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同位素稀释(超高效液相色谱(串联质谱法测定

婴幼儿奶粉中水溶性维生素
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摘要!目的!建立同时测定婴幼儿奶粉中的多种水溶性维

生素的超高效液相色谱)串联质谱法#方法!样品经温

水溶解后"超声提取"使用盐酸和氢氧化钠调节
N

0

至

'B9

"高速离心后供
eX]/:-H

(

-H

测定#在电喷雾电离

源!

3H1

$的正离子模式下进行电离"多反应监测!

-4-

$

模式对目标碎片离子进行采集#结果!

#"

种水溶性维生

素的内标曲线在
!B"

#

&""B"

"

Q
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]

的质量浓度范围内线

性良好"相关系数
L

!大于
"B$$%(

"加标回收试验的回收

率为
%&B(Y

#

#"!B"Y

"相对标准偏差!

4H+

$为
#B##Y

#

&B9$Y

#方法检出限!
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$为
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"方法定量

限!

]*[

$为
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#
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"
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Q

#结论!该方法操作简单%耗

时短%回收率好%灵敏度高%结果稳定"可应用于婴幼儿奶

粉中水溶性维生素含量的测定#

关键词!同位素稀释&超高效液相色谱)串联质谱法&婴

幼儿奶粉&水溶性维生素
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族维生素是人体内一类重要的水溶性维生素#在人

体代谢的甲基化%三羧酸循环等过程中#起着非常重要的

作用#如果摄入不够或者过量均会导致机体内的代谢难

以进行#从而产生疾病-

#W6

.

$有研究-

'

.表明#高蛋氨酸%

低叶酸和维生素
V

9

%

V

#!

的饮食可能与
DFLK=D:#

的表观遗

传沉默导致的记忆丧失有关$而
V

族维生素在婴儿的正

常发育中至关重要-

&W9

.

#如果摄入不足#可能会对机体造

成不可逆转的伤害-

(

.

$

GV#"(9&

/

!"#"

和
GV#"(9(

/

!"#"

对婴幼儿奶粉

中允许添加的
%

种
V

族维生素给出了明确的限量$目前

关于婴幼儿奶粉及配方食品中
V

组维生素的分析方法主

要集中在光谱分析法-

%W$

.

%色谱分析法-

#"

.

%色谱质谱分析

法-

##W#6

.和微生物法-

#'W#9

.

$光谱分析法无分离步骤#每

"%

)**+,-./012345

第
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卷第
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期 总第
!'!

期
"

!"!#

年
#!

月
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次只能测定一种目标物且受杂质影响较大$色谱分析法

可同时检测多种目标物#但目标物数量太多#分离难度较

大$微生物法步骤便捷#检测快速#但检测成本较高$质

谱法则具有目标物选择性高#检出限低和多种化合物准

确定性定量的优点#科研工作者也进行了相关研究#如陈

美君等-

#!

.建立了同时测定
##

种水溶性维生素的串联质

谱法#但未使用内标物对结果进行校正,严华等-

#6

.所建立

的方法#虽然使用了内标进行校正#但测定
#"

种水溶性

维生素#需要使用两种离子化模式#并要切换流动相组

成#分析时间较长$研究拟使用直接超声提取#等电点沉

淀蛋白的前处理方法#建立一次进样同时测定婴幼儿配

方奶粉中的
#"

种水溶性维生素
V

的方法#为婴幼儿食品

中多种维生素的分析提供参考$

#

!

材料与方法
#B#

!

仪器设备

质谱仪*

.X1'"""[I4.X

型#美国
.VH/13l

公司,

液相色谱系统*

]/:6".+

型#日本岛津公司,

超纯水系统*

-=>>=:[.PJ<DL<

Q

F.#"

型#法国
-FKC7

-=>>=

N

AKF

公司,

高速冷冻离心机*

#:#'m

型#德国
H=

Q

;<

公司,

涡旋混匀器*

1m. -H6

型#德国
1m.

公司$

#B!

!

