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无氰化物降解—亲水保留液相色谱—荧光检测法
测定婴幼儿配方奶粉中维生素 B12

李 樑 1 邓文娟 2 黄伟乾 1 吴俊发 1 覃天福 1

（1. 广州检验检测认证集团有限公司，广东  广州   511447； 2. 广州质量监督检测研究院，广东  广州   511447）

摘要：［目的］建立一种基于间接检测维生素 B12 降解产物 α-核唑（维生素 B12 的核苷组分）测定总维生素 B12 含量的检验

方法，用于测定婴幼儿配方奶粉中维生素 B12 总量。［方法］试样经蛋白质变性与糖类去除后，进行酸水解与酶解去磷酸

化，释放 α-核唑，通过硼酸亲和柱净化，最终采用亲水保留液相色谱—荧光检测法（HILIC-FLD）进行定量分析。［结果］

α -核唑在 1.00~10.0 μg/L 范围内线性关系良好，相关系数 R2 为 0.999 1，加标回收率为 72.5%~78.3%，相对标准偏差

（RSD）为 4.56%~7.28%，方法检出限（LOD）为 0.4 μg/100 g，定量限（LOQ）为 1.2 μg/100 g。Bland-Altman 分析结果表

明，该方法和国标法的测定结果之间无明显差异且一致性较好。［结论］该方法灵敏度高，重现性好，无需氰化物进行前

处理即可准确测定婴幼儿配方奶粉中维生素 B12总含量。
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Determination of vitamin B12 in infant formula milk powder by cyanide-

free degradation coupled with hydrophilic interaction liquid 

chromatography with fluorescence detection
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Abstract: ［［Objective］］ To establish a method for determining the total vitamin B12 content in infant formula milk powder based on the 

indirect detection of α-ribazole, a degradation product and nucleoside component of vitamin B12. ［［Methods］］ After protein denaturation and 

sugar removal, the sample underwent acid hydrolysis and enzymatic dephosphorylation to release α-ribazole, which was then purified using 

a boronate affinity column. Quantitative analysis was performed using hydrophilic interaction liquid chromatography with fluorescence 

detection (HILIC-FLD). ［［Results］］ Alpha-ribazole showed good linearity in the range of 1.00~10.0 μg/L, with a correlation coefficient (R²) 

of 0.999 1. The spiked recovery ranged from 72.5% to 78.3%, with relative standard deviations (RSDs) between 4.56% and 7.28%. The limit 

of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were 0.4 μg/100 g and 1.2 μg/100 g, respectively. Bland-Altman analysis showed no 

significant difference between this method and the national standard method, and the consistency was good. ［［Conclusion］］ This method is 

highly sensitive and reproducible, and it can accurately determine the total vitamin B12 content in infant formula milk powder without the 

need for cyanide pretreatment.
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维生素 B12（钴胺素）是人体细胞代谢的关键辅酶，参

