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气相色谱-质谱法快速测定鱼油中的生育酚 

张喜金*, 魏鲜娥, 蔡伟江, 陈彩云, 黎小兰 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立气相色谱-质谱法(gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)测定鱼油中生育酚含量

的分析方法。方法 样品经正己烷提取, 以 HP-5MS 毛细管柱分离, GC-MS 选择离子检测模式测定。结果  α-、

γ-和 δ-生育酚在 0.002~0.04 mg/mL 的浓度范围内呈良好线性关系, 相关系数 r2>0.999。此方法 α-、γ-和 δ-生育

酚的检出限(S/N=3)分别为 0.001、0.002、0.001 mg/g, 定量限(S/N=10)为 0.003、0.006、0.004 mg/g。在不同添

加水平下, 方法的平均回收率分别为 98.6%~99.9%, 相对标准偏差小于 1.0%(n=3)。结论  该方法简便、快速、

灵敏、准确, 适合鱼油中生育酚的定性和定量测定。 
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Rapid determination of tocopherol in fish oil by gas chromatography-mass 
spectrometry 

ZHANG Xi-Jin*, WEI Xian-E, CAI Wei-Jiang, CHEN Cai-Yun, LI Xiao-Lan 

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

ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid determination of tocopherol in fish oil by gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Methods  The samples were extracted by n-hexane, and separated by 

HP-5MS capillary column. Then they were detected by GC-MS with selected ion monitoring mode. Results  The α-, γ-, 

δ-tocopherol had good linear relationships in the range of 0.002~0.04 mg/mL, and the correlation coefficients (r2) were 

over 0.999. The limits of detection (S/N=3) were 0.001, 0.002, 0.001 mg/g, and the limits of quantification (S/N=10) 

were 0.003, 0.006, 0.004 mg/g, respectively. The average recoveries at 3 different spiked levels were 98.6%~99.9%, and 

the relative standard deviations were less than 1.0% (n=3). Conclusion  The established method is simple, rapid, 

sensitive and accurate, which is suitable for the qualitative and quantitative determination of tocopherol in fish oil. 
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1  引  言 

生育酚是一类脂溶性功能性化合物的总称, 包含多

种生育酚和生育三烯酚[1,2], 该类化合物在鱼油中天然存

在。研究表明, 生育酚在抗氧化[3]、抑制胆固醇合成[4]及肿

瘤细胞生长、改善动脉粥样硬化及预防心血管疾病等方面

具有优越的生理功能[5,6]。生育酚有 4 种异构体[7](α–、β–、

γ–、δ–生育酚), 其生物效价和抗氧化性有着明显差异, 其

中 α、γ和 δ 3 种生育酚的在鱼油含量较高。因此, 建立分

离测定 α、γ和 δ这 3 种生育酚异构体含量的分析技术尤为

重要。 

目前, 文献报道针对生育酚的检测方法主要有反相

高效液相色谱法[8-12]、正相高效液相色谱法[13,14]、液相色

谱-串联质谱法等。而前处理技术主要采用甲醇提取皂化等

方法, 处理条件繁琐, 产生偏差较大。本研究采用正己烷

提取鱼油中的生育酚, 结合具有强抗干扰能力的气相色谱
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-质谱技术(gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS), 

建立一种简单、快速、灵敏、准确测定鱼油中 α-、γ-、δ-
生育酚的方法。 

2  材料与方法 

2.1  实验仪器 

7890A GC-5975C 气相色谱-质谱联用仪(美国 Agilent 公

司); HP-5MS 色谱柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm, 美国 Agilent 公

司); DB-1MS 色谱柱(30 m×0.32 mm, 0.25 μm, 美国 Agilent 公

司); DB-1701MS 色谱柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm, 美国

Agilent 公司); XP-205 电子天平(德国赛多利斯公司) 

