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用于快速、同时分离九种脂溶性维生素的单次进样UPC2方法
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     .  本研究中所使用的脂溶性维生素的化学结构以及         值。  1 LogP图
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[ 应用纪要]

同时分离九种脂溶性维生素及胡萝卜

素，可避免使用多种HPLC方法，并且

可减少在对膳食补充剂和营养强化食

品中的脂溶性维生素进行定性与定量

分析时所需要进行的实验步骤。

快速分离疏水性维生素及胡萝卜素可

显著提升样品通量以及减少实验花费，

因而可满足日益增加的法规依从性需

求，以监测大量的分析工作。

配备光电二极管阵列(PDA)检测器

的ACQUITY UPC2™系统

Empower® 3软件

ACQUITY UPLC® HSS C
18
色谱柱

维生素、胡萝卜素、脂溶性、维

生素A乙酸盐、维生素A棕榈酸盐、

维生素D
2
、α-生育酚、维生素E乙

酸盐、维生素K
1
、维生素K

2
、番茄

红素、β-胡萝卜素、合相色谱分离

术、UPC
2

脂溶性维生素(FSV)包括维生素A、D、E、K及类胡萝卜素(例如β-胡萝

卜素)。脂溶性维生素参与许多与重要生理功能相关的复杂代谢反

应，例如视力(维生素A)、钙吸收(维生素D)、细胞膜的抗氧化(维

生素E)、及血液凝固(维生素K)。1β-胡萝卜素是维生素A的前体，且

在人体内具有100%维生素A活性。番茄红素不是人体的必需营养素，

但它的抗氧化性能使它广受欢迎，越来越多地与其他成分一起被添

加到某些膳食补充剂中。几种脂溶性维生素的化学结构如图1所示。

维生素及营养补充剂是一个价值几十亿的市场。预计在未来的五

到十年，这一市场仍将继续增长。2这是由于全世界的消费者越来

越追求更好以及更健康的生活方式，以及越来越注重健康以及饮

食习惯。然而，人们也越来越关注从营养补充剂以及营养强化食

品中所摄取的脂溶性维生素的安全性问题，特别是维生素A及D，

若过量食用，也会带来严重的健康风险。3由于在许多国家，许多
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实验

