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超高效液相色谱 －三重四极杆串联质谱法同时
测定植物油中４种维生素 Ｅ异构体
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摘要：为提高植物油中４种维生素Ｅ异构体（α－、β－、γ－、δ－生育酚）的检测效率，建立一种超高
效液相色谱－三重四极杆串联质谱法（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）同时测定植物油中４种维生素 Ｅ异构体含
量的方法。分别对质谱条件、色谱条件及样品前处理条件进行了优化，并对检测方法进行了考察。

结果表明：０．５ｇ样品经１０ｍＬ甲醇提取，３５ｍｇＣ１８粉末净化后，采用ＫｉｎｔｅｘＦ５色谱柱（２．１ｍｍ×
１００ｍｍ，１．７μｍ）分离，以０．１％甲酸水溶液和０．１％甲酸－甲醇溶液为流动相梯度洗脱，流速０．４
ｍＬ／ｍｉｎ，电喷雾离子源在正离子模式下进行多反应监测扫描，采用外标法对４种维生素 Ｅ异构体
进行定量；在该条件下，４种维生素Ｅ异构体在１～１００ｎｇ／ｍＬ质量浓度范围内线性关系良好，相关
系数（Ｒ２）均在０．９９８以上，检出限均为６ｎｇ／ｇ，定量限均为２０ｎｇ／ｇ，加标回收率范围为９２．０％ ～
１０８．０％，相对标准偏差为０．７％～７．１％，与国标方法测定结果相对误差在－４．３％～５．１％。该方
法准确、灵敏、重现性好，可应用于实际样品的分析。
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　　维生素 Ｅ是一种脂溶性维生素，主要以 α－、
β－、γ－、δ－生育酚和α－、β－、γ－、δ－生育三烯
酚形式存在，是人体重要且必需的维生素之一。维

生素Ｅ能阻止脂肪的过度氧化，保护细胞膜不受氧
化破坏，从而维持骨骼肌、心肌、平滑肌和心血管系统

的正常功能，此外，维生素Ｅ可维持正常的新陈代谢，
增强机体免疫力，提高血液中氧的利用率和肌肉持久

力，具有抗氧化、降血压、抗癌、抗衰老、抗不育等功

效［１］。不同形式维生素Ｅ的生物活性及作用效果不
同［２］，因此有必要准确测定各种异构体的含量。

植物油中富含天然维生素Ｅ，是膳食中维生素Ｅ
的主要来源。目前测定维生素Ｅ的前处理方法主要
有皂化法、溶剂提取法、固相萃取法等［３－８］，其中溶剂

提取法耗时短、操作便捷，但是净化不完全容易损坏

色谱柱［９－１０］，而 Ｃ１８粉末则可以净化溶剂中的脂类
物质。维生素Ｅ的分离方法主要有气相色谱法、气相
色谱－质谱法、高效液相色谱法和液相色谱－质谱法
等［１１－１７］，其中：气相色谱法和气相色谱－质谱法的柱
效和灵敏度较高，分析速度较快，但在分离检测维生

素Ｅ时大多需要衍生化，过程较烦琐，而且衍生化过
程也可能引入其他干扰；液相色谱法是测定植物油中

维生素Ｅ最普遍的方法，其中正相液相色谱法需要消
耗较多的有机试剂，环境不友好，且稳定性有待提高，

反相液相色谱法虽更加稳定，色谱柱的寿命更长，但

是分析时间较长。超高效液相色谱－三重四极杆串
联质谱法（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）选择性与灵敏度比液相色
谱法高，且分析时间短［１８］，但未见其应用于测定植物

油中维生素Ｅ异构体。因此，本文以核桃油为例，采
用溶剂提取法加Ｃ１８粉末对样品进行前处理净化后，
采用ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ同时测定维生素Ｅ的４种异构
体（α－、β－、γ－、δ－生育酚）的含量，以期为植物油
中维生素Ｅ异构体的快速、准确测定提供技术参考。
１　材料与方法
１．１　实验材料

α－、β－、γ－、δ－生育酚标准品，色谱级乙腈，
色谱级甲醇，色谱级乙醇，色谱级甲酸，Ｃ１８粉末（粒

径４０～６０μｍ），上海安谱实验科技股份有限公司。
一级压榨核桃油，江西天成油脂有限公司。

ＳＣＩＥＸＡＢ５５００＋超高效液相色谱 －三重四极
杆串联质谱仪，美国 ＳＣＩＥＸ公司；ＢＳＡ２２４Ｓ电子天
平；ＤＭＴ－２５００多管旋转振荡器；ＫＨ－８００ＤＥ超声
波清洗器；Ｘ４ＲＰｒｏ高速冷冻离心机。
１．２　实验方法
１．２．１　标准溶液的配制

