
摘要

本文建立了在线中心切割法快速测定婴幼儿配方奶粉中的脂溶性维生素 A、维生

素 E 和维生素 D3。奶粉样品经过皂化、提取、过滤后直接进入中心切割系统进

行分析，经过第一维分离后可直接得到 VA 和 VE 的结果，VD 经过第一维初步

净化后被切入第二维再进行分离、检测，整个分析过程仅需 14 分钟且同时得到 
VA、VE 和 VD 含量。方法线性良好，对于 VD3 的检出限可以达到 10 µg/kg（或 
400 IU/kg）。同时，该方法重复性好，以样品为考察对象，连续 3 针进样，VA、

VE 和 VD 保留时间 R.S.D. < 0.30%，峰面积 R.S.D. < 0.81%。
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前言

婴幼儿配方奶粉又称母乳化奶粉，为了满足婴儿的营养需要，

需要添加各种营养成分，组成非常复杂。其中，常加的脂

溶性维生素有维生素 A、维生素 D 和维生素E，VA 和 VE 
的添加量比较大，测定相对容易，VD 的添加量较少加之紫

外吸收弱、基质干扰严重，测定起来非常麻烦。有文献方

法 [1] 将样品皂化后用固相萃取小柱先净化、浓缩后再以液

质联用法进行分离检测。国家标准方法 [2] 测定婴幼儿配方

奶粉中 VD 时先用正相液相色谱法进行纯化，收集 VD 保留

时间的馏分，馏分挥干后复溶，再经过反相 HPLC 方法测定。

整个过程非常麻烦且耗时较长，造成样品分析通量不高。

本实验采用中心切割方法，利用第一维色谱柱在分析 VA 和 
VE 的同时对 VD 进行净化，再将初步进化后的 VD 在线引

入第二维色谱柱进行分离、测定，整个分析过程只需一次进

样即可完成样品中 VA、VE 及微量 VD 的测定。该方法不

仅可以节省大量的制备工作，而且稳定性良好，可以用于配

方奶粉中脂溶性维生素的常规快速测定。

实验部分

仪器配置

第一维：

1260 四元泵：P/N G1311B

1260 自动进样器：P/N G1329B

1260 柱温箱：P/N G1316A，内置 2 位-6 通阀

1260 二极管阵列检测器：P/N G4212B，配 10 mm 标准流

通池

第二维：

1260 脱气机：P/N G1322A

1260 二元泵：P/N G1312B

1260 二极管阵列检测器：P/N 4212B，配 60 mm 超高灵

敏度流通池

软件：

OpenLab CDS ChemStation Edition C01.05[35]

HPLC方法

整个 HPLC 方法为中心切割的二维液相方法 (heart-cutting 
2DLC)，包含三个阶段：第一阶段为进样/分析维生素 A，此

时阀的位置为 1-2；第二阶段为净化/捕获维生素 D，阀在维

生素 D 出峰前切换到位置 1-6；第三阶段第一维继续分析维

生素 E，第二维则分离检测维生素 D，阀在第一维维生素 D 
出峰结束后切回位置 1-2，具体见下图 1。本方法第一维采

用高效短柱（Zorbax RRHT Extend-C18，4.6 × 50 mm × 
1.8 µm）进行快速分析，第二维采用 PAH 专用柱（Zorbax 
Eclipse PAH，2.1 × 100 mm × 3.5 µm）以提高 VD2 和 VD3 

的分离，同时第二维 DAD 检测器配备超高灵敏度流通池 
 （60 mm 光程）以提高灵敏度，其他方法细节见表 1。
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表 1. 中心切割方法参数

第一维 第二维

泵 1mL/min 0.6 mL/min 
流动相 A H2O ACN 
流动相 B MeOH MeOH 
自动进样器 10µL 

色谱柱 
Zorbax RRHT Extend-C18, 

4.6 × 50 mm × 1.8 µm 
Zorbax Eclipse PAH, 

2.1 × 100 mm × 3.5 µm 
捕获柱 Zorbax Extend-C18，4.6 × 12.5 mm × 5 um（放置于保护柱卡套中） 
柱温 35 °C 

检测器 
0-3.5 min: 325 nm (4 nm, Ref off)

3.5-14 min: 290 nm (4 nm, Ref off), 20 Hz 
265 nm (4 nm, Ref off), 20 Hz 

梯度程序 

时间 (min) B% 
0 90 
3 100 
10 100 
10.1 90 
14 90

时间 (min) B% 
0 5 
10 5 
10.1 100 
12 100 
12.1 5

阀 
0-4.4 min：位置 1-2（第一阶段）

4.4-4.6 min：位置 1-6（第二阶段）

4.6-10 min：位置 1-2（第三阶段） 
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图 1. 中心切割法同时分析 VA、VE 和 VD2/VD3 示意图
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结果与讨论

第一维方法的确定

采用反相 C18 色谱柱可以轻松分离 VA、VD2（或 VD3）和 
VE，但即使奶粉样品经过皂化、萃取处理，仍然存在一些

干扰物质，因此优化第一维梯度应以皂化后的实际样品为宜，

以排除 VA 和 VE 出峰时的干扰为最佳。对于 VD2/VD3，梯

度优化时应充分考虑峰宽，避免峰太宽，不利于捕获柱的完

全捕集。根据本实验结论，VD2 的峰起点和 VD3 的峰终点

时间差不能超过 0.2 min（1 mL/min 条件下），VD2 和 VD3 

在第一维柱上可以没有分离效果，或者共洗脱。第一维条

件参考表 1 详述。

阀切换时间的确定

对于中心切割方法阀切换时间至关重要，为提高 VD 的回收

率和净化效果，阀切换时间需设定在 VD2 出峰时间前和 VD3 

出峰时间后。考虑到色谱柱的批次间重现性以及长期使用

后柱效的下降，每次使用中心切割方法前应以含有 VD2 和 
VD3 混合标样为考察对象，采用第一维梯度方法（同 2.1 优
化的方法）进行分析，重新确定阀切换时间。

