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引言  

植物油是食品、化妆品和个人护理品的重要成分，主要来自

于世界各地的22种油料作物。生产加工、贮存、运输和销售

各环节都对植物油的质量起着至关重要的作用。偶发事件和

故意事件均会导致植物油的交叉污染。现已颁布了包括315/
93/EEC、2568/91/EEC、EC 333/2007和EC 640/2008在内的多部法

规，要求鉴定植物油的品质，并避免污染，从而保障公共健

康和公平交易
1。

为了确保产品质量，满足法规要求并维护公司最有价值的资

产——品牌形象，植物油公司对植物油的生产过程，从原料

到成品全过程进行监控。目前，植物油分析主要依靠气相色

谱法(GC)和高效液相色谱法(HPLC)。气相色谱法要求在

分析前进行衍生化，这既耗时又费力
2
。为了实现完全分离，

普通的高效液相色谱法要求使用卤代溶剂或使用会使运行时

间更长的非卤代溶剂
3-6，

。自卤代溶剂被认识到具有致癌作

用后，卤代溶剂的使用在大多数实验室受到了限制。因此，

人们对用于植物油质量控制和品质鉴定更有效的分析工具的

需求日渐增加。

ACQUITY UPLC®系统是新一代液相色谱平台。使用UPLC®/PDA/ELSD/
质谱检测器，可以更快进行筛选、在不使用卤代溶剂

7-10
条件

下对植物油的表征建立高分离度的方法。只需一次进样，超高

效液相色谱(UPLC)系统就能得到多种类型的数据，产生重现好

的指纹图谱数据，鉴别甘油三酸酯的组分，并评估植物油氧化

和分解程度。与普通的高效液相色谱相比，超高效液相色谱缩

短了分析时间，减少了溶剂用量，并能从一次进样中提供更高

分离度并带有更多信息的色谱图。因此，超高效液相色谱法的

性价比更高。

本技术文献描述了用于植物油质控和品质鉴定的更为高效的

系统解决方案，即使用UPLC和EmpowerTM 2软件的用户自定义字

段的计算功能，自动定量并报告植物油样品是否符合用户设

定的质控标准。此方案不再需要人工计算，从而避免了可能

的人为误差并能够快速而准确地报告关键信息。掌握了准确、

及时的结果，决策者就能提高交货效率和产量，即减少不合

格产品，避免产品召回，并最大限度地减少责任诉讼。本文

的实验部分提供了关于自定义字段计算的例子，并附有其详

细步骤。



实验

样品准备：

食用油，购买自当地的食品杂货店。用2-丙醇将食用油样品

稀释为6 mg/ml的溶液，以备分析之用。

超高效液相色谱条件：

超高效液相色谱系统： ACQUITY UPLC，PDA检测器

软件：   Empower 2

PDA参数：

检测波长：  195-300nm
采样率：  20 pts/s
过滤响应速度：  快

超高效液相色谱参数：

色谱柱：  ACQUITY BEH C18 2.1 x 150 mm
弱洗脱：  2-丙醇(每次洗脱用量：500 µL)
强洗脱：  2-丙醇(每次洗脱用量：500 µL)
充填洗脱：  10%的CH3CN水溶液(每5分钟)

流动相A：  CH3CN
流动相B：  2-丙醇

柱温：   30°C
进样量：  2 µL(满环定量)

  

梯度条件：  

 时间 (min)  流速 (mL/min)  %B 曲线  

 0 0.15 10 —  

 22 0.15 90 6 

平衡色谱柱和UPLC系统条件：

 时间 (min)  流速 (mL/min)  %B 曲线  

 0 0.13 100 —  

 18 0.13 10 11 

 21.5 0.7 10 11 

 24.5 0.15 10 11 

 25 0.15 10 11

说明：运行样品组之前，先进一针空白试样2-丙醇；该检测值被用作
PDA 3D谱图的空白扣除。

用于鉴定特纯天然橄榄油A质量的质控标准： 

为了便于演示，我们从纯天然橄榄油A的典型色谱图中

选取六个峰。选择其中的一个峰作为标记峰，其余的峰

为指示峰。“峰面积比(指示峰面积除以标记峰面积)

±3xSTDEV”用作指示峰的质控标准。

1. 指示峰3O(峰面积OOL/标记峰面积)>0.84或<0.86，则合格；

  否则不合格。

2. 指示峰OOL(峰面积OOL/标记峰面积)>1.18或<1.21，则合格；

  否则不合格。

3. 指示峰LLO(峰面积LLO/标记峰面积)>0.39或<0.41，则合格；

  否则不合格。

4. 指示峰LLL(峰面积LLL/标记峰面积)>0.039或<0.045，则合格；

  否则不合格。

5. 指示杂质峰(杂质峰面积/标记峰面积)<0.42，则合格；

  否则不合格。

 



