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在线固相萃取-二维液相色谱法同时测定特殊 
医学用途配方食品中VA、VD、VE的含量

翟洪稳，马红玉，马俊美，曹梅荣，王 敬，王 娟，李 强*
（河北省食品检验研究院，河北省食品安全重点实验室，国家市场监管重点实验室（特殊食品监管技术）， 

特殊食品安全与健康河北省工程研究中心，河北 石家庄 050091）

摘  要：采用在线固相萃取结合二维液相色谱技术，建立一种快速测定特殊医学用途配方食品中VA、VD（VD2、

VD3）和VE（α-、β-、γ-、δ-VE）含量的方法。样品皂化处理后，经过在线固相萃取小柱自动完成VA、VD、VE的
富集和净化，利用第一维色谱完成VA和4 种VE的定量分析，通过中心切割，将VD转移至二维色谱系统完成分离和

测定。考察不同填料固相萃取柱、上样溶剂及洗脱溶剂比例，并对二维色谱分离条件进行系统优化。结果表明，

各类维生素在其范围内线性良好，相关系数R2均大于0.997，平均回收率在84.4%～109.0%之间，相对标准偏差为

0.34%～6.55%（n=6）。该方法自动化程度高，有效降低检测误差，检测效率高，可用于特殊医学用途配方食品中

脂溶性维生素的测定。
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Abstract: A rapid method for the determination of VA, VD (VD2, VD3) and VE (α-, β-, γ-, and δ-vitamin E) in foods 

for special medical purposes was established using online solid phase extraction (SPE) combined with two-dimensional 

liquid chromatography (2D-LC). After saponification, enrichment and purification of VA, VD and VE from samples were 

accomplished on an online SPE cartridge. VA and four VEs were quantitatively analyzed by the first-dimensional LC, and 

VD was transferred by heart-cutting to the second-dimensional chromatographic system for separation and detection. SPE 

columns with different fillings, sample loading solvents, and eluent composition were evaluated, and 2D-LC conditions were 

systematically optimized. Good linearity was achieved for all vitamins tested with correlation coefficients (R2) greater than 

0.997. The mean recoveries of the developed method were 84.4%–109.0% with relative standard deviation (RSD) of 0.34%–

6.55% (n = 6). This method was highly automated with low detection errors and high detection efficiency, and could be used 

for the analysis of vitamins in foods for special medical purposes.
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特殊医学用途配方食品（以下简称特医食品）是为

