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维生素 Ｅ又称生育酚，为脂溶性维生素，具有抗氧
化、抗衰老、促生育功能、提高免疫、保护肝脏、提高记

忆、防治白内障、减轻肾损害等众多生理功能犤１犦。按其

来源可分为人工合成和天然维生素Ｅ，来自动植物的天
然维生素 Ｅ是苯并二氢呋喃的衍生物，共有 ８种类似
物，包括 α，β，γ，δ－生育酚和 α，β，γ，δ－生育三烯
酚，生理活性均不同，其中以 α－生育酚生理活性最强，
其次为 β－生育酚犤２犦。测定维生素Ｅ的传统方法主要有
比色法、分光光度法、红外光谱法、荧光分析法、电化学

法、气相色谱法等犤３犦，上述方法灵敏度和精密度均较低，

准确性较差。高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法的灵敏度、重复性、
分辨率、分离效果均较好，本研究中参考文献犤４－１１犦，
采用反相高效液相色谱牗ＲＰ－ＨＰＬＣ牘法对 ４种生育酚
进行定量分析。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ｅ２６９５型高效液相色谱仪，包括 ２９９８型光电二极

管阵列检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＸＰＥ２０５型电子分析
天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＸＭＴＤ－２０４型数显式
电热恒温水浴锅（上海跃进医疗器械有限公司）。

１．２ 试药
安睡美胶囊（洛阳新春都生物制药有限公司，规格

为每粒 ３８０ｍｇ，样品Ⅰ）；玉妍丸（汉南汉方药业有限责
任公司，规格为每粒０．１４ｇ，样品Ⅱ）；α－生育酚对照品
（中国食品药品检定研究院，批号为 １９０１６８－２０１６０１，
含量为 １００．０％）、β－生育酚对照品（上海甄准生物科
技有限公司，批号为 ＺＺＳ１７１２１６０１，含量为 ９６．０％）、
γ－生育酚对照品（批号为 ＡＣ１７１０１０－１２，含量为
９９．３％）、δ－生育酚对照品（批号为ＳＭ１７１００７－２８，含量
为９４．８７％），均购自美国 ＳｔａｎｆｏｒｄＡｎａｌｙｓｉｓＣｈｅｍｉｃａｌｓ公
司；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＹＭＣＣａｒｏｔｅｎｏｉｄ－Ｃ３０柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

反相高效液相色谱法同时测定中成药保健食品中４种生育酚含量
张 竞，王雪芹，王 倩，徐金玲，王海波
（河南省食品药品检验所，河南 郑州 ４５０００３）

摘要：目的 建立同时测定中成药保健品中４种生育酚含量的反相高效液相色谱法。方法 色谱柱为 ＹＭＣＣａｒｏｔｅｎｏｉｄ－Ｃ３０柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －水牗梯度洗脱牘，流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２９４ｎｍ，柱温为２０℃，进样量为１０μＬ。结果 α，β，γ，

δ－生育酚质量浓度线性范围分别为５．２８～６３．３６，５．４２～６５．０９，５．２３～６２．７７，５．１０～６１．１５μｇ／ｍＬ（ｒ＞０．９９９），精密度、稳定性、重复
性试验的 ＲＳＤ均小于２％；平均加样回收率分别为９５．７７％，９５．２３％，９７．４３％，９４．８３％，ＲＳＤ值分别为１．１３％，１．８６％，１．３４％，１．７３％
（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便，准确，精密度、稳定性、重复性、耐用性均较好，可用于同时测定中成药保健品中４种生育酚含量。
关键词：反相高效液相色谱法；中成药保健食品；天然维生素 Ｅ；α－生育酚；β－生育酚；γ－生育酚；δ－生育酚；含量测定
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ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｏｏｄ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＹＭＣＣａｒｏｔｅｎｏｉｄ－Ｃ３０ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ
ｗａｓｍｅｔｈａｎｏｌ－ｗａｔｅｒ（ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ），ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０．８ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２９４ｎｍ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｗａｓ２０℃ ａｎｄｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｚｅｗａｓ１０μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅα，β，γ，δ－ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｓｏｆ
５．２８－６３．３６，５．４２－６５．０９，５．２３－６２．７７，５．１０－６１．１５μｇ／ｍＬ（ｒ＞０．９９９）．ＲＳＤｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｗｅｒｅ
ｌｅｓｓｔｈａｎ２％．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ９５．７７％，９５．２３％，９７．４３％，９４．８３％，ＲＳＤｓｗｅｒｅ１．１３％，１．８６％，１．３４％，１．７３％（ｎ＝６）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅ，ｉｔｈａｓｇｏｏｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅ
ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｅｎｔｍｅｄｉｃｉｎｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｏｏｄ．
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δ－ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
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待测成分

