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(57)摘要

本发明公开了一种利用半自动样本处理液

相色谱技术同时测定血清中多种水溶性维生素

的方法，采用HPLC方法，色谱条件为：流动相A：磷

酸二氢钾溶液，流动相B：甲醇，梯度洗脱；所述多

种水溶性维生素选自维生素B1、B2、B6、B9、B12、

维生素C、烟酸或烟酰胺。对血清进行前处理：先

用甲醇或乙腈沉淀蛋白，离心后取上清液，用半

自动固相萃取仪萃取，洗脱液为甲醇水溶液，收

集的柱后溶液进行氮气吹干至合适体积。本发明

采用高效液相色谱法检测血清中多种水溶性维

生素，可以实现定性与定量检测，特异性强，灵敏

性高，通量高，操作简单，成本低，结果客观易于

分析，尤其适合临床普及应用。

[转续页]

权利要求书1页  说明书4页  附图5页

CN 106324142 B

2019.02.01

CN
 1
06
32
41
42
 B



(51)Int.Cl.

G01N 30/14(2006.01)

(56)对比文件

Karen W. Phinney 等.Isotope Dilution 

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry 

Methods for Fat- and Water-Soluble 

Vitamins in Nutritional Formulations.

《Anal.Chem.》.2011,第83卷(第1期),

王希希 等.反相高效液相色谱法同时测定

血清中5种水溶性维生素.《四川大学学报（医学

版）》.2010,第41卷(第1期),

王希希 等.反相高效液相色谱法同时测定

血清中5种水溶性维生素.《四川大学学报（医学

版）》.2010,第41卷(第1期),

2/2 页

2

[接上页]

CN 106324142 B



1.一种利用半自动样本处理液相色谱技术同时测定血清中多种水溶性维生素的方法，

其特征在于：采用HPLC方法；所述水溶性维生素为维生素B1、B2、B6、B9、B12、维生素C、烟酸

和烟酰胺；所述血清进行以下前处理：先用甲醇或乙腈沉淀蛋白，离心后取上清液，用半自

动固相萃取仪萃取，洗脱液为：甲醇水溶液，收集的柱后溶液进行氮气吹干至合适体积，然

后进样分析；

色谱条件为：柱温：30℃；色谱柱:Waters  XBridge  C18  3.5um  4.6*250mm；进样体积：

20uL；流动相A：磷酸二氢钾溶液，流动相B：甲醇；梯度洗脱条件为：0-5min  A:B＝90:10，5-

7min过渡B为50％，7-12min  A：B＝50:50,12-14min过渡B为30％，14-18min  A：B＝70:30，

18-22min过渡B为10％，流速：0.9mL/min；波长为260nm。

2.根据权利要求1所述的利用半自动样本处理液相色谱技术同时测定血清中多种水溶

性维生素的方法，其特征在于：步骤如下：

(1)样品前处理：向血清样本中加入等体积的乙腈，涡旋震荡后离心，取上清液至半自

动固相萃取仪，用甲醇水溶液洗脱；收集的柱后溶液氮气吹干至合适体积；

(2)标准工作液的配制：配制多种水溶性维生素的标准工作液，备用；

(3)HPLC检测：将待测样本通过梯度洗脱模式进入色谱柱分离后，在260nm检测波长下，

对待测物质进行定性与定量检测。

3.根据权利要求2所述的利用半自动样本处理液相色谱技术同时测定血清中多种水溶

性维生素的方法，其特征在于：所述标准工作液的配制具体如下：以水配制100μg/mL各维生

素标准品储备液，然后用浓度为5％的BSA甲醇溶液制备不同浓度梯度的标准溶液。
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半自动样本处理液相色谱技术测定水溶性维生素的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种利用半自动样本处理液相色谱技术同时测定血清中多种水溶性

