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高效液相色谱荧光法测定营养素补充制剂中维生素K2

（MK-7）的含量 
 

孙晓菲，章秀梅，高玉静，邱洁，刘欣，李帅，张琨 

（福格森（武汉）生物科技股份有限公司，湖北武汉 430056） 

摘要：建立高效液相色谱荧光法（HPLC-FLD）测定营养素补充制剂中维生素 K2（MK-7）的含量。样品用异丙醇超声提取 30 min，

提取液离心过滤后取样液 10 μL 注入液相色谱系统中。样液经安捷伦 C18 色谱柱(4.6 mm×150 mm，5 μm)或其他等效色谱柱分离，柱

后采用锌粉还原柱（4.6 mm×50 mm）衍生，使样品中维生素 K2（MK-7）具有荧光特性。以甲醇（含 5%四氢呋喃，冰乙酸 0.03%，

乙酸锌 1.0 g/L）为流动相，流速 1.0 mL/min，检测波长 激发波长 243 nm 发射波长 430 nm。当称取样品 1.0 g，定容体积为 10 mL 时，

MK-7 的检出限为 0.03 μg/g，定量限为 0.1 μg/g；MK-7 在浓度 0~2.176 μg/mL 的范围内线性关系良好，线性相关系数为 R2=0.9999；

重复性实验中 RSD%为 0.97%；样品加标回收率为 93.40%。此方法操作简单，高效，准确，重现性好，可用于营养素补充制剂中维

生素 K2（MK-7）的含量测定。 
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Abstract: To establish a method for the determination of Vitamin K2 (MK-7) in Nutrient Supplements by high performance liquid 

chromatography-fluorescence detector (HPLC-FLD), the sample was extracted by isopropanol ultrasonic for 30 min, after centrifugation and 

filtration, 10 μL of the sample solution was injected into the liquid chromatography system. The sample solution was separated by Agilent C18 

column (4.6 mm×150 mm, 5 μm) or equivalent column. After the column, it was derived by zinc powder reduction column (4.6 mm×50 mm), 

so that the Vitamin K2 (MK-7) in the sample had fluorescence characteristics. Methanol (containing 5% tetrahydrofuran, glacial acetic acid 

0.03%, zinc acetate 1.0 g/L) was used as mobile phase, the flow rate was 1.0 mL/min, the fluorescence detector was set at λex/λem=243 nm/430 

nm. When the sample weight was 1.0 g and the volume was 10 mL, the detection limit of this method was 0.03 μg/g, and the quantitative limit 

was 0.1 μg/g, MK-7 had a good linearity in the range of 0~2.176 μg/mL, the R2 was 0.9999. The relative standard deviation of the repeatability 

experiment was 0.97%, and the recovery of the standard was 93.40%. This method has simple operation, good accuracy, and good 

reproducibility. It can be used for the determination of MK-7 in Nutrient supplements.  
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维生素K2亦称甲萘醌，根据2-甲基-1，4-萘醌母

