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手性液相色谱法直接定量乳粉中 RRR-α-生育酚 

王枚博 1, KAREN J. Schimpf 2, 宋  畅 1* 

[1. 雅培贸易(上海)有限公司, 上海  200233; 2. Abbott Nutrition, Analytical Research and Development,  

Columbus OH 43219] 

摘  要: 目的  建立手性液相色谱法直接测定乳粉中 RRR-α-生育酚的检测方法。方法  样品经氢氧化钾皂化, 

石油醚-异丙醚萃取。经小粒径纤维素衍生物型手性柱 Daicel Chiralcel OD-3 (2.1 mm×150 mm, 3 μm)直接分离, 

采用无水乙醇-正己烷(5:995, V:V) (A)和三乙胺-正己烷(5:995, V:V) (B) (A:B=10:90)作为流动相进行等度洗脱, 

流速为 0.2 mL/min, 柱温 30 ℃, 检测波长为 294 nm, 外标法定量。结果  RRR-α-生育酚和其他 α-生育酚异构

体的分离度大于 1.2。在 0.5~50 µg/mL 范围内线性关系良好, 相关系数大于 0.999, 检出限为 0.20 mg/100 g, 定

量限为 0.60 mg/100 g, 加标回收率为 95.0%~109.4%, 相对标准偏差为 2.7%。结论  该方法快速、准确、灵敏, 

适合测定乳粉中 RRR-α-生育酚的含量。 
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Direct quantification of RRR-α-tocopherol in milk powder by chiral  
liquid chromatography 

WANG Mei-Bo1, KAREN J. Schimpf2, SONG Chang1* 

[1. Abbott Laboratories Trading (Shanghai) Co., Ltd., Shanghai 200233, China; 2. Abbott Nutrition, Analytical Research 
and Development, Columbus OH 43219, U.S.A.] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for directly determining RRR-α-tocopherol in milk powder by chiral 

liquid chromatography. Methods  The samples were saponified with potassium hydroxide and extracted with 

petroleum ether-isopropyl ether. DAICEL Chiralcel OD-3 (2.1 mm×150 mm, 3 μm) was directly separated on a small 

particle size cellulose derivative chiral column, and isocratic elution was performed using absolute ethanol-n-hexane 

(5:995, V:V) (A) and triethylamine-n-hexane (5:995, V:V) (B) (A:B=10:90) as the mobile phases, with the flow rate of 

0.2 mL/min, the column temperature of 30 ℃, the detection wavelength of 294 nm, and the quantification by external 

standard method. Results  The resolutions of RRR-α-tocopherol and other α-tocopherol isomers were greater than 

1.2. The linearities were good within the range of 0.5‒50 µg/mL, with the correlation coefficient greater than 0.999. 

The limit of detection was 0.20 mg/100 g, and the limit of quantitation was 0.60 mg/100 g. The recoveries after 

standard addition were 95.0%‒109.4%, and the relative standard deviation was 2.7%. Conclusion  This method is 

rapid, accurate and sensitive, and is suitable for the determination of RRR-α-tocopherol in milk powder. 
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0  引  言 

