΠmL～167μgΠmL. The detection concentration limit is 012 mgΠkg. The average recovery is 7211 %

～13117 %. It will provide a reliable analysis method for detecting the concentration of vitamin B12 in health

foods. The method has following advantages : simple , fast , easy to extend and reliable.
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　　人体需要的维生素 B12的量很少 ,推荐的日补助

量为 214μg ,怀孕和哺乳的妇女日需要量为 216μg ,

婴儿为 014μg。使用过量可能引起过敏反应 ,甚至

过敏性休克。摄取不足则可能引起恶性贫血 ,骨髓

变性 ,舌炎 ,神经系症状 ,四肢僵硬 ,易受刺激 ,困倦 ,

精神不振等。人类的维生素 B12来源于动物性食物

如肝、肾、肉类、鱼、贝类动物、禽蛋和乳类等食物 ,植

物类食物中不含维生素 B12。为补充人体所需要的

维生素 B12 ,目前许多保健食品添加维生素 B12。为

了规范保健食品中维生素 B12的使用量 ,需要建立灵

敏度高 ,特异性强 ,简便易行的检测维生素 B12的分

析方法。

目前维生素 B12的测定方法主要采用微生物分

析法和化学分析方法 ,两者相比 ,微生物分析法步骤

繁琐 ,培养时间长 ,重复性差 ;化学分析法则具有分

析时间短、分析步骤少、快速等优点。维生素 B12分

析所采用的化学分析方法主要有导数分光光度

法、[1 ,2 ]高效毛细管电泳法 ( HPCE) 、[3 ,4 ]化学发光分

析法、[5 ]间接测定法、[6 ,7 ]高效液相色谱法。[8 ,9 ]其中

导数分光光度法和高效毛细管电泳法 ( HPCE)方法

检出限过高 ;化学发光分析法则由于仪器购置费用

昂贵 ,不适用于普通实验室使用 ;间接测定法是通过

测定钴来折算出维生素 B12的含量 ,这种方法可能会

由于基质中含有钴而使测定结果偏高。文献中虽也

见用高效液相色谱法测定维生素 B12 ,但基质多为单

一成分药品 ,多成分、基质相对复杂的保健食品中维

生素 B12的测定未见报道。本实验主要针对保健食

品样品 ,采用固相萃取作为前处理手段 ,结合高效液

相色谱法达到检测片剂、胶囊、维生素泡腾片等保健

食品样品中维生素 B12的目的。本方法具有简便、快

速、灵敏、结果可靠等优点。

1　材料与方法

111　仪器

高效液相色谱仪 Waters 510 ,带紫外检测器 ,美

国 Waters公司生产 ; 超声波清洗仪 美国 Branson公

司生产 ;离心机 1 000～4 000 r/ min ,北京医用离心

机厂生产 ;固相萃取柱 Oasis HLB 3cc ,美国Waters公

司生产。
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112　试剂

乙腈 液相色谱专用 ;甲醇 保证试剂 ;乙醇 分析

纯 ;四丁基氯化胺 分析纯 ;三氯甲烷 分析纯 ;维生

素 B12标准品 Sigma公司产品。

维生素 B12标准储备液　用精密天平准确称取

(精确至 011 mg)维生素B12标准品 10 mg ,5 %乙腈溶

解 ,完全转移至 10 mL棕色容量瓶中 ,准确定容至刻

度 ,混匀 ,得到维生素 B12的标准储备液。贮存至

2℃～4℃条件下。

维生素B12标准中间液　吸取 1 mL储备液至 25

mL棕色容量瓶中 ,用 5 %乙腈稀释得到维生素 B12

的标准中间液。贮存至 2℃～4℃条件下。

维生素 B12标准使用液 分别吸取一定量的标准

中间液于 10 mL 棕色容量瓶中 ,用 5 %乙腈稀释得

到标准溶液。

113　方法

