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摘要:目的:构 建 一 种 超 高 效 液 相 色 谱—串 联 质 谱 法

(UPLCＧMS/MS)同时测定保健食品中７种烟酰胺类化合

物含量的方法.方法:样品用１０％甲醇水溶解,通过超声

提取,以１０mmol/L乙酸铵—乙腈作为梯度洗脱的流动

相,采用电喷雾离子源(ESI),正负离子模式扫描,多反应

监测(MRM)模式对７种烟酰胺类化合物进行监测.结

果:７种烟酰胺类化合物在各质量浓度范围内呈良好线

性,相 关 系 数 均 ＞０．９９６,检 出 限 (LOD)为 ０．０７５~
０．６００mg/kg,回收率为８４．６％~１０８．６％,相对标准偏差

为２．１％~８．７％(n＝６).结论:该方法操作简单、快速、高
效,回收率高,精密度良好,可用于保健食品中烟酰胺等

类似物的定性定量分析.
关键词:保健食品;烟酰胺类化合物;超高效液相色谱—
串联质谱法;多反应监测;同时测定

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoestablishan ultraＧ

performanceliquidchromatographyＧtandem massspectrometry
(UPLCＧMS/MS)methodforsimultaneousdeterminationof７

nicotinamidecompoundsinhealthfood．Methods:Thesamples

weredissolvedin１０％ methanolwater,extractedbyultrasonic,

and１０mmol/LammoniumacetateＧacetonitrilewasusedasthe

mobile phase of gradient elution．The seven nicotinamide

compoundswere monitoredbyESI,positiveandnegativeion

scanningmode,andmultiplereactionmonitoring(MRM)mode．

Results:The７nicotinamidecompoundsshowedgoodlinearityin

themassconcentrationrange,andthecorrelationcoefficients

weregreaterthan０．９９６．Thelimitofdetection (LOD)was

０．０７５~０．６００ mg/kg,therecoverywas８４．６％~１０８．６％ with

therelativestandard deviation of２．１％ ~８．７％ (n ＝６)．

Conclusion:Themethodhastheadvantagesofsimpleoperation,

high speed, high efficiency, high recovery rateand good

precision,andcanbeusedforqualitativeandquantitativeanalysis

ofnicotinamideandotheranaloguesinhealthcarefoods．

Keywords:healthcarefoods;nicotinamidecompounds;ultraＧ

high performance liquid chromatographyＧtandem mass

spectrometry;multiplereactionmonitoringmode;simultaneous

determination

近年来,宣称具有“可延缓衰老”功效的烟酰胺单核

苷酸(NMN),在各大型电商平台和保健品店“火热出

圈”,受到了大批消费者的关注和青睐[１].

分子水平上,NMN为核糖核苷酸,是核酸 RNA的基

本结 构 单 位[２－４].NMN 是 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

(NAD＋ )的直接前体[５－９],被认为是增加细胞内 NAD＋

水平的关键成分[１０－１２].NAD＋ 是一种参与了人体各种

生理过程的辅酶,如调节细胞的存活和死亡、参与氧化还

原反应、调控细胞内信号传导过程等[１３－１４],其存在于所

有的活细胞中,既是催化还原—氧化反应的关键辅酶,同
时也是其他酶如sirtuins和聚合酶的共底物[１５－１６],也是

人体中各类酶蛋白不可或缺的辅酶成分,对人体的各种

生理活动有重要作用.大量研究[１７－１８]证实,NAD＋ 还参

与还原性物质合成、细胞信号转导、细胞衰亡等一系列生

化反应,对人体衰老有一定的调控作用.但 NAD＋ 的合

成和消 耗 水 平 与 年 龄 有 关,均 随 着 年 龄 的 增 加 而 降

低[１９－２４],进而导致人类衰老过程中的代谢功能发生障

碍[２５－２６].因此,要想抗衰老,实现真正的“青春永驻”,需
提升 NAD＋ 在人体内的含量.但由于 NAD＋ 制备难,价
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格昂贵,所以大多数的保健食品采用 NMN 为原料,主要

宣传“预防老年痴呆、修复DNA、抗衰逆龄”等作用.但有

关 NMN有效性的研究大多停留在动物试验层面[２７],且

NMN产品的安全性、有效性还取决于原料标准、生产条

件等多种因素影响[２８].国家市场监督管理总局食品经营

安全监督管理司印发的«关于排查违法经营“不老药”的
函»指出,目前 NMN在中国未获得药品、保健食品、食品

添加剂和新食品原料许可,表明在中国境内NMN不能作

为食品进行生产和经营[２９].而黄素单核苷酸[３０](FMN)、

烟酰胺鸟嘌呤二核苷酸(NGD＋ )、烟酰胺次黄嘌呤二核苷

酸(NADH)、黄素腺嘌呤二核苷酸[３１－３３](FAD)、３Ｇ乙酰吡

啶腺嘌呤二核苷酸(APAD)均具有与 NMN 相似的结构

和性质,随着 NMN在食品中禁止添加的禁令,未来可能

会在保健食品中添加与其相关的类似物.

