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高效液相色谱法测定大豆中的维生素 E含量
及其与粗脂肪含量的线性回归分析
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摘要　利用高效液相色谱法测定 1000份大豆资源中的维生素 E含量 ,使用荧光检测器检测(Ex=

295nm , Em =330nm),以α- 、β - 、γ- 、δ-生育酚为标准品 ,加入母育酚为内标 ,计算大豆中维生

素 E各异构体的含量及总含量 ,α- 、β - 、γ- 、δ- 生育酚的加标回收率分别为 101. 10%、97. 50%、

96. 94%和 96. 30%,测得野生大豆资源中维生素 E含量范围 0. 05 ～ 0. 34m g /g ,栽培资源 0. 12 ～

0. 38mg /g 。同时按国标方法测定粗脂肪含量 ,其中野生资源粗脂肪含量范围 3. 01%～ 20. 60%,

栽培资源 12. 00%～ 23. 59%。通过线性回归分析 ,明确了大豆中维生素 E与粗脂肪含量呈正相关

的线性关系 。
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　　维生素 E是一种透明的淡黄色的粘稠油状物 ,

不溶于水 ,溶于有机溶剂 ,酸碱氢化过程及高温下稳

定。是极有效的抗氧化剂 ,具有防止不饱和脂肪酸

氧化 、防止动脉硬化 、降低胆固醇 、改善血液循环 、防

止心脑血管疾病等功效
[ 1 , 2]

。

天然维生素 E与合成的相比 ,其生物活性比合

成品大的多。因此天然维生素 E 在食品 、药品 、营

养品 、化妆品上被广泛应用。大豆富含维生素 E ,是

天然维生素 E的主要来源之一 ,人们在食用豆制品

的同时也摄取了其中的维生素 E 。维生素 E 对人体

健康至关重要 ,因此研究其在大豆中的含量具有重

要意义
[ 3]
。

由于维生素 E是脂溶性维生素 ,所以大豆中的

维生素 E应与粗脂肪含量有密切的联系 。因此我

们在检测大豆维生素 E 含量的同时也检测了粗脂

肪的含量 ,从中找出两者之间的内在关系。本研究

通过对 200份野生大豆资源和 800份栽培大豆资源

维生素 E和粗脂肪含量的检测 ,并经统计分析 ,明

确了大豆维生素 E含量与粗脂肪含量的相关性 。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1000份大豆资源 ,其中 200份野生资源 ,800份

栽培资源 ,由吉林省农业科学院大豆研究中心资源

室提供 。

1. 2　仪器与试剂

美国 Agilent公司 1100系列高效液相色谱仪 ,

配有真空脱气机 ,自动进样器 ,荧光检测器和色谱工

作站。德国 H ettich 公司 EBA 21型台试离心机(最

大转速 14000rpm /min);中国昆山超声波仪器有限

公司 KQ - 2500B超声波清洗器。

α- 、β - 、γ- 、δ-生育酚标准品 ,每种纯度均≥

95%,购于美国 Calbiochem 公司;母育酚 , 纯度

99%,购于美国M etraya公司;正己烷 、异丙醇 ,均为

H PLC 级 ,购于美国 Tedia公司;正己烷 、乙酸乙酯 、

无水硫酸钠 、氯化钠 、氢氧化钠 、95%乙醇和焦棓酚 ,

均为分析纯 ,购于北京北化精细化学品有限责任公

司;2. 2 -甲氧基丙烷(优级纯),购于美国 Sigma -
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Aldrich公司 。

1. 3　色谱条件

色谱柱 ,美国 Agilent 公司 H ype rsil SI 200 硅

胶柱 ,200mm×2. 1mm. i. d. , 5μm;流动相 ,正己烷

(H PLC级) /异丙醇 /2. 2 - 甲氧基丙烷=100 /0. 5 /

0. 1(V /V /V);流速 ,0. 3m l/min;柱温 25℃;运行时

间 , 20min;荧光检测器波长 , Ex =295nm , Em =

330nm 。

1. 4　粗脂肪的提取与定量

本实验的粗脂肪提取与定量按照《中华人民共

和国国家标准》[ 4] 进行 。

1. 5　维生素 E的提取

本实验中维生素 E 的提取是参照 G. Panfili
[ 5]

