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摘要：为提高生育酚的检测效率，建立了一种冷冻结晶－高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法对食用油中４种
生育酚（α－、β－、γ－、δ－生育酚）进行定量分析的方法，并将该方法用于玉米油、花生油和特级初
榨橄榄油等食用油中生育酚的定量测定。结果表明：优化的方法为将１．０ｇ油样充分溶解于４０ｍＬ
甲醇－乙酸乙酯－乙醇（体积比５∶３∶２）混合溶剂中，然后在－１８℃下低温冷冻２４ｈ，抽滤、减压蒸
干、复溶后上机检测，ＨＰＬＣ采用Ｃ３０色谱柱，以乙醇－异丙醇（体积比８∶１）和水为流动相进行等度
洗脱，采用外标法定量；４种生育酚在２～１００μｇ／ｍＬ质量浓度范围内线性关系良好，检出限最低为
０．１７９μｇ／ｍＬ，定量限最低为０．５９μｇ／ｍＬ，方法的日内和日间精密度相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为
０．５７％～４．９８％和１．６７％～４．３４％，加标回收率为９６．５７％～１０９．１４％。综上，冷冻结晶 －高效液
相色谱法具有操作简便、提取效率高、结果准确性好等特点，适用于食用油中生育酚的定量

检测。
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　　生育酚是一种脂溶性维生素，具有抗肿瘤［１］、

神经保护［２］、增强免疫力［３］、调节心血管系统［４］和

改善生殖功能［５］等作用。生育酚是人体必需的脂

溶性维生素，也是良好的抗氧化剂，在水果、油脂、坚

果、蔬菜中广泛存在。生育酚的结构中含有一个芳

香环核心和１６个碳的侧链，根据芳香环核心取代基
数量和位置的不同，可分为 α－、β－、γ－、δ－生育
酚４种类型。由于食用油中生育酚的含量相对较低
且难以分离，因此传统定量分析食用油中生育酚通

常需要采用皂化法、固相萃取法［６］、超声辅助提取

法［７－８］、离子液体萃取法［９］、分子蒸馏法［１０］等前处

理方法来对生育酚进行富集，但这些方法操作步骤

较为烦琐，且耗时长、溶剂消耗多。

前期有研究建立了一种采用分步结晶法富集橄

榄油中角鲨烯的方法［１１］，由于角鲨烯和生育酚在性

质上有相似之处，均为食用油中含有的脂溶性微量

伴随物，因此可以尝试采用结晶法对生育酚进行前

处理。高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法具有高分离度和高
灵敏度，能够同时分离和定量多种生育酚异构体，是

目前最常用的生育酚检测方法。因此，本研究构建

了一种冷冻结晶 －ＨＰＬＣ法定量分析食用油中４种
生育酚的方法，以期提高生育酚的检测效率并为后

续４种生育酚的同时测定提供参考。
１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

特级初榨橄榄油１、特级初榨橄榄油２、玉米油
１、玉米油 ２和花生油，购自当地市场；α－生育酚
（９８％）、β－生育酚（９８％）、γ－生育酚（９８％）和
δ－生育酚（９０％）标准品，中国成都爱发生物科技
有限公司；甲醇、乙醇、乙酸乙酯，均为分析纯，天津

大茂化学试剂厂；异丙醇，色谱级，德国默克公司。

１．１．２　仪器与设备
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ高效液相色谱仪（配备

二极管阵列检测器），美国安捷伦科技有限公司；

ＫＱ－２５０ＤＥ型数控超声清洗机，昆山超声仪器有限
公司；ＢＣＤ－６０１ＷＤＣＥ低温冷冻冰箱，海尔智家股
份有限公司；ＳｃｉｌｏｇｅｘＭＸ－Ｆ固定式旋涡混匀仪，美
国赛洛捷克公司；ＥＹＥＬＡＮ－１３００旋转蒸发仪，上
海爱朗仪器有限公司；ＱＵＩＮＴＩＸ２２４－１ＣＮ电子天
平，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　标准溶液的配制

