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高效液相色谱 –光电二极管阵列法测定虾青素的含量 *
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摘要　建立虾青素含量测定的高效液相色谱 –光电二极管阵列法。采用 Purospher STAR RP 18 (4.6 mm×250 

mm，5 μm)色谱柱，以甲醇 –水 (体积比为 95∶5)为流动相，流速 1.0 mL ／min，检测波长为 482 nm，柱温为 30℃，

进样量为 20 μL。在所选定的液相色谱条件下，虾青素主峰与其它杂质峰分离良好，虾青素在 0.2～16 μg／mL范围

内线性良好，线性相关系数 r=0.999 9，检出限为 0.01 μg／mL，测定结果的相对标准偏差为 0.42% (n=6)，平均回收率

为 100.4%。该法分析快速准确、灵敏度高、重现性好。
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Determination of Astaxanthin by High Performance Liquid Chromatography 
with Photodiode Array Detector
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Abstract　A method using high-performance liquid chromatography (HPLC) coupled with photodiode array 

detector (PDA) was established for determination of astaxanthin. The separation was performed on Purospher STAR RP 
18 column (4.6 mm×250 mm，5μm) with the mobile phase of methanol–water (Volume ratio was 95∶5). The detector 
was photodiode array detector and the variable wavelength detector (VWD) was set at 482 nm. The column temperature 
was 30℃ and the injection volume was 20 μL. The calibration curve was linear in the range of 0.2–16 μg／mL，and the 
correlation coeffi cient was 0.999 9. The relative standard deviation of determination results was 0.42%(n=6). The average 
recovery was 100.4%, and the detection limit was 0.01 μg／mL. This method is characteristic of rapidity，accuracy，high 
sensitivity and good reproducibility.
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虾青素 (分子式为 C40H52O4，全称 3，3’-二羟
基 -4，4’-二酮基 -β，β’-胡萝卜素 )是一种天然非
维生素 A 源的类胡萝卜素。虾青素广泛存在于虾、
蟹、鱼中，是一种具有超强抗氧化活性的次生类胡萝

卜素，比起类胡萝卜素更容易被吸收和积累，是迄今

为止人类发现自然界最强的抗氧化剂，其抗氧化活

性远远超过现有的抗氧化剂，虾青素的抗氧化能力

是维生素 E的 550倍，茶多酚的 200倍，葡萄籽的
60倍，β-胡萝卜素、玉米黄素、叶黄素和角黄素等类
胡萝卜素的 10倍，番茄红素的 7倍，被称为“超级
维生素 E”［1–3］。虾青素具有抑制肿瘤、抗氧化、抗

癌变、增强免疫功能等多方面的生理作用，可用作抗

癌变的预防治疗剂、抗衰老剂、食品着色剂等，是一

种具有很大发展前途的生物工程产品，因而在食品

添加剂、水产养殖、化妆品、保健品和医药工业方面

有着广阔的应用前景［4–5］。

目前，虾青素的检测方法有分光光度法［6–7］、高

效液相紫外法［8–10］、高效液相色谱 –质谱法［4–11］。

高效液相色谱紫外法由于操作简单成为目前虾青素

常规的检测方法。笔者在参考文献的基础上建立了

高效液相色谱紫外法检测虾青素的方法，该方法灵

敏度高、测定结果准确。

1　实验部分
1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：2695型，配有光电二级管阵
列检测器 (PDA)，美国Waters公司；
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分析天平：CPA2P型，德国 Sartorius公司；
超纯水机：Mili–Q型，德国Millipore公司；
虾青素标准品：纯度不小于 99%，百灵威公司；
2，6-二叔丁基对甲酚 (BHT)：试剂纯，国药集

团化学试剂有限公司；

虾青素标准储备液：40 μg／mL，精密称取
2 mg虾青素标准品，溶于 BHT乙腈溶液，定容至
50 mL，充氮气置 –18℃冰箱保存；

BHT乙腈溶液：10 mg／mL，2.5 g BHT溶解于
250 mL乙腈；

甲醇、乙腈：色谱纯，德国Merck公司；
盐酸、氢氧化钠：分析纯，国药集团化学试剂有

限公司；

30%双氧水：分析纯，国药集团化学试剂有限
公司。

1.2　HPLC色谱条件
色谱柱：Purospher STAR RP 18 (4.6 mm×250 

mm，5 μm)；柱温为 30℃；流动相：甲醇 –水 (体
积比为 95∶5)，流速为 1.0 mL／min；检测波长：482 
nm；进样量 20 μL。
2　结果与讨论
2.1　分离条件的选择

