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在线固相萃取-液相色谱法测定食品中 
4 种类胡萝卜素含量 

周锋杰 1, 夏  钰 2, 张艳海 2* 
[1. 苏州市农产品质量安全监测中心, 苏州  215104; 2. 纳谱分析技术(苏州)有限公司, 苏州  215000] 

摘  要: 目的  建立在线固相萃取-液相色谱法(online solid phase extraction-liquid chromatography, online 

SPE-LC)同时测定婴幼儿配方乳粉和天然食品中叶黄素、玉米黄质、α-胡萝卜素和 β-胡萝卜素含量的方法。

方法  样品采用浓度为 50%氢氧化钾溶液在 70 ℃下皂化 15 min, 皂化液以 70%乙醇定容, 高速离心后取上清

液直接上机分析。选择聚苯乙烯-二乙烯基苯基质的 SelectCore PSS 色谱柱作为 online SPE 柱, 采用 80%甲醇-

水作为初始上样溶剂, 乙腈/甲基叔丁基醚作为清洗溶剂。采用 ChromCore C30 (4.6 mm×250 mm, 3 μm)作为分析

柱, 乙腈-甲醇(26:74, V:V, 含 0.4 g/L抗坏血酸)与甲基叔丁基醚作为流动相, 梯度洗脱, 流速为 1.0 mL/min, 检测

波长为 450 nm。结果  婴幼儿配方乳粉和天然食品中 4 个目标物分离良好, 所有目标物的线性相关系数

r>0.9999, 叶黄素、玉米黄质及 α-胡萝卜素、β-胡萝卜素的方法定量限分别为 0.77、0.72、0.94、1.40 μg/100 g, 

婴幼儿配方乳粉基质加标平均回收率分别为 99.76%、103.51%、99.16%和 97.92%; 方法重复性的相对标准偏

差小于 2.5%。结论  该方法快速、可靠及重复性良好, 可满足食品中叶黄素、玉米黄质和 α-胡萝卜素、β-胡

萝卜素的定量要求, 可被应用于实际样品的检测中。 

关键词: 胡萝卜素; 叶黄素; 玉米黄素; 婴幼儿配方乳粉; 天然食品; 在线固相萃取-液相色谱法 

Determination of 4 kinds of carotenoids in foodstuffs by online solid  
phase extraction-liquid chromatography 

ZHOU Feng-Jie1, XIA-Yu2, ZHANG Yan-Hai2* 
[1. Suzhou Agricultural Products Safety and Quality Inspection Center, Suzhou 215104, China;  

2. NanoChrom Analytical Technology (Suzhou) Co., Ltd., Suzhou 215000, China] 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for the simultaneous determination of lutein, zeaxanthin, α-carotene, 

and β-carotene in infant formula milk powder and natural foods by online solid phase extraction-liquid 

chromatography (online SPE-LC). Methods  Samples were saponified with 50% potassium hydroxide solution at 

70 ℃ for 15 min. Saponified solution was diluted with 70% ethanol, and after high-speed centrifugation, the 
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supernatant was directly analyzed. A styrene-divinylbenzene copolymer-based SelectCore PSS-packed 

chromatographic column was chosen as the online SPE column, using 80% methanol-water as the initial loading 

solvent and acetonitrile/methyl tert-butyl ether as the washing solvent. A ChromCore C30 column (4.6 mm×250 mm, 

3 μm) was used as the analytical column, with acetonitrile-methanol (26:74, V:V, 0.4 g/L of ascorbic acid) and methyl 

tert-butyl ether as the mobile phase for gradient elution. The flow rate was 1.0 mL/min, and the detection wavelength 

was 450 nm. Results  The 4 target analytes in infant formula milk powder and natural foods were well separated. 