核C3位侧链上异戊二烯长短不同而有14种存在形式，

以MK-n表示，其中n指异戊二烯单元的个数[1]，维生

素K2主要由微生物代谢产生，来源于动植物发酵食

品，纳豆中富含[2]。其中七烯甲萘醌（Menatetrenone-7，
MK-7）是维生素K2家族中代表性成分，已被证明具

有最高生物利用度，其功能和安全性现已通过FDA的

认证批准。MK-7有抑制多种肿瘤细胞增殖，预防和逆

转血管钙化，改善骨质疏松、调节骨代谢等功效[3-6]。

目前，已有许多国家及地区将维生素K2作为食品添加

剂或营养补充剂使用。我国也于2016年将维生素K2

（发酵法）列入食品营养强化剂新品种[7]，同时也规

定了维生素K2（MK-7）含量测定方法，但此方法适

用于原料药、纳豆提取物等基质较为干净、含量较高

的样品，而对于一些营养素补充制剂产品，其维生素

K2含量低，基质复杂，杂质干扰大，难以准确定量。

目前国内有关维生素K2检测方法报道较少，主要有高

效液相色谱-紫外法（HPLC-UV）[8-12]、高效液相色谱

-质谱法（HPLC-MS） [13]、高效液相色谱-荧光法

（HPLC-FLD）[14,15]。在实际测定营养素补充制剂中

维生素K2时，紫外检测器选择性和灵敏度较低，有杂

质干扰问题，现有的HPLC-UV色谱法主要针对原料

药、营养素成分简单或维生素K2含量较高的样品，不

适合多种营养素补充制剂中维生素K2含量低的样品。

HPLC-MS虽灵敏度高，但仪器昂贵，大部分实验室条

件达不到。两种高效液相色谱荧光法（HPLC-FLD）

分别采用柱前[14]和柱后[15]衍生法使维生素K2产生强

荧光，提高了检测灵敏度，可以满足微量维生素K2的

含量测定，但样品前处理过程都很复杂。本实验参考

高效液相色谱荧光法[15]，采用Zn还原柱柱后衍生法使

维生素K2产生强荧光，再利用荧光检测器测定维生素

K2含量。与文献方法相比，本实验建立的方法前处理

操作简单，提高了工作效率，结果重现性好，回收率

高，可以为该类产品的质量控制提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  主要仪器设备 
高效液相色谱仪（带紫外和荧光检测器），

Waters2695/2998/2475 ；色谱柱 Agilent C18（ 4.6 
mm×150 mm，5 μm）；锌粉还原柱（4.6 mm×50 mm），

安谱；超声仪（KQ-300DE）；分析天平（XP205）；离

心机（TGL-12C）；旋转蒸发器（YRE-2000A）；氮吹

仪（MTN-2800D）；多功能振荡器（HY-4）。 

1.1.2  样品和试剂 
营养素补充制剂样品：福格森牌钙维生素 D 维生

素 K 片（孕妇乳母）（规格 2 g/片，每片约含 12 μg
维生素K2），以下简称钙VD VK片；维生素K2（MK-7）
对照品（纯度 98.7%，Gnosis S.p.A）；甲醇、二氯甲

