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在线固相萃取—二维液相色谱法快速测定婴幼儿
谷类辅食中维生素A、D3、E含量及其不确定度评定
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摘要：［目的］建立一种基于在线固相萃取—二维液相色谱技术，实现同时快速测定婴幼儿谷类辅食中维生素 A、D3、E

含量。［方法］样品皂化液经在线固相萃取净化后，维生素 A、E 通过一维色谱完成分离测定，维生素 D3 经一维初步分离

转移至二维色谱完成分离测定，均采用外标法定量。［结果］维生素 A、D3、E 在相应的浓度范围内线性关系良好，相关系

数 R2 均大于 0.999；定量限分别为 1.62，0.308，13.9 μg/100 g；加标回收率为 92.4%~109.2%，相对标准偏差为 0.36%~

3.08%。此外，维生素 A、D3、E 的扩展不确定度（k=2）分别为 7.04%，17.0%，5.30%。［结论］该方法提升了前处理的自动

化程度，简便高效、准确可靠，可满足婴幼儿谷类辅食中脂溶性维生素的批量检测需要。
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Abstract: ［［Objective］］ To establish a rapid determination method for vitamin A, D3, and E content in cereal-based complementary foods for 

infants and young children by online solid phase extraction-two-dimensional liquid chromatography simultaneously. ［［Methods］］ Sample 

saponification solution is purified by online solid-phase extraction. Then, vitamin A and E are separated and detected by the first-dimension 

chromatography, while vitamin D3 is preliminarily separated in the first dimension and then transferred to the second-dimension 

chromatography for further separation and detection, with all quantification achieved by the external standard method. ［［Results］］ Vitamin A, 

D3, and E exhibit a good linearity in the concentration ranges, with correlation coefficients (R2) being more than 0.999. The limits of 

quantification (LOQ) are 1.62, 0.308, and 13.9 μg/100 g for vitamins A, D3, and E, respectively. The spike recoveries range from 92.4% to 

109.2%, with relative standard deviations (RSD) between 0.36% and 3.08%. Additionally, the expanded uncertainties (k=2) for vitamin A, 

D3, and E are 7.04%, 17.0%, and 5.30%, respectively. ［［Conclusion］］ With high simplicity, efficiency, accuracy, and reliability, this method 

enhances the automation degree in sample pretreatment, meeting the needs of batch detection of fat-soluble vitamins in cereal-based 
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婴幼儿谷类辅食，是以一种或多种谷物为主要原料，