与多种代谢过程。缺乏维生素 B12 可导致巨幼红细胞性

贫血、神经系统退行性病变等疾病［1］。目前婴幼儿配方奶

粉中维生素 B12 的检测主要采用微生物法［2］、酶联免疫

法［3］、液相色谱法［4-6］及液相色谱—质谱联用法［7-8］。维

生素 B12 在生物体内以 4 种具有代谢活性的形式存在，包

括羟钴胺素、甲钴胺素、5-脱氧腺苷钴胺素及氰钴胺素。

GB 5009.285—2022《食品安全国家标准  食品中维生素

B12的测定》第一法（液相色谱法）与第二法（液相色谱—质

谱联用法）的前处理均使用氰化钾或氰化钠将钴胺素异

构体转化为氰钴胺素。该转化策略虽可防止样品制备过

程中维生素 B12的降解，并将多形态检测简化为单一目标

物的定量分析，但氰化物属剧毒物质，其半数致死剂量

（LD50）仅为 5~30 mg/kg，操作人员暴露后可能出现急性中

毒症状（头晕、呼吸困难、抽搐等），严重时可致死亡；慢性

暴露则可能导致神经系统损伤、心血管疾病及肝肾功能

异常［9］。此外，事故性泄漏如 2000 年罗马尼亚巴亚马雷

尾矿库 100 t氰化物泄漏已造成区域性生态灾难［10］。氰化

物的获取和使用受到严格限制，严重制约了该方法的推

广应用。因此，开发一种无需氰化物的前处理技术具有

重要现实意义。

在类咕啉化合物的下轴配体核苷酸结构中，3 种取代

基 α-核唑 -3'-磷酸盐、α-核唑和 5，6-二甲基苯并咪唑均呈

现较强荧光特性，为维生素 B12 测定提供了可行性。α-核

唑 -磷酸盐可通过酸水解或碱水解从维生素 B12 中释

放［11-12］，但在该过程中磷酸基团可能发生迁移，生成核糖

C-2'位或 C-5'位的异构体（分别为 α-核唑-3'-磷酸盐和 α-核

唑 -5'-磷酸盐）［6］。由于这两种异构体的色谱保留时间不

同会导致定量偏差，因此不适合作为荧光探针。5，6-二甲

基苯并咪唑不存在磷酸基迁移问题，但其释放需要苛刻

的反应条件［13］，同样不适合作为荧光探针。相比之下，

α-核唑存在于所有维生素 B12 形式中［6］，且可通过碱性磷

酸酶催化 α-核唑 -磷酸盐去磷酸化获得［4，14-15］，因此适合

作为维生素 B12测定的荧光探针［6］。研究拟开发并验证以

α-核唑作为维生素 B12 荧光探针的检测方法，以期通过测

定其含量间接定量分析维生素 B12，从而避免氰化物转化

钴胺素异构体的前处理步骤，为维生素 B12的相关分析方

法开发提供依据。

1　材料与方法

1.1　仪器与设备

超高效液相色谱仪：U3000 型，美国赛默飞世尔科技

公司；

纯水系统：Aquaplore 2S 型，重庆艾科浦颐洋企业发

展有限公司；

高速冷冻离心机：3-30KS 型，西格玛奥德里奇（上海）

贸易有限公司；

涡旋振荡器：MS3型，艾卡（广州）仪器设备有限公司；

水浴恒温振荡器：LW20 型，北京莱伯泰科仪器有限

公司；

pH 计：FiveEasy Plus 型，梅特勒—托利多仪器（上海）

有限公司；

固相萃取装置：WAT200609 型，沃特世科技上海有限

公司；

氮吹浓缩仪：TurboVap LV 型，拜泰齐贸易（上海）有

限公司；

亲水作用色谱柱 HILIC Column：4.6 mm×150 mm，

2.6 μm，美国赛默飞世尔科技公司。

1.2　材料与试剂

婴儿配方奶粉：市售；

碱性磷酸酶：活性≥5 000 U/mg，德国默克公司；

硼酸亲和凝胶：型号 20244，美国赛默飞世尔科技公司；

氯化镁、乙酸钠、甲酸、氨水、盐酸：优级纯，广州化学

试剂厂；

甲醇、乙腈、乙酸、甲酸铵：色谱纯，德国默克公司；

氰钴胺（维生素 B12）标准品：纯度≥98%，德国 Sigma-

Aldrich 公司；

α-核唑标准品：纯度≥95%，四川省维克奇生物科技

有限公司；

5，6-二甲基苯并咪唑标准品：纯度≥99%，上海麦克

林生化科技股份有限公司；

C18固相萃取柱：3 mL，德国默克公司。

1.3　溶液配制

甲酸铵溶液（0.1 mol/L，pH 3.5）：准确称取 6.3 g 甲酸

铵溶于 900 mL 超纯水中，滴加甲酸调节 pH 至 3.5，用超纯

水定容至 1 L。

醋酸钠溶液（0.1 mol/L，pH 4.0）：准确称取 13.6 g 醋

酸钠溶于 950 mL 超纯水中，加入冰醋酸调节 pH 至 4，用

超纯水定容至 1 L。

酶解缓冲液（0.3 mol/L 乙酸铵，2 mmol/L 氯化镁，

pH 8.8）：准 确 称 取 23.2 g 乙 酸 铵 和 0.2 g 氯 化 镁 溶 于

900 mL 超纯水中，用氨水调节 pH 至 8.8，用超纯水定容至

1 L。

碱性磷酸酶储备溶液（500 U/mL）：准确称取 0.02 g 碱

性磷酸酶溶解于酶解缓冲液中，随后定容至 200 mL。

乙酸铵缓冲液（0.3 mol/L，pH 8.8）：准确称取 11.6 g 乙

酸铵溶于 450 mL 超纯水中，用氨水调节 pH 至 8.8，用超纯

水定容至 500 mL。

甲酸水溶液—乙腈（1.0 mol/L，V 甲酸水溶液∶V 乙腈 =70∶

30）：将 700 mL 超纯水与 300 mL 乙腈混合，取 900 mL，加

入 46.03 g 甲酸，用混合后的乙腈水溶液定容至 1 L。
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1.4　标准曲线制备