试剂

标准品*泛酸)纯度
)

$&B%Y

+%烟酸)纯度
)

$%B&Y

+%

烟酰胺)纯度
)

$%B"Y

+%叶酸)纯度
)

$#B6Y

+%吡哆醛)纯

度
)

$%B"Y

+%吡 哆 醇 )纯 度
)

$%B&Y

+%吡 哆 胺 )纯

度
)

$%B!Y

+%硫 胺 素 )纯 度
)

$%B"Y

+%核 黄 素 )纯

度
)

$%B&Y

+%生物素)纯度
)

$$Y

+#德国
+K

公司,

内标物*泛酸
:+

'

)纯度
)

$%B"Y

+%烟酸
:+

'

)纯度
)

$%B"Y

+%烟酰胺
:+

'

)纯度
)

$%B"Y

+%叶酸
:+

'

)纯度
)

$(B"Y

+%吡哆醛
:+

6

)纯度
)

$%B&Y

+%吡哆醇
:+

6

)纯度
)

$'B&Y

+%吡哆胺
:+

6

)纯度
)

$%B"Y

+%硫胺素
:

#6

/

6

)纯度
)

$(B"Y

+%核黄素
:

#6

/

'

:

#&

2

!

)纯度
)

$&B"Y

+%生物素
:+

'

)纯

度
)

$&B"Y

+#加拿大
4FEF<KC@/@F;=C<>

公司,

甲醇%乙酸铵*色谱纯#美国
)=E@FK

公司,

盐酸%氢氧化钠%氨水*分析纯#广州化学试剂厂,

实验用水*

-=>>=:[

超纯水*

-=>>=:[.PJ<DL<

Q

F.#"

型

超纯水系统$

#B6

!

色谱条件优化

在相 同 的 色 谱 条 件 下#对 比
a<LFKE V30 /

#%

)

!B#;;_#"";;

#

#B%

"

;

+和
a<LFKE./*eI1I50HH

I6

)

!B#;;_#"";;

#

#B%

"

;

+对多种水溶性维生素的

分离效果#有机流动相为甲醇#无机流动相为
#";;A>

0

]

乙酸铵#设定有机相为
.

相#无机相为
V

相#进样体积

#"

"

]

,流速
"B6;]

0

;=D

,柱温
6&\

,梯度洗脱程序*

"

#

!;=D

#

!Y .

,

!

#

&;=D

#

!Y

#

6&Y .

,

&

#

(;=D

#

6&Y

#

$&Y .

,

(

#

$;=D

#

$&Y .

,

$

#

#";=D

#

$&Y

#

!Y .

,

#"

#

#&;=D

#

!Y .

$

#B'

!

标准溶液配制

#B'B#

!

标准储备液
!

分别称取适量的维生素标准品及其

同位素内标#称取适量的标准品至容量瓶中#用
"B"#;A>

0

]

盐酸定容#配制质量浓度为
#""";

Q

0

]

)折算标准品纯

度+$其中叶酸使用
"B&Y

氨水配制$

#B'B!

!

标准中间液
!

#"

种维生素分别取
"B& ;]

于

#";]

容量瓶#用水定容#混成
&";

Q

0

]

标准中间液$

#B'B6

!

内标中间液
!

取
"B!&;]

于
#";]

容量瓶#用水

定容#混成
!&;

Q

0

]

标准中间液$

#B'B'

!

标准工作曲线
!

分别准确移取
!B"

#

#"

#

!"

#

&"

#

#""

#

!""

#

&""

"

]

的标准中间液于
&";]

容量瓶中#加入

#""

"

]

的内标溶液#用水稀释中间液至各级质量浓度为

!B"

#

#"

#

!"

#

&"

#

#""

#

!""

#

&""

"

Q

0

]

#得到标准系列曲线#其

中内标浓度均为
&"

"

Q

0

]

$

#B&

!

质谱条件优化

在
3H1

离子源下#采用全扫描模式和
-4-

扫描模

式#气帘气
!"(7X<

,毛细管电压
&"""`

,离子源温度

&&"\

,雾化气)

G.H#

+

6'&7X<

,加热辅助气)

G.H!

+

6'&7X<

,碰撞气)

/.+

+中等,使用流动相混合的流动注

射的方式将标准溶液直接注入质谱#通过全扫描确定

-

-c0

.

c准分子离子峰)

K

0

?