和 J. Lee[ 6] 的方法进行的 ,略有改动 。

1. 5. 1　样品皂化

准确称取 0. 5000g 粉碎后(40 目)的大豆样品

于水解管中 ,加入 10m l 6%乙醇焦陪酚溶液 ,置于

超声波清洗器中提取 10min ,加入 2m l 60%氢氧化

钾溶液 ,并加入 100μl 1mg /ml的母育酚溶液 ,作为

内标 ,最终样品测定液中的母育酚含量为 10μg /ml。

置于 70℃水浴上皂化 30min ,取出后置于冰浴中冷

却。

1. 5. 2　维生素 E的提取

将冷却后的样品皂化液全部转移到分液漏斗

中 ,加入 20m l 2%氯化钠溶液 ,然后用 10ml正己烷

(分析纯) /乙酸乙脂(85 /15 , V /V)溶液萃取两次。

在有机相中加入少量的无水硫酸钠 。吸取有机相

1m l于离心管中 , 14000rpm /min 离心 15min ,取上

清液 100μl于 H PLC 小瓶中上机测定。

1. 6　标准溶液的配制

将质量均为 50mg 的α- 、β - 、γ- 、δ- 生育酚

标准品用少量正己烷分别溶解后 ,定容至 50 、50 、10

和 25ml ,充氮 , - 20℃下储存 ,临用时再用正己烷稀

释至不同浓度。

2　结果与讨论

2. 1　粗脂肪的测定

测定了 1000份大豆资源的粗脂肪含量。其中

野生大豆资源 200 份 , 粗脂肪含量从 3. 01%～

20. 60%,栽培大豆资源 800 份 , 粗脂肪含量从

12. 00%～ 23. 59%。

2. 2　维生素 E含量的测定

2. 2. 1　色谱测定

在 H PLC 测定大豆样品的同时 ,测定标准样品

(标准样品色谱图见 1 - a ,样品色谱图见 1 - b)。在

维生素 E 四种异构体中一般 β - 生育酚与γ-生育

酚较难分离 ,使用本研究中的色谱条件 ,可使 β - 、γ

-生育酚的分离度 R达到 1. 30 ,满足准确定量分析

(R=1. 00)的要求[ 7] 。

图 1　维生素 E标准溶液和样品色谱图 , a为标准溶液 , b 为大豆样品

1.α-生育酚 , 2. β -生育酚 , 3.γ-生育酚 , 4.δ- 生育酚 , 5.母育酚

Fig. 1　Chroma tog rams of vitamin E of standards and samples a. standa rd so lution;b. soybean sample

1.α- tocopher ol;2. β - tocophero l;3.γ- tocopher ol;4.δ- tocophero l

2. 2. 2　线性关系与检出限

配制了五种浓度的生育酚混合标准液(Ⅰ 、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ),α- 、β - 、γ- 、δ-生育酚在每种混合标

准液中的浓度见表 1。

　　每种混合标准液平行测定 3次 ,取其平均值 ,以

各生育酚峰面积 A对其浓度 C(μg /ml)进行线性回

归分析 ,α- 、β - 、γ- 、δ-生育酚的线性回归方程分

别为 Aα=3712. 02Cα+126. 08;Aβ =2706. 46Cβ +

97. 94;Aγ=5288. 63Cγ+234. 01;Aδ=10518. 20Cδ

+92. 36 ,四个线性方程的回归系数分别为 0. 9997 、

0. 9995 、0. 9997 、和 0. 9992 。

在上述分析条件下 ,以信噪比 S /N =3计算 ,测
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表 1　混合标准液中α- 、β - 、γ- 、δ-生育酚的浓度(μg /ml)

Table 1　The concentr ation of α- 、β - 、γ- 、δ- tocophero l

in mixed standard so lution (μg / ml)

