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高效液相色谱J荧光检测法测定脂溶性药物中 αJ生育酚=

李  婕，袁  松，黄海伟，何  兰G=
中国食品药品检定研究院，北京= = NMOOSV=

摘  要：目的  建立高效液相色谱J荧光检测法测定 αJ生育酚的方法。方法  建立高效液相色谱J荧光检测法，采用 jerck=
iáCÜrosorb=páSM（Q×ORM=mm，R=μm）硅胶柱、荧光检测器，以 MKTRB异丙醇的正己烷溶液为流动相，考察方法专属性、线

性关系、检测限与定量限、精密度、加样回收率、稳定性，并与高效液相色谱J紫外检测法进行灵敏度比较；检测 ωJP 羧酸

胶囊、维生素 A棕榈酸酯和维生素 b中 αJ生育酚含量，与高效液相色谱J紫外检测法检测结果进行比较。结果  建立的高效

液相色谱J荧光检测法中 α、β、γ 和 δJ生育酚分离良好，在 P～PM=μg/mi呈良好的线性关系（r＝MKVVV=U）；信噪比约为 N∶NM，
定量限为 MKNR= μgLmi；信噪比约为 N∶P，检测限为 MKMR= μgLmi；添加 ωJP羧酸、维生素 A棕榈酸酯、维生素 b，加样回收

率分别为（VUKT±NKQ）B、（VTKS±MKU）B、（VVKR±OKP）B（n＝V）；精密度、稳定性均符合要求；荧光检测器较紫外检测器

灵敏度高 P～R倍，且受其它主药成分干扰小；应用两种方法检测的 P种产品中 αJ生育酚含量相近。结论  该方法灵敏、准

确、简便，专属性好，可用于测定多种脂溶性药物中 αJ生育酚的含量。=
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aetermination=of=content=of=αJtocopherol=in=fatJsoluble=drugs=by=emiC=with=
fluorescence=detection=
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AbstractW= lbjective= = To establish a method to determine the content of αJíocoéÜerol= án= f~íJsoluble= drugs= by= ÜágÜ= éerform~nce=
láquád=cÜrom~íogr~éÜy=EemiCF=wáíÜ=fluorescence=deíecíáonK=jethod= = jerck=iáCÜrosorb=páSM=sálác~=gel=column=EQ=mm=×=ORM=mmI=
5 μm) and fluorescence detector were adopted to establish HPLCJfluorescence=deíecíáonK=qÜe=mobále=éÜ~se=w~s=MKTRB= ásoéroéyl=
~lcoÜol=án=nJÜeñ~neK=qÜe=séecáfác=éroéeríáesI=láne~r=rel~íáonsI=deíecíáon=lámáís=~nd=qu~níáí~íáve=lámáísI=érecásáonI=r~íe=of=recoveryI=~nd=
sí~báláíy= of= íÜe= esí~blásÜed= meíÜods= were= ánvesíág~íedI= ~nd= áís= sensáíáváíy= w~s= comé~red= wáíÜ= íÜ~í= of= emiCJrs= deíecíáonK= qÜe=
coníenís=of=αJíocoéÜerol=án=lmeg~=JP=c~rboñylác=~cád=c~ésulesI=váí~mán=A=é~lmáí~íe=~nd=váí~mán=b=were=deíecíed=~nd=comé~red=wáíÜ=
íÜose=of=emiC=wáíÜ=rs=deíecíáonK=oesults= = From the method established in this study, good separation of α, β, γ, and δJ=íocoéÜerol=
could=be=~cÜáevedI=~nd=íÜe=sí~nd~rd=curve=Ü~s=~=good=láne~r=rel~íáon=án=íÜe=r~nge=of=P－30 μg/mL (r Z=MKVVV=UFK=qÜe=ságn~lJíoJnoáse=
ratio was 1: 10, and the limit of quantification was 0.15 μg/mL; SignalJíoJnoáse= r~íáo=w~s= NW= PI= ~nd= íÜe=deíecíáon= lámáí=w~s= MKMR=
μg/mL. After adding Omega JP=c~rboñylác=~cádI=váí~mán=A=é~lmáí~íe=~nd=váí~mán=bI=íÜe=recoveráes=were=EVUKT=H=NKQFBI=EVTKS=H=MKUFB=
~nd=EVVKR=H=OKPFBI=reséecíávely=En=Z=VFK=mrecásáon=~nd=sí~báláíy=~re=án=láne=wáíÜ=íÜe=requáremenís=of=~=rs=deíecíorK=qÜe=sensáíáváíy=of=
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α J=íocoéÜerol=án=íÜree=éroducís=deíecíed=by=íwo=meíÜods=were=sámál~rK=Conclusion= = qÜás=meíÜod=ás=sensáíáveI=~ccur~íeI=sáméleI=~nd=
good=séecáfácáíyI=~nd=wáll=be used for the determination of the content of αJíocoéÜerol=án=v~ráous=f~íJsoluble=drugsK=
hey=wordsW=emiCJfluorescence=deíecíáonX=emiC=J=UV detection; αJíocoéÜerolX=coníeníX=lmeg~=JP=c~rboñylác=~cád=c~ésulesX=váí~mán=
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天然生育酚包含 Q种光学异构体，根据其苯环