分别准确称取 α-核唑和 5，6-二甲基苯并咪唑标准品

于 10 mL 棕色具塞容量瓶中，用甲酸铵溶液（0.1 mol/L，

pH 3.5）溶解并定容，折算后质量浓度为 1 000 mg/L。使

用上述甲酸铵溶液稀释得到标准中间液并逐级稀释，分

别得到 α-核唑和 5，6-二甲基苯并咪唑标准系列工作溶液，

其质量浓度分别为 0，1.00，2.00，5.00，7.50，10.0 μg/L。

1.5　前处理方法及原理

α-核唑是维生素 B12 经酸水解与酶解后的特征产物。

由于试样中存在内源性 α-核唑干扰，试验分为内源性 α-核

唑分析组（未经酸水解处理）和总 α-核唑分析组（经酸水

解处理），分别测定其 α-核唑含量。样品中源自维生素 B12

的 α -核唑含量可通过总 α -核唑分析组含量扣除内源性

α-核唑分析组含量计算得出。

1.5.1　 样 品 复 原 及 蛋 白 质 变 性 处 理　 精 确 称 取 样 品

8.000 0 g 于高脚烧杯中，放入磁力搅拌子，向烧杯中加入

50 g 35 ℃的超纯水。将烧杯置于磁力搅拌器上，调节转

子转速至形成旋涡且保持平稳旋转后，持续搅拌至样品

完全溶解，恢复至常温后，精确称取复原婴幼儿配方奶液

2.000 0 g 置于 10 mL 离心管中。加入 5 mL 醋酸钠溶液

（0.1 mol/L，pH 4.0），涡旋振荡混匀后，于 90 ℃水浴加热

30 min。 转 移 至 冰 水 浴 中 冷 却 后 ，10 000 r/min 离 心

10 min。吸取上清液，沉淀物用 5 mL 醋酸钠溶液再次提

取。将上清液与提取液合并，经 0.45 μm 水相微孔滤膜过

滤，备用。

1.5.2　固相萃取去除糖类　依次用 5 mL 甲醇和 5 mL 醋

酸钠溶液（0.1 mol/L，pH 4.0）活化与平衡 C18固相萃取柱。

将 1.5.1 所得的滤液加入固相萃取柱中，待柱中液体流干

后，再真空抽干。分别用 5 mL 甲醇洗脱 2 次，每次停留

1 min，收集全部洗脱液后，置于 50 ℃水浴中氮气浓缩至

近干，获得干燥提取物。

1.5.3　维生素 B12 的酸水解及产物验证　总 α-核唑分析

组：向 1.5.2的提取物中加入 1 mL 盐酸溶液（1.5 mol/L），涡

旋振荡 1 min，100 ℃水浴加热 40 min。冰水浴冷却 30 min

后，加入 1 mL氢氧化钠溶液（1.5 mol/L）中和盐酸，备用。

内源性 α-核唑分析组：不进行酸水解处理。为保持

两组溶液体系的体积和 pH 一致，向提取物中加入预先中

和的 1 mL 盐酸（1.5 mol/L）与 1 mL 氢氧化钠（1.5 mol/L），

涡旋振荡 1 min，备用。

1.5.4　产物的去磷酸化处理　向 1.5.3 的总 α-核唑分析组

样品与内源性 α-核唑分析组样品中，分别加入 2 mL 酶解

缓冲液（0.3 mol/L 乙酸铵，2 mmol/L 氯化镁，pH 8.8）及

50 μL 碱性磷酸酶储备溶液，涡旋振荡 30 s。将混合溶液

置于 37 ℃下酶解 14 h，去磷酸化释放 α-核唑。