生育酚

T ocopherol

混合标准液　Mixed s tandard s olution

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

α 0. 12 1. 2 2. 4 3. 6 4. 8

β 0. 121. 2 2. 4 3. 6

γ 0. 80 8. 0 16. 0 24. 0 32. 0

δ 0. 40 4. 0 8. 0 12. 0 16. 0

得α- 、β - 、γ- 、δ- 生育酚的检出限分别为 0. 025 、

0. 023 、0. 002 、0. 021ng /5μl。

2. 2. 3　精密度试验

按上述方法测定了α- 、β - 、γ- 、δ- 生育酚浓

度分别为 2. 4 、2. 4 、16、8μg /ml的生育酚混合标准液 9

次 ,并同时测定大豆样品 9次 ,精密度试验结果见表2。

由表 2可以看出本方法标准样品和大豆样品中

的α- 、β - 、γ- 、δ-生育酚的峰面积的 RSD分别在

0. 55和1. 02之间和 1. 52和 3. 28之间 ,重复性很好。

表2　精密度试验结果(n=9)

Table 2　The results of precision test(n=9)

生育酚

Tocopherol

标准样品 Standard solution 大豆样品 Soybean sample

平均峰面积

Average area

of peak

标准偏差

SD

相对标准偏差

RSD/%

平均峰面积

Average area

of peak

标准偏差

SD

相对标准偏差

RSD/%

α 35. 61 0. 30 0. 84 38. 72 0. 87 2. 25

β 31. 22 0. 28 0. 92 4. 51 0. 14 3. 28

γ 724. 47 7. 38 1. 02 519. 76 8. 73 1. 68

δ 459. 94 2. 53 0. 55 358. 76 5. 45 1. 52

表3　样品回收率试验结果(n=7)

Table 3 The results of recovery test(n=7)

生育酚

tocopherol

加入量

Added /μg
测定值

Found /μg

回收率

Recovery /%

平均回收率

Average

recovery /%

α 1. 000 1. 051 101. 10

β 1. 000 0. 975 97. 50

γ 5. 000 4. 847 96. 94

δ 2. 000 1. 926 96. 30

97. 96

2. 2. 4　样品回收率测定

准确称取 0. 5000g已知α- 、β - 、γ- 、δ-生育酚含

量的大豆样品作为空白样品 ,加入浓度分别为 10、10 、

50 、20μg /ml的α、β 、γ、δ生育酚标准液各 100μl ,按上述

方法进行皂化提取 ,平行测定 7次 ,取平均值 ,回收率试

验结果见表 3。

　　由表 3可以看出本法四种异构体的回收率在96. 30%

～ 101. 05%平均回收率为97. 95%,符合测试要求。

2. 3　维生素 E含量与粗脂肪含量的相关性分析

对 200份野生和 800份栽培大豆资源维生素 E

测定数据分别进行分析整理:大豆粗脂肪含量每增

加一个百分点 ,分别计算出该百分点内所有样品粗

脂肪含量及相应的维生素 E 含量平均值 ,得出两组

数据(见表 4)。

以粗脂肪含量各个百分点内的维生素 E 平均含

量(y)为纵坐标 ,以粗脂肪平均含量为横坐标(x)作

图(见图 2)。并进行线性回归分析 ,得出野生大豆资

源的线性方程为 y=0. 3988x +2. 2814 , r =0. 9066;

栽培大豆资源的线性方程为 y=0. 6368x +0. 8416 , r

=0. 9517 。

图 2　野生大豆(a)与栽培大豆(b)粗脂肪与维生素 E含量各百分点平均值散点图

F ig . 2　The scat te r diagr am for the average value of oil contents and vitamin

E contents in each pe rcentag e point of w ild soybean(a)and cultural soybean(b)
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　　从以上结果可以看出:大豆中维生素 E含量与 脂肪含量呈正相关的线性关系 。
表 4　大豆粗脂肪含量各个百分点内粗脂肪含量及相应的维生素 E 含量平均值

Table 4　The aver age contents o f oil and vitamin E in each percentage point of oil contents of so ybean

粗脂肪含量各百分点

The range of the

conten ts of oil

(g /100g)

野生大豆 Wild soybean 栽培大豆 Cultural soybean

粗脂肪含量平均值

The average contents

of oil (g /100g)

维生素 E含量平均值

Th e average contents

of vi tamin E (mg /100g)

