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成分分析

C30-HPLC-PDA-TOF/MS 对鱼肝油中
维生素 A 酯顺反异构体的分离与鉴定 *

顾霄 1，李煜 1，赵明娟 2，郑金琪 1**

（1. 浙江省食品药品检验研究院，杭州 310052；2. 浙江工业大学，杭州 310014）

摘要　目的：建立高效液相色谱 / 飞行时间质谱法对鱼肝油中不同维生素 A 酯的顺反异构体进行分离鉴

定。方法：选择 YMC C30 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），以甲基叔丁基醚 - 甲醇 - 水为流动相梯度洗脱，

对鱼肝油中各种维生素 A 酯进行分离，结合电喷雾正离子化 / 飞行时间质谱法进行结构推断。并通过对照

品比对等方法，对分离得到的顺反异构体做构型鉴定。结果：在本试验研究的 2 种样品中，鳕鱼肝油胶囊

中主要含有全反式与 13- 顺式维生素 A 棕榈酸酯，鲨鱼肝油中主要含有全反式与 13- 顺式维生素 A 油酸

酯、棕榈酸酯与硬脂酸酯，以及全反式花生烯酸酯与十七烷酸酯。结论：本方法能有效地分离鉴定鱼肝油

中的多种全反式与 13- 顺式维生素 A 酯，可为鱼肝油质量控制提供参考依据。
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Separation and identification of cis-trans isomers of retinyl esters in 
fish liver oil by C30-HPLC-PDA-TOF/MS*
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2. Zhejiang University of Technology，Hangzhou 310014，China）

Abstract　Objective：To develop an HPLC-TOF/MS method for the separation and identification of cis-trans 
isomers of retinyl esters in fish liver oil. Methods：The retinyl esters were separated by gradient elution with a 
mobile phase of MTBE- methanol-water on a YMC C30（250 mm×4.6 mm，5 μm）column. The structures of 
retinyl esters in fish liver oil were elucidated by ESI+-TOF/MS and by comparing with reference substances. 
Results：Cod liver oil capsule contain all-trans and 13-cis retinyl palmitate. Shark liver oil contains all-trans 
retinyl oleate，retinyl palmitate，retinyl stearate，retinyl gondoate，retinyl heptadecanoate and 13-cis retinyl 
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oleate，retinyl palmitate，retinyl stearate. Conclusion：The established method is useful for the separation and 
identification of all-trans and 13-cis retinyl esters in fish liver oil. The results obtained are valuable for its 
manufacturing process and quality control.
Keywords：HPLC-PDA-TOF/MS；C30 column；fish liver oil；all-trans retinyl ester；13-cis retinyl ester；
isomerization reaction；structure identification

鱼肝油是从鳕鱼或鲨鱼等深海鱼肝脏中提取的

一种脂肪油，其中富含维生素 A［1-2］。维生素 A 是

一系列包括视黄醇、视黄醛、视黄酸和视黄醇酯等在

内的视黄醇衍生物的统称，对细胞分化、胚胎发育、

视觉感受等多个生理功能发挥重要作用［3］。鱼肝油

中的维生素 A 主要以视黄醇高级脂肪酸酯的形式存

在［4］，并包含多种顺反异构体，以全反式构型为主，

还包括 13- 顺式［5］，9- 顺式与 9，13- 顺式构型［6］等

（图 1）。不同构型的维生素 A 生物活性不同，全反

式最高，13- 顺式、9- 顺式与 9，13- 顺式构型的活

性分别约为全反式的 75%、19% 与 16%［7］。美国等

国药典［2，8-9］均按全反式构型计算鱼肝油中维生素 A
的含量，很可能造成其实际活性低于理论值。因此，

建立一个可以分离鉴定鱼肝油中维生素 A 酯顺反

异构体的分析方法对于鱼肝油的质量控制有着重要

意义。

图 1　全反式维生素 A 醋酸酯（a）与 13- 顺式维生素 A 醋酸酯（b）结构

Fig. 1　Chemical structures of all-trans retinyl acetate（a）and 13-cis  
retinyl acetate（b）

