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前 言 

    维生素 A（维生素 A 乙酸酯）、维生素 D3和维生素 E（维生素 E 乙酸酯）对

于人类的健康至关重要。其中维生素 D3（胆钙化醇）是哺乳动物重要的营养成

分，具有促进哺乳动物钙磷代谢和成骨的作用。因此，维生素 A、维生素 E 和维

生素 D3 是婴幼儿奶粉和米粉的营养成分主要营养成分，也是各种保健食品的重

要组成部分。维生素 A 和维生素 E 紫外吸收较强并且在食品中的含量较高，一

维色谱即可实现这两种化合物的准确定量。维生素 D3 含量较低、紫外吸收不强、

易受基质干扰，难以通过一维色谱实现其与基质的分离和准确定量。因此，同时

定量食品中维生素 A、维生素 D3 和维生素 E 难以实现。 
AOAC 采用 LC-MS/MS 技术定量奶粉中维生素 D3，该方法效果较好，但测

试成本较高。欧盟和中国采用两套方法定量维生素 A、维生素 D3 和维生素 E，
即反相色谱（一维色谱）定量维生素 A 和维生素 E，离线二维法（正相色谱制备

+反相色谱分析）定量维生素 D3。制备液相加分析液相的方法主要解决两方面的

问题：1. 维生素 D 馏分的两次净化（维生素 D 与基质的分离）；2. 二维正交性

分离，维生素 D3 与维生素 D2 的分离、维生素 D3 与基质的分离。该方法具有比

LC-MS/MS 方法成本更低的优点，但工作量较大且不利于大量样品的分析（自动

化程度较低）。 
岛津采用中心切割方法，第一维色谱柱定量维生素 A 和维生素 E，同时净化

维生素 D。定量环收集维生素 D 组分，并由二维液相泵引入第二维色谱柱，利用

一维和二维色谱柱不同的分离选择性实现维生素 D3 与基质的分离，以及维生素

D3 和维生素 D2 的分离，最终实现维生素 D3 的定量。综上所述，本方法只需一次

进样，即可实现维生素 A、维生素 D3 和维生素 E 同时定量，节约了大量样品制

备时间、避免正相溶剂对分析人员的伤害，同时具有稳定性好、准确度高的特点，

可用于米粉、婴幼儿奶粉、多维片和钙片中维生素 A（维生素 A 乙酸酯）、维生

素 D3 和维生素 E（维生素 E 乙酸酯）的含量检测。 
岛津企业管理（中国）有限公司 

分析中心   
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1 岛津维生素 ADE 系统介绍 
1.1 维生素 ADE 系统色谱图 

 
图 1. 维生素 ADE 系统切换图 

1.2 阀切换说明 

本实验共包含2个二位六通阀：左阀用于检测器切换，1-6位置检测器与第一

维色谱柱（1D）相连，1-2位置检测器与第二维色谱柱（2D）相连；右阀用于切换

定量环与色谱柱的连接，1-6位置定量环收集PDA流出组分，1-2位置定量环中组

分转移到2D色谱柱。具体解析如下： 

1）左阀1-6， 右阀1-2：检测器与1D色谱柱连接，检测一维洗脱馏分，定量环与
2D色谱柱相连，使定量环充满二维流动相； 

2）左阀1-6，右阀1-6：检测器继续与1D色谱柱相连，定量环与检测器和1D色谱柱

相连，开始收集1D色谱柱洗脱的维生素D。该时间为维生素D的峰起始时间； 

3）左阀1-6，右阀1-2：检测器继续与1D色谱柱相连，定量环与检测器和2D色谱柱

相连，定量环结束收集一维馏分，切换到与二维泵和2D色谱柱相连，将一维馏分

引入2D色谱柱。该时间为维生素D的峰结束时间； 

4）左阀1-2，右阀1-6：检测器完成一维维生素A、D、E的检测，切换到与2D色谱

柱相连，检测维生素D2和D3；定量环完成一维馏分转移，切换到与1D色谱柱相连，

以减少二维液相系统梯度延迟时间； 

5）左阀 1-6，右阀 1-2：切回到初始状态。 
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1.3 维生素 ADE 分析典型色谱图 

