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摘  要: 脂溶性维生素品种丰富、结构类似、极性不同、在食品基质中含量差异大; 化学稳定性差, 在光、氧、

酸、碱等条件下易降解, 因此多目标物高效前处理、降低基体干扰等关键技术是脂溶性维生素准确定量面临

的挑战。本文综述了近年来从不同乳制品中提取脂溶性维生素的研究进展, 主要介绍了液液萃取、固相萃取、

分散液液微萃取、磁性固相微萃取、QuEChERS 等传统及新型提取与净化技术在乳制品中脂溶性维生素前处

理中的应用, 概述了多种前处理技术的特点, 分析了新型前处理技术在减缓维生素降解速度和减少基质效应

方面的优势及其发展的局限性; 展望了不同形式的维生素同时提取的发展趋势以及现行国家标准方法前处理

技术多样化的发展前景, 以期对复杂基质中痕量组分的提取提供借鉴意义。 
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ABSTRACT: Fat-soluble vitamins are rich in variety, similar in structure, different in polarity and different in content 

in food matrix. The chemical stability is poor, and it is easy to degrade under the conditions of light, oxygen, acid, alkali, 

etc.. Therefore, the key technologies such as efficient pretreatment of multi-target and reducing matrix interference are 

the challenges faced by the accurate quantification of fat-soluble vitamins. This paper reviewed the research progress of 

extracting fat-soluble vitamins from different dairy products in recent years, mainly introduced the application of 

traditional and new extraction and purification technologies such as liquid-liquid extraction, solid-phase extraction, 

dispersed liquid-liquid microextraction, magnetic solid-phase microextraction and QuEChERS in the pretreatment of 

fat-soluble vitamins in dairy products, summarized the characteristics of various pretreatment technologies, and analyzed 

the advantages and development limitations of new pretreatment technologies in slowing down vitamin degradation rate 

and reducing matrix effect, and prospected the development trend of simultaneous extraction of different forms of 

vitamins and the development prospect of diversified pretreatment technologies of current national standard methods, in 

order to provide reference for the extraction of trace components in complex matrix. 
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0  引  言 

维生素是机体维持正常代谢和功能所必需的一类化

合物[1]。根据维生素的溶解性可以分为水溶性维生素与脂

溶性维生素[2]。脂溶性维生素主要包括: 维生素 A、D、E、

K 4 种[3‒5], 其中维生素 A 的存在形式包括: 视黄醇、视黄

醛、视黄酸、视黄醇乙酸酯、视黄醇棕榈酸酯等[4,6]; 维生

素 D 主要是维生素 D2 与 D3
[7]; 天然存在的维生素 E 有 4

种生育酚和 4 种生育三烯酚共 8 种类似物[8]; 维生素 K 有

K1、K2、K3、K4 4 种形式, 其中维生素 K1(叶醌)和维生素

K2 (MK-n, 其中 n 是侧链的异戊烯基单元数)是脂溶性维生

素[5,9]。目前在乳制品中脂溶性维生素的主要检测形式包括: 