1.5.5　硼酸亲和柱净化　取 0.5 mL 硼酸亲和凝胶填于固

相萃取空柱管中，作为硼酸亲和柱，于 4 ℃储存。依次用

3 mL 甲醇、3 mL 超纯水进行活化，随后加入 3 mL 乙酸铵

缓冲液（0.3 mol/L，pH 8.8）后，封盖振荡 30 s，静置 15 min

（期间每 5 min 振荡 30 s），排出缓冲液，重复上述平衡操

作 2 次。

分别将总 α-核唑分析组与内源性 α-核唑分析组样品

加入至平衡后的硼酸亲和柱中。先用 3 mL 乙酸铵缓冲液

（0.3 mol/L，pH 8.8）淋洗，再用 5 mL 1.0 mol/L甲酸水溶液—

乙腈（V 甲酸水溶液∶V 乙腈 =70∶30）洗脱 α -核唑。洗脱液经

60 ℃氮吹浓缩至近干后，用乙腈复溶并定容至 1 mL，过

0.22 μm 有机相微孔滤膜，待液相色谱分析。

1.6　液相色谱条件

检测器为荧光检测器；激发波长 251 nm；发射波长  

303 nm；亲 水 作 用 色 谱 柱（HILIC Column，4.6 mm×
150 mm，2.6 μm）；柱 温 30 ℃ ；进 样 量 10 μL；流 速

1.0 mL/min；流动相 A 为乙腈，B 为甲酸铵溶液（0.1 mol/L，

pH 3.5）；采用等度洗脱方式，V 乙腈∶V 甲酸铵溶液=95∶5。

1.7　结果计算

由标准曲线算出 α-核唑的浓度，再按式（1）计算粉末

样品中维生素 B12的含量。

X=
é

ë

ê
êê
ê
ê
ê( c总 × v总

m总
)- ( c内 × v内

m内
) ùûúúúú× MB12

M a⁃R × 10， （1）

m总或  m内 =
m乳粉

m乳粉 + m水

× m复原乳， （2）

式中：

X——试样中维生素 B12含量，μg/100 g；

c总、c内——总 α-核唑分析组和内源性 α-核唑分析组由

标准曲线得到的 α-核唑质量浓度，ng/mL；

v总、v内——总 α-核唑分析组与内源性 α-核唑分析组

经硼酸亲和柱净化后洗脱液最终定容体积，mL；

m总、m内——总 α-核唑分析组与内源性 α-核唑分析组

对应的婴幼儿配方奶粉折算质量，g；

MB12、M a⁃R——维生素 B12和 α-核唑的相对分子质量；

10——换算系数；

m乳粉——称量的婴幼儿配方奶粉质量，g；

m水——用于复原的超纯水质量，g；

m复原乳——精确称量的复原婴幼儿配方奶液质量，g。

1.8　回收率试验设计

选择含量相对较低的阳性样品进行加标回收试验，

先对其重复测定，求出本底值的平均值，按照平均值的

0.5 倍、1.0 倍、2.0 倍进行标准添加，并于日内重复测定 6 组

平行样品，以回收率和相对标准偏差评价方法的可行性

和重复性。

1.9　不同方法间测定结果的对比分析

随机选取市售的 20 个婴幼儿配方奶粉，分别使用优

化后的方法与 GB 5009.285—2022 第一法（液相色谱法）
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进行测定。通过 Bland-Altman 分析对 2 种方法的测定结

