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摘  要 

叶酸(Folic acid)是人体不可少的维生素，体液中叶酸浓度的降低会导致多种疾病。目前叶酸的检测方法

种类繁多，包括微生物法、比色法、高效液相色谱法、荧光法、薄层层析法、离子捕获法、紫外分光光

度法和电化学分析法等，本文对主要的快速检测方法进行了综述。其中较为主流的就是微生物法和高效

液相色谱法，其简单易行且灵敏度高，非常适合低质量分数的叶酸检测。而在实验室的研究中，电化学

分析由于可以在电脑上快速清楚地呈现电化学反应，非常便于分析其线性关系，同时它还具有高灵敏度、

低成本和操作简便等优点，所以更加适用。另外，电化学方法还可以深层次研究叶酸的反应机理和动力

学参数，因而有很大的发展潜力。 
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Abstract 
Folic acid (FA) is an indispensable vitamin in human body. The reduction of FA concentration in 
body fluid will lead to a variety of diseases. At present, there are many detection methods of FA, 
including microbial method, high performance liquid chromatography (HPLC), colorimetry, fluo-
rescence, thin layer chromatography, ion capture, ultraviolet spectrophotometry and electro-
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chemical analysis. In this paper, we summarized the main rapid detection methods. Among them, 
microbial method and HPLC are the mainstream because they are simple, sensitive and very suit-
able for the detection of FA with low mass fraction. In laboratory research, however, electrochem-
ical analysis is more suitable because it can quickly and clearly show the electrochemical reaction 
of FA on a computer, which is very convenient to analyze the linear relationship. Meanwhile, it al-
so has the advantages of high sensitivity, low cost and simple operation. In addition, various me-
thods of electrochemical analysis can also deeply study the reaction mechanism and kinetic pa-
rameters of FA, indicating great potential. 
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1. 引言 

叶酸(Folic Acid, FA)，因绿叶中含量十分丰富而得名，是一种水溶性的 B 族维生素[1]。最早于 1931
年 Wills 博士在酵母或肝脏提取物中发现，后来 Mitchell 在 1941 年从菠菜中也分离得到，而 Angier 等人

在 1945 年首次合成了叶酸并给出化学结构式[2]。它的结构式为 N-[4-[(2-氨基-4-氧代-1,4-二氢-6-蝶啶)甲
氨基]苯甲酰]-L-谷氨酸(C19H19N7O6, 441.40 g∙mol−1)，如图 1 所示，完整的叶酸分子由蝶呤、对氨基苯甲

酸以及谷氨酸依次通过亚甲基与酰胺键结合而成，因而又名蝶酰谷氨酸[3]。叶酸为黄色固体粉末，微溶

于水或乙醇，不溶于三氯甲烷和四氢呋喃，但极易溶于 NaOH 溶液，对酸性和光等不稳定[4] [5]。人体自

身不能合成叶酸，必须通过外界饮食摄入。天然存在的叶酸基本由多聚谷氨酸形成长尾，主要存在于绿

色蔬菜、水果和动物肝脏中。而这种带着谷氨酰基长尾链的叶酸必须通过蛋白介导的内吞作用进入小肠

细胞内，并被粘膜细胞分解为蝶酰谷氨酸才能被吸收到血液循环中[6]。叶酸根据其蝶啶环的还原状态常

被分为二氢叶酸(Dihydrofolate, DHF)和四氢叶酸(Tetrahydrofolate, THF)，但它的生物活性形式只有四氢叶

酸，且常在 N(5)和 N(10)位形成具有辅酶功能的四氢叶酸取代化合物[7]。 
据报道，叶酸缺乏会引发许多的疾病，如冠心病和贫血等的发病与其有直接或间接关系[8]。孕妇叶

