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高效液相色谱法测定辣椒制品中辣椒素含量及 
辣度差异性分析 

郝  蔚* 
(新疆农业科学院农业质量标准与检测技术研究所, 乌鲁木齐  830052) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定辣椒制品中辣椒

素含量的方法, 并对市售不同辣椒制品辣度进行差异分析。方法  用 ODS 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 

流动相为等比例的甲醇和水, 在流速 1.0 mL/min 的条件下进行进样, 最后在紫外波长为 280 nm 处进行检

测。结果  辣椒素在 0.001~0.150 mg/mL 范围内与峰面积线性关系良好(r²=0.9990), 检出限为 0.05 μg/mL, 

定量限为 0.5 μg/mL, 相对标准偏差在 1.2%~5.4%之间, 重复性良好。经优化后的方法测定辣椒制品, 发现不

同辣椒制品中的辣度具有显著差异性(P<0.05)。结论  该方法的准确度与灵敏性高, 且操作简单, 可用于辣椒

素的测定, 可为辣椒产品的技术改良品质控制及产品开发等提供参考。 
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Determination of capsaicin content in pepper products by high performance 
liquid chromatography and analysis of difference in spiciness 

HAO Wei* 
(Xinjiang Academy of Agricultural Sciences, Ministry of Agriculture and  

Rural Agricultural Products Quality Inspection and Testing Center, Urumqi 830052, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a high performance liquid chromatography (HPLC) method for the 

determination of capsaicin content in chili products, and to analyze the difference in the spiciness of different pepper 

products on the market. Methods  ODS chromatographic column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) was used, and the 

mobile phase was methanol and water in equal proportion. The sample was injected at a flow rate of 1.0 mL/min, and 

finally detected at ultraviolet wavelength of 280 nm. Results  Capsaicin had a good linear relationship with the peak 

area in the range of 0.001–0.150 mg/mL (r2=0.9990). The limit of detection was 0.05 μg/mL, and the limit of 

quantitation was 0.5 μg/mL. The relative standard deviations were between 1.2% and 5.4%, and the repeatability was 

good. The optimized method was used to determine the pepper products, and it was found that the spiciness of 

different pepper products was significantly different (P<0.05). Conclusion  The method has high accuracy and 

sensitivity, and is simple to operate. It can be used for the determination of capsaicin. This study provides an 

important reference for the technical improvement, quality control and product development of pepper products. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; pepper; capsaicin; difference 
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0  引  言 

辣椒素(capsaicin), 分子式为 C18H7NO3, 现行的 GB/T 
21266—2007《辣椒及辣椒制品中辣椒素类物质测定及辣度

表示方法》及已有的相关研究中都将辣椒素总含量作为辣

椒制品的品质指标[1–4]。在辣椒果实中可以提取分离出辣椒

素, 并根据其含量判断辣椒的辛辣程度。随后, 人们发现

辣椒素、二氢辣椒素、高辣椒素等大约十几种辣椒素类物

质[5]。虽然辣椒素是人们饮食中的主要成分, 但现阶段还

是缺乏对辣椒制品品质的评价标准, 随着人们健康意识的

增强, 对辣椒制品中天然辣椒素的含量追求也在慢慢增

加。因此测定辣椒制品中辣椒素含量不仅可以筛选出品质

优良的辣椒制品品牌, 还为辣椒制品的开发利用提供数据

参考[6–7]。 
目前, 辣椒素含量的测定主要由分光光度法和高效

液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)
这两种方法来测定。然而, 分光光度法在样品处理过程中

