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微乳液超高效液相色谱法测定中药保健品中的 
乙二胺四乙酸铁钠

林仁权 *，夏海鸣，孟 琪，桑 娴，戚荣平

（杭州市拱墅区疾病预防控制中心（杭州市拱墅区卫生监督所），杭州 310022）

摘 要：目的 建立微乳液超高效液相色谱法测定中药保健品中的乙二胺四乙酸铁钠（NaFeEDTA）分析方

法。方法 样品经简单处理，稀释后通过 0.22 μm 微孔滤膜进行过滤，即可直接上机，以 Waters BEH C18 柱

（2.1 mm×150 mm，1.7 µm）为色谱柱，以 28.8 g/L 十二烷基硫酸钠（SDS）水溶液 –50 g/L 正丁醇 –8 g/L 正庚

烷 –0.40 g/L 磷酸水溶液为流动相，流速为 0.20 mL/min，检测波长为 254 nm，柱温为 30℃，使用外标法进行定量测

定。结果 在选定实验条件下，NaFeEDTA 质量浓度在 0.50~30.0 µg/mL 内具有良好的线性关系（r ≥ 0.999），检出

限为 50 mg/kg。NaFeEDTA 回收率为 92.0%~99.0%。对样品重复测定 6 次，其峰面积的相对标准偏差（relative standard 

deviation，RSD）为 3.8%。结论 该方法操作简单、重现性好，可用于中药保健品中 NaFeEDTA 含量的检测。
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0  引  言

中药保健品是指以中草药为原料或者添加中草药提取物的一

系列保健品。黄芪当归铁片就是一种中药保健品，主要由黄芪提

取物、大枣提取物、白芍提取物、当归提取物、乙二胺四乙酸铁

钠组成，能够补铁、稳定神经情绪、调理血气，有效改善缺铁性

贫血引起的症状。乙二胺四乙酸铁钠（NaFeEDTA）是一种性质稳

定的铁营养强化剂，铁锈味较小、胃肠刺激小 [1-2] 且人体吸收率 

高 [3-5]，被认为是目前最具发展前景的铁营养补充剂 [6]。目前中药

保健品中 NaFeEDTA 添加量按《食品营养强化剂使用标准》（GB 

14880—2012）的要求添加。食品中 NaFeEDTA 的定量测定的方法

报道较多，主要包括分光光度法 [7-8]、毛细管区带电泳法 [9-10]、极

谱法 [11-12]、离子色谱法 [13-14]、高效液相色谱法 [15-19] 等。

微 乳 液 相 色 谱 法（microemulsion liquid chromatography，

MELC）是一种新的色谱形式，是使用微乳为流动相的一种反相

液相色谱法。微乳是由表面活性剂、助表面活性剂、油相和水

相按适当比例混合而成的，具有无色透明、各向同性、低黏度

等特点，属于热力学稳定体系。近年来，MELC 已被应用于多

组分的分离、药物及杂质的分离与生物样品分析检测 [20-22]，但

关于 MELC 在中药保健品检测中的应用却鲜有报道。中药保健

品成分极为复杂，在传统高效液相色谱法中，样品不经过前处

理，易导致严重的干扰并损害色谱柱。而 MLEC 中的表面活性

剂具有极强的增溶能力，支持各类样品直接进样测定，从而简

化样品制备过程 [23]。因此，本研究采用流动相直接稀释中药保

健品，运用 MELC 测定中药保健品中 NaFeEDTA 的含量，为检

测中药保健品提供简单高效的检测手段。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂

当归黄芪铁片样品全部为市售产品。

NaFeEDTA 标准品（纯度 98.4%，坛墨质检科技股份有限公

司）；甲醇、乙腈（色谱纯，德国 Merck 公司）；乙酸乙酯、正己

烷、正庚烷（色谱纯，天津市四友精细化学品有限公司）；磷酸

二氢钾（分析纯，西陇科学股份有限公司）；十六烷基三甲基溴

化铵（CTAB）、十二烷基硫酸钠（SDS）、磷酸、氢氧化钠（分析

纯，国药集团化学试剂有限公司）。

1.2  仪器与设备

ACQUITY UPLC H-Class 超高效液相色谱仪（配备二极管阵

列检测器）、Waters BEH C18 柱（2.1 mm×150 mm，1.7 µm）（美国

Waters 公司）；BSA223S 电子天平（精度 1 mg，德国赛多利利斯

公司）；TG16–WS 台式高速离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限

公司）；0.22 μm 微孔过滤膜（上海安谱实验科技股份有限公司）。

1.3  实验方法

1.3.1 样品制备

准确称取约 0.50 g 经粉碎的当归黄芪铁片（精确到 1 mg），

置于 100 mL 容量瓶中，加水，混匀，60℃ 水浴 15 min 后，放
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冷，加水至刻度，摇匀后，吸取 1.00 mL 上清液于 50 mL 容量

