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摘要：建立了用高效液相色谱同时测定扁桃仁中 / 种水溶性维生素 &，’0 ，’! 和 ’4 的方法。以酸水解法处理样品，

在 ()*+,-.# /012, 柱（!# 34 D /E 4 44 .E 5E ，#E " !4）上，以 "E "# 4"# 6 7 89!://（;9 4E "）2甲醇（ 体积比为 C"F ,"）

为流动相进行等度洗脱，检测波长 !4# )4 条件下，对陕西蒲城扁桃仁中的水溶性维生素 &，’0 ，’! 和 ’4 的含量进

行了同时测定。/ 种水溶性维生素在其质量浓度为 #E " . #" 4< 6 7 时线性良好（ ! G " $ $$$ " . " $ $$$ C）；添加水平为

#E " . !"E " 4< 6 =< 时，平均回收率为 $0E CC> . $$E ,">，相对标准偏差（" G ,）为 "E ,0> . 0E $->。测 得 陕 西 蒲 城 产

扁桃仁中维生素 ’! 的含量为 /E !C . /E #, 4< 6 =<，维生素 ’0 的含量为 "E C$$ . "E -,- 4< 6 =<，未检出维生素 & 和维

生素 ’4 。该法简便、快速，准确性和重现性均较好，对果仁中水溶性维生素的测定具有一定的参考价值。
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! ! 扁 桃（#$%&’( )*+,-./’( 0123’(），即 巴 旦 杏，

又称美国大杏仁，是世界著名干果之一。它除了富

含人体所需的基本营养物质如氨基酸、脂肪酸、维生

素、微 量 元 素 外，还 富 含 其 他 活 性 成 分 如 苦 杏 仁

甙［#，$］、消化酶、甾 醇 类［&］、黄 酮 甙 类［’］、多 酚 类［"］、

神经鞘脂类［&］、倍 半 萜 烯 内 脂 类［%］等，有 望 被 作 为

功能性食品。扁桃仁具有滋阴补肾、明目健脑、抗癌

防癌、降 血 脂、抗 氧 化、增 强 免 疫 力 等 多 种 医 疗 功

能［$］，也可用其直接制作高级食用保健油及高级化

妆品［$］，因此市场开发前景极为广阔。

! ! 水溶性维生素是植物中一类重要的营养成分，

常用的测定 方 法［(］有：紫 外 分 光 光 度 法、荧 光 法 和

高效液相色谱法（4#5!）。4#5! 法 因 处 理 样 品 简

单、快速，且能同时测定几种维生素而被广泛应用于

食品［)］、药品［*，#+］中 维 生 素 的 测 定。 但 采 用 4#5!
同时测定果仁中 ’ 种水溶性维生素 !，"# ，"$ 和 "%

尚未见报道。本文用反相 4#5! 对陕西蒲城产扁桃

仁中的 ’ 种水溶性维生素 !，"# ，"$ 和 "% 进行同时

测定，并对样品处理方法及流动相体系进行了优化，

同时进行了方法学评价。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

! ! 仪器：067*.-8% %) 高 效 液 相 色 谱 仪 带 紫 外 检

测器（ 岛 津 公 司 ）；9’11/’$ :2/’-2 ;’/1. &$+<4 计

（ 梅特勒=托利多仪器上海有限公司）等。

! ! 试 剂：>!，>"#
，>"$

，>"%
对 照 品（ 纯 度+**?，美

国 0@#A5!B 公 司）；甲 醇（ 色 谱 纯，美 国 C7(6’$ 公

司）；磷酸二氢钾（ 分析纯，西安试剂厂）等。

! ! 扁桃仁样品：),、##,和 #&,（ 陕西蒲城产，引种于

美国加州，由西北农林科技大学园艺学院郭春会教

授惠赠）。

! ! #" 标准储备液的制备

! ! 准 确 称 取 >!，>"#
，>"$

，>"%
各 +- +" , 于 "+ *5

容量瓶中，用 +- # *2/ D 5 盐酸溶解并定容至刻度，配

成各种维生素质量浓度均为 # , D 5 的 单 标 储 备 液。

使用前，根据需要以 +- # *2/ D 5 盐酸稀释混合成指

定质量浓度的混合标准工作液。

! ! $" 色谱条件

! ! 色谱柱 为 E&’$1(7/ B;0=& 柱（$" F* . ’- % **
7- -- ，"- + !*），流动相为 +- +" *2/ D 5 G4$#B’（ <4
%- +）=甲醇（ 体积比为 (+/ &+），流速 #- + *5 D *7&，柱

