
初榨橄榄油的质量分析 – 第 4 部分
营养学优势 - 利用 Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元

液相色谱系统定量分析初榨橄榄油中的生育酚和生育三

烯酚
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摘要

本应用简报中展示了利用带荧光检测的 Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元液相色谱系

统对初榨橄榄油中的生育酚和生育三烯酚进行正相色谱分析。结果显示，与标准的不

锈钢系统相比，使用生物惰性系统可大大改善保留时间及峰面积的精度。所有八种维

生素 E 异构体均具有极好的线性，且检测限 (LOD) 和定量限 (LOQ) 均在低 µg/mL 范围

内。九个橄榄油样品的分析结果表明：橄榄油中 a-生育酚的含量为 100 至 390 mg/kg。

且检测发现，不完全精制和初榨橄榄油中的维生素 E 含量相同。
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前言

初榨橄榄油来自橄榄树 (Olea europea L.) 

的果实，加工过程仅使用机械压榨，不采

用任何热或化学处理。为确保初榨橄榄油

产品的真实性，包括无掺假、错贴标签、

描述错误或产地误导，过去二十年里已建

立有大量用于评估植物油的方法1。其中

对于热处理橄榄油的分析，在之前的应用

简报中已有详细介绍2,3,4。

营养学优势方面，初榨橄榄油是许多生物

活性成分的优质来源，这些成分对人体健

康有较高的化学保护作用。除了高含量的

单不饱和及多不饱和脂肪酸之外，它还含

有价值极高的抗氧化成分，如植物甾醇、

类胡萝卜素、酚类和维生素 E5,6。这些生

物活性成分的含量与基因、栽培和环境因

素相关。“维生素 E”这个名称包含四种生

育酚（a-、b-、g- 和 d-生育酚）和四种

生育三烯酚（a-、b-、g- 和 d-三烯生育

酚）异构体。所有这八种形式均包含一个

色原烷醇环和一个异戊二烯基，生育三烯

酚中具有 3 个双键，见图 1。在初榨橄榄

油中，生育酚/生育三烯酚总含量的 95% 

是 a-生育酚6。

由于维生素 E 的生物活性具有多样性，且

与大多数单体生育酚和生育三烯酚在癌症

或梗塞预防中的作用相关，因此有必要对

维生素 E 进行全面的谱图分析6。采用合

适的色谱技术对所有维生素 E 异构体进行

分离、鉴定和定量是对维生素 E 进行全面

谱图分析的重要因素。反相 (RP) 和正相 

(NP) 高压液相色谱 (HPLC) 均可用于分析

生育酚和生育三烯酚。本应用简报中采用

了正相超高压液相色谱 (UHPLC)，此系统

可实现所有维生素 E 异构体的良好分离6。

维生素 E 异构体的荧光性质使其可通过灵

敏的荧光检测技术进行检测。 

已知生育酚非常敏感，常会发生降解，产

物包括（例如）生育酚红、生育酚紫、

对生育酚、醌和二聚反应产物7。特别是

在光致氧化作用下会发生降解过程，同

时在 Fe3+ 或 Cu2+ 离子存在时的氧化作用

下也会发生降解7。由于后者的原因，在

不锈钢 HPLC/UHPLC 体系中进行的液相

色谱分析常会得出非常差的保留时间和峰

面积精度。为比较保留时间 (RT) 和峰面

积的重现性，本应用简报中同时采用不

锈钢（Agilent 1260 Infinity 四元液相色

谱系统）和生物惰性系统（Agilent 1260 

Infinity 生物惰性四元液相色谱系统）进行

分析。

图 1 

生育酚和生育三烯酚的结构

R1 R2

a-生育酚/三烯酚 CH3 CH3

b-生育酚/三烯酚 CH3 H

g-生育酚/三烯酚 H CH3

d-生育酚/三烯酚 H H
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实验部分

Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元液相色

谱系统，包括以下模块：

•	 Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元泵 

(G5611A)

•	 Agilent 1260 Infinity 生物惰性高效自

动进样器 (G5667A)

•	 Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (G1330B)，

用于样品冷却

•	 Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (G1316C)，

配置生物惰性溶剂热交换器

•	 Agilent 1260 Infinity 荧光检测器 

(G1321B)，配置生物惰性标准 FLD  

流通池

Agilent 1260 Infinity 四元液相色谱系统，

包括以下模块： 

•	 Agilent 1260 Infinity 四元泵 (G1311B)

•	 Agilent 1260 Infinity 高效自动进样器 

(G1367E)