2.2  材料与试剂 

α-、 γ-和 δ-生育酚标准品 (纯度大于 99.0%, 美国

SUPELCO 公司); 正己烷(色谱纯, 德国 CNW 公司); 鱼油

(购自挪威)。 

2.3  仪器条件 

进样口温度 : 300 ℃; 进样量 : 1 μL; 分流比 : 

20:1(V:V); 色谱柱: HP-5MS(30 m×0.25 mm, 0.25 um); 流

速: 1.5 mL/min; 。柱温 275 ℃; 保持 10 min; 载气: 氦气; 

接口温度: 280 ℃; 电离模式: EI; 电离电压: 70 eV; 电子倍

增器电压: 自动调谐值增加 200 V。 

选择离子: α-生育酚: 165(定量), 205, 430; γ-生育酚: 

151(定量), 191, 456; δ-生育酚: 137(定量), 177, 402。 

2.4  标准溶液配制 

2.4.1  标准储备液的配制 

分别精密称取 α-、γ-、δ-生育酚对照品 20.97、20.42、

18.79 mg, 置于 100 mL 棕色容量瓶中, 加入正己烷溶解并

定容至刻度, 摇匀, 得到 α-、γ-、δ-生育酚标准储备液浓度

分别为 0.2097、0.2042、0.1879 mg/mL。 

2.4.2  标准工作溶液的配制 

分别精密移取各生育酚储备液 100、500、1000、1500、

2000 μL 于 10 mL 容量瓶中, 用正己烷定容至刻度, 摇匀, 即

得。其中 α-生育酚的浓度为 0.002097、0.010485、0.02097、

0.031455、0.04194 mg/mL; γ-生育酚的浓度为 0.002042、

0.01021、0.02042、0.03063、0.04084 mg/mL; δ-生育酚的浓度

为 0.001879、0.009395、0.01879、0.028185、0.03758 mg/mL。 

2.5  样品溶液的制备 

精密称取样品 0.2~0.4 g, 置于 25 mL 容量瓶中, 加正

己烷溶解并定容至刻度, 摇匀, 经 0.45 μm 的有机滤膜过

滤, 即得供试液。 

3  结果与讨论 

3.1  色谱条件选择 

3.1.1  提取条件选择 

本研究中检测的样品为天然鱼油, 属于纯油脂类样

品, 颗粒容易分散, 便于有机溶剂渗透。且生育酚属于脂

溶性维生素, 易溶于脂肪和乙醇等有机溶剂。经过反复试

验, 确定用正己烷直接提取样品, 结果提取充分。 

3.1.2  色谱柱的选择 

生育酚属于环链型结构, 极性较弱, 因此选择极性较

弱的色谱柱进行分离。考察了 DB-1701MS、DB-1MS 和

HP-5MS 毛细管柱对目标物的保留和分离情况。实验结果

显示, 5 种色谱柱对 3 种目标物均有较好的保留, 分离效果

良好。由于 HP-5MS 的应用较为广泛, 也保留时间相对较

短, 因此选择 HP-5MS 作为分离的色谱柱。在优化的条件

下 α-、γ-和 δ-生育酚混合标准工作液、样品溶液和空白溶

液在 SIM 模式下获得离子图见图 1、图 2、图 3。 
 

 
图 1  混合标准工作液色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of mixed standard solution 
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图 2  样品溶液 

Fig. 2  Chromatogram of sample solution 
 
 

 
 

图 3  空白溶液 

Fig. 3  Chromatogram of blank solution 
 
 

表 1  α-、γ-、δ-生育酚的线性范围、线性方程和相关系数 
Table 1  Linear ranges, linear equations and correlation coefficients of α-, γ- and δ-tocopherol 

组分 线性范围(mg/mL) 线性方程 相关系数(r2) 

α-生育酚 0.002~0.04 Y=4.311e6*X-2392 1.000 

γ-生育酚 0.002~0.04 Y=4.181e6*X-1164 0.999 

δ-生育酚 0.002~0.04 Y=2.448e6*X-1674 0.999 
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3.2  方法性能指标 