α－生育酚

β－生育酚

γ－生育酚

δ－生育酚

回归方程

Ｙ＝４８５２．０９Ｘ－１５３８．４２
Ｙ＝４２３７．１２Ｘ－４２００．６５
Ｙ＝４９９１．５２Ｘ－２８７５．５７
Ｙ＝５４６１．００Ｘ－２６７５．１１

ｒ
０．９９９２
０．９９９３
０．９９９７
０．９９９５

线性范围（μｇ／ｍＬ）

５．２８～６３．３６
５．４２～６５．０９
５．２３～６２．７７
５．１０～６１．１５

０．０１５

０．０１０

０．００５

０

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０

ＡＵ

４ ３２

１

ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０

ＡＵ
０．８

０．６

０．４

０．２

０

４

１
２

３

ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０

ＡＵ
０．０６

０．０４

０．０２

０

１

３
ｔ／ｍｉｎ

０ １０ ２０ ３０

ＡＵ
０．０６

０．０４

０．０２

０

表１ 回归方程与线性范围牗ｎ＝５牘
５μｍ）；流动相：甲醇（Ａ）－水（Ｂ），梯度洗脱（０～１３ｍｉｎ时
９６％Ａ，１３～２０ｍｉｎ时 ９６％Ａ→１００％Ａ，２０～２４ｍｉｎ时
１００％Ａ，２４～２４．５ｍｉｎ时 １００％Ａ→９６％Ａ，２４．５～３０ｍｉｎ
时９６％Ａ）；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２９４ｎｍ；柱温：
２０℃；进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：分别称取 α－生育酚、β－生育
酚、γ－生育酚、δ－生育酚对照品各适量，精密称定，分
别置１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解并定容，作为单一对
照品贮备液；分别精密量取５ｍＬ，置同一５０ｍＬ容量瓶
中，加甲醇定容，摇匀，即得。

供试品溶液：取样品内容物适量，精密称定，置１５０ｍＬ
锥形瓶中，加２０ｍＬ温水，混匀，再加１．０ｇ维生素Ｃ和
０．１ｇ丁羟甲苯，混匀，加 ３０ｍＬ无水乙醇，１５ｍＬ氢氧
化钾溶液（５０ｇ→１００ｇ），摇匀后于８０℃恒温水浴振荡皂
化３０ｍｉｎ，立即冷却至室温；将皂化液用 ３０ｍＬ水转入
２５０ｍＬ分液漏斗中，加５０ｍＬ石油醚（３０→６０℃）－乙醚
（１∶１，Ｖ／Ｖ）混合液，振荡萃取 ５ｍｉｎ，将下层溶液转移
至另一 ２５０ｍＬ分液漏斗中，加入 ５０ｍＬ混合醚液再
次萃取，合并醚层；用水洗涤至中性（约需３次，每次约
３０ｍＬ）；将洗涤后的醚层经无水硫酸钠滤入旋转蒸发瓶
中，用 １５ｍＬ石油醚洗涤分液漏斗及无水硫酸钠洗涤
２次，洗液并入蒸发瓶内，于４０℃下，水浴充氮气蒸至近
干；残渣用甲醇溶解并转移至１０ｍＬ容量瓶中，定容，即得。

阴性对照品溶液：按样品处方和工艺制备缺天然维

生素Ｅ的阴性样品，依法制备阴性对照品溶液。
２．３ 方法学考察

系统适用性试验：分别取２．２项下３种溶液各１０μＬ，
按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图，详见图１。结果
理论板数按各待测成分峰计均大于９０００，分离度均大
于１．５，基线分离良好。

线性关系考察：精密量取混合对照品溶液 ０．５，
１．０，２．０，４．０，６．０ｍＬ，分别置 １０ｍＬ容量瓶中，用甲醇
定容，摇匀，得质量浓度分别为 ５，１０，２０，４０，６０μｇ／ｍＬ
的系列溶液。精密量取１０μＬ，按拟订色谱条件进样，记
录峰面积。以待测成分质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、

峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归。结果见表１。

精密度试验：取混合对照品溶液适量，按拟订色谱

条件连续进样测定６次，记录峰面积。结果 α－生育酚、
β－生育酚、γ－生育酚、δ－生育酚峰面积的 ＲＳＤ分别
为１．１２％，０．９３％，０．６０％，１．２１％（ｎ＝６），表明仪器精
密度良好。