样品描述

UPC2条件

结果与讨论
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七种脂溶性维生素：视黄醇乙酸盐(维生

素A乙酸盐)、视黄醇棕榈酸盐(维生素A
棕榈酸盐)、α-生育酚(维生素E)、α-生育

酚乙酸盐(维生素E乙酸盐)、麦角骨化醇

(维生素D2)、维生素K1、维生素K2 (MK-4)；
及两种胡萝卜素：番茄红素及β-胡萝卜

素均购自西格玛公司(Sigma Aldrich)，并

且未经处理直接使用。将所有样品以约

0.1 mg/mL的溶解到甲基第三丁基醚

(MTBE)中，并转移到进样瓶中，准备进

行分析。

系统：          配备PDA检测器的ACQUITY UPC2 

流速：          1 mL/min

流动相A：     CO2 

流动相B：      乙腈 

色谱柱：        ACQUITY UPLC HSS C18 3.0 x                     

                         100 mm，1.8 �m 

背压：            2500 psi 

柱度：            30 °C 

样品稀释剂： MTBE 

进样量：         1 �L

样品瓶：         沃特世玻璃瓶12 x 32 mm螺                   

                          纹颈瓶，2 mL 

PDA扫描范围：210 - 600 nm 

数据管理：      Empower 3软件 

梯度：

        时间(min)                 B%

 0.0  2

 2.0  2

 2.5  20

 3.5  20

 3.75  2

 4.0  2

针对营养强化食品及膳食补充剂中所添加微量元素的合规性的法律

正在拟定或制定中，因此，市场上必然对能够快速、准确地分析不

同产品中的脂溶性维生素含量的分析方法有更高的需求。

目前，在进行FSV分离时，最常使用的是液相色谱(LC)方法，反向

(RP)与正向(NP)方法均有。1,3-5虽然有AOAC法可用于对食品及营养

补充剂当中的各种脂溶性维生素分别进行定性与定量分析，但却缺

少一种可对维生素预混物中的脂溶性维生素以及类胡萝卜素同时进

行分析的方法。3 

由于超高效合相色谱(UPC2™)分离速度快、经济耐用，因此可考虑

将其用于对含有多种脂溶性维生素的药物制剂进行快速分析。6在

本应用纪要中，我们阐述了一种单次进样方法，它可在四分钟时间

内同时分离九种脂溶性维生素。优化后的方法在保留时间以及峰面

积方面具有良好的重现性，且可用于进行高通量定量分析。

已有大量文献阐述了利用NPLC及RPLC分离脂溶性维生素以及类胡

萝卜素的方法。1,3-5由于在分析脂溶性维生素时，通常需要使用低

极性有机溶剂来溶解样本，因此NPLC由于其与有机溶剂的相容性

而具有一定优势，可允许直接进样脂溶性维生素或脂溶性维生素

萃取物，而不需要进行蒸发步骤。RPLC法的色谱分离效率虽然高

于NPLC，7但由于以下几点原因，阻碍了其在进行FSV分析上的应

用：1)分析物在流动相中溶解度较低，2)对FSV的保留力强，导

致运行时间过长。最终，人们选择使用半水性流动相(甲醇或乙

腈与水的混合物)或非水性流动相；后者也称为非水性反相

(NARP)  LC。7-8 UPC2，虽然常作为正相分离技术，但也同样适用于

分离极性较低的分析物。UPC2的主流动相CO2不仅是低极性分析物

的良好溶剂(与己烷的极性相近)，也可与在样品分离过程中用于

溶解这些分析物的有机溶剂(例如本研究中所使用的MTBE)相同。

此外，CO2的低极性也可促进分析物与流动相之间的非极性相互作

用，从而缩短保留时间和运行时间。
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图 其中脂溶性维生素与两种类胡萝卜素的 UPC2/UV 谱图。2.
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在进行方法开发时，共选用了六种色谱柱：ACQUITY UPLC HSS T3、ACQUITY UPLC HSS C18、

ACQUITY UPC2 HSS SB、ACQUITY UPC2 CSH氟苯基、ACQUITY UPC2 2-乙基吡啶、及ACQUITY UPC2 BEH，

以及四种溶剂，包括：异丙醇(IPA)、乙腈(ACN)、乙醇、及IPA/ACN的1：1混合液。只有使

用ACQUITY UPLC HSS C18色谱柱以及ACN的方法才可将非常相似的维生素K1以及K2分离。采用较

低的柱温，30 °C，原因如下：首先，为了提高K1与K2的选择性；其次，为了最大限度地减

少胡萝卜素在色谱柱上的降解，因为胡萝卜素非常容易氧化。

经方法优化后所得的每种成分的色谱图以及UV谱分别如图2及3所示。大体上，九种脂溶性

维生素的洗脱顺序与它们的LogP值排序相同。利用低乙腈含量(2%)的流动相就可将七种维

生素全部洗脱出来，而两种胡萝卜素则需要使用含20%乙腈的流动相才可洗脱出来。这一

现象，可由分析物的结构以及它们与流动相/固定相之间的相互作用来解释。在九种分析

物中，均存在CO2与脂溶性维生素亲脂性基团之间的非极性相互作用，而七种维生素中的

氧原子(呈羰基或羧基的形式)使得分析物与流动相中的乙腈之间产生极性相互作用，这样

就减少了溶离时间。而两种胡萝卜素分子不含有杂原子，且分子中的非极性十八烷基碳链

更容易与固定相形成较强的相互作用，因而其溶离时间更长。



4

图3 .  其中脂溶性维生素以及两种类胡萝卜素的UV谱图(按照其溶离时间从上到下分别出示)：维生素A乙酸盐、维生素E乙酸盐、维生素
 K2、K1、E、D2、维生素A棕榈酸盐、番茄红素、及 β-胡萝卜素。 
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图4 .  六次进样所得UPC2/UV谱图的叠加图。

维生素A
乙酸盐

维生素E
醋酸酯 K2 K1 E D2

维生素A
棕榈酸盐 番茄红素 β-胡萝卜素

保留时间 0.239% 0.199% 0.207% 0.178% 0.217% 0.249% 0.192% 0.115% 0.141%

峰面积 2.7% 1.0% 0.7% 0.6% 0.9% 0.6% 0.8% 1.8% 0.9%

表1.  七种脂溶性维生素与两种类胡萝卜素的保留时间以及UV峰面积的%RSD (n=6)。

为了测试本方法的重现性，将九种脂溶性维生素分别进行六次进样，如图4所示。重现性统计数据

已概括在表1中。保留时间的相对标准差(RSDs)小于0.25%。在峰面积方面，九种脂溶性维生素中，

有七种的RSDs小于1%。第一个峰(维生素A乙酸盐)的RSD稍大，这是因为随着进样次数的增加，基线

有所上升。不管怎样，重现性都应满足质量监测的要求，其通常要求某一测试方法的重现性公差为

±20%。3  

[ 应用纪要]
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在本应用纪要中，我们阐述了利用单次进样UPC2法，在

四分钟内，将九种脂溶性维生素同时分离的方法。经过

六次重复进样得知，九种物质的保留时间的RSD均小于

0.25%，峰面积的RSD均小于3%(在大多数情况下<1%)。

使用UPC2方法，只需进行一次进样就可将混合物中的各

种脂溶性维生素分析完毕，而不需要像LC法那样进行多

次操作，从而极大地减少了实验室的工作量。UPC2方法

所需时间是传统分析方法的四分之一至十分之一。由于

UPC2分析法分析速度较快，因此适于食品企业/营养补充

剂企业等分析量通常较大的法规依从性监测。


