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国家标准方法在橄榄油 α-生育酚含量测定的应用 

梁北梅*, 祝芷琦, 李咏华, 温恺嘉, 唐顺之 

(广州白云山汉方现代药业有限公司, 中药提取分离过程现代化国家工程研究中心,  

广东省药用脂质重点实验室, 广州  510240) 

摘  要: 目的  探究反相高效液相色谱法和正相高效液相色谱法检测橄榄油 α－生育酚含量。方法  反相高

效液相色谱法采用 C30 柱, 流动相甲醇/水梯度洗脱,流速为 0.8 mL/min, 柱温为 20 ℃, 紫外检测波长为    

294 nm; 正相高效液相色谱法采用 Si120 硅胶色谱柱 , 流动相为正己烷 /1,4 二氧六环按 (95:5), 流速为      

0.8 mL/min, 柱温为 30 ℃, 荧光检测激发波长为 294 nm, 发射波长为 328 nm。结果  反相色谱法测定 α-生育

酚的线性范围为 2.00~60.00 μg/mL, 定量限为 0.6 μg/mL, 精密度(relative standard deviation, RSD)为 5.5, 回收

率为 90%~106%, RSD为 5.5%。正相色谱法测定α-生育酚的线性范围 0.200~6.00 μg/mL, 定量限为 0.014 μg/mL, 

精密度 RSD 为 1.8%, 回收率为 99%~104%, RSD 为 1.2%。结论  正相色谱简便、更快速、更灵敏、更准确, 更

适合初榨橄榄油中 α-生育酚的定量测定。 
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Application of national standard method in the determination of alpha 
tocopherol in olive oil 

LIANG Bei-Mei*, ZHU Zhi-Qi, LI Yong-Hua, WEN Kai-Jia, TANG Shun-Zhi 

(National Engineer Research Center for the Modernization of Extraction and Separation of Traditional Chinese Medicine, 
Guangzhou Hanfang Pharmaceutical Co., Ltd., Guangzhou 510240, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the determination of α-tocopherol content in olive oil by reversed 

phase-high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) and normal phase-high-performance liquid 

chromatography (NP-HPLC). Methods  RP-HPLC was performed on a C30 column with a gradient elution of 

methanol/water as mobile phase at a flow rate of 0.8 mL/min. The column temperature was set at 20 ℃, and the UV 

detection wavelength was set at 294 nm. The NP-HPLC was performed on a Si120 silica gel column with n-hexane/1, 

4-dioxane (95:5) as mobile phase at a flow rate of 0.8 mL/min. The column temperature was set at 30 ℃. The 

excitation wavelength and emission wavelength for fluorescence detection were 294 nm and 328 nm. Results  The 

linear range of α-tocopherol was 2.00−60.00 μg/mL, the limit of quantification was 0.6 μg/mL, the precision RSD 

was 5.5, the recoveries were 90%~105%, and the RSD was 5.5%. The linear range of α-tocopherol was 0.200−    

6.00 μg/mL, the limit of quantification was 0.014 μg/mL, the precision RSD was 1.8%, the recoveries were 

99%−103%, and the RSD was 1.2%. Conclusion  RP-HPLC is simple, faster, more sensitive and more accurate. It is 



第 7 期 梁北梅, 等: 国家标准方法在橄榄油 α-生育酚含量测定的应用 2835 
 
 
 
 
 

more suitable for the quantitative determination of α-tocopherol in virgin olive oil. 

KEY WORDS: α-tocopherol; olive oils; high performance liquid chromatography  
 
 