标准储备溶液的配制：精密称取α－、β－、γ－、
δ－生育酚标准品各１０ｍｇ分别置于１０ｍＬ棕色容
量瓶中，加无水乙醇溶解并定容，配制成质量浓度为

１．００ｍｇ／ｍＬ的标准储备溶液，避光保存于 －１８℃
冰箱中。

标准工作溶液的配制：取适量标准储备溶液，用

乙醇逐步稀释成质量浓度分别为 ２、４、１０、２０、４０、
１００μｇ／ｍＬ的标准工作溶液，现配现用。
１．２．２　样品前处理

采用冷冻结晶法对样品进行前处理。精密称取

１．０ｇ食用油样品置于１００ｍＬ的离心管中，加入４０
ｍＬ甲醇－乙酸乙酯 －乙醇（体积比５∶３∶２）混合溶
剂，剧烈振摇混合均匀，然后放入 －１８℃的冰箱中，
低温冷冻２４ｈ使甘油三酯完全结晶固化，冷冻结束
后快速抽滤除去甘油三酯，得到滤液。将滤液减压

旋转蒸发至干，加入 ６００μＬ乙酸乙酯复溶后过
０．２２μｍ滤膜，待ＨＰＬＣ分析。
１．２．３　ＨＰＬＣ检测条件

ＨＰＬＣ检测条件参考文献［１２］并稍作修改。
ＨＰＬＣ条件：ＷａｔｅｒｓＹＭＣＣ３０色谱柱（４．６ｍｍ ×１５０
ｍｍ，５μｍ）；柱温３０℃；进样量２０μＬ；流动相 Ａ为
乙醇－异丙醇（体积比８∶１），流动相Ｂ为水，Ａ相与
Ｂ相体积比８０∶２０；等度洗脱；流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ；检
测波长２９５ｎｍ。
１．２．４　方法学考察
１．２．４．１　标准曲线、检出限和定量限

分别精密吸取不同质量浓度的４种生育酚标准
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工作溶液，按照１．２．３色谱条件进样分析。以标准品
的质量浓度（Ｘ）为横坐标，响应色谱峰的峰面积（Ｙ）
为纵坐标，绘制标准曲线。以３倍信噪比（Ｓ／Ｎ）计算
检出限（ＬＯＤ），以１０倍Ｓ／Ｎ计算定量限（ＬＯＱ）。
１．２．４．２　精密度

将特级初榨橄榄油１按照１．２．３色谱条件进行
分析，在同一天重复进样６次，分别计算４种生育酚
峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ），考察日内精密度；对
同一样品溶液连续进样３ｄ，分别计算４种生育酚峰
面积的ＲＳＤ，考察日间精密度。
１．２．４．３　加标回收率

按照高、中、低３个水平对特级初榨橄榄油１进
行混合加标回收实验，每个水平重复 ３次。按式
（１）计算加标回收率（Ｒ）［１３］。

Ｒ＝（ＣＡ－Ｃ０）／ＣＢ×１００％ （１）
式中：ＣＡ为加标食用油生育酚总含量；ＣＢ为生

育酚的加标量；Ｃ０为食用油中生育酚的本底含量。
２　结果与讨论
２．１　色谱条件的优化
２．１．１　色谱柱的确定

分别采用Ｃ１８色谱柱和Ｃ３０色谱柱进行４种生育
酚的ＨＰＬＣ分离比较。结果发现：使用Ｃ１８色谱柱分
离时，由于β－生育酚和γ－生育酚仅是甲基的位置
不同，因而色谱行为差异较小，无法得到分离；而使