 

 
图 2 维生素 A、维生素 D 和维生素 E 二维分析典型色谱图（三通道叠加图） 
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米粉中维生素 A、维生素 D3和维生素 E 的同时

定量 
摘要：本文建立了一种使用岛津中心切割二维液相色谱同时定量米粉中维生素 A、D3和 E

的方法。样品经处理后，用一维色谱定量维生素 A 和维生素 E，并用定量环收集含维生素

D3的一维馏分。待维生素 D3馏分收集以后，用二维流动相将该馏分加载到二维色谱柱

上，从而实现维生素 D3 与维生素 D2 以及基质的分离，并最终实现米粉中维生素 A、维生

素 D3 和维生素 E 的含量测定。本方法在客户要求的浓度范围内具有较好的线性（R2 > 

0.999）、灵敏度（维生素 D3的 LOQ < 20 ug/L）高且重复性好。 

关键词：中心切割二维液相色谱  米粉  维生素 A  维生素 D3 维生素 E 

    
米粉中通常含有维生素 A 和维生素 D3和 D2 等脂溶性维生素（几乎不含维生素 E）。维

生素 A 和维生素 D3是米粉中维生素测定的主要目标。米粉样品具有基质复杂、维生素 D3

含量低的特点。为了减少复杂基质对第二维分离的影响，应客户要求，使用柱效较高且分

离时间稍长的液相方法做一维，并采用正交性较好且柱效较高的色谱柱做二维分离。 

1 方法学参数 

    按照国标要求，内标法定量维生素 D3（以浓度为 0.5 µg/mL 的维生素 D2为内标），所

得标准曲线见表 1 和图 1。 
表 1.维生素 D3 工作曲线及相关系数 

No. 名称 线性范围 a 线性方程 R2 精准度% 

1 维生素 D3 0.02-0.20 A = 2.027 C+0.000697 0.9992 98.2-101.1% 

2 维生素 A 0.0383-19.6 A = (2.20612e+006) C + 842.6 0.9996 93.1-102.2% 

3 维生素 E 0.726-372 A = 126997 C -10068.1 0.9996 98.2%-102.5% 

a：单位均为 µg/mL。 
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图 1. 维生素 A、维生素 D3 和维生素 E 工作曲线图 

 

 
图 2.定量限对照品色谱图 

 维生素 D3 标样的出峰时间为 29.1 min，标准曲线最低点 0.02 µg/mL 的维生素 D3 信噪

音比为 25（噪音计算方式 ASTM，噪音选取范围：31-32 min），满足定量检出限 S/N>10 的

要求。维生素 D3内标物维生素 D2的分离度为 1.87（图 2）。 

2 实际样品测试 
米粉实际样品中检出维生素 A 和维生素 D3，维生素 A 保留时间为 3.52 min，维生素

D3的二维保留时间为 29.1 min，与内标峰维生素 D2和基质分离良好，典型色谱图如图 3 所

示。 

表 1. 实际样品测试结果 

样品编号 维生素 D3 (µg/mL) 
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样品 1 0.056 0.056 

样品 2 0.118 0.118 

  

 
图 3. 米粉样品 2 色谱图及局部放大图 

3 结论 
1. 本系统可实现一次进样，同时定量维生素 A、维生素 E 和维生素 D3。本实验

样品中，可检出维生素 A 和维生素 D3，无维生素 E 检出。 
2. 本系统具有较高灵敏度和较好重复性，可实现维生素 D3 的快速、准确定量。 
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婴幼儿奶粉中维生素 A、维生素 D3和维生素 E
同时定量 
摘要：本文将岛津中心切割二维液相色谱用于多种婴幼儿奶粉中维生素 A、D3 和 E 含量测