维生素 E(生育酚)是婴幼儿生长发育的必需营养素。婴

儿出生后, 主要通过母乳或者婴幼儿配方乳粉摄取必需的

维生素 E[1‒3]。在生育酚的 4 种结构异构体(α-生育酚、β-生

育酚、γ-生育酚和 δ-生育酚)中, α-生育酚被普遍认为生物活

性最高[4‒6]。在 α-生育酚的化学结构中有 3个手性碳原子, 分

别是 2、4’和 8’。根据手性的不同, α-生育酚共有 8 种立体异

构体, 分别是 RRR、RRS、RSR、RSS、SSS、SSR、SRS 和

SRR。根据来源不同, α-生育酚又可分为 DL-α-生育酚和 D-α-

生育酚。其中, DL-α-生育酚为工业合成, 是 8 种立体异构体

的外消旋混合物, 每种异构体各占八分之一, 而D-α-生育酚

由 植 物 在 体 内 天 然 合 成 , 其 仅 以 RRR-α- 生 育 酚

(2R,4’R,8’R-α-生育酚)形式存在[7‒9], 通常被认为是天然维生

素 E。不同来源的 α-生育酚的生物活性有所不同, RRR-α-生

育酚的生物活性是 DL-α-生育酚的 1.36~2 倍[10‒13]。 

在常规液相色谱柱上, RRR-α-生育酚和 DL-α-生育酚

保留时间一致, 难以区分。传统测定 RRR-α-生育酚的方  

法[9,11,14‒19]需要分 2 步进行, 首先通过皂化、提取和液相色

谱分离, 测定样品中 α-生育酚的总含量, 然后通过将 α-生

育酚立体异构体甲基化衍生 , 经手性色谱柱分离 , 得到

RRR-α-生育酚色谱峰的峰面积占各异构体峰面积总和的

百分比, 最终将 RRR-α-生育酚的面积百分比乘以 α-生育酚

的总含量得到 RRR-α-生育酚的含量。该方法步骤烦琐、耗

时长、溶剂消耗量大, 难以满足实际工作中高通量的检测

要求。与常规液相色谱柱相比, 手性色谱柱具有分离不同

异构体的优势, 可用于 RRR-α-生育酚和 7 种 α-生育酚立体

异构体的分离研究[20]。 

为了有效考察不同 α-生育酚立体异构体的分离情况, 

需要采用各异构体标准品进行定位。目前, 除了 RRR-α-生

育酚的商品化标准品可以获取外, 其他 7 种 α-生育酚立体

异构体标准品均难以获取。因在 DL-α-生育酚中, 8 种 α-生

育酚立体异构体各占八分之一(12.5%), 故通过色谱峰的

面积比, 可判断每个色谱峰包含 α-生育酚立体异构体的数

量, 结合色谱峰之间的分离度可有效判断不同 α-生育酚立

体异构体的分离情况。 

本研究通过 RRR-α-生育酚在 8 种 α-生育酚立体异构体

中的面积比结合色谱峰之间的分离度准确判断 RRR-α-生育

酚是否与其他 7种α-生育酚立体异构体有效分离, 并通过优

化色谱分离条件, 建立乳粉中 RRR-α-生育酚的直接定量方

法, 可满足日常乳粉中 RRR-α-生育酚高效准确检测的需求。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1260 Infinity 高效液相色谱仪(配紫外检测器, 美国

Agilent 公司); G10S UV-Vis 紫外分光光度计、HERAEUS 

MULTIFUGE X3R离心机(美国Thermo公司); DK-S22恒温

水浴(上海精宏公司); STD MINI 230V 涡旋仪(美国 Fisher 

Scientific 公司); DC24H-RT 氮吹仪(上海安谱公司)。 

RRR-α-生育酚标准品(纯度 98%, 加拿大 TRC 公司); 

DL-α-生育酚标准品(纯度 96.8%, 德国 Sigma-Aldrich 公司)。 

甲醇、正己烷(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 无水乙醇、

石油醚(30~60 ℃)、异丙醚、抗坏血酸、氢氧化钾(分析纯, 

中 国 国 药 集 团 ); 2,6- 二 叔 丁 基 对 甲 酚 (butylated 

hydroxytoluene, BHT)(分析纯, 德国 Aldrich 公司); 三乙胺

(≥99%, 德国 Sigma-Aldrich 公司); 0.22 μm 尼龙滤膜(上海

安谱公司); 实验室用水为 Milli-Q 超纯水。 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液配制 

RRR-α-生育酚标准溶液配制: 称取 RRR-α-生育酚标

准品适量, 用正己烷配制成质量浓度为 1000 µg/mL的标准

储备液, ‒20 ℃保存可保存 6 个月, 临用前将溶液回温至室

温, 并按照 GB 5009.82—2016《食品中维生素 A、D、E

的测定》进行浓度校正。精密量取 RRR-α-生育酚标准储备

液适量, 用正己烷稀释成质量浓度为 100 µg/mL 的标准中

间液, 临用新制。分别精密量取 0.05、0.10、0.20、0.50、

1.00、2.00、5.00 mL RRR-α-生育酚标准中间液于 10 mL 容

量瓶中, 用正己烷稀释并定容至刻度, 作为标准曲线溶液

(质量浓度依次为 0.5、1、2、5、10、20、50 µg/mL), 临用

新制。 

DL-α-生育酚标准溶液配制: 称取 DL-α-生育酚标准

品适量, 用正己烷配制成质量浓度为1000 µg/mL的标准储

备液, ‒20 ℃保存可保存 6 个月。精密量取 DL-α-生育酚标

准储备液适量, 用正己烷稀释成质量浓度为 20 µg/mL的标

准工作液, 临用新制。 

氢氧化钾溶液: 称取 50 g 氢氧化钾, 加入 50 mL 水溶

解, 冷却后, 储存于聚乙烯瓶中。 

1.2.2  样品前处理 

(1)皂化 称取 1 g(精确至 0.0001 g)样品于 50 mL 离心

管中, 加入 5 mL 水, 充分溶解。加入抗氧化剂(抗坏血酸

和 BHT)适量, 再加入 10 mL 无水乙醇, 混匀, 再加入氢氧

化钾溶液适量, 涡旋使混匀。将离心管置 80 ℃水浴中皂化

30 min (每隔 10 min 取出振摇 1 次)。皂化后立即用冷水冷

却至室温。 

(2)提取 加入 10 mL 水和 10 mL 石油醚(30~60 ℃)-异

丙醚(3:1, V:V), 涡旋 30 s, 4000 r/min 离心 5 min, 将上层溶

液转移到玻璃管中。再重复上述提取操作 1 次, 将上层溶

液合并至相应的玻璃管中, 37 ℃氮气吹干。用正己烷分次

将残留物溶解并转移至 10 mL 容量瓶中, 定容至刻度, 摇

匀。用 0.22 µm 滤膜过滤, 备用。 
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1.2.3  液相色谱条件 