添加适量的营养强化剂或其他食品原料加工制成的婴幼

儿辅助食品。其主要功能是借助营养强化以填补婴幼儿

6 个月后乳类营养的不足［1］，是婴幼儿能量和营养素的重

要来源［2］。其中，维生素 A（vitamin A，VA）、维生素 D

（vitamin D，VD，包括 VD2 和 VD3）以及维生素 E（vitamin 

E，VE，包括 α-、β-、γ-和 δ-维生素 E）是允许添加的重要脂

溶性维生素，对婴幼儿生长发育至关重要。在谷类辅食

生产加工中，常以维生素 A 醋酸酯、维生素 D3及维生素 E

醋酸酯的形式进行强化添加。但强化的同时应做好质量

控制，严格控制其含量。

定量测定是实现良好质量控制的重要方式。随着技

术的发展以及现实的需要，定量测定更倾向于采用简便、

有效的技术手段。一方面，所用测定方法应尽可能简便、

高效。目前，食品中维生素 A、D、E 的测定方法主要有液

相色谱法［3］、液相色谱质谱联用法［4-5］、二维液相色谱

法［6-10］等。但该类方法要么不能实现维生素 A、D、E 的同

时检测分析，要么仍需要耗时耗力的样品前处理，无法满

足简便、快速且高效的要求。不过，二维液相色谱的高峰

容量、高灵敏度、高分离效率等优势［11］，使其很好地解决

了脂溶性维生素同时检测难题。近年来其与在线固相萃

取的联用，更是进一步解决了样品前处理耗时耗力的问

题。如今，在线固相萃取—二维液相色谱法已逐渐应用

于营养补充品、保健食品、配方奶粉以及特医食品等食

品［12-14］中脂溶性维生素的检测。另一方面，所得的检测

结果应准确、可靠，具有更高的可信度。测量不确定度，

即表征合理地赋予被测量的值的分散性，与测量结果相

关联的参数［15］。其不仅可以增加检测结果的可信度，还

可以为检测过程的质量控制提供思路和方向［16］。测量不

确定度已在食品质量安全检测领域受到越来越多的

重视。

目前，在线固相萃取—二维液相色谱法在婴幼儿谷

类辅食中的应用尚未见相关报道。研究拟基于在线固相

萃取—二维液相色谱法建立一种婴幼儿谷类辅食中维生

素 A、D3 及 E 的快速测定方法，以弥补现有方法不能同时

检测或前处理耗时耗力的不足。同时，对所建立方法进

行测量不确定度评定，为其质量控制提供参考依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

维生素 A（CAS：68-26-8；纯度 ≥99.9%）、维生素 D3

（CAS：67-97-0；纯度≥99.8%）、α -维生素 E（CAS：10191-

41-0；纯度≥99.8%）：上海安谱璀世标准技术服务有限

公司；

甲 醇 、乙 腈 和 甲 基 叔 丁 基 醚 ：色 谱 纯 ，美 国 Tedia

公司；

无水乙醇：色谱纯，天津科密欧化学试剂有限公司；

高温淀粉酶：活力≥100 U/mg，北京索莱宝科技有限

公司；

氢氧化钾：分析纯，西陇科学股份有限公司；

抗坏血酸、二叔丁基对甲酚（BHT）：分析纯，国药集

团化学试剂有限公司。

1.1.2　主要仪器　

在线固相萃取—二维液相色谱系统：1260 Infinity II

型，美国 Agilent公司；

紫外可见分光光度计：UV-1780 型，日本岛津公司；

电子天平：ME204/02 型，美国 Mettler Toledo 公司；

水浴恒温振荡器：SHZ-A 型，上海博迅医疗生物仪器

股份有限公司；

高速离心机：TG16-WS 型，湖南长沙湘智离心机仪器

有限公司。

1.2 方法

1.2.1　标准储备溶液配制　分别用无水乙醇直接溶解棕

色螺纹口瓶中维生素 A、D3、E 标准品（50，100，500 mg），

全部转移至 100 mL 不同容量瓶中，定容至刻度，质量浓度

分别为 0.50，1.00，5.00 mg/mL。-20 ℃下避光保存，维生

素 A 标准储备溶液有效期 1 个月、维生素 D3、E 标准储备

溶液有效期 6 个月。临用前参照 GB 5009.82—2016《食品

安全国家标准  食品中维生素 A、D、E 的测定》附录 B

校正。

1.2.2　混合标准中间液配制　分别移取上述刚校正好的

维 生 素 A、D3、E 标 准 储 备 溶 液 2.00，0.20，4.00 mL 于

100 mL 容量瓶中，用甲醇定容，得到质量浓度分别为

10.00，2.00，200.00 μg/mL 混合标准中间溶液。

1.2.3　系列混合标准工作溶液配制　准确移取混合标准

中间溶液 1.00 mL 于 10 mL 容量瓶中用甲醇定容，得到质

量浓度分别为 1.00，0.20，20.00 μg/mL 混合标准工作溶

液。分别吸取 0.10，0.25，0.50，1.00，2.50，5.00 mL 该标准

工作液于 10 mL 棕色容量瓶中，用 50% 乙醇稀释成系列

混合标准工作溶液，维生素 A 质量浓度为 0.010，0.025，

0.050，0.100，0.250，0.500 μg/mL；维生素 D3 质量浓度为

2.00，5.00，10.00，20.00，50.00，100.00 ng/mL；维生素 E 质

量浓度为 0.20，0.50，1.00，2.00，5.00，10.00 μg/mL。
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1.2.4　样品前处理　称取 5 g 试样，参照 GB 5009.82—