都较为复杂, 精确度也不好。故目前常用测定辣椒素含量

的方法为 HPLC, 具有操作简单以及准确度高、分离度好

等特点[8–12]。不过, 有关辣椒制品的 HPLC 分析方法还是

鲜少有人使用。 
本研究建立 HPLC 检测辣椒制品中辣椒素含量的分

析方法, 在此基础上对方法的不同条件进行优化, 并且分

析不同辣椒制品中辣度的含量差异性, 以期为评估辣椒制

品中辣度研究提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

泡椒、郫县豆瓣酱、天山辣椒酱、蒜香朝天椒、蒜蓉

辣椒酱、韩式辣椒酱等样品均购于乌鲁木齐市超市。 
辣椒素、二氢辣椒素标准品(纯度≥98%, 成都瑞芬思

有限公司); 甲醇、乙腈、甲酸、四氢呋喃(色谱纯, 上海安

谱实验科技股份有限公司); 实验用水为超纯水。 
Agilent 1260 型高效液相色谱仪(配二级管阵列检测器, 

美国安捷伦科技有限公司); Biosafer 1200DT 型超声波破碎

仪[赛飞(中国)有限公司]; MS 型分析天平(精度 0.001 g, 瑞
士梅特勒-托利多公司); CNW® Athena ODS 柱(250 mm× 
4.6 mm, 5 μm, 上海安谱实验科技股份有限公司)。 

1.2  样品处理 

1.2.1  前处理 
样品称 5 g(精确至 1 mg), 用 50 mL 甲醇:四氢呋喃

(1:1, V:V)浸泡, 放入 60 ℃的超声仪器超声(40 kHz) 60 min, 
10000 r/min 离心 5 min, 将上清液转移到浓缩样管中, 浓
缩到小于 10 mL。用甲醇:四氢呋喃(1:1, V:V)定容至 50 mL, 
最后过 0.45 μm 滤膜过滤, 进行色谱分析。 

1.2.2  方法优化处理 
取 3 份辣椒制品为原料, 保持其他条件相同, 分别采

用甲醇:四氢呋喃(1:1, V:V)、甲醇:四氢呋喃(1:9, V:V)、甲醇:
四氢呋喃(9:1, V:V) 3 种不同比例提取试剂进行辣椒素的提

取, 采用上述方法进行提取, 后经 HPLC 测定。 
准确称取 3份辣椒制品, 其他条件相同。分别提取 30、

60、80 min, 通过上述方法确定最佳提取时间。 
准确称取 3 份辣椒制品, 保持其他条件相同。在 50、

60、70 ℃下超声提取 30 min, 通过上述方法确定最佳超声

温度,  

1.3  液相色谱仪器工作条件 

色谱柱: CNW® Athena ODS 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 
流动相: A 相为甲醇溶液、B 相为水(65:35, V:V); 柱温: 30 ℃; 
进样体积: 10 μL, 流动相流量: 1.0 mL/min。 

1.4  溶液配制 

(1)标准溶液的制备 
精确称取 0.0500 g 辣椒素标准品和 0.0500 g 二氢辣椒素

标准品, 用甲醇定容到 50 mL, 配制成质量浓度为 1.00 mg/mL
的辣椒素和二氢辣椒素的混合标准储备液, 于冷藏 4 ℃条件

下备用。 
(2)混合标准溶液标准曲线的绘制 
分别吸取配制好的辣椒素和二氢辣椒素的混合标准

溶液 0、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mL 于容量瓶中, 用甲醇

分别定容到 25 mL, 得到质量浓度分为 0、20、40、60、80、
100 μg/mL 的辣椒素和二氢辣椒素的混合标准溶液。 

1.5  定量方法 

取辣椒素和二氢辣椒素工作液配制成适量浓度的混

合标准工作溶液 , 过滤 , 取滤液进样测定 , 记录色谱图 , 
以色谱峰面积标准曲线法定量。 

1.6  辣椒素物质总量计算 

辣椒素物质总量的计算[13]如式(1):  

 W=
1000

C V
m

×
×

         (1) 

式中, W 表示样品分别为辣椒素和二氢辣椒素的含量(辣椒

素类物质总量), g/kg; C 表示标准曲线上查到辣椒的含量, 
μg/mL; V 表示定容体积, mL; m 表示样品质量, g。 

辣椒素类物质总量以辣椒素与二氢辣椒素含量之和

除以 0.9 计算(0.9 为辣椒素总量的折算系数)。 

1.7  辣度计算及分级标准 

本研究以国际通用的斯科维尔指数(scoville heat units, 
SHU)表示样品的辣度 , 其计算如公式 (2)所示 , 辣度与

SHU 的换算关系为, 150 SHU=1 度。 
 SHU=W×0.9×(16.1×103)+W×0.1×(9.3×103)     (2) 
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1.8  数据处理 