Linear correlation coefficients for all target analytes were greater than 0.9999. The limit of quantification of method 

for lutein, zeaxanthin, α-carotene, and β-carotene were 0.77, 0.72, 0.94, and 1.40 μg/100 g, respectively. Average 

recovery rates of infant formula milk powder were 99.76%, 103.51%, 99.16%, and 97.92%, respectively. The relative 

standard deviations of method repeatability for all the analytes were less than 2.5%. Conclusion  This method is 

accurate, reliable, and reproducible and can meet the quantitative requirements of lutein, zeaxanthin, and α-carotene, 

β-carotene in foodstuffs. It can be applied to the determination of real samples. 
KEY WORDS: carotene; lutein; zeaxanthin; infant formula milk powder; natural food; online solid phase 

extraction-liquid chromatography 
 
 

0  引  言 

类胡萝卜素是一类具有着色力的脂溶性化合物 [1–6], 
广泛用于食品工业中, 也作为维生素 A 前体的食品强化成

分, 同时具有增强免疫力、降低患退行性疾病的风险及抗

氧化特性等生物功能[7–12]。人体自身不能合成类胡萝卜素, 
因此, 叶黄素、玉米黄质和胡萝卜素作为多功能营养素, 
被广泛添加到婴幼儿配方食品和成人营养品中[13–17]。 

液相色谱法是测定植物组织[18–19]、天然食品[20–21]、

配方食品[22–23]和保健食品[24–25]等基质样品中类胡萝卜素

的主要方法。食品中叶黄素和胡萝卜素的测定目前主要参

考 GB 5009.248—2016《食品安全国家标准 食品中叶黄素

的测定》和 GB 5009.83—2016《食品安全国家标准 食品

中胡萝卜素的测定》, 其中样品溶液制备通常需要经过氢

氧化钾的皂化和有机溶剂的液-液萃取过程, 碱皂化可以

有效的将目标分析物从基质中释放出来, 再采用液-液萃

取和净化后, 上机分析。不仅会消耗大量有机试剂, 且由

于叶黄素和胡萝卜素对光热敏感, 样品制备步骤越多、流

程越长对目标物的准确测定影响越大, 且影响整个方法的

分析效率[26]。与传统离线样品前处理相比, 在线样品前处

理可以将样品制备与分析过程在密闭系统中自动完成, 即
可提升样品分析效率, 又可减少人工操作而导致的目标物

损失和误差, 改善方法灵敏度、准确性和重现性[27], 在食

品中营养素和兽药残留分析中都有广泛应用[28–33]。 
本研究采用在线固相萃取-液相色谱法(online solid 

phase extraction-liquid chromatography, online SPE-LC)的分

析技术, 样品皂化液直接上机分析, 自动完成样品富集、

净化和分析的全过程, 同时实现叶黄素、玉米黄质、α-胡
萝卜素和 β-胡萝卜素的测定, 为开展相关配方食品中目标

物的快速高通量检测提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

BSA124S 万分之一分析天平[赛多利斯科学仪器(北
京)有限公司]; Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统[包括 2
台四元 泵 (G7111A) 、 自动进样器 (G7129B) 、柱 温箱

(G7116B)、阀切换单元(G1170A, 含一个二位六通阀头)、
二极管阵列检测器(G7117A)、软件采用 Agilent OpenLab 
CDS 软件(版本 2.6), 美国安捷伦科技公司]; SelectCore 
PSS online SPE 柱(3.0 mm×30 mm, 40 μm)、ChromCore C30 
(4.6 mm×250 mm, 3 μm)[纳谱分析技术(苏州)有限公司]。 

乙腈、甲醇(色谱纯, 美国 Avantor J.T.Baker 公司); 甲
基叔丁基醚(methyl tertiary butyl ether, MTBE)[色谱纯, 阿
拉丁试剂(上海)有限公司]; 抗坏血酸、2,6-二叔丁基对甲酚

(butylated hydroxytoluene, BHT)、氢氧化钾、乙醇(分析纯, 
国药集团化学试剂有限公司)。 

6种品牌的婴幼儿配方乳粉均购于超市, 其中5种营养

成分表中含叶黄素; 玉米、胡萝卜、西红柿、菠菜、西兰花、

猕猴桃和芒果等蔬菜、水果随机采购于当地的菜市场。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准品溶液配制 
精密称取叶黄素和玉米黄质标准品适量 , 加 0.1% 