+#

-4-

扫描确定最优电

压$于三重四极杆串联质谱中进行测定$对最佳超声时

间和基质效应进行探讨#并通过不同水平进行加标回收

试验#测定日内相对标准偏差$

#B9

!

样品前处理优化

称取
!B&

Q

配方奶粉于
&" ;]

塑料离心管#加入

&"

"

]

质量浓度为
!&;

Q

0

]

混合内标溶液#加入
!&;]

'"

#

&"\

温水#使配方奶粉充分溶解#超声)

&

#

#"

#

#&

#

!"

#

!&

#

6";=D

+#待样品冷却至室温后#用
#;A>

0

]

盐酸溶液

调节
N

0

至
#B%

#静置
!;=D

#再用
#;A>

0

]

氢氧化钠溶液

调节
N

0

至
'B9

$加盖后以
#""""K

0

;=D

离心
&;=D

#取上

清液过
"B!!

"

;

水相滤膜#根据各个化合物含量差异再

用水稀释一定的倍数#使含量在线性范围内#供
eX]/:

-H

0

-H

测定$计算出水溶性维生素的回收率#确定最优

超声时间$

#B(

!

基质效应探究

取空白原料基粉#按照优化后的前处理方法进行处

理#得到基质液#用基质液配置标准系列曲线#同时配置

相同浓度的溶剂曲线)曲线均不添加内标+#供仪器测定

后于
3bCF>

软件拟合曲线方程$基质效应由基质曲线方

程和溶剂曲线方程的斜率之比表示$

#B%

!

方法学验证

用纯水配制质量浓度为
!B"

#

&""B"

"

Q

0

]

的标准曲

线#其中含内标
&"

"

Q

0

]

$在空白的基粉中添加低浓度的

混合标准溶液#按优化后的前处理方法处理#并于仪器测

#%

"

À>B6(

"

2AB#!

黄水林等!同位素稀释(超高效液相色谱(串联质谱法测定婴幼儿奶粉中水溶性维生素



定结果$以信噪比
:

0

#^6

和
:

0

#^#"

分别测定方法

检出限)

]*+

+和方法定量限)

]*[

+$同时#对样品进行

测定#并按照样品本底值附近的
#

#

!

#

&

倍水平进行加标

回收试验)

2 9̂

+#测定所有水溶性维生素的含量#并计算

出回收率和相对标准偏差$

#B$

!

样品测定

随机选取
!"

个实验室的日常样品#用所建立的方法

对多种水溶性维生素进行测定#判断结果与明示值之间

的偏差$

#B#"

!

数据处理

多种水溶性维生素按照
#B&

方法处理#使用三重四极

杆串联质谱测定不同样品的峰面积#通过内标校正曲线

进行定量计算#回收率及相对标准偏差数据于
3bCF>!""(

软件中计算分析$

!

!

结果与讨论
!B#

!

色谱条件的优化

试验前期比较了
a<LFKEV30/

#%

)

!B#;;_#"";;

#

#B%

"

;

+和
a<LFKE ./*eI1I5 0HH I6

)

!B#;;_

#"";;

#

#B%

"

;

+色谱柱对多种目标物的峰型及分离度的

效果$结果发现
V30/

#%

柱分离度不及
I6

色谱柱#且
/

#%

柱分离硫胺素和核黄素容易峰展宽$因此选择
a<LFKE

./*eI1I50HHI6

)

!B#;;_#"";;

#

#B%

"

;

+作为

分离柱$同时#考虑到目标物的极性较大#因此选择了洗

脱能力相对较弱的甲醇作为有机相#并且在水相中添加

乙酸铵以增大流动相整体的离子强度#从而改善峰型#在

此色谱柱及流动相条件下进一步优化梯度洗脱程序$最

终
#"

种水溶性维生素的
-4-

色谱图见图
#

$

!B!

!

质谱条件的确定

由于
#"

种水溶性维生素均含有亲核基团#在电喷雾

电离源的正离子模式下#可形成稳定的-

-c0

.

c 母离

子#且响应较高$虽然部分化合物在负离子模式下也有

响应#但为了方便测定#最终选择在正离子模式下测定$

将标准溶液以流动注射的方式注入离子源#对准分子离

子及其二级子离子进行扫描#每秒采集数最多的碎片作

图
#

!