上所含甲基位置和数目的不同，将它们分别命名为

α、β、γ 和 δJ生育酚，其中以 αJ生育酚的生物活性

最高，是一种有效的抗氧剂，不仅常作为食品添加

剂，还广泛作为脂溶性药物的抗氧剂，以保证药物

的稳定性。=
αJ生育酚的定量方法主要有气相色谱法xNJOz、高效

液相色谱J紫外检测法xPJRz，也有少数文献报道高效液

相色谱J荧光检测法xSz。其中气相色谱法需要加入内

标，且色谱峰保留时间较长；反相高效液相色谱法存

在不能将生育酚的 Q种异构体分开的缺点；正相高效

液相色谱J荧光检测法能够实现生育酚异构体的分离，

并且灵敏度较紫外检测器高、分析速度快，是一种较

好的方法，但必须通过优化流动相的组成以及荧光检

测器参数来消除不同脂溶性药物的干扰。=
本研究建立了一种通用的高效液相色谱J荧光

检测法来测定 αJ生育酚的含量，并与紫外法进行了

结果比较。该方法灵敏度高、专属性强、准确可靠，

可用于 ωJP羧酸胶囊、维生素 A棕榈酸酯和维生素

b中 αJ生育酚的测定，同时还可为其它脂溶性药物

中 αJ生育酚的测定提供新思路。=
N= =材料=
NKN= =主要仪器=

Agálení=NOSM高效液相色谱仪和 léen=i~b软件

（美国安捷伦）；umOMR电子天平（瑞士jeííler=qoledo
公司）；heJRMM型超声波（昆山禾创）。=
NKO= =药物及主要试剂=

αJ生育酚对照品，rpm，质量分数为 VUKRB，

批号 lMhOVN；生育酚混合对照品， pfdjAJ=
AiaofCe，批号jh_uMUSNs；ωJP羧酸胶囊，企

业 A，规格 N= gL粒，P批；维生素 A棕榈酸酯，企

业 _，N批；维生素 b，企业 C，N批。正己烷，cásÜer，
批号 NQPPQU，质量分数≥VVKVB；异丙醇，cásÜer，
批号 NPROSN，质量分数≥VVKVB。=
O= =方法与结果=
OKN= =色谱条件=