维生素的方法，属于维生素检测技术领域。

背景技术

[0002] 维生素是机体维持正常代谢和机能所必须的一类低分子化合物，是人体七大营养

要素之一，分为脂溶性和水溶性维生素两类，人体内维生素必须保持在一个合适的范围才

对人体有益，无论缺乏还是升高都会给人体带来危害。维生素B1、B2、B6、B9、B12、维生素C、

烟酸、烟酰胺均属于水溶性维生素，人体缺乏该这些维生素时会表现出不同的症状：B1缺乏

易致脚气病等，B2缺乏致脂溢性皮炎和口腔炎症，B6缺乏易导致贫血，B9叶酸缺乏致胎儿神

经管畸形；B12缺乏致巨幼红细胞性贫血；烟酰胺缺乏会导致食欲不振、记忆力减退、痴呆

等。

[0003] 近年来，国内外对维生素认识的重要性在不断提高，根据统计，维生素在美国保健

品市场占有主要份额。随着国际维生素市场对中国乃至亚洲市场的不断冲击，以及国内科

研单位和企业在维生素行业取得的科研成果和技术突破，我国公民自身的保健意识不断增

强，随着居民收入水平提高，人们开始补充各类维生素。但是，由于缺乏科学的指导，维生素

产品的使用现状很混乱，一些人群为了提高身体各项机能，不惜花重金在保健品上，盲目补

充维生素，据2014年中国营养学会调查显示，中国居民由于营养过剩或营养不均衡导致的

疾病在逐年增多。如何了解人体是否需要补充所必需的水溶性维生素，只有通过检测体内

各种维生素的真实状态，根据检测结果有针对性的调整需要的维生素，检测是科学评估和

个性化使用维生素唯一的依据。

发明内容

[0004] 针对上述现有技术，本发明提供了一种利用半自动样本处理液相色谱技术同时测

定血清中多种水溶性维生素的方法。

[0005] 本发明是通过以下技术方案实现的：

[0006] 一种利用半自动样本处理液相色谱技术同时测定血清中多种水溶性维生素的方

法，采用HPLC方法，色谱条件为：流动相A：0.5mol/L的磷酸二氢钾溶液(在流动相中加入磷

酸二氢钾有利于提高分离度，使各种维生素能够较好的分离)，流动相B：甲醇，梯度洗脱；所

述水溶性维生素选自维生素B1、B2、B6、B9、B12、维生素C、烟酸、烟酰胺中任意三种以上。

[0007] 所述血清，进行以下前处理：先用甲醇或乙腈沉淀蛋白(优选乙腈)，离心后取上清

液，用半自动固相萃取仪萃取(现有技术中已有的常规设备)，洗脱液为：甲醇水溶液，对收

集的柱后溶液进行氮气吹干至合适体积，然后进样分析。

[0008] 进一步地，色谱条件为：柱温：30℃；色谱柱:Waters  XBridge  C183 .5um  4 .6*

250mm；进样体积：20uL；梯度洗脱条件为：0-5min  A:B＝90:10，5-7min过渡B为50％，7-

12min  A：B＝50:50,12-14min过渡B为30％，14-18min  A：B＝70:30，18-22min过渡B为10％，
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如表1所示，流速：0.9mL/min；波长为260nm。

[0009] 表1梯度洗脱条件

[0010]

时间(分钟) A％(体积百分数) B％(体积百分数)