烷、正己烷、异丙醇、四氢呋喃（色谱纯），Fisher 公
司；乙酸锌、氯化锌、冰乙酸、无水乙酸钠、氢氧化

钾、无水乙醇（分析纯），国药；脂肪酶(酶活力≥700 
U/mg)，源叶生物。 

1.2  实验方法 

1.2.1  色谱方法比较研究 
采用 2016 年国家卫计委第 8 号公告中规定的

MK-7 含量测定方法测定样品中维生素 K2含量[7]，记

录色谱图。 

参考高效液相色谱荧光法中维生素 K2 含量测定

前处理方法[15]，样品经脂肪酶酶解，正己烷提取，浓

缩，甲醇复溶后，进 HPLC-UV 色谱系统，色谱条件

同上，记录色谱图。 

样品经异丙醇超声提取后，进 HPLC-FLD 色谱系

统。色谱条件：色谱柱 Agilent C18 4.6 mm×150 mm，

5 μm；锌粉还原柱 4.6 mm×50 mm；激发波长 243 nm
发射波长 430 nm；流动相：甲醇（含 5%四氢呋喃，

冰乙酸 0.03%，乙酸锌 1.0 g/L），流速：1.0 mL/min；
进样体积：10 μL。 
1.2.2  色谱条件选择 
1.2.2.1  流动相选择 

采用 HPLC-FLD 色谱法测定时，分别选择流动相

A：甲醇（含冰乙酸 0.03%，氯化锌 1.5 g/L，无水乙

酸钠 0.5 g/L）；B：甲醇（含 10%二氯甲烷，冰乙酸

0.03%，氯化锌 1.5 g/L，无水乙酸钠 0.5 g/L）；C：甲

醇（含 10%四氢呋喃，冰乙酸 0.03%，氯化锌 1.5 g/L，
无水乙酸钠 0.5 g/L）；D：甲醇（含 5%四氢呋喃，冰

乙酸 0.03%，乙酸锌 1.0 g/L）为流动相，记录色谱图。 
1.2.2.2  流动相中锌离子浓度对衍生反应的影响实验 

保持其他条件不变，流动相甲醇（含 5%四氢呋

喃，冰乙酸 0.03%，不同浓度的乙酸锌），考察锌离子

浓度对样品峰面积的影响。 

1.2.2.3  流动相中醋酸浓度对衍生反应的影响实验 
保持其他条件不变，流动相甲醇（含 5%四氢呋

喃，乙酸锌 1.0 g/L，不同浓度的冰乙酸），考察醋酸

浓度对样品峰面积的影响。 
1.2.2.4  色谱柱温度控制 

不控制色谱柱温，在室温条件下连续进样 6 次，

记录色谱图，比较第 1 次和第 6 次进样色谱图保留时



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.6 

323 

间。设置色谱柱温为 30 ℃，在相同条件下连续进样 6
次，记录色谱图，比较第 1 次和第 6 次进样色谱图保

留时间。 
1.2.3  前处理方法选择 
1.2.3.1  提取方法选择 

采用酶解后提取和有机溶剂（分别选甲醇、异丙

醇为提取溶剂）直接超声提取维生素 K2（MK-7）样

品，提取液经液相色谱分离，Zn 柱还原，荧光检测器

检测。每组分别平行处理 6 个样品，供液相色谱测定。 
1.2.3.2  提取时间选择 

考察样品超声提取时间与提取效果的关系，分别

用异丙醇超声提取样品 15 min、30 min、45 min、60 
min，每组平行测定两个样品，供液相色谱测定。 
1.2.4  方法学验证实验 
1.2.4.1  线性关系、检出限及定量限 

分别精密吸取 1.3.2 中标准中间使用液（10 
μg/mL）0.0 mL、0.1 mL、0.2 mL、0.4 mL、0.8 mL、
1.0 mL、2.0 mL 于 10 mL 容量瓶中，用异丙醇定容，

配制成不同浓度的标准系列溶液，以浓度为横坐标，

峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。检出限以 3 倍信噪

比（S/N）计，定量限以 10 倍 S/N 计。 
1.2.4.2  方法重复性实验 

精密称取样品 6 份，按 1.3.3 试样制备方法处理样

品，测定样品含量，计算测得含量相对标准偏差，验

证方法的重复性。 
1.2.4.3  方法准确度实验 

精密称取已知含量的样品约 1.0 g 9份，每组 3份，

分别在每组中加入含维生素 K2 的标准中间使用液

（10.74 μg/mL）0.3 mL、0.5 mL、1.0 mL，按 1.3.3 方

法处理样品后，取 10 μL经HPLC-FLD色谱系统分析。

计算维生素 K2 (MK-7)在 3 个不同水平浓度的回收率

及相对标准偏差，验证方法的准确度。 

1.3  样品测定 

1.3.1  标准品储备液的配制 
精密称取 10 mg 维生素 K2 对照品（精确到 0.1 

mg），于 10 mL 容量瓶中，用异丙醇超声溶解并定容，

配制成 1 mg/mL 的标准储备液，于-20 ℃冰箱避光保

存。 
1.3.2  标准中间使用液的配制 

精密量取上述标准储备液 1.0 mL 于 100 mL 容量

瓶中，用异丙醇定容，配制成 10 μg/mL 的标准中间使

用液，于-20 ℃冰箱避光保存。 
1.3.3  试样制备 

分别精密称取 1.0 g（精确到 0.0001 g）研磨成细

粉的样品于 10 mL 的棕色容量瓶中，加入适量异丙醇

混匀超声 30 min，用异丙醇定容，摇匀，离心后取上

清液过 0.45 μm 滤膜，即为样品待测液。 
1.3.4  实际样品测定 

分别取 1.2.4.1 中标准系列溶液和 1.3.3 中样品待

测液各 10 μL 注入高效液相荧光色谱系统中，记录色

谱峰面积，外标法定量，计算样品中维生素 K2含量。 

1.4  数据处理 

采用Excel 2007和Waters Empower软件对数据进

行处理分析及作图。 

2  结果与分析 

2.1  色谱方法优化 

 

 

 
图1 不同色谱方法图谱比较 

Fig.1 Comparison of chromatogram of different 

chromatographic methods 

注：a.样品采用异丙醇提取，以甲醇为流动相，HPLC-UV

测定样品色谱图；b.样品采用酶解提取，以甲醇为流动相，

HPLC-UV 测定样品色谱图；c.实验建立方法样品色谱图。 
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色谱方法比较实验结果见图 1。由图 1 中 a 可见，