3.2.1  工作曲线和线性范围 

在试验条件下, 对标准系列测定 5 次, 结果表明, α-、

γ-、δ-生育酚在 0.002~0.04 mg/mL 之间呈现良好的线性关

系, 相关系数(r2)大于 0.999, 符合 GB/T 27404-2008《实验

室质量控制规范》[16]的要求。线性范围、线性方程和相关

系数见表 1, 标准曲线见图 4。 

3.2.2  精密度试验 

取同一批(批号 170201)供试品, 称定 6 份, 按“2.5”项

下方法制备, 按“2.3”气相色谱-质谱条件进行测定, 计算

鱼油中各生育酚的含量。结果显示鱼油中 α-生育酚的平均

含 量 为 0.365 mg/g, 相 对 标 准 偏 差 (relative standard 

deviation, RSD)为 1.7%; γ-生育酚的平均含量为 0.457 mg/g, 

RSD 为 1.2%; δ-生育酚的平均含量为 0.244 mg/g, RSD 为

0.6%, 表明精密度较好(见表 2)。 

3.2.3  重复性试验 

取同一样品溶液, 按“2.3”气相色谱-质谱条件连续进

样 5 针进行测定, 计算各生育酚峰面积的相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD), 结果显示 α-生育酚 RSD

为 0.2%, γ-生育酚 RSD 为 0.7%, δ-生育酚 RSD 为 0.5%。表

明重复性较好(见表 3)。 

 

 
 

图 4  α-、γ-、δ-生育酚的标准曲线 

Fig. 4  Standard curves of α-, γ- and δ-tocopherol 

 
表 2  精密度试验结果 

Table 2  Precision test results 

组分 序号 称样量(g) 稀释体积(mL) 浓度(mg/mL) 含量(mg/g) 平均含量(mg/g) RSD (%) 

α-生育酚 

1 0.25171 25 0.003681 0.3655 

0.365 1.7 

2 0.25349 25 0.003722 0.367 

3 0.27225 25 0.003988 0.3662 

4 0.28951 25 0.004336 0.3744 

5 0.24899 25 0.003569 0.3583 

6 0.25552 25 0.003671 0.3591 

γ-生育酚 

1 0.25171 25 0.004558 0.4527 

0.457 1.2 

2 0.25349 25 0.004631 0.4567 

3 0.27225 25 0.005009 0.4599 

4 0.28951 25 0.00541 0.4671 

5 0.24899 25 0.004515 0.4533 

6 0.25552 25 0.004652 0.4551 

δ-生育酚 

1 0.25171 25 0.002452 0.2435 

0.244 0.6 

2 0.25349 25 0.002487 0.2452 

3 0.27225 25 0.002672 0.2453 

4 0.28951 25 0.002817 0.2432 

5 0.24899 25 0.002413 0.2422 

6 0.25552 25 0.002483 0.2429 

 
表 3  重复性试验结果 

Table 3  Repeatability test results 

序号 1 2 3 4 5 RSD/% 

α-生育酚 12485 12477 12454 12466 12511 0.2 

γ-生育酚 18187 18222 18334 18202 18455 0.7 

δ-生育酚 4094 4111 4088 4125 4133 0.5 
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3.2.4  检出限 

以 3 倍信噪比计算检出限, α-生育酚检出限为 0.008 

μg/mL, 得到方法的 α-生育酚检出限为 0.001 mg/g; γ-生育

酚检出限为 0.017 μg/mL, 得到方法的 γ-生育酚检出限为

0.002 mg/g; δ-生育酚检出限为 0.012 μg/mL, 得到方法的 δ-
生育酚检出限为 0.001 mg/g。 

以 10 倍信噪比计算定量限, α-生育酚定量限为 0.027 

μg/mL, 得到方法的 α-生育酚定量限为 0.003 mg/g; γ-生育

酚定量限为 0.057 μg/mL, 得到方法的 γ-生育酚定量限为

0.006 mg/g; δ-生育酚定量限为 0.039 μg/mL, 得到方法的 δ-
生育酚定量限为 0.004 mg/g。 

3.2.5  回收率 

精密称取样品 9 份(已知 α-生育酚含量: 0.365 mg/g; γ-
生育酚含量: 0.457 mg/g; δ-生育酚含量: 0.244 mg/g; ), 置