果差异进行一致性评价。

1.10　数据处理及绘图

所有测定数据及谱图数据由液相系统软件采集，记

录于 Excel 2010 表格中拟合和计算，图片均由 Origin 8.5

软件进行绘制。

2　结果与分析

2.1　色谱条件优化

从 α-核唑的化学结构来分析，N 原子中所含有的孤对

电子具有较强的亲核性，在酸性条件下容易与 H+结合，另

外，结构中含有的 3 个羟基也会与水或者其他极性溶剂形

成氢键，导致其在反相色谱系统中，保留能力较弱，因此

基于 α-核唑在酸性流动相中容易质子化形成正电荷的特

性，采用亲水作用色谱通过静电与氢键作用实现分离相

对合适。为了保证目标物的峰型，在流动相中加入了甲

酸铵。甲酸铵的加入可以增强流动相中的离子强度，在

改善峰型的同时增加了色谱柱中的保留时间，对杂质的

分离也有一定的帮助。具体的 α-核唑标准品及样品色谱

图如图 1 所示。

2.2　蛋白质变性条件优化

由于维生素 B12 在婴幼儿配方奶粉中常与蛋白质形

成复合物，因此需通过使蛋白质变性的方式，将结合态的

维生素 B12转化为游离态。前期试验发现，在 pH 达到等电

点的情况下，采用高温加热的方式可使蛋白质充分变性，

因此试验在加入 5 mL 0.1 mol/L 醋酸钠缓冲液（pH 4.0），

90 ℃水浴（其余步骤按照 1.5.2~1.5.5 中的方法进行操作，

后续的优化只控制单因素水平变化）的条件下进行，以维

生素 B12 呈阳性的婴儿配方奶粉为试验对象，分别考察

10，20，30，40，50，60 min 的加热时间对蛋白质变性效果

的影响，以测得值为评判依据。由图 2 可知，加热时间对

蛋白质的变性效果有一定的影响，随着时间的增加，维生

素 B12 的测定值升高，但当加热时间为 30 min 时，维生素

B12测定值基本达到最高，随着时间的增加，也没有下降的

趋势，表明维生素 B12 基本转化为游离态，且在加热条件

下性质仍然稳定。最终选择 30 min 为最优蛋白质变性加

热时间。

2.3　去除糖类物质的固相萃取柱选择

婴幼儿配方奶粉中的主要还原糖为乳糖，由于试验

采用的是水相提取，乳糖会被大量提取至溶液中，因此提

取后若未能有效去除糖类物质，那么在酸水解阶段的高

温有可能会引发糖类焦糖化反应或产生美拉德反应，产

生黄棕色色素，导致溶液褐变［16］。由于目标分析物与褐

变产物结构相似，均含有羟基或胺基等同类型基团，因此

会竞争结合硼酸亲和柱的活性位点，另外，显色杂质可通

过氢键作用力使色谱峰形畸变，甚至可能产生荧光干扰，

降低检测灵敏度。试验基于糖类强亲水性与维生素 B12的

疏水性差异，使用 C18固相萃取柱通过反相色谱机制实现选

择性分离。由于糖类因强亲水性而难以被 C18固相萃取柱

填料保留，而维生素 B12分子中的苯并咪唑环及咕啉环结构

赋予其疏水特性，因而能被 C18固定相吸附。通过试验发

现，使用 C18固相萃取柱并不影响维生素 B12的测定值，而分

别用 5 mL 甲醇洗脱 2 次，基本可保证维生素 B12被完全洗

脱。此外，有研究［17-18］表明，C18固相萃取柱对 4 种形式的

维生素 B12均具有良好的保留效率。因此，选择 C18固相萃

取柱，使用甲醇作为洗脱液回收吸附的维生素 B12。

2.4　酸水解条件优化

为保证维生素 B12完全水解释放 α-核唑-磷酸盐，需要

对酸水解的条件进行优化。试验以维生素 B12 呈阳性的

婴儿配方奶粉为对象，在水解时间为 40 min 的条件下，分

别考察盐酸浓度（0.5，1.0，1.5，2.0，2.5，3.0 mol/L）对维生

素 B12测定值的影响。如图 3 所示，盐酸浓度对维生素 B12

图 1　婴幼儿配方奶粉样品与 α-核唑标准品的色谱图

Figure 1　Chromatogram of infant formula milk sample 

and α-ribazole standard

图 2　加热时间对维生素 B12测定值的影响

Figure 2　Effect of heating time on the detected value of 

vitamin B12 （n=6）
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测定值的影响相对其他因素更加明显，随着盐酸浓度的

