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高效液相色谱测定食品中抗坏血酸含量的方法优化 
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摘要：本文通过对样品提取方式、提取剂、流动相等条件进行改进和优化，建立了一种同步测定食品中 L-抗坏血酸、D-抗坏血

酸和脱氢抗坏血酸的方法。针对果蔬样品，采用液氮冷冻研磨进行预处理，相比机械匀浆，可以显著提高提取率，减少化学试剂用量，

简化前处理操作。为保护 L-抗坏血酸不被氧化，在偏磷酸提取液中加入 0.019 mol/L 硫代硫酸钠作为保护剂，结果表明，实验无需避

光操作，提取物可在 4  24 h℃ 内保持性质稳定；采用磷酸二氢钾-癸胺缓冲盐混合溶液作为流动相，可以使不同构型抗坏血酸在较高

浓度时依然达到基线分离。抗坏血酸在 0.5 mg/L~200 mg/L 范围内呈良好线性关系，检出限为 0.04 mg/100 g。样品回收率为

99.7%~107.3%，相对标准偏差为 3.80%。对于准确测定食品中活性抗坏血酸的组分含量、建立标准化操作规程具有重要意义。 
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Abstract: A method for the simultaneous determination of L-ascorbic acid, D-ascorbic acid and dehydroascorbic acid in food was 

established in this paper by optimizing and improving the sample extraction, extraction agent and mobile phase. Compared with mechanical 

homogenate, the liquid nitrogen freeze-grinding pretreatment could significantly improve the extraction rate, reduce the dosage of chemical 

reagents and simplify the pretreatment process for fruit and vegetable samples. 0.019 mol/L sodium thiosulfate was added as a protective agent 

in the metaphosphoric acid to protect L-ascorbic acid from being oxidized. The results showed that the experiment did not be protected from 

light, and the extract remained stable within 24 h at 4 ℃. The baseline separation for different configurations of ascorbic acid in high 

concentration could be achieved by using potassium dihydrogen potassium–decylamine as the buffer solution. Ascorbic acid showed a good 

linear relationship in the range of 0.5 mg/L to 200 mg/L and the detection limit was 0.04 mg/100g. The average recoveries were 99.7%~107.3% 

and the relative standard deviation was 3.80% (n=5). Consequently, it was of great significance to establish a standardized operating procedure 

for accurately determining the content of active ascorbic acid in food.  
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L-抗坏血酸（又称维生素 C），是人体每日膳食推

荐供应量最大的一种维生素[1]，它能够广泛参与机体

内的各种氧化还原反应，对人体新陈代谢及生命活动 
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具有重要的影响。然而人体自身不能合成抗坏血酸，

只能从食物中摄取[2]。因此准确测定食品中抗坏血酸

的含量，对于评价食品的营养价值和食品质量控制具

有重要意义。目前常见的抗坏血酸测定方法有滴定法
[3]、电化学法[4,5]、毛细管电泳法[6]、紫外光度法[7]、荧

光法[3,8]、原子吸收光谱法[9]以及液相色谱法[10,11]等，

以上方法均具有各自的优越性，但是由于 L-抗坏血酸

极不稳定，遇空气中氧、热、光、碱性物质，特别是

在有氧化酶及痕量铜等金属离子存在时，易被氧化成

为脱氢型抗坏血酸，因此保护 L-抗坏血酸不被氧化是

各检测方法的技术关键。另外，L-抗坏血酸的光学异
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构体-D-抗坏血酸，也常被用作食品添加剂，但其抗氧

