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实验技术与方法
加速溶剂萃取结合亲水液相色谱柱分离测定坚果中的 6种生育酚异构体

郑熠斌!潘晓东!许娇娇!黄百芬
!浙江省疾病预防控制中心"浙江 杭州$#%&&7%#

摘$要!目的$建立加速溶剂萃取"3_2#结合亲水液相色谱"S\=\a#柱分离测定坚果中 6 种生育酚异构体的方

法% 方法$’ B坚果样品经 3_2提取富集后!用 12S39.̂)色谱柱"%7& 99o#@& 99! %@F !9#分离!以 D&E正己

烷!%&E叔丁基甲基醚!四氢呋喃!甲醇"’&8%8&@%!!<!#作为流动相等度洗脱!荧光检测器激发波长 ’D> 09!发射波

长 #’6 09检测!外标法定量% 结果$> 种生育酚在 &@7 A6&@& !B<9;$> 种生育三烯酚在 &@7 A#&@& !B<9;之间具

有良好的线性"9’ G&@DD6#!方法检出限在 &@&#’ A&@&F& 9B<CB之间!方法定量限范围 &@&D" A&@’%& 9B<CB!三个

水平加标回收率在 6F@7E A%%>@’E之间!" 次重复测定相对标准偏差"718#均"%’E% 结论$本方法具有良好的

灵敏度$回收率和重复性!适用于坚果中 6 种生育酚异构体的含量分布的测定%
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$$维生素 2#生育酚"g$是人体必需的脂溶性维
生素 (%) "主要来源于各种植物种子"对动物生长’骨
骼及视力发育’繁殖和免疫功能的影响尤为重要"
也能防止身体退行性病变’常见的癌症以及心血管
疾病 (’) * 根据其色环上的甲基数目及位置的不同"
可分为 > 种生育酚#"!g"!!g"$!g"%!g$以及不饱和
形式的 > 种生育三烯酚#"!g#"!!g#"$!g#"%!g# $

(#) "
不同的生育酚异构体的生物学活性有着较大区别"

如 $!g虽然在坚果中普遍含量较高"但其活性只有
"!g的 %<%&"近期研究 (>)表明生育三烯酚具有降低
低密度胆固醇生物合成等特殊的生物学作用* 所
以分别分析定量生育酚异构体对明确食物中生育
酚对生物体的作用具有重要意义*

目前生育酚的检测方法主要有液相色谱#=a$

法 (7!D) ’高 效 液 相 色 谱!质 谱 联 用 # Sc=a!‘_ $

法 (%&!%%) ’气相色谱 #Ya$法 (%’) ’毛细管电泳 #a2$

法 (%#)等"但对 6 种生育酚异构体同时检测的方法鲜
有报道* a2法灵敏度较低"且对脂溶性成分的分离
难度大* =a法与 Ya法比较"前处理过程相对简
单"更适用于生育酚的检测"但要达到 6 种生育酚异
构体同时分离检测"对分离手段有着更高的要求*
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本试验选用亲水液相色谱 #S\=\a$ 模式的 12S
39.̂)氨基色谱柱"可对 6 种生育酚异构体实现基
线分离* 选用的荧光检测器能很好的满足灵敏度
与选择性的需求 (%>) *

样品前处理过程是影响整个分析效率的决速
步骤"也是造成检测结果误差的主要来源* 在目前
针对生育酚的检测的前处理方法中"被应用最多的
是皂化!液液萃取的经典方法 (%7) "该法过程繁琐’耗
时长’有机试剂用量大* 与营养强化食品不同"天
然食品中生育酚异构体基本以游离态而非以酯等
结合态的形式存在于油脂当中 (%") "因此可以直接提
取* 基于此"本试验将加速溶剂萃取#3_2$应用于
坚果样品的前处理"该方法自动化程度高"全程避
光且与氧气接触少"很好的避免了试验过程中生育
酚异构体的氧化分解"而且耗时短"有机试剂消耗
少"是对坚果样品理想的前处理方法 (%F) *

本试验研究利用 3_2技术提取坚果样品中的
脂溶性成分"用 12S39.̂)氨基柱分离!荧光检测
器检测其中的 6 种生育酚异构体的方法* 方法优化
了色谱分离条件"用田口设计试验法优化了 3_2的
条件* 试验结果表明本方法简便’快速’准确"重现
性好"为 6 种生育酚异构体的定性与定量检测提供
了一种高效可行的色谱检测方法*