大赛璐Chiralcel OD-3色谱柱(2.1 mm×150 mm, 3 µm); 

连接大赛璐 Chiralcel OD-3 保护柱(4.0 mm×10 mm, 3 µm); 

流动相: 无水乙醇-正己烷(5:995, V:V) (A), 三乙胺-正己烷

(5:995, V:V) (B), A:B=10:90; 流速: 0.2 mL/min; 进样体积: 

10 μL; 柱温: 30 ℃; 检测波长: 294 nm; 进样盘温度: 8 ℃。 

1.2.4  RRR-α-生育酚定位 

取 DL-α-生育酚标准工作液(20 μg/mL)和 RRR-α-生育

酚标准溶液(5 μg/mL)各 10 µL 分别进样, RRR-α-生育酚与

其他 α-生育酚立体异构体的分离度应不小于 1.0。分别计

算 DL-α-生育酚中 RRR-α-生育酚色谱峰的峰面积以及各 α-

生育酚立体异构体色谱峰的峰面积总和, RRR-α-生育酚峰

面积与 α-生育酚面积总和的比例应等于八分之一。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件优化 

2.1.1  色谱柱的选择 

分别以大赛璐 Chiralcel OD-H (4.6 mm×250 mm,   

5 µm)和大赛璐 Chiralcel OD-3 (2.1 mm×150 mm, 3 µm)作

为色谱柱, 本研究比较了不同色谱柱对 DL-α-生育酚标准

工作液中 RRR-α-生育酚和其他 α-生育酚立体异构体的分

离度的影响。经考察 , 小粒径的 Chiralcel OD-3 优于

Chiralcel OD-H (见图 1), 最终选择 Chiralcel OD-3 作为

色谱柱。 

 

 
 

注: A1: DL-α-生育酚, Chiralcel OD-H; A2: RRR-α-生育酚, Chiralcel OD-H; B1: DL-α-生育酚, Chiralcel OD-3; B2: RRR-α-生育酚, 

Chiralcel OD-3。 

图 1  不同手性色谱柱上的色谱图 

Fig.1  Chromatograms on different chiral columns 
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注: A1: DL-α-生育酚, Chiralcel OD-H; A2: RRR-α-生育酚, Chiralcel OD-H; B1: DL-α-生育酚, Chiralcel OD-3; B2: RRR-α-生育酚, 

Chiralcel OD-3。 

图 1(续)  不同手性色谱柱上的色谱图 

Fig.1  Chromatograms on different chiral columns 
 

2.1.2  流动相的优化 

经考察, 仅以正己烷作为流动相无法对 RRR-α-生育

酚进行有效分离。根据色谱柱说明书, 在流动相中添加一

定比例的三乙胺或者无水乙醇, 对于改变不同异构体的保

留时间以及改善异构体之间的分离度可能有一定作用。经

考察, 当流动相 A 为无水乙醇-正己烷(5:995, V:V), 流动相

B 为三乙胺-正己烷(5:995, V:V), A:B=10:90 时, RRR-α-生育

酚与其他 α-生育酚立体异构体的分离度最佳(RRR-α-生育

酚与其前面出峰的 6 种 α-生育酚立体异构体的分离度为

1.2, 与其后面出峰的 1 种 α-生育酚立体异构体的分离度为

1.5), 具体结果见图 2。 

2.1.3  RRR-α-生育酚与其他 α-生育酚立体异构体的分离 

当采用 RRR-α-生育酚标准品进行定位后 , 色谱峰

的面积比可用于判断 DL-α-生育酚中其他 7 种立体异构

体是否会干扰 RRR-α-生育酚色谱峰。当 RRR-α-生育酚

对应色谱峰的面积占 DL-α-生育酚色谱峰总面积的八分

之一(12.5%)时 , 可对 RRR-α-生育酚对应色谱峰进行准

确定位, 进一步结合分离度数值可判断 RRR-α-生育酚是

否与其他 α-生育酚立体异构体被有效分离(详见表 1 和

图 2)。 
 

 
 