试样处理 　将 20 个片剂、胶囊试样粉碎或混

匀。称取试样 2 g于 50 mL 离心管中 ,加入 10～15

mL蒸馏水 ,混匀后置于超声波清洗仪中 (超声波清

洗仪中的水面应与离心管的液面平齐) ,超声提取

10 min后置于离心机中以 4 000 r/ min 离心 5 min。

用吸管吸取上清液置于另一个 50 mL 空离心管中。

对残渣按上述步骤 (每次加入约 10 mL蒸馏水)重复

提取 2次 ,合并提取液于 50 mL离心管中。

向提取液中加入四丁基氯化胺 1 mL ,三氯甲烷

20 mL ,使用涡旋混匀器充分混匀 ,于离心机中以

1 000 r/ min离心 3 min。将水层转入蒸发皿中 ,置水

浴锅上加热蒸发至干。残渣用乙醇溶解 ,转移至离

心管中 ,超声溶解 ,离心 ,吸取上清液于蒸发皿中。

再重复提取 2次 ,合并提取液于蒸发皿中。乙醇蒸

干 ,试样用 1 mL 5 %乙腈溶液定量转移到试管中 ,待

上固相萃取柱。用 3 mL甲醇活化固相萃取柱 (Oasis

HLB 3cc) , 3 mL 双蒸水平衡固相萃取柱 ,速度为每

秒 1滴。将上述处理过的试样加到固相萃取柱上。

上样后 ,用 5 mL 5 %乙腈溶液作为洗脱溶剂将干扰

物质从固相萃取柱上淋洗下来 ,最后用 25 %乙腈溶

液将维生素 B12洗脱下来 ,收集洗脱液 015 mL。

色谱分析

色谱柱 　Shim - Pack C18反相分离柱 ,预柱 　

Guard2pak C18 ;流动相　0105 molΠL KH2 PO4 +乙腈 =

87 + 13 ; 流速　1 mLΠmin ;检测波长 361 nm ;柱温　

室温。

量取 20μL标准溶液和试样溶液注入高效液相

色谱仪中 ,以保留时间定性 ,以试样峰面积与标准品

比较定量。

图 1　维生素 B12的标准色谱图

2　结果与讨论

211　前处理条件的选择

2. 1. 1　提取溶剂的选择　根据维生素 B12可溶于水

和乙醇 ,不溶于丙酮、氯仿和乙醚的物理性质 ,采用

水、乙醇等溶剂对试样进行超声提取。此外根据文

献报导 ,提取时可采用 2 % NaHCO3 水溶液作为提取

溶剂 ,故本实验也选试了 2 % NaHCO3 水溶液作为提

取溶剂。实验结果显示 :对样品成分复杂的保健食

品试样进行检测 ,水和乙醇的提取效果差异不明显。

用 2 % NaHCO3 水溶液提取时提取物呈黑色 ,而且对

维生素 B12的色谱峰有明显干扰。故实验初步确定

提取试样的溶剂为水和乙醇。但由于在以后的杂质

去除研究过程中选用了二氯甲烷或三氯甲烷作为液

- 液萃取溶剂 ,而乙醇与这两者微溶 ,因此 ,本实验

最终选用水作为维生素 B12的提取溶剂。

2. 1. 2　液 - 液萃取条件的选择

　　萃取溶剂的选择　液 - 液萃取的目的主要是去

除脂溶性干扰物质 ,诸如脂溶性维生素、油脂等 ,这

些干扰物质在富集过程中会占据固相萃取柱的穴

点 ,降低固相萃取柱的柱效 ,不利于维生素 B12的有

效富集。维生素 B12属于水溶性维生素 ,去除脂溶性

物质可选用非极性的溶剂或中等极性的溶剂如 :石

油醚、乙醚、二氯甲烷、三氯甲烷等溶剂。本实验最

终选用比重较水大的二氯甲烷、三氯甲烷作为萃取

溶剂 ,目的是使得在分离去除脂溶性物质的同时 ,还

可以将水提物中某些不溶性的物质进一步去除 ,使

之沉降至二氯甲烷层或三氯甲烷层 ,实验中肉眼即

可观察到三氯甲烷层或二氯甲烷层由无色变为有

色。试样最终确定用水提取试样中的维生素 B12 ,二

氯甲烷或三氯甲烷作为萃取溶剂。

　　表面活性剂的使用　加入表面活性剂的目的是

为了进一步去除或部分去除杂质 ,如色素等 ,减少杂

质对固相萃取柱的萃取效率的影响和在高效液相色

谱分离过程中对维生素 B12的色谱干扰。实验现象

表明 ,加入表面活性剂四丁基氯化胺可以明显起到
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净化试样的效果。为了解这一步实验对维生素 B12

