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超高效合相色谱法同时测定复合维生素片中
11 种脂溶性维生素及其衍生物
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摘 要 建立了超高效合相色谱法( Ultra performance convergence chromatography，UPC2 ) 分离和测定复合维生

素片中 11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物的方法。超高效合相色谱( UPC2 ) 技术集合超临界流体

色谱( Supercritical fluid chromatography，SFC ) 和超高效液相色谱 ( Ultra performance liquid chromatography，
UPLCTM ) 的技术优点，流动相以 CO2 为主体，乙腈为助溶剂梯度洗脱。选用 Waters Acquity UPC2 HSS C18 SB

色谱柱( 100 mm × 3． 0 mm 1． 8 μm) ，流速 1 mL /min，检测波长为 284 nm。方法检出限在 1． 5 ～ 2． 0 mg /L之
间; VK1，VK2，VK3 和 VD3 的线性范围分别为 3 ～ 300 mg /L; VA、VA棕榈酸酯、VA甲酸、VE、VE醋酸酯、VE
琥珀酸酯和 VD2 的线性范围分别为 5 ～ 300 mg /L; 加标回收率范围为 97． 31% ～ 98． 76% ; 相对标准偏差为
0． 41% ～ 0． 96%，可以满足复合维生素片中 11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物的方法要求。
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1 引 言
脂溶性维生素包括维生素 A，D，E，K及其衍生物，是维持机体正常生长、发育、代谢和机体生理功

能所必需的物质。维生素 A又称为视黄醇，只存在动物性食品中，具有维持视觉、生殖、细胞生长发育
等生理功能［1］; 维生素 E又称为生育酚，具有抗氧化、抗衰老、保护血管、促进生育的作用［2］; 维生素 D
为固醇类衍生物，能够促进钙在骨骼沉积，具抗佝偻病作用［3］; 维生素 K 又称抗出血维生素、凝血维生
素，具有止血的作用［4］。如果缺乏或者摄入过量，就会引起代谢失衡，严重时会产生缺乏症疾病，甚至
致人死亡［5］。但是脂溶性维生素在结构上极不稳定，在光照、氧气、高温及极端 pH 的条件下极易被氧
化破坏［6］，因此维生素 A，E，D和 K的同时测定目前仍然是检验技术的难点。
脂溶性维生素的有关测定方法主要有比色法［7］、荧光法［8］、分光光度法［9］、电化学法［10］、气相色谱

法［11］、免疫分析法［12］、高效液相色谱法［13，14］。目前的国家卫生标准方法也仅限于对这 4 种维生素进行
分别测定，这些方法的特异性不强，有时样品还要采用复杂的化学、物理或生物前处理，步骤繁杂、费时，
而且干扰物质较多、要接触较多对人体有害的有机溶剂，容易造成维生素被破坏，导致回收率下降，使
测定结果偏低，不能用于多种物质的同时测定。有关同时测定多种脂溶性维生素的方法的文献很少，仅
见于少数几篇液相色谱-质谱联用方法［15 ～ 17］。超高效合相色谱法( Ultra performance convergence chro-
matography，UPC2 ) 除了具有传统超高效液相色谱的优点外，还可与超临界流体色谱技术结合，以超临界

流体 CO2 为流动相主体，依靠流动相的溶剂化能力进行分离、分析的色谱过程
［18，19］。加之超细( 2 μm)

填料技术，能够通过精确调节流动相强度、压力和温度，获得所需的系统分辨率和选择性，对待测物的保
留和分离进行有效调控，具有操作温度低、有机溶剂使用量少、灵敏度高、重现性好、分析速度快等优
点［20 ～ 22］。本研究采用超高效合相色谱法同时测定复合维生素片中的 11 种脂溶性维生素，在 12 min 内实
现了 11种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物的分离。实验表明，本方法快速、准确、样品预处理简
便、灵敏度高、重复性好、回收率较高、实用性强，为维生素定性与定量检测提供了一种高效可行的色谱
检测方法。
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2 材料与方法
2． 1 仪器与试剂
超高效合相色谱仪( 美国 Waters公司) ，配有 Waters EmpowerTM 3 数据处理系统; 3K30 冷冻离心机