目前,有关烟酰胺类化合物含量的检测研究较少,主
要是集中在 NMN[３４－３５]和 NAD＋ [３６].研究拟建立一种

保健食品中７种烟酰胺类化合物含量测定的前处理方法

和多种目标物质的定性定量分析方法,以期为市场监督

管理部门开展 NMN相关产品的监管提供依据.

１　材料和方法

１．１　材料和仪器

１．１．１　材料和试剂

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD＋ )、烟酰胺鸟嘌呤二核

苷酸(NGD＋ ):纯度≥９９．０％,美国SigmaＧAldrich公司;

烟酰胺次黄嘌呤二核苷酸(NADH)、黄素单核苷酸

(FNM)、３Ｇ乙酰吡啶腺嘌呤二核苷酸(APAD):纯度 ≥
９５．０％,美国SigmaＧAldrich公司;

黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD):纯度≥９７．０％,美国

SigmaＧAldrich公司;

烟酰胺单核苷酸(NMN):纯度≥９９．７％,上海安谱实

验科技股份有限公司;
乙醇、甲酸:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;

甲醇、乙腈:色谱纯,德国 Merck公司.

１．１．２　主要仪器设备　
涡旋混合器:MS３basic型,德国IKA公司;

去离子水发生器:MilliＧQ型,美国 Millipore公司;
数控超声波清洗仪:KQＧ５００DE型,昆山市超声仪器

有限公司;
高效液 相 色 谱—串 联 质 谱 仪:ExionLCＧABSciex

Qtrap５５００型,美国 ABSCIEX公司;

电子分析天平:ME２００２E型,感量０．０１g,瑞士梅特

勒托利多仪器有限公司;
有机相针式滤器:１３mm×０．２２μm,上海安谱科学仪

器有限公司;
色 谱 柱:ACQUITY UPLC Glycan BEH Amide,

２．１mm×１５０mm,１．７μm,美国 Waters公司.

１．２　方法

１．２．１　标准溶液配制　分别准确称取７种烟酰胺类化合

物标准品约１０mg,用纯净水溶解并定容,配制成质量浓

度为１０００mg/L的单标储备液.分别移取适量储备液,

用纯净水配制成１０．０mg/L的混合溶液,临用时根据浓

度需要稀释成标准工作液.

１．２．２　提取溶剂类型、用量以及超声时间的选择　以保

健食品为基质样,以０．１％甲酸—水、纯水、１０％乙腈—

水、１０％甲醇—水、５０％甲醇—水为提取溶剂,分别加入

１０,２０,５０,７５,１００mL提取溶剂,分析不同提取溶剂类型

和用量对提取效果的影响,并考察超声时间(０,５,１０,２０,

３０,４０,６０min)对目标物质提取效果的影响.

１．２．３　样品前处理　称取１．００g样品,加入７５．０ mL
１０％的甲醇—水溶液,混匀,４８０ W 下超声提取２０min,

４０００r/min离心２min,过膜,收集滤液待测.

１．２．４　 液 相 色 谱 条 件 　 色 谱 柱 为 ACQUITY UPLC
GlycanBEH Amide色谱柱(２．１mm×１５０mm,１．７μm);

柱温３０℃;进样体积５μL;流动相:１０mmol/L乙酸铵—

水溶液(A相)和１０mmol/L乙酸铵—乙腈(B相);流速

０．３５mL/min;梯度洗脱程序见表１.

表１　梯度洗脱程序

Table１　Gradientelutionprocedure

时间/min 流动相 A/％ 流动相B/％

０ ５ ９５

１．００ ５ ９５

４．００ ４０ ６０

６．００ ４０ ６０

６．５０ ５ ９５

１１．００ ５ ９５

１．２．５　质谱条件　电喷雾电离源(ESI＋/ESI－ )正/负离

子模 式;多 反 应 离 子 监 测 (MRM)模 式;电 喷 雾 电 压

４５００V;离子源温度４００℃;雾化器压力０．３４MPa;辅助

气压力０．３４MPa;气帘气压力０．２０MPa.

１．３　数据处理

采用 OriginPro２０２１、Excel软件进行绘图以及数据

统计分析.