(m:m) BHT 的乙醇溶液溶解并定容到 100 mL 棕色容量瓶

中, 制成质量浓度均为 0.5 mg/mL 的储备溶液; 再精密称

取 α-胡萝卜素和 β-胡萝卜素适量, 加 0.1% (m:m) BHT的二

氯甲烷溶液溶解并定容到 100 mL, 制成质量浓度分别为

0.518 mg/mL 和 0.530 mg/mL 的储备溶液。使用前按照标

准 GB 5009.248—2016 与 GB 5009.83—2016 附录对标准品

溶液浓度进行校正。再精密移取各储备液适量, 加 0.1% 
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(m:m) BHT 的乙醇溶液稀释 10 倍, 制成中间液; 再移取中

间液, 加甲醇稀释制成叶黄素、玉米黄质、α-胡萝卜素和

β-胡萝卜素质量浓度分别为 2.0680、1.3600、5.4720 和

2.8926 μg/mL 的混合标准品溶液(校正后质量浓度)。 
1.2.2  样品前处理  

取样品(蔬果需提前粉碎均质)2~5 g, 精密称定, 置 50 mL
棕色离心管中, 加入 5 mL 抗坏血酸水溶液(0.2 g/mL) , 使
样品溶解, 再加入 15 mL BHT-乙醇溶液(0.2 g/100 mL), 涡
旋混匀 30 s, 加入 5 mL 质量浓度为 50%的氢氧化钾溶液, 
涡旋混匀后, 置 70 ℃水浴中皂化 15 min, 迅速冷却后, 加
70%乙醇, 定容至 50 mL, 以 5000 r/min离心 5 min, 取上清

液, 过 0.22 μm尼龙膜后, 上机分析, 进样体积 50~100 μL。 
1.2.3  色谱条件 

全自动online SPE-LC系统见图1所示, 初始位置1–6。
其中二位置六通阀的具体切换时间 : 0.0~4.5 min, 1–6; 
4.5~6.5 min, 1–2; 6.5~40.0 min, 1–6。 

 

 
 

注: 1–6. 上样净化过程; 1–2. 目标物转移过程。 
图 1  online SPE-LC 系统示意图 

Fig.1  Schematic diagram of online SPE-LC system 
 

online SPE柱为SelectCore PSS (30 mm×3.0 mm, 40 µm), 
其中流动相 A 为水, 流动相 B 为乙腈, 流动相 C 为甲醇, 流
动相 D 为 MTBE, 梯度过程见表 1, 流速为 1.0 mL/min。
分析色谱柱为 ChromCore C30 (4.6 mm×250 mm, 3.0 µm), 
流动相 A 为乙腈, 流动相 B 为乙腈-甲醇(26:74, V:V, 含
0.4 g/L 抗坏血酸), 流动相 C 为 MTBE; 梯度洗脱: 0~6.5 min, 
A:B=25:75 (V:V); 6.5~7.0 min, 100% B; 7.0~32 min,  

 
表 1  SPE 泵梯度程序 

Table 1  Gradient program of SPE pump 
时间
/min 

流动相
A/% 

流动相
B/% 

流动相
C/%   

流动相 
D/% 

0 20 0 80 0 

 4.5 20 0 80 0 

 5.0 0 100 0 0 

15.0 0 100 0 0 

16.0 0 80 0 20 

21.0 0 80 0 20 

25.0 0 100 0 0 

30.0 20 0 80 0 

40.0 20 0 80 0 

100%~64% B, 0%~36% C; 32~35 min, 64%~20% B, 36%~80% 
C; 35~40 min, B:C=20:80 (V:V); 流速, 1.0 mL/min; 柱温为

25 ℃, 紫外检测波长为 450 nm, 采集频率 10 Hz; 进样体

积为 50~100 μL。 

1.3  数据处理 

色谱数据的采集和数据处理采用 Agilent OpenLab 
CDS 2.5 软件, 标准曲线、重复性等采用 Excel 2010 进行数

据结果的统计分析。 

2  结果与讨论 

2.1  在线固相萃取条件考察 

样品皂化溶液中通常含有强碱、水溶性蛋白多糖、水

溶性的基质小分子、脂肪酸钠盐及包含目标待测物在内的

脂溶性成分。因此本研究根据目标物的理化特征及皂化基

质成分组成, 选择了聚合物基质的 SelectCore PSS 填料作

为 online SPE 柱。洗脱转移条件是影响 online SPE 过程及

回收率的主要因素, 因此为确认目标物的 SPE 转移时间, 
采用质量浓度为 21.2 μg/mL 的 β-胡萝卜素标准品溶液, 进
样 10 μL, 在上样和除杂洗脱过程结束后, 在 4.5 min 切换