实验数据采用 Excel 2010 进行分析处理以及极差分析。 

2  结果与分析 

2.1  样品处理优化 

2.1.1  提取溶剂比例的优化 
由于甲醇与四氢呋喃都对有机物有很好的溶解能力, 

所以不仅能提取出目标物质还会提取出别的杂质, 使其纯

度不高, 由于辣椒素与杂质之间的极性强弱不同, 所以要

用高比例甲醇或高比例四氢呋喃来查看提取效果, 结果见

图 1。从图 1 可知, 以甲醇:四氢呋喃(1:1, V:V)作提取溶剂

所得辣椒素含量为 0.81 g/kg[ 相对标准偏差 (relative 
standard deviation, RSD)=3.5%]均高于其他提比例提取出

的含量, 因此本研究最终选择甲醇:四氢呋喃(1:1, V:V)为
提取溶剂[14–15]。 

 

 
 

注: 不同小写字母表示组间具有显著性差异(P<0.05), 下同。 
图1  提取溶剂比例对辣椒素提取效果的影响 

Fig.1  Effects of solvent ratio on the extraction efficiency of capsaicin 

 
2.1.2  提取时间的优化 

由图 2 可知, 辣椒素的提取效果随着时间的延长先增

大后减小。提取 30 min 时辣椒素的提取量不高, 原因可能

是辣椒素还没达到完全溶解的时间。随后辣椒素的含量持

续增高, 在 60 min 时的提取效果最好, 原因是此时辣椒素

可以完全溶解并达到最大值。但是, 当时间超过 60 min
时 , 辣椒素的提取率下降 , 这可能是温度过高破坏了辣

椒素的活性, 导致其含量随着时间的推移而下降。因此确

定 60 min 为最佳提取时间[16–17]。 
2.1.3  提取温度的优化 

实验结果如图 3 所示。提取效果最好的是 60 ℃, 可
能是适当的温度可以激活溶剂中的热运动, 使溶剂更容易

扩散到辣椒制品中。当超过 60 ℃时, 萃取效果下降, 可能

是高温容易破坏目标组分成分, 从而影响提取率。因此确

定 60 ℃为最佳提取温度[18–20]。 

 
 

图2  提取时间对辣椒素提取效果的影响 
Fig.2  Effects of extraction time on the extraction  

efficiency of capsaicin 

 

 
 

图3  提取温度对辣椒素提取效果的影响 
Fig.3  Effects of ultrasonic extraction temperature on  

capsaicin extraction 
 

2.1.4  正交实验设计 
针对提取溶剂比例、提取温度、提取时间 3 个因素, 研

究其对辣椒素提取的影响。正交实验设计见表 1, 每组 3
次平行, 超声辅助温度设置: 50、60、70 ℃, 超声提取时间

设置: 30、60、80 min, 有机溶液比例设置: 甲醇:四氢呋喃

(1:1, V:V)、甲醇:四氢呋喃(1:9, V:V)、甲醇:四氢呋喃(9:1, 
V:V)。以辣椒素含量作为主要指标判断最佳单因素提取条

件。R 值越高, 意味着该因素的重要性越强, 辣椒素含量的

变化也会相应增大。从表 2 的 R 值数据可以看出, 提取时

间对 R 值的影响最大, 其次是提取温度, 最后则是提取溶

剂比例。在提取溶剂为甲醇:四氢呋喃(1:1, V:V)并且超声温

度为 60 ℃提取 60 min 为最优组合[21]。 
 

表 1  正交实验因素水平 
Table 1  Orthogonal experimental factor level 

水平 提取温度/℃ 提取时间/min 提取溶剂比例 

1 50 30 甲醇:四氢呋喃
(1:1, V:V) 

2 60 60 甲醇:四氢呋喃
(1:9, V:V) 

3 70 80 甲醇:四氢呋喃
(9:1, V:V) 
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表 2  正交实验结果分析 
Table 2  Analysis of the results of orthogonal experiment 

实验

编号 
提取温度 

/℃ 
提取时间 

/min 
提取溶剂

比例(V:V) 
辣椒素 

含量/(g/kg)