化活性只有 L-抗坏血酸的 5%[12]。因此，要准确测定

食品中活性抗坏血酸的含量，即需要将不同构型的抗

坏血酸区分测定，以上研究大都没有区分测定不同构

型的抗坏血酸，而是测定抗坏血酸的总量。目前，国

内外对液相色谱法测定不同构型的抗坏血酸含量已经

开展了广泛研究，其中克服提取物稳定性差，抗坏血

酸同分异构体化学性质相似，色谱分离不佳，前处理

步骤繁琐等问题[13]，成为标准化食品检测机构的行业

技术瓶颈。针对上述问题，本文从样品预处理、提取

剂选择、色谱条件等方面进行了探索优化，建立了一

种 L-抗坏血酸、D-抗坏血酸和脱氢抗坏血酸同步测定

方法，对于准确测定食品中活性抗坏血酸的组分含量、

建立标准化操作规程具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  仪器 

G1260 高效液相色谱仪，美国安捷伦；D-500 均

质乳化机，德国维根斯；XW-80A 漩涡混合器，上海

沪西分析仪器厂有限公司；液氮，青岛城阳长松气体

有限公司；研钵，北京金志业仪器设备有限公司；

YCFS20-1000-S 聚能式超声波振动棒，杭州远成超声

波科技有限公司；CF15RXII 高速冷冻离心机，日本

日立；CP225D 电子天平，德国赛多利斯；MTN-5800

氮吹仪，天津奥特赛恩斯仪器有限公司；FE20+LE427 
pH 计，瑞士梅特勒-托利多。 

1.2  试剂 

L-抗坏血酸标准品、D-抗坏血酸标准品（≥99%，

Sigma）；偏磷酸、硫代硫酸钠、磷酸二氢钾、草酸、

磷酸、磷酸钠（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；

癸胺（分析纯，Sigma）；L-半胱氨酸（分析纯，上海

埃彼化学试剂有限公司）；实验用水为 GB/T 6682 规

定的一级水。 

1.3  实验方法 

1.3.1  HPLC 色谱条件 
Agilent(SB-C18，4.6×250 mm，5 μm)反相色谱柱；

流动相为磷酸二氢钾-癸胺混合溶液，浓度分别为

0.025 mol/L、4.3 mmol/L，pH=2.7；检测波长 245 nm
（抗坏血酸在 244 nm~265 nm 有最大吸收峰[14]）；流

速 0.7 mL/min；柱温 27 ℃；进样量 10 μL。 
1.3.2  标准曲线的绘制 

用偏磷酸-硫代硫酸钠混合溶液（浓度分别为 0.25 
mol/L、0.019 mol/L），将混合标准品储备液适当稀释，

配制成系列混合标准品工作液，在 1.3.1 节所述色谱条

件下，采用外标法对系列标准溶液的峰面积（y）和相

应的质量浓度（x）进行线性回归计算，见表 1。 

表1 L-抗坏血酸和D-抗坏血酸的线性方程 

Table 1 Regression equations of L-ascorbic acid and D-ascorbic acid 

组分 线性方程 相关系数(r) 检出限/(mg/100 g) 定量限/(mg/100 g) 

L-AA y =46.83x+1.86 0.9999 0.04 0.14 
D-AA y =58.69x-8.36 0.9999 0.04 0.14 

1.3.3  样品前处理 
A 液制备：称取 2~3 g 样品（精确至 0.001 g）置

于具塞离心管中，加入 0.25 mol/L 偏磷酸和 0.019 
mol/L 硫代硫酸钠混合提取液，涡旋溶解并定容至 25 
mL。摇匀，冰浴超声 3 s、间歇 5 s，90~100 个循环；

0 ℃、9000 r/min 离心 5 min，吸取部分上清液，经 0.22 
μm 水相膜过滤后转移至棕色瓶中，用于测定 L-抗坏

血酸和 D-抗坏血酸含量； 
B 液制备：取 10 mL A 液，离心后收集上清液于

具塞离心管中，加入 5 mL 现配 0.177 mol/L 的 L-半胱

氨酸溶液，用磷酸三钠溶液调节 pH 至 7.0~7.2，常温

振荡 5 min。 
再用磷酸调节 pH 至 2.5~2.8，用高纯水定容至 25 

mL。摇匀，经 0.22 μm 水相膜过滤后转移至棕色瓶中，

用于测定 L-抗坏血酸的总量。 

1.4  结果计算与数据处理 

按下式计算试样中抗坏血酸的含量： 

100
1000

)( 0 ××
×

×−
= F

m
VCCX  

式中：X 为试样中抗坏血酸含量，(mg/100 g)；C 为样液

中抗坏血酸的质量浓度，(mg/L)；C0为样品空白液中抗坏血酸

的质量浓度，(mg/L)；V 为试样的最后定容体积，(mL)；m 为

实际检测试样质量，(g)；1000，100 均为换算系数(由 mg/L 换

算成 mg/mL 的换算因子)；F 为稀释倍数(发生还原步骤为 2.5)。 

L-抗坏血酸、D-抗坏血酸的含量直接由上式计算

得出；脱氢抗坏血酸含量由 B 液中测得的 L-抗坏血酸

总量与 A 液中测得的 L-抗坏血酸含量之差计算得到。 
测定结果用两次平行测定的算术平均值表示，保 

留 3 位有效数字。采用 SPSS 软件对数据进行显著性
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检验。 