目前，用于维生素 A 分离检测的色谱柱固定相

包括硅胶、C18 及 C30 等。其中正相硅胶柱多用于视

黄醇异构体的分离 ［10-12］。C18 柱也常用于维生素 A
的分析，在此前的研究中，本实验室采用 C18 柱分离

鉴定了 3 种鱼肝油中共 16 种维生素 A 酯［13］，但 C18

柱对异构体的分离能力较弱［12］。C30 色谱柱又被称

为类胡萝卜素色谱柱（Carotenoid 色谱柱），在类胡萝

卜素及其异构体的分离上有独特的优势，原因在于

C30 键合相的链长大致与胡萝卜素分子的长度相当，

增强了两者的相互选择性［14］。由于维生素 A 与类

胡萝卜素结构相似，也有文献采用 C30 柱对维生素 A
做分离，同时分离了 5 种维生素 A 酯及对应的 α 异

构体［15］。由于不同构型维生素 A 酯的紫外最大吸

收波长各不相同，紫外光谱鉴别［12］也是维生素 A 构

型鉴别的常用方法之一。

本研究采用 C30 色谱柱，以甲基叔丁基醚 - 甲

醇 - 水为流动相，结合对照品比对和飞行时间质谱

（TOF/MS）法，对 2 种鱼肝油样品中 8 种维生素 A 酯

做了分离与结构鉴定，其中包含 3 组顺反异构体。通

过氧化破坏及 13- 顺式维生素 A 酯对照品比对等方

法对顺式异构体进行研究，结果表明顺式异构体均为

13- 顺式构型。本方法可为鱼肝油质量控制提供参

考依据。

1　材料与方法

LC-20AD 高效液相色谱仪（岛津公司）；1290 
Infinity 液相色谱 - 6538Q TOF 四极杆飞行时间质谱

仪（安捷伦公司）。

鳕鱼肝油胶囊由企业 A 提供，鲨鱼肝油由企业

B 提供。甲基叔丁基醚与甲醇为色谱纯，自制纯化

水。全反式维生素 A 醋酸酯（批号 100368-201502）

购自中国食品药品检定研究院。13- 顺式维生素 A
醋酸酯（批号 11-GJF-32-2）、全反式维生素 A 油酸

酯（批号 14-THT-179-1）、全反式维生素 A 棕榈酸

酯（批 号 2-MWC-189-1）与 全 反 式 维 生 素 A 硬 脂

酸 酯（批 号 23-CF-173-3）均 购 自 Toronto Research 
Chemicals。

2　实验条件

2.1　液相色谱条件　采用 YMC C30（250 mm×4.6 mm，

5 μm）色谱柱；流动相为甲醇（A）- 水（B）- 甲基叔

丁基醚（C），梯度洗脱，见表 1；流速为 1.0 mL·min-1；

检测波长 328 nm；柱温为 40 ℃ ；进样量为 20 μL。

2.2　质谱条件　采用电喷雾正离子化（ESI+）检测，

喷雾电压 4.0 kV，雾化气压力 0.24 MPa，干燥气流量

10 L·min-1，去溶剂温度 350 ℃，碎片电压 175 V。质

量数扫描范围 m/z 100~1 000。
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表 1　梯度洗脱程序

Tab. 1　Gradient elution program
时间（time）/min A-B（90 ∶ 10）/% C/%

0 75 25

15 75 25

45 20 80

50 20 80

50.1 75 25

60 75 25

2.3　供试品溶液与对照品溶液　取鱼肝油胶囊内

容物或鱼肝油约 0.5 g，置 50 mL 量瓶中，加异丙醇适

量，超声 5 min（360 W，40 kHz），用异丙醇稀释至刻

度，摇匀，过滤，取续滤液作为供试品溶液。取维生素

A 酯对照品各约 5 mg，分别置 100 mL 量瓶中，加异

丙醇适量，超声 5 min（360 W，40 kHz），用异丙醇稀

释至刻度，摇匀，作为对照品溶液。

2.4　氧化破坏溶液　取全反式维生素 A 酯对照品约

10 mg，置 50 mL 量瓶中，加碘试液 1 滴，超声 10 min
（360 W，40 kHz），用异丙醇溶解并稀释至刻度，摇匀，

过滤，取续滤液作为氧化破坏溶液。

3　结果与讨论

3.1　维生素 A 酯的分离　按照“2.1”项下的条件分

别对供试品溶液、对照品溶液与氧化破坏溶液进行分

析，结果见图 2、3，表明本试验考察的鳕鱼肝油胶囊

含有全反式维生素 A 棕榈酸酯，鲨鱼肝油含全反式

维生素 A 油酸酯、棕榈酸酯与硬脂酸酯。此外，两者

还有多个未知维生素 A 酯峰，需做进一步鉴定，其中

峰 2、4、8 分别为对应全反式维生素 A 油酸酯、棕榈

酸酯与硬脂酸酯的氧化破坏产物。各色谱峰的紫外

最大吸收波长见表 2。
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1. 全反式维生素 A 醋酸酯（all-trans retinyl acetate）　2. 全反式维生素 A 油酸酯氧化产物（oxidation degradation product of all-trans retinyl oleate）　