在测定多种营养素补充制剂中维生素 K2时，卫计委附

录方法存在杂质及基线干扰问题；对比图 1 中 a 和 b
可知，酶解后提取样品的净化效果很好，但实际样品

测定过程繁琐，重复性差，回收率低；对比图 1 中 b
和 c，本实验建立的高效液相色谱荧光法样品响应值

高，保留时间短，实际操作简单，更适合维生素 K2

含量较低的产品。 

2.2  色谱条件优化 

2.2.1  不同流动相样品色谱图 

 

 

 

 
图 2 维生素 K2(MK-7)样品色谱图 

Fig.2 Chromatogram of Vitamin K2 (MK-7) sample 

注：a、b、c、d 分别是流动相 A、B、C、D 所得样品色

谱图。 

由图 2 中 a、b、c 可知，流动相中使用二氯甲烷

和四氢呋喃作流动相辅助剂，均可使样品保留时间提

前，对比图 2 中的 b 和 c，流动相 c 所得样品色谱图

峰形好，样品保留时间更短，流动相 c 优于 b。在实

际实验过程中，配制流动相 c 需超声半小时才能完全

溶解氯化锌和无水乙酸钠，且需要四氢呋喃的量更多，

长期使用高浓度四氢呋喃对色谱柱和仪器管路有一定

损伤。如图 2 中的 d，流动相使用更少的四氢呋喃就

可以达到相似的保留时间，减轻了对仪器的损害，同

时用乙酸锌代替氯化锌和无水乙酸钠，解决了配制流

动相时溶解困难的问题。 
2.2.2  流动相中锌离子浓度和醋酸浓度对衍生

反应的影响 
由图 3 可见锌离子浓度大于或等于 5 mmol/L 时，

样品峰面积达到最大并保持不变，醋酸浓度在 5 
mmol/L 时样品峰面积达到峰值，即当流动相选择含乙

酸锌 1.0 g/L，冰乙酸 0.03%，衍生反应可以反应完全，

因此本文选择甲醇（含 5%四氢呋喃，冰乙酸 0.03%，

乙酸锌 1.0 g/L）为流动相。 

 

 
图3 流动相中锌离子浓度和醋酸浓度对衍生反应的影响 

Fig.3 Effect of zinc ion concentration and acetic acid 

concentration in mobile phase on derivative reaction 

注：a：锌离子浓度对衍生反应的影响；b：醋酸浓度对衍

生反应的影响。 

2.2.3  色谱柱温度控制实验结果 
由图 4 中 a 可知，如果不控制色谱柱温度，第 1

次和第 6 次进样维生素 K2的保留时间会出现偏移，而 
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将色谱柱温度控制在 30 ℃，第 1 次和第 6 次进样维

生素 K2的保留时间基本一致，如图 4 中的 b。考虑色

谱柱温度设置太高又会影响色谱柱寿命，所以本实验

选择色谱柱温度为 30 ℃。 

 

 
图4 色谱柱温度控制实验色谱图 

Fig.4 Chromatogram of column temperature control 

experiment 

注：a：不控制柱温，第 1 次和第 6 次进样色谱图保留时

间比较图；b：色谱柱温度为 30 ℃，第 1 次和第 6 次进样色谱

图保留时间比较图。 

2.3  前处理方法优化 

2.3.1  不同提取方法测定 
表1 前处理方法比对结果 

Table 1 Comparison results of pretreatment methods 

提取方法 酶解后提取 甲醇提取 异丙醇提取

检测值/(μg/g) 5.42±0.42 0.76±0.03 5.88±0.06 

RSD/% 7.81 4.16 0.97 

由表 1 可知，酶解后提取和异丙醇超声提取测得

结果相差不大，因样品酶解提取后需转移、浓缩、再

溶解等一系列步骤，实验操作繁琐，环节多，重现性

不好（RSD 为 7.81%），实际回收率也不高。后分别

使用甲醇、异丙醇直接超声提取样品，经 HPLC-FLD
色谱系统测定，结果发现异丙醇提取效果最好，与理

论值 6 μg/g 相近，且 RSD 为 0.97%，重复性较好。 

2.3.2  不同提取时间测定 
由表 2 可知，当超声时间不小于 30 min 时，样品

测得量已达到最高值，因此实验选择样品提取时间为

30 min。 
表2 超声提取时间实验结果 

Table 2 Experimental results of ultrasonic extraction time 

超声提取时间
/min 15 30 45 60 

检测值/(μg/g) 5.21±0.06 5.82±0.06 5.78±0.05 5.85±0.06

RSD/% 1.12 0.97 0.95 1.01 

2.4  方法学验证实验 

2.4.1  线性关系、检出限及定量限 

 
图5 维生素K2（MK-7)标准曲线 

Fig.5 Standard curve of vitamin K2 (MK-7) 