2  结果与讨论 

2.1  实验条件的优化 

2.1.1  流动相的选择 
考察磷酸二氢钾和癸胺的浓度对两种抗坏血酸峰

形和分离效果的影响，不同浓度组成时的 HPLC 图见

图 1。由图中 a、b 和 c 可知，随着癸胺浓度的提高，

分离度有所提高，癸胺有增加 D-抗坏血酸保留时间的

作用[12]。当磷酸二氢钾-癸胺缓冲盐溶液浓度分别为

0.05 mol/L、8.6×10-3 mol/L 时分离度最佳，但太高的

缓冲盐浓度会缩短色谱柱使用寿命，因此，将磷酸二

氢钾-癸胺浓度同时减半，即浓度分别为 0.025 mol/L、
4.3×10-3 mol/L 时，分离效果最好，峰形尖锐、对称（见

图 1d）。出峰顺序依次为 L-抗坏血酸、D-抗坏血酸，

故选择该浓度的缓冲盐作流动相。 

 
图1 标准溶液在不同流动相配比时的高效液相色谱图 

Fig.1 HPLC of standard solution at different mobile phase 

ratios 

注：KH2PO4-Decylamine：a：0.05-5.8×10-3mol/L，b：

0.05-8.6×10-3mol/L ， c ： 0.05-11.6×10-3mol/L ， d ： 0.025  

×10-3mol/L。 

2.1.2  破碎处理方式对提取效果的影响 

 
图2 破碎处理方式对提取效果的影响 

Fig.2 Effect of crushing treatment on the extraction efficiency 

针对果蔬样品的前处理，对比了机械匀浆[15]和液

氮冷冻研磨两种破碎方法对提取效果的影响（见图

2）。机械匀浆：取 100 g 左右样品，加入等质量的提

取液，经均质机均质并混合均匀，然后取 4~6 g（精

确至 0.001 g）匀浆试样，用于测试。液氮冷冻研磨：

称取 2~3 g（精确至 0.001 g）样品置于研钵中，加入

适量液氮，迅速研磨至细粉，然后加入提取液混匀，

全部转移至离心管中用于测试。由图 2 可知，猕猴桃

果实经机械匀浆后 L-抗坏血酸获得量为 87.30 mg/100 
g，经液氮冷冻研磨获得量为 94.20 mg/100 g，两者相

差 6.90 mg/100 g，经 t 检验，两者在 95%置信区间内

存在显著性差异。二者比较，以液氮冷冻研磨提取效

果更好。并且使用液氮研磨还有以下优势：样品用量

少，便于进行加标回收实验。 
2.1.3  提取剂的选择 

抗坏血酸具有较强的还原性，容易受到光照、温

度、金属离子和贮存条件等的影响[16]，但在酸性条件 
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下相对稳定[17]，因此选取了 0.10 mol/L 草酸、0.10 
mol/L 磷酸、0.25 mol/L 偏磷酸作为提取剂，使用羊乳

粉样品，分别做三水平添加回收实验，结果显示用 0.25 
mol/L 偏磷酸作为提取液回收率高，且不同添加水平

之间的相对标准偏差小，见表 2。因此实验选取 0.25 
mol/L 偏磷酸作为提取液。 
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按外标法计算，测得此乳粉中只含有 L-抗坏血