分别称取１０ｍｇα－、β－、γ－、δ－生育酚标准品
于１０ｍＬ棕色容量瓶中，用乙醇溶解并定容，配制成
１．０ｍｇ／ｍＬ的标准溶液，－１８℃避光保存。在使用前
按照ＧＢ５００９．８２—２０１６附录Ｂ进行浓度校正。
１．２．２　样品前处理

称取０．５ｇ样品于５０ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ甲
醇涡旋１５ｍｉｎ，超声１０ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取
１ｍＬ上清液加入３５ｍｇＣ１８粉末，涡旋１ｍｉｎ，８０００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液过０．２２μｍ滤膜待测（根据
待测样品浓度，用甲醇稀释２～１００倍上机）。
１．２．３　ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测条件

色谱条件：ＫｉｎｔｅｘＦ５色谱柱（２．１ｍｍ×１００
ｍｍ，１．７μｍ）；柱温４０℃；进样量５μＬ；流动相Ａ为
０．１％甲酸水溶液，Ｂ为０．１％甲酸 －甲醇溶液，流
速０．４ｍＬ／ｍｉｎ，梯度洗脱条件见表１。

表１　梯度洗脱条件

Ｔａｂｌｅ１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

时间／ｍｉｎ Ａ／％ Ｂ／％
０ ９０ １０
１．０ ９０ １０
１．５ １０ ９０
５．０ １０ ９０
５．１ ９０ １０
７．０ ９０ １０

质谱条件：多反应监测模式（ＭＲＭ）；电喷雾离
子源（ＥＳＩ），正离子模式；离子源温度５５０℃，气帘气
（ＣＵＲ）压力２４１．３１ｋＰａ，喷撞气（ＣＡＤ）压力５５．１６
ｋＰａ，离子化电压（ＩＳ）５５００Ｖ，喷雾气（ＧＳ１）压力
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３７９．２１ｋＰａ，辅助加热气（ＧＳ２）压力３７９．２１ｋＰａ。
２　结果与分析
２．１　测定条件的优化
２．１．１　质谱条件的优化

在ＭＲＭ、ＥＳＩ正离子模式下，采用自动调谐优

化和手动调谐优化相结合的方式，优化去簇电压

（ＤＰ）和碰撞能量（ＣＥ），选定对质谱响应强、无干扰
的两个离子对分别作为定量离子和定性离子，优化

后的质谱参数见表２。

表２　目标化合物质谱参数
Ｔａｂｌｅ２　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

目标化合物
母离子

（ｍ／ｚ） 子离子（ｍ／ｚ） ＤＰ／Ｖ ＣＥ／ｅＶ 目标化合物
母离子

（ｍ／ｚ） 子离子（ｍ／ｚ） ＤＰ／Ｖ ＣＥ／ｅＶ

α－生育酚 ４３１．７ １６５．３，１３７．３
７８ ３５

７８６２

β－生育酚 ４１７．７ １５１．３，５７．２
８０ ３２
８０ ４０

γ－生育酚 ４１７．７ １５１．３，９５．３
８０ ３２

８０５８

δ－生育酚 ４０３．７ １３７．３，１０９．２
８５ ２５
８５ ６０

　注：为定量离子
　Ｎｏｔｅ：．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎｓ

２．１．２　色谱条件的优化
首先对比了 ＫｉｎｔｅｘＥＶＯＣ１８色谱柱和 Ｋｉｎｔｅｘ

Ｆ５色谱柱，前者不能分离β－生育酚和γ－生育酚，
后者获得了更好的分离效果和响应。随后选择了

０．１％甲酸水溶液（Ａ相）与０．１％甲酸 －甲醇溶液
（Ｂ相）作为流动相，分别进行等度洗脱（Ａ相与 Ｂ
相体积比分别为９０∶１０、８８∶１２）和梯度洗脱（洗脱条件
见表１），结果发现梯度洗脱时分离度和响应度更好。

对流速优化实验发现，在流速０．３～０．５ｍＬ／ｍｉｎ范
围内，流速越大，响应越高，出峰时间越靠前，但是系

统压力明显增加，且分离度变小。综合考虑，最终选

择ＫｉｎｔｅｘＦ５色谱柱、０．１％甲酸水溶液与０．１％甲酸－
甲醇溶液梯度洗脱、流速０．４ｍＬ／ｍｉｎ。在优化条件
下，４种生育酚的定量离子选择离子流图见图１。

由图１可知，经质谱和色谱条件优化后，４种生
育酚的峰形尖锐，分离度较好。

　　　　　　