色谱柱：jerck= iáCÜrosorb= páSM（Q= mm×ORM=
mm，R=μm）；流动相为 MKTRB异丙醇的正己烷溶液；

体积流量 NKO=miLmán；荧光检测器：激发波长为 OVM=
nm，发射波长为 PPM= nm；紫外检测器：检测波长

为 OVM=nm；进样体积 NM=μi；柱温 OR=℃。=
OKO= =溶液的配制=
OKOKN= =对照品溶液= =精密称取 αJ生育酚对照品适

量，加流动相溶解制成约含 αJ生育酚 NR= μgLmi的

溶液，作为 αJ生育酚对照品溶液。=
OKOKO= =专属性溶液= =称取生育酚混合对照品适量，

加流动相溶解制成约含生育酚 QR=μgLmi的溶液，作

为专属性溶液。=
OKOKP= =线性溶液= =精密称取 αJ生育酚对照品适量，

加流动相溶解制成含 αJ生育酚 TRM=μgLmi的溶液，

作为 αJ生育酚对照品储备溶液。再分别精密量取 αJ
生育酚对照品储备溶液（TRM=μgLmi）适量，加流动

相稀释制成含 αJ生育酚分别为 PKM、TKR、NMKR、NRKM、
OOKR、PMKM= μgLmi的溶液，作为 αJ生育酚线性对照

品溶液。=
OKOKQ= =回收率溶液= =精密称取 ωJP羧酸胶囊内容物

适量，加流动相溶解并定量稀释，制成约含 αJ生育

酚 NR=μgLmi的溶液，作为 ωJP羧酸储备液。精密量

取 αJ生育酚线性对照品溶液（PM=μgLmi）OKM、OKR、
PKM=mi各 P份，分别置 R=mi量瓶中，再分别用 ωJP
羧酸储备液稀释至刻度，摇匀，作为回收率溶液（N）。=

精密称取维生素A棕榈酸酯（批号mvOMNNMPMO）
适量，加流动相溶解并定量稀释，制成约含 αJ生育

酚 NR= μgLmi的溶液，作为维生素 A棕榈酸酯储备

液。精密量取 αJ生育酚线性对照品溶液（PM=μgLmi）
OKM、OKR、PKM=mi各 P份，分别置 R=mi量瓶中，再

分别用维生素A棕榈酸酯储备液稀释至刻度，摇匀，

作为回收率溶液（O）。=
精密称取维生素 b（批号 NMMMSOJOMNNNM）适

量，加流动相溶解并定量稀释，制成约含 αJ生育

酚 NR=μg/mi的溶液，作为维生素 b储备液。精密

量取 αJ生育酚线性对照品溶液（PM=μgLmi）OKM、
OKR、PKM=mi各 P份，分别置 R=mi量瓶中，再分

别用维生素 b 储备液稀释至刻度，摇匀，作为回

收率溶液（P）。=
OKOKR= =供试品溶液= =分别精密称取 ωJP羧酸胶囊内

容物、维生素 A棕榈酸酯、维生素 b适量，加流动

相溶解并稀释制成含 αJ生育酚约 NR=μgLmi的溶液，

作为供试品溶液。=
OKP= =方法学考察=
OKPKN= =专属性试验= =取空白溶剂，专属性溶液，ωJP
羧酸胶囊、维生素 A棕榈酸酯、维生素 b供试品溶

液，按照“OKN”项下的荧光色谱条件进样测定，考

察生育酚异构体的分离情况。结果表明，α、β、γ
和 δJ生育酚分离良好（图 N）。=
OKPKO= =线性范围= =取 αJ生育酚线性对照品溶液，按
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照“OKN”项下的荧光色谱条件进样测定。以浓度对峰

面积作线性回归，得回归方程：A＝NMKRVQC－OKOUO=Q，
r＝MKVVV= U。结果表明，αJ生育酚在质量浓度 P～PM=
μgLmi与峰面积呈良好的线性关系。=
OKPKP= =检测限与定量限= =取αJ生育酚线性对照品溶

液，逐步稀释，制成含 αJ生育酚 MKNR=μgLmi的溶液，

信噪比约为 N∶NM，达定量限；含 αJ生育酚 MKMR=
μgLmi的溶液，信噪比约为 N∶P，达检测限。=
OKPKQ= =精密度试验= =取 αJ生育酚线性对照品溶液

（NR=μgLmi），按照“OKN”项下的色谱条件重复进样

S 次，计算 αJ生育酚峰面积的 opa 为 MKSB，符合

检测要求。=
=

= = =

=
空白溶剂= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =专属性溶液= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = ωJP羧酸胶囊供试品溶液= =

= = = = = =
=

=

维生素A棕榈酸酯供试品溶液= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =维生素b供试品溶液=

图 N= =几种药物中 αJ生育酚高效液相色谱J荧光检测色谱图=
cigK=N= = emiCJcluorescence=chromatograms=for=αJtocopherol=in=several=drugs=

