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使用芥酸酰胺作为润滑剂"且芥酸酰胺在乙醇介质
中有相对较好的溶解性+

%$小结
本法基于气相色谱-质谱法可有效测定芥酸酰

胺类化合物与三氟醋酸酐的衍生产物"通过脂类替
代试验达到测定食品接触材料中润滑剂在脂类食
品模拟物中迁移量的目的+ 本方法操作简便"有较
好的线性,准确度和重现性+
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实验技术与方法
高效液相色谱-串联质谱法测定保健食品中的维生素 ),\,U
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摘$要!目的$建立高效液相色谱-串联质谱法同时测定保健食品中维生素 )#\#U的分析方法" 方法$样品中

的维生素在氮气保护下进行皂化反应!经正己烷提取!旋蒸至近干后用流动相定容至一定体积!采用高效液相色

谱-串联质谱法选择反应监测+I*T,正离子模式进行测定" 结果$维生素 )#维生素 \! #维生素 \% #!-维生素 U##-

维生素 U#"-维生素 U和 $-维生素 U的线性范围分别为 ’& h’ &&&#! h’&&#’ h’&&#!+ h! &&&#+ h+&&#+ h+&&#+ h

+&& &O1[!且浓度范围内线性关系良好" 方法的相对标准偏差范围为 ’0%‘ h+0+‘+* a/,!保健食品中维生素 )#

\#U的平均回收率范围为 #&0,‘ h’&+0&‘!" 种维生素检出限分别为’维生素 )!0& &O1LO#维生素 \! !0& &O1LO#

维生素\% &0! &O1LO#!-维生素 U&0! &O1LO##-维生素 U&0+ &O1LO#"-维生素 U&0+ &O1LO#$-维生素 U’0& &O1LO"

结论$本法可同时对保健食品中维生素 )#\#U进行定性和定量分析!方法的精密度#回收率和检出限能满足实际

检测要求!可用于保健食品中维生素 )#\#U含量的日常监测"
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$$维生素 ),维生素 \和维生素 U是机体维持
正常代谢和机能必需的脂溶性维生素+ 维生素 )
又称为视黄醇"主要用来提高视力并且增强免疫
系统功能"同时还具有维持上皮细胞的正常结构,
保证骨骼正常生长发育,改善铁吸收和转运,促进
糖蛋白合成,增强机体免疫力等十分重要的作
用 )’* + 维生素 \主要包括维生素 \! #麦角钙化
醇$和维生素 \% #胆钙化醇$ "其能够促进小肠对
钙和磷的吸收"提高人体血浆钙和磷的浓度+ 维
生素 U又称为生育酚"生育酚结构复杂"异构体种
类多"其生物活性也千差万别"主要包括 !6生育
酚,#6生育酚,"6生育酚,$6生育酚"其中 !-生育酚
的生物活性最高+ 生育酚具有促进生育,延缓衰
老,辅助抑制肿瘤的作用"并对糖尿病并发症,动
脉粥样硬化起到预防作用"但增补过量时会出现
头痛,疲劳和视力异常等现象 )!* +

测定脂溶性维生素的方法有很多种"其中常
见的方法有%层析法 ) % * ,分光光度法 ) , * ,气相色谱
法 ) +-/ * ,液相色谱法 ) "-’& * "在众多的方法中"液相
色谱法为测定脂溶性维生素的首选方法+ 以往
对脂溶性维生素的检测多采用高效液相色谱
#8_[($分离后与多波长吸收或联合吸收或荧光
吸收相结合的检测方法"存在分析时间长,灵敏
度不高,定性定量不够准确的问题+ 而液质联用
技术结合了高效液相色谱的高效分离能力和质
谱的高分辨率和高灵敏度等优势"待测样品无需
经过衍生化即可上机分析"可以缩短分析时间"
提高分析的灵敏度和准确性+ 因此"本试验拟建
立一种快速,灵敏,准确的高效液相色谱-串联质
谱法 #8_[(-TI1TI$同时测定保健食品中的维
生素 ),\和 U"使得样品处理简单易行"分析总
周期能够缩短+