第二维方法的确定

第二维方法以分离 VD2 和 VD3 以及排除样品中的干扰为主要

目的。本文采用 Zorbax Eclipse PAH 柱（2.1 × 100 mm × 
3.5 µm）采用等度方法即可完成 VD2 和 VD3 的分离以及样

品中干扰物质的排除。

样品制备方法

样品制备如图 2 所示（参考 GB 5413.9—2010 婴幼儿食品

和乳品中维生素 A、D、E 的测定）

图 2. 样品制备流程图

称取混合均匀的奶粉 10 g（精确到 0.1 mg）于 250 mL 三角瓶中

加入约 50 mL 45 ºC ~ 50 ºC 水使其溶解，混合均匀

加入约 100 mL 维生素 C 的乙醇溶液，充分混匀后加入 25 mL  
氢氧化钾水溶液，混匀，放入磁力搅拌棒，充氮排出空气，盖上胶塞

于 1000 mL 的烧杯中加入约 300 mL 水，将烧杯放在恒温磁力搅拌器上， 
当水温控制在 53 ºC ± 2 ºC 时，将三角瓶放入烧杯中， 

磁力搅拌皂化约 45 min 后，取出立刻冷却至室温

用少量的水将皂化也全部转入 500 mL 分液漏斗中，加入 100 mL 石油醚， 
轻轻摇动，排气后盖好瓶塞，室温下振荡约 10 min 后静置分层

将水相转入另一 500 mL 分液漏斗中，按上述方法进行第二次萃取， 
合并醚液，用水洗至中性

醚液通过无水硫酸钠过滤脱水，滤液收入 500 mL 圆底烧瓶中， 
于旋转蒸发器上在 40 ºC ± 2 ºC 充氮条件下蒸至近干（绝不允许蒸干）

残渣用 9 mL 甲醇分三次转移至 10 mL 容量瓶中，用甲醇定容后， 
摇匀，该溶液过 0.22 µm 滤膜后待测
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线性、检出限、重复性

婴幼儿配方奶粉中 VA 和 VE 含量都比较高且固定，在保

证样品前处理无损失的前提下可以准确测出其含量。对于 
VD 其添加量通常较低且存在较多干扰，需要同时关注检出

限、线性范围和专属性。图 3 为本文方法 VA、VE 和 VD3 的

线性范围，其中 VA 在 2.5 ~ 12.5 µg/mL 内线性相关系数为 
0.99996；VE 在 50 ~ 250 µg/mL 内线性相关系数为 0.99984，
VD3 在 0.05 ~ 0.25 µg/mL 内线性相关系数为 0.99988。按信

Amount[ug/mL]0 5

Area

0

1000

2000

3000

1

2 3

4

5

VA, DAD2 A

0.99996

Rel. Res%(1): -1.573     
Area = 276.259326*Amt +3.3788801

Amount[ug/mL]0 100

Area

0

2000

4000

6000

8000

1

2 3

4

5

VE, DAD2 A

0.99984

Rel. Res%(1): -1.846     
Area = 36.1866663*Amt -516.67276

Amount[ug/mL]0 0.1

Area

0

10

20

30

40

50

1

2 3

4

5

VD3, DAD1 A

0.99988

Rel. Res%(1): -2.702     
Area = 209.993116*Amt+0.12816

噪比 S/N = 3 计算，VD3 的检出限为 0.01 µg/mL，换算为奶

粉样品中 VD3 的含量为 10 µg/kg（或 400 IU/kg）。

采用本文方法进行奶粉中 VD 含量测定可以很好的排除样品

基质中杂质对 VD 的干扰，专属性高，图 4 为典型的标准品

和样品色谱图。以实际样品考察方法重复性，连续三针进

样，保留时间 R.S.D. < 0.30%，峰面积 R.S.D. < 0.81%，见

表 2。

图 3. VA、VE 和 VD3 的校准曲线及线性拟合相关系数

图 4. 标准品及样品色谱图
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表 2. 样品连续 3 针进样保留时间和峰面积重复性

进样次数 

VA VE VD3 

保留时间 
(min) 峰面积 保留时间 

(min) 峰面积 保留时间 
(min) 

峰面积 

1 2.064 4645.55273 4.951 2301.32178 8.953 20.24444

2 2.063 4658.86182 4.961 2301.61694 8.991 20.56408

3 2.064 4660.52637 4.965 2301.80396 9.005 20.48096

RSD(%) 0.03 0.18 0.14 0.01 0.30 0.81 

结论

相比于现有方法关于婴幼儿配方奶粉中脂溶性 VA、VE 和 
VD 的测定，本文中心切割法具有自动化程度高、操作简单、

成本低等特点。对于样品中微量 VD 的检测，该方法灵敏

度高、专属性强，样品中杂质不会干扰 VD 的测定。实验

数据表明，本文方法可用于乳品企业 QC 部门关于奶粉中

VA、VE和微量 VD 的同时测定。
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