瓶中，加流动相溶液至刻度，摇匀后，经 0.22 µm 的微孔滤膜

过滤后进样。

1.3.2 标准溶液

1000 mg/L NaFeEDTA 标准溶液的制备：准确称取标准物质

NaFeEDTA 100.0 mg 于 100 mL 棕色容量瓶内，加水溶解并定

容至刻度，混匀，制成质量浓度为 1000 mg/L 的标准储备液，

备用。

标准工作溶液的制备：吸取一定量的标准储备液于 10 mL

容量瓶中，用流动相溶液定容，逐级稀释配制成质量浓度为

0.5、1.0、5.0、10.0、20.0、30.0 μg/mL 的混合标准工作溶液。

1.3.3 液相色谱条件

色 谱 柱：Waters BEH C18 柱（2.1 mm×150 mm，1.7 µm）；

柱温：30℃；流速：0.20 mL/min；流动相：28.8 g/L SDS 水溶

液 –50 g/L 正丁醇 –8 g/L 正庚烷 –0.40 g/L 磷酸水溶液；进样

量为 10 μL；检测器：二极管阵列检测器（PDA）；检测波长：

254 nm。

2  结果与分析

2.1  条件优化

2.1.1 表面活性剂类型对色谱峰的影响

用于制备微乳流动相的表面活性剂，最常用的阴离子表面

活性剂是 SDS，阳离子表面活性剂是 CTAB。本研究在最佳色

谱条件下，仅仅改变表面活性剂，考察了 SDS、CTAB 表面活

性剂对色谱峰分离的影响。从图 1 中可以看出，当使用 CTAB

时，目标物色谱峰几乎无保留，很快被洗脱下来；当使用 SDS

作为表面活性剂时，目标物色谱峰有保留，分离较好，所以选

择 SDS 进行后续实验。

2.1.2 表面活性剂浓度对色谱峰的影响

在 MELC 中，物质在微乳流动相、固定相和水三者间进

行分配，表面活性剂的浓度一定要大于其临界胶束浓度，临界

胶束浓度才能形成微乳液。在较低浓度下，分析目标物的保留

时间过大；浓度过高时，流动相的黏度增加，导致黏度效应，

柱压增高。SDS 临界胶束浓度大约在 0.01 mol/L，因此，选择

超过临界胶束浓度以上的 0.05、0.10、0.20 mol/L 和 0.30 mol/L 

SDS 进行实验。从图 2 可以看出，随着 SDS 浓度的增加，分析

物的保留时间明显缩短，这可能是随着 SDS 浓度的增加，被测

物分配到微乳流动相的程度也增加，化合物迅速从固定相中释

放出来，从而减少了溶质的保留时间，因此在柱上的保留随之

降低。当SDS浓度为 0.05 mol/L，从图 2可以看出目标峰变形，

拖尾严重，综合考虑柱压力，样品分析时间和色谱峰对称性，

选定 SDS 浓度为 0.10 mol/L，即为 28.8 g/L SDS 水溶液。

2.1.3 助表面活性剂类型对色谱峰的影响

在 MELC 中，因表面活性剂在固定相上的吸附减缓了传

质速率，降低了色谱柱柱效，常添加助表面活性剂。本研究中

选择了乙腈、正丁醇、异戊醇作为助表面活性剂。图 3 显示了

不同助表面活性剂对色谱峰的影响。从图 3 中可以看出，当使

用极性较大的助表面活性剂乙腈时，色谱峰拖尾，分离效果不

佳。当使用极性较小的助表面活性剂正丁醇时目标分析物峰高

而尖，分析时间合适，因此，选择正丁醇作为助表面活性剂。

图 1 不同表面活性剂对色谱峰分离的影响

注：1. 0.30 mol/L；2. 0.20 mol/L；3. 0.10 mol/L；4. 0.05 mol/L。

图 2 不同表面活性剂浓度对色谱峰分离的影响

图 3 不同助表面活性剂对色谱峰分离的影响

2.1.4 助表面活性剂浓度对色谱峰的影响

为了得到助表面活性剂的合适浓度，分别选择 5%、10%

正丁醇为流动相进行实验。图 4 显示了流动相中不同浓度的正

丁醇对色谱峰分离的影响。结果显示，正丁醇浓度越高，目标

分析物出峰越快。当正丁醇质量分数为 10% 时，目标分析物色

谱峰与样品基质干扰峰接近；当正丁醇的体积分数为 5% 时，

此时与样品基质干扰峰分离较好，分离度（R）大于 1.5。综合考

虑样品分析时间及与干扰物的分离情况，最终确定助表面活性

剂的比例为 5%，即为 50 g/L 正丁醇水溶液。

2.1.5 油相类别和浓度的优化

微乳油相通常有乙酸乙酯、正己烷、正庚烷等，增加油的

含量，流动相中有机相的比例增加，溶质的保留时间降低，油

相的类型改变也能改变溶质的保留时间。油相的含量一般在

12 g/L（体积分数）内，其最佳含量约为 8 g/L[24]。本研究使用乙

酸乙酯、正己烷时，不能很好分离复杂样品中目标分析物，分

离效果不好，尝试采用正庚烷时，取得较好结果，因此选用常

用浓度为 8 g/L 的正庚烷。
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图 4 不同助表面活性剂浓度对色谱峰分离的影响