的分析可能造成的影响 ,进行了如下实验。在浓度

为 3142μgΠmL的维生素 B12标准液 1 mL 中 ,加入 20

mL水 ,1 mL表面活性剂四丁基氯化胺 ,20 mL 三氯

甲烷进行萃取 ,经高效液相色谱进行检测 ,实际测得

值为 3139μgΠmL ,标准的回收率为 99112 % 。结果

表明维生素 B12未被萃取至有机层。理论判断认为

维生素 B12虽也在分子结构中含有五个羟基 ,但由于

它的分子结构较大 (分子量为 1 355138) ,整个分子

可能不易被表面活性剂的阳离子部分结合 ,故仍留

于水层。

　　四丁基氯化胺属于液相色谱分析中常用的阳离

子表面活性剂 ,色谱分析无干扰 ,同时可以使试样中

的色素和一些其它杂质被进一步萃取至氯仿层。故

选用四丁基氯化胺作为表面活性剂。

2. 1. 3　固相萃取法条件的选择　因维生素 B12的含

量很低 ,必须富集到足够的浓度 ,才能达到仪器检测

的灵敏度。为了进一步净化 ,本实验采用固相萃取

作为进一步提纯富集的步骤。

固相萃取柱的选择　根据固相萃取柱的基本特

点 ,分别考察目前应用较广的 Waters 公司生产的

Sep2Pak 3cc C18、Oasis HLB 3cc、Oasis HLB 1cc 、Oasis

HLB Plus、Oasis MCX 3cc 柱 ,通过比较各个柱子的载

样量、溶剂流失对柱效的影响、标准回收率、洗脱溶

剂的体积等等方面 ,最终本实验选用萃取性能最佳

的 Oasis HLB 3cc柱作为实验用固相萃取柱。

　　SPE洗脱液的选择及其调配比例 　根据 Oasis

固相萃取小柱的性质 ,主要选用极性较强的甲醇和

乙腈作为洗脱溶剂 ,分别使用 0、5 %、10 %、25 %、

40 %、60 %、80 %、100 %甲醇水溶液和 0、5 %、10 %、

25 %、40 %、60 %、80 %、100 %乙腈水溶液进行洗脱。

实验结果表明 (见表 1和图 2洗脱曲线图) ,试样上

固相萃取柱后 ,用 25 %的乙腈溶液洗脱效果最佳 ,

回收率最高。

表 1　不同溶剂的比较 ( n = 3 ,试样浓度为 3142μgΠmL ,

标准峰面积积分为 39 434) %

甲醇溶剂 峰面积 回收率 乙腈溶剂 峰面积 回收率

0 0 010 0 0 010

5 0 010 5 0 010

10 12291 3111 10 27665 7012

20 31662 8013 20 37989 9613

25 32209 8117 25 39473 10011

40 31703 8014 40 11876 3011

60 31194 7911 60 0 010

75 13685 3417 80 0 010

100 0 010 100 0 010

　　淋洗液的选择及其调配比例 　根据 Oasis HLB

图 2　洗脱曲线图

固相萃取柱的一般使用方法选用水作为淋洗液 ,但

在实验中发现 5 %的乙腈溶液不能洗下维生素 B12 ,

且又由于它本身的极性较水稍弱 ,可淋洗下吸附能

力较维生素 B12弱的干扰物 ,节省淋洗溶液的体积 ,

节省分析时间。故选用 5 %的乙腈作为固相萃取过

程中的淋洗液。

洗脱体积　洗脱体积应以淋洗完全为前提 ,体

积最少为最佳。实验中分别用 25 %乙腈淋洗 ,依次

收集 015 mL 洗脱液 ,共 4 次 (试样浓度为 16712

μgΠmL ,直接进样标准的峰面积 (见图 3 ) 为

1977913。)洗脱效果见表 2。

图 3　洗脱体积比较图

表 2　不同洗脱体积的比较

洗脱次数 峰面积积分 回收率 %

1 1933265 97170

2 2406 0112

3 0 0100

4 0 0100

　　测定结果见表 2 ,表明仅 015 mL 25 %乙腈的洗

脱液即可将维生素 B12基本洗脱完全。

212　高效液相色谱条件的选择

流动相的选择 　根据相关文献资料 ,流动相主

要采用甲醇与水的不同比例混合和乙腈与水的不同

比例混合。经过筛选 ,本实验的流动相主要选择了

0105 molΠL KH2 PO4 +乙腈 (83 + 17) 、[10 ]水 +甲醇 (70

+ 30) 、[9 ]水 +乙腈 (87 + 13) 。[11 ]上述流动相对维生

素B12标准溶液的分析效果很好。经过试验调整

0105 molΠL KH2 PO4 和乙腈二者之间的比例 ,本实验
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的流动相最终确定为 0105 molΠL KH2 PO4 +乙腈 (87

