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反相高效液相色谱法测定油类保健食品中 
混合生育酚 

苏昭仑*, 黄康惠, 张喜金, 陈彩云, 陈宏壁, 林贤邦 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立测定油类保健食品中混合生育酚的反相高效液相色谱法。方法  样品经氢氧化钾甲醇溶液

皂化, 盐酸甲醇溶液中和; 用反相高效液相色谱: 色谱柱(SUPELCO, C18, 4.6 mm×150 mm, 5 μm); 流速: 1.0 mL 

/min; 柱温: 40 ℃; 进样量: 20 μL; 波长: 294 nm; 流动相: 水和甲醇, 梯度洗脱; 将 α-、γ-及 δ-生育酚分离; 外

标法定量。结果   本方法标准曲线在 0.01~0.20 mg/mL 范围内有良好的线性关系 , r>0.9990, 回收率为

93.5%~103.8%, RSD<4.0%, 检出限为 0.02 μg/kg, 定量限为 0.1 μg/kg。结论  该方法结果准确可靠, 节省样品

前处理时间及试剂, 有利于降低检验成本, 适用于油类保健食品中混合生育酚含量的测定。 
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Determination of mixed tocopherols in oil health food by reversed-phase 
high performance liquid chromatography 

SU Zhao-Lun*, HUANG Kang-Hui, ZHANG Xi-Jin, CHEN Cai-Yun, 
CHEN Hong-Bi, LIN Xian-Bang 

(By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of mixed tocopherols in oil health foods by 

reversed-phase high performance liquid chromatography. Methods  The samples were saponified by 

potassium hydroxide methanol, and neutralized by hydrochloric acid methanol. The extracts were separated by 

RP-HPLC with the column of SUPELCO, C18 (4.6 mm×150 mm, 5 μm), flow rate of 1.0 mL/min, column 

temperature of 40 ℃, injection volume of 20 μL, wavelength of 294 nm, mobile phase of water and methanol, 

and with gradient elution to separate α-, γ-and δ-tocopherol; then were determined by external standard method.  

Results  Tocopherols standard curve had a good linear relationship within 0.01~0.20 mg/mL range (r>0.9990), 

the recovery was 93.5%~103.8%, RSD＜4.0%, limit of determination was 0.02 μg/kg, and the limit of quantity 

was 0.1 μg/kg. Conclusion  The method is accurate and reliable, saving pretreatment time and reagents, can 

reduce the test cost; it is suitable for the determination of mixed tocopherol in oil health food. 

KEY WORDS: mixed tocopherols; health foods; reversed-phase high performance liquid chromatography; 

vitamin E 
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1  引  言 

维生素 E, 又名抗不育维生素, 是生育酚和生育

三烯酚以及具有 d-α-生育酚活性的衍生物的总称。目
前已有 8 种具有维生素 E 活性的化合物从生物资源

中分离出来, 分别为 α-、β-、γ-及 δ-生育酚和 α-、β-、
γ-及 δ-生育三烯酚。食品添加剂天然维生素 E的 d-α-

生育酚在食品工业中适用作营养强化剂、抗氧化剂; 

混合生育酚适用作抗氧化剂; d-α-醋酸生育酚、d-α-

琥珀酸生育酚适用作营养强化剂。因此, 在油类保健

食品中一般添加了混合生育酚作抗氧化剂。 

混合生育酚的测定方法较多, 目前常用的分析

方法主要有比色法[1-4]、气相色谱法[5-6]、正相高效液

相色谱法[7-8]、反相高效液相色谱法[9-15]。比色法操作

简单, 但不能测定各生育酚的含量, 结果准确性不高; 

气相色谱法, 不能对 β-、γ-生育酚分离, 而且需要衍

生; 正相高效液相色谱法, 对生育酚各异构体均能分

离, 但所使用的正相试剂接触毒性大, 对实验人员健

康造成一定的危害; 反相高效液相色谱法, 虽然不能

将 β-、γ-生育酚分离, 但综合精密度、回收率、分析

时间和实验安全性等方面考虑, 优于气相色谱法和

正相高效液相色谱法。本文优化国家标准[15]的前处

理方法, 建立了反相高效液相色谱法检测油类保健

食品中的混合生育酚, 为该类保健食品制定质量标

准提供参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

仪器 : 高效液相色谱仪 (厂家 : 安捷伦 , 型号 : 