’$材料与方法
’0’$主要仪器与试剂

PIccB=>DBM)44EKK三重四级杆液质联用仪
#美国 P6EFM@G<K6EF$,超纯水仪,电子天平,超声波
清洗器,水浴震荡器+

维生 素 )标准 样 品 #NjN8’’&,j"纯 度 $
#"‘" 美 国 I<OM=-)CHF<46 $ " 维 生 素 \!
#()’"#!%#&&$ ,维生素 \% #()’"#!,&&&$标准样
品 均 购 自 德 国 \FU6FE>KD@F5EF" !-维 生 素 U
#[N#!..&j$ , #-维生素 U#[N#%%’’j$ ,"-维生素
U#[N#%/#’j$ ,$-维生素 U#[N#!."+j$标准样品
均购自美国 IBSEC4@"&0!! &M针式微孔滤膜过滤
器#上海安谱公司$ "氢氧化钠,乙酸铵,抗坏血酸,

焦性没食子酸,!"/-二叔丁基对甲酚均为国产分析
纯"甲醇,乙醇,乙腈,甲酸均为色谱纯试剂"试验
用水符合分析实验室一级水要求 )’’* +
’0!$方法
’0!0’$标准溶液的配制

在恒温避光条件下"精确称取标准品维生素 ),

维生素 \!,维生素 \%,!-维生素 U,#-维生素 U,"-维
生素 U和 $-维生素 U至棕色容量瓶中"以乙醇#含
’ O1[抗坏血酸$为溶剂配置成 ’ MO1MC的单标储
备液+ 临用前"量取适量维生素单标储备液配制成
维生素 ),\,U混和标准使用液"维生素 ),维生素
\!,维生素\%,!-维生素 U,#-维生素 U,"-维生素U,

$-维生素U的标准使用液浓度分别为 ’&,’,’,!&,!,
!,! &O1MC+ 所有标准使用液现配现用"尽量减少因
标准品不稳定对本试验带来的影响+
’0!0!$样品前处理

选择市售的保健品样品"在恒温避光条件下"

准确称取 &0! h’0& O样品于 +& MC棕色三角瓶中
#片状样品需在避光条件下研磨均匀$"加入 &0+ O

抗坏血酸和 ’+ MC乙醇"充分摇匀待抗坏血酸完全
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溶解后加入 + MC!&‘的 kZ8溶液"充氮排出空气"
盖好瓶盖放入 ++ f水浴振荡器中反应 /& M<>"冷却
后将反应液转入分液漏斗中"加入 !& MC正己烷"震
荡 ’& M<>"静置分层"取上层有机相"水相再用 !& MC
正己烷萃取 ! 次"合并有机相"水洗至中性"使用预
先烘干的无水硫酸钠干燥+ ,& f下旋转蒸发至近
干+ 用少量的甲醇超声震荡溶解"定容至一定体
积"用 &0!! &M滤膜过滤"待测+
’0!0%$仪器条件

色谱% 8JSEFK<C:Z[\ (’. 色谱柱 # +& MM m
!0’ MM"’0# &M$&进样量 ’& &C&柱温 !+ f&流动
相%)为甲醇"N为 + MM@C乙酸铵#含 &0’‘甲酸$
梯度洗脱条件见表 ’+

表 ’$高效液相色谱梯度洗脱条件
P=?CE’$:F=H<E>DECBD<@> S=F=MEDEFK@58_[(

时间1M<> 流速1#&C1M<>$ )1‘ N1‘
& !&& "+ !+
, !&& "+ !+
/ !&& #+ +
’# !&& #+ +
’#0+ !&& "+ !+
!& !&& "+ !+

$$质谱%电离方式为电喷雾电离源#UIY$"正离子
模式&选择反应监测 # I*T$扫描模式"喷雾电压
, +&& j"离子传输管温度 %+& f"氮气作为鞘气和辅
助气"其中鞘气 !,’ L_="辅助气 ’0" [1M<>"氩气作为
碰撞气"碰撞压力 !&& M_="I*T离子对见表 !+