固定流速为 1.0 mL／min，柱温为 30℃，比较甲
醇 –水体系和乙腈 –水体系作流动相对虾青素进行
分离的效果。结果表明，甲醇 –水体系的分离效果
稍优于乙腈 –水体系，所以选择甲醇 –水体系作为
流动相体系。考察甲醇 –水的不同配比对分离效果
的影响，最终选择甲醇 –水 (体积比为 95∶5)作为
流动相。色谱图如 1所示。
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图 1　虾青素标准溶液的色谱图

2.2　专属性考察
量取适量体积的虾青素储备液，配制成质量浓

度为 4 μg／mL的溶液，分别加入 HCl(1 mol／L)，
NaOH(1 mol／L)，30% H2O2，高温加热进行强酸、强

碱、氧化及加热破坏试验，结果显示各降解产物均可

与虾青素良好分离，色谱图如图 2所示。
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1—虾青素； 其它为杂质峰

图 2　在强酸、强碱、氧化及加热破坏试验下的虾青素谱图对照

2.3　标准曲线及检出限、定量限
分别精密量取不同体积的虾青素储备液稀释

至刻度并摇匀，得到质量浓度为 0.2，0.4，1，2，4，8，
16 μg／mL的系列标准工作溶液，按 1.2色谱条件
进行分析，结果见表 1。以色谱峰面积 (Y)对溶液质
量浓度 (X，μg／mL)进行线性回归，得回归方程为
Y=147780X–3453.8，线性相关系数 r=0.999 9。结果
表明，虾青素在 0.2～16 μg／mL范围内呈现良好的
线性。以 S／N=3计算得检出限为 0.01 μg／mL，以
S／N=10计算得定量限为 0.05 μg／mL。

表 1　虾青素标准工作溶液测定结果

标准溶液质量浓度／(μg · mL–1) 峰面积

0.2 26 438
0.4 50 476
1.0 179 969
2.0 341 185
4.0 555 376
8.0 1 083 947

16.0 2 408 283

2.4　回收试验
取虾青素标准品适量，精密称定，分别用 BHT

乙腈溶液溶解并定容配制成不同质量浓度水平的溶

液各 3份，作为供试溶液进行回收试验，结果见表 2。
由表 2可知，平均回收率为 96.6%～105.2％，相对标
准偏差为 2.52％，表明本法测定结果准确可靠。

表 2　回收试验结果

实际含量／
(μg · mL–1)

测得含量／
(μg · mL–1)

回收率／
%

平均回收
率／%

RSD／
%

8.00 7.80 97.5

100.4 2.52

7.84 7.57 96.6
8.32 8.75 105.2
9.60 9.79 102.0
9.76 9.96 102.0
9.28 9.29 100.1
6.40 6.43 100.5
6.58 6.60 100.3
6.08 6.07 99.8

2.5　精密度试验
取一定体积虾青素储备液，加 BHT乙腈溶液配
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制成 4 μg／mL虾青素溶液，作为供试溶液。精密
吸取 20 μL进样，连续进样 6次，结果见表 3。结
果表明，本法精密度良好。

表 3　精密度试验结果

峰面积 RSD／%
554 568，555 450，549 560，552 680，553 998，555 890 0.42

2.6　稳定性试验
取 4 μg／mL虾青素供试品溶液，分别在 0，2，

4，8，12，24 h进行测定，记录峰面积，结果见表 4。
由表 4可知，供试品溶液在 24 h内相对稳定。

表 4　稳定性试验结果

时间／h 0 2 4 8 12 24
峰面积面积 552 346 553 460 548 652 550 136 547 698 554 880

RSD／% 0.51

3　结语
建立了高效液相色谱测定虾青素含量的方法，

该方法的检出限低于文献报道方法的检出限且线性

范围宽，回收率好，灵敏度高，精密度好，可满足虾青

素相关产品的检测分析。
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