粗脂肪含量平均值

T he average contents

of oil (g /100g)

维生素 E含量平均值

T he average contents of

vitamin E (mg /100g)

3. 01 - 4. 00 3. 03 7. 56 - -

4. 01 - 5. 00 4. 33 8. 25 - -

5. 01 - 6. 00 5. 67 9. 42 - -

6. 01 - 7. 00 6. 27 9. 87 - -

7. 01 - 8. 00 7. 34 11. 28 - -

8. 01 - 9. 00 8. 30 12. 62 - -

9. 01 - 10. 00 9. 55 11. 19 - -

10. 01 - 11. 00 - - - -

11. 01 - 12. 00 11. 62 12. 09 - -

12. 01 - 13. 00 12. 27 13. 58 12. 37 18. 34

13. 01 - 14. 00 13. 62 14. 03 13. 74 19. 81

14. 01 - 15. 00 14. 50 17. 51 14. 65 18. 72

15. 01 - 16. 00 15. 35 16. 87 15. 58 19. 32

16. 01 - 17. 00 16. 28 15. 77 16. 55 22. 69

17. 01 - 18. 00 17. 59 14. 28 17. 10 24. 37

18. 01 - 19. 00 18. 75 17. 57 18. 93 26. 16

19. 01 - 20. 00 19. 31 23. 14 19. 00 27. 92

20. 01 - 21. 00 20. 36 25. 32 20. 89 26. 77

21. 01 - 22. 00 - - 21. 35 29. 93

22. 01 - 23. 00 - - 22. 32 31. 58

23. 01 - 24. 00 - - 23. 24 29. 34

3　结论

实验表明:使用正相高效液相色谱结合荧光检

测法测定大豆中维生素 E 的含量 ,可使四种生育酚

异构体(α- 、β - 、γ- 、δ- 生育酚)有效分离 ,测定结

果的重现性 、精密度良好 ,平均回收率为 97. 95%,能

够实现维生素 E 的准确定量。

使用该方法测定了 1000份大豆资源(其中野生

大豆 200份 ,栽培大豆 800 份)的维生素 E 含量 ,同

时按国标方法测定粗脂肪含量 。通过线性回归分

析 ,得出回归方程 ,相关系数野生大豆为 0. 9066 ,栽

培大豆为 0. 9517 ,明确了大豆中维生素 E 含量与脂

肪含量呈正相关的线性关系。
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THE DETERMINATION OF VITAMIN E USING HPLC AND THE LINEAR REGRESSION OF

THE CONTENTSOF VITAMIN E AND OIL IN SOYBEAN

Wang Li1 　Song Zhifeng 1 　Ji Feng1 　Jin Weidong1 　H uang H uang1

Yu Zhijing2 　Tang Xiaobo3

(1. Soybean R esearch Center o f J i lin Academy of A gricultural Sciences ,Gongz hul ing 136100;

2. Graduate School of J i lin Agricul tural University , Changchun 130118;

3. Ti lin City Academy o f Agricul ty ral S cience , Charychun 132101)

Abstract　T he contents of the vi tamin E in 1000 soybean occessions w ere determined by high perfo rmance

liquid chromatog raphy w ith f luo rescence de tect ion (Ex =295nm , Em=330nm). The isomer s o f vitamin E

were determined by the standards α-、β-、γ-、δ-tocopherols and the internal standard of the to col. The vita-

min E contents w as 0. 05 ～ 0. 34g /mg in wild soybean resources , 0. 10 ～ 0. 38g /mg in cultiv ated soybean re-

sources , respect ively. The average recoveries of α-、β-、γ-、δ-tocopherol w ere 101. 10%, 97. 50%, 96. 94%

and 96. 30%, respectively. M eanw hi le , the oil contents of soybean resources w ere dete rmined by national

standard method (GB 2906 ～ 82). Thei r range w ere 3. 01%～ 20. 60% in wi ld soybean resources ,8. 00%～

23. 59% in cultiv ated soybean re sources , respectively . The posi tive correlation betw een the contents of vi-

tamin E and oil w as confirmed by the analy sis of linear reg ression.

Key words　H PLC;Soybean;Vitamin E;Oil;Linear reg ression
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