+ 13) ,使得 B12的出峰时间变为 8 min左右 ,分离效

果也最佳。对于该实验所使用的 Shim - Pak C18色谱

柱和保健食品特有的复杂基质来说 ,使用 0105

molΠL KH2 PO4 +乙腈 (83 + 17)作为流动相 ,出峰大

约在 3 min左右 ,太快。但采用水 +乙腈 (87 + 13) ,

试样分离效果相对差些。(分离色谱图图 4～图 8)

波长的选择　维生素 B12在 278、361、550 nm波

长处均有吸收 ,361 nm波长处的吸光度与 278 nm波

长处的吸光度的比值为 1170～1188。361 nm波长处

的吸光度与 550 nm波长处的吸光度的比值为 3115

～3145。[10 ]因 550 nm处为可见吸收 ,很多物质在此

都有吸收 ,对于分析基质复杂的保健食品中的微量

维生素 B12将会有严重的干扰。278 nm波长处的吸

光度值仅约为 361 nm波长处的吸光度的 55 % ,不如

361 nm处吸收信号强。故本实验选用有最大吸收

的 ,干扰较少的 ,波长为 361 nm处的光波作为检测

用波长。

213　重复性 　取 2 g试样 ,按实验所描述的试样测

定法进行含量测定 ,平行 6份 ,结果见表 3。

　　结果表明该方法对于测定试样中的维生素 B12

重复性良好。

表 3　重复性考察结果

实验

次数

称样量

g

峰面积积分

μv

维生素B12

的质量μg

维生素B12

的含量μgΠg
RSD %

1 21272 19074 1184 0181
2 21309 25111 2127 0198
3 21266 26304 2153 1112 1418
4 21325 21205 2105 0188
5 21284 23276 2111 0192
6 21301 29572 2185 1124

214　处理后试样的稳定性 　称取 21127 g试样 ,照

上述测定方法制备供试样溶液 ,吸取该溶液 10μL ,

每隔一定时间测定 1次 , (进完样后 ,将试样放入冰

箱中保存) ,结果见表 4。

表 4　稳定性考察结果

测定时间 h 峰面积积分μv RSD %

1 24662
3 26537

240 23486 4112 %
1个月 24994
3个月 25783

　　结果表明 ,试样放入冰箱中避光保存 ,在 3个月

内测定 ,测定结果未见有差异。说明试样在经过本

实验处理后可以稳定存在 ,不分解。

215　方法的适用性 　本实验分别对 5 种试样进行

了维生素 B12的测定。测定结果见表 5。

表 5　部分保健食品试样的测定结果
试样
名称
试样
形态

试样
成分

样品本底值
μgΠg

称样量
g
添加标准量
μg

实验测定总量
μg

标准回收率

样品 1 片剂
VA , VC , VD , VE , VB1 , VB2 , 烟酸胺 , VB6 ,

VB12 , 叶酸 , 泛酸 ,钙 ,铁 ,钾 ,镁 ,锌 ,硒 ,碘 ,辅酶
Q10 ,葡萄子提取物 ,RNA ,等。

1

样品 2 胶囊
VA ,VB1 ,VB2 ,VB6 ,VB12 , VC ,VD2 ,VE ,烟酸胺 ,生
物素 ,叶酸 ,泛酸 ,VK1 ,锌 ,铁 ,硒 ,铜 ,镁 ,铬 ,钼 ,

锰等。
412

样品 3 胶囊 VB6 ,VB12 , 叶酸 , 铜 , 铁 , 锌等。 1014

样品 4 胶囊
VA ,VB1 ,VB2 ,VB6 ,VB12 , VC ,VD2 ,VE ,烟酸胺 ,叶
酸 ,泛酸 ,锌 ,铁 ,硒等。

215

样品 5 片剂
VC ,烟酸胺 , VE , VB6 ,VB12 , VB2 , VB1 ,葡聚糖
等。

012

21046 0185 21658 7211

21013 1171 31381 8016

21342 3142 41907 7512

01426 0185 21659 10213

01487 1171 31942 11019

01445 3142 51569 10812

01462 0185 51488 8014

01509 1171 61598 7613

01468 3142 81034 9216

01466 0185 21238 13117

01861 1171 41209 12513

01779 3142 51919 11814

111580 0185 21999 8014

121672 1171 31856 7713

121112 3142 41957 7411

　　部分样品色谱分离图见图 4—图 8。

图 4　样品 1色谱分离图 图 5　样品 2色谱分离图 图 6　样品 3色谱分离图 图 7　样品 4色谱分离图
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图 8　样品 5色谱分离图
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程中应该有目的地选择对霉菌孢子活性有灭活作用

的乳酸菌 ,减少发酵食品对消费者的潜在危害。
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