了满足各种特定疾病人群对营养素或膳食的特殊需要，专

门加工配制而成的配方食品[1-2]。二十世纪八九十年代， 

特医食品开始广泛使用于欧美国家临床治疗中，此后，

特医食品进入快速发展阶段。至2015年，特医食品在欧

美发达国家年消费约为400～500亿 美元，年增长速率为

4.5%[3]。特医食品在我国起步晚，近年来，市场占有率

增速明显，平均年增长速率超过37%[4]。GB 25596—2010

《特殊医学用途婴儿配方食品通则》、GB 29922—2013

《特殊医学用途配方食品通则》及GB 29923—2013《特

殊医学用途配方食品良好生产规范》规范了不同类别特

医食品中营养元素、多种维生素和矿物质等不可缺少的

营养成分[5-8]。其中VA、VD（VD2和VD3）和VE（α-、
β-、γ-和δ-VE）是机体维持正常代谢和机能所必需的脂溶

性维生素[7]。VA又叫视黄醇，可促进眼内色素形成，防

止夜盲症，同时还可以促进机体正常生长发育、保持代

谢平衡和增强免疫力等[9]；缺乏会引起夜盲症、干眼病、

免疫功能异常等各种疾病[10]。VD是固醇类衍生物，具有

调节钙和磷代谢、维持骨骼和牙齿健康、免疫调控和促

进机体内多种细胞增殖等功能，其在母乳中主要以VD3和

25-OH VD3的形式存在[11]；人体内缺少可导致佝偻病、骨

软化症及骨质疏松[12]。VE又叫生育酚，一类具有生物活

性的酚类物质，包含α-、β-、γ-、δ-生育酚4 种同分异构

体。VE是最主要的抗氧化剂之一，可降低衰老速率，维

持生殖器官正常功能，对机体认知功能和神经发育有重

要作用[13]；缺乏VE会导致新生儿溶血性贫血[14]。特医食

品中需强化VA、VD、VE，但添加量要在规定范围内，

不能过高也不能过低。因此，检测特医食品中VA、VD、

VE的含量具有重要意义。

为确保维生素在特医食品运输和贮存过程中的稳

定性，VA和VE主要是以醋酸酯或棕榈酸酯的状态，采

用微胶囊化技术添加到婴幼儿特医食品中；VD3通常被

制成水可分散性的微粒。因此，食品检验检测过程中，

VA、VD、VE定量过程复杂，难度较大[15]。目前，VA、

VD、VE的研究主要针对乳粉、奶制品等基质，有液相

色谱法[16-19]、液相色谱-质谱联用法[20-23]等，但是针对于

特医食品基质的研究较少。VA、VD、VE的测定方法

需通过高温皂化除去样品中脂肪并且将维生素醋酸酯等

水解，利用石油醚液液萃取，旋转蒸发浓缩后进行含量

检测；复杂的前处理过程，容易造成目标物的降解和损

失。其中由于VD含量较低，还需利用正向制备色谱进一

步净化才能进行检测，不能实现VA、VE和VD的同时测

定，实际工作中样品的分析效率低。二维液相色谱是将

两个具有不同分离机理的色谱柱串联组合，通过浓缩、

捕集或切割后将一个或所有组分从一维柱转移到二维柱

进一步分析。与普通液相色谱相比，二维液相色谱能够

显著提高峰容量，可以在线联用多个色谱体系，提高色

谱分离能力，适用于复杂基质样品和痕量样品的分析，

这为复杂体系中VA、VD、VE的同时测定提供了新的思 

路[24-25]。相关文献[26-29]对二维液相色谱法测定乳粉中的

VA、VD、VE进行了大量研究，利用一维系统使VA和

4 种VE异构体得到分离，通过中心切割使VD进入二维色

谱柱，进一步分离得到VD2和VD3，从而实现7 种脂溶性

维生素的同时测定。虽然二维液相色谱法在一定程度上

提高了分析检测速率，但仍需皂化、有机溶剂萃取、旋

蒸浓缩等繁复的前处理过程。

本实验在二维液相色谱法的基础上，增加在线前处

理模块，样品经过简单的高温皂化处理后，经固相萃取

（solid phase extraction，SPE）泵进样，利用在线固相萃

取（online-SPE）柱净化提取，然后进入二维液相色谱系

统对VA、VD、VE分离测定（图1）。整个过程前处理过

程简单，只需一次进样便可完成7 种脂溶性维生素的定量

分析，不仅提高了检测效率，而且保证了样品回收率。

本方法具有方便、快速、精确等优点，旨在为特医食品

中VA、VD、VE的测定提供技术支撑。
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A.切阀步骤1；B.切阀步骤2；C.切阀步骤4。
图 1 online-SPE-二维液相色谱系统流路示意图