( 美国 Sigma公司) ; MS3 涡旋仪( 德国 IKA 公司) ; 移液枪( 美国 Thermo Electron 公司，100 ～ 1000 μL、
20 ～ 100 μL) 。
维生素 K1 ( 纯度 98． 5% ) 、维生素 K2 ( 纯度 99． 5% ) 、维生素 K3 ( 纯度 99． 5% ) 、维生素 A ( 纯度

98． 5% ) 、维生素 A棕榈酸酯( 纯度 98% ) 、维生素 A甲酸( 纯度 99% ) 、维生素 E( 纯度 98． 3% ) 、维生素
E醋酸酯( 纯度98． 5% ) 、维生素 E 琥珀酸酯( 纯度 97． 5% ) 、维生素 D2 ( 纯度 98% ) 、维生素 D3 ( 纯度

99． 5% ) ，德国 Dr． Ehrenstorfer GmbH公司; CO2 ( 纯度 99． 997%，兰州汇能公司) ; 甲醇、乙腈、异丙醇、正
己烷( 色谱纯，德国 Merck KGaA公司) ; 石油醚( 分析纯，天津登峰公司) ; 蒸馏水; 复合维生素( 美国安
利纽崔莱公司) 。
2． 2 标准溶液配制
标准贮备液: 精确称取每种维生素各 0． 030 g，用正己烷-异丙醇( 8∶ 2，V /V) 溶液溶解并定容至

100 mL，配制成 300 mg /L的标准储备液，4 ℃下冷藏待用( 4 h后重新配制) 。
标准工作液: 准确转移 1000，834，500，250，100 和 25 μL标准贮备液，分别稀释为 300，250，150，

75，30，7． 5，5． 0，1． 0，0． 5 和 0． 3 mg /L的标准工作液，4℃下冷藏待用( 4 h后重新配制) 。
2． 3 超高效合相色谱条件

Waters Acquity UPC2 HSS C18 SB色谱柱: ( 100 mm ×3． 0 mm，1． 8 μm) ，流动相: A 为 CO2，B 为乙
腈; 梯度洗脱: 0 ～ 3 min，95% A; 3 ～ 7 min，85% A; 7 ～ 10 min，60% A; 10 ～ 10． 2 min，60% ～ 95%
A; 10． 2 ～ 12 min，95% A。流速 1 mL /min; 进样量 1 μL; 柱温 50 ℃ ; 检测波长 284 nm; 动态背压
( ABPＲ) : 1900 psi。
2． 4 样品处理
复合维生素片剂: 准确称取 2． 0 g研磨后的复合维生素片，于 15 mL 聚乙烯管中，加入 10 mL 异丙

醇-正己烷( 1∶ 1，V /V) 溶液，用涡旋振荡器振摇 10 min 充分混匀后，高速冷冻离心机于 4 ℃下以
13000 r /min离心 10 min，取 1 mL上清液，经 0． 22 μm滤膜过滤后，直接进样分离分析。
复合维生素胶囊: 准确称取复合维生素胶囊内的油状液体 1． 0 g 于 15 mL 聚乙烯管中，加入 10 mL

异丙醇-正己烷( 1∶ 1，V /V) 溶液，用涡旋振荡器振摇 10 min充分混匀，经 0． 22 μm 滤膜过滤后，直接进
样分离分析。

3 结果与分析
3． 1 11 种脂溶性维生素(A，D，E，K)及其衍生物的标准色谱图
使用 HSS C18 SB柱时，在 2． 3 节的色谱条件下分析浓度为 75 mg /L 的标准溶液，得到标准色谱图

( 图 1) 。
3． 2 色谱分离条件的优化
3． 2． 1 色谱柱的选择 为了使 11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物在较短时间内达到分离，
并具有良好峰形，比较了 Waters Acquity UPC2BEH 2-EP ( 150 mm × 2． 1 mm i． d．，1． 7 μm) 和 Waters
Acquity UPC2 HSS C18 SB( 100 mm ×3． 0 mm i． d．，1． 8 μm) 这两种色谱柱对 11 种脂溶性维生素( A，D，
E，K) 及其衍生物分离的影响。
使用 BEH 2-EP柱( 图 2) 时，11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物出峰不完全，其中 VE琥