定。样品经处理后，用一维色谱定量维生素 A 和维生素 E，并用定量环收集含维生素 D3

的一维馏分。待维生素 D3馏分收集以后，用二维流动相将该馏分加载到二维色谱柱上，从

而实现维生素 D3与维生素 D2 以及基质的分离，并最终实现婴幼儿奶粉中维生素 A、维生

素 D3 和维生素 E 的含量测定。本方法在客户要求的浓度范围内具有较好的线性（R2 > 

0.999）、灵敏度高且重复性好（峰面积 RSD% < 0.3%）。 

关键词：中心切割二维液相色谱  婴幼儿奶粉  维生素 A  维生素 D3 维生素 E 

 
与米粉相比，婴幼儿奶粉中维生素 D3 的含量稍高。此外，婴幼儿奶粉通常同时含有维

生素 A 乙酸酯、维生素 E 乙酸酯和维生素 D3。奶粉经皂化后，维生素 A 乙酸酯和维生素 E

乙酸酯分别水解为维生素 A 和维生素 E。因此，通过定量婴幼儿奶粉皂化液中维生素 A、维

生素 E 和维生素 D3 的含量评价奶粉质量。应客户要求，发展较为快速的一维方法用于维生

素 A 和维生素 E 含量测定，同时又可实现第二维中维生素 D3 的含量测定。 

1 样品信息 
标准溶液配制方法如下：分别称取维生素 A（vitamin A, 购自 Sigma，CAS #: 68-26-8）、

维生素 D2（vitamin D2, 购自 Dr.Ehrenstorfer，CAS #: 50-14-6）、维生素 D3（vitamin D3, 购

自 Dr.Ehrenstorfer，CAS #: 67-97-0）和维生素 E（vitamin E, 购自 Sigma, CAS #: 218-197-9）

对照品，用甲醇配制成浓度分别为 250、130、150 和 145 µg/mL 的混合溶液备用。取混合溶

液适量，用甲醇逐级稀释配制浓度维生素 A（0.98-15.63 µg/mL）、维生素 D2（0.53 µg/mL）、

维生素 D3（0.059-1.88 µg/mL）和维生素 E（11.52-368.80 µg/mL）的对照品溶液。 

实际样品测试：客户按国标方法 GB 5009.82-2016 方法皂化好的奶粉样品，直接测试。 

加标回收：取对照品母液 100 µL，用甲醇稀释到 1 mL（对照）；取 900 µL 样品，加入

100 µL 甲醇（样品）；取 900 µL 样品，加入 100 µL 对应浓度对照品（加标样品）。回收率=

（（A 加标样品-A 样品）/A 对照）× 100% 。加标浓度为待测样品中对应化合物浓度。 

2 方法学数据 

     按照国标要求，用外标法定量维生素 A 和维生素 E，内标法定量维生素 D3（以浓度

为 0.5 µg/mL 左右的维生素 D2 为内标），所得标准曲线见图 1。相关数据见表 1 和表 2。 
表 1. 各组分工作曲线及相关系数 

No. 名称 线性范围 a 线性方程 相关系数 LODa（S/N） LOQa（S/N） 

1 维生素 A 0.98-15.63 A=2090000 C-472592 0.999 0.030（5） 0.061（10） 

2 维生素 D3 0.059-1.87 A=1.218 C -0.0629 0.999 0.014（4） 0.028（11） 

3 维生素 E 11.52-368.75 A=105556C-73423 0.999 0.071（5） 0.14（10） 
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a：单位均为 µg/mL。 

表 2. 各组分的仪器重复性考察结果（n=5） 

No. 化合物名称 
英文名称 CAS No. 保留时间

RSD% 

峰面积

RSD% 

1 维生素 A vitamin A 68-26-8 0.16 0.21 

2 维生素 D3 vitamin D3 67-97-0 0.030 0.19 

3 维生素 E vitamin E 218-197-9 0.14 0.14 

  