•	 Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (G1330B)，

用于样品冷却

•	 Agilent 1290 柱温箱 (G1316C)

•	 Agilent 1260 Infinity 荧光检测器 

(G1321B)，配置标准 FLD 流通池

要在 1260 Infinity 四元液相色谱系统（不

锈钢和生物惰性）中执行正相色谱分析，

清洗和柱塞杆密封垫必须从反相（标配）

更换为正相部件： 

•	 柱塞杆密封垫 - 正相（部件号 0905-

1420）

•	 清洗密封垫 (PE)（部件号 0905-1718） 

样品

生育酚和生育三烯酚混合溶液标准品（溶

于庚烷）购自 LGC 标准品公司（特丁顿，

英国）。一系列橄榄油（初榨及不完全精制

橄榄油）购自本地商店。对于正相分析，

橄榄油样品采用庚烷稀释至 100 mg/mL 的

浓度，然后注射入 UHPLC 系统进行分析。 

溶剂

正庚烷及甲基叔丁基醚 (tBME) 均为 LC 级，

购自西格玛奥德里奇公司（圣路易斯，密

苏里州，美国）。

色谱柱

Agilent LiChrospher DIOL 色谱柱， 

4 × 250 mm，5 µm（部件号 79925DI-584） 

软件

Agilent OpenLAB CDS ChemStation 版， 

适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订版 C.01. 

04 [35] 

色谱条件 

长时间运行

流动相： tBME:庚烷 (5:95)

流速： 1 mL/min

等度运行： 停止时间 – 45 min

进样体积： 10 µL

柱温箱温度： 4 °C

温度 TCC： 35 °C

DAD： Ex：298 nm，Em：330 nm

峰宽： > 0.05 min（响应时间为 1 s）(9.26 Hz)

表 1 

色谱条件
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结果与讨论

图 2 中展示了采用正相色谱法成功分离生

育酚和生育三烯酚标准品（来自 LGC 标

准品公司）中的所有维生素 E 异构体的色

谱图。实验同时测定了两种系统（1260 

Infinity 四元液相色谱系统及 1260 Infinity 

生物惰性四元液相色谱系统）中保留时间

和峰面积的精度。图 2 所示为生物惰性系

统中六次分析的叠加图，其中的保留时间

和峰面积均具有出色的相对标准偏差。  

表 2 总结了两种系统中维生素 E 异构体分

析的结果。在生物惰性系统中，保留时间

精度和峰面积结果更为优异，这是由于存

在 Fe3+ 离子时异构体会经历氧化过程7。 

对于保留时间精度，生物惰性系统可表

现出高达十倍的性能提高，例如 a-生育

酚在该系统下的保留时间精度值 RSD 低

于 0.07%，而在不锈钢系统中的 RSD 为 

0.68%。同时，使用生物惰性系统时，峰

面积的精度也可提高三至十倍（a-生育酚

为四倍）。  
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图 2 

利用 Agilent Infinity 生物惰性四元液相色谱系统对所有维生素 E 异构体进行六次分析的叠加色谱图

表 2 

Agilent 1260 Infinity SST 生物惰性四元液相色谱系统及 Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元液相色谱系统的保留时间和峰面

积精度

Agilent 1260 Infinity 生物惰性 
四元液相色谱系统

Agilent 1260 Infinity  
四元液相色谱系统

RSD RT (%) RSD 峰面积 (%) RSD RT (%) RSD 峰面积 (%)

a-生育酚 0.069 0.63 0.677 2.64

a-生育三烯酚 0.062 0.94 0.658 2.88

b-生育酚 0.053 0.64 0.65 2.78

g-生育酚 0.103 0.61 0.691 2.73

b-生育三烯酚 0.103 0.79 0.708 3.32

g-生育三烯酚 0.097 0.84 0.67 3.78

d-生育酚 0.062 0.29 0 3.16

d-生育三烯酚 0 0.34 0 2.74
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所有的维生素 E 异构体均具有极好的线

性，相关系数均大于 0.9998。LOD 及 LOQ 

均在低 µg/mL 范围内，例如在橄榄油中，

少量的 b-生育酚及 b-生育三烯酚也可被

检测出。

实验准备了八个不同浓度的系列标准品溶

液，然后计算峰面积和对应浓度之间的线

性关系。LOD 及 LOQ 分别定义为信噪比 

3:1 及 10:1 时的浓度。表 4 列出了所有维

生素 E 异构体的线性、LOD 及 LOQ 结果。

为测定线性、LOD 及 LOQ，使用正庚烷以 

1:3 的比例逐级稀释生育酚和生育三烯酚

标准品溶液，见表 3。 

分析物
浓度 1 
(µg/mL)