酸不足还有可能导致神经管畸形、胎儿宫内发育迟缓、低出生体重等，因而医生会嘱咐孕妇在孕前和孕

后都应该补充适量的叶酸[9]。近几年的研究显示叶酸缺乏也与高同型半胱氨酸血症、心血管疾病、成年

人痴呆和癌症等发病风险增加密切相关[10]。针对叶酸缺乏导致的不同疾病和风险，世界卫生组织建议叶

酸摄入量为成人每人每日 0.2 mg，孕妇和乳母每人每日 0.4 mg [11]。另外，现代畜牧业由于改用高能量

高蛋白的饲料进行喂养，因而也需要额外添加叶酸，否则会因叶酸缺乏而导致生长迟缓甚至发病[2]。与

之相适应，叶酸药品、保健品和食品以及饲料等的产品如雨后春笋，已经被开发出非常多的产品，它们

的叶酸含量检测也是非常必需的[12]。所以，研制出一种操作简单、检测便捷、结果精准、稳定性较强大

的电化学传感器来检测叶酸是当今社会的热点，也是迫切目标之一。 
目前叶酸的检测方法种类繁多，包括微生物法、比色法、高效液相色谱法、荧光法、薄层层析法、

离子捕获法、紫外分光光度法和电化学分析法等，本文对主要的快速检测方法依次进行了综述。其中，

电化学分析由于具有清晰可视化、高灵敏度、低成本和操作简便等优点，并可以深层次研究叶酸的反应

机理和动力学参数，因而在第三部分单独进行了重点讲述。它在未来具有很大的发展潜力。 
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Figure 1. Chemical structure of FA molecule 
图 1. 叶酸分子的化学结构 

2. 叶酸的检测 

2.1. 叶酸检测方法 

叶酸的检测方法多种多样，不同的样品试剂采用特定的检测方法。当前叶酸检测的方法主要有微生

物法、比色法、高效液相色谱法、荧光分析法、薄层层析法、离子捕获法、紫外分光光度法和电化学分

析法等，如表 1 所示。 
 
Table 1. Current main methods of FA detection 
表 1. 当前叶酸检测的主要方法 

检测方法 优点 缺点 

微生物法 灵敏度极高，准确性好，样本处理和操作简

单 
只能检测叶酸类化合物总量，受菌种限制，受

抗生素影响 

比色法 操作简单，成本低，灵敏度较高 抗干扰性不佳，适合纯品叶酸检测 

高效液相色谱法 灵敏度高，能高效分离出样品 仪器昂贵，处理和操作略复杂 

薄层层析法 可快速分离样品而不造成破坏，分离的样品

可以用其它方法继续分析 单独检测灵敏度较低 

荧光分析法 灵敏度较高，操作简单，试剂成本低 需提取叶酸，易受干扰，常需加入衍生剂增强

荧光 

离子捕获法 灵敏度非常高，适合全自动化 仪器先进，目前试剂种类少，成本高 

紫外分光光度法 灵敏度高，操作简单，成本低 只适用测定纯品 

电化学分析法 灵敏度极高，操作简单，成本低，可探究反

应机理 抗干扰能力和重复性较差 

2.1.1. 微生物法 
微生物法是检测食品中叶酸的经典分析方法，当前仍然是我国国标中检测乳制品和婴幼儿配方奶中

叶酸主要的方法之一[13]。其原理为培育对叶酸灵敏度不同的微生物以及以叶酸为生长必须物质的微生

物，这些微生物的生长状况跟叶酸浓度呈线性关系，因此，可通过菌落的生长情况推断食品中叶酸的含

量[14]。微生物法也用来估算血液和其它组织中的总叶酸含量[15]。通常所用到的微生物有啤酒小球菌、

干酪样乳酸杆菌以及粪链球菌等。 
此法灵敏度高，但是受菌种的限制较大，只能检测总的叶酸类化合物的含量，不同菌种对不同叶酸

化合物的结合力也可能不同，同时抗生素还会对菌种的生长情况产生较大影响。 
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2.1.2. 比色法 
比色法测叶酸应用的比较早。基本原理是通过一定试剂可以使叶酸产生某种颜色的物质，该有色物