表 !$维生素 ),\,U质谱分析参数
P=?CE!$TI1TI S=F=MEDEFK5@FHEDEFM<>=D<@> @5j)" j\=>H jU

分析物 分子式
母离子
1#5<=$

子离子
1#5<=$

碰撞能量
1Ej

维生素 ) (!&8%&Z !/# #&0#% "#!0# %,"!,
维生素 \! (!.8,,Z %#" ’&+0&% "%".0# ,,".
维生素 \% (!"8,,Z %.+ !+.0#% "%/"0& ’’"’’

!-维生素 U (!#8+&Z! ,%’ ’/,0#% "%,!0, %/"’%

#-维生素 U (!.8,.Z! ,’" ’!%0&% "’+&0" %."%&

"-维生素 U (!.8,.Z! ,’" ’+’0’% "%.+0/ !."+

$-维生素 U (!"8,/Z! ,&% ’&#0+% "’%"0’ %+"!!

注%%为定量离子

!$结果与分析
!0’$色谱条件的选择与优化

文献报道用于维生素分析的色谱柱多采用反
相色谱柱 )’!-’%* "如 (’.柱+ 本试验选用 b\N(’.柱
#’+& MMm,0/ MM"+&M$和 8JSEFK<C(’.柱#+& MM
m!0’ MM"’0#&M$进行分离效果的比较"结果显
示"用 8JSEFK<C(’.柱"所有组分都获得良好的分离
效果且保留时间较稳定"同时较低的流速有利于样
品离子化效率的提高"获得更好的灵敏度+

对流动相的选择"经过查阅参考文献和相关资
料 )’,* "发现流动相的 S8值对维生素的分离和保留
具有明显影响"因此本试验中采用 &0’‘甲酸来控
制流动相的 S8值+ 本试验初步选择甲醇和乙腈分
别同 + MM@C乙酸铵#含 &0’‘甲酸$作为流动相进
行分离条件摸索+ 结果表明"选择乙腈与 + MM@C乙
酸铵#含 &0’‘甲酸$按配比使用时"分离效果一般"
且色谱峰出峰时间较长"峰形较宽+ 使用甲醇与
+ MM@C乙酸铵#含 &0’‘甲酸$按配比使用后"峰形
得到明显改善"分离效果较好+ 故选用甲醇与
+ MM@C乙酸铵#含 &0’‘甲酸$做为本次试验的流
动相+
!0!$质谱条件的优化

使用蠕动针泵以 ’& &C1M<> 的流速将适当浓度
混合标准物质与流速为 !&& &C1M<> 的流动相通过
三通接头混合后注入质谱"在质荷比 51=’&& h
’ &&&扫描范围内以正离子模式进行一级质谱扫描"
调节质谱参数"确定喷雾电压,气体流量和毛细管
温度"优化锥孔电压"确定目标物母离子+ 其中维
生素 ))Tq8-8!Z*

q峰较强"维生素 U均为)Tq

8* q峰+ 再进行二级质谱扫描"选择合适的轰击能
量"确定定量子离子和定性子离子+ " 种维生素标
样的总离子流图及二级质谱图见图 ’ 和 !+

图 ’$维生素 ),\,U标样的总离子流图
G<OBFE’$P@D=C<@> 4BFFE>D@5j)" j\=>H jUKD=>H=FHK

!0%$样品前处理条件的优化
文献报道维生素在皂化时需要添加抗氧化剂

如 !"/-二叔丁基对甲酚 #N8P$,抗坏血酸,焦性没
食子酸等 )’!* + 在样品前处理中"分别选用这几种抗
氧化剂"对比其效果+ 结果表明"N8P作为抗氧化
剂时"维生素普遍皂化不完全"回收率普遍较低+
而在使用抗坏血酸和焦性没食子酸作为抗氧化剂
时"维生素回收率比较理想"但两者在使用效果上
也有一些区别"综合来看"使用抗坏血酸作为抗氧
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图 !$维生素 ),\,U标样的二级质谱图
G<OBFE!$IE4@>H M=KKKSE4DF=@5j)" j\=>H jUKD=>H=FHK