全反式视黄醇、顺式视黄醇、视黄醇乙酸酯、视黄醇棕榈

酸酯; 维生素 D2 与 D3; 4 种生育酚、生育三烯酚、α-生育

酚醋酸酯; 维生素 K1 与 K2(表 1)。脂溶性维生素对人体有

着不可或缺的作用[6], 缺乏或过量补充脂溶性维生素会引

发人的生理功能障碍或出现中毒反应[10‒11]。 

近年来, 乳制品中脂溶性维生素的分析成为研究热

点, 2001 年至 2021 年, 在 Web of Science 数据库上, 乳制

品中脂溶性维生素及其测定方法的文献数量显著增加, 其

中综述主要涉及食品、血浆以及其他生物体中脂溶性维生

素检测技术的研究进展[3,7,11‒13], 乳制品中脂溶性维生素前

处理的综述较少。高效前处理技术是准确定量的关键, 因

此, 本文综合分析了乳制品中脂溶性维生素前处理技术的

研究进展, 对脂溶性维生素的准确定量以及促进食品安全

检测有积极意义。 

1  前处理技术 

前处理是脂溶性维生素定量分析的关键步骤, 主要

包括: 皂化、酶解、提取和净化等操作, 实现对目标物的

提取, 并去除多糖、蛋白质、脂质等干扰组分。 

1.1  皂化酶解处理 

乳制品基质复杂, 包括多糖、脂类、蛋白质等。乳制

品中的脂质, 如甘油三酯、磷脂、甾醇等与脂溶性维生素

具有相似的溶解度[14‒15], 会影响脂溶性维生素的提取与净

化; 大分子蛋白质也会包埋分析物, 影响测定, 降低分析

物回收率, 造成色谱污染, 缩短色谱柱寿命[3,16]。因此, 在

对样品提取与净化前, 一般会进行皂化或酶解处理, 皂化

可以水解基质中的脂质和酯形式的维生素[17]; 酶解包括脂

肪酶或蛋白酶水解, 释放出包埋的分析物, 利于脂溶性维

生素的提取与检测。 

皂化处理可将乳制品中视黄醇乙酸酯、视黄醇棕榈酸

酯等维生素 A 转化成视黄醇, 将维生素 E 醋酸酯等转化成

生育酚检测[15]。皂化的溶剂一般使用 50% (w:V)的 KOH 或

NaOH水溶液和乙醇混合, 热皂化反应在 60~90℃下, 冷皂

化在常温下处理[18]。热皂化温度较高, 会造成分析物的损

失, 如视黄醇会发生热异构化, 转变为视黄醛, 导致测量 

 
表 1  脂溶性维生素的参数及化学性质 

Table 1  Parameters and chemical properties of fat-soluble vitamins 

 名称 分子式 CAS 影响维生素化学稳定性的参数 

维生素 A 

全反式视黄醇 C20H30O 68-26-8 

对光、氧、酸敏感 
顺式视黄醇 C20H30O 2052-63-3 

视黄醇乙酸酯 C22H32O2 127-47-9 

视黄醇棕榈酸酯 C36H60O2 79-81-2 

维生素 D 
维生素 D2 C28H44O 50-14-6 对光、氧、酸敏感; 

受热异构化; 对碱稳定 维生素 D3 C27H44O 67-97-0 

维生素 E 

α-生育酚 C29H50O2 59-02-9 

对光和氧敏感; 

在光和氧的保护下, 对碱稳定 

β-生育酚 C28H48O2 148-03-8 

γ-生育酚 C28H48O2 54-28-4 

δ-生育酚 C27H46O2 119-13-1 

生育三烯酚 C29H44O2 58864-81-6 

α-生育酚乙酸酯 C31H52O3 7695-91-2 

维生素 K 

维生素 K1 C31H46O2 84-80-0 
对光、酸和碱敏感; 

对热和氧稳定 
甲喹酮-4 (MK-4) C31H40O2 11032-49-8 

甲喹酮-7 (MK-7) C46H64O2 2124-57-4 
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结果偏低[17]。热皂化不适用维生素 K 及其同系物, 其在高