Fig. 1 Flow chart of on-line solid phase extraction coupled with two-

dimensional liquid chromatography

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 

标准品VA（纯度99.30%）、α-VE（纯度98%）、

β-VE（纯度98%）、δ-VE（纯度90.00%）、γ-VE（纯度≥ 

96%） 美国Sigma公司；标准品VD2（纯度98.30%）、

VD3（纯度98.84%） 德国Dr. Ehrensorfer公司。 

L-抗坏血酸（纯度＞99.0%）、2,6-二叔丁基对甲酚

（纯度＞99.0%） 阿拉丁试剂（上海）有限公司；

KOH（优级纯） 天津市科密欧化学试剂有限公司；

甲醇、无水乙醇、异丙醇、乙腈（均为色谱纯） 美国

Thermo Fisher科技有限公司。

1.2 仪器与设备

1260高效液相色谱系统（包括可变波长检测器、二

极管阵列检测器、两个四元泵、一个二元泵（图1））   

美国Aglient公司；UV-2600紫外-可见分光光度计 日本 

Shimadzu公司；电子天平 美国Mettler Toledo公司；

离心机、Milli-Q纯水机 德国Merck公司；涡旋振荡器  

德国Heidolph公司。

1.3 方法 

1.3.1 标准品配制

维生素用无水乙醇配成不同质量浓度的标准溶液。

VA（0.50 mg/mL），VD2、VD3（均为0.10 mg/mL）， 

α-、β-、γ-、δ-VE（均为1.0 mg /mL）标准储备液， 

于－20 ℃冰箱中避光保存。临用前参照GB 5009.82—

2016《食品中维生素A、D、E的测定》附录B对储备液进

行浓度校正。

取上述校准后标准品溶液适量，用50%乙醇溶液

稀释成系列标准混合工作溶液，具体质量浓度如表1

所示。

表 1 VA、VD、VE工作曲线 

Table 1 Preparation of standard solutions of VA, VD and VE
μg/mL 

目标物
级别

1 2 3 4 5 6
VA 0.1 0.2 0.5 1 2 5

α-VE 1 2 5 10 20 50

β-VE 1 2 5 10 20 50

δ-VE 1 2 5 10 20 50

γ-VE 1 2 5 10 20 50

VD2 0.001 0.002 0.005 0.01 0.02 0.05

VD3 0.001 0.002 0.005 0.01 0.02 0.05

1.3.2 样品前处理

称取5 g（精确至0.01 g）试样于50 mL聚丙烯管中，

加入10 mL温水（40 ℃），涡旋混匀，加入1.0 g抗坏血

酸和0.1 g 2,6-二叔丁基对甲酚，再加入20 mL无水乙醇

和10 mL KOH溶液（质量分数50%），涡旋振荡1 min，
皂化30 min（80 ℃水浴），过程中不断振摇。皂化后冷

却至室温，用体积分数50%乙醇溶液定容至50 mL。离

心10 min（4 ℃、10 000 r/min），取上层清液1 mL，过

0.22 μm微孔滤膜后，待测。

1.3.3 色谱条件 

online-SPE柱：PLRP-S（4.6 mm×12.5 mm，15～ 

20 μm）；流动相：A相为水，B相为乙腈，C相为甲

醇，D相为异丙醇。一维色谱柱：Poroshell 120 PFP
（4.6 mm×100 mm，4.0 µm）；流动相：A相为水，B相为

甲醇；二维色谱柱：Zorbax Eclipse PAH（2.1 mm× 

100 mm，3.5 µm），流动相：A相为乙腈，B相为甲醇；

进样量：50 µL。流动相梯度洗脱见表2。阀切换步骤和

位置见表3。高效液相色谱系统流路示意图见图1。

表 2 online-SPE-二维液相色谱梯度洗脱程序

Table 2 Gradient elution program for on-line solid phase extraction 

coupled with 2D-LC

SPE洗脱梯度 一维洗脱梯度 二维洗脱梯度

时间/min
体积分数/%

时间/min
体积分数/%

时间/min
体积分数/%

水 乙腈 甲醇 异丙醇 水 甲醇 乙腈 甲醇

0.0 20 0 80 0 0.0 70 30 0.0 0 100

4.0 20 0 80 0 6.5 70 30 5.0 0 100

4.1 0 50 0 50 7.0  25 75 6.0 97 3

21.0 0 50 0 50 17.0 10 90 22.0 97 3

21.1 20 0 80 0 19.0 0 100 23.0 0 100

25.0 20 0 80 0 25.0 0 100 25.0 0 100

表 3 阀切换过程和位置

Table 3 Valve switching programs and positions

步骤 阀1 阀2 说明

1 1-6 1-6 SPE泵上样，并快速去除水溶性基质和强碱

2 1-2 1-6 SPE泵反向冲洗转移目标物至一维色谱柱；
一维泵采用高水相进行在线稀释

3 1-6 1-6 一维系统分离VA和4 种VE异构体，同时净化VD
4 1-6 1-2 将含有VD的部分转移至捕获柱内

5 1-6 1-6 二维系统完成对VD的分析
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2 结果与分析

