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摘要

随着膳⻝补充剂越来越受欢迎，⼈们需要确保产品符合其标签声称内容。但是，许多复合维⽣素制剂中同时含有

⽔溶性和脂溶性维⽣素，这给采⽤单⼀⾊谱模式进⾏分析带来了挑战。由于维⽣素的化学特性多样，因此通常需

要使⽤多种⾊谱模式进⾏分析。分析强极性的⽔溶性维⽣素时，通常采⽤反相(RP)或亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)，分析

⾮极性的脂溶性维⽣素则⾸选正相(NP)⾊谱模式1。

对于等度的正相⽅法，随着系统更新和替换，在HPLC系统之间迁移⽅法的能⼒⾄关重要。由于正相⾊谱的特殊性

（包括需要使⽤⾮极性溶剂以及仪器设计差异），迁移⽅法时的仪器设置和运⾏可能会带来挑战；因此在系统之

间迁移⽅法时，识别并控制这些差异⾮常重要。

本研究介绍了从传统HPLC系统到现代Alliance™ iS HPLC System的⽅法迁移过程。我们在两个系统之间迁移分离

四种维⽣素E⽣育酚的正相⽅法，所得结果满⾜定义的⽅法迁移可接受标准，特别是峰⾯积%RSD和分离度的系统

适应性要求。迁移⽅法后，⼜使⽤该⽅法测定膳⻝补充剂中的⽣育酚，证明了该⽅法定量⽣育酚的能⼒。 

优势

 传统正相HPLC⽅法可轻松迁移⾄Alliance iS HPLC System■

本应⽤纪要详述的正相⽅法可⽤于定量维⽣素补充剂中的⽣育酚■
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简介

分离极性和亲⽔性化合物以及同分异构体时，正相HPLC是⼀种很有价值的技术。正相HPLC需要结合使⽤极性固

定相与⾮极性或中等极性的流动相。正相HPLC常⽤于分析⽔溶性不⾼的化合物。这些化合物可直接萃取到⾮极性

溶剂中进⾏分析，因此样品前处理⽅式与正相HPLC兼容。相⽐之下，如果采⽤反相(RP)⾊谱分离这些化合物，就

需要额外进⾏往往相当耗时的样品前处理步骤，包括将样品挥⼲并复溶于兼容反相分离的溶剂中。 

正相和反相⾊谱分析通常可以在同⼀套HPLC系统上进⾏，但可能需要对系统做些修改，将标准配置的系统改为正

相配置。这是由于结构材料不兼容正相溶剂。具体⽽⾔，可能需要更换单向阀、管路、泵密封件等硬件。此外

，在切换模式时，必须先转换溶剂，以免出现溶剂不混溶的问题。 

维⽣素E是⼀类脂溶性化合物的统称，它们具有特殊的抗氧化特性。有四种⽣育酚（α、β、γ、δ）具有维⽣素E活

性。天然来源的膳⻝补充剂中含有这四种⽣育酚，然⽽，α-⽣育酚才是唯⼀被认为可满⾜⼈类营养需求的形式2。  

本研究开发了⼀种测定膳⻝补充剂中⽣育酚的正相⽅法。该⽅法可在两套传统HPLC系统上（系统1=Waters 

Alliance e2695系统；系统2=其他供应商的系统Y）正常运⾏。随后，我们将该⽅法成功迁移到了现代系统

Alliance iS HPLC System。⽅法迁移成功的标准是满⾜为该⽅法建⽴的系统适应性要求。我们还制备了膳⻝补充

剂样品并使⽤Alliance iS HPLC System进⾏分析，将所得结果与标签声称内容做了⽐较。 

实验

标准品制备

使⽤购⾃MilliporeSigma的标准品制备含四种⽣育酚（α、β、γ、δ）的⼯作标准溶液。⽤⼰烷将⽣育酚稀释⾄最

终浓度0.2 mg/mL。 

⽅法条件

液相⾊谱条件

Alliance e2695系统

传统系统Y

液相⾊谱系统：
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Alliance iS HPLC System

检测： 2489 UV/Vis检测器

可变波⻓检测器(VWD)