创建计算峰面积比自定义字段的步骤
11
： 

1.    点击“配置系统”，进入配置管理员；在树形结构

   中点击“项目”。

2.    选择并右击所需的项目。

3.    选择“属性”，打开“项目属性”窗口。

4.    点击“自定义字段”标签；然后点击“新建”，

   打开“数据和类型选择”窗口(图1)。
5.    在字段类型中选取“峰”，在数据类型中选取“实

   数(0.0)”；然后点击“下一步”打开“选择来源”

   窗口，如图2所示。

6.   在“数据来源”中选择“计算”，在“样品类型”

   和“峰类型”中选择“全部”；在“搜索顺序”

   中选择“只限于结果组”，然后在弹出窗口中点击

   “确定”；不要勾选“全部或没有”以及“丢失峰”选项；

   点击“下一步”，打开“输入公式”窗口，如图3所示。

7.    将面积/IS[面积]输入至字段中；点击“下一步”，打开

  “数值型参数”窗口(使用默认值)。

8.    点击“下一步”，打开“输入名称”窗口。

9.    输入新的字段名(例如，此处所用的字段名是“Ratio _IS”)；
       在“创建该字段”中选择“项目”。

10. 点击“完成”，这样就创建了一个名为“Ratio_IS”的自定

   义字段，用于计算峰面积比，如图4所示。

 

图1 “选择数据和
类型”窗口

 

图2 “选择来源”
窗口

 

图3 “输入公式”
窗口

 

图4 编辑自定义字段
“Ratio_IS”窗口

 

说明：面积是指色谱
图中任何可见峰的峰
面积。IS[面积]被定
义为名为IS峰的峰面积。



创建自定义字段并根据特定指示峰面积比的标准确定“合

格”或“不合格”的步骤如下：

1.   点击“配置系统”，打开配置管理员；在树形结构中点

   击“项目”。

2.   选择并右击所选择的工作项目。

3.    选择“属性”，打开“项目属性”窗口。

4.   点击“自定义字段”标签；然后点击“新建”，打开

  “数据和类型选择”窗口，如图1所示。

5.   在字段类型中选择“峰”，在数据类型中选取

  “布尔(0.0)”；然后点击“下一步”，打开“选择来源”

   窗口。

6.   在“数据来源”中选择“计算”，在“样品类型”和

  “峰类型”中选择“全部”；在“搜索顺序”中选择

  “只限于结果组”，然后在弹出窗口中点击“确定”；

       选择“全部或没有”选项，在弹出窗口中点击“是”；

   然后点击“下一步”，打开“输入公式”窗口。

7.   将以下公式输入至字段中：

 

 

 

  

GTE(3O[Ratio_IS],0.841)&LTE(3O[Ratio_IS],0.859])
 

*EQ(Name,“3O”)+NEQ(Name,”3O”)*-1*50000   
 

8. 点击“下一步”，打开“翻译定义”窗口，如图5所示。

9. 在“0”旁边，输入“不合格”；在“1”旁边，输入

 “合格”；然后点击“下一步”，打开“输入名称”窗口。

10. 输入一个名称(例如，此处使用的是“Oly_OOO”)；在

  “创建该字段”中选择“项目”。

11. 点击“完成”，这就创建了一个名为“Oly_OOO”的自

   定义字段用于检验峰面积比(OOO峰面积除以标记峰面积)

   是否符合指示峰OOO的质控标准，如图6所示。

重复进行第1-8步，以确定其余的指示峰是否合格：

对于指示峰OOL，在第4步中，在“输入公式”窗口中输入

以下公式：

 

 

GTE(OOL[Ratio_IS],1.18)&LTE(OOL[Ratio_IS],1.21]) 

*EQ(Name,“OOL”)+NEQ(Name,“OOL”)*-1*50000.  在第7步中，

在字段名中输入“Oly_OOL”，创建字段“Oly_OOL”，以检验
峰面积比(OOL峰面积除以标记峰面积)是否符合质控标准。

 