0  引  言 

橄榄油是从油橄榄鲜果中提取出来的植物油, 是地

中海饮食的重要组成部分。大量研究表明, 橄榄油对于降

低心血管发病率, 预防肥胖、代谢综合征、Ⅱ型糖尿病、认

知功能衰退等具有重要作用[1]。橄榄油主要成分是油酸, 

大概占 55%~83%, 属于 ω-9 单不饱和脂肪酸, 且含有亚油

酸、亚麻酸等成分, 并含有较高含量的鲨烯、植物甾醇、

生育酚、三萜类和酚类化合物, 橄榄油中含有丰富的抗氧

化物质, 使橄榄油具有良好的抗氧化能力, 其中生育酚是

一种油脂的天然抗氧化剂。在橄榄油中, 生育酚除了作为

营养素外, 还作为一种抗氧化剂, 保护其他营养素如二十

碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)、二十二碳六烯酸

(docosahexaenoic acid, DHA)等物质不被氧化。因此, 橄榄

油中生育酚的含量是其质量的重要标准之一。 

开发供注射用级别的精制橄榄油是通过多项工序精

制而成, 可以满足多种橄榄油脂肪乳注射液的原料需求, 

目前橄榄油脂肪乳代表品种有长链脂肪乳注射液、多种

油脂肪乳注射液以及不同含量的橄榄油脂肪乳/氨基酸/

葡萄糖注射液等。生育酚作为一种抗氧化剂, 精制橄榄油

开发过程发现生育酚的含量变化对橄榄油的稳定性有很

大影响, 因此分析原料初榨橄榄油中生育酚的含量是很

必要的。天然维生素 E 主要有 8 种异构体, 为 α－、β－、

γ－、δ－等相应生育酚和三烯酚[2]。通常情况下, α－生育

酚的生理活性最强, β－和 γ－生育酚不及 α－生育酚的一

半活性, δ－生育酚几乎没有活性[3]。本研究从市场上购买多

个厂家多个批号的初榨橄榄油原料, 检测其的生育酚含量

大约在 0.01%~0.04%之间, 接近 90%是 α型的生育酚, 所以

本研究只考察初榨橄榄油中的 α-生育酚。目前, 关于生育酚

定量测定方法主要有: 气相色谱法[4]、气相色谱-质谱法[5]、

正相高效液相色谱法[6−8]、反相高效液相色谱法[9−13]。气相

色谱法灵敏度较低, 气相色谱-质谱法暂时还没有大范围

普及。高效液相色谱法具有快速、准确、灵敏度和精密

度高等优点。食品安全国家标准 GB 5009.82—2016《食

品安全国家标准 食品中维生素 A、D、E 测定》[14]测定

食品中的维生素 E 有第一法反相高效液相色谱法和和第

二法正相高效液相色谱法, 但针对橄榄油中生育酚没有

具体的含量测定方法, 本研究参考国家标准第一法和第

二法对初榨橄榄油中 α-生育酚进行含量测定, 并进行方

法学对比研究, 选择最优的 α-生育酚含量测定方法, 以

期为日后测定初榨橄榄油原料 α-生育酚含量建立一个简

便、快速、灵敏、准确的检测方法[15]。 

1  材料与方法 

1.1  实验仪器 

e2695 高效液相色谱仪(带荧光检测器)(美国沃特世公

司); Ap-225WD 分析天平(日本岛津公司); UV-2550 紫外分

光光度计(日本岛津公司); KQ-500DE 数控超声仪(昆山舒

美超声仪器有限公司): SHZ-B 水浴恒温振荡器(上海博迅

医疗生物仪器股份有限公司)。 

1.2  试剂与试药 

α-生育酚标准品(批号: LRAB6618, 纯度: 96.9%, 美

国 Sigma-Aldrich 公司); β-生育酚标准品(批号: LRAC1715, 

纯度>98%, 美国 Sigma-Aldrich,); γ-生育酚标准品(批号: 

SLBX7738, 纯度: 97%, 美国 Sigma-Aldrich 公司); θ-生育

酚标准品(批号: T0800050, 纯度>90.0%, 上海安谱公司); 

初榨橄榄油样品(批号: 20171205, 陇南市祥宇橄榄油开发

有限公司)。 

甲醇 (成都科隆化学品有限公司 ); 正己烷 (美国

Sigma-Aldrich 公司); 1, 4 二氧六环(色谱纯)、无水乙醇

(成都科隆化学品有限公司); 石油醚、乙醚、抗坏血酸、

BHT(分析纯, 广州化学试剂厂); 氢氧化钾(分析纯, 衡阳

市有机化学试剂厂); 无水硫酸钠(分析纯, 成都科隆化学

品有限公司)。 

1.3  色谱条件 

1.3.1  第一法色谱条件 

色谱柱为 Athena C30 (250 mm×4.6 mm, 5 μm); 柱温

为 20 ℃; 紫外检测器波长: 294 nm; 流动相 A 为水, 流动

相 B 为甲醇; 流速为 0.8 mL/min; 进样量为 10 μL 洗脱梯

度见表 1。 

 
 