 
图 1. 维生素 A、D3 和 E 工作曲线图 

3 实际样品测试 

表 3. 实际样品测试结果 

样品编号 维生素 A (µg/mL) 维生素 D3 (µg/mL) 维生素 E (µg/mL) 

1 5.60 0.354 95.2 

2 6.00 0.300 100.5 

3 13.1 0.523 169.8 

4 12.3 0.512 167.4 

5 8.78 0.358 181.8 
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6 10.3 0.352 196.9 

 

    
图 2. 样品 1 色谱图及局部放大图 

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min
0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000mAU

PDA Ch3 325nm,4nm 
PDA Ch2 291nm,4nm 
PDA Ch1 265nm,4nm 

V
A

V
E

V
D

2+
V

D
3

V
D

2
V

D
3

0.0 2.5 min
0

1000

2000

3000

4000mAU

PDA Ch3 325nm,4nm 
PDA Ch2 291nm,4nm 
PDA Ch1 265nm,4nm 

V
A

V
E

V
D

2
+

V
D

3

10.0 15.0 20.0 min

0

10

20

30mAU
PDA Ch1 265nm,4nm 

V
D

2
V

D
3

二维检测 
一维检测 



11 
 

 

  

图 3. 样品 2 色谱图及局部放大图 
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图 4. 样品 3 色谱图及局部放大图 
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图 5. 样品 4 色谱图及局部放大图 
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图 6. 样品 5 色谱图及局部放大图 
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图 7. 样品 6 色谱图及局部放大图 

4 小结 
使用岛津公司二维液相可实现客户样品中维生素 A、维生素 D3 和维生素 E

的快速检测，且重复性好、灵敏度高。6 份样品中维生素 A 的含量在 3-14 µg/mL
之间，维生素 D3 含量在 0.3-0.6 µg/mL 之间，维生素 E 含量在 90-200 µg/mL 之

间。 
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多维片和钙片中维生素 A 乙酸酯、维生素 D3和