对于指示峰LLO，在第4步中，在“输入公式”窗口中输入以

下公式：

GTE(LLO[Ratio_IS],0.39)&LTE(LLO[Ratio_IS],0.41])*EQ(Name,“

LLO”)+NEQ(Name,“LLO”)*-1*50000. 在第7步中，在字段名中

输入“Oly_LLO”，创建字段“Oly_LLO”， 以检验峰面积比

(LLO峰面积除以标记峰面积)是否符合质控标准。

对于指示峰LLL，在第4步中，在“输入公式”窗口中输入以

下公式：
 

GTE(LLL[Ratio_IS],0.039)&LTE(LLL[Ratio_IS],0.045])*EQ(Name

,“LLL”)+NEQ(Name,“LLL”)*-1*50000. 在第7步中，在字段名中

输入“Oly_ LLL”，创建字段“Oly_ LLL”， 以检验峰面积比

(LLL峰面积除以标记峰面积)是否符合质控标准。

图5 翻译定义窗口

 

图6 自定义字段“Oly_OOO”窗口

对于杂质指示峰，在第4步中，在“输入公式”窗口中输入

以下公式：  

GT(Impurity[Ratio_IS],0.42)*EQ(Name,”Impurity”)+NEQ(Name,“ 

Impurity”)*-1*50000.  在第7步中，在字段名中输入“Oly_Impurity”，

创建字段“Oly_ Impurity”，以检验峰面积比(杂质峰面积除

以标记峰面积)是否符合质控标准。



图7 定时组窗口

图8 组分窗口  
说明：可根据用户组的标准对标记峰和指示峰进行命名并加标签。

本方法用定时组功能计算杂质峰的总和：

1. 在“编辑处理方法”窗口中，选择“定时组”标签，

  如图7所示。

2. 在“名称”字段中输入杂质名称，在“开始时间”字

  段中输入“3”，在“结束时间”字段中输入“13.6”。

3. 勾选“不包括已知峰”字段。

在处理方法中标记选定的标记峰和指示峰：

1. 在“编辑处理方法”窗口中选择“组分”标签。
2. 将保留时间为9.81 min的峰名称改为IS，在“峰标签”字段
  中输入“标记峰”，如图8所示。
3. 将保留时间为13.79 min的峰名称改为3L，在“峰标签”字
  段中输入“LLL”。
4. 将保留时间为14.85 min的峰名称改为2LO，在“峰标签”字
  段中输入“LLO”。
5. 将保留时间为15.87 min的峰名称改为2OL，在“峰标签”字
  段中输入“OOL ”。
6. 将保留时间为16.85 min的峰名称改为OOO，在“峰标签”字
  段中输入“OOO”。

 



在处理方法中创建命名组的步骤：

1.   在“编辑处理方法”窗口中选择“命名组”标签。

2.   在“名称”栏中输入3O、LLL、LLO、OOL和Oly，如

   图9所示。

3.   分别将OOO、3L、2LO、2OL和IS从“单峰组分”拖至

   各自相应的命名组中，如图9所示。

 

 

 

创建合格或不合格报告模板的步骤：

1.   点击“方法”标签，选择一份报告，右击该报告；

   选择“打开”，以显示“编辑报告方法”窗口。

2.   在“编辑报告方法”窗口中选择“新建”，打开

  “新方法／组”窗口。

3.  选择“创建新报告方法”，勾选“使用报告方法／

   组向导”选项；然后点击“确定”，打开“报告方

   法模板向导”。

4.  选择“单个报告”，然后点击“下一步”，打开

 “新方法向导”窗口。

5.  在报告类型中选择“单个”，然后点击“完成”，

   显示一个报告方法模板。

6.  在色谱图上右击，选择“属性”，打开“色谱图属

   性”窗口(图10)。

7.    选择“峰标签”，勾选“仅使用峰标签”，然后点

   击“确定”。

8.    右键单击“表”，选择“属性”，打开“表属性”

   窗口。

9.   选择“峰”标签，勾选“峰组”。

10.  点击“表”标签，然后在树形结构中点击所需的峰。

   双击每个指示峰，以将相应的自定义字段添加到结

   果表格中，如图11所示。

11. 点击“确定”，输入该报告模板的名称(例如，此

   处显示的名称是“特级天然橄榄油质控报告”)，

   然后在工具栏中点击“保存”。

 

 

图10 色谱图属性窗口

图9 命名组窗口

说明：可创建一个自定义报告模板，仅用于显示选定的指示峰。



图11 表属性窗口

结果和讨论

 

 

图12 大豆油样品的蒸发光散射色谱图：Alliance® 2695高效液相色谱仪，

两根3.9 x 15 cm的Symmetry® C18色谱柱，流动相A(乙腈)，流动相B(二氯甲烷)，

温度：30°C，流速0.57 mL/min；色谱条件：前72分钟内的梯度变化为

20%-60%(曲线6)，然后使用100%B(曲线11)并保持10分钟，最后用20%B

平衡色谱柱40分钟。
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不使用卤代溶剂做流动相的普通高效液相色谱法很难分离植