1 1 1 1 1.580 

2 1 2 2 1.600 

3 1 3 3 1.250 

4 2 1 2 1.550 

5 2 2 3 1.630 

6 2 3 1 1.610 

7 3 1 3 1.300 

8 3 2 1 1.620 

9 3 3 2 0.890 

K1 4.43 4.43 4.81  

K2 4.79 4.85 4.04  

K3 3.81 3.75 4.18  

R 0.98 1.10 0.77  

 
2.1.5  检测器的选择 

在相同条件(流速、进样量、柱温、流动相梯度运行)

下 , 分 别 用 紫 外 检 测 器 (variable wavelength detector, 

VWD)( 检测波长 280 nm) 和荧光检测器 (fluorescence 

detector, FLD)(激发波长 229 nm, 发射波长 320 nm)分析辣

椒素和二氢辣椒素混合标准溶液(2 μg/mL), 见表 3。从表 3

可以看出, 用 VWD 检测器比 FLD 检测器检测辣椒素类物

质灵敏度更高[22]。 

2.1.6  方法学验证 
(1)线性范围、检出限和定量限 

检出限和定量限以及线性范围按照 1.4 的条件下进行

测定, 以峰面积 Y 为纵坐标, 质量浓度(X, μg/mL)为横坐标

进行线性回归, 计算回归方程。得到辣椒素标准曲线方程

为 Y=430.5X+415.398, r²=0.9990, 二氢辣椒碱标准曲线方

程为Y=193.5X+7.835, r²=0.9950, 满足定量要求; 各种辣椒

碱在 0.001~0.150 mg/mL 质量浓度范围内线性关系良好, 相

关系数均在 0.99 以上。检出限指被分析物被检测出的最小

浓度, 测定得出检出限为 0.05 μg/mL, 定量限为 0.50 μg/mL, 

表明该方法灵敏度良好。 
(2)精密度 

取同一种类样品做 9 个平行并进行 HPLC 检测, 记录

峰面积值, 根据辣椒素标准曲线计算含量和 RSD, 如表 4

所示。RSDs 在 1.2%~5.4%之间, 重复性良好, 说明精密度

均能够满足分析要求。 

配制质量浓度为 0.040 mg/mL的辣椒碱混合标准品溶

液, 按照 1.3 的色谱条件, 精密吸取辣椒碱混合标准溶液

各 10 μL, 分别连续测定辣椒碱组分的峰面积 5 次, 考察方

法的精密度。如表 5 所示, RSDs 分别为 0.455%和 1.197%, 
表明方法的精密度良好。 

 
表 3  2 μg/mL 辣椒素和二氢辣椒素标准溶液的强度 

Table 3  Strength of 2 μg/mL capsaicin and dihydrocapsaicin 
standard solution 

项目 
峰高/mAU 峰面积/(mAU*s) 

信噪比(S/N)VWD
检测器

FLD 
检测器 

VWD 
检测器 

FLD 
检测器 

辣椒素 60.5 50.2 1805.6 1685.5 7.5 185
二氢 

辣椒素
35.8 31.8 1658.9 1504.2 5.9 125

 
表 4  HPLC 的重复性实验结果(n=9) 

Table 4  Repetitive experimental results of HPLC (n=9) 

种类 平均值/(g/kg) RSDs/% 

辣椒制品 1 号 0.780 1.2 

辣椒制品 2 号 0.063 5.4 

辣椒制品 3 号 0.084 4.8 

 
表 5  精密度实验结果(n=5) 

Table 5  Test results of precision (n=5) 

标准品 平均值 RSDs/% 

辣椒碱 351.505 0.455 

二氢辣椒碱 155.581 1.197 
 

2.2  辣椒素标准溶液色谱图 

精密吸取合成辣椒素标准物质(80 μg/mL)溶液适量, 
按 1.3 仪器条件进样测定, 详见图 4。从图 4 可以看出, 用
本研究的色谱条件, 基线更平整、谱图上无明显杂峰。目

标峰的保留时间分别为 17.095 min 和 26.872 min。 
 

 
 

图4  辣椒素和二氢辣椒素的HPLC色谱图 
Fig.4  HPLC chromatogram of capsaicin and dihydrocapsaicin 
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2.3  提取方法的比较 