　　　　　　
图１　４种生育酚的定量离子选择离子流图

Ｆｉｇ．１　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎｓｅｌｅｃｔｅｄｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｄｉａｇｒａｍｓｏｆｆｏｕｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ

２．１．３　前处理条件的优化
按１．２．２采用甲醇直接提取核桃油样中的４种

生育酚，不同体积（５、８、１０、１２、１５ｍＬ）的甲醇对 ４

种生育酚的提取效果见表３。
由表３可知，甲醇用量越大，生育酚含量越高，

但是超过１０ｍＬ时，生育酚含量增幅不大，所以最终
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选择用１０ｍＬ甲醇进行提取。
表３　不同体积甲醇对４种生育酚的提取效果
Ｔａｂｌｅ３　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｓｏｆ

ｍｅｔｈａｎｏｌｏｎｆｏｕｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ

化合物
含量／（ｍｇ／１００ｇ）

５ｍＬ ８ｍＬ １０ｍＬ １２ｍＬ １５ｍＬ
α－生育酚 ３．２８ ３．６９ ４．０９ ４．１７ ４．２１
β－生育酚 ０．１８ ０．２０ ０．２２ ０．２３ ０．２３
γ－生育酚 ７．１０ ７．９４ ８．７４ ８．９１ ９．００
δ－生育酚 ０．９１ １．０２ １．１３ １．１５ １．１６

样品经１０ｍＬ甲醇提取后，采用 Ｃ１８粉末进行
净化，不同用量（３０、３５、４０、４５、５０ｍｇ）的 Ｃ１８粉末
净化后样品中４种生育酚的含量见表４。
表４　不同用量Ｃ１８粉末对４种生育酚含量的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓａｇｅｏｆＣ１８ｐｏｗｄｅｒｏｎ

ｆｏｕｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓｃｏｎｔｅｎｔ

化合物
含量／（ｍｇ／１００ｇ）

３０ｍｇ ３５ｍｇ ４０ｍｇ ４５ｍｇ ５０ｍｇ

α－生育酚 ４．１３ ４．０９ ３．８５ ３．６４ ３．４１
β－生育酚 ０．２３ ０．２２ ０．２２ ０．２１ ０．２０
γ－生育酚 ８．８３ ８．７４ ８．５４ ８．３３ ８．１３
δ－生育酚 １．１５ １．１３ １．０７ １．０１ ０．９２

实验中观察到，经 Ｃ１８粉末净化后的提取液，
４５℃氮气吹干后，残余油脂的量随着 Ｃ１８粉末用量
的增加而减少，表明 Ｃ１８粉末用量越多净化效果越
好。由表４可知，随着Ｃ１８粉末用量的增加，生育酚
含量随之降低，超过３５ｍｇ时生育酚含量降低程度
明显加大，所以最终确定Ｃ１８粉末用量为３５ｍｇ。
２．２　方法学考察
２．２．１　线性范围和检出限

用甲醇配制１、２、５、１０、２０、５０、１００ｎｇ／ｍＬ系列
质量浓度的各生育酚混合标准溶液，在优化的测定

条件下进行测定，以混合标准溶液中４种生育酚的
质量浓度（ｘ）为横坐标，峰面积（ｙ）为纵坐标，绘制
工作曲线。以定性离子３倍信噪比和１０倍信噪比
分别确定各生育酚的检出限和定量限。４种生育酚
的线性回归方程、相关系数（Ｒ２）、检出限和定量限
见表５。

由表５可知，在１～１００ｎｇ／ｍＬ质量浓度范围
内，４种生育酚的质量浓度与峰面积的线性关系良
好，相关系数（Ｒ２）均大于 ０．９９８，方法检出限均为
６ｎｇ／ｇ，定量限均为２０ｎｇ／ｇ。

表５　４种生育酚的线性回归方程、相关系数、检出限及定量限
Ｔａｂｌｅ５　Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｏｕｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ

化合物 线性回归方程 Ｒ２ 检出限／（ｎｇ／ｇ） 定量限／（ｎｇ／ｇ）

α－生育酚 ｙ＝６１５００ｘ－４０３００ ０．９９８３ ６ ２０

β－生育酚 ｙ＝３７６００ｘ－５１４３ ０．９９９４ ６ ２０

γ－生育酚 ｙ＝５４２００ｘ－１５６６４ ０．９９８０ ６ ２０

δ－生育酚 ｙ＝２４２３９ｘ－３８７６ ０．９９８０ ６ ２０

２．２．２　加标回收率和精密度
取核桃油作本底，加入低、中、高 ３个水平的

标准溶液，按照本文的方法测定 ４种生育酚的含
量，每个水平重复 ６次，计算其加标回收率，结果
见表６。

表６　加标回收实验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ６　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｉｋｅｄｒｅｃｏｖｅｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ（ｎ＝６）