#"

种水溶性维生素的
-4-

色谱图

)=

Q

OKF#

!

-4-C@KA;<LA

Q
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为定量峰#响应次之的作为定性峰$同时#由于不同的化

合物#在同一离子化模式下#会具有各自不同的最优去簇

电压)

+X

+#因此需要优化以获得较高的响应$另外不同

的准分子离子在多反应监测下#进一步优化碰撞电压

)

/3

+#使最终采集方法的各个二级子离子都达到最佳响

应$具体的离子参数见表
#

$

!B6

!

超声时间对外标回收率的影响

由于方法使用了内标物进行校正#所以最终回收率

会较高$但为了保证较高的灵敏度#以及避免结果出现

较大的偏差#需要针对外标物的实际回收率进行前处理

条件的优化$为了避免基质效应带来的影响#试验前期

先使用未添加
#"

种维生素的乳粉基粉按
#B'

的前处理方

式进行处理#同时测定本底值#所得基质液按照
#B6

的配

制方法用以配制标准工作曲线#不添加内标$由于待测

定维生素较多#因此#按照目标物的出峰时间#初步确认

#"

种维生素的极性大小#选择不同极性的
'

种维生素)吡

哆胺%烟酰胺%烟酸和核黄素+进行不同超声时间下的加

标试验#对回收率进行考察$

'

种维生素在超声
#";=D

时#回收率基本达到最大#此后变化不明显#可能是由于

维生素极性均较大#在乳粉中添加后也未与基质形成稳

定的结合态#但可能会在基质表面形成一定的物理吸附#

当提取时间过短时#目标物未能与基质解离#并与水相形

成氢键#所以回收率较低$最终#为了节省提取的时间#

减少试验成本#选取
#";=D

为最佳超声时间$详细结果

见图
!

$虽然在不使用内标校正的情况下#

#"

种维生素

的回收率较高#但只是校正了基质效应的影响#而未对回

收率进行校正#但使用内标定量#则可以在不配制基质曲

线的情况下#同时校正基质效应和回收率#测定结果也更

为准确$

!B'

!

基质效应

由于婴幼儿奶粉中含有较多的蛋白%氨基酸等水溶

性杂质#在测定过程中#会对目标物的响应造成影响$一

般可以通过净化或者色谱分离等手段进行除杂#但由于

蛋白%氨基酸等物质含量要远大于目标物#因此一般的净

化方法#基质剩余仍较多#而针对试验的前处理方法#由

于维生素作为添加剂加入#为了简化试验#选用了直接超

声提取#等电点沉淀蛋白的处理方法$这样导致了溶液

中的杂质较多#因此试验也通过优化液相梯度洗脱程序#

使目标物与基质尽可能分离#从而减少基质对目标物响

应的影响$为进一步考察基质效应#使用乳粉基粉配制

的标准曲线斜率
G

#

与纯水配制曲线的斜率
G

!

作比较#

结果发现#

#"

种维生素的曲线斜率比值
-3

)

-<LK=b

FMMFCL

+为
#&B%Y

#

#%'B"Y

#抑制和增强效果均超过
!"Y

#

说明基质效应明显#但由于实际定量的标准曲线是含同

位素内标曲线#可同时对回收率和基质效应进行校正#因

此尽管基质效应虽然明显#但对方法整体灵敏度影响不

表
#

!

#"

种维生素的质谱分析参数f

I<U>F#

!

-H

#

-H

N

<K<;FLFKEAMLFD?<LFK:EA>OU>FJ=L<;=DE

化合物
母离子

)

K

0

?

+

子离子

)

K

0

?

+

去簇电

压
+X

0

`

碰撞电

压
/3

0

F̀

泛酸

泛酸
:+

'

烟酸

烟酸
:+

'

烟酰胺

烟酰胺
:+

'

叶酸

叶酸
:+

'

吡哆醛

吡哆醛
:+

6

吡哆醇

吡哆醇
:+

6

吡哆胺

吡哆胺
:+

6

硫胺素

硫胺素
:

#6

/

6

核黄素

核黄素
:

#6

/

'

:

#&

2

!