珀酸酯、VE醋酸酯未出峰，而且 VK1、VK2 与 VA棕榈酸酯出峰完全重叠，VD2 和 VD3 色谱峰粘连在一起，

分离效果不理想;当使用 HSS C18 SB柱( 图1) 时，11种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物在 8 min内
出峰完全，且峰形尖锐，相互之间无影响。因此，选择Waters Acquity UPC2 HSS C18 SB色谱柱进行分离。
3． 2． 2 流速的选择 超临界 CO2 作为流动相时，由于其黏度低，扩散系数高，使它在分离过程中具有
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图 1 使用 HSS C18 SB 柱时，11 种脂溶性维生素( A，

D，E，K) 及其衍生物的标准色谱图( 75 mg /L)
Fig． 1 Chromatogram of 11 fat-soluble vitamins ( A，D，
E，K) and their derivatives ( 75 mg /L)
1． VK3 ; 2． VA; 3． VE醋酸酯( acetate) ; 4． VK1 ; 5． VK2 ;

6． VA 棕榈酸酯( palmitate ) ; 7． VE; 8． VE 琥珀酸酯( acid

succinate) ; 9． VA甲酸( formic acid) ; 10． VD2 ; 11． VD3。

图 2 使用 BEH 2-EP柱，脂溶性维生素( A，D，E，K) 及
其衍生物的标准色谱图

Fig． 2 Chromatogram of fat-soluble vitamins and their deri-
vatives using BEH 2-EP column
1． VK3 ; 2． VK1 ; 3． VK2 + VA棕榈酸酯( palmitate) ; 4． VE;

5． VA甲酸( formic acid) ; 6． VD2 ; 7． VD3。

较高的线速度，流速越大，被分离物质出峰时间越快，峰型尖锐，灵敏度增加，较小的流速会造成分析时

间过长，峰展宽较大，影响灵敏度，故本实验通过使用超高效合相色谱，对亚 2 μm填料的色谱柱的流速
在 0． 6 ～ 1． 2 mL /min 范围内进行优化。当流速为 1． 2 mL /min 时，VE 醋酸酯、VK1、VK2、VD2 及 VD3 会

因为流速过快而无法分离，或达不到分离要求; 当流速为 0． 6 mL /min 时，分离时间长达 15 min，不能做
到快速、高通量分析。为了保证较好的灵敏度、色谱柱压力以及尽可能与杂质分离，本实验最佳流速选
择为 1 mL /min。
3． 2． 3 助溶剂的选择 由于 UPC2 的流动相主要是 CO2 超临界流体，助溶剂的选择对于目标化合物的

峰形及保留时间起着至关重要的作用，为了调整流动相对不同目标化合物的不同溶解性，通常加入甲

醇、乙醇、乙腈、异丙醇、乙酸乙酯等助溶剂，有效改变目标化合物的峰形及保留时间。本试验分别选用
了甲醇、乙醇和乙腈 3 种常用的不同极性的助溶剂，对相同浓度的 11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及
其衍生物进行分离。结果表明，随着助溶剂极性的增加，流动相的溶解能力也相应得到增强，使得 11 种
脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物的出峰时间提前。在使用甲醇为助溶剂时，由于甲醇较大的极
性使得部分维生素( 如维生素 K1、维生素 A甲酸) 在流动相中的溶解能力降低而出现色谱峰分叉; 使用
极性较弱的乙醇作为助溶剂时，部分维生素( 如 VK1 和 VK2、VD2 和 VD3 ) 不能很好地分离，且由于流动

相的溶解能力使 VA甲酸峰分叉。当选用助溶剂为乙腈时，11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生
物在较短的时间内达到较好的分离，并具有较好的峰型，因此，本实验选择乙腈为助溶剂。
3． 2． 4 动态背压(ABPＲ)的选择 超高效合相色谱中，动态背压( ABPＲ) 是影响分离过程的重要因素
之一。它主要作用是控制 CO2 在整个操作过程中的超临界流体状态。不同的动态背压下，CO2 超临界