1260, 配 VWD); 分析天平(厂家: Mettler Toledo, 型

号: XP205)。 

材料: 辅助降血脂软胶囊、共轭亚油酸软胶囊、

鲑鱼油软胶囊、鱼油 3322TG。(以上材料均来源于汤

臣倍健股份有限公司)。 

试剂与对照品: 甲醇(色谱纯, 德国 CNW); 无水

乙醇(色谱纯, 德国 CNW); 抗坏血酸(分析纯, 广州

化学试剂厂); 氢氧化钾(分析纯, 广州化学试剂厂); 

浓盐酸(分析纯, 广州化学试剂厂); 纯化水; d-α-生育
酚(来源: Dr, 批号: D0050, 纯度: 99.8%); d-γ-生育酚
(来源 : SUPELCO, 批号 : LB95755V, 纯度 : 99%); 

d-δ-生育酚(来源: SUPELCO, 批号: LB94736V, 纯度: 

99%)。 

2.2  仪器条件 

色谱柱: SUPELCO, C18, 4.6×150 mm, 5 μm; 流

速: 1.0 mL /min; 柱温: 40 ℃; 进样量: 20 μL; 波长: 

294 nm; 流动相: A为水, B为甲醇, 梯度洗脱见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱比例 

Table 1  Gradient elution ratio 

时间(min) A(%) B(%) 

0.00 10 90 

7.40 10 90 

7.41 0 100 

16.00 0 100 

16.01 10 90 

20.00 10 90 

 

2.3  标准溶液的制备 

2.3.1  标准储备液的配制 

精密称取 d-α-生育酚, d-γ-生育酚, d-δ-生育酚对
照品约 50 mg分别置于 50 mL棕色容量瓶, 加无水乙

醇定容(浓度 1.0 mg/mL), 储备液于-18 ℃中储存备

用。 

2.3.2  标准储备液浓度校正 

精密移取 d-α-生育酚, d-γ-生育酚, d-δ-生育酚储
备液 1.00 mL, 分别用无水乙醇定容至 10 mL容量瓶, 

以无水乙醇为空白, 在 294 nm波长处测定 d-α-生育
酚吸光度、298 nm波长处测定 d-γ-生育酚吸光度, 298 

nm波长处测定 d-δ-生育酚吸光度。 

校正公式 C=A/E×100 

其中 C是维生素浓度(单位为 mg/ mL), A是维生
素的平均紫外吸光度, E 是某维生素 1%的比吸光系

数。(d-α-生育酚比吸光系数为 71, d-γ-生育酚比吸光
系数为 92.8, d-δ-生育酚比吸光系数为 91.2) 

2.3.3  标准工作溶液配制 

分别精密移取 d-α-生育酚, d-γ-生育酚, d-δ-生育
酚的储备液 0.50、1.00、2.00、5.00、10.00 mL于 50 

mL容量瓶中, 用甲醇定容至刻度, 摇匀, 得到 0.01、

0.02、0.04、0.10、0.20 mg/mL的混合标准工作溶液。 

2.4  样品前处理 

精密称取试样 1.0 g于 50 mL离心管, 加入约 0.2 

g 抗坏血酸, 加入 10.00 mL 氢氧化钾甲醇溶液(0.5 
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mol/L), 65 ℃水浴约 10 min, 震摇至油滴完全消失, 

放冷至室温, 加入 10.00 mL盐酸甲醇溶液(0.5 mol/L), 

用无水甲醇定容至 25 mL, 过滤即得。 

3  结果与讨论 

3.1  样品前处理方法的优化 

本实验曾尝试国家标准[15]的前处理方法, 使用

氢氧化钾溶液(1+1)皂化、乙醚提取, 结果与本文前处

理方法的结果基本一致。结果见表 2。但国家标准的

前处理方法操作繁琐, 耗时长(约 3 h), 试剂用量大, 

检验效率较低。本文采用氢氧化钾甲醇溶液 (0.5 

mol/L)皂化, 盐酸甲醇溶液(0.5 mol/L)中和, 甲醇定

容, 过滤即得, 样品前处理变得简便(约 45 min)。 

3.2  色谱条件的选择 

3.2.1  色谱柱的选择 

本实验选择了 150 mm的 C18柱分离 α-、γ-及 δ-生
育酚, 实验表明 150 mm 的短柱有良好的分离效果, 能

很好的把 α-、γ-及 δ-生育酚和杂质峰分离, 比 250 mm的

长柱能缩短分析时间。混合标准溶液的色谱图见图 1。 

3.2.2  流动相的选择 

本方法采用甲醇、水梯度洗脱, 让目标物得到有

效的分离。本方法不能将 β-生育酚和 γ-生育酚分开, 

故 γ-生育酚峰中包含有 β-生育酚峰。 

3.3  方法的线性范围确认 

在实验条件下, 对混合标准工作溶液进行测定, 

结果表明, α-、γ-及 δ-生育酚在 0.01~0.20 mg/mL范围

内有良好的线性关系, r＞0.9990。 

3.4  方法的回收率实验 

称取 6份样品, 分别添加 1.00 mL各标准储备液

进行加标回收实验 , 结果见表 3。本方法回收率

93.5%~103.8%, 且 RSD＜4.0%, 说明该方法准确度

和精密度可以满足混合生育酚的检测要求。空白样品

图谱见图 2。 

3.5  检出限 

以标准溶液的色谱响应值计算, 当信噪比(S/N)