稳定性试验：取供试品溶液（样品Ⅰ）适量，分别于
室温下放置 ０，２，４，６，８，１２，２４ｈ时按拟订色谱条件进
样测定，记录峰面积。结果 α－生育酚、β－生育酚、γ－
生育酚、δ－生育酚峰面积的 ＲＳＤ分别为 １．８０％，
０．９３％，１．３１％，１．７４％（ｎ＝６），表明供试品溶液室温
放置２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：称取同一批样品牗样品Ⅰ牘适量，精密
称定，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定

６次，记录峰面积，并计算含量。结果 α－生育酚、β－生
育酚、γ－生育酚、δ－生育酚平均含量分别为 ２．５９，
０．８２，２０．３６，８．７０ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为 １．３３％，１．８１％，
１．９０％，１．６４％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量样品（样品Ⅰ）适量，
共６份，分别加入低、中、高质量浓度的对照品溶液，按
２．２项下方法制备供试品溶液，再按拟订色谱条件进样
测定，记录峰面积，并计算回收率。结果见表２。
２．４ 样品含量测定

取各样品适量，精密称定，分别依法制备供试品溶

液，再按拟订色谱条件进样测定，平行测定３次，记录峰
面积并计算含量。结果见表３。
３ 讨论

３．１ 分析方法和色谱柱选择
对于 ４种生育酚，尤其是 β－生育酚和 γ－生育

酚，采用传统的 Ｃ１８柱很难达到基线分离，多数采用正

·研究·
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１．α－生育酚 ２．β－生育酚 ３．γ－生育酚 ４．δ－生育酚

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．样品Ⅰ供试品溶液 Ｃ．样品Ⅱ供试品溶液 Ｄ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图
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待测

成分

α－生育酚

β－生育酚

γ－生育酚

δ－生育酚

取样量

（ｇ）

０．５００３
０．５０５１
０．５０３２
０．５０２２
０．５０１８
０．５０３９
０．５００３
０．５０５１
０．５０３２
０．５０２２
０．５０１８
０．５０３９
０．５００３
０．５０５１
０．５０３２
０．５０２２
０．５０１８
０．５０３９
０．５００３
０．５０５１
０．５０３２
０．５０２２
０．５０１８
０．５０３９

样品含量

（ｍｇ）

１．２９６
１．３０８
１．３０３
１．３０１
１．３００
１．３０５
０．４１０
０．４１４
０．４１３
０．４１２
０．４１１
０．４１３
１０．１８６
１０．２８４
１０．２４５
１０．２２５
１０．２１７
１０．２５９
４．３５３
４．３９４
４．３７８
４．３６９
４．３６６
４．３８４

加入量

（ｍｇ）

１．０５６
１．０５６
１．０５６
１．０５６
１．０５６
１．０５６
０．５４２
０．５４２
０．５４２
０．５４２
０．５４２
０．５４２
１０．４６２
１０．４６２
１０．４６２
１０．４６２
１０．４６２
１０．４６２
４．０７７
４．０７７
４．０７７
４．０７７
４．０７７
４．０７７

测得量

（ｍｇ）

２．２９７
２．３３８
２．３１４
２．３１７
２．２９８
２．３１７
０．９２１
０．９２２
０．９３５
０．９２９
０．９１８
０．９４５
２０．５９６
２０．５３３
２０．３０５
２０．４５６
２０．３８８
２０．２９７
８．２０２
８．１９２
８．３２３
８．１９９
８．１８７
８．３３９

回收率

（％）

９４．７９
９７．５４
９５．７４
９６．２１
９４．５１
９５．８３
９４．２８
９３．７３
９６．３１
９５．３９
９３．５４
９８．１５
９９．５０
９７．９６
９６．１６
９７．７９
９７．２２
９５．９５
９４．４１
９３．１６
９６．７６
９３．９４
９３．７２
９７．０１

Ｘ
（％）

９５．７７

９５．２３

９７．４３

９４．８３

ＲＳＤ
（％）

１．１３

１．８６

１．３４

１．７３

待测样品

样品Ⅰ

样品Ⅱ

编号

１
２
３
１
２
３

α－生育酚
２．５９
２．４２
２．６３
０．８４
０．８８
０．８２

β－生育酚
０．８２
０．７９
０．８５
０．００
０．００
０．００

γ－生育酚
２０．３６
２０．２５
２０．３９
０．０２
０．０３
０．０２

δ－生育酚
８．７０
８．６１
８．７８
０．００
０．００
０．００

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表３ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）
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相色谱法彻底分离４种异构体，但该方法在柱稳定性和
保留时间重复性方面存在不足。本试验中采用具有长链