2016第一法皂化。皂化液冷却后，以 50% 乙醇转移并定容

至 100 mL。取适量皂化液高速离心 5 min （10 000 r/min），

再用 0.22 μm 的针式过滤器过滤，弃去初滤液 5~10 滴后

待测。

1.2.5　 仪 器 条 件　 在 线 固 相 萃 取 净 化 ：PLRP-S 柱

（4.6 mm×12.5 mm，15~20 μm），流动相 A、B、C 和 D 分别

为水、乙腈、甲醇和甲基叔丁基醚，流速 1.0 mL/min。一维

色谱：Poroshell 120 PFP 柱（4.6 mm×100 mm，4 μm），流动

相 A、B 分别为水、甲醇，0~6.5 min 时流速 0.5 mL/min，

6.5 min 后流速 1.0 mL/min。捕获柱为 Poroshell 120 EC-

C18 柱（4.6 mm×5 mm，4 μm）。二维色谱：ZorbaxEclipse 

Plus PAH 柱（2.1 mm×100 mm，3.5 μm），流动相 A、B 分别

为乙腈、甲醇，流速 0.4 mL/min。各模块梯度洗脱程序如

表 1 所示。阀端口切换方式，阀 1：0 min 时，端口位置 1→  

6，4.5 min 时，端口位置 1→2，5.9 min 时，端口位置 1→6；

阀 2：0 min 时，端口位置 1→6，15.0 min 时，端口位置 1→
2，15.8 min 时，端口位置 1→6。进样量 100 μL，一维和二

维的检测器分别为紫外检测器和二极管阵列检测器，维

生素 A、D3、E 的检测波长分别为 325，264，292 nm。

1.2.6　数学模型建立　试样中维生素 A、D3、E 以标准曲

线外标法定量，其数学模型如式（1）所示。

X= C× V× 100
m

× f rec， （1）

式中：

X——试样中目标分析物的含量，μg/100 g（维生素 E

为 mg/100 g）；

C——待测试样溶液的质量浓度，μg/mL（维生素 D3

为 ng/mL）；

V——待测试样溶液的定容体积，mL；

m——试样的称样量，g；

frec——回收率校正因子。

1.2.7　数据处理　采用 Openlab CDS 软件进行数据采集

和分析，导出谱图源数据后以 Origin 2017 软件绘制色谱

图。数据统计分析以 WPS Office 2025 表格进行。

2　结果与分析

2.1　在线固相萃取条件选择与优化

在线固相萃取装置与二维液相色谱联用时，样品皂

化后便可进样测定。但皂化液碱性强，且辅食样品基质

复杂，需选择合适的固相萃取柱。目前，常用的在线固相

萃取柱有 C18、PLRP-S 等。其中，PLRP-S 柱对高 pH 具有

很好的耐受性，且采用聚苯乙烯—二乙烯苯共聚物填料，

在耐受皂化液强碱性的同时能够有效保留目标分析

物［17］。另外，相关研究比较了 C18、PLRP-S 柱的净化效果，

发现 PLRP-S 的净化效果更佳［14］。因此，选用 PLRP-S 作

为在线固相萃取柱。在线固相萃取分两步洗脱实现对皂

化液的自动化净化和富集。第一步，洗脱除去水溶性成

分等干扰杂质；第二步，反向冲洗洗脱目标分析物，并转

移进入一维分析色谱柱。在线固相萃取梯度洗脱采用高

比例的有机溶剂，能很好地改善易受影响的维生素 E 的响

应［17］。相比低比例的有机溶剂组成，如 20% 甲醇和 80%

乙腈，采用 80% 甲醇和 90% 乙腈完成两步洗脱时维生素 E

响应更高。因此，以 80% 甲醇完成第一步洗脱，90% 乙腈

完成第二步反向冲洗，而一维泵采用 30% 甲醇的高水相

进行在线稀释［14］，具体梯度见表 1。

表 1　梯度洗脱程序

Table 1　Gradient elution program

SPE 洗脱梯度

时间/

min

0.00

4.00

4.10

8.00

8.50

15.00

16.00

20.00

21.00

22.00

22.10