至 1–2, 采用分析泵初始流动相比例(A:B=75:25, V:V)转移

目标物, 结果由图 2 所示, 目标物在 2 min 内可基本转移完

全, 依此确认了转移时间为 2 min。 
 

 
 

注: A. 胡萝卜素标准品溶液; B. 空白溶剂。 
图 2  目标待测物的 online SPE 洗脱谱图 

Fig.2  Online SPE elution profile of the target analyte 
 

2.2  皂化条件确认 

为 确 认 皂 化 时 间 和 温 度 , 实 验 分 别 参 考 GB 
5009.248—2016、GB5009.83—2016 及文献[27–29], 采用

婴幼儿配方乳粉(含叶黄素)作为样品基质, 考察皂化温度

和时间对目标物提取过程的影响。皂化温度分别对比室温、

53 ℃和 70 ℃, 皂化时间分别考察了 15、30 和 45 min。结

果表明不同皂化温度对婴幼儿配方乳粉样品中叶黄素的含

量影响不大, 在 70 ℃下叶黄素的提取率略高; 皂化温度对

样品中胡萝卜素的影响较大, 其中 53 ℃和 70 ℃显著高于
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室温, 53 ℃较 70 ℃略高; 在 70 ℃的皂化温度下, 对比不

同皂化时间对叶黄素和 β-胡萝卜素提取效果的影响, 结果

随着皂化时间增加, 叶黄素和胡萝卜素的含量显著下降, 
因此皂化 15 min 较为适宜。从目标物提取率和时间的整体

上考虑, 最终选择皂化温度为 70 ℃和皂化时间 15 min。 

2.3  方法学考察 

2.3.1  线性关系及定量限考察 
取混合标准品溶液分别进样 1、2、5、10、20 和 50 μL, 

以目标峰的峰面积响应为纵坐标(Y), 以进样量为横坐标(X, 

ng), 考察线性相关关系, 结果所有目标待测物的相关系数

r2>0.9999, 表明各化合物的线性相关关系较好(表 2)。按照

信噪比(S/N)为 10:1 计算, 叶黄素、玉米黄质、α-胡萝卜素

和 β-胡萝卜素的仪器定量限分别为 0.0153、0.0144、0.0189

和 0.0281 ng。按照取样量 2 g, 定容体积 50 mL, 进样体积

50 μL 计算定量限, 叶黄素、玉米黄质、α-胡萝卜素和 β-胡萝

卜素的方法定量限分别为 0.77、0.72、0.94 和 1.40 μg/100 g。 
 

表 2  线性关系及定量限考察结果 
Table 2  Investigation results of linear relationship and limit of quantification  

待测物 保留时间/min 相关系数(r2) 线性方程 定量限/ng 范围/ng 

叶黄素 15.7540 0.99997 Y=0.4959X–0.0054 0.0153 0.4136~103.4000 

玉米黄质 16.5780 0.99996 Y=0.3249X–0.0052 0.0144 0.2720~68.0000 

α-胡萝卜素 32.7610 0.99995 Y=1.3340X–0.0420 0.0189  1.0944~273.6000

β-胡萝卜素 34.3790 0.99993 Y=0.5350X–0.0389 0.0281  0.5785~144.6300
 

2.3.2  重复性试验 
取某品牌的婴幼儿配方奶粉 5份, 每份 2 g, 精密称定, 

按照确定的皂化方法制备上机溶液, 结果叶黄素含量的相

对标准偏差(relative standard deviation, RSD)<2%; 玉米黄

素和 β-胡萝卜素含量的 RSD<2.5%, 表明方法重复性较好。 
2.3.3  加样回收率试验 

取婴幼儿配方乳粉, 每份 2 g, 精密称定, 按照低、中、

高 3 水平分别加入混合标准品, 每个加标水平各制备 5 份

平行样品, 按照 1.2.2 中样品溶液制备方法制备样品溶液, 
上机分析。测定加标样品中目标物的总量, 计算加标回收

率。由见表 3 结果可见, 叶黄素、玉米黄质及 α-胡萝卜素、

β-胡萝卜素的平均回收率分别为 99.76%、103.51%、99.16%
和 97.92%, 表明该方法测定准确度良好, 满足样品中目标

物定量要求。 
 

表 3  加标回收率测定结果(n=5) 
Table 3  Determination results of recovery rate with added 

standard (n=5) 