２　结果和讨论

２．１　前处理优化

２．１．１　提取溶剂　由图１可知,不同的提取溶剂对７种

烟酰胺类物质有不同的提取效果,NMN、NAD＋ 、NGD＋

和 APAD对１０％甲醇的响应较好,具有较高的回收率

(＞８８％);而 NADH 对 １０％ 乙腈—水、１０％ 甲醇—水、

５０％甲醇—水３种提取溶剂有较好的提取效果,回收率

为８５％~９０％;FMN和FAD对５种提取溶剂的提取效

８６
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图１　提取溶剂对提取效果的影响

Figure１　Comparisonofextractioneffectofdifferent
extractionsolvents

果无显著差异,回收率均为８０％~９０％.综上,７种烟酰

胺类化合物对５种提取溶剂的提取效果以１０％甲醇—水

的最好.甲醇是一种溶剂极性较强的有机化合物,可与

许多有机物和无机物形成溶液,还可以与溶质之间形成

氢键、范德华力等多种相互作用力,促进提取的进行,而
烟酰胺及其类似物为水溶性物质,在水中加入少量的甲

醇能够提高提取效果.因此,选择１０％甲醇—水为提取

溶剂.

２．１．２　提取溶剂比例　由图２可知,随着提取溶剂比例

从１∶１０(g/mL)上升至１∶７５(g/mL),７种烟酰胺类似

物的加标回收率均逐渐升高(＞８５％);继续增大溶剂比

例到１∶１００(g/mL),回收率基本保持不变,表明在１∶
７５(g/mL)时各目标物质已充分分散到溶剂中.因此,选
择提取溶剂比例为１∶７５(g/mL).

２．１．３　超声时间　由图３可知,超声时间越长,目标物质

提取越充分;０~２０min时,目标物回收率随提取时间的

延长而升高;２０~６０min时,延长超声时间,回收率增长

不明显,表明目标物质已被充分提取.因此,选择提取时

间为２０min.

２．２　仪器条件优化

２．２．１　质谱条件　试验表明,ESI＋ 模式下,烟酰胺能够获

得较高丰度的[M＋H]分子离子峰,其他类似物在ESI－

图２　提取溶剂比例对７种烟酰胺类化合物回收率的影响

Figure２　 Effectsofextractionsolventsratioonthe
recoveriesofsevennicotinamidecompounds

图３　超声时间对７种烟酰胺类化合物回收率的影响

Figure３　Effectsofultrasonictimeontherecoveriesof
sevennicotinamidecompounds

模式下有较高的分子离子峰,因此选择正负离子模式检

测.继续对准分子离子进行二级质谱扫描,选择丰度较

高的两个碎片离子作为定性和定量离子,并进一步优化

确定了去簇电压(DP)和碰撞能量(CE),同步优化温度、
离子源电压、雾化气等参数,使仪器的稳定性、灵敏度和

分离效率处在较好状态,优化后７种烟酰胺类化合物质

谱参数见表２.

表２　７种烟酰胺类化合物的质谱参数

Table２　Massparametersofsevennicotinamide
compounds

目标物
母离子

(m/z)

子离子

(m/z)

去簇电

压/V

碰撞能

量/eV

NMN １２２．９ ８０．０,７８．０ １５２ ２６,３０

NAD＋ ６６２．０ ５４０．０,２７２．７ －７０ －２７,－５３

NGD＋ ６７８．１ ５５６．１,３４４．０ －６０ －３０,－５０

NADH ６６５．１ ３４７．０,３９７．０ －６０ －４５,－４５

FMN ４５５．２ ２１２．９,１９８．９ －９０ －２５,－２５

FAD ７８４．２ ４３７．０,３４６．２ －６０ －４２,－４２

APAD ６６１．０ ５４０．０,２７３．０ －７５ －２８,－５０

２．２．２　色谱条件　试验表明,C１８色谱柱对烟酰胺及其类

似物保留较差,出峰时间为０．５~１．０min,峰形也较差;

Hilic色谱柱对烟酰胺等物质保留较差,出峰时间为１min
左右,但整体峰形较好;Synergi４μmFusionＧRP柱的峰

形展宽保留较差;GlycanBEH Amide色谱柱对烟酰胺等

物质保留较好,出峰时间为１．５~７．０min,峰形较好,峰宽

较小.因此,选用 GlycanBEH Amide色谱柱.采用多反

应监测 模 式 (MRM),各 目 标 化 合 物 标 准 谱 图 如 图 ４
所示.

２．３　方法学评价

２．３．１　线性关系及检出限、定量限　在优化条件下,对质

量浓度为０．０２,０．０５,０．１０,０．２０,０．５０,０．８０,１．００mg/L的

７种烟酰胺及其类似物混合标准溶液进行分析,以混合标

准溶液的质量浓度对峰面积建立对应的标准工作曲线,
其对应的线性方程、相关系数见表３.由表３可知,各标

９６
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图４　７种烟酰胺类化合物标准品谱图

Figure４　Sevennicotinamidecompoundsstandards

准曲线的相关系数为０．９９６~０．９９９,线性关系良好.