25.00

流动相 A 体

积分数/%

20.0

20.0

10.0

10.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

20.0

20.0

流动相 B 体

积分数/%

0.0

0.0

90.0

90.0

100.0

100.0

80.0

80.0

0.0

0.0

0.0

0.0

流动相 C 体

积分数/%

80.0

80.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

100.0

100.0

80.0

80.0

流动相 D 体

积分数/%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

10.0

10.0

0.0

0.0

0.0

0.0

1D 洗脱梯度

时间/

min

0.00

6.50

7.00

17.00

19.00

25.00

流动相 A 体

积分数/%

70.0

70.0

25.0

10.0

0.0

0.0

流动相 B 体

积分数/%

30.0

30.0

75.0

90.0

100.0

100.0

2D 洗脱梯度

时间/

min

0.00

5.00

6.00

25.00

流动相 A 体

积分数/%

0.0

0.0

90.0

90.0

流动相 B 体

积分数/%

100.0

100.0

10.0

10.0
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2.2　二维液相色谱分析条件选择与优化

对维生素 A、D3、E 的同时检测分析，需通过第一维实

现维生素 A、E 的分离检测与维生素 D3 的净化，第二维实

现维生素 D3的分离检测。方法开发的过程始于分离模式

的选择，应采用易于实现一维和二维流动相兼容的模式。

常见分离模式组合有正相×反相（NP×RP）、反相×反相

（RP×RP）等模式。相比 NP×RP 模式，RP×RP 模式为同

种分离机制，更易实现流动相兼容，故以 RP×RP 模式构

建中心切割二维液相色谱方法。接下来，RP×RP 模式下

相应色谱柱类型的选择，成为实现目标分析物良好分离

的关键。C8、C18、PFP 柱均可作为一维分离柱，但 C8和 C18

柱不能有效分离维生素 E 的一些异构体［14］。考虑后续分

离维生素 E 相关异构体的需要，一维色谱柱选用 PFP 柱。

二维分离柱的选择，需充分考虑分离维生素 D3的适宜性。

维生素 D3 属于开环甾体类，其环状结构类似于芳香族类

化合物。而现有的 Zorbax Eclipse PAH 多用于芳香族类

化合物的分离，且其可与一维色谱柱 PFP 形成较好的正

交性，故以 Zorbax Eclipse PAH 作为二维分离柱。根据所

选分离模式及色谱柱，建立并优化了一维二维色谱柱的

梯度洗脱程序，如表 1 所示。以建立的仪器方法对维生素

A、D3、E 混合标准溶液进行测定，得到如图 1~图 2 所示的

一维、二维色谱图。

2.3　方法学验证

2.3.1　方法线性范围和定量限　按 1.2.3 配制系列混合标

准工作溶液上机测定。以目标分析物峰面积为纵坐标、

浓度为横坐标绘制标准曲线，结果见表 2。由表 2 可知，维

生素 A、D3、E 在一定的浓度范围内线性关系良好，相关系

数 R2 均大于 0.999，符合 GB 5009.295—2023《食品安全国

家标准  化学分析方法验证通则》关于定量方法线性相

关系数≥0.99 的规定。另外，将某一低浓度混合标准溶液

加入空白样品中，按 1.2.4 处理后以 S/N＝10 计算各目标

分析物的定量限。从表 2 还可以看出，在线固相萃取—二

维液相色谱法测定婴幼儿谷类辅食中维生素 A、D3、E 具

有较高的检测灵敏度。