化剂时"维生素 )回收率更高且较稳定+
保健食品中的脂溶性维生素需要水解皂化提

取"皂化过程直接影响最终的试验结果+ 皂化中需
要控制时间和温度两个因素"通过试验表明"皂化
温度在 +& h/& f"皂化时间 ,+ h"+ M<> 时"提取效
果较理想+ 若皂化时间过短或温度过低"则皂化过
程进行不完全&皂化时间过长或温度过高时"易造
成维生素的分解"影响提取效率"本试验选取的皂
化温度为 ++ f"皂化时间 /& M<>+ 同时对皂化的离
心管中充入氮气"可保护维生素不被氧化+
!0,$方法的线性范围及灵敏度

将 ’0!0’ 中配制的 " 种维生素单标使用液逐级
稀释成混合标准工作液#维生素 )%’&,+&,’&&,!&&,
+&&,’ &&& &O1["维生素\!%!,+,’&,!&,+&,’&& &O1["
维生素 \%%’,+,’&,!&,+&,’&& &O1["!-维生素 U%
!+,’&&,!&&,+&&,’ &&&,! &&& &O1["#-维生素 U%+,
’&,+&,’&&,’+&,!&& &O1[""-维生素 U%+,’&,+&,
’&&,’+&,!&& &O1["$-维生素 U%+,’&,+&,’&&,’+&,
!&& &O1[$"按照 ’0!0% 条件进样检测+ 以待测物峰
面积为纵坐标"待测物质量浓度为横坐标绘制标准
曲线+ 各待测标准样品在不同浓度范围内呈线性
相关+ 以 % 倍和 ’& 倍基线噪音所对应的维生素浓
度分别计算方法的检出限和定量限"测得 " 种维生
素的线性范围,相关系数,检出限和定量限"结果见
表 %+
!0+$方法的精密度

对同一样品"加入标准溶液维生素 \! #!& &O1
MC$,"-维生素 U#!&& &O1MC$各 &0’ MC"取样 / 次"
按 ’0!0! 方法处理后进样测定"结果如下%维生素
)%%,#, %%", %!", %+", %,%, %,# &O1O&维生素 \!%
+0!",+0%!,+0!/,+0%’,+0,%,+0%# &O1O&维生素 \%%
!0%#,!0%.,!0,#,!0+",!0+%,!0,% &O1O&!-维生素
U%#"!,’ &’&,’ &&,,’ &!.,#.",’ &’. &O1O&#-维生
素 U%+.0+,++0/,/’0",+.0%,+"0&,+%0! &O1O&"-维

$$$$表 %$方法线性方程,相关系数检出限和定量限#* a/$

P=?CE%$[<>E=FEdB=D<@>" 4@FFEC=D<@> 4@E55<4<E>D" HEDE4D<@>

C<M<DK=>H dB=>D<D=D<@> C<M<DK

分析物
线性范围
1#&O1[$

回归方程
相关
系数

检出限
1#&O1LO$

定量限
1#&O1LO$

维生素 ) ’& h’ &&& -a%"+0!/,Is/!,0/+% &0##" , !0& /0"
维生素 \! ! h’&& -a,..0%,!Is.&%0%!’ &0### . !0& /0"
维生素 \% ’ h’&& -a%’’!0,.Is,&&+0+,. &0##" . &0! &0"
!-维生素 U!+ h! &&& -a,++"0,#Is"/&’0’%! &0### ! &0! &0"
#-维生素 U + h+&& -a’%/,0%,Is,!%,0,%’ &0##. % &0+ ’0"
"-维生素 U + h+&& -a!&&.0%#/Is’##+0’, &0### ! &0+ ’0"
$-维生素 U + h+&& -a/+,0/+Is’#".0%+ &0### + ’0& %0%

生素 U%’#0#,’.0!,!’0’,’#0+,’.0,,’#0& &O1O&$-
维生素 U%!+0%,!,0.,!%0%,!%0/,!+0!,!,0" &O1O"
计算相对标准偏差"结果见表 ,+