用Ｃ３０色谱柱分离时，由于其在硅胶表面键合的烷基
链较长，因此不同位置键合的烷基链交叉重叠的可

能性较传统的Ｃ１８色谱柱填料大，从而使待测组分通
过烷基链孔隙的阻力增大，由于空间位阻的不同，

β－生育酚和γ－生育酚能够在Ｃ３０色谱柱上得到较
好分离。因此，本方法最终选择Ｃ３０色谱柱来进行４
种生育酚的定量分析。

２．１．２　流动相的确定
比较甲醇 －水、乙腈 －水和乙醇 －水３种流动

相对４种生育酚的分离效果。结果表明，在这３种
流动相组成中，β－生育酚和γ－生育酚均不能达到
基线分离。参考文献［１２］在流动相的有机相乙醇
中加入少许异丙醇，４种生育酚的分离度得到改善。
因此，选择乙醇－异丙醇－水作为本方法的流动相，
并进一步对流动相中有机相体积比进行优化。由于

异丙醇黏度较高，当乙醇与异丙醇体积比为５∶１时，
色谱柱柱压较高；当乙醇与异丙醇体积比为 １０∶１
时，柱压较低，但整体出峰时间过长。综合考虑柱压

和出峰时间，最终选择乙醇与异丙醇体积比为８∶１
作为流动相的Ａ相，Ｂ相为水。

对流动相组成和流速进行优化，采用等度洗脱，

当流速为 ０．５ｍＬ／ｍｉｎ，Ａ相与 Ｂ相的体积比为
７５∶２５时，４种生育酚的洗脱时间为３０ｍｉｎ，时间较
长。当流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，Ａ相与Ｂ相的体积比为
８０∶２０时，洗脱时间缩短至２２ｍｉｎ，４种生育酚基线
得到分离。因此，选择等度洗脱，流动相 Ａ相与 Ｂ
相的体积比为８０∶２０，流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，在此条件
下４种生育酚的ＨＰＬＣ图如图１所示。

　注：１．δ－生育酚；２．γ－生育酚；３．β－生育酚；４．α－生

育酚

　Ｎｏｔｅ：１．δ－Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ；２．γ－Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ；３．β－

Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ；４．α－Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ

图１　４种生育酚标准品的ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｏｆｆｏｕｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓｔａｎｄａｒｄｓ

２．２　样品前处理条件的优化
２．２．１　提取溶剂

由于油脂中含有大量甘油三酯，所以应确保食

用油样品在所选提取溶剂中能够完全溶解，并保证

甘油三酯在所选溶剂中能够在低温下结晶。在提取

溶剂用量６０ｍＬ、冷冻时间２４ｈ的条件下，不同提取
溶剂对总生育酚含量的影响见表１。

表１　不同提取溶剂下总生育酚含量

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｏｔａｌｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｃｏｎｔｅｎｔｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｓ

溶剂 溶剂体积比
总生育酚含量／
（μｇ／ｍＬ）

甲醇－乙酸乙酯 ５∶５ ３７．９５
乙酸乙酯－乙醇 ５∶５ ２８．１０
甲醇－乙酸乙酯－乙醇 ５∶３∶２ ５４．９９
甲醇－乙酸乙酯－乙醇 ３∶４∶３ ４３．７７
甲醇－乙酸乙酯－乙醇 ４∶２∶４ ４７．３５

　　从表１可看出：由３种有机溶剂组成的混合溶
剂对总生育酚的提取效果要优于由２种有机溶剂组
成的混合溶剂；而当使用甲醇 －乙酸乙酯 －乙醇
（体积比为５∶３∶２）的混合溶剂作为提取溶剂时，对
生育酚的提取效果最好。因此，选择甲醇 －乙酸乙
酯－乙醇（体积比５∶３∶２）作为提取溶剂。
２．２．２　冷冻时间

冷冻时间较短会导致样品中甘油三酯结晶不完
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全，从而影响后续样品的处理和生育酚测定结果的