生物素

生物素
:+

'

!!"

$"

&

9"B" #$B"

!!" !"! 9"B" &B""

!!'

$'

&

&"B" #$B"

#!'

%"

&

66B" !%B"

#!' (% 66B" !9B"

#!%

%'

&

66B" !%B"

#!6 %"

&

&!B" !%B"

#!6 (% &!B" 6!B"

#!( %'

&

&!B" !%B"

''!

!$&

&

&#B" !"B"

''! #(9 &#B" &&B"

''9

!$$

&

&#B" !"B"

#9% #&"

&

6$B" #(B"

#9% #!! 6$B" !9B"

#(#

#&6

&

6$B" #(B"

#(" #&!

&

'!B" #$B"

#(" #6' '!B" !&B"

#(! #&'

&

6$B" #$B"

#9$

#&!

&

'#B" #%B"

#9$ #6' '#B" !!B"

#(!

#&&

&

'#B" #%B"

!9& #!!

&

'"B" #%B"

!9& #'' '"B" !!B"

!9% #!!

&

'"B" #%B"

6((

!'6

&

96B" 6!B"

6(( #$% 96B" '(B"

6%6 !'$

&

96B" 6!B"

!'&

!!(

&

&&B" #$B"

!'& #99 &&B" 6#B"

!'$

!6#

&

&&B" #$B"

!

f

!

&

&

'为定量离子$

图
!

!

超声时间对回收率的影响

)=

Q

OKF!

!

3MMFCLAMO>LK<EAD=CL=;FADKFCAJFK

S

!

2 9̂

$

大的情况下#最终使用纯水配制的内标曲线进行定量$

!B&

!

线性关系$检出限和定量限

将标准系列曲线按优化后的
eX]/:-H

0

-H

条件进

%%

"

À>B6(

"

2AB#!

黄水林等!同位素稀释(超高效液相色谱(串联质谱法测定婴幼儿奶粉中水溶性维生素



行测定$

#"

种维生素均以外标物浓度与内标物浓度比值

为横坐标#定量离子峰面积比值为纵坐标绘制校准曲线

方程#见表
!

$

#"

种维生素曲线方程的相关系数
L

!均大

于
"B$$%(

#相关系数较高#说明外标物在曲线浓度范围内

呈良好的线性$通过对空白基粉的低浓度加标#以信噪

比
:

0

# 6̂

和
:

0

#^#"

分别计算方法检出限为
#"

#

&"

"

Q

0

7

Q

#方法定量限为
6"

#

#&"

"

Q

0

7

Q

#详细结果见

表
!

$因为婴幼儿奶粉中#会额外添加水溶性维生素#而

方法的定量限远低于一般的样品含量#同时使用内标校

准的情况下#该标准曲线可准确定量$

!B9

!

精密度$回收率及重复性

为了验证方法的回收率#选择已添加维生素的阳性

婴幼儿配方奶粉为样品#日内平均测定
9

次#取平均值为

本底值$以本底值的
6

个不同倍数水平进行标准添加回

收#同一水平的样品于
!'@

内做
9

次平行试验#并根据回

收率结果计算相对标准偏差$结果显示)表
6

+#平均回收

率范围在
%&B(Y

#

#"!B"Y

#回收率的相对标准偏差值

4H+E

在
#B##Y

#

&B9$Y

$由于受到内标物的校正#大大

降低了随机误差#所以结果的相对标准偏差值较低$同

时#回收率结果中出现回收率偏差较大的情况#可能是由

于样品中结合态维生素的提取存在一定的偏差#从而影

响了回收率结果$综合考虑#回收率及相对标准偏差数

据均能满足一般样品含量的分析测定要求#因此试验不

对样品进行酶解处理$

表
!

!

#"

种维生素的校准曲线参数$检出限及定量限

I<U>F!

!

I@F

N

<K<;FLFKEAMC<>=UK<L=ADCOKJF<DP>=;=LEAMPFLFCL=AD<DP

T

O<DL=L<L=ADMAKLFD?<LFK:EA>OU>FJ=L<;=DE

名称 校正曲线
L

!