物油的主要组分——甘油三酸酯。图12为普通高效液相色

谱法(2根5µm粒径颗粒填充的150mm长的C18柱，蒸发光散射

检测器ELSD)得到的大豆油的典型色谱图，使用乙腈和二氯

甲烷作为流动相，实现该分离需要60多分钟。由于二氯甲

烷在240nm以内具有紫外吸收，这会干扰甘油三酸酯的紫外

吸收(最大波长吸收值约210nm)，因此使用蒸发光散射检测

器(ELSD)进行检测。

ACQUITY UPLC系统的设计特点是使用小颗粒装填技术的高

效色谱柱，以进行更快速、更灵敏和更高分离度的分离。

UPLC的溶剂传送系统能承受高达15,000 psi的背压，因此能

够使用2-丙醇等高黏度溶剂进行植物油分析。由于2-丙

醇对植物油的溶解性好
12
、低毒，透射度限制低，便于

对甘油三酸酯进行紫外检测，因此2-丙醇被选作强洗脱

液。图13为关于同一大豆油样品的10张叠加的紫外色谱

图说明UPLC法的重现性，此分离使用1.7µm粒径的

2.1 x 150mm的 BEH C18色谱柱，乙腈/2-丙醇作为流动相，

整个运行时间缩短为22分钟。图12和图13比较，具有相

似的甘油三酸酯峰型，但UPLC法具有更高的分离度，更

短的运行时间。数据表明不使用致癌溶剂作为流动相，

使用 UPLC分离植物油中的组分具有明显优势。用于植物

油分析的乙腈/2-丙醇流动相的UPLC系统可使用PDA、
ELSD和MS检测器，不像其他用于普通高效液相色谱法的

溶剂。一次进样便可得到多种数据类型，并可以产生可

重现的指纹图谱数据
7
，通过质谱法鉴别甘油三酸酯组

分
10
，并用PDA多波长扫描测定植物油的氧化程度

8
。

目前已知植物油具有特征的甘油三酸酯比，这对植物油

指纹图谱
5-8
的鉴别很有用。如图14-16所示，核桃油、葡

萄籽油、芝麻油、特级天然橄榄油A、特级天然橄榄油B、
榛子油、茶籽油、玉米油、加拿大低酸油、高油酸葵花

籽油和普通葵花籽油的紫外色谱图证实，每种油样品都

具有独特的色谱类型，即相对峰强度。



图13 对同一大豆油样品(6 mg/mL)10针重复进样所得的紫外色谱图
(210 nm)进行叠加。运行此样品组首先进行空白样品(2-丙醇)进样，
并将该结果作为PDA 3D数据的空白扣除值。

图14 核桃油、葡萄籽油、芝麻油(6 mg/mL)的紫外色谱图(210 nm)。

图15 特级天然橄榄油A、特级天然橄榄油AB、榛子油、茶籽油(6 mg/mL)
的紫外色谱图(210 nm)。

图16 玉米油、加拿大低酸油、高油酸葵花籽油和普通葵花籽油(6 mg/mL)
的紫外色谱图(210 nm)。
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图17 特级天然橄榄油A，OOO(甘油三酸酯)、OOL(二油酰－亚麻酰－甘油)、
LLO(二亚麻酰－油酰－甘油)和LLL(三亚麻酰－甘油)的紫外叠加色谱图和峰
面积：标记峰＝Oly，OOO = 3O，杂质峰＝除标记峰之外的保留时间介于
3-13.6分钟的所有峰的总和。

  杂质  LLL LLO OOL 3O 

比  0.404 0.042 0.397 1.200 0.851 

STDEV 0.005 0.001 0.002 0.004 0.003 

n=6  

比＝指示峰面积除以标记峰面积
STDEV＝标准偏差

 

表1 特级天然橄榄油A的指示峰面积比
说明：为了设定任何植物油的用户标准，首先得到多种类型色谱图并具
有峰面积的STDEV表中的值则非常重要。
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为了高效使用峰强度比进行品牌质控和质量鉴定，