%$材料与方法
%@%$主要仪器与试剂

加速溶剂萃取仪#配备 %%’’’’## 9;萃取池"中
国北京吉天公司$’%’"& 高效液相色谱仪#配备荧光
检测器"美国 3B.;)04$’1UaS\旋蒸浓缩仪 #瑞士
1UaS\$’1.:4*B)氮吹仪#瑞典 1.:4*B)$*

正己烷’叔丁基甲基醚’四氢呋喃’甲醇均为色
谱纯""!生育酚#a3_%%&%D%!>%!&$’!!生育酚#a3_%
%>6!&#!6 $’ $!生 育 酚 #a3_% 7>!’6!> $’ %!生 育 酚
#a3_%%%D!%#!%$’"!生育三烯酚#a3_%%F’%!7%!#$’
!!生育 三 烯 酚 #a3_% >D&!’#!# $’ $!生 育 三 烯 酚
#a3_%%>%&%!"%!’$’%!生育三烯酚 #a3_%’7"%’!7D!
#$均购自美国 aM-:9*̂)P"纯度均 GD"E&乙醚’石
油醚均为分析纯"硅藻土* 本试验所用坚果样品均
购于杭州超市*
%@’$方法
%@’@%$标准溶液的配制

取各标准物质 %&@& 9B"用乙醇定容至 %& 9;"
按照 Y17&&D@6’!’&%" ,食品安全国家标准 食品
中维生素 3’h’2的测定- (%6)校准储备液浓度* 按
需求转移一定量的储备液至进样瓶">& m氮吹干后
用流动相稀释成混合标准溶液系列"> 种生育酚浓

度为 &@7’%@&’7@&’%&@&’’&@&’>&@&’6&@& !B<9;"
> 种生育三烯酚浓度为 &@7’ %@&’ ’@&’ >@&’ 6@&’
%7@&’#&@& !B<9;的 6 种混合标准工作液*
%@’@’$样品处理

加速溶剂萃取%准确称取 ’ B坚果样品#已混匀
的可食部分$"’ B硅藻土"混匀后装入 %% 9;的萃取
池中"空隙用硅藻土填充* 萃取溶剂为正己烷"温
度 %%& m"压强 %&@& ‘c*"静态提取 %&& ?"循环
# 次"用溶剂快速冲洗样品"氮气吹扫收集全部提取
液* 将收集瓶中的提取液转移至旋蒸瓶中并用正
己烷冲洗收集瓶"合并正己烷提取液"用旋转蒸发
仪浓缩至干"用流动相定容至 %& 9;"取 % 9;过
&@’’ !9滤膜"待 Sc=a分析*
%@’@#$仪器条件

色谱%V*4)-?3ajU\gOg‘ Uc=a12S39.̂)色
谱柱#%7& 99o#@& 99" %@F !9$&柱温 #& m&流动
相%D&E正己烷"%&E叔丁基甲基醚!四氢呋喃!甲
醇#’&8%8&@%"!<!$&流速 &@6 9;<9.0&等度洗脱&荧
光检测波长%激发波长 ’D> 09"发射波长 #’6 09&进
样量 7 !;*

’$结果与分析
’@%$加速溶剂萃取条件优化

本试验通过检测 3_2所提取的植物油的量来
衡量生育酚的提取效率"并通过优化 3_2的试验条
件来提高油脂的提取率* 影响加速溶剂萃取结果
的主要因素是萃取剂’萃取温度’萃取时间 (%D) * 基
于此"本试验使用田口设计试验法设计了 =D ##

> $正
交表并安排试验"# 个因素分别为萃取剂(正己烷’
石油醚’正己烷!石油醚#%8%"!"!$)’萃取温度#D&’
%%&’%’& m$’萃取时间#%&&’’&&’#&& ?$"各因素对
提取效率的影响如图 % 所示* 通过软件分析可知在
压力为 %& ‘c*时"萃取溶剂为正己烷"温度 %%& m"
静态提取 %&& ?时为最佳萃取条件*

图 %$不同因素水平对加速溶剂萃取效率的影响
N.B+-)%$2P4-*/4.:0 -*4.:(Z^.LL)-)04;),);?:LL*/4:-?
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’@’$色谱条件的优化
为了更好地与 3_2方法衔接"本试验选用了正