表 1  梯度洗脱表 
Table 1  Gradient elution conditions  

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0.0 4 96 

13.0 4 96 

20.0 0 100 

24.0 0 100 

24.5 4 96 

30.0 4 96 
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1.3.2  第二法色谱条件 

色谱柱为 Sepax HP-Silica 硅胶色谱柱 (250 mm×   

4.6 mm, 5 μm); 柱温为 30 ℃; 荧光检测激发波长为    

294 nm, 发射波长为 328 nm; 流动相为正己烷/1,4 二氧六

环按 (95:5, V:V); 流速为 0.8 mL/min; 进样量为 10 μL。 

1.4  样品溶液制备 

1.4.1  第一法样品溶液制备 

(1)皂化 

称取 0.5 g 初榨橄榄油(准确到 0.01 g)于 150 mL 平底

烧瓶中, 加入 1.0 g 抗坏血酸和 0.1 g BHT, 混匀, 加入   

30 mL 无水乙醇, 加入 20 mL 氢氧化钾溶液, 边加边振摇, 

混匀后于 80 ℃恒温水浴振荡皂化 30 min, 皂化后立即用

冷水冷却至室温。 

(2)提取 

将皂化液用 30 mL 水转入 250 mL 分液漏斗中, 加入

50 mL 石油醚-乙醚混合液, 振荡萃取 5 min, 将下层溶液

转移至另一 250 mL 分液漏斗中, 加入 50 mL 的混合醚液

再次萃取, 合并醚层。 

洗涤: 用约 100 mL 水洗涤醚层, 约重复洗 3 次, 直至

将醚层洗至中性, 去除下层水相。 

浓缩: 将洗涤后的醚层经无水硫酸钠(约 3 g)虑入 

250 mL 旋转蒸发瓶中, 于 40 ℃水浴减压蒸馏, 待瓶中剩

下约 2 mL, 取下蒸发瓶, 立即用氮气吹至近干, 用甲醇分

次转移至 10 mL 容量瓶中, 定容至刻度, 溶液过孔径为

0.22 μm 有机滤膜后于棕色进样瓶中供液相测定。 

1.4.2  第二法样品溶液制备 

准确称取 1 g 初榨橄榄油于 100 mL 的棕色容量瓶中, 

加入 0.1 g BHT, 加入 50 mL 流动相, 超声波提取 30 min

后, 用流动相定容至刻度, 摇匀, 过孔径为 0.22 μm 有机滤

膜后于棕色进样瓶中供液相测定。 

1.5  标准溶液配制及工作曲线 

1.5.1  第一法标准溶液配制 

α-生育酚标准储备溶液(1.00 mg/mL): 分别称取 α-生

育酚标准品各 50.0 mg(准确至 0. 1 mg), 用无水乙醇溶解于

50 mL 容 量 瓶 中 , 定 容 至 刻 度 , 此 溶 液 浓 度 约 为      

1.00 mg/mL。将溶液转移至棕色试剂瓶中 , 密封后 , 在

−20 ℃下避光保存, 有效期 6 个月。临用前将溶液回温至

20 ℃, 并进行浓度校正。 

α-生育酚标准溶液中间液: 准确吸取 α-生育酚标准储备

溶液各2.00 mL于20 mL容量瓶中, 用氮气吹除乙醇后, 用甲

醇定容至刻度, 此溶液中 α-生育酚浓度为 100.00 μg/mL。密

封后, 在−20 ℃下避光保存, 有效期半个月。 

α-生育酚标准系列工作溶液: 分别准确吸取 α-生育酚

标准溶液中间液 0.20、0.50、1.00、2.00、4.00、6.00 mL

于 10 mL 棕色容量瓶中, 用流动相定容至刻度, 该标准系

列中 α-生育酚质量浓度分别为 2.00、5.00、10.00、20.00、

40.00、60. 00 μg/mL。 

1.5.2  第二法标准溶液配制 

α-生育酚标准储备溶液(1.00 mg/mL): 分别称取 α-生

育酚标准品各 50.0 mg(准确至 0. 1 mg), 用无水乙醇溶解于

50 mL 容 量 瓶 中 , 定 容 至 刻 度 , 此 溶 液 浓 度 约 为      

1.00 mg/mL。将溶液转移至棕色试剂瓶中 , 密封后 , 在

−20 ℃下避光保存, 有效期 6 个月。临用前将溶液回温至

20 ℃, 并进行浓度校正(校正方法参见附录 B)。 

α-生育酚标准溶液中间液: 准确吸取 α-生育酚标准储备

溶液各 1.00 mL 于 100 mL 容量瓶中, 用氮气吹除乙醇后, 用

流动相定容至刻度, 此溶液中 α-生育酚浓度为 10.00 μg/mL。

密封后, 在−20 ℃下避光保存, 有效期半个月。 

α-生育酚标准系列工作溶液: 分别准确吸取 α-生育酚

标准溶液中间液 0.20、0.50、1.00、2.00、4.00、6.00 mL

于 10 mL 棕色容量瓶中, 用流动相定容至刻度, 该标准系

列中 α-生育酚质量浓度分别为 0.20、0.50、1.00、2. 00、

4.00、6.00 μg/mL。 

1.5.3  标准曲线制作 

2 种方法均采用外标法定量。将 α-生育酚标准系列工

作溶液从低浓度到高浓度分别注入高效液相色谱仪中, 测