线性范围0

)

"

Q

2

]

W#

+

检测限0

)

"

Q

2

7

Q

W#

+

定量限0

)

"

Q

2

7

Q

W#

+

泛酸
!

D

"̂B""(%'Xc"B"#!6 "B$$$' !B"

#

&""B" &" #&"

烟酸
!

D

"̂B""&$(Xc"B"#99 "B$$$$ !B"

#

&""B" &" #&"

烟酰胺
D

"̂B"!#9Xc"B"!99 "B$$$9 !B"

#

&""B" &" #&"

叶酸
!

D

"̂B""(!$XW"B"'%' "B$$%$ !B"

#

&""B" #" 6"

吡哆醛
D

"̂B"!%$Xc"B"99( "B$$$! !B"

#

&""B" !" 9"

吡哆醇
D

"̂B"#'(Xc"B"#!& "B$$$& !B"

#

&""B" !" 9"

吡哆胺
D

"̂B"#66Xc"B"6&9 "B$$$' !B"

#

&""B" !" 9"

硫胺素
D

"̂B""%$(XW"B"!!& "B$$$$ !B"

#

&""B" #" 6"

核黄素
D

"̂B""%!#Xc"B"66! "B$$$# !B"

#

&""B" #" 6"

生物素
D

"̂B"#'(Xc"B#!# "B$$%( !B"

#

&""B" #" 6"

表
6

!

#"

种维生素的方法学结果

I<U>F6

!

-FL@APA>A

Q

=C<>KFEO>LEAMLFD?<LFK:EA>OU>FJ=L<;=DE

%

2 9̂

&

化合物
本底0

)

;

Q

2

7

Q

W#

+

添加水平0

)

;

Q

2

7

Q

W#

+

平均

回收率0
Y

相对标准偏差

4H+

0

Y

化合物
本底0

)

;

Q

2

7

Q

W#

+

添加水平0

)

;

Q

2

7

Q

W#

+

平均

回收率0
Y

相对标准偏差

4H+

0

Y

#"B" $6B9 'B&6 &B" %$B' 6B66

泛酸
!

#6B& !"B" $$B% 6B6!

吡哆醇
'B& #"B" $&B! !B6!

&"B" #"#B" #B## !&B" $9B9 #B&$

!B& %$B9 6B69 #B" %&B( !B$9

烟酸
!

6B$6 &B" $6B& 'B##

吡哆胺
"B& !B" $6B& 6B##

#!B& $$B' !B!# &B" $6B9 !B&6

#"B" $9B9 !B!# !B& %%B& !B$%

烟酰胺
#$B9 !"B" $$B$ #B&6

硫胺素
6B9 &B" $$B6 !B&$

&"B" $%B( #B!6 #!B& $$B% #B&'

#B" %$B& 'B99 &B" $!B6 !B!&

叶酸
!

"B& !B" $6B& 6B6!

核黄素
(B& #"B" $9B& !B"&

&B" $9B9 #B$% !&B" #"!B" #B#'

#B" %(B& 'B&! #B" %&B( &B9$

吡哆醛
#B" !B" $6B' 6B69

生物素
"B#& !B" $#B9 'B&!

&B" $%B$ !B!& &B" $9B9 6B"#
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!B(

!

方法的实际应用

为了验证方法的实用性#随机选取
!"

个实验室的日

常婴幼儿配方奶粉进行测定#测定结果显示#

!"

个样品

中#

#"

种维生素的含量均在明示值的
%&B9Y

#

##6B"Y

#

最大偏差约为
#&Y

$

6

!

结论
试验对婴幼儿配方奶粉中的

#"

种水溶性维生素进

行直接超声提取#优化了超声提取时间,调节
N

0

至等电

点#蛋白质沉淀效果良好,优化的色谱条件下#

#"

种维生

素分离效果好#峰型对称#且通过与基质分离#一定程度

上降低了基质效应,通过流动注射的方式#对
#"

种维生

素的各个离子对响应进行了优化#方法的检出限和定量

限可满足婴幼儿奶粉中水溶性维生素的含量测定要求,

回收率及其相对标准偏差结果表明#使用同位素内标校

正后#方法的这两项数据都能满足测定要求$
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