相色谱法来分离检测 6 种生育酚异构体* 硅胶柱是
正相色谱分离生育酚异构体的常用柱(#) "而本试验首
次将 S\=\a色谱柱应用于正相色谱系统中生育酚异
构体的分离检测并与硅胶柱的分离效果进行了对比
#图 ’$* 针对正相液相色谱中存在的保留时间不稳

定的问题(’&) "本试验通过加入四氢呋喃和甲醇"并调
节流动相流速来增强出峰时间的稳定性&通过对比也
发现 12S39.̂)较普通的硅胶柱与氨基柱在分离检
测生育酚异构体时消耗的有机试剂量更少"分离度更
好"峰形更对称"保留时间也更稳定"因此"本方法选
用 12S39.̂)柱作为色谱分离柱* 在实际样品的检
测中"优化后的色谱条件也有着较好的表现*

注%3为 12S39.̂)柱分离色谱图&1为 _+0L.-)硅胶柱分离色谱图&% A6 分别为%"!g’"!g# ’!!g’$!g’!!g# ’$!g# ’%!g’%!g#

图 ’$不同色谱柱分离生育酚异构体混合标准溶液色谱图
N.B+-)’$aM-:9*4:B-*9:L?4*0^*-̂ ?:;+4.:0 d.4M 4M)^.LL)-)04/:;+90?

’@#$线性范围和灵敏度
将 6 种生育酚异构体系列标准工作液按 %@’@#

仪器条件进行测定"绘制样品浓度#5"!B<9;$与峰
面积#6$的标准曲线"进行线性回归分析* 方法对 6
种生育酚异构体的检出限#=Xh"1"2n#$’定量限
#=Xj"1"2n%&$如表 % 所示* 本方法在 %@’@% 所
配制的标准浓度范围内线性良好*

表 %$线性方程及 =Xh’=Xj

g*(;)%$=.0)*-)R+*4.:0";.9.4:L̂)4)/4.:0 *0^ ;.9.4

:LR+*04.4*4.:0

化合物 回归方程
相关系
数 9’

=Xh
<#9B<CB$

=Xj
<#9B<CB$

"!g 6n&@FD6F’5l&@%&D’D &@DD6 &@&7& &@%7&

!!g 6n%@%FF7’5l&@&’&’& &@DDD &@&>& &@%’&

$!g 6n%@’&F&"5l&@&F&7# &@DDD &@&#’ &@&D"

%!g 6n%@’&&%75f&@&’F>7 &@DDD &@&#7 &@%&7

"!g# 6n&@###’%5l&@&&>"> &@DD6 &@&F& &@’%&

!!g# 6n&@FF%D%5l&@&#6F7 &@DDD &@&"> &@%D’

$!g# 6n&@>DD&65l&@&’&F7 &@DD6 &@&7& &@%7&

%!g# 6n&@"&#DD5f&@&&D#7 &@DDD &@&76 &@%F>

’@>$方法的加标回收率和精密度
在低含量样品中添加 &@’’&@7 和 ’@& 9B<CB的

生育酚混合标准溶液"于暗处放置 #& 9.0"按 %@’@’
进行前处理操作后"按 %@’@# 进样测定"以浓度值计
算加标回收率* 分别进行了日间’日内三水平 # 平
行试验"结果见表 ’* 各生育酚异构体的加标回收

率在 6F@7E A%%>@’E之间"相对标准偏差 #718$
在 %E A%’E之间* 方法的回收率和重现性均较
理想*
’@7$实际样品测定

在优化试验条件下"对扁桃仁’松仁’开心果’
花生共 #& 份样品中的生育酚含量进行了分析"采
用保留时间定性"外标法定量"分析结果见表 #*
由此可见"坚果中皆富含多种生育酚异构体"但各
生育酚异构体的含量分布差异较大"在所检测的
样品中"扁桃仁具有最大的 "!生育酚当量"而开心
果中同时存在 6 种生育酚异构体"花生中生育酚
的总量较低且异构体种类相对其他样品少* 在本
试验设定条件下样品及标准样品均能得到较好分
离"样品中生育酚异构体的分离状况见图 #*