OKPKR= =回收率试验  取回收率溶液（N）、（O）、（P），
按照“OKN”项下的荧光色谱条件进样测定，采用对

照品外标法，计算回收率分别为（VUKT±NKQ）B、（VTKS
±MKU）B、（VVKR±OKP）B（n＝V），符合检测要求。=
OKPKS= =稳定性试验= =取 αJ生育酚线性对照品溶液

（NR=μgLmi），分别于 M、O、Q、S、U=Ü，按照“OKN”
项下的荧光色谱条件进行测定，计算 αJ生育酚峰面

积的 opa为 OKOB，符合检测要求。=
OKPKT= =样品测定= =取供试品溶液，照“OKN”项下的

荧光色谱条件进行测定，采用对照品外标法，计算

αJ生育酚的含量，结果见表 N，两种检测方法 αJ生
育酚的含量相近。=
P= =讨论=
PKN= =检测器的选择及参数优化=

文献xPJRz多采用紫外检测器对 αJ生育酚进行测

定，也有文献采用荧光检测器xSz，但鲜有文献报道

两种检测器的差异。本实验方法开发时采用紫外检

测器和荧光检测器串联。结果表明，荧光检测器较

紫外检测器灵敏度高 P～R倍，且受其它主药成分干=

表 N= = αJ生育酚的测定结果=
qable=N= = Content=of=αJtocopherol=

品种= 企业=
实测质量分数B=

荧光法= 紫外法=

ωJP羧酸胶囊= A= MKOV=

MKOV=

MKPM=

MKOU=

MKOU=

MKOV=

维生素 A棕榈酸酯= _= NKOO= NKPP=

维生素 b= C= MKQU= MKQV=

=
扰小，结果更加可靠故最终选择荧光检测器来测定

αJ生育酚的含量（图 O）。=
本实验通过对αJ生育酚对照品溶液及供试品溶

液的紫外全波长扫描确定了荧光检测器的激发波长

为 OVM=nm，固定激发波长，扫描发射波长，确定发

射波长为 PPM=nm。=
PKO= =色谱柱的选择=

本实验尝试不同品牌的硅胶柱：mÜenomeneñ=
lun~= pálác~、qÜermo= pyncronás= pálác~ 和 jerck= iá=

M= = = = = = = = O= = = = = = = = = Q= = = = = = = = S= = = = = = = = = U=M= = = = = O= = = = = Q= = = = = S= = = = = U= = = = NM= = = = NO= = = NQ=
=

M= = = = = = = = = O= = = = = = = = = = Q= = = = = = = = = S= = = = = = = = = U=

tLmán=

αJ生育酚=
QKNNN=

=

βJ生育酚=
SKQTS=

=

γJ生育酚=
SKVVO=

= δJ生育酚=
NNKVNP=

=

αJ生育酚=
QKNOT=

=

αJ生育酚=
QKNMS=

=
αJ生育酚=
QKNMV=

=

M= = = = = = = = = = = O= = = = = = = = = = = Q= = = = = = = = = = = S= = = = = = = = = = = U= M= = = = = = = = = = = O= = = = = = = = = = = Q= = = = = = = = = = = S= = = = = = = = = = = U=

=tLmán=

=
tLmán=

=
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=

荧光检测法= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =紫外检测法=

图 O= =荧光检测法与紫外检测法测定维生素 A棕榈酸酯中的 αJ生育酚色谱图对比=
cigK=O= = emiC=Jcluorescence=and=emiCJrs=chromatograms=for=αJtocopherol=in=sitamin=A=malmitate=

CÜrosorb=páSM等。方法学研究结果表明：采用jerck=
iáCÜrosorb= páSM硅胶柱，α、β、γ 和 δJ生育酚分离

良好，并且分析时间较快，与其他硅胶柱相比，有

明显优势。=
PKP= =流动相的优化=

本实验方法开发时，采用正相色谱分离系统中

应用较多的溶剂正己烷和异丙醇作为流动相。通过

流动相优化，最终确定了流动相组成为 MKTRB异丙

醇的正己烷溶液，同时将该流动相比例进行上下微

调，分别采用 MKRB和 NKMB异丙醇的正己烷溶液进

行试验。结果表明，Q 种生育酚异构体仍能够达到

基线分离，且脂溶性药物成分不干扰测定，方法耐

用性较好。=
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