准确性；而当甘油三酯完全结晶后，过长的冷冻时间

会使样品处理时间变长，造成时间和资源的浪费。

以甲醇－乙酸乙酯－乙醇（体积比５∶３∶２）为提取溶
剂，在提取溶剂用量６０ｍＬ的条件下，不同冷冻时间
对总生育酚含量的影响见图２。

图２　不同冷冻时间下总生育酚含量

Ｆｉｇ．２　Ｔｏｔａｌｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｃｏｎｔｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｅｅｚｉｎｇｔｉｍｅ

　　从图２可以看出，随着冷冻时间的延长，总生育
酚含量逐渐提高，在冷冻时间为 ２４ｈ时达到最大
值，之后随着冷冻时间的延长，总生育酚含量略有下

降。因此，选择２４ｈ为最佳冷冻时间。
２．２．３　提取溶剂用量

以甲醇－乙酸乙酯－乙醇（体积比５∶３∶２）为提
取溶剂，在冷冻时间２４ｈ的条件下，不同提取溶剂
用量对总生育酚含量的影响见图３。

图３　不同提取溶剂用量下总生育酚含量

Ｆｉｇ．３　Ｔｏｔａｌｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｃｏｎｔｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｄｏｓａｇｅｓ

　　从图３可以看出：随着溶剂用量的增加，总生育
酚含量逐步降低，可能是由于溶剂用量增加，在回收

溶剂步骤中需要的时间增加，从而造成部分生育酚

降解损失；但溶剂用量太少会造成提取不完全。因

此，选择４０ｍＬ为最佳提取溶剂用量。
２．３　方法学考察
２．３．１　标准曲线回归方程和检测限、定量限

４种生育酚的标准曲线回归方程、相关系数和
线性范围见表２。

由表２可知，４种生育酚在２～１００μｇ／ｍＬ的质
量浓度范围内线性关系良好。比较已知低浓度样品

和空白样品所测得的信号，计算出 α－、β－、γ－生
育酚和 δ－生育酚的 ＬＯＤ分别为 ０．５０７、０．６０１、
０．５７７μｇ／ｍＬ和 ０．１７９μｇ／ｍＬ，ＬＯＱ分别为 １．６９、
２００、１．９２μｇ／ｍＬ和０．５９μｇ／ｍＬ。
表２　４种生育酚的标准曲线回归方程、相关系数和线性范围
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓａｎｄ

ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｆｏｕｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ

生育酚 回归方程 决定系数（Ｒ２）
线性范围／
（μｇ／ｍＬ）

α－生育酚 Ｙ＝６．９０７８Ｘ＋４．３８９７ ０．９９９８ ２～１００
β－生育酚 Ｙ＝１０．０６４０Ｘ＋２．４２４６ ０．９９９８ ２～１００
γ－生育酚 Ｙ＝１０．３６６０Ｘ－３．４５８２ ０．９９９９ ２～１００
δ－生育酚 Ｙ＝７．７８２３Ｘ－５．２１６４ ０．９９８４ ２～１００

２．３．２　精密度
方法的精密度如表３所示。

表３　方法的精密度
Ｔａｂｌｅ３　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄ

生育酚
日内精密度

ＲＳＤ／％
日间精密度

ＲＳＤ／％

α－生育酚 ４．９８ ４．０６
β－生育酚 ４．４４ ３．８０
γ－生育酚 ４．９８ １．６７
δ－生育酚 ０．５７ ４．３４

　　从表３可以看出，α－、β－、γ－生育酚和δ－生
育酚的日内精密度ＲＳＤ在０．５７％～４．９８％之间，日
间精密度ＲＳＤ在１．６７％ ～４．３４％之间，表明该方
法精密度较高，重复性和稳定性良好。

２．３．３　加标回收率
４种生育酚的加标回收率见表４。

表４　方法的加标回收率（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ４　Ｓｐｉｋｅｄｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｓ（ｎ＝６）