2.3.2　方法的回收率和精密度　以空白样品按低、中、高

3 个水平加入维生素 A、D3、E 标准溶液，且每水平独立重

复测定 6 次，结果见表 3。由表 3 可知，维生素 A、D3、E 的

平 均 回 收 率 在 92.4%~109.2%，相 对 标 准 偏 差 RSD 在

0.36%~3.08%，符合 GB/T 27404—2008《实验室质量控制

规范  食品理化检测》规定的技术要求。因此，建立的方

法具有较好的准确度和精密度，可满足婴幼儿谷类辅食

定量检测分析需要。

2.4　测量不确定度评定

2.4.1　样品前处理产生的相对标准不确定度 u rel ( pre )　
u rel ( pre )由称样引入的相对标准不确定度 u rel (m )、定

容引入的相对不确定度 u rel (V )以及回收率引入的相对标

准不确定度 u rel ( R )合成，如式（2）所示［16］。

质量浓度均为 1.0 μg/mL

图 1　维生素 A 和 E 标准物质色谱图

Figure 1　Chromatogram of vitamin A and vitamin E 

standard

质量浓度为 0.10 μg/mL

图 2　维生素 D3标准物质色谱图

Figure 2　Chromatogram of vitamin D3 standard

表 2　维生素 A、D3、E线性范围及定量限

Table 2　Linear range and quantification limit of vitamin A， D3， and E

目标分析物

维生素 A

维生素 D3

维生素 E

线性回归方程

y=911.476 72x-1.502 08

y=2.298 74x-3.266 77

y=37.716 21x-2.553 75

相关系数（R2）

0.999 67

0.999 52

0.999 28

线性范围

0.01~0.50 μg/mL

2.00~100 ng/mL

0.20~10 μg/mL

定量限/（10-2 μg·g-1）

1.62

0.308

13.9
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u rel ( pre )= [ u rel (m ) ]2 +[ u rel (V ) ]2 +[ u rel ( R ) ]2 = ( )U天平

k× m

2

+ ( )U容量瓶

k× V

2

+ ( )ΔT× 7.5 × 10-4

3

2

+
é

ë

ê
êê
ê
ê
ê ù

û

ú
úú
úS ( R )

-
R n

2

，

（2）

式中：

U天平——天平校准证书上的扩展不确定度，g；

k——包含因子；

m——称样质量，g；

U容量瓶——容量瓶校准证书上的扩展不确定度，mL；

V——样品最终定容体积，mL；

ΔT——实验室温度变化范围，℃；

7.5×10-4——50% 乙醇的体积膨胀系数，℃-1；

S（R）——加标试验回收率的标准偏差，%；
-
R——加标试验平均回收率，%；

n——加标试验平行数。

称取 5 g 样品所用电子天平的扩展不确定度 U天平=
0.000 2 g，样品定容至 100 mL 所用容量瓶的扩展不确定

度U容量瓶=0.03 mL，包含因子 k=2。校准证书显示，容量

瓶在 23.4 ℃ 下进行校准 ，而实验室温度控制在（25±
5） ℃，与 23.4 ℃最小温差为 3.4 ℃，最大温度差为 6.6 ℃。

故取最大温差值作为温度变化范围，以覆盖可能的变化

情况。另外，维生素 A、D3、E 分别以 30，2，120 μg/100 g 水

平进行加标试验，结果见表 4。

由 式（2）求 得 ：u rel⁃VA ( pre )= 0.007 84，u rel⁃VD3 ( pre )=
0.013 2，u rel⁃VE ( pre )= 0.006 51。
2.4.2　标准物质引入的相对标准不确定度 u rel ( S )　