流体对各种样品有着不同的溶解能力。当背压升高时，超临界流体密度会增大，溶剂化能力增强，柱压
升高，分析物保留时间提前。本实验考察了背压在 1800 ～ 2200 psi范围内 CO2 超临界流体对样品分离

度的影响。结果表明，随着背压的增加，CO2 超临界流体密度、黏度随之增加，柱压升高，当背压为
2200 psi时，VE醋酸酯、VK1、VK2、VD2 以及 VD3 分离度达不到分离要求。当背压为 1800 psi 时，因为
CO2 超临界流体溶剂化能力的降低，使得 VD2 和 VD3 色谱峰分叉，分析时间增加。通过对样品基质、保
留时间、峰形及色谱柱压力的综合考虑，当背压为 1900 psi时，11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍
生物相互之间分离情况最好，保留时间较短、峰形对称，故本实验选择动态背压为 1900 psi。
3． 2． 5 色谱柱温度的选择 温度对 CO2 超临界流体影响也较大，一般在 30 ～ 50℃之间进行选择。随
着温度升高，超临界流体的黏度降低，溶剂化能力减小，出峰时间延长。随着温度降低，超临界流体黏度
增加，溶剂化能力增强，出峰时间缩短; 为了使样品中 11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物得
到较好的分离，本实验在保持其它色谱条件不变的前提下，在 30 ～ 50℃ 范围内考察了柱温对目标物分
离的影响。结果表明，随着温度的升高，11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物的保留时间逐渐
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增加，当温度为 30 ℃时，虽然目标物均得到分离，但是柱压较高且重现性较差。当温度为 50 ℃时，保证
了脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物在分析过程中相互之间不干扰，并且具有较好的重现性。故
本实验最佳分离温度选择 50 ℃。
3． 3 方法学考察
3． 3． 1 线性范围和灵敏度 将 11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物系列标准工作液按 2． 3 节
色谱条件进行测定，绘制样品浓度( x，mg /L) 与峰面积( y) 标准曲线，进行线性回归分析，且当信噪比为
3( S /N = 3) 时，方法对 11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物的检出限( LOD) 分析结果如表 1 所
示。结果表明，本方法在表 1 所列的线性范围内，线性良好。

表 1 线性范围及检出限
Table 1 Linear range and limit of detection

维生素
Vitamin

回归方程
Ｒegression equation

相关系数
Correlation coefficient
( Ｒ2 )

线性范围
Linear range
( mg /L)

检出限
Limits of detection
( mg /L)

VK1 y = 805． 72x + 979． 4 0． 9993 3 ～ 300 1． 5
VK2 y = 646． 66x + 1425． 6 0． 9992 3 ～ 300 1． 5
VK3 y = 983． 38x － 1076． 8 0． 9992 3 ～ 300 1． 5
VA y = 875． 62x － 627． 06 0． 9987 5 ～ 300 2． 0

VA甲酸 VA formic acid y = 853． 78x + 35． 785 0． 9993 5 ～ 300 2． 0
VA棕榈酸酯 VA palmitate y = 634． 83x + 1134． 6 0． 9988 5 ～ 300 2． 0

VE y = 842． 46x + 562． 57 0． 999 5 ～ 300 2． 0
VE醋酸酯 VE acetate y = 947． 36x － 1168． 7 0． 9991 5 ～ 300 2． 0

VE琥珀酸酯 VE acid succinate y = 630． 78x + 2297． 7 0． 9986 5 ～ 300 2． 0
VD2 y = 577． 36x + 2643． 4 0． 9989 5 ～ 300 2． 0
VD3 y = 589． 55x + 1874． 2 0． 9991 3 ～ 300 1． 5