质对特定波长的光有较大的吸收，吸收强度与一定范围内叶酸浓度符合朗伯–比尔定律。根据形成显色

络合物的方法不同，主要包括茚三酮比色法、直接比色法和还原裂解比色法等[16]。 
此法比较简便，但干扰物质较多，精确性有待提高，因而更适合高纯度叶酸的定量检测。 

2.1.3. 高效液相色谱法 
高效液相色谱(HPLC)法近年来已经成为检测叶酸的常规方法，1990 年 Gregory 和他的团队[17]率先

把高效液相色谱应用于叶酸的检测。该方法简单易行，灵敏度高，且能够高效、迅速地分离样品。任一

平等人[18]报道使用高效液相色谱法可检测食品中最低含量为 0.01 μg∙mL−1的叶酸。张春燕等人[19]也报

道可采用反相高效液相色谱法同时对临床血浆中的亚叶酸、5-甲基四氢叶酸及甲氨蝶呤进行定量检测。

此外，大气压电离和质谱技术的突破使得高效液相色谱–质谱/质谱(LC-MS/MS)联用技术不断发展，已

成为现代分析化学中必不可少的检测手段。 
天然存在的叶酸有多种衍生物，用一般的化学分析方法不能将各种衍生物一一甄别，但是高效液相

色谱法完全可以将它们分离开并定量。此方法灵敏度高，可于混合物中检测低含量的叶酸，比如饲料[20]
或牙膏[21]等中叶酸的测定。 

2.1.4. 荧光分析 
许多叶酸类化合物在受紫外光照射后都能产生蓝色的荧光，基于这一特性就可以完成某些材料中叶

酸的定量分析。首先从试样中溶解提取叶酸并滤除其它干扰性荧光物质，然后通过荧光分光光度计测得

荧光强度，根据既定标准曲线即求出叶酸的含量[2]。 
若荧光活性较弱，还可以采用柱后衍生法借助一些强氧化剂来增强荧光强度，比如次氯酸盐、高锰

酸钾和过硫酸钾等。刘欣等人[22] [23]通过高锰酸钾或过氧化氢氧化叶酸生成强荧光活性的物质蝶呤-6-
羧酸，从而间接测定了片剂中叶酸的含量，得到非常低的检测限，分别为 0.74 和 5.2 μg∙L−1。他们团队还

基于荧光法通过叶酸氧化产物与 Eu3+形成具有强荧光特性的五元环络合物实现了铕的测定[24]。 

2.1.5. 薄层层析法 
薄层层析法是一种需要先用干法或湿法将吸附剂均匀涂在平板上，然后采用上行法或下行法(若为圆

形薄板则采用径向展开或向心展开)的方式使展开剂从点样处逐渐迁移并展开形成薄层的分离混合物组

分的常见方法[25]。该方法操作简单，试样用量少，所需设备便宜，可实现各组分及其含量的快速筛选分

析。叶酸常用醋酸乙酯、氨水和正丁醇作为展开剂，并且由于分离过程中叶酸样品溶液的各种成分及含

量都没有改变，因而分离后仍可用于显色、吸光度和液相色谱等分析[26]。 

2.1.6. 离子捕获法 
离子捕获法检测叶酸最早由 Wilson 等人[27]在 1995 年率先提出并实施，而国内市场从 2010 年起

Abbott 就已经被批准上市了在 AxSYM 全自动化学发光免疫分析仪上配套使用的成熟的离子捕获免疫检

测叶酸试剂盒(国食药监械(进)字 2010 第 2400384 号)定量测定人血清、血浆或红细胞中的叶酸。 

2.1.7. 紫外分光光度法 
由于很多化合物都表现出紫外光吸收特性而对叶酸造成干扰，因而本方法只适用于高纯度叶酸的鉴

定以及药片或针剂中叶酸含量的测定[28]。首先用 0.1 mol∙L−1的 NaOH 溶解叶酸(此时有最大吸收作用)，
然后使用分光光度计对 256、283 和 365 nm 附近的紫外光吸收强度进行检测，该处的最大吸收峰可用于

间接测量叶酸的含量，并且 256 与 365 nm 的吸收度之比应为 2.8~3.0 [29]。实验证明吸收度与叶酸浓度
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呈现线性关系，可以由吸收度计算出叶酸含量的多少。 

2.1.8. 电化学分析法 
常见的电化学现象一般在溶液里发生，电化学工作站与浸泡在溶液当中的电极之间依托尖嘴电线夹

连接，形成了一个完整的闭合回路，电脑的图形化界面上会将所发生的电化学反应呈现出来。这样，我

们就可以通过图像分析检测物质的氧化还原性能，并找出检测物质浓度与电流值的线性关系[30]。 

2.1.9. 其它方法 
放射免疫分析(RIA)由诺贝尔奖得主 Yalow 和 Berson 在 1959 年创立，通过放射性同位素取代分子中

的氢原子进行标记，是一种体外的超微量检测技术[31]。到了 70 年代，同位素放射免疫法就已经实现了

用于叶酸的检测，并且因为灵敏度高、检测快速、稳定和无污染等优点迅速得到普及[32] [33]。 
此后，又发展出一些非放射性免疫分析方法，包括时间分辨荧光免疫分析、克隆酶供体免疫测定法、

酶联配体吸附试验以及化学发光受体实验等[26]。比如在 2007 年，沈国松等人[34]报道他们采用芬兰

Wallac公司时间分辨荧光分析仪VICTORTM1420 和美国 PerkinElmer 公司的试剂盒Auto DELFIA 对不同

组别(早孕、非孕和不孕不育)的妇女红细胞叶酸含量进行了时间分辨荧光免疫技术分析。 
另外 1986 年，Newman 等人[35]提出了一种引进 96 孔板和酶标仪测定叶酸含量的微生物方法。这项