u rel ( S )由纯度引入的相对标准不确定度 u rel ( p )、标准

溶液配制过程引起的相对标准不确定度 u rel ( S⁃pre )以及

线性最小二乘法校准引入的相对标准不确定度 u rel ( LSR )
合成，如式（3）所示［16］。

u rel ( S )= [ u rel ( p ) ]2 +[ u rel ( S⁃pre ) ]2 +[ u rel ( LSR ) ]2 =

( )U p

k× p

2

+ ∑
η= 1

é

ë

ê

ê
êê
ê

ê ù

û

ú
úú
ú
ú
ú( )Uη

k× Vη

2

+ ( )ΔT× β

3

2

+ ( )Uλ

k× λ

2

+[ u rel ( LSR ) ]2 ， （3）

式中：

U p——标准物质纯度扩展不确定度，%；

k——包含因子；

p——标准物质的纯度，%；

Uη——各级标准溶液配制过程中所用玻璃器具的扩

展不确定度，mL；

Vη——配制过程的定容体积或移取体积，mL；

ΔT——实验室温度变化范围，℃；

β——配制所用溶剂的体积膨胀系数，℃-1；

Uλ——紫外可见分光光度计校准证书上给出的扩展

不确定度，nm；

λ——目标分析成分的测定波长，nm。

维生素 A、D3、E 标准物质证书上给出的纯度 p 分别为

99.9%，99.8%，99.7%，扩 展 不 确 定 度 U p 分 别 为 2.0%，

0.4%，0.6%，各级标准溶液配制过程中所用玻璃器具的扩

展不确定度由其校准证书给出，包含因子 k=2。实验室

表 3　维生素 A、D3、E的回收率和精密度

Table 3　Recoveries and precision for vitamin A， D3， and E （n=6）

目标分析物

维生素

维生素 E

维生素 D3

加标水平/（10-2 μg·g-1）

30

900

1 800

120

9 600

24 000

2

30

60

测定均值/（10-2 μg·g-1）

27.71

885.2

1 902

115.8

9 813

22 965

1.886

32.19

65.51

平均回收率/%

92.4

98.4

105.7

96.5

102.2

95.7

94.3

107.3

109.2

RSD/%

1.84

0.71

0.53

3.08

1.10

0.91

1.44

0.36

0.76

表 4　加标回收结果

Table 4　Spike recovery results （n=6）

目标分

析物

维生素 A

维生素 D3

维生素 E

回收率 R/%

1

92.23

92.07

96.56

2

91.19

94.01

97.35

3

91.26

91.78

97.59

4

90.62

92.40

95.29

5

95.20

96.68

9.69

6

92.64

98.93

94.31

-
R/

%

92.2

94.3

96.5

S（R）/

%

1.6

2.9

1.4
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温度变化范围为 6.6 ℃。液体无水乙醇、甲醇的体积膨胀

系数分别为 1.08×10-3，1.20×10-3 ℃-1。紫外可见分光

光度计校准证书上给出的扩展不确定度为 0.6 nm，维生素

A、D3、E 的测定波长分别为 325，264，292 nm。

另外，线性最小二乘法校准引入的不确定度可由

式（4）计算［16］。

u rel ( LSR )= S

a
- -- -----
C试样

1
p

+ 1
mn

+
( - -- -----
C试样 --

C )2

Sxx
， （4）

式中：

a——回归拟合所得标准曲线的斜率；

p——同一试样平行测定的次数；

m——系列混合标准工作溶液的每一浓度级别重复

测定的次数；

n——系列混合标准工作溶液的浓度级别数；

Sxx——系列混合标准工作溶液浓度的离均差平方和；

S——残差的标准偏差；
-
C——试样中目标分析成分的平均质量浓度，μg/mL

（维生素 D3为 ng/mL）；
- -- -----
C试样——系列混合标准工作溶液中目标分析成分的

平均质量浓度，μg/mL（维生素 D3为 ng/mL）。

对系列混合标准工作溶液的每一浓度级别重复测定

3 次，并采用（未加权）线性最小二乘法回归拟合获得标准

曲线方程 A=aC+b，结果见表 5。

对同一试样平行测定 6 次，以上述回归方程计算试样

溶液浓度，结果见表 6。

根据表 5~表 6，由式（4）求得：u rel⁃VA( LSR )= 0.019 1，
u rel⁃VD3( LSR )= 0.075 5，u rel⁃VE( LSR )= 0.012 1，再由式（3）