3. 全反式维生素 A 油酸酯（all-trans retinyl oleate）　4. 全反式维生素 A 棕榈酸酯氧化产物（oxidation degradation product of all-trans retinyl palmitate）　

5. 全反式维生素 A 棕榈酸酯（all-transs retinyl palmitate）　8. 全反式维生素 A 硬脂酸酯氧化产物（oxidation degradation product of all-trans retinyl 
stearate）　9. 全反式维生素 A 硬脂酸酯（all-trans retinyl stearate）

图 2　鳕鱼肝油胶囊（a）、对照品（b）与氧化破坏溶液（c）的高效液相色谱图

Fig. 2　HPLC chromatograms of cod liver oil capsule（a），reference substances（b）and oxidation degradation solution（c）
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2~5、8~9. 同图 2（same as Fig. 2）　6. 全反式维生素 A 花生烯酸酯（all-trans retinyl gondoate）　7. 全反式维生素 A 十七烷酸酯（all-trans retinyl 
heptadecanoate）

图 3　鲨鱼肝油的高效液相色谱图

Fig. 3　HPLC chromatograms of shark liver oil
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表 2　鱼肝油中维生素 A 酯的色谱 - 质谱鉴定结果

Tab. 2　Retinyl esters identified in fish liver oil by HPLC- TOF/MS

编号

（No.）
λmax/nm

测得质量（observed 
mass）

理论质量

（calculated mass）

推测分子式

（proposed formula）

质量误差（mass 
eror）/×10-6

维生素 A 酯类型

（proposed retinyl ester）

2 328 550.475 0 550.474 4 C38H62O2 -1.0 13- 顺式维生素 A 油酸酯

（13-cis retinyl oleate）

3 325 550.474 3 550.474 4 C38H62O2 0.24 全反式维生素 A 油酸酯

（all-trans retinyl oleate）

4 328 524.457 1 524.458 8 C36H60O2 3.2 13- 顺式维生素 A 棕榈酸酯

（13-cis retinyl palmitate）

5 325 524.458 1 524.458 8 C36H60O2 1.3 全反式维生素 A 棕榈酸酯

（all-trans retinyl palmitate）

6 325 578.507 6 578.505 7 C40H66O2 -3.2 全反式维生素 A 花生烯酸酯

（all-trans retinyl gondoate）

7 325 538.474 0 538.474 4 C37H62O2 0.80 全反式维生素 A 十七烷酸酯

（all-trans retinyl heptadecanoate）

8 328 552.494 2 552.490 1 C38H64O2 -7.5 13- 顺式维生素 A 硬脂酸酯

（13-cis retinyl stearate）

9 325 552.490 0 552.490 1 C38H64O2 0.15 全反式维生素 A 硬脂酸酯

（all-trans retinyl stearate）

3.2　维 生 素 A 酯 的 质 谱 鉴 定　 根 据 此 前 建 立 的

质 谱 分 析 方 法［13］，首 先 通 过 ESI+- TOF/MS 对 全

反式维生素 A 棕榈酸酯对照品做一级质谱分析，

结 果 见 图 4。 一 级 质 谱 中 主 要 产 生 m/z 269，524
与 563 3 个 信 号 峰，m/z 269 为 源 内 裂 解 脱 去 棕 榈