由图 5 可知，维生素 K2（MK-7）在浓度 0~2.176 
μg/mL 范围内线性关系良好，线性回归方程为

Y=957615.8233X+140.6087，相关系数 R2为 0.9999；
当取样量为 1.0 g，定容体积 10 mL 时，维生素 K2

（MK-7）的检出限为 0.03 μg/g，定量限为 0.1 μg/g。 
2.4.2  方法重复性实验 

表3 方法重复性实验结果 

Table 3 Result of method repeatability test (n=6) 

化合物 含量/(μg/g) 平均值/(μg/g) RSD/%

维生素 K2（MK-7）

5.820 

5.88 0.97 

5.927 

5.800 

5.865 

5.931 

5.914 

由表 3 可知，平行测定 6 次样品含量 RSD 小于

1.0%。表明本方法重复性好，适合定量分析。 
2.4.3  方法准确度实验 

由表 4 可知，维生素 K2（MK-7）的平均加标回

收率为 93.40%，RSD 为 1.11%，说明本方法准确度高，

能为保健食品中维生素 K2（MK-7）含量测定提供检

测依据。 
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表4 加标回收率实验结果 

Table 4 Result of recovery rate of standard addition (n=9) 

化合物 加标量/μg 测得量/μg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

维生素 K2 (MK-7)

3.22 8.86 92.32 

93.40 1.11 

3.22 8.84 91.85 

3.22 8.87 93.02 

5.37 10.88 93.38 

5.37 10.89 94.54 

5.37 10.96 93.31 

10.74 15.90 94.75 

10.74 16.06 94.58 

10.74 16.04 92.83 

2.5  样品测定方法对比分析 

在现有的液相色谱方法中，用 HPLC-UV 法[7-12]

测定本公司产品钙 VD VK 片中微量维生素 K2 含量

时，紫外检测器灵敏度和选择性低，样品色谱图出现

基质干扰，此类检测方法无法进行有效的含量测定；

文献方法[14]可提供研究思路，但样品前处理过程较复

杂，柱前衍生耗时长，前处理对象针对血浆样本；文

献方法[15]和本文建立方法均采用柱后衍生，可比性

高。表 5 是选用文献方法[15]和本实验建立的方法对三

批钙VD VK片中维生素K2含量进行实际测定的结果

对比，由表可见，采用文献方法[15]测定样品 RSD 大，

重复性不好，而本实验方法测定样品 RSD 小，重复性

好，准确度更高。 
表5 样品测定方法对比分析结果 

Table 5 Comparative analysis results of sample determination methods 

样品名 方法 理论值/(μg/g) 检测值/(μg/g) 平均值/(μg/g) RSD/% 

钙 VD VK 片 
本方法 

6 
5.817±0.06 5.933±0.05 5.920±0.06 5.89 1.08 

文献方法[15] 5.476±0.46 5.772±0.37 4.926±0.52 5.39 7.96 

3  结论 

本研究建立的 HPLC-FLD 法测定营养素补充制

剂中维生素 K2（MK-7），荧光检测器的选择性和灵

敏度满足产品要求，优于 HPLC-UV 法，以甲醇（含

5%四氢呋喃，冰乙酸 0.03%，乙酸锌 1.0 g/L）为流动

相，样品峰形好、分析时间短。样品经异丙醇超声提

取后上机测定，不需经酶解、皂化提取、转移、浓缩、

定容等一系列步骤，操作简便。本实验建立的方法简

单高效，方法学验证结果良好，可为多种营养素补充

制剂产品（粉剂、片剂、胶囊等）中微量维生素 K2

含量测定提供检测依据。 
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