温 &+ H，检测波长 $%" &*，进样量 $+ !5。用峰面

积比较法计算出样品中各水溶性维生素的含量。

! ! %" 样品处理［&］

! ! 取一定量干燥扁桃仁，粉碎，称取 "- + , 扁桃仁

粉于 #++ *5 锥形瓶中，加入 ’+ *5 +- # *2/ D 5 盐酸

超声 混 匀 后，于 #++ 3#. 高 压 下 水 解 &+ *7&（#$+
H），冷却后，再用 +- # *2/ D 5 盐酸定容至 "+ *5，超

声混匀，静置，取上清液离心，得 >"#
，>"$

和 >"%
的提

取液。另取扁桃仁粉 "- + , 于 "+ *5 容量瓶中，加

入 &+ *5 )?（ 体积分数，下同）偏磷酸溶液超声提

取 $+ *7&，再用 $? 偏磷酸溶液定容至刻度，充分摇

匀，静置，取 上 清 液 离 心，得 >! 的 提 取 液。 取 两 种

提取液各 #- + *5 混合，过 +- & !* 滤膜后测定。

#" 结果与讨论

# ! !" 样品处理

! ! 天然食品中的维生素多以结合态形式存在于食

品中，所以在分析测定之前，首先必须使其转变为游

离态。参考文 献［)］，首 先 用 +- # *2/ D 5 盐 酸 于 高

压下水 解 样 品，使 结 合 态 的 >"#
，>"$

和 >"%
游 离 出

来。然后对样品 进 行 超 声 提 取，并 用 +- & !* 滤 膜

过滤提取液以除去 大 量 杂 质 的 干 扰。>! 通 常 采 用

草酸、醋酸、偏磷酸等溶液直接提取。由于偏磷酸对

>! 有很好的稳定性，且能沉淀蛋白质，澄清提取液，

对含有大量蛋白的扁桃仁样品来说更为合适，故本

文采用 )? 偏磷酸溶液提取 >!。

# ! #" 色谱条件的优化

# ! # ! !" 检测波长

! ! 测 定 $"’ 0 $)" &* 之 间 各 种 维 生 素 的 响 应 值

（ 见图 #）。实验结果表明，>!，>"#
和 >"$

在 $%" &*
处吸收最大。虽然 >"%

在 $"" &* 处吸收最大，但其

在 $%" &* 处 的 灵 敏 度 也 可 满 足 要 求，故 选 取 $%"
&* 为 ’ 种维生素的检测波长。

图 !" 检测波长对 % 种维生素响应值的影响

"#$! !" %&&’() *& +,-’.’/$)0 */ 1#23.),/’*31 4’)’()#*/
*& &*35 +,)’561*.37.’ -#),2#/1

# I >!（#++ *, D 5）；$ I >"#
（#++ *, D 5）；& I >"%

（$++ *, D 5）；

’ I >"$
（#++ *, D 5）I

# ! # ! #" 流动相中缓冲液的种类

! ! 由于通常多用缓冲盐体系作为测定水溶性维生

素的流 动 相，因 此 分 别 比 较 了 +- # *2/ D 5 J4’)F=
4)F 体系及 +- +" *2/ D 5 G4$#B’ =4&#B’ 体 系 与 甲

·*&"·



色 谱 第 !" 卷

醇混合后 对 维 生 素 分 离 情 况 的 影 响。 实 验 结 果 表

明，在 #$ % !"# $ % &’&()*’()（+’ &$ ’）体系中 ,-!