定相应的峰面积。以峰面积为纵坐标,标准溶液浓度为横坐

标绘制标准曲线, 计算直线回归方程。 

2  结果与分析 

2.1  定量限对比 

2.1.1  第一法定量限 

以 10 倍信噪比计算定量限 , α-生育酚定量限为    

0.6 μg/mL, 当取样量为 0.5 g, 定容至 10 mL 时, 方法的 α-

生育酚定量限为样品量的 0.0012%。 

2.1.2  第二法定量限 

以 10 倍信噪比计算定量限 , α-生育酚定量限为  

0.014 μg/mL, 当取样量为 1.0 g, 定容至 100 mL 时, 得到

方法的 α-生育酚定量限为样品量的 0.00014%。 

结果显示, 第二法 α-生育酚定量限响应值远远高于

第一法, 油样中更低含量的 α-生育酚能被定量。 

2.2  工作曲线及线性范围对比 

按第一法“1.5.1”项下方法配制 α-生育酚标准系列工

作溶液, 按“1.3.1“色谱条件分别进样 10 μL, 测定相应的峰

面积(图 1)。另按第二法”1.5.2“项下方法配制另一 α-生育酚

标准系列工作溶液, 按“1.3.2“色谱条件分别进样 10 μL, 测

定相应的峰面积(图 2)。分别以峰面积为纵坐标, 标准溶液

浓度为横坐标绘制标准曲线, 计算直线回归方程。线性范

围、线性方程和相关系数见表 2。如表 2 结果所示, 第二

法 α-生育酚线性关系第一法更好。 
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图 1  第一法样品色谱图 

Fig.1  Chromatogram of the first method sample 
 

 
 

图 2  第二法样品色谱图 

Fig.2  Chromatogram of the second method sample 
 
 

表 2  α-生育酚标准曲线 
Table 2  Standard curve data of α-tocopherol 

方法 线性范围/(μg/mL) 线性方程 相关系数(r) 

第一法 2.00~60.00 Y=5140.0394X−2105.052 0.9982 

第二法 0.20~6.00 Y=12447511.2318X−579258.2191 0.9999 

 

 
2.3  精密度对比 

2.3.1  重复性实验对比 

取同一批 (批号 20171205)供试品 , 称定 6 份 , 按

“1.4.1”项下方法制备, 按“1.3.1”色谱条件进行测定。取同

一批(批号 20171205)供试品, 称定 6 份, 按“1.4.2”项下方

法制备, 按“1.3.2”色谱条件进行测定。计算 2 种方法测得

初榨橄榄油中各 α-生育酚的含量。结果显示第一法测定初

榨橄榄油中 α-生育酚的平均含量(n=6)为 0.0254%, 相对标

准偏差(RSD)为 6.0%, 第二法测定初榨橄榄油中 α-生育酚

的平均含量 (n=6) 为 0.0281%, 相对标准偏差 (RSD)为

1.9%。重复性实验结果显示第二法 α-生育酚精密度比第一

法更好(表 3、表 4)。 

2.3.2  中间精密度试验对比 

取同一批(批号 20171205)供试品, 于另一日由不同人

员称定 6 份, 按“1.4.1”项下方法制备, 按“1.3.1”色谱条件

进行测定。取同一批(批号 20171205)供试品, 于另一日由

不同人员称定 6 份, 按“1.4.2”项下方法制备, 按“1.3.2”色

谱条件进行测定。计算 2 种方法测得初榨橄榄油中各 α-生

育酚的含量。结果显示第一法测定初榨橄榄油中 α-生育酚

的平均含量 (n=12)为 0.0252%, 相对标准偏差 (RSD)为

5.5%, 第二法测定初榨橄榄油中 α-生育酚的平均含量

(n=12)为 0.0282%, 相对标准偏差(RSD)为 1.8%。中间精密

度实验结果对比显示第二法的重复性及中间精密度比第一

法好(表 3、表 4)。 
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表 3  第一法重复性和中间精密度结果 
Table 3  Results of repeatability and precision of the first method 

试验 序号 称样量/g α-生育酚含量/% 平均值/% RSD/% 

重复性 

1 0.52430 0.0254 

0.0254(n=6) 6.0 

2 0.50938 0.0274 

3 0.50712 0.0240 

4 0.51138 0.0269 

5 0.50609 0.0252 

6 0.51111 0.0236 

中间精密度 

1 0.50421 0.0239 

0.0250(n=6) 5.4 

2 0.50847 0.0272 

3 0.50892 0.0237 

4 0.52060 0.0260 

5 0.51402 0.0244 

6 0.51006 0.0251 

平均值/%(n=12) / / 0.0252 / / 

RSD/% / / 5.5 / / 

 
 