于 25 mL 容量瓶中, 分成 3 组, 每组 3 份, 各组分别精密加

入生育酚的标准液(α-生育酚浓度: 0.07451 mg/mL; γ-生育

酚 浓 度 : 0.08188 mg/mL; δ- 生 育 酚 浓 度 : 0.08655 

mg/mL)4.0、5.0、6.0 mL。按“2.5”项下方法制备, 按“2.3”

气相色谱-质谱条件进行测定。 

实验测得本法 α-, γ-和 δ-生育酚平均回收率分别为: 98.6%、

99.3%、99.9%, RSD 分别为 1.0%、0.8%、0.9%, 符合 GB/T 

27404-2008《实验室质量控制规范》[15]的要求, 其结果见表 4。 

 
表 4  回收率结果 

Table 4  Results of recovery 

组分 加标(mL) 序号 测得加标量(g) 加标量(mg) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD(%)

α-生育酚 

4 

1 0.297744 0.298 99.91 

98.6 1.0 

2 0.290969 0.298 97.64 

3 0.292458 0.298 98.14 

5 

4 0.365119 0.3726 97.99 

5 0.362851 0.3726 97.38 

6 0.36601 0.3726 98.23 

6 

7 0.442466 0.4471 98.96 

8 0.442169 0.4471 98.89 

9 0.447309 0.4471 100.04 

γ-生育酚 

4 

1 0.324521 0.3275 99.09 

99.3 0.8 

2 0.322653 0.3275 98.51 

3 0.327286 0.3275 99.93 

5 

4 0.407731 0.4094 99.59 

5 0.41263 0.4094 100.78 

6 0.403603 0.4094 98.58 

6 

7 0.486643 0.4913 99.05 

8 0.488802 0.4913 99.49 

9 0.485254 0.4913 98.76 

δ-生育酚 

4 

1 0.342569 0.3462 98.95 

99.9 0.9 

2 0.347636 0.3462 100.41 

3 0.342425 0.3462 98.9 

5 

4 0.432925 0.4328 100.02 

5 0.435673 0.4328 100.66 

6 0.438462 0.4328 101.3 

6 

7 0.514837 0.5193 99.14 

8 0.520401 0.5193 100.21 

9 0.513747 0.5193 98.93 
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3.2.6  稳定性试验 

在室温下, 分别测定样品溶液在不同放置时间 0、2、

4、8、12、24 h 时各生育酚含量变化, 结果表明, 生育酚

对照品溶液分别在室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 后, α-、

γ-、δ-生育酚的 RSD 分别为 0.4%、0.4%、0.7%, 表明生育

酚对照品溶液在室温下 24 h 内的稳定性良好 

4  结  论 

本文采用正己烷对鱼油进行提取, 采用 HP-5MS( 30 

m×0.25 mm, 0.25 μm)作为色谱柱, 结合气相色谱-质谱法

分析, 通过优化提取方法和色谱条件, 建立了快速检测鱼

油中 α-、γ-和 δ-生育酚的分析方法。通过测定其线性范围、

检出限、稳定性和回收率实验等, 结果 α-、γ-和 δ-生育酚

在 0.002~0.04 mg/mL 的浓度范围内呈良好线性关系, 相关

系数 r2>0.999; 此方法 α-、γ-和 δ-生育酚的检出限(S/N=3)

分别为 0.001、0.002、0.001 mg/g, 定量限(S/N=10)为 0.003、

0.006、0.004 mg/g; 在不同添加水平下, 方法的平均回收率

分别为 98.6%~99.9%, 相对标准偏差小于 1.0%(n=3)。实验

结果表明, 方法操作简便、快速、灵敏、准确, 适合鱼油

中生育酚的定性和定量测定。 
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