酸，含量为 81.50 mg/100 g，不含 D-抗坏血酸，该乳

粉标签显示维生素 C 平均含量为 87.29 mg/100 g，测

定值为示值的 93.4%。食品营养强化剂使用标准中规

定，维生素 C 的使用量为 30 mg/100 g~100 mg/100 
g[18]，此乳粉符合标准。

 
图3硫代硫酸钠对提取物稳定性的影响 

Fig.3 Effect of Na2S2O3 on the stability of extractive 
稳定性实验：对比偏磷酸提取液和含硫代硫酸钠

保护剂的偏磷酸提取液，提取的样品稳定性。分别在

4 ℃下放置 0 h、6 h、16 h、24 h，依次测定其抗坏血

酸含量（见图 3），显然，随着放置时间的延长，偏磷

酸提取的样品抗坏血酸含量呈下降趋势，24 h 后减少

40%，可见 0.25 mol/L 偏磷酸提取液提取的样品性质

不稳定。而当在偏磷酸提取液中加入 0.019 mol/L 硫代

硫酸钠时，样品提取物可以在 24 h 内保持稳定，相对

标准偏差 RSD<2%，无显著性差异（见图 3），且实验

过程无需避光，说明加入硫代硫酸钠保护剂，可以克

服批量检验周期长所导致抗坏血酸氧化的问题，这与

李野[19]研究结果吻合。 
2.1.4  氮吹除氧对抗坏血酸提取效果的影响 

 
图4 氮吹除氧对抗坏血提取效果的影响 

Fig.4 Effect of the treatment (with or without nitrogen) on the 

extraction of ascorbic acid  

研究表明，在充足的氮气条件下，可以有效避免

抗坏血酸的损失[20]。上述 1.3.3 步骤中，将提取得到

的样品溶液氮吹 10 min，以排除试液和离心管中的氧

气，测定结果见图 4，猕猴桃样品溶液氮吹除氧得到

抗坏血酸含量为 93.01 mg/100 g，不除氧测得 94.20 
mg/100 g，两者无显著差异；且除氧操作使得结果相

对标准偏差大，可能是在氮吹除氧过程中，氮吹管接

触试液导致样品损失，引入操作误差。综上，只需将

提取液预先氮吹除氧，样品溶液无需再次除氧。 
 

表2 提取液对回收率的影响（n=5） 

Table 2 Effect of extraction solution on the recoveries of ascorbic acid (n=5) 

提取剂 本底值(mg/100 g) 添加水平/(mg/100 g) 测定值/(mg/100 g) 平均回收率/% 相对标准偏差 RSD% 

草酸 81.50 

8.2 91.11 80.12 

6.89 82.6 155.00 77.30 

162.4 239.70 90.40 

磷酸 81.50 

8.2 89.02 79.70 

6.52 82.6 160.27 92.00 

162.4 244.89 89.60 

偏磷酸 81.50 

8.2 90.30 107.30* 

3.80 82.6 163.90 99.70* 

162.4 249.50 103.40* 

注：*，p<0.05，存在显著性差异。 

2.2  方法应用-山楂饮料中抗坏血酸含量测定 

称取 2~3 g 样品（精确至 0.001 g）置于具塞离心

管中，加入 1 g C18 填料用于吸附样品中的杂质，其

他操作均按照 1.3.3 节进行，色谱图见图 5，色谱峰峰

型对称，两种抗坏血酸分离度高，有一个非目标化合
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物峰，无干扰。此饮料中同时含有 L-抗坏血酸、D-
抗坏血酸，不含脱氢抗坏血酸。根据外标法计算，L-
抗坏血酸、D-抗坏血酸含量分别为 0.93 mg/100 g、1.64 
mg/100 g。其中 L-抗坏血酸既是营养物质又是抗氧化

剂，D-抗坏血酸有保色的作用，抗氧化作用不大。即

该饮料中有生理活性的抗坏血酸含量不到 40%。 

 
图5 山楂饮料的高效液相色谱图 

Fig.5 HPLC of hawthorn beverages 

注：a-A 液、b-B 液。 

3  结论 

3.1  本文通过对流动相、破碎方法、提取剂的探索优

化，建立了一种同步测定食品中 L-抗坏血酸、D-抗坏

血酸和脱氢抗坏血酸的方法。该方法可以区分测定不

同构型的抗坏血酸，前处理操作简单高效、样品性质

稳定，适用于水果、蔬菜、果汁和乳粉等样品中抗坏

血酸含量的测定，应用范围广泛。为食品检测行业建

立标准化操作规程、准确测定食品中各种抗坏血酸组

分的含量及客观评价食品的营养价值提供可靠了技术

支持。 
3.2  该方法需要将脱氢抗坏血酸还原成 L-抗坏血酸，

然后计算得到脱氢抗坏血酸的含量，今后研究的关键

应该是脱氢抗坏血酸不经过还原而与 L-抗坏血酸、D-
抗坏血酸同步测定，这是具有挑战性的。最佳的解决

方案可能是使用通用型探测器通过检测物理化学性质

而同步测定不同的抗坏血酸。比如，带电气溶胶检测

(CAD)可以分别测定不同物质的性质。另外，液相色

谱-质谱联用同步测定 L-抗坏血酸、D-抗坏血酸和脱

氢抗坏血酸的报道并不多见，这些工作需要在今后的

技术方法开发中进一步探索。 
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