2.1.6 磷酸对色谱峰的影响

在色谱条件的优化中，流动相的 pH 必须首先考虑。这是

因为不同分析物的理化性质不同，在不同 pH 的流动相中存在

的形式不同。在中性条件下，有部分 FeEDTA- 在流动相中发

生水解反应以阴离子 FeEDTAOH2- 的形式存在，引起组分的

保留性质发生变化。因此，NaFeEDTA 的分离需要在酸性条件

下进行。在 pH 的优化中，本研究选择加 0.1、0.2、0.3、0.4、 

0.5 g/L 磷酸，微乳流动相按 1.3.3 节进行配制，配制好的微乳

流动添加不同量磷酸。色谱分离结果如图 5 所示，在当添加 

0.4 g/L 磷酸时，目标分析物峰形较好且分析保留时间适宜。因

此，选择流动相添加 0.4 g/L 磷酸。

综上所述，通过实验优化，得到了最佳的色谱条件：

28.8 g/L SDS 水溶液 –50 g/L 正丁醇 –8 g/L 正庚烷 –0.4 g/L 磷酸

水溶液为流动相，柱温 30℃。在最佳色谱条件下，注入 10 µL

用流动相溶液配制的标准溶液，在 0.20 mL/min 的流速下，在

254 nm 处得到的标准溶液色谱图，如图 6 所示。

注：a. 0.5 g/L；b. 0.4 g/L；c. 0.3 g/L；d. 0.2 g/L；e. 0.1 g/L。

图 5 磷酸对色谱峰分离的影响

图 6 最佳色谱条件下标准溶液的色谱图

2.2  加标回收率及重复性试验

当归黄芪铁片中铁含量标示值为 730 mg/100 g，相当于添

加 NaFeEDTA 含量为 48 mg/g。称取适量市售当归黄芪铁片，

将一定量 NaFeEDTA 标准加入其中，按 1.3.1 节进行前处理和

检测，计算回收率和相对标准偏差（RSD）。经检测计算，样品

回收率在 92.0%~99.0% 之间，平均回收率为 95.9%。结果表明

建立的方法回收率结果满意，结果见表 1。

表 1 回收率试验结果

本底值

（mg/g）
NaFeEDTA 加标量

（mg/g）
回收值

（mg/100g）
回收率

（%）
平均回收率

（%）

48

20.0 17.7 88.5

92.020.0 18.5 92.5

20.0 19.0 95.0

48

50.0 47.0 94.0

96.750.0 48.0 96.0

50.0 50.0 100.0

48

100.0 97.0 97.0

99.0100.0 101.0 101.0

100.0 99.0 99.0

称取样品各 6 份，按 1.3.1 节进行处理，进样检测，具体测

定结果如表 2 所示，峰面积的 RSD 为 3.8%，说明该方法的重

复性良好。

表 2 重复性试验结果（n=6）

浓度（mg/g）
峰面积 RSD

（%）1 2 3 4 5 6

48 19024 18515 17682 19807 18653 19201 3.8

2.3  线性关系及检出限

在本方法的实验条件下，NaFeEDTA 在 0.50~30.0 µg/mL 范

围内呈良好线性关系，通过计算峰面积（Y）与浓度（X，µg/mL）

得线性方程为 Y =4005.167X－962.788，相关系数 r =0.9995。同

时，根据标准得出最低检出浓度 0.50 µg/mL，计算得出方法的

检出限为 50 mg/kg。
2.4  实际样品测定

购买不同品牌的市售当归黄芪铁片，对不同品牌药保健品

中 NaFeEDTA 进行测定，实验结果见表 3，样品色谱图见图 7，

试验结果与样品添加标示量结果基本相符，RSD 在 2.2%~3.5%

之间，均小于 5%，可见检测方法准确可靠，满足实际检测

要求。

表 3 不同品牌药保健品中 NaFeEDTA测定结果

品牌
Fe 标示量

（mg/100 g）
以铁计测定平均值

（mg/100 g）
RSD
（%）

麦金利牌 730 748 2.2

九芝堂 730 758 3.2

康恩贝 730 779 3.5

北京同仁堂 730 764 2.7
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图 7 中药保健品样品色谱图

3  讨论与结论

本研究通过考察微乳流动相体系中表面活性剂、油相和助

表面活性剂的种类及浓度、流动相的酸度等对 NaFeEDTA 分离

的影响，确定了微乳流动相的组成。应用优化后的色谱条件，

确保 NaFeEDTA 与中药保健品中复杂成分完全分开，且分析时

间短。该法样品处理简单，仅需将样品粉碎、溶解、稀释后经

微孔滤膜过滤便可进样分析，这样既可节省分析时间又可减少

样品的用量。该法为检测中药保健品或中药制剂中 NaFeEDTA

的分离及快速测定提供了一种可能。由于 MELC 的理论研究及

中药保健品分析方面的应用较少，有待于在今后的工作中做进

一步研究。
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