#$小结
本试验建立了 3_2结合 S\=\a柱分离测定坚

果中 6 种生育酚异构体的方法* 本研究通过田口设
计技术对 3_2条件进行了优化"样品提取耗时仅需
%& 9.0"同时使得方法的自动化程度更高"有效减少
了有机试剂的使用量"对环境更友好* 本方法具有
操作简单’灵敏度高’回收率和重现性好"结果准确
可靠的特点* 适用于坚果中 6 种生育酚异构体的检
测"为进一步研究天然食物中脂溶性维生素异构体
的分布提供了一种简单’快速的分析方法*
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表 ’$方法的日内与日间回收率#( n#$

g*(;)’$I)/:,)-.)?:L.04-*̂*Z<.04)-̂*Z
加标量
<#9B<CB$

"!g<E !!g<E

日内回收率 日内 718 日间回收率 日间 718 日内回收率 日内 718 日间回收率 日间 718
&@’ D&@" %& D’@7 6 6F@7 7 66@% D
&@7 %%&@# > DD@6 6 6F@6 " D&@" 6
’@& %&%@’ # %&#@7 > DF@" ’ D7@" 7

加标量
<#9B<CB$

$!g<E %!g<E

日内回收率 日内 718 日间回收率 日间 718 日内回收率 日内 718 日间回收率 日间 718
&@’ D&@6 6 D7@" 6 %&’@> 6 D>@6 "
&@7 D#@’ " D"@# F DD@% %% DD@6 %&
’@& D&@& % D7@" 7 D’@7 7 D"@" #

加标量
<#9B<CB$

"!g# <E !!g# <E

日内回收率 日内 718 日间回收率 日间 718 日内回收率 日内 718 日间回收率 日间 718
&@’ %&%@& > %&7@7 6 D#@6 %% D"@# %&
&@7 %&%@> 6 DD@6 > %%&@& ’ %%>@’ 6
’@& %&&@D F %&&@’ 7 %%>@’ F %&"@6 "

加标量
<#9B<CB$

$!g# <E %!g# <E

日内回收率 日内 718 日间回收率 日间 718 日内回收率 日内 718 日间回收率 日间 718
&@’ %&&@6 %& D"@7 F D>@D 7 D6@& "
&@7 %&"@F %’ %&7@" %% DD@7 " DF@& F
’@& %&’@" %& %&>@7 7 DF@D D D"@" D

表 #$坚果样品中生育酚异构体的含量分布#$5p."9B<CB$
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注%( 为样品数&!表示含量低于 =Xj未计算

注%*K混合标准溶液&(K扁桃仁&/K松仁&^K花生&)K开心果
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实验技术与方法
阴离子交换色谱!氢化物发生!原子荧光光谱联用测定片剂类

富硒保健品中 > 种形态硒

张妮娜%!’!任武洁#!刘丽萍%!’!>!陈绍占%!’!王小艳%!’!王晓伟%!’

!%K北京市疾病预防控制中心"北京$%&&&%#$ ’K北京市预防医学研究中心"北京$%&&&%#$
#K北京市通州区疾病预防控制中心"北京$%&%%&&$ >K首都医科大学公共卫生学院"北京$%&&&"D#

摘$要!目的$建立了阴离子交换色谱!氢化物发生!原子荧光光谱联用测定富硒保健品中硒酸根+ _)"k\#,$亚硒

酸根+_)"\k#,$硒代胱氨酸"_)aZ?’ #和硒代蛋氨酸"_)‘)4#的方法% 方法$采用 S*9.;4:0cIc!T%&& 阴离子交换柱
"’7& 99o>@% 99!%& !9#!以 >& 99:;<=磷酸氢二铵"bSn"@&#为流动相!在 %’ 9.0 内可完全分离 > 种硒形态%

结果$_)"\k#$_)"k\#$_)aZ?’ 和 _)‘)4的检出限分别为 &@67$%@&F$&@D% 和 %@F# !B<=!标准曲线相关系数均 G

&@DDD 7!加标回收率为 6&@’E A%&6@FE!相对标准偏差"718#均 H7@&E% 比较了不同提取方法对片剂类富硒保

健品中 > 种硒形态的提取效果!以亚硒酸盐为硒源的样品采用 &@" 9:;<=盐酸提取效果理想!提取率 GD’E&含有

有机硒的保健品采用蛋白酶 ]提取!提取率 G6’E% 结论$本方法快速$简单$准确!适用于测定片剂类富硒保健

品中硒形态!为监督富硒保健食品的质量提供技术支持%
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