表 4  第二法重复性和中间精密度结果 
Table 4  Results of repeatability and precision of the second method  

 序号 称样量/g α-生育酚含量/% 平均值/% RSD/% 

重复性 

1 1.00079 0.0284 

0.0281(n=6) 1.9 

2 1.00595 0.0274 

3 1.00020 0.0282 

4 1.00255 0.0279 

5 1.00077 0.0289 

6 1.00366 0.0278 

中间精密度 

1 1.00078 0.0279 

0.0283(n=6) 1.8 

2 1.00005 0.0287 

3 1.00051 0.0289 

4 1.00045 0.0276 

5 1.00032 0.0286 

6 1.00171 0.0281 

平均值/%(n=12) / / 0.0282 / / 

RSD% / / 1.8 / / 
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2.4  回收率对比 

2.4.1  第一法回收率实验 

精密称取同一批(批号 20171205)供试品 9 份(测得 α-

生育酚含量: 0.0254%)约 0.25 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:12.86 μg/mL)4.0、5.0、6.0 mL。按“1.4.1”项下

方法制备, 按“1.3.1”色谱条件进行测定。实验测得本法 α-

生育酚平均回收率分别为: 94.66%、92.33%、96.39%, RSD

分别为 6.1%、2.3%、7.9%, 结果见表 5。 

2.4.2  第二法回收率实验 

精密称取取同一批(批号 20171205)供试品 9 份(测

得 α-生育酚含量: 0.0281%)约 0.50 g, 置于 100 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: 28.29 μg/mL)4.0、5.0、6.0 mL。按

“1.4.2”项下方法制备, 按“1.3.2”色谱条件进行测定。实验

测得本法 α- 生育酚平均回收率分别为 : 100.93% 、

102.42%、101.01%, RSD 分别为 1.5%、0.55%、1.2%, 结

果见表 6。 

 
表 5  第一法回收率结果 

Table 5  Results of recovery rate test of the first method 

序号 称样量/g 已知量/µg 加入量/µg 测得量/µg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

80%－1 0.25375 64.45 51.44 111.98 92.40 

94.46 5.5 

80%－2 0.25253 64.14 51.44 116.23 101.26 

80%－3 0.2549 64.74 51.44 111.2 90.32 

100%－1 0.25371 64.44 64.3 125.36 94.74 

100%－2 0.25257 64.15 64.3 123.06 91.62 

100%－3 0.25234 64.09 64.3 122.36 90.62 

120%－1 0.25231 64.09 77.16 145.21 105.13 

120%－2 0.25137 63.85 77.16 134.12 91.07 

120%－3 0.25149 63.88 77.16 135.62 92.98 

 
 

表 6  第二法回收率结果 
Table 6  Results of recoveries of the second method 

序号 称样量/g 已知量/µg 加入量/µg 测得量/µg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

80%－1 0.50575 142.12 113.16 254.33 99.16 

101.45 1.2 

80%－2 0.50253 141.21 113.16 256.38 101.78 

80%－3 0.5049 141.88 113.16 257.12 101.84 

100%－1 0.50531 141.99 141.45 286.32 102.03 

100%－2 0.50257 141.22 141.45 287.01 103.07 

100%－3 0.50134 140.88 141.45 285.36 102.14 

120%－1 0.50423 141.69 169.74 311.12 99.82 

120%－2 0.50273 141.27 169.74 312.58 100.93 

120%－3 0.50349 141.48 169.74 315.11 102.29 

 
 

如表 5、表 6 结果所示, 第二法 α-生育酚回收率比第

一法更好。 

3  结  论 

通过第一法和第二法定量限对比, 第二法正相高效

液相色谱法采用荧光检测器进行检测灵敏度明显比第一法

反相高效液相色谱法紫外检测器的灵敏度高。第一法前处

理采用皂化提取法提取油样中的 α-生育酚, 要经过提取、

洗涤、浓缩等步骤, 前处理步骤较烦琐, 浪费时间和试剂, 

对提取效率的影响因素多。而第二法前处理只需要超声或

涡旋振荡提取, 操作比较简单, 影响因素较少。通过精密

度和回收率实验对比, 明显第二法能有更好的重现性好, 
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准确度和精密度, 第二法比第一法更简便、更快速、更灵

敏、更准确, 更适合初榨橄榄油中 α-生育酚的定量测定。 
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