化合物
本底值／
（ｍｇ／１００ｇ）

加标量／
（ｍｇ／１００ｇ）

加标实测值／
（ｍｇ／１００ｇ） 回收率／％

α－生育酚 ４．０９

０．５０ ４．５５ ０９２．０

２．００ ６．１７ １０４．０

５．００ ９．１６ １０１．４

β－生育酚 ０．２２

０．５０ ０．７６ １０８．０

２．００ ２．２９ １０３．５

５．００ ５．１７ ０９９．０

续表６

化合物
本底值／
（ｍｇ／１００ｇ）

加标量／
（ｍｇ／１００ｇ）

加标实测值／
（ｍｇ／１００ｇ） 回收率／％

γ－生育酚 ８．７４

０．５０ ９．２１ ０９４．０

２．００ １０．８４０ １０５．０

５．００ １３．８１０ １０１．４

δ－生育酚 １．１３

０．５０ １．５９ ０９２．０

２．００ ３．２７ １０７．０

５．００ ６．１５ １００．４

由表６可知，４种维生素Ｅ异构体的加标回收率
为９２．０％～１０８．０％，表明该方法具有良好的准确度。

使用同一核桃油进行６次重复实验，计算相对
标准偏差（ＲＳＤ），考察方法的精密度，结果见表７。

由表７可知，４种维生素 Ｅ异构体的 ＲＳＤ均不
大于７．１％，说明该方法具有良好的精密度。
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表７　方法的精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ７　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｍｅｔｈｏｄｓ（ｎ＝６）

化合物
含量（ｍｇ／１００ｇ）

１ ２ ３ ４ ５ ６
ＲＳＤ／％

α－生育酚 ４．０５ ４．０６ ４．１２ ４．０９ ４．１０ ４．１１ ０．７
β－生育酚 ０．２３ ０．２２ ０．２２ ０．２４ ０．２１ ０．２２ ４．６
γ－生育酚 ９．２５ ８．５１ ８．７７ ８．９０ ８．６７ ８．３５ ３．６
δ－生育酚 １．２２ １．１２ １．１７ １．０２ １．０４ １．１８ ７．１

２．２．３　与国标方法的比较
使用同一核桃油，按照ＧＢ５００９．８２—２０１６第二法进

行测定，并与本方法的测定结果进行比较，结果见表８。
表８　本方法与国标方法测定结果的比较

Ｔａｂｌｅ８　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ

化合物
本方法／
（ｍｇ／１００ｇ）

国标方法／
（ｍｇ／１００ｇ） 相对误差／％

α－生育酚 ４．０９ ３．８９ ５．１
β－生育酚 ０．２２ ０．２３ －４．３
γ－生育酚 ８．７４ ８．９１ －１．９
δ－生育酚 １．１３ １．１８ －４．２

　　由表８可知，本方法测定结果与 ＧＢ５００９．８２—
２０１６第二法测定结果相对误差为 －４．３％ ～５．１％，
表明本方法测定结果可靠。

３　结　论
本研究建立了一种同时测定植物油中４种维生

素Ｅ异构体（α－、β－、γ－、δ－生育酚）的 ＵＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ，０．５ｇ样品经１０ｍＬ甲醇提取，３５ｍｇＣ１８粉
末净化，以０．１％甲酸水溶液和０．１％甲酸－甲醇溶
液作为流动相进行梯度洗脱，ＫｉｎｔｅｘＦ５作为色谱柱，
流速为０．４ｍＬ／ｍｉｎ，在ＥＳＩ正离子模式下，进行ＭＲＭ
扫描，采用外标法定量。结果表明：所测维生素Ｅ异
构体（α－、β－、γ－、δ－生育酚）在１～１００ｎｇ／ｍＬ质
量浓度范围内线性关系良好，相关系数（Ｒ２）均在
０．９９８以上，检出限均为６ｎｇ／ｇ，定量限均为２０ｎｇ／ｇ；
低、中、高水平加标时回收率为９２．０％ ～１０８．０％，
ＲＳＤ为０．７％ ～７．１％，具有较好的准确度和精密
度。该方法前处理简便安全，测定灵敏、准确、重现性

好，具有线性范围宽，定量限低等优点，能满足植物油

中４种维生素Ｅ异构体含量的检测要求。
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