待测物 加标浓度/(μg/100 g) 平均回收率/% RSDs/%

叶黄素 

163.30 

 99.76 1.64 244.95 

326.60 

玉米黄质 
82.70 

103.51 1.53 124.05 
165.40 

α-胡萝卜素 
172.70 

 99.16 1.75 259.05 
345.40 

β-胡萝卜素 

176.70 

 97.92 1.64 265.05 

353.40 

2.4  样品测定 

分别取不同品牌的婴幼儿配方乳粉按照 1.2.2 中样品

制备方法, 制备上机溶液, 进行测定。由图 3 所示, 婴幼儿

配方乳粉 B、C、D、E 和 G 中均含有叶黄素, 同时含有微

量的玉米黄质及 β-胡萝卜素, 其中叶黄素、玉米黄质与其

他叶黄素顺式异构体分离良好, 叶黄素与玉米黄质及 α-胡
萝卜素与 β-胡萝卜素的分离度分别为 4.6 和 5.9。本研究还

选取了西兰花、西红柿、玉米、猕猴桃、芒果和菠菜等蔬

菜、水果, 对其中目标的类胡萝卜素成分进行分析, 结果

由图 4 可见, 菠菜、玉米、西兰花和猕猴桃中叶黄素的含

量较高, 胡萝卜、西红柿、芒果及西兰花中胡萝卜素的含

量相对较高, 总体上, 各目标峰分离良好, 通过该方法可

以对各目标待测物进行定量。 
 

 
 

注: A. 混合标准品; B~G. 不同品牌婴幼儿配方乳粉样品。 
1. 叶黄素; 2. 玉米黄质; 3. α-胡萝卜素; 4. β-胡萝卜素, 下同。 

图 3  婴幼儿配方乳粉的色谱图 
Fig.3  Chromatogram of infant formula milk powder  
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注: A. 混合标准品; B~G 分别为菠菜、芒果、猕猴桃、玉米、 
西红柿、胡萝卜和西兰花。 
图 4  蔬菜和水果的色谱图 

Fig.4  Chromatogram of vegetables and fruits 
 

2.5  与标准方法比较 

现行食品中叶黄素和胡萝卜素测定分别参考 GB 
5009.248—2016 和 GB 5009.83—2016 方法进行测定, 二
者样品前处理过程均需皂化和有机溶剂的液-液萃取过程, 
其中皂化时间均为 30 min, 后续处理过程约为 30~40 min; 
分析条件均采用 C30 色谱柱进行分离分析, 其中叶黄素和

α-胡萝卜素、β-胡萝卜素的分析时间分别约为 28 min 和

30 min(加平衡时间)。本研究方法的皂化时间为 15 min, 
皂化液直接上机分析 , 同时测定目标物 , 上机的分析时

间为 40 min, 因此采用本研究方法的总分析时间较标准

方法减少近 76%, 显著提升了方法检测效率。且该方法

无需有机溶剂(环己烷、乙醚、石油醚等), 更绿色和环境

友好。 

3  结  论 

本研究采用 online SPE-LC 建立了婴幼儿配方乳粉和

天然食品中叶黄素、玉米黄素和胡萝卜素的同时检测方法。

通过对样品皂化条件和 online SPE 过程关键条件的考察, 
确定了优化的样品制备和净化及转移条件。系统的方法学

考察结果表明该方法的线性相关性、精密度和平均回收率

均能满足目标物的测定要求。采用实际的婴幼儿配方乳粉

和蔬菜水果等天然食品进行分析, 表明样品中各目标物分

离良好, 可对目标物实现准确定量。 
本研究所构建的方法与标准方法比较, 实现了从烦

琐手动操作到高效自动化分析的转变, 显著提升了分析效

率和准确性, 为科学研究和实际应用提供了强有力的技术

支持。该方法也将为实现高通量、高灵敏度和高准确性的

样品检测提供新的思路和解决方案。 
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