Empower 2软件的自定义字段计算功能可根据用户设定的质

控标准自动将原始色谱数据转换为合格或不合格报告。

以特级天然橄榄油A为例说明该改进的方法。

图17为特级天然橄榄油A的叠加紫外色谱图和峰面积。甘

油三酸酯的峰面积从最强峰(OOL)到最弱峰(LLL)其RSD值
(n=6)<0.9%。共有20多个可见峰，任一峰都能被用作标

记峰或指示峰，用以计算峰面积比。为了便于讨论，将

之前确定的甘油三酸酯的峰OOO、OOL、LLO和LLL选作指示

峰
10
，将仅出现在橄榄油产品中、通过紫外检测观察到的

保留时间为9.8分钟的强峰选作标记峰
13
。由于大多数廉

价的蔬菜油和降解油具有很多保留时间低于13.6分钟的

其它强峰
9
，因此可用定时组功能(图7)创建杂质指示峰，

以监测是否存在污染。该杂质指示峰是指标记峰之外的

保留时间介于3-13.6分钟的所有峰的总和。通过创建自定

建自定义字段“Ratio_IS”(图4)，可用Empower 2软件自动计算

峰面积比(指示峰面积除以标记峰面积)。表1总结了峰面

积比的结果以及STDEV值。“峰面积比±3xST-DEV”被用作每个

指示峰的质控标准。由于地理和其它种植条件的差异，

植物油的某一特定类型会存在差异。该数值在比较其它

植物油样品是否符合基于特定油品的质控标准方面具有

极大的价值。



现在，Empower 2软件能够使用自定义字段计算、命名组、

定时组和报告模板(如图6、7、9、10和11所示)，根据特

级天然橄榄油A的质控标准，自动计算并报告样品合格与

否的结果。图18为特级天然橄榄油A的典型Empower质控

报告。该报告表明所有指示峰均符合质控标准。Empower
软件的这些高级功能避免了人工计算步骤，因此能避免

可能出现的人为误差。
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图18 特级天然橄榄油A的质控报告
说明：Ratio_IS=峰面积比；Oly_Impurity、Oly_LLL、Oly_LLO、Oly_OOL和Oly_OOO是自定义字段，用于检验指示峰面积
比是否符合质控标准；Oly=标记峰，3O= OOO，RT=保留时间。
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图20 掺入9%榛子油的特级天然橄榄油A的分析报告。
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图19 特级天然橄榄油B的分析报告。

昂贵的特级天然橄榄油通常会被掺入廉价橄榄油和其它

植物油(例如大豆油和榛子油)。图19为一份特级天然橄

榄油B的报告。所有指示峰均表明该特级天然橄榄油B未
通过根据特级天然橄榄油A制定的质控标准。在该色谱图

中存在保留时间<13.6 min的额外峰，这些数据清楚地表明

两种品牌的橄榄油样品存在差异，并证实并非所有市售

的特级天然橄榄油的品质都相同。

图20为一份掺入9%榛子油的特级天然橄榄油A的报告。所

有指示峰均表明该掺假样品不符合质控标准。而且，根

据特级天然橄榄油A制定的同一质控标准也应用于分析其

它植物油(图14-16)，同样掺入1%大豆油或1%玉米油的特

级天然橄榄油A，均不合格。



之前描述的是使用UPLC-TOF和集成软件工具检测橄榄油掺

假的化学计量方法14。本技术文献为植物油质控和品质

鉴定提供了可供选择的另一种解决方案。本方法可完全

自动地获取并处理数据，从而生成明确的合格或不合格

报告。

Waters、ACQUITY UPLC、UPLC、Alliance和Symmetry是沃特世公

司的注册商标。Empower和The Scienec of What’s Possible是沃特
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具有Empower 2 软件的ACQUITY UPLC系统能不需要衍生化和

卤化溶剂，且能快速分析植物油样品并进行品质鉴定。

UPLC系统得出的数据具有良好的重现性、精确性和准确

性，而且简单易懂。分离速度比普通高效液相色谱法快

三倍，所消耗的溶剂量减少8倍，所产生的有害废物也减

少8倍；从而能够节省成本，提高安全性。

ACQUITY PDA检测器能产生高分离度和高重现性的数据，

这有助于轻松建立用于制定每种品牌植物油的质控和品

质鉴定标准的指纹图谱数据。借助Empower 2软件的自定

义字段计算功能，关键的产品质控数据可从原始数据中

准确得出并根据用户设定的标准快速传送，有效地出具

简单易懂的合格或不合格报告。决策者能根据这些重要

信息及时做出决定，从而提高生产率。使用本UPLC方法，

植物油公司能够轻松自信地鉴定产品的品质和质量。与

植物油产品纯度方面利益相关的其他行业，例如化妆品

公司、个人护理品公司和食品公司，也将从本方法中受

益。
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