2.1 online-SPE条件的优化

近年来，二维液相色谱测定乳粉中的脂溶性维生素

得到充分研究，方法也日趋成熟，但此类方法仍需经过

液液萃取，净化，旋蒸浓缩等步骤，样品回收率的稳定

性较差[26-29]。本实验旨在利用SPE代替液液萃取及净化等

过程，并利用六通阀切换实现在线上样、转移和平衡等

步骤，提高回收率并保证其稳定性[30-31]（图1A、B）。因

此，不仅需要选择适宜的SPE柱，上样及转移过程也必须

得到关注。

本方法前处理过程参照GB 5009.82—2016皂化步

骤，皂化液为强碱性，直接进入仪器分析，分别选取

C18和PLRP-S两种online-SPE柱进行考察，比较其净化效

果。分别用体积分数60%甲醇、80%甲醇、60%乙醇、

80%乙醇溶液将样品从自动进样器引入SPE柱，当80%甲

醇作为上样溶剂时，SPE柱对于脂溶性维生素具有较好

的富集作用。选用60%、70%、80%甲醇溶液进行洗脱转

移，发现70%甲醇溶液具有较好的净化效果。同时比较

两种SPE柱发现，PLRP-S柱的净化效果更好，PLRP-S柱
采用聚合物填料，具有良好的化学稳定性，对于碱性皂

化液耐受性更强[31]。此外，使用乙腈-异丙醇（50∶50，
V/V）溶液和甲醇-水（80∶20，V/V）溶液对SPE柱进行淋

洗，除去残留的无机盐、蛋白质、脂肪酸和其他非皂化

物等杂质成分[32]。综上考虑，选取PLRP-S柱作为online-
SPE柱，甲醇-水（80∶20，V/V）溶液上样，乙腈-异丙

醇（50∶50，V/V）溶液和甲醇-水（80∶20，V/V）溶液淋

洗去除杂质，甲醇-水溶液（70∶30，V/V）洗脱转移， 

后进入一维色谱柱进行分析，具体梯度洗脱和阀切换程

序见表2。
2.2 色谱分析条件的优化

二维液相色谱是将两个不同分离效果的色谱柱串联

组合，采用中心切割原理，将一维柱上未完全分离的目标

物转移到二维色谱柱上进一步净化分析，适用于多干扰

物的复杂基质样品，在食品检测中也得到了广泛应用[24]。 

特医食品中VD因含量较低，且杂质干扰严重，经一维色

谱柱无法得到峰形良好的目标峰，需要二维色谱柱进一

步分离测定（图1C）。另外，VE的4 种同分异构体中，

α-生育酚活性最高，其含量测定方法研究较多[33-34]，近期

有文献表明，其余异构体也有重要的生物活性作用[35]，

故需建立一种准确分离4 种异构体的测定方法。因此，建

立色谱分析条件时，需要充分考虑以上因素。

建立二维液相色谱条件时，需要充分考虑到流动相

的兼容性，因此不能采用GB 5009.82—2016中先经正相

色谱分离净化，再利用反相色谱分析的条件。目前，二

维液相色谱均采用反相色谱法，VA和4 种VE在特医食

品中含量较高，直接在一维色谱柱上完成测定，但需重

点关注同分异构体的有效分离。本实验尝试了C8、C18、

PFP三种色谱柱用于一维液相分离，结果发现C8、C18柱

均不能将β-、γ-VE有效分离，而PFP柱因其五氟苯基硅

烷键合相的存在，对于β-、γ-VE同分异构体的分离效果

良好（一维色谱图见图2），因此选用Poroshell 120 PFP
柱作为一维色谱柱 [33]。另外，VD在样品中含量低，利

用一维色谱系统净化除去部分干扰成分，将其转移至二

维系统进行定量分析，此时准确判断切割时间窗口尤

为关键，太窄不能保证全部目标物被转移，太宽则会带

入过多干扰物质（图1C）。实验过程中，先以高浓度标

准品注入色谱系统中，连续进样，准确定位其色谱峰的

保留时间，确定阀切换时间，从而保证实际样品中VD被

完整地切割至二维分析柱中（二维色谱图见图3）。VD
主要包括VD2和VD3，均属于开环甾体类，两种化合物结

构类似，性质接近，较难实现基线分离。二维系统选择

Zorbax Eclipse PAH色谱柱，该色谱柱适用于芳香烃类化合

物的分离，研究发现其可以有效地分离VD2和VD3，此外

该色谱柱与一维色谱柱兼容性良好。
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图 2 VA和4 种VE标准品的色谱图

Fig. 2 Chromatograms of VA and VE standards
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Fig. 3 Chromatogram of VD standard

2.3 方法线性范围、定量限

对上述优化条件进行方法学考察。结果表明，7 种
维生素在其质量浓度范围内线性关系良好，相关系数均大

于0.997。将混合标准溶液加入空白基质中，经前处理后以

RSN=10计算各组分的定量限，得出VA、VD、VE定量限分

别为5.35、0.298 μg/100 g和53.5 μg/100 g（表4）。
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表 4 方法的线性范围、校准曲线及定量限 