基于传统微生物法发展起来的微孔板法，不仅降低了试剂用量，简化了移液过程，而且减少了之前手动

阅读样品分光光度值的时间，目前常被用于测定乳品等中的叶酸[36]。 

2.2. 电化学分析法 

电化学分析法是在 1922 年捷克化学家 Jaroslav Heyrovsky 发明了极谱法才真正开始建立，随后，他

又与 Masuzo Shikata 合作于 1924 年制造了第一台极谱仪，因此而荣获 1959 年诺贝尔化学奖。当前，电

化学分析最常用的测量仪器为电化学工作站，它与电解池之间多采用三电极体系连接，简单的检测叶酸

过程如图 2 所示。 
电化学分析法具有灵敏度高、准确度好、测量范围宽、成本低廉和操作简单的优点，适合快速的微

量和痕量分析，但是部分也存在选择性和重复性差的缺点[37]。各种极谱法最早被报道应用于叶酸的检测，

但现在使用较多的还是伏安法。下面列出检测叶酸的常用电化学伏安方法。 
 

 
Figure 2. Electrochemical detection process of FA 
图 2. 叶酸的电化学检测过程 

2.2.1. 循环伏安法 
循环伏安法(Cyclic Voltammetry, CV)是电化学检测中最基本的方法，电极反应的性质、表面修饰物

的电聚合、物质含量以及物质的氧化还原性能等都可通过它来研究[38]。工作电极的活化最常用的就是
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CV 法[30]，电活性物质的可逆程度也可通过 CV 图判断。 
Zhang 等人[39]采用 CV 法基于传感器 MB/ERGO/GCE 对叶酸进行检测，设计的传感器对叶酸的电催

化活性优于裸 GCE、MB/GCE 和 ERGO/GCE，对浓度范围 4.0~67 μmol∙L−1的叶酸表现良好的线性关系，

最低检测限为 0.5 μmol∙L−1，检测叶酸片时回收率为 96%~100%。而 Manoj 等人[40]采用 CV 法测试了

CuONLs/MWCNTs/GCE 纳米复合修饰电极对叶酸的电化学性能，该电极具有良好的电化学活性，灵敏度

高达 3.35 μA∙μmol−1∙L，最低检测限为 0.0152 μmol∙L−1。 

2.2.2. 差分脉冲伏安法 
差分脉冲伏安法(Differential Pulse Voltammetry, DPV)灵敏度和分辨率高，可以减小充电电流和背景

干扰的影响，适用于物质的定量分析[41]。厦门大学的 Ye 等人[42]把空心纳米球(CHN)修饰在二硫化钼

纳米片构成 CHN@MoS2，并组装在玻碳电极表面，由于协同作用该传感器对叶酸表现出优异的传感特性，

线性范围为 0.08~10.0 μmol∙L−1，最低检测限低至 0.02 μmol∙L−1。 

2.2.3. 方波伏安法 
方波伏安法(Square Wave Voltammetry, SWV)同样有很高的灵敏度，但测试速度更快，适合物质的定

量分析。Garcia 等人[43]制备出核壳结构 Fe3O4@MIPs 与氧化石墨烯(GO)复合构成的材料并修饰在碳糊电

极上，构造的传感器通过 DPV 法检测，在 2.5~48 μmol∙L−1的叶酸溶液中表现出很好的线性关系，最低检

测限为 0.65 μmol∙L−1。 

2.2.4. 电流–时间曲线 
电流–时间曲线(Amperometric i-t Curve, i-t)除了测定目标物质的含量外，还常被用于物质的原位电

沉积和选择性实验[44]。操作时，我们需要在溶液中插入三电极，并设置好一定的初始电压和总时间。如

果是沉积过程，存在于修饰物溶液内的电极表层就会发生氧化还原反应，从而使修饰物析出然后附着在

工作电极表面。任超超等人[45]使用稳态 i-t曲线描绘出在MWCNT/GCE上叶酸的响应电流与浓度的关系，

最低的响应浓度可达 1.0 μmol∙L−1，并且指出叶酸的电化学氧化响应是一个 2 电子 1 质子的不可逆反应过

程。 

3. 总结 

叶酸是人体必不可少的维生素，叶酸的缺乏会导致多种疾病，因此研究一种快速检测叶酸的方法极

为重要。综上所述，目前叶酸的检测方法多种多样，其中较为主流的就是高效液相色谱法，其简单易行、

灵敏度高、高效迅速，非常适合叶酸等低质量分数物质的检测。而在实验室的研究中，电化学分析由于

可以在电脑上快速地清楚呈现电化学反应，便于分析其线性关系方程，同时还具有高灵敏度、低成本和

操作简便等优点，所以更加适用。同时电化学方法还可以深层次研究叶酸的反应机理和动力学参数。所

有的检测方法都不可能完美，都有各自的局限性，相信随着对叶酸检测方法的不断改进，叶酸检测可以

得到更加广泛的应用。 
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