为 3时, 检出限为 0.02 μg/kg, 当信噪比(S/N)为 10时, 

定量限为 0.1 μg/kg, 能满足样品的测定需求。 

 
 

表 2  结果对比(n=10) 
Table 2  Results comparison (n=10) 

样品 国标方法(mg/100 g) RSD(%) 本文方法(mg/100 g) RSD(%) 

辅助降血脂软胶囊 94.3~111.7 9.4 102.4~110.7 3.9 

共轭亚油酸软胶囊 548.0~605.3 5.1 568.0~617.0 4.2 

鲑鱼油软胶囊 669.9~738.2 5.0 691.0~749.0 4.1 

鱼油 3322TG 16.7~23.4 16.7 17.6~21.3 10.3 

 
 

 

 
图 1  混合标准溶液色谱图 

Fig. 1  The chart of mixed standard solution 
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表 3  加标回收率和相对标准偏差(n=6) 
Table 3  The recovery and relative standard deviation (n=6) 

样品 目标化合物 回收率(%) RSD(%) 

 α-生育酚 95.4~101.3 2.3 

辅助降血脂软胶囊 γ-生育酚 94.2~99.3 1.9 

 δ-生育酚 96.1~102.8 2.7 

 α-生育酚 95.1~99.5 2.1 

共轭亚油酸软胶囊 γ-生育酚 93.6~97.4 1.5 

 δ-生育酚 94.4~103.8 3.8 

 α-生育酚 96.9~99.2 0.9 

鲑鱼油软胶囊 γ-生育酚 93.5~100.1 2.4 

 δ-生育酚 96.4~97.8 1.4 

 α-生育酚 95.1~99.4 1.9 

鱼油 3322TG γ-生育酚 94.5~100.4 2.3 

 δ-生育酚 95.3~99.8 1.8 

 

 
 

图 2  空白样品色谱图 

Fig. 2  The chromatogram of blank samples 
 
 

3.6  样品的测定 

用本方法, 对辅助降血脂软胶囊、共轭亚油酸软

胶囊、鲑鱼油软胶囊、鱼油 3322TG进行总生育酚含

量的测定, 共测定了 40 份样品, 结果均符合规定要

求, 表明此方法能用于日常检验。样品的总生育酚的

含量见表 4, 样品的图谱见图 3~6。 

4  结  论 

国家标准 [15]采用苯并[e]芘为内标 , 氢氧化钾

溶液皂化, 乙醚提取, 无水乙醇为溶剂 , 测定样品

的混合生育酚。但苯并[e]芘和乙醚接触毒性大, 对

实验人员健康造成一定的危害 ; 而且试剂用量大 , 

样品前处理时间长(约 3 h), 检验成本较高。而本文

方法操作简捷 , 结果准确可靠 , 安全环保 , 节省试

剂, 节省样品前处理时间(约 45 min), 有利于降低

检验成本 , 特别适用于含有油类的保健食品检测

混合生育酚。 

 
表 4  总生育酚的含量(n=10) 

Table 4  The content of tocopherols (n=10) 

样品 结果(mg/100 g) 理论值(mg/100 g)

辅助降血脂软胶囊 102.4~110.7 105.0 

共轭亚油酸软胶囊 568.0~617.0 600.0 

鲑鱼油软胶囊 691.0~749.0 700.0 

鱼油 3322TG 17.6~21.3 20.0 
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图 3  辅助降血脂软胶囊样品色谱图 

Fig. 3  The chromatogram of auxiliary lowering soft capsule sample 
 
 
 
 

 
 
 

图 4  共轭亚油酸软胶囊样品色谱图 

Fig. 4  The chromatogram of conjugated linoleic acid soft capsule sample 
 
 
 
 

 

 
 

图 5  鲑鱼油软胶囊样品色谱图 

Fig. 5  The chromatogram of salmon fish oil capsules sample 
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图 6  鱼油 3322TG样品色谱图 

Fig.6  The chromatogram of fish oil 3322TG sample 
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