Table 4 Regression equations, linearity ranges and quantification 

limits of VA, VD and VE 

组分
线性范围/
（μg/mL） 标准曲线

相关系数
（R2）

定量限/
（μg/100 g）

VA 0.1～5.0 y=228.865 1x－3.020 7 0.999 91 5.35
VD2 0.001～0.05 y=2 031.97x＋0.263 4 0.999 86 0.298
VD3 0.001～0.05 y=1 643.04x＋0.214 1 0.999 84 0.298
α-VE 1.0～50 y=17.229 1x－16.800 9 0.997 97 53.5
β-VE 1.0～50 y=17.981 0x－7.326 3 0.999 77 53.5
δ-VE 1.0～50 y=19.002 5x－3.166 6 0.999 97 53.5
γ-VE 1.0～50 y=27.699 6x－9.034 0 0.998 60 53.5

2.4 方法回收率、精密度考察结果

以乳清粉作为空白样品，加入VA、VD和VE的标准

溶液，分低、中、高3 个水平，每个添加水平重复做6 个
样品。按1.3.2节皂化后，利用online-SPE-二维液相色谱

法测定方法的回收率和精密度，结果见表5。7 种脂溶

性维生素的加标回收率在84.4%～109.0%之间，相对标

准偏差为0.34%～6.55%，所建方法各项性能参数满足检 

测需求。

表 5 VA、VD和VE的加标回收率和精密度

Table 5 Recoveries and precision for VA, VD and VE 

组分
加标量/

（μg/100 g）
测定平均值/
（μg/100 g）

平均
回收率/%

相对标准偏差/%
（n=6）

VA
600 604.7 100.8 2.56

1 200 1 122 93.5 2.82

2 400 2 301 95.9 2.24

VD2

5 4.22 84.4 1.26

10 9.54 95.4 2.11

20 19.8 99.0 5.43

VD3

5 4.22 84.4 6.55

10 9.29 92.9 3.56

20 20.7 103.5 5.36

α-VE

6 000 6 337 105.6 0.63

12 000 12 186 101.5 2.35

24 000 24 755 103.1 5.36

β-VE

6 000 6 376 106.3 0.34

12 000 12 260 102.2 5.03

24 000 26 153 109.0 1.17

δ-VE

6 000 5 449 90.8 1.79

12 000 10 582 88.2 2.81

24 000 20 776 86.6 2.33

γ-VE

6 000 5 912 98.5 0.85

12 000 11 786 98.2 1.38

24 000 25 275 105.3 4.46

2.5 实际样品测定及与标准方法比较 

为进一步验证本方法对特医食品的适用性，选择 

3 种类型的配方粉，利用本方法和二维液相色谱法[15]分别

测定其维生素含量，测定结果如表6所示。应用t检验对

两组测定结果进行比较，两组数据无显著差异，表明本

方法适用于特医食品中VA、VD和VE的测定。 

表 6 本方法与二维液相色谱法测定结果对比

Table 6 Comparison of results from this method and conventional 2D-LC

组分
样品
序号

乳蛋白部分水解配方粉 无乳糖配方粉 早产/低出生体质量婴儿配方粉

本方法
二维液相
色谱法

本方法
二维液相
色谱法

本方法
二维液相
色谱法

VA/
（μg/100 g）

1 670.8 656.3 547.8 532.5 642.5 633.1
2 657.3 653.1 410.7 408.6 565.2 548.6
3 482.1 468.5 592.9 583.5 999.2 987.3

VD3/
（μg/100 g）

1 7.01 6.78 8.69 8.52 9.34 9.05
2 9.09 8.85 8.39 8.33 7.51 7.12
3 6.67 6.53 8.27 8.09 23.3 21.8

α-VE/
（mg/100 g）

1 20.0 20.1 13.8 13.1 10.6 9.87
2 12.0 12.5 16.6 15.5 13.3 12.2
3 13.6 12.3 13.3 12.8 33.7 32.0

3 结 论

采用online-SPE-中心切割二维液相色谱法同时测定

特医食品中7 种脂溶性维生素的含量。利用阀切换在线控

制SPE柱代替GB 5009.82—2016中提取净化等复杂步骤，

操作简单、自动化程度高，极大的简化了前处理过程，

此外，基于二维液相色谱原理，一次进样即可同时完成

脂溶性VA、VD2、VD3及α-、β-、γ-、δ-VE的分离测定，

经方法学验证表明，本方法回收率高，灵敏度和精密度

良好，可满足批量样品检测需求。此外，online-SPE为
VK、β-胡萝卜素等其他脂溶性维生素的测定，提供了新

的解决思路。
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