增加，维生素 B12测定值升高，但当浓度超过 1.5 mol/L 时，

测定值开始出现下降的趋势，可能是由于盐酸浓度的增

加，促进了体系中美拉德反应的发生或者是目标物发生

了 进 一 步 的 水 解 反 应 ，因 此 选 择 最 佳 盐 酸 浓 度 为

1.5 mol/L，并在此条件下进一步优化酸水解时间。如图 4

所示，当水解时间为 40 min 时，维生素 B12 测定值基本达

到最大值，随着时间的增加，测定值也趋于稳定，表明此

时目标物已充分水解。最终选择 1.5 mol/L 盐酸，100 ℃水

解 40 min 为酸水解条件。

2.5　酸水解产物验证

酸水解过程使维生素 B12降解成 α-核唑-磷酸盐，但过

度水解可能引发 α-核唑 -磷酸盐的进一步降解，生成 5，6-

二甲基苯并咪唑，导致目标物 α-核唑的生成量降低，进而

影响维生素 B12 的检测准确性。按优化的水解条件对氰

钴胺标准溶液进行处理（上机质量浓度为 5.0 μg/L），将处

理后的氰钴胺标准品与 5，6-二甲基苯并咪唑标准品同时

进行亲水作用色谱—荧光检测分析。结果表明，5，6-二甲

基苯并咪唑标准品出峰处，未见氰钴胺水解产物出峰，表

明氰钴胺水解产物不含 5，6-二甲基苯并咪唑，证明该水

解条件不会对检测结果造成干扰。

2.6　去磷酸化条件优化

维生素 B12在水解后，α-核唑会以 α-核唑 -磷酸盐的形

式释放到体系中，为了避免磷酸基团的迁移而进一步生

成异构体，因此需要通过酶解去除磷酸基团。为确保

α-核唑 -磷酸盐尽可能转化为 α-核唑，试验对不同的酶解

时间进行了优化，以维生素 B12的测定值为评判依据。由

图 5 可知，当酶解时间低于 14 h 时，α-核唑 -磷酸盐未完全

去磷酸化，导致检测值偏低，当酶解时间超过 14 h 时，维

生素 B12测定值基本达到最大值，随着时间的增加变化不

再明显，表明酶解反应基本达到平衡状态。因此，选择

14 h 作为最佳酶解时间。

2.7　硼酸亲和柱净化条件优化

由于 α-核唑中含有较多的羟基和胺基，硼酸亲和柱

中的硼酸基团可与其发生络合，从而进行吸附，但因为两

者之间的吸附作用力较强，若要 α-核唑尽可能被洗脱，需

要使用合适的洗脱液。试验初期考察了不同浓度（0.5，

1.0，1.5 mol/L）甲酸水溶液对 α-核唑回收率的影响。结果

发现，甲酸浓度为 1.0 mol/L 时 α -核唑回收率最高，达

86.1%，但考虑到 α-核唑具有一定的疏水性，加入有机溶

剂可使洗脱液的整体极性降低，因此进一步考察了含不

同体积分数乙腈（10%，20%，30%，40%）的洗脱液对 α-核

唑回收率影响。如图 6 所示，当乙腈体积分数为 30% 时，

α-核唑回收率最高，可能是此时洗脱液整体极性与 α-核唑

的最接近，但溶液的极性降低，也有可能将更多的脂溶性

杂质洗脱下来，从而影响回收率。综合考虑，以 1.0 mol/L

甲酸水溶液—乙腈（V 甲酸水溶液∶V 乙腈=70∶30）作为洗脱液。

2.8　线性方程

按照 1.4 的方法配制 α-核唑的标准系列工作溶液，于

优化后的仪器方法下进行测定。以响应值为纵坐标，标

图 3　盐酸浓度对维生素 B12测定值的影响

Figure 3　Effect of hydrochloric acid concentration on the 

detected value of vitamin B12 （n=6）

图 4　酸水解时间对维生素 B12检测值的影响

Figure 4　Effect of acid hydrolysis time on the detected 

value of vitamin B12 （n=6）

图 5　酶解时间对维生素 B12检测值的影响

Figure 5　Effect of enzymatic hydrolysis time on the 

detected value of vitamin B12 （n=6）
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准溶液质量浓度为横坐标，通过一次线性回归拟合，绘制