表 ,$方法的精密度#* a/$

P=?CE,$*EKBCD@5SFE4<K<@> DEKDK
分析物 平均浓度1#&O1O$ 相对标准偏差1‘
维生素 ) %,, %0’
维生素 \! +0%% ’0%
维生素 \% !0," %0’
!-维生素 U ’ &&% !0’
#-维生素 U +"0, +0&
"-维生素 U ’#0% +0+
$-维生素 U !,0+ %0,

!0/$方法的回收率
选取某种保健品样品进行样品加标回收测试"分

别添加高浓度和低浓度的维生素 ),\,U混标溶液"
分别测定"以评价不同添加水平的可靠性+ 样品及样
品加标的总离子流图分别见图 % 和 ,+ " 种不同维生
素的加标回收率结果见表 +"从表中可以看出"" 种维
生素的加标回收率在 #&0,‘ h’&+0&‘之间+

图 %$样品中 j),j\,jU的 8_[(-TI1TI 色谱图
G<OBFE%$8_[(-TI1TI 46F@M=D@OF=MK@5j)" j\

=>H jU<> D6EK=MSCE

!0"$实际样品分析
对 ’! 种样品进行了测定"其中片剂,粉剂和滴

剂各 , 种"每个样品测定 + 次"测定结果见表 /+
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图 ,$加标样品的 8_[(-TI1TI 色谱图
G<OBFE,$8_[(-TI1TI 46F@M=D@OF=MK@5=HH<D<@>=CKD=>H=FH

表 +$不同加标量的回收率

P=?CE+$*EKBCDK@5DEKD5@FFE4@QEFJR<D6 H<55EFE>D

=M@B>DK@5=HH<D<@>=CKD=>H=FH

组分
本底值
1#&O1O$

加标量
1#&O1O$

测定值
1#&O1O$

平均回收
率1‘

维生素 )

维生素 \!

维生素 \%

!-维生素 U

#-维生素 U

"-维生素 U

$-维生素 U

%,%

!

!0,"

’ &&%

+"0,

!

!,0+

+&& "#+ #&0,
’&& ,%+ #!0&
’& #0"’ #"0’
+ +0&, ’&&0.
+ "0’! #%0&
! ,0%/ #,0+

! &&& ! #!! #/0&
+&& ’ ,#’ #"0/
’&& ’+’ #%0/
!+ .&0! #’0!
+& +!0+ ’&+0&
’& #0’ #’0&
+& "%0% #"0/
’& %,0" ’&!0&

注%!表示未检出

表 /$实际样品测定结果#* a+"&O1O$

P=?CE/$*EKBCDK@5HED> @5j)=>H jU<> K=MSCEK

样品
维生
素 )

维生
素 \!

维生
素 \%

!-维
生素 U

#-维
生素 U

"-维
生素 U

$-维
生素 U

片剂

粉剂

滴剂

!+/ %0&+ ! ’ !,’ ! +"0! !
++# ! ,0++ / /"’ ,%0" %&’ !%0’
%!+ ,0%. ’0!. " ’,# ! ! ,#.
! ! %0., + +.# #!0! %!" !".
%#. ! +0." +++ ! ! !
’", ! ! !!’ ’!0/ %%0/ !&0,
! !0+" !0’" ’ &,, ! ! !,’0/
./" %0’! ! ! ! ! !
%,. ! %0/% ! ! ! !
! +0,! ! % +/. ! ! !
!., ! /0&, "#/ ! ! !
! ! ,0/# /#" .+0% !&’ ,.0#

注%!表示未检出

%$小结
本试验建立了高效液相色谱-串联质谱法同时

测定保健食品中维生素 ),\,U质量浓度的检测方
法"样品中的维生素经皂化反应后"通过高效液相
色谱-串联质谱技术"可分别对保健食品中维生素
),维生素\!,维生素\%,!-维生素U,#-维生素U,"-
维生素 U,$-维生素 U" 种脂溶性维生素进行定性和
定量分析"试验的精密度和回收率能满足实际检测
要求"检出限低"可用于本系统对保健食品等食品
中维生素 ),\,U含量的日常监测+
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