求得：u rel⁃VA( S )= 0.030 8，u rel⁃VD3( S )= 0.030 8，u rel⁃VE( S )= 

0.025 3。
2.4.3　随机效应产生的相对标准不确定度 u ⁃VA ( RE )　按

式（5）计算 u ⁃VA（RE）［16］。

u ⁃VA ( RE )= 1
-
x

∑
i= 1

n

( xi -
-
x )2

n- 1 ， （5）

式中：
-
x——样品中目标分析物的平行测定结果，μg/100 g

（维生素 E 为 mg/100 g）；

xi——每次的测定结果，μg/100 g（维生素E为mg/100 g）；

n——平行测定次数。

对样品进行 6 次平行测定，结果见表 7。

由 式（5）求 得 ：u rel⁃VA ( RE )= 0.015 1，u rel⁃VD3 ( RE )= 

0.027 2，u rel⁃VE ( RE )= 0.005 4。
2.4.4　合成相对标准不确定度与扩展不确定度　合成相

对标准不确定度由上述分量合成：

表 5　线性最小二乘法回归拟合的结果

Table 5　Results of linear least-square regression fitting

目标分

析物

维生素 A

维生素 D3

维生素 E

系列标准溶液质量

浓度 Ci/（μg·mL-1）

0.011

0.028

0.057

0.114

0.284

0.568

2.00×10-3

6.00×10-3

1.10×10-2

2.20×10-2

5.50×10-2

1.10×10-1

0.197

0.493

0.986

1.972

4.931

9.862

峰面积 Aij

Ai1

10.503 9

28.063 4

48.087 5

98.119 6

254.961 1

516.903 3

2.896 6

9.471 8

19.806 0

46.511 8

123.973 8

250.350 4

7.646 0

18.290 0

31.947 1

66.049 5

178.096 5

375.871 1

Ai2

11.506 0

27.816 9

47.397 0

97.087 8

255.283 3

518.382 8

2.957 6

9.062 9

19.351 5

46.520 4

122.260 1

250.520 5

7.490 3

18.711 7

33.035 9

67.076 5

178.590 0

372.744 1

Ai3

9.934 8

28.426 4

48.520 2

98.822 9

255.905 5

515.981 5

3.038 0

9.785 6

19.997 8

47.169 8

121.661 9

251.251 6

7.203 3

17.591 8

30.671 8

64.592 7

178.329 1

377.100 3

------
Aij

10.648

28.102

48.002

98.010

255.383

517.089

2.964

9.843

19.718

46.734

122.632

250.708

7.447

18.198

31.885

65.906

178.339

375.239

回归方程

A=910.357 85C-1.594 34

A=2.310 3C-3.887 1

A=38.028 62C-3.350 13

由回归方程

所得 Ai

8.420

23.896

50.296

102.186

256.947

515.489

0.733

9.975

21.526

46.940

123.179

250.246

4.142

15.398

34.146

71.642

184.169

371.688
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u c⁃rel ( X )= [ urel ( pre ) ]2 +[ urel (S ) ]2 +[ urel ( RE ) ]2 。

（6）

取置信水平 95%，包含因子 k=2 时，相对扩展不确

定度：

U rel = k× u c⁃rel ( X )。 （7）

由 式（6）、式（7）求 得 ，u c⁃rel⁃VA = 3.52%，u c⁃rel⁃VD3 =
8.51%，uc⁃rel⁃VE = 2.67%；U rel⁃VA = 7.04%，U rel⁃VD3 = 17.0%，

U rel⁃VE = 5.30%。

2.4.5　不确定度控制　不确定度体现检测结果质量的高

低，也是方法验证的重要补充。上述评定结果表明，各目

标分析成分在测定过程中的不确定度保持在合理的可接

受范围之内，其分布如图 3 所示。由图 3 可知，标准物质

引起的不确定度最大，随机效应次之，样品前处理最小。

王霞等［18］对高效液相色谱法测定维生素 C 的不确定度评

定亦表明，标准物质相关不确定度是最主要的不确定度

来源，样品前处理的影响较小。因此，对检测过程中不确

定度的控制，应重点关注标准物质引起的相关不确定度。

标准物质相关不确定度的分布如图 4 所示。由图 4

可知，其主要来源于标准物质配制过程中的定容以及线

性最小二乘法校准。方法的标准物质配制参照标准采用

逐级稀释的方式进行，涉及多次定容过程，其不确定度由

多次定容合成。逐级稀释定容次数越多，合成不确定度

也相应较大。为了降低其带来的不确定度，可选用合适

的储备液或中间液浓度，适当减少逐级稀释过程。另外，

温度变化是定容的重要的影响因素，可严格控制环境温

度变化，降低定容不确定度。而线性最小二乘法校准引

表 6　计算所得试样溶液中维生素 A、D3、E质量浓度

Table 6　Mass concentrations of vitamin A， vitamin D3， and vitamin E calculated in the sample solution