生育酚
本底含量／
（ｍｇ／ｋｇ）

加标水平／
（ｍｇ／ｋｇ）

测定值／
（ｍｇ／ｋｇ）

平均回

收率／％ＲＳＤ／％

α－生育酚 １０５．２７
０８４．２２ １８６．８８ ０９６．９０ ６．５９
１０５．００ ２１４．０６ １０３．６１ ４．０８
１２６．３３ ２３８．４０ １０５．３８ ６．１６

β－生育酚 ０９９．７６
０７９．８０ １７７．５７ ０９７．５１ ４．１０
０９９．７６ ２０３．２８ １０３．７７ ４．５２
１１９．７１ ２１８．６０ ０９９．２７ ５．１５

γ－生育酚 ０６５．２６
０５２．２１ １１９．３４ １０３．５８ ３．８３
０６５．２６ １２８．７７ ０９７．３１ ６．１３
０７８．００ １４７．２１ １０５．０６ ５．０９

δ－生育酚 ００７．４５
００５．９６ ０１３．２１ ０９６．５７ ５．０７
００７．４５ ０１５．０３ １０１．７８ ５．６６
００８．９５ ０１７．２２ １０９．１４ ５．３２

　　从表 ４可以看出，该方法的平均回收率为
９６．５７％～１０９．１４％，ＲＳＤ为３．８３％ ～６．５９％，表明
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该方法准确性良好。

２．４　实际样品中４种生育酚含量的测定
采用所建立的方法对特级初榨橄榄油２、玉米

油１、玉米油２和花生油等不同食用油中 α－、β－、
γ－生育酚和δ－生育酚含量进行测定，结果见表５。

表５　不同食用油中４种生育酚的含量
Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆｏｕｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｄｉｂｌｅｏｉｌｓ ｍｇ／ｋｇ

生育酚
特级初榨

橄榄油２ 玉米油１ 玉米油２ 花生油

α－生育酚 ３７．０５ ４３．７０ １２４．６０ １０２．２４
β－生育酚 ９．４８ ２８．３０ ３２．２０ ＮＤ
γ－生育酚 ６．２６ １９０．８２ １９９．４７ ６４．５８
δ－生育酚 ＮＤ ２３．４６ ２４．１４ ６．５８
总计 ５２．７９ ２８６．２８ ３８０．４１ １７３．４０

　注：ＮＤ表示未检出
　Ｎｏｔｅ：ＮＤ．Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

从表５可以看出：在特级初榨橄榄油２、玉米油
１、玉米油２和花生油中，特级初榨橄榄油的总生育
酚含量最低，而玉米油２中总生育酚含量最高；特级
初榨橄榄油中未检测到 δ－生育酚，花生油中未检
测到β－生育酚；两种玉米油中的γ－生育酚含量较
高且较为接近，均达１９０．００ｍｇ／ｋｇ以上；玉米油２
中的α－生育酚含量最高，达到１２４．６０ｍｇ／ｋｇ。
３　结　论

本文建立了一种冷冻结晶和高效液相色谱联用

对食用油中α－、β－、γ－、δ－生育酚进行定量分析
的方法，并应用该法对不同食用油中生育酚的含量

进行了测定。将 １．０ｇ油样充分溶解于 ４０ｍＬ甲
醇－乙酸乙酯－乙醇（体积比５∶３∶２）混合溶剂中，
然后在－１８℃下低温冷冻２４ｈ，抽滤、减压蒸干、复
溶后，进行ＨＰＬＣ检测。结果表明：４种生育酚可实
现基线分离，在２～１００μｇ／ｍＬ质量浓度范围内线
性关系良好，决定系数均大于０．９９８，平均加标回收
率为９６．５７％～１０９．１４％，ＲＳＤ为３．８３％～６．５９％。
该方法具有回收率高、重现性好、操作简单、提取率

高等特点，适用于食用油中生育酚的定量检测。
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