GB/T 21266—2007 方法 7.1.3 中要求烘干样品至水分

含量不大于 15%再进行提取。但辣椒酱烘干的时候会比较

费时, 且烘干之后, 加入提取剂后很难分散样品, 影响目

标物的提取。因此, 本研究采用了不烘干样品直接提取的

方式。对市面上的辣椒酱进行提取效果比对, 分别按本研

究的样品处理方法和 GB/T 21266—2007 的样品处理方法, 
在相同的色谱条件下分析, 实验结果见表 6。结果表明, 本
研究不烘干直接提取, 比 GB/T 21266—2007 法烘干后再

提取的提取效率更高[22–25]。 

2.4  辣椒制品中辣度的测定 

采用上述建立的检测方法对 4 种辣椒制品中的辣椒

素和二氢辣椒素含量进行测定(表 7)。结果表明, 泡椒与郫

县豆瓣样品均具有显著差异(P<0.05), 辣度在 6.26~69.80

之间。 
本研究采用单因素实验对辣椒制品中辣椒素的提取

工艺进行了优化。确定了提取溶剂比例、提取温度和提取

时间每个因素的最佳水平, 并且该方法精密度与灵敏度都

能够满足分析要求, RSDs 在 1.2%~5.4%之间。用该方法检

测时发现, 在辣椒制品中, 泡椒是由野山椒经过发酵处理

后制成的, 其辣度相对较高。郫县豆瓣并未展示明确的辣

度标准, 而其辣味的产生主要是由原料里的辣椒所决定

的。不同的制造商对原料选择、比例配置、加工技术及发酵

时长都会影响辣椒素的含量。除此之外, 会有一些不良厂商

使用次级辣椒作为基础材料, 并通过添加人工合成的辣椒

素来提升产品的辣度, 这通常会在以辣椒为主导调料的产

品中出现。由此可以看出辣椒的辣度受到多种因素的制约, 
因此评估辣度的过程中需要全面考量这些因素[26–27]。 

 
表 6  不同样品处理方法的比对结果(g/kg) 

Table 6  Comparison results of different sample processing methods (g/kg) 

序号 品牌 
按本研究优化方法 GB/T 21266—2007 的样品处理方法 

辣椒素 二氢辣椒素 辣椒素 二氢辣椒素 

1 天山辣椒酱 0.091 0.061 0.082 0.051 

2 蒜香朝天椒 0.105 0.051 0.087 0.036 

3 蒜蓉辣椒酱 0.051 0.031 0.041 0.019 

4 韩式辣椒酱 0.061 0.038 0.052 0.030 

 
表 7  辣椒制品中辣椒素和二氢辣椒素的含量 

Table 7  Content of capsaicin and dihydrocapsaicin in pepper products 

辣椒制品 辣椒素/(g/kg) 二氢辣椒素/(g/kg) 辣椒素总含量/(g/kg) SHU 辣度 

泡椒 1 0.6897±0.0137a 0.3201±0.0157a 1.1220±0.0270a 10291±234a 68.60 

泡椒 2 0.7001±0.0121a 0.3501±0.0148a 1.1669±0.0200a 10470±275a 69.80 

郫县豆瓣酱 1 0.0633±0.0022b 0.0235±0.0058b 0.0964±0.012b 939±8b  6.26 

郫县豆瓣酱 2 0.0889±0.0100b 0.0244±0.0011b 0.1259±0.0145b 1311±9b  8.74 

注: 不同字母表示同种物质不同辣椒制品具有显著性差异(P<0.05)。 

 
3  结  论 

本研究建立了一种用于测定辣椒制品中合成辣椒素

成分的技术方法, 对 HPLC 测定辣椒素的方法进行了优化

和改进, 并进行了方法学验证。实验数据证明, 该方法操

作简单, 精密度高, 适合辣椒制品中总辣椒素的检测。此

外, 对 4 种辣椒制品中辣椒素和二氢辣椒素含量进行检测, 
结果表明 , 泡椒与郫县豆瓣酱样品之间存在显著差异

(P<0.05), 辣度范围为 6.26~69.80。接下来研究将进一步优

化检测方法、扩大样品范围、深入探究辣度差异的生理机

制等, 对生辣椒及其加工产品的工艺监控、工艺优化和质

量标准提高具有重要意义[28–30]。 
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