标准曲线，结果表明，α-核唑在 1.00~10.0 μg/L 范围内呈良

好线性，回归方程为 Y=5 740.86X-857.36，相关系数 R2

为 0.999 1。通过对样品进行逐级稀释，结合仪器信噪比

的 3 倍和 10 倍，计算得到方法的检出限和定量限分别为

0.7，2.0 μg/100 g。说明方法灵敏度高，能对婴幼儿配方奶

粉中的维生素 B12进行准确定量。

2.9　回收率及精密度试验

通过设计方法学试验，以考察方法整体的可行性。

先使用优化后的方法对同一婴儿配方奶粉样品进行 10 次

平 行 测 定 ，计 算 平 均 值 得 到 维 生 素 B12 含 量 为

2.44 μg/100 g。根据此本底值的 0.5 倍、1.0 倍、2.0 倍进行

氰钴胺标准溶液的添加，所有添加水平在日内重复测定

6 组平行样品。如表 1 所示，维生素 B12在不同的添加水平

下，平均回收率为 72.5%~78.3%，符合 GB/T 27417—2017

《合格评定  化学分析方法确认和验证指南》对<0.1 mg/kg

水平下 60%~120% 的方法回收率偏差范围。相对标准偏

差 为 4.56%~7.28%，说 明 方 法 的 精 密 度 高 ，满 足 测 定

要求。

2.10　Bland-Altman分析评估方法间的一致性

随机选取市售的 20个样品，分别使用试验方法和国标

法进行测定，结果使用 Bland-Altman分析方法进行一致性

检验，计算结果见表 2。通过进一步计算，可得模型的差值

平均值为-0.040 μg/100 g，差值标准差为 0.334 μg/100 g，一

致性界限如图 7 所示，2 种方法的差值  95% 落在-0.695~

0.616 μg/100 g，由于偏差接近 0，说明 2 种方法的测定结果

整体差异较小，结果之间无显著系统性偏差，在实际应用

中可接受。Bland-Altman 分析表明，试验方法与国标法在

测定婴幼儿配方奶粉中的维生素 B12具有较好的一致性，但

一 致 性 界 限 跨 度 较 大（1.31 μg/100 g），若 法 规 限 值

±0.5 μg/100 g 小于一致性界限跨度时，需谨慎对待方法

互换性，但总体上来说，一般样品含量均高于此值，因此

图 6　不同乙腈比例的洗脱液对 α-核唑回收率的影响

Figure 6　Effect of eluents with different acetonitrile ratios 

on the recoveries of α-ribazole （n=6）

表 1　维生素 B12加标回收率及精密度试验结果

Table 1　Experiment results of vitamin B12 for recoveries 

and precision （n=6）

本底值/

（10-2 μg·g-1）

2.44

维生素B12添加

量/（10-2 μg·g-1）

1.20

2.40

4.80

维生素B12检测

值/（10-2 μg·g-1）

3.31

4.26

6.20

平均回

收率/%

72.5

75.8

78.3

相对标准

偏差/%

7.28

5.55

4.56

表 2　2种方法的均值和差值结果

Table 2　Mean and difference results of two 

methods （n=6） μg/100 g 

样品编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

试验方法平均值

2.87

2.76

2.31

2.11

2.58

2.55

2.55

2.11

2.79

2.59

2.40

2.38

2.22

2.22

2.15

2.34

2.77

2.13

2.82

2.35

国标法平均值

2.69

2.48

2.13

2.38

2.70

2.83

2.67

2.40

2.10

2.39

2.20

2.84

2.43

2.85

2.62

2.40

2.60

2.47

2.46

2.15

均值

2.780

2.620

2.220

2.245

2.640

2.690

2.610

2.255

2.445

2.490

2.300

2.610

2.325

2.535

2.385

2.370

2.685

2.300

2.640

2.250

差值

0.18

0.28

0.18

0.27

0.12

0.28

0.12

0.29

0.69

0.20

0.20

0.46

0.21

0.63

0.47

0.06

0.17

0.34

0.36

0.20

中间虚线表示差值的平均值，上下线条为 95% 一致性界限的上

下限（即 1.96 个标准差上下界值）；散点基本落在 95% 一致性区

间（即 1.96 个标准差范围内），则说明一致性情况良好

图 7　Bland-Altman 分析方法的一致性结果

Figure 7　Consistency results of Bland-Altman analysis method
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在大多数实际应用中，2 种方法可以互换使用。

2.11　质控样品测定

对 SRM 1549a 全脂奶粉标准品进行检测，SRM 1549a

全脂奶粉标准品的维生素 B12 检测值为 3.08 μg/100 g，符

合证书标示值范围（3.2±0.2） μg/100 g。说明该方法具有

实际测定的应用价值。

3　结论

该研究开发并验证了一种无需氰化物前处理的婴儿

配方奶粉中维生素 B12 总量检测方法。通过亲水作用液

相色谱—荧光检测法（HILIC-FLD）测定维生素 B12特征水

解产物 α-核唑，实现了对样品中总维生素 B12的定量分析；

该方法无需氰化物即可检测 4 种具有代谢活性的钴胺素

（羟钴胺素、甲钴胺素、5-脱氧腺苷钴胺素及氰钴胺素）。

通过规避传统方法中氰化钾/氰化钠的使用，显著降低了

试验毒性，符合绿色分析化学要求；方法学试验结果表

明，方法整体的灵敏度高，重复性好，且 Bland-Altman 分

析结果显示该方法与国标法一致性较好，可以互换使用。
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