温下被碱性环境快速分解, 可采用冷皂化的方式对维生素

K 的同系物进行处理[3,19]。GENTILI 等[19]在室温避光条件

下比较 KOH 和 K2CO3 两种皂化条件对维生素 K 的提取结

果显示 K2CO3 提取, 分析物峰信号更小, KOH 在水解甘油

酯和释放维生素方面更有效。此外, 当使用 K2CO3 时, 几

乎在维生素 K1 相同的保留时间检测到干扰峰, 维生素 K1

检测结果准确性较差。 

除冷皂化法, 脂肪酶水解的方式也可以对维生素 K

及其同系物进行处理, 但成本较高[20‒21]。对比皂化法, 采

用低温除脂质或者蛋白酶处理的方式, 可有效保留脂溶性

维生素中酯类化合物的形式。ROCCHI 等[22]将液态奶在

‒18℃下低温保存 1 h, 有效去除不同类型液态奶中的脂肪, 

测定 14 种视黄酯。采用蛋白酶酶解法测婴儿配方食品和奶

粉中的乙酸视黄酯和棕榈酸视黄酯时, 可有效释放被包裹

的维生素 A(包括天然酯)[23]。脂溶性维生素在光和氧气条

件下稳定性差, 因此, 样品在前处理时, 可以通过避光、填

充氮气、加入抗氧化剂丁基羟基甲苯和抗坏血酸等操作减

少脂溶性维生素的降解。 

采用皂化技术分析脂溶性维生素 A、D、E、K 时, 维

生素酯形式在碱性条件下水解, 酯形式无法检测; 低温储

存或蛋白酶酶解可以保留脂溶性维生素原形态, 测量信息

更全面。同时, 脂溶性维生素在热皂化条件下, 会导致分

析物的损失, 尤其是维生素 A; 只有较少文献采用低温或

蛋白酶酶解的方法对维生素进行研究[22‒24], 目前并没有文

献对皂化和酶解去除脂质的水解效果进行比较, 为进一步

消除脂质的影响, 有效提取维生素, 对两者的水解效果有

研究必要。 

1.2  样品提取 

皂化或酶解处理后 , 采用液液萃取 (liquid-liquid 

extraction, LLE)提取脂溶性维生素。萃取溶剂主要有正己

烷、异辛烷、乙酸乙酯、石油醚、无水乙醚、甲苯等[25]。

GENTILI 等[17]用正己烷提取牛奶里的维生素 A、D、E、

K, 回收率在 67%~100%之间。SHEHATA 等[26]采用正己烷

和乙酸乙酯:乙醚:石油醚混合物(20:30:50, V:V:V)提取奶粉

中的全反式视黄醇、α 与 δ-生育酚, 并研制标准物质。

GUNESER 等[27]在热皂化水解后用石油醚:乙醚(1:1, V:V)

对牛奶中的维生素 A 与 E 进行提取, 回收率为 81.86%。

NIERO等[28]选择 3 mL正己烷:甲苯(1:1, V:V)提取皂化后牛

奶中的 α 和 γ-生育酚, 回收率为 89%~107%。GILL 等[29]

采用异辛烷提取牛奶和婴儿配方奶粉中的维生素 D3, 回收

率在 94.7%~104.7%之间。GENTILI 等[19]对母乳中维生素

K同系物采用了过夜冷皂化后用 2 mL正己烷提取两次, 维

生素 K1、MK-4 和 MK-7 的回收率在 66%~104%之间。提

取溶剂除了正己烷外, 甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙醇和乙

酸 乙 酯 也 用 于 提 取 脂 溶 性 维 生 素 , 但 回 收 率 低 于

72%[16,30]。由于脂溶性维生素 logKow 在 8.63~12.18 之间, 

正己烷、石油醚等弱极性溶剂较极性较强的溶剂提取回收

率更高。 

LLE是最常见的脂溶性维生素的提取方式, 萃取回收

率较高且成本低廉, 但仍然存在一些问题, 诸如高溶剂消

耗和前处理时间长, 延长了分析物暴露于热、光和空气中

的时间, 因此需严格地控制实验操作, 减少样品损失。 

1.3  样品净化 

乳制品基质复杂, 为减少测量干扰, 常对样品进行净

化处理。固相萃取(solid-phase extraction, SPE)是乳制品中脂

溶性维生素常用的净化方式。报道有 C18、HLB、二氧化硅、

以及大孔径硅藻土等填料的 SPE 柱。SUNARIC 等[31]采用

Bond Elut C18 SPE 柱对乳制品中 α-生育酚和 α-生育酚醋酸

酯净化, 甲醇为洗脱剂, 回收率在 73%~94%之间。HEUDI

等[32]检测婴儿配方奶粉中的维生素 A、D3 和 E 时, 用

Chromabond XTR SPE 柱 , 正己烷为洗脱剂 , 回收率在

87%~112%之间。黄旭等[33]利用串联净化方式对婴儿配方

奶粉维生素 D3 进行处理, 先利用 EXtrelut NT20 SPE 柱, 

用正己烷洗脱, 再用正相硅胶萃取柱净化, 正己烷:乙酸乙

酯(70:30, V:V)洗脱, 回收率为 97.7%~101.6%。TRENERRY

等[34]使用二氧化硅 SPE 柱, 正己烷:乙酸乙酯(80:20, V:V)