图 2  DL-α-生育酚标准工作液 (20 µg/mL, A)、RRR-α-生育酚标准品溶液(5 µg/mL, B)和乳基乳粉样品溶液(C)的色谱图 

Fig.2  Chromatograms of DL-α-tocopherol standard working solution (20 µg/mL, A), RRR-α-tocopherol standard solution (5 µg/mL, B) and 
milk-based milk powder sample solution (C) 
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图 2(续)  DL-α-生育酚标准工作液 (20 µg/mL, A)、RRR-α-生育酚标准品溶液(5 µg/mL, B)和乳基乳粉样品溶液(C)的色谱图 

Fig.2  Chromatograms of DL-α-tocopherol standard working solution (20 µg/mL, A), RRR-α-tocopherol standard solution (5 µg/mL, B) and 
milk-based milk powder sample solution (C) 

 
表 1  图 2(A) DL-α-生育酚中不同立体异构体的峰面积及其在总面积中的比例 

Table 1  Peak area and area ratio of different stereoisomers in DL-α-tocopherol in figure 2 (A) 

色谱峰编号 保留时间/min 峰面积 峰面积总和 各峰面积在总面积中的比例/%

1 32.996 115644 

522861 

22.1 

2 34.167 145744 27.9 

3 38.707 52559 10.1 

4 39.670 77807 14.9 

RRR 43.284 65518 12.5 

5 46.892 65589 12.5 

 
 

2.2  线性范围、检出限和定量限 

将 RRR-α-生育酚标准曲线溶液注入到色谱仪, 以浓

度为横坐标 , 峰面积为纵坐标 , 进行线性回归分析。回

归方程为 Y=26300X‒5000, 相关系数 r=0.99986, 表明

RRR-α-生育酚在 0.5~50 µg/mL 的范围内线性关系良好。

以 3 倍信噪比所对应的量为检出限, 10 倍信噪比对应的

量为定量限, 计算 RRR-α-生育酚的检出限与定量限, 分

别为 0.20 和 0.60 mg/100 g。 

2.3  重复性及回收率实验 

以实验室自制添加 RRR-α-生育酚的乳基乳粉样品, 

按照 1.2.2 操作进行 6 次平行测定, 所得重复性结果如表

2, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 2.7%, 

精密度良好。 

以脱脂乳粉为样品基质, 精确称取 1.0 g 样品共 18 份, 

其中 6 份样品加入质量浓度为 1.204 mg/mL 的 RRR-α-生育

酚标准溶液各 10 µL, 作为低浓度水平加标回收样品; 其

中 6 份样品加入浓度为 1.204 mg/mL 的标准溶液各 140 µL, 

作为中浓度水平加标回收样品; 另 6 份样品加入浓度为   

1.204 mg/mL 的标准溶液各 200 µL, 作为高浓度水平加标

回收样品, 按照 1.2.2 操作并进行色谱分析。由表 3 可知, 

回收率为 95.0%~109.4%, 相对标准偏差为 1.1%~1.6%, 该

方法准确性良好。 
 

表 2  方法精密度  
Table 2  Method precision 

编号 称样量/g 
RRR-α-生育酚含量

/(mg/100 g) 
相对标准偏差

/% 

1 0.9576 21.9 

2.7 

2 0.9787 22.0 

3 0.9765 20.7 

4 1.0133 20.8 

5 1.0758 21.9 

6 1.0234 21.5 

 

3  结  论 

本研究通过优化色谱条件, 将 RRR-α-生育酚与其他

α-生育酚立体异构体进行了有效分离, 并采用手性色谱法

直接测定乳粉中 RRR-α-生育酚的含量, 与传统的甲基衍生

化法相比, 更为简便、高效。本方法也可用于鉴别样品中

α-生育酚是 RRR-α-生育酚还是 DL-α-生育酚。 
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表 3  回收率实验 
Table 3  Recoveries test 

 
加入量

/µg 
测得量

/µg 
回收率

/% 
平均回收率 

/% 

相对标准

偏差/%

低浓度加标

水平 

12.04 13.11 108.9 

107.9 1.6 

12.04 13.17 109.4 

12.04 12.95 107.6 

12.04 12.60 104.7 

12.04 13.03 108.2 

12.04 13.05 108.4 

中浓度加标

水平 

168.56 162.65 96.5 

97.8 1.2 

168.56 162.95 96.7 

168.56 166.85 99.0 

168.56 166.88 99.0 

168.56 163.32 96.9 

168.56 166.12 98.6 

高浓度加标

水平 

240.8 235.21 97.7 

96.8 1.1 

240.8 233.27 96.9 

240.8 235.65 97.9 

240.8 233.96 97.2 

240.8 228.67 95.0 

240.8 231.83 96.3 
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