平行

1

2

3

4

5

6

维生素 A

测得的峰

面积 A

77.556 6

81.322 5

83.381 5

78.140 3

79.812 6

86.681 0

计算所得质

量浓度 C/

（μg·mL-1）

0.086 94

0.091 08

0.093 34

0.087 59

0.089 42

0.096 97

平均质量浓

度
- -- -----
C试样/

（μg·mL-1）

0.090 9

维生素 D3

测得的峰

面积 A

6.670 3

6.423 9

6.404 9

6.900 2

6.635 6

6.991 8

计算所得质

量浓度 C/

（ng·mL-1）

4.569 71

4.463 06

4.454 83

4.669 22

4.554 69

4.708 77

平均质量浓

度
- -- -----
C试样/

（ng·mL-1）

4.570 1

维生素 E

测得的峰

面积 A

196.904 0

188.723 7

195.725 7

198.027 7

199.056 4

199.073 6

计算所得质

量浓度 C/

（μg·mL-1）

5.265 88

5.050 77

5.234 89

5.295 43

5.322 48

5.322 93

平均质量浓

度
- -- -----
C试样/

（μg·mL-1）

5.248 7

表 7　样品中维生素 A、D3、E的平行测定结果†

Table 7　Parallel determination results of vitamin A， D3， and E in samples （n=6）

平行

1

2

3

4

5

6

称样

量/g

5.004 5

5.006 3

5.004 8

5.006 9

5.007 5

5.008 8

维生素 A

测定结果/

（10-2 μg·g-1）

183.1

189.6

189.6

190.0

190.1

190.6

平均值/

（10-2 μg·g-1）

189

维生素 D3

测定结果/

（10-2 μg·g-1）

10.70

10.69

11.31

11.28

11.23

11.27

平均值/

（10-2 μg·g-1）

11.1

维生素 E

测定结果/

（10-2 μg·g-1）

10.68

10.76

10.82

10.82

10.82

10.83

平均值/

（10-2 mg·g-1）

10.8

† 测定结果进行了回收率校正。

图 3　主要来源中不确定度分量的分布

Figure 3　Uncertainty component distribution of the main 

sources
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起的不确定度控制，应确保仪器充分平衡，使得连续两次

测定响应的相对标准偏差保持在较小的范围内，以改善

校准曲线线性，降低标准物质校准带来的不确定度。特

别是维生素 D3，因其测定范围浓度水平极低，连续两次测

定的响应如有较大波动，其校准曲线线性会受较大影响。

此外，可选用高纯度且定值不确定度小的标准品，降低标

准物质带来的不确定度。

2.5　实际样品测定及与标准方法的比较

采用该方法和标准方法分别对 6 种不同配方的婴幼

儿辅食米粉中维生素 A、D3、E 的含量进行测定，测定结果

见表 8。经 t 检验，不同方法测定所得到的数据无显著差

异，进一步表明试验方法适用于婴幼儿辅食中维生素 A、

D3、E 的测定。

3　结论

基于在线固相萃取—二维液相色谱建立了一种快速

测定婴幼儿谷类辅食中维生素 A、D3和 E 含量的方法。该

方法通过在线固相萃与二维液相色谱的结合，极大简化

了样品的前处理过程并实现了维生素 A、D3、E 的同时分

离与检测，具有线性关系良好，灵敏度、准确度和可靠性

高等特点，可满足婴幼儿谷类辅食高通量检测的需要。

但该方法仅涉及婴幼儿谷类辅食日常生产过程中常规添

加的 3 种脂溶性维生素，未涉及维生素 D3、β -维生素 E、

γ-维生素 E 和 δ-维生素 E 等异构体以及另外一种脂溶性

维生素 K。因此，可基于在线固相萃取—二维液相色谱系

统，进一步探讨脂溶性维生素 A、D、E、K 及其重要异构体

的同时检测分析，特别是借助兼容性强的前处理技术如

QuECHERS 方法克服性质差异较大脂溶性维生素的样品

前处理差异。
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