浓度 2 
(µg/mL)

浓度 3 
(µg/mL)

浓度 4 
(µg/mL)

浓度 5 
(µg/mL)

浓度 6 
(µg/mL)

浓度 7 
(µg/mL)

浓度 8 
(µg/mL)

a-生育酚 463.00 154.33 51.44 17.15 5.72 1.91 0.64 0.21

a-生育三烯酚 447.00 149.00 49.67 16.56 5.52 1.84 0.61 0.20

b-生育酚 203.00 67.67 22.56 7.52 2.51 0.84 0.28 0.09

g-生育酚 430.00 143.33 47.78 15.93 5.31 1.77 0.59 0.20

b-生育三烯酚 135.00 45.00 15.00 5.00 1.67 0.56 0.19 0.06

g-生育三烯酚 467.00 155.67 51.89 17.30 5.77 1.92 0.64 0.21

d-生育酚 423.00 141.00 47.00 15.67 5.22 1.74 0.58 0.19

d-生育三烯酚 414.00 138.00 46.00 15.33 5.11 1.70 0.57 0.19

表 3 

生育酚和生育三烯酚标准品的稀释系列

分析物 相关系数 LOD (µg/mL) LOQ (µg/mL)

a-生育酚 0.99984 3.34 11.14

a-生育三烯酚 0.99995 2.97 9.89

b-生育酚 0.99998 1.70 5.66

g-生育酚 0.99992 1.45 4.82

b-生育三烯酚 0.99998 1.75 5.82

g-生育三烯酚 0.99997 1.73 5.76

d-生育酚 0.99992 1.03 3.44

d-生育三烯酚 0.99990 0.99 3.29

表 4 

Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元液相色谱系统分析所得生育酚和生育三烯酚标

准品稀释系列的线性结果
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图 3 中展示了初榨橄榄油中维生素 E 异构

体的组成分析。与文献报道类似6，初榨

橄榄油中总维生素 E 异构体含量的 95% 为 

a-生育酚。此外，还可检测到少量的 g-生

育酚，b-生育酚及 b-生育三烯酚。 

实验共检测了九种橄榄油样品中的维生素 E 

含量，见表 5。所测定维生素 E 异构体： 

a-、b-、g 生育酚及 b-生育三烯酚的含

量与文献中描述的含量一致，例如，a-生

育酚的含量约为每千克橄榄油中含 100 至 

390 mg6,8。不完全精制（样品 3）和初榨

橄榄油（样品 1，2 和 4 - 8）在维生素 E 

含量方面没有任何差异。

表 5 

分析的九种橄榄油样品的维生素 E 含量

橄榄油
#1  
mg/kg

#2  
mg/kg

#3  
mg/kg

#4  
mg/kg

#5  
mg/kg

#6  
mg/kg

#7  
mg/kg

#8  
mg/kg

#9  
mg/kg

a-生育酚 389.7 315.8 179.8 152.1 109.8 168.2 98.9 114.2 337.3

b-生育酚 5.4 3.5 2.5 2.0 3.8 3.0 2.7 2.6 4.3

g-生育酚 9.1 11.8 12.1 6.6 5.8 9.2 12.0 1.8 4.1

b-生育三烯酚 12.3 5.8 5.3 4.8 3.6 4.9 4.2 5.8 13.3

d-生育酚 - - - - - - 0.4 - -
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图 3 

分析初榨橄榄油中的维生素 E 异构体
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结论

存在 Fe3+ 或 Cu2+ 离子时，生育酚会因氧

化作用而发生降解7。因此，在分析生育

酚和生育三烯酚时，若想获得最高精度的

保留时间和峰面积，我们强烈建议使用 

Agilent 1260 Infinity 生物惰性四元液相色

谱系统。此生物惰性系统可将保留时间的

精度提高多达十倍，此外，生物惰性系统

还可改善约十倍的峰面积精度。  

将采用庚烷的正相色谱法与生物惰性系统

联用，八种维生素 E 异构体均可获得极好

的线性，并且 LOD 及 LOQ 值均在低 µg/mL  

范围内。所测九种橄榄油样品中的生育

酚/生育三烯酚含量为 100 至 390 mg/kg 

橄榄油（以 a-生育酚为例）。不完全精制

和初榨橄榄油中维生素 E 的含量无差异。
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