保留 时 间 较 长（!’ !./），且 基 线 噪 声 大；而 #$ #’
!"# $ % 0’!12& *’"12&（+’ &$ ’）体系中，各种维生

素保留时间适 中，!# !./ 内 均 可 出 峰，且 基 线 噪 声

小，所以最终选择 0’!12& *’"12& 体系作为流动相

缓冲溶液。

( ( 进一步的实验表明，当采用流动相体系为 #$ #’
!"# $ % 0’!12&（ +’ )$ #）*甲 醇（ 体 积 比 为 *# + "#）

时，& 种 水 溶 性 维 生 素 的 分 离 情 况 较 好，在 %’ !./
之内出峰完全（ 见图 ! *3）。

! ! ! ! "# 流动相中缓冲液的 +’ 值

( ( 水溶性维生素在水中易产生电离，电离后的离

子在反相柱中的保留时间较短，不利于分离。实验

中通过调节流动相中 0’!12& 溶液的 +’ 值来控制

水溶性维生素的电离，从而提高 & 种维生素在色谱

柱上的保留能力，达到有效分离。实验结果见图 !。

( ( 由 图 ! 可 见，流 动 相 中 0’!12& 溶 液 的 +’ 值

高低对 ,-!
与 其 他 " 种 维 生 素 之 间 的 分 离 影 响 不

大，而对 ,4，,-%
和 ,-)

之间的分离影响很大。+’ 值

小于 &$ ’ 时，,-)
与 ,4 峰完全重叠，,-%

的保 留 时 间

小于 ,4 的保留 时 间。+’ &$ ’ 时，,-)
与 ,4 峰 部 分

重叠，" 种维生素的 保 留 时 间 顺 序 为 ,-%
, ,4 , ,-)

（ 见图 ! *)）。+’ ’$ ’ 时，,4，,-%
和 ,-)

基本分开，且

保留时间顺序为 ,4 , ,-%
, ,-)

（ 见图 ! *5）。在 +’
)$ # 时，& 种维生素达到基线分离，其保留时间顺序

与 +’ ’$ ’ 时 相 同（ 见 图 ! *3）。 故 实 验 最 终 确 定

0’!12& 溶液的 +’ 值为 )$ #。

图 !# 流动相中缓冲液 "# 值对 $ 种水溶性

维生素分离的影响

$%&! !# ’(()*+ ,( +-) "# ,( +-) ./(()0 %1 +-) 2,.%3) "-45)
,1 5)"404+%,1 ,( +-) (,/0 64+)075,3/.3) 8%+42%15
6"5.#7 +8397：#$ #’ !"# $ % 0’! 12& *!7:83/"#（ *# + "#，

; $ ;）；+’9：3< )$ #，5< ’$ ’，)< &$ ’，=< "$ ’，7< !$ ’ < >7:7):."/
?3;7#7/@:8：!)’ /!<
( ( 173A9：% < ,4 ；! < ,-%

；" < ,-)
；& < ,-!

<

! ! "# 方法学评价

! ! " ! %# 线性关系与检出限

( ( 配制 !$ # - ’# !@ $ % 系列质量浓度的 & 种维生

素混合标准溶液，在“% < "”节所述条件下进样测定，

峰面积 ! 与维生素质量浓度 "（!@ $ %）的线性关系

见表 %。以信 噪 比（ # $ %）为 " 计，测 得 各 维 生 素 的

检出限也列 于 表 %。结 果 表 明，各 水 溶 性 维 生 素 在

质量浓度为 ’$ # - ’# !@ $ % 时线性关系良好。

表 %# $ 种水溶性维生素的线性回归方程、相关系数、线性范围和检出限

94.3) %# :)&0)55%,1 );/4+%,15，*,00)34+%,1 *,)((%*%)1+5，3%1)40 041&)5 41<
<)+)*+%,1 3%2%+5 ,( +-) (,/0 64+)075,3/.3) 8%+42%15

(/3#B:7 %./73C C3/@7 $（!@ $ %） D7@C799."/ 7EF3:."/%） & >7:7):."/ #.!.:!）$（!@ $ %）

,4 ! < # . ’# ! / !’!##" 0 &%# < && # < 111% # < )’
,-% ’ < # . ’# ! / %’’2%" 0 *& < *"1 # < 111& # < ’%
,-) ’ < # . ’# ! / %&!21" 0 1* < 2)’ # < 111* # < &!
,-! ! < # . ’# ! / %&2!%" 0 !#’ < !’ # < 111# # < "&