２．３．２　方法回收率和精密度　为了验证方法的准确性,

对空白样品进行５,１０,５０mg/kg三水平的加标回收试

验;采用中间值连续测定５d,考察方法日间精密度,结果

见表４.由表４可知,７种组分在低、中、高３个水平的平

均 回 收 率 为 ８０％ ~１１０％,方 法 的 日 间 精 密 度 为

８５％~１００％.

２．４　实际样品测定

对市售的宣称含有 NMN和 NADH 保健食品进行检

测,其中宣称含有６５．４,８１０．０mg/gNMN 的保健食品实

际样品检测含量分为别６６．０,８０７．０mg/g,达到宣称值的

１０１％ 和 ９９．６％,其 他 类 似 物 均 未 检 出;宣 称 含 有

４７２mg/gNADH 的 保 健 食 品 实 际 样 品 检 测 含 量 为

３８７mg/g,达到宣称值的８２．２％,其他类似物也未检出.

表３　７种烟酰胺类化合物的线性方程、相关系数、检出限和定量限

Table３　Linearequations,correlationcofficients,LOQsandLOQsofsevennicotinamidecompounds

目标物 线性范围/(μg􀅰L－１) 线性方程 相关系数 检出限/(mg􀅰kg－１) 定量限/(mg􀅰kg－１)

NMN ２０．０~１０００．０ Y＝８８９．０５X＋３７５５１．４０ ０．９９９３６ ０．２２５ ０．７５０

NAD＋ ２０．０~１０００．０ Y＝８８６．３５X－６９９３．６２ ０．９９９１５ ０．０７５ ０．２５０

NGD＋ ２０．０~１０００．０ Y＝１０３８．６５X－１１１４０．４２ ０．９９７０４ ０．１１２ ０．３７３

NADH ５０．０~１０００．０ Y＝４．１１X－１７３．２０ ０．９９７５０ ０．６００ ２．０００

FMN ５０．０~１０００．０ Y＝４４９．０７X－４３９４．８５ ０．９９８１７ ０．４５０ １．５００

FAD ２０．０~１０００．０ Y＝５５２．１１X－７４９９．３９ ０．９９９２８ ０．１８８ ０．６２７

APAD ２０．０~１０００．０ Y＝６０１．１６X－４８９３．８３ ０．９９６５９ ０．０７５ ０．２５０
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表４　７种烟酰胺类化合物的加标回收率及精密度

Table４　Recoveryandrepeatabilityforsevennicotinamidecompounds

目标物

日内精密度(n＝６)

５mg/kg

回收率/％ RSD

１０mg/kg

回收率/％ RSD

２０mg/kg

回收率/％ RSD

日间精密度(n＝５)

回收率/％ RSD

NMN ８４．６ ４．６ ８９．５ ３．８ ９０．６ ４．５ ８７．６ ５．７

NAD＋ １０８．６ ３．２ ９６．２ ３．９ ９６．８ ４．０ ９５．３ ６．２

NGD＋ ９６．３ ４．９ ９５．５ ５．３ ９４．１ ４．１ ９３．４ ５．９

NADH ８９．３ ６．５ ８８．３ ４．８ １０３．７ ４．４ ８７．１ ７．８

FMN １０４．４ ７．９ ９２．１ ６．１ ８８．６ ８．０ ９０．８ ９．４

FAD ９０．６ ３．６ ９３．５ ２．５ ８９．３ ２．１ ９４．２ ４．４

APAD １０１．６ ５．２ ９６．８ ５．６ ９８．６ ４．１ ９５．３ ６．０

３　结论
研究建立了一种超高效液相色谱—串联质谱法同时

测定保健食品中７种烟酰类化合物含量的方法.结果表

明,试验方法呈现良好线性,检出限为０．０７５~０．６００mg/kg,
定量限为０．２５０~２．０００mg/kg,７种烟酰胺类化合物的加

标和日间精密度试验回收率为８４．６％~１０８．６％,日内重

复性精密度为２．１％~８．０％(n＝６),日间重复性精密度为

４．４％~９．４％(n＝５).该方法前处理操作简单,提取效果

好,定量准确,干扰少,方法的精密度和回收率均能满足

试验检测的要求,同时检测成本较低,适合大规模保健食

品中烟酰胺等物质的快速确认和准确定量.后续将进一

步完善覆盖多种食品基质如奶粉基质、功能性食品基质

的多种烟酰胺含量检验检测方法.
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