洗脱维生素 D3, 回收率在 60%~90%之间。 

SPE 净化可降低基质干扰, 用己烷进行液液萃取与用

C18 SPE 柱进行固相萃取提取维生素 A、D、E 和 K1, 回收

率差异小, 但色谱分析显示, SPE 净化方法谱图杂峰较少, 

基质效应小[35]。SPE 技术对于不同类型脂溶性维生素的同

时分析报道较少, 研制复合型 SPE 填料实现对脂溶性维生

素的高效富集净化有很大的市场需求。 

1.4  其他前处理方法  

简化、快速、小型化、自动化、成本低的前处理技术

是目前脂溶性维生素前处理的发展趋势。基于小型化的分散

液液微萃取技术、加压液体萃取技术、超临界流体萃取技术、

可重复利用的新型材料磁性固相萃取及 QuEChERS 萃取技

术等已经被开发并应用于脂溶性维生素的提取与净化。 

分散液-液微萃取(dispersive liquid-liquid microextraction, 

DLLME)是指萃取剂在分散剂的作用下, 在样品中快速分

散对目标物质进行萃取, 是液液萃取的微型化发展[36]。此

技术包括样品水相、分散剂溶剂和萃取溶剂三元体系。分

析脂溶性维生素常用的萃取剂有氯仿、四氯化碳、四氯乙

烷等, 分散剂有甲醇、乙醇、乙腈等。将萃取剂和分散溶

剂的混合液快速注入水性样品中, 形成微小分散液滴组成

的浑浊溶液, 通过两相之间非常高的接触面积快速提取分

析物。由于溶剂液滴比水重, 会沉降在离心管的底部, 利

于分离。VINAS 等[37]采用 DLLME 结合液相色谱荧光法测
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定顺式和反式视黄醇含量, 样品冷皂化后, 以甲醇为分散剂, 

四氯乙烷为萃取剂对视黄醇进行提取, 并用婴儿配方奶粉

1849a 验证, 测得结果与标准值一致性好。SADRYKIA 等[38]

以乙腈为分散溶剂, 氯仿为萃取溶剂, 用于婴儿配方奶粉

中 α-生育酚醋酸酯分离和净化 , 无需皂化 , 回收率为

89.12%~109.98%。VINAS 等[39]采用正交试验设计向萃取剂

四氯化碳中快速注入分散剂乙腈, 用于提取婴儿食品中维

生素 D2、D3、K1、K2, 回收率为 87%~110%。DLLME 溶剂

用量少, 与色谱技术结合可以分析皮升至微升提取物[38]。 

加压液体萃取(pressurized liquid extraction, PLE)是

在高压(1600 psi)和高温(50℃)下, 在不锈钢容器操作, 没

有光和氧气, 可以减少光热不稳定造成的脂溶性维生素

损失[3]。DELGADO-ZAMARRENO 等[40]使用甲醇作为萃

取剂提取婴儿配方奶粉中维生素 E, 以水性硅藻土作为干

燥剂或分散介质, 以防止样品颗粒聚集, 用甲醇稀释提取

物后过滤, 直接进行检测, 测得回收率在 92%~106%之间。

PLE 自动化程度高、溶剂用量少、提取时间短。 

超临界流体萃取(supercritical fluid extraction, SFE)利

用压力或温度产生一种超临界流体, 对固体或液体样品的

有效组分进行萃取、分离[41]。BERG 等[42]使用改性 CO2

作为超临界溶剂、水凝胶作为水吸附剂萃取牛奶中的维生

素 A 和 E, 在牛奶和奶粉基质中回收率达 76%~101%。

TURNER 等[43]开发了从奶粉中提取维生素 A 和 E 的超临

界流体萃取工艺, 静态与动态模式相结合的提取方式, 然

后进行皂化, 维生素 A 与 E 的回收率均高于 90%。与溶剂

萃取法相比, SFE 不仅可实现自动化, 而且有机溶剂用量

少, 萃取速度更快, 效率更高, 对环境友好[42]。 

磁 性 固 相 萃 取 (magnetic solid phase extraction, 

MSPE)是以磁性或可磁化的材料作为吸附基质的一种分

散固相萃取技术。 JIAO 等 [44]通过石墨烯包覆的磁粉

(Fe3O4@graphene)直接从牛奶样品中捕获维生素 D2 和 D3, 

仅用 0.5 mL 溶剂洗脱后进行磁场分离 , 回收率为

75.5%~89.3%, 同时该材料显示出长期稳定性, 可重复利

用。MSPE 技术有机溶剂消耗少, 操作简单[45]。卢轶男[46]