酸 的 加 氢 离 子（C20H29
+，质 量 误 差 -0.8×10-6），为

维 生 素 A 酯 的 特 征 离 子，与 文 献［15］报 道 情 况 一

致；m/z 524 与 563 分 别 为 维 生 素 A 棕 榈 酸 酯 的

脱 电 子 离 子（C36H60O2
+，质 量 误 差 1.8×10-6）与 加

钾 离 子（C36H60O2K+，质 量 误 差 -1.6×10-6）。 以 上

质 谱 特 征 对 于 推 测 未 知 维 生 素 A 酯 提 供 了 参 考

依据。

图 4　全反式维生素 A 棕榈酸酯的一级质谱图

Fig. 4　MS spectra of all-trans retinyl palmitate

之后以同样条件对全反式维生素 A 棕榈酸酯的

氧化破坏产物做一级质谱分析，其质谱图与全反式维

生素 A 棕榈酸酯相同，说明氧化破坏产物是全反式

维生素 A 酯的某种异构体。以 m/z 269 与 524 为母

离子，分别对全反式维生素 A 棕榈酸酯与其氧化产

物做二级质谱分析，结果发现两者二级质谱图均相

同，未发现特征子离子，进一步说明氧化产物很可能

为某种顺反异构体。

最后用同样的方法对供试品溶液做一级质谱分

析，提取每个色谱峰的质谱图，其中均有 m/z 269 离

子，表明色谱图中标注的色谱峰均为维生素 A 酯峰。

并根据分子离子精确分子量，结合维生素 A 酯的结

构特征，如组成元素为 C、H、O，O 原子数为 2，最小

不饱和度为 7 等，推测相应分子式。相关色谱质谱

数据，推测分子式、以及推测维生素 A 酯类型见表 2。

峰 3、5、9 的保留时间、分子式与 PDA 紫外最大吸收

波长分别与全反式维生素 A 油酸酯、棕榈酸酯、硬脂

酸酯一致。峰 2、4、8 的分子式分别与维生素 A 油酸

酯、棕榈酸酯、硬脂酸酯一致，PDA 紫外最大吸收波

长与 13- 顺式维生素 A 醋酸酯对照品相同，均为 328 
nm。而峰 6 和峰 7 的分子式分别与维生素 A 花生烯

酸酯与十七烷酸酯相应，紫外最大吸收波长均为 325 
nm，与全反式维生素 A 对照品相同，推测为全反式

构型。

3.3　顺反异构体的鉴别　根据文献报道，鱼肝油中
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结果表明两者保留时间一致（图 5）。同时比较 PDA
图发现（图 6），全反式与 13- 顺式维生素 A 醋酸酯

对照品的紫外最大吸收分别为 325 nm 与 328 nm，与

文献报道［12］一致，而氧化破坏产物的最大吸收也为

328 nm。综合以上光谱、色谱与质谱信息，推测全反

式维生素 A 酯在“2.4”项条件下的破坏产物为 13-
顺式构型，与峰 2、4、8 对应。因此，峰 2、4、8 分

别为 13- 顺式维生素 A 油酸酯、棕榈酸酯、硬脂酸

酯。该异构化反应属于自由基加成反应，反应机理见

图 7。

维生素 A 以全反式构型为主，13- 顺式构型其次［16］，

结合“3.1”、“3.2”项下的色谱光谱质谱信息，推

测 2 种鱼肝油样品中的维生素 A 酯异构体对应的是

13- 顺式构型。由于市售 13- 顺式维生素 A 酯对照品

仅为醋酸酯，无法直接比对，但有文献报道全反式

维生素 A 在加碘氧化破坏条件下会产生 13- 顺式产

物［17］。因此，本试验将全反式维生素 A 醋酸酯对照

品按“2.4”项条件做氧化破坏，按“2.1”项下条件［流

动相改为甲醇 - 水（85∶15）］进行液相分析，将破

坏产物与 13- 顺式维生素 A 醋酸酯对照品做比对，
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a. 全反式维生素 A 醋酸酯氧化破坏溶液（oxidation degradation solution of all-trans retinyl acetate）　b. 全反式维生素 A 醋酸酯（all-trans retinyl 
acetate）　c. 13- 顺式维生素 A 醋酸酯（13-cis retinyl acetate）

图 5　维生素 A 醋酸酯的高效液相色谱图

Fig. 5　HPLC chromatograms of retinyl acetate

图 6　全反式维生素 A 醋酸酯（a）与 13- 顺式维生素 A 醋酸酯（b）紫外光谱图

Fig. 6　UV spectra of all-trans retinyl acetate（a）and 13-cis retinyl acetate（b）

图 7　维生素 A 醋酸酯异构化反应机理

Fig. 7　Isomerization mechanism of retinyl acetate
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4　结论

本研究采用 C30 色谱柱，以甲基叔丁基醚 - 甲

醇 - 水为流动相，对 2 种鱼肝油样品中的 8 种维生

素 A 酯做了分离，采用光谱、色谱、质谱等方法对进

行定性分析，并通过氧化破坏方法制备 13- 顺式异

构体进行比对。鳕鱼肝油胶囊中主要含有全反式与

13- 顺式维生素 A 棕榈酸酯，鲨鱼肝油中主要含有全

反式与 13- 顺式维生素 A 油酸酯、棕榈酸酯与硬脂

酸酯等。按面积归一化法计算，2 种样品中 13- 顺式

维生素 A 分别约占总量的 31% 与 17%，其维生素 A
的实际活性分别约为理论值的 92% 与 96%，说明了

对维生素 A 异构体检查与控制的必要性，本方法可

为鱼肝油质量控制提供参考依据。
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