0 90 10

5 50 50

7 50 50

12 50 50

14 70 30

18 70 30

22 90 10

[0011] 优选的，利用半自动样本处理液相色谱技术同时测定血清中多种水溶性维生素的

方法，步骤如下：

[0012] (1)样品前处理：向血清样本中加入等体积的乙腈，涡旋震荡后离心，取上清液至

半自动固相萃取仪，用甲醇水溶液(甲醇水溶液的体积浓度为70％)洗脱；收集的柱后溶液

进行氮气吹干(若洗脱液体积为2ml，则吹干至100ul)；

[0013] 进行样品前处理的有益效果是：通过该处理，有效的分离沉淀蛋白，去除杂质，减

少干扰，降低基质效应，同时可以最大程度的保留维生素，避免其分解或氧化，从而检测出

最真实的维生素含量，同时尽量避免了样品处理过程中有机溶剂对实验操作人员的危害；

[0014] (2)标准工作液的配制：以水配制100μg/mL各维生素标准品储备液，然后用浓度为

5％(单位g/ml)的BSA(牛血清白蛋白)甲醇溶液制备5个梯度(维生素B1：10、25、50、100、

250ng/mL；维生素B2：1、5、10、25、50ng/mL；维生素B6：1、5、10、25、50ng/mL；维生素B9：1、5、

10、25、50ng/mL；维生素B12：50、100、250、500、1000pg/mL；烟酸：0.5、1、5、10、20μg/mL；烟酰

胺：10、50、100、250、500ng/mL；维生素C：1、5、10、25、50μg/mL)的混合标准溶液分装于1.5mL

棕色瓶中，-20℃保存备用；

[0015] (3)HPLC检测：将待测样本通过梯度洗脱模式进入色谱柱分离后，在260nm检测波

长下，对待测物质进行定性(以各种维生素的相对保留时间作为定性依据)与定量检测(以

标准品制作标准曲线定量)。

[0016] 进一步地，进行定量检测时，应用标准品制作标准曲线，以标准溶液浓度为X轴，标

准品峰面积为Y轴，进行线性回归分析得回归方程；将相应维生素峰面积代入标准曲线方

程，分别计算血清样品中多种水溶性维生素的浓度。

[0017] 本发明通过对样本前处理方法和高效液相色谱条件的优化(通过具体实验，优化

出通用的流动相和流速梯度以及检测波长，优化血清的前处理方法，从而可以同时检测出

多种维生素)，建立了一种同时检测血清中多种水溶性维生素的方法。采用本发明可以同时

检测人血清中多种水溶性维生素B1、B2、B6、B9、B12、维生素C、烟酸、烟酰胺的含量，并进行

精确的定性和定量分析，是一种样本处理简单、快速、通量高、结果可靠、低成本的检测方

法。

[0018] 本发明在样品前处理过程引入自动固相萃取技术，可以较多的去除杂质，降低检

测时的基质效应，且操作简单快捷。使用自动化固相萃取设备，准确地控制液体通过色谱柱
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的流速，这样就能够保证最后结果的重现性和实验效率，提高样品处理的准确性和效率。自