3． 3． 2 样品加标回收率和精密度 在空白样品中添加 5，10 和 50 mg /L 的维生素标准溶液，涡旋混
合，放置 20 min，按 2． 4 节进行前处理操作后，按 2． 3 节进样测定，以浓度值计算加标回收率。为得到
11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物的精密度，对每一添加浓度样品重复测定 8 次。各维生素
的加标回收率在 97． 31% ～98． 76%之间，相对标准偏( ＲSD) 为 0． 41% ～0． 96%。方法的回收率和重现
性均较好。
3． 3． 3 实际样品测定 在上述优化实验条件下，对维生素含量进行了分析，采用与标准保留时间相对
照，外标法定量的方法测得两种复合维生素片( 胶囊) 中维生素的色谱图( 图 3) ，分析结果见表 2。在本
实验设定条件下样品及标样均能得到较好分离。

图 3 复合维生素片( a) 和胶囊( b) 中各维生素的色谱图
Fig． 3 Chromatogram of vitamins in Vitamin Tablets
1． VA; 2． VE醋酸酯( acetate) ; 3． VA棕榈酸酯( palmitate) ; 4． VE; 5． VE琥珀酸酯( acid succinate) ; 6． VA甲酸
( formic acid) ; 7． VD2 ; 8． VD3。

4 结 论

利用超高效合相色谱( UPC2 ) 对复合维生素片中的 11 种脂溶性维生素( A，D，E，K) 及其衍生物进
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表 2 复合维生素片中脂溶性维生素含量( mg /100 g)
Table 2 Content of fat-soluble vitamin in Vitamin Tablets ( mg /100 g)
样品
Sample VK1 VK2 VK3 VA VA甲酸

VA formic acid
VA棕榈酸酯
VA palmitate VE VE醋酸酯

VE acetate
VE琥珀酸酯

VE acid succinate VD2 VD3

片剂 Tablett － － － 8． 97 2． 37 2． 06 41． 15 23． 07 28． 29 0． 11 0． 24
胶囊 Capsule － － － 25． 07 3． 42 － 36． 39 3． 56 － 0． 42 0． 19

行检测，前处理过程简单，分析时间短，结果可靠，有效避免脂溶性维生素在长时间、复杂、繁琐的前处理
及检测过程中的损失，导致定量不准确、实验过程误差较大的弊端，提高了脂溶性维检测的准确性。由
于流动相为 CO2 超临界流体，对环境污染小，运行成本低。本方法为多种脂溶性维生素在食品中的同
时检测分析提供了技术支持。超高效合相色谱( UPC2 ) 将为未来的色谱分析提供新的方向。
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Determination of 11 Fat-soluble Vitamins (A，D，E，K) and
Their Derivatives in Vitamin Tablets by Ultra Performance

Convergence Chromatography

ZHOU Wei* 1，2，3，WANG Bo1，LIU Qian-Qian2，YANG Sheng-Xin3，WANG Li-Ting3
1 ( Central Laboratory of Technical Center of Gansu Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau，Lanzhou 730000，China)

2 ( College of Food Science and Engineering，Gansu Agricultural University，Lanzhou 730070，China)
3 ( College of Geography and Environment Science，Northwest Normal University，Lanzhou 730070，China)

Abstract A new method was developed for the determination of 11 fat-soluble vitamins ( A，D，E and K)
and its derivatives in vitamin tablets by ultra performance convergence chromatography ( UPC2 ) ． The mobile
phase was the mixture of supercritical CO2 and acetonitrile at a flow rate of 1 mL /min． The separation was
carried out on the Waters Acquity UPC2 HSS C18 SB 100 mm × 3． 0 mm i． d．，1． 8 μm column． The UV
detector was set at a wavelength of 284 nm． The limits of detection ( LOD) were 1． 5 － 2． 0 mg /L，and the
calibration linear for VK1，VK2，VK3 and VB3 was 3 － 300 mg /L，linear for VA，VA palmitate，VA formic
acid，VE，VE acetate，VD2 and VD3 was 5 － 300 mg /L，respectively． Its spiked recoveries were 97． 31% －
98． 76%，and the relative standard deviations ( ＲSDs) were 0． 41% － 0． 96% ． The method is applicable for
the determination of fat-soluble vitamins ( A，D，E and K) and Their derivatives in vitamin tablets．
Keywords Ultra performance convergence chromatography; Fat-soluble Vitamin; Vitamin tablets
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