烷基键合相的 Ｃ３０柱，由于其具有更高含碳量，对脂溶
性的生育酚有更好的保留和分离能力，可很好地分离

４种生育酚。随着色谱技术的不断发展，有望采用更高
性能的色谱柱和检测器，将会进一步缩短检测时间，提

高检测灵敏度。

３．２ 流动相选择
本试验中考察了纯甲醇和甲醇 －水梯度洗脱 ２种

流动相，纯甲醇作流动相时，４种生育酚不能有效分
离，β－生育酚和 γ－生育酚色谱峰重叠；甲醇 －水梯
度洗脱时，则既能让 ４种生育酚达到有效分离，又能防
止其他脂溶性大分子杂质在色谱柱中的沉淀，延长了色谱

柱的寿命。考察了１．０，０．８，０．６ｍＬ／ｍｉｎ３种流速，流速
越慢，各色谱峰分离效果越好，但样品保留时间则相对

延长，检测灵敏度随之降低。对比后选则了０．８ｍＬ／ｍｉｎ
为流速，在保证足够分离效果的前提下，使４种生育酚
的保留时间控制在２５ｍｉｎ以内，且峰宽适中。
３．３ 不同样品生育酚含量分析

本试验中考察了 ２个不同厂家 ２个品种含天然维
生素 Ｅ的样品，２个样品中 ４种生育酚含量差异较大。
维生素 Ｅ中抗氧化作用最强的是 α－生育酚（活性为
１００％），然后是 β－生育酚（活性为 １２％ ～４０％）、
γ－生育酚（活性为 ３．０％～２０％）、δ－生育酚（活性为
０．３％～１．０％）。国际市场上，天然维生素 Ｅ专门指活
性最高的 α－生育酚，是从植物油加工副产物中提取纯
化而来。但市场上的天然维生素Ｅ质量参差不齐，尤其是
α－生育酚含量差异较大。为有效控制含天然维生素 Ｅ
类中成药和保健食品的质量，建议药品和保健食品生产

企业进一步考察处方中所添加天然维生素 Ｅ的化合物
类型及合理的添加剂量。

综上所述，本研究中建立的方法操作简便，准确，

精密度、稳定性、重复性、耐用性均较好，可用于同时测

定中成药保健品中４种生育酚含量。
参考文献：

犤１犦范丽萍，靳雅欣，赵福永 ．生育三烯酚生物合成与生理功能
研究进展犤Ｊ犦．长江大学学报（自然科学版），２０１２，９（４）：４１－４５．

犤２犦袁明雪，黄象男，韩绍印，等 ．天然维生素 Ｅ的研究进展犤Ｊ犦．
生物学杂志，２００８，２５（３）：１３－１５．

犤３犦别 玮，刘韦华，王琳丽，等．食用植物油中天然维生素 Ｅ检
测技术研究进展犤Ｊ犦．现代仪器与医疗，２０１５，２１（６）：６－９．

犤４犦蔺 娟，闵 祺，任丽萍，等．高效液相色谱 －荧光检测法同
时测定多烯酸乙酯软胶囊中 ４种生育酚的含量犤Ｊ犦．药物分
析杂志，２０１５，３５（１０）：１８６６－１８７１．

犤５犦于瑞祥，张 欣，张秀芹，等．反相高效液相色谱法同时测定植
物油中四种生育酚犤Ｊ犦．分析测试学报，２０１３，３２（６）：７６４－７６７．

犤６犦刘艳丽．高效液相色谱法测定复方三维亚油酸胶丸Ⅰ中维生
素 Ｅ含量犤Ｊ犦．中国药业，２０１４，２３（１２）：７８－７９．

犤７犦张 东，薛雅琳．高效液相色谱法测定玉米中生育酚异构体犤Ｊ犦．
粮油食品科技，２０１２，２０（１）：３６－３８．

犤８犦邓鸿铃，吴钟玲，王海波，等．口香糖中维生素Ｅ（α－生育酚）含
量的检测方法研究犤Ｊ犦．食品工业，２０１３，３４（８）：２１１－２１４．

犤９犦黄百芬，谭 莹，姚建花，等．浙江省居民常用食用植物油中

４种生育酚异构体的含量分析犤Ｊ犦．营养学报，２０１３，３５（１）：７８－８２．
犤１０犦张 征，徐春祥，刘佳娣，等．正相超高压液相色谱法测定植物

油中的维生素Ｅ犤Ｊ犦．中国粮油学报，２０１２，２７（１０）：１０９－１１２．
犤１１犦张晓雷，任国谱，颜景超，等．正相高效液相色谱法检测婴幼儿

乳粉中的 α－生育酚、α－生育酚醋酸酯犤Ｊ犦．中国乳品工业，

２０１２，４０（７）：５３－５６．
牗收稿日期：２０１８－１１－３０牘