动化固相萃取系统将操作人员与有机溶剂的接触几率降到最低，使操作人员不再受有机溶

剂的危害。

[0019] 本发明采用高效液相色谱法检测血清中多种水溶性维生素，特异性强，灵敏性高，

通量高，操作简单，成本低(可以达到和质谱检测器相当的检测水平，但本发明的检测成本

要远远低于质谱)，结果客观易于分析，尤其适合临床普及应用。基于该方法不仅可以对营

养性疾病患者进行病因诊断，还可以对潜在的维生素缺乏者进行用药指导，减少盲目补充

维生素的现象发生。

附图说明

[0020] 图1：样品1的色谱图。

[0021] 图2：样品2的色谱图。

[0022] 图3：维生素B1的标准曲线示意图。

[0023] 图4：维生素B2的标准曲线示意图。

[0024] 图5：维生素B6的标准曲线示意图。

[0025] 图6：维生素B9的标准曲线示意图。

[0026] 图7：维生素B12的标准曲线示意图。

[0027] 图8：烟酸的标准曲线示意图。

[0028] 图9：烟酰胺的标准曲线示意图。

[0029] 图10：维生素C的标准曲线示意图。

具体实施方式

[0030] 下面结合实施例对本发明作进一步的说明。

[0031] 下述实施例中所涉及的仪器、试剂、材料等，若无特别说明，均为现有技术中已有

的常规仪器、试剂、材料等，可通过正规商业途径获得。下述实施例中所涉及的实验方法，检

测方法等，若无特别说明，均为现有技术中已有的常规实验方法，检测方法等。

[0032] 实施例1利用半自动样本处理液相色谱技术同时测定血清中多种水溶性维生素

[0033] 步骤如下：

[0034] (1)制备待测样本：向血清样本中加入等体积乙腈，涡旋震荡后离心，取上清液至

半自动固相萃取仪中，进行固相萃取操作，用2ml甲醇水溶液(体积浓度70％)洗脱，将得到

的萃取液氮气吹干至100ul，获得待测样本。本实施例制备了样品1、样品2两份样品。

[0035] (2)高效液相色谱检测：待测样本通过梯度洗脱模式进入色谱柱分离，在260nm检

测波长下，对待测物质进行定性(以各种维生素的相对保留时间作为定性依据)与定量检测

(以标准品制作标准曲线定量)，液相色谱条件如下：

[0036] 色谱柱:Waters  XBridge  C183.5um  4.6*250mm；

[0037] 柱温：30℃；

[0038] 进样体积：20uL；

[0039] 流速：0.9mL/min；

[0040] 流动相A：0.5mol/L的磷酸二氢钾溶液；
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[0041] 流动相B：甲醇；

[0042] 检测波长：260nm；

[0043] 梯度洗脱条件，如表1所示。

[0044] (3)计算结果：

[0045] 标准工作液的配制：以水配制100μg/mL各维生素标准品储备液，然后用浓度为5％

(单位g/ml)的BSA(牛血清白蛋白)甲醇溶液制备5个梯度(维生素B1：10、25、50、100、250ng/

mL；维生素B2：1、5、10、25、50ng/mL；维生素B6：1、5、10、25、50ng/mL；维生素B9：1、5、10、25、

50ng/mL；维生素B12：50、100、250、500、1000pg/mL；烟酸：0.5、1、5、10、20μg/mL；烟酰胺：10、

50、100、250、500ng/mL；维生素C：1、5、10、25、50μg/mL)的混合标准溶液分装于1.5mL棕色瓶

中，-20℃保存备用；

[0046] 应用标准品制作标准曲线，以标准溶液浓度为X轴，标准品峰面积为Y轴；进行线性

回归分析得回归方程(如图3～10所示)；将相应维生素峰面积代入标准曲线方程，分别计算

血清样品中多种水溶性维生素的浓度，结果如表2所示。定性结果如表3所示。

[0047] 表2多种水溶性维生素的标准曲线范围及浓度

[0048]

名称 标准曲线范围 样品1浓度 样品2浓度

维生素B1 10～250ng/mL 38.6ng/mL 85.3ng/mL

维生素B2 1～50ng/mL 16.9ng/mL 8.6ng/mL

维生素B6 1～50ng/mL 7.5ng/mL 14.9ng/mL

维生素B9 1～50ng/mL 11.3ng/mL 8.7ng/mL

维生素B12 50～1000pg/mL 356.9pg/mL 788.2pg/mL

烟酸 0.5～20μg/mL 8.5μg/mL 13.3μg/mL

烟酰胺 10～500ng/mL 126.2ng/mL 187.9ng/mL

维生素C 1～50μg/mL 9.8μg/mL 16.5μg/mL

[0049] 表3多种水溶性维生素保留时间

[0050]

名称 保留时间(min)

B1 4.2

维生素C 7.9

B2 13.6

B6 15.7

B9 16.4

B12 18.6

烟酸 5.3

烟酰胺 6.6

[0051] 通过表2、表3可以看到，本发明的方法，可以同时检测血清中多种水溶性维生素，

特异性强，灵敏性高。

说　明　书 4/4 页

6

CN 106324142 B

7



图1

图2

图3

说　明　书　附　图 1/5 页

7

CN 106324142 B

8



图4

图5

说　明　书　附　图 2/5 页

8

CN 106324142 B

9



图6

图7

说　明　书　附　图 3/5 页

9

CN 106324142 B

10



图8

图9

说　明　书　附　图 4/5 页

10

CN 106324142 B

11



图10

说　明　书　附　图 5/5 页

11

CN 106324142 B

12


	BIB
	BIB00001
	BIB00002

	CLA
	CLA00003

	DES
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007

	DRA
	DRA00008
	DRA00009
	DRA00010
	DRA00011
	DRA00012