( %）!：+73A 3C73；"：!399 )"/)7/:C3:."/，!@ $ %< !）)3#)F#3:7= 39 # $ % / " <

表 !# $ 种水溶性维生素的回收率和精密度测定结果（’ / "）

94.3) !# :)*,8)0= 41< "0)*%5%,1 ,( +-) (,/0 64+)075,3/.3) 8%+42%15（’ / "）

(/3#B:7
(==7= $

（!@ $ A@）

G"F/= $
（!@ $ A@）

D7)";7CB $
H

DI> $
H

(/3#B:7
(==7= $

（!@ $ A@）

G"F/= $
（!@ $ A@）

D7)";7CB $
H

DI> $
H

,4 ’ < # & < ’ 21 < ! % < 12 ,-) ’ < # & < 1 1* < & # < ")
%# < # 1 < " 1! < ) ! < )2 %# < # 1 < ) 1’ < ’ # < 2"
!# < # %2 < * 1" < ’ ! < !% !# < # %2 < 2 1& < # % < !%

,-% ’ < # & < & 2* < ) % < 2! ,-! ’ < # & < 1 12 < ! # < "%
%# < # 1 < % 1% < ! # < *) %# < # %# < " %#" < ! # < ’&
!# < # %2 < & 1! < # % < #! !# < # %1 < " 1) < ’ # < 21

! ! " ! !# 回收率实验

( ( 在实际样品测定的基础上分别添加维生素 ,4，

,-%
，,-!

，,-)
对 照 品，每 个 添 加 水 平 平 行 测 定 " 次，

进行回收率和精密度实验，实验结果见表 !。

·#&’·
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! ! "# 样品测定

! ! 按照上述条件测定陕西蒲城产 & 种扁桃仁中 ’
种水溶性维生素的含量，测定结果及与部分果仁的

比较结果见表 &，其中 #&(样品的色谱图见图 &。

表 $# 扁桃仁与部分果仁中水溶性维生素含量的比较

"#$%& $# ’()*#+,-(.- (/ 0#1&+2-(%3$%& 4,1#),.- $&10&&. ,. #%)(.5- #.5 -()& 6&+.&%- #$ % &$

’()*+,-
’*#.(/0（12))(34）

) ( ## ( #& (

’*#.(/0［##］

（54(64)($）

74(- (8,0［#$］

（"-464($）

’9:4;., (8,0［#$］

（<-=-4）
7-)(8,0［#$］

（12))(34）
>! ?@ ?@ ?@ * * * *
>"# + A )#$ + A )&) + A ,-- & A "+ # A - + A " " A ’
>"% ?@ ?@ ?@ * * * *
>"$ ’ A $, ’ A "& ’ A ’# & A $# $ A " % A - $ A %

! * ：(., /-,-:#4(-/；?@：(., /-,-;,-/A

图 $# 水溶性维生素混合标准液（#）及 %$ & 果仁样品（$）

的高效液相色谱图
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! ! 由表 & 可见，在陕 西 蒲 城 产 扁 桃 仁 中，>"$
含 量

为 ’. $, / ’. "& #$ % &$，高于新疆产扁 桃 仁，是 松 子

仁的 #. ,# / #. )# 倍，花生仁的 #. %’ / #. ,’ 倍，但低

于杏仁。而 >"#
的含量为 +. ,-- / +. )&) #$ % &$，低

于新疆产扁桃仁，也低于花生仁和松子仁，但高于杏

仁。用该法未检出 >! 和 >"%
，说明扁桃仁中不含或

含有极少量 >!（ 低 于 %. " #$ % &$）和 >"%
（ 低 于 ’. $

#$ % &$）。

$# 结语

! ! 采用酸水解法处理样品、流动相等度洗脱，可简

单、快速地测定扁桃仁中 ’ 种水溶性维生素 !，"# ，

"$ 和 "% 。方法 准 确、可 靠，重 现 性 好，对 果 仁 中 水

溶性维生素的测定具有一定的参考价值。
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