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前言
有关食品中维生素 A、D、E 分析的新国家标准方法[1] 从 2017 年 6 月 23 日起实施，覆盖
了婴幼儿食品、乳品、肉与肉制品、食用植物油、坚果、豆类和辣椒粉等多种食品基质。
但是该标准方法中规定的样品前处理过程极其复杂、测定方法多样（同一成分有不同的检
测方法）、检测周期长、目标化合物回收率低且重复性差，极大降低了分析效率。为解决
该国标方法所存在的难点和不足，需要开发一种同时测定维生素 A、D、E 的稳定高效的
二维液相色谱方法。

本方法参照现有的文献方法[2-4]，基于二维液相色谱并串联在线固相萃取 (online SPE) 技
术，成功建立了食品中维生素 A (VA)、维生素 D (VD) 及三种维生素 E (VE) 异构体的中心切
割快速分析方法。此方法将前处理皂化液直接进样，省去了液液萃取等复杂的前处理过
程。第一维液相色谱对 VA 和 VE 进行分析，同时对 VD 进行初步净化；第二维液相色谱对 
VD 进一步分离，整个分析过程只需一次进样，即可完成样品中 VA、VD 和 VE 的测定。该
方法不仅可以节省大量的样品前处理时间，同时可以避免复杂的样品前处理过程导致的回
收率不稳定现象。实验结果准确、重现性好，表明该方法可以用于多种食品基质中脂溶性
维生素的常规快速检测。

VA、VD、VE 分析
VA、VD、VE 分析方法包含四个阶段：第一阶段为进样/SPE 净化，此时阀 1 的位置为 1–6，
阀 2 的位置为 1–6；第二阶段为 SPE 洗脱/检测 VA，此时阀 1（左阀）的位置为 1–2，阀 2
（右阀）的位置为 1–6；第三阶段为捕获 VD，第二维检测 VD，此时阀 1 的位置为 1–6，阀 2 
的位置为 1–2；在第四阶段，第一维液相色谱继续检测 VE，第二维液相色谱检测 VD，此时
阀 1 的位置为 1–6，阀 2 的位置为 1–6。四个阶段阀切换示意图见图 1。
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图 1. 在线 SPE-二维液相法分析 VA、VD 与三种 VE 的阀切换示意图

表 1. 仪器配置与方法设置

SPE 泵 第一维 第二维

仪器 
配置

Agilent 1260 Infinity 
II 四元泵，部件号 
G7111B
Agilent 1260 Infinity 
II 自动进样器，部件
号 G7129A

Agilent 1260 Infinity 
II 四元泵，部件号 
G7111B
Agilent 1260 Infinity 
II 柱温箱，部件号 
G7116A，内置 2 位 
6 通阀
Agilent 1260 Infinity 
II 紫外检测器，部件
号 G7114B

Agilent 1260 Infinity 
II 二元泵，部件号 
G7112B
Agilent 1260 Infinity II 
二极管阵列检测器， 
部件号 7117C，配备 
60 mm 超高灵敏度流
通池

流动相
A：乙醇:水 = 4:6；
B：乙腈:异丙醇 = 1:1

A：水；B：乙腈 A：乙腈；B：甲醇

梯度

时间 (min) B%
0.0 0
4.0 0
4.1 100
11. 100
11.1 0
22.0 0

时间 (min) B%
0.0 50
2.0 80
6.0 80
16.0 100
19.0 100
19.1 50
22.0 50

时间 (min) B%
0.0 100
5.0 100
5.1 10
20.0 10
20.1 100
22.0 100

流速

0–11 min： 
1 mL/min
11.1–20 min： 
0.2 mL/min
20.1–22 min： 
1 mL/min

1.5 mL/min 0.4 mL/min

分析柱
PLRP-S, 
4.6 × 12.5 mm,  
15–20 μm

Poroshell 120 EC-C8,  
4.6 × 100 mm, 4 µm

Zorbax Eclipse Plus 
PAH, 2.1 × 100 mm, 
3.5 µm

捕获柱 Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 5 mm, 4 µm

进样量 100 µL

柱温 35 °C

检测 
波长

0–10 min：325 nm；10–13 min： 
264 nm；13–22 min：294 nm
采集频率：20 Hz

264 nm
采集频率：2.5 Hz

阀位置

阀 1：0–4 min（位置 1–6）；4–6 min（位置 1–2）；6–22 min 
（位置 1–6）
阀 2：0–12.1 min（位置 1–6）；12.1–12.6 min（位置 1–2）；
12.6–22.0 min（位置 1–6）
阀 2 具体阀切换时间以实验中 VD 出峰时间为准
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图 2. VA/VE 和 VD 标准品色谱图
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图 3. VA/VE 和 VD 奶粉样品色谱图

图 2 所示的标准品色谱图表明：在第一维色谱柱上，VA、VE 异构
体以及杂质得到了良好分离；在第二维色谱柱上，两种 VD 与杂质
得到了良好分离，同时 VD 检测灵敏度良好。图 3 所示的奶粉样品
色谱图表明：样品中 VD 检测灵敏度良好，同时样品中杂质产生的
干扰较小。

对标准品的线性范围进行考察，结果发现 VA、VD 和 VE 分别在 
0.006–1.2 μg/mL、1–200 ng/mL 和 0.06–12 μg/mL 的浓度范围
内表现出良好的线性关系，线性系数均大于 0.9995。

连续 6 次标准品进样，对方法重现性进行考察，结果如图 4 所
示。从中可以看出，所有目标分析物的峰面积与保留时间相对标
准偏差 (RSD) 均小于 0.5%，表明该方法具有良好的重现性。
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图 4. VA/VE 和 VD 标准品连续进样 6 次色谱图

实验结果表明，新的维生素检测方法具有以下优势：

 – 样品分析通量大幅提高。皂化液直接进样方法与国标方法相比，
样品前处理时间由原来的 2–3 小时缩短为 30 分钟左右，分析通量
提高 5 倍以上

 – 省去了前处理提取步骤，溶剂使用量大大减少，降低了实验成
本，也避免有机试剂对实验人员造成危害。阀切换方法代替繁琐
的净化、浓缩等过程，自动化程度大幅提高

 – 按照国标方法的检测低限浓度，考察方法的灵敏度，分析图谱表
明所有物质在最低限均有良好响应
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目标物 峰面积 
RSD% 保留时间

VA 0.13 0.01
α-VE 0.11 0.10
γ-VE 0.02 0.08
δ-VE 0.19 0.05

VD2 0.43 0.10

VD3 0.25 0.11
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