TUV 检测器

波⻓： 295 nm

采集速率： 10 Hz

样品瓶： LCGC认证透明玻璃12 x 32 mm螺纹

颈⼝全回收样品瓶，带瓶盖和预切割

PTFE/硅胶隔垫，容积2 

mL（P/N：186000307C）

⾊谱柱： XBridge™ BEH™ HILIC⾊谱柱, 5 µm 

4.6 x 150 mm（P/N：186004453）

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 30 µL

流速： 1.3 mL/min

流动相： 95:5⼰烷/⼄酸⼄酯，含0.05%⼄酸

洗针液： 90:10⼰烷/异丙醇

数据管理

3膳⻝补充剂中⽣育酚的正相HPLC⽅法的⽅法迁移



⾊谱数据系统： Empower™ 3.8.0

结果与讨论

运⾏该⽅法之前，将各系统从反相模式转换为正相模式。转换时，我们考虑并控制了仪器设计的差异，这包括对

选定系统的硬件做⼀些必要的更改，以便运⾏正相溶剂。Alliance iS HPLC System的单向阀和废液管路很容易就

能更换，⽽系统Y不仅需要更换单向阀和管路，还需要更换泵密封件。在加⼊正相溶剂前，所有系统都先⽤异丙醇

冲洗，除去⽔性溶剂。

系统适应性标准基于定量⽅法的要求制定，包括每种⽣育酚的分离度和峰⾯积精密度。⼯作标准溶液重复进样六

次，然后计算每种⽣育酚的峰⾯积精密度和USP分离度，得到在每套系统上进⾏分析的系统适应性结果。各系统

的代表性⾊谱图和结果如图1、图2以及表1所⽰。 

图1.在Alliance iS HPLC System、Alliance e2695系统和系统Y上分析标准

品得到的代表性⾊谱图
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图2. Alliance iS HPLC System上六次系统适应性进样的叠加谱图

表1.系统适应性结果

⼏套系统获得的⾊谱结果相当。每套系统也都满⾜系统适应性标准。各系统得到的峰

⾯积精密度相似，Alliance iS HPLC System和传统Alliance e2695分析标准品中所

有⽣育酚的精密度相当。Alliance iS HPLC System上的USP分离度略⾼⼀些。由于

所得结果符合指定的可接受标准，表明⽅法已成功迁移⾄Alliance iS HPLC 

System。 

将⽅法成功迁移⾄Alliance iS HPLC System后，我们使⽤该⽅法测定了两种不同剂

型的膳⻝补充剂（天然来源的复合维⽣素⽚剂和维⽣素E软胶囊）中的⽣育酚。使⽤

正相HPLC进⾏分析对于样品前处理⽽⾔很有利。将样品基质中的⽣育酚萃取到⾮极

性溶剂（⼰烷）中，就可以直接进样⾄系统，⽆需额外进⾏繁琐的样品前处理步骤。

该分析采⽤单点外标法定量。各样品的⾊谱图如图3和4所⽰。 
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图3. Alliance iS HPLC System分析复合维⽣素样品得到的⾊谱图

图4. Alliance iS HPLC System分析维⽣素E软胶囊样品得到的⾊谱图

我们将每种产品的α-⽣育酚定量结果与标签声称值做了⽐较。结果表明，该⽅法能够

定量膳⻝补充剂中的⽣育酚（即α-⽣育酚）。结果如表2所⽰。

表2. Alliance iS HPLC System分析样品中α-⽣育酚的定量结果
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结论

随着旧系统更新和替换为新系统，在不同HPLC系统之间迁移⽅法的能⼒⾄关重要。本研究将测定膳⻝补充剂中⽣

育酚的正相⽅法从传统系统成功迁移到了Alliance iS HPLC System，然后使⽤该⽅法测定了两种膳⻝补充剂样品

中的⽣育酚。

Alliance iS HPLC System符合⽅法迁移的可接受标准（定义为满⾜系统适应性要求），所得⾊谱图和结果与传统

系统相当。样品结果证明，该⽅法能够定量膳⻝补充剂中的⽣育酚。综上，本研究的结果表明分析⽅法可以轻松

迁移⾄Alliance iS HPLC System，还表明使仪器资产紧跟技术前沿可以带来诸多性能优势。 
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