使用沉淀聚合法合成了一种分子印迹聚合物, 实现了对维

生素 E 的特异性吸附, 吸附量达 38.76 mg/g, 分子印迹材

料在脂溶性维生素的分析方面具有一定的应用前景[47]。 

QuEChERS方法兼具提取与净化功能, 先用有机溶剂进

行提取, 再利用吸附剂填料与提取液基质中的杂质相互作用, 

吸附杂质从而达到净化的目的[48]。KIM 等[49]采用 QuEChERS

分析维生素强化纳米乳液和强化酸奶中维生素 D2、D3、K1

和K2, 乙腈萃取后离心, 然后将乙腈层采用MgSO4和PSA净

化, 离心后过膜检测, 该方法回收率为 104.0%~109.2%, 检出

限(limit of detection, LOD)为 0.03~0.25 μg/L, 定量限(limit of 

quantitation, LOQ)为 0.10~0.77 μg/L。该方法比用 DLLME

婴儿食品中提取维生素 D2、D3、K1、K2 的 LOD 与 LOQ

分别提高了 12.4 倍和 5.3 倍[37,50]。此外, QuEChERS 方法

可以避免耗时的皂化步骤, 使用环境友好的溶剂从维生素

强化样品中有效提取维生素 D 和 K。 

与常规皂化、液液提取、SPE 净化相比, 新型前处理

技术在简化、快速、小型化、自动化、成本低等方面都有

进步。DLLME 与液液萃取相比, 有机溶剂的消耗少, 提取

溶剂一般小于 1 mL, 而液液提取有机溶剂用量一般在

10~50 mL[29,38,51]。QuEChERS 萃取实验步骤简单, 可实现

多类型的维生素提取, 方法 LOQ 较液液提取方法灵敏度

高[17,49]。加压液体萃取在密闭不锈钢容器内操作, 减少了

由于光热不稳定导致的维生素的降解, 维生素的回收率比

皂化后液液提取回收率高 10%左右[27,40]。磁性固相萃取材

料结合电化学传感器可同时测定多种脂溶性维生素, 且适

用于多种不同样品基质 [52], 为脂溶性维生素定量分析提

供了一种高性能的选择。新型、绿色前处理技术增加了

乳制品前处理过程的选择性 , 但由于成本高 , 新型提取

技术在大规模水平的应用受到限制; 新型前处理方法的

提取效果需进一步评估, 评估过程可采用响应面方法进

行提取优化, 确定新型前处理方法提取脂溶性维生素的

最佳参数, KIM 等[49]已经用响应面方法对 QuEChERS 萃取

进行了参数优化, 获得较好的实验效果。 

2  展  望 

我国已建立了食品中维生素 A、D、E 的国家标准检

测方法 GB 5009.82—2016《食品安全国家标准 食品中维

生素 A、D、E 的测定》, 采用液液提取技术, 对于复杂的

基体, 可以考虑增加净化技术, 减少基质效应。另外, 可以

考虑增加维生素不同形态的测定, 比如生育三烯酚以及不

同酯形式维生素等的测定。 

除了常规的皂化和液液提取、SPE 净化技术, 许多新

兴前处理技术, 包括超临界流体萃取、QuEChERS、新材

料 MSPE 等逐渐用于脂溶性维生素的前处理分析, 均有较

好的应用效果。综合分析目前的前处理方法, 不同类型脂

溶性维生素的同时检测、不同存在形式的全面高效提取技

术是发展趋势。在未来的前处理方法研究中, 可重点针对

脂溶性维生素稳定性差, 开发便携式一体化密闭式处理系

统, 减少光、氧气对维生素的影响。针对乳制品基质复杂

问题, 需开发特异性识别的新型材料, 如磁性固相萃取分

子印迹材料, 具有较好的应用前景。另外, 自动化提取步

骤, 也是前处理技术的发展方向。 
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