维生素 E 乙酸酯同时定量 
摘要：本文将岛津中心切割二维液相色谱用于多维片和钙片中维生素 A 乙酸酯、维生素 D3

和维生素 E 乙酸酯含量测定。样品经超声提取后，用一维色谱定量维生素 A 乙酸酯和维生

素 E 乙酸酯，并用定量环收集含维生素 D3的一维馏分。待维生素 D3馏分收集以后，用二

维流动相将该馏分加载到二维色谱柱上，从而实现维生素 D3 与基质的分离，并最终实现多

维片和钙片中维生素 A 乙酸酯、维生素 D3和维生素 E 乙酸酯的含量测定。本方法在客户

要求的浓度范围内具有较好的线性（R2 > 0.999）、灵敏度高且重复性好（峰面积 RSD% < 

0.3%）。 

关键词：中心切割二维液相色谱  多维片 钙片  维生素 A 乙酸酯  维生素 D3 维生素 E 乙

酸酯 

 
     多维片和钙片的基质虽较奶粉和米粉更为简单，但仍存在与维生素 D3 共洗脱组分。

为了实现多维片和钙片中维生素 D3的准确定量，需将共洗脱组分与维生素 D3分离。本文

将中心切割二维液相技术用于多维片和钙片中维生素 D3 与基质的正交分离，并最终实现

维生素 D3 的含量测定以及多维片中维生素 A 乙酸酯和维生素 E 乙酸酯含量的同时测定。 

1 样品信息 
标准溶液配制方法如下：分别称取维生素 A 乙酸酯（vitamin A acetate）、维生素 D3

（vitamin D3）和维生素 E 乙酸酯（vitamin E acetate）对照品，用甲醇配制成浓度分别为 3400、

1.8 和 2171 µg/mL 的混合溶液备用。取混合溶液适量，用甲醇逐级稀释配制浓度维生素 A

乙酸酯（5.31-680 µg/mL）、维生素 D3（0.056-1.8 µg/mL）和维生素 E（67.8-4340 µg/mL）的

对照品溶液。 

实际样品测试：取一粒某品牌多维片（1.5 g）和德国双心钙片(2.2 g)分别置于研钵中，

添加 0.1 g 维生素 C，研磨成细粉。将细粉分别转移至 50 mL 离线管，添加 50 mL 甲醇震荡

5 min，再超声提取 30 min。取提取液上清液，过 0.22 µm 聚四氟乙烯膜后进 HPLC 分析。 

加标回收：取对照品母液 100 µL，用甲醇稀释到 1 mL（对照）；取 900 µL 样品，加入

100 µL 甲醇（样品）；取 900 µL 样品，加入 100 µL 对应浓度对照品（加标样品）。回收率=

（（A 加标样品-A 样品）/A 对照）× 100% 。加标浓度为待测样品中对应化合物浓度。 

2 方法学数据 
多维片中维生素 A 和 E 通常以乙酸酯的形式添加，此次检测除检测到大量维生素 A

乙酸酯和维生素 E 乙酸酯还有少量降解产生的维生素 A 和维生素 E 被检测到。 

表 2 多维片中维生素 A 乙酸酯、维生素 D3 和维生素 E 乙酸酯定量结果 

化合物名称 线性方程 含量测定 回收率 

维生素 A 乙酸酯 A=26065 C -378802， R2=0.9995 24.1 mg/粒 98.3% 
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维生素 D3 A=1.019 C -0.0260，  R2=0.9999 1.95 µg/粒 101.7% 

维生素 E 乙酸酯 A=683.67 C -33566， R2=0.9995 228.51 mg/粒 91.7% 

  

 

图 1 维生素 A 乙酸酯、维生素 D3 和维生素 E 乙酸酯工作曲线图 

3 结果与分析 
（1）多维片中维生素 A 乙酸酯、维生素 D3 和维生素 E 乙酸酯的同时定量 
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图 2 多维片中维生素 A 乙酸酯、维生素 D3 和维生素 E 乙酸酯检测图 

（2）钙片中维生素 D3含量测定 

 

      
图 3 钙片中维生素 D3 检测图 

钙片中几乎不含维生素 A 和维生素 E，维生素 D3 含量为 0.155 µg/mL (7.75 µg/粒)，回

收率为 95.6%，与商家标称的含量相当。 
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小结 

     岛津维生素 ADE 系统可实现多种基质中维生素 A（维生素 A 乙酸酯）、维生素 D3 和

维生素 E（维生素 E 乙酸酯）同时定量。具有自动化程度高、操作简单和成本低等特点,尤

其是维生素 D3 的含量测定，该方法灵敏度高、专属性强。此外，该系统还具有以下优势： 
1. 混合器位于柱温箱，流动相经过预热，更为稳定； 
2. 自动进样器洗针液通过脱气机，采用电机进样，可极大减少进样器进气泡导致的进样

不准问题； 

3. 二维管路均位于柱温箱，仪器整体美观度； 

4. 轻松实现维生素系统与普通一维液相系统的切换（无须任何系统改建、调试和系统重新

验证）； 

5. 一个检测器即可实现维生素 A、维生素 D3 和维生素 E 的一维和二维检测； 

6.  无须捕集柱捕集馏分，较少捕集柱更换成本，同时减小阀切换带来的压力波动和对色谱

柱和紫外检测器的损伤； 

7. 维生素 D 的一维谱图和二维谱图在同一张谱图上，减小数据处理任务。 

8. 稳定的售后团队，为售后支持提供保障。 
 




	食品中维生素
	前 言
	多维片和钙片中维生素A乙酸酯、维生素D3和维生素E乙酸酯同时定量
	小结


