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实验技术与方法
高效液相色谱%串联质谱法同时测定复合维生素片中的叶酸和生物素
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摘(要!目的(建立高效液相色谱%串联质谱法同时定性和定量分析复合维生素片中叶酸和生物素的方法%

方法(样品用水溶液溶解!经 -;E6>=#9&@色谱柱"*?& CCh&)) CC!&?@ !C#分离!流动相为 )?&e甲酸溶液和乙
腈梯度洗脱!流速 )?* CE3C64!采用电喷雾离子源正离子模式!多反应监测 ",H,#进行检测% 结果(叶酸和生
物素在 1 C64 内得到较好的分离% 叶酸和生物素的线性范围分别为 !* g1*0 和 !\ g1@0 4O3CE!线性回归方程分
别为 /j&&1\?B0?cBBA@?0@ "%* j)?AAA A#和 /j*)\?A0?c0)1*?*B "%* j)?AA@ *# !低$中$高 0 个添加水平的
回收率分别为 AA?Ae g&)@?\e和 A)?&e gA!?1e!相对标准偏差 "HDI#均为 &?)e " & jB # !检出限分别为
)?00 和 )?)@ !O3O% 结论(高效液相色谱%串联质谱法可靠$灵敏$准确!可用于复合维生素片中叶酸和生物素同
时定性和定量分析%
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((叶酸是一种重要的 X族维生素"与人体重要的
生化过程密切相关"直接影响核酸的合成及氨基酸

代谢"对细胞分裂’增殖和组织生长具有极其重要
的作用 (&) * 生物素即维生素 "或辅酶 H"是一种水
溶性含硫维生素"溶于水而不溶于酒精’氯仿及乙
醚 (*) * 许多保健食品尤其是营养素补充剂和强化
食品中均添加叶酸和生物素 (0) * 但是由于保健品
中其他维生素类和辅料的影响"分离达不到良好的
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效果"同时叶酸和生物素含量较低 (!) "所以建立同
时适用于保健品中叶酸和生物素含量测定的高效
液相色谱%串联质谱法有一定意义*

测定叶酸和生物素单种或 * 种以上维生素的高
效液相色谱法 (1%A)和高效液相色谱%串联质谱法等方
法 (&)%&&)在国内外已有报道* 但是同时测定复合维
生素片中的叶酸和生物素的研究鲜有报道* 本试
验参考相关文献 (1%&*) "针对复合维生素片中的叶酸
和生物素"优化系统条件"建立了同时测定叶酸和
生物素的分析方法"且该方法具有简便’灵敏’准确
等优点*

&(材料与方法
&?&(材料
&?&?&(受试样品

复合维生素片为浙江省食品药品检验研究院
国家’省级抽检样品*
&?&?*(主要仪器与试剂

&*A)%GB!A) 三重四极杆质谱仪#美国安捷伦$"
-;E6>=#9&@色谱柱#*?& CCh&)) CC"&?@ !C$"’-%
&B0 电子天平",646%n水纯化系统*

乙腈’甲酸’甲酸铵均为色谱纯"氨水为分析
纯" 生 物 素 标 准 品 # 纯 度 为 AA?Be" &))*A&%
*)&0)0$’叶酸标准品 #纯度为 @A?\e" @&)))\!%
*)&*&!$均购自中国食品药品检定研究院*
&?*(方法
&?*?&(标准溶液的配制

叶酸标准储备液 # 1*?0) !O3CE$%准确称取
&&?BB CO叶酸标准品于 *)) CE棕色容量瓶中"约
&)) CE)?1e氨水溶解"超声"放冷"超纯水定容"作
为叶酸标准储备液"避光"现用现配*

生物素标准储备液 #1@?*\ !O3CE$%准确称取
&&?\) CO生物素标准品于 *)) CE棕色容量瓶中"超
纯水溶解"超声"放冷"定容"作为生物素标准储备
液"避光"现用现配*

混合标准曲线溶液制备%分别移取叶酸标准储备
液和生物素标准储备液各 &?) CE于 &)) CE棕色容量
瓶中"用纯水定容至刻度"混匀"得到混合标准储备液
#叶酸%1**?A1 4O3CE"生物素%1@*?BB 4O3CE$作为
V.1"放置在 ! i冰箱中储存* 分别准确移取 *1’!’
* CEV.1"用纯水定容至 1)’&)’&) CE作为 V.!’V.0
和 V.** 准确移取 ! CEV.*"用纯水定容至 &) CE作
为 V.&* 配制成混合标准曲线溶液#叶酸线性范围
为 !&?@& g1**?A1 4O3CE" 生 物 素 线 性 范 围 为
!B?B& g1@*?BB 4O3CE$"混合标准曲线溶液现用现
配"全程避光操作*

&?*?*(样品溶液的制备
取复合维生素片研细"准确称取 )?!1 O"置于

*1) CE棕色容量瓶中"约 &)) CE)?1e氨水溶解"超
声"放冷"超纯水定容"移取 &) CE置于 *) CE棕色容
量瓶"超纯水定容"&) ))) T3C64 离心 &) C64"取上
清液供测定"全程避光操作*
&?*?0(仪器条件

色谱条件%采用 -;E6>=#9&@色谱柱 #*?& CCh
&)) CC"&?@ !C$"进样体积为 &?) !E"流动相 ’为乙
腈"流动相 X为 )?&e甲酸溶液"流速为 )?* CE3C64"
采用梯度洗脱"流动梯度洗脱程序见表 &*

表 &(梯度洗脱程序

.<SE#&(GT<U6#4$#EN$6D4 >TDOT<C

时间3C64
流速

3#CE3C64$
流动相体积分数3e
’ X

)?)) )?* &1 @1
0?)) )?* &1 @1
0?&) )?* A) &)
B?)) )?* A) &)
B?&) )?* &1 @1
A?)) )?* &1 @1

((质谱条件%电喷雾离子源正离子模式#-V8b$"
多反应监测#,H,$扫描"毛细管电压为 *?1 W2"毛
细管温度为 !)) i"脱鞘气流速为 && F3C64"具体质
谱参数见表 **

表 *(质谱 ,H,参数

.<SE#*(,<===>#;$TDC#$TR><T<C#$#T=
化合物 母离子3#@*A$ 子离子3#@*A$ 碰撞能量3#2

叶酸 !!*?* *A1?&" "&\B?& *)

生物素 *!1?& **\" "A\?& *)

注%"为定量离子

*(结果与分析
*?&(试验条件的优化
*?&?&(提取溶剂的选择

由于叶酸和生物素都是水溶性维生素"所以采
用超声提取被测物质* 根据文献报道 (*"&0) "本试验
分别考察水’)?&e甲酸和 &) CCDE3F甲酸铵水溶液
作为溶剂对被测物质的溶解效果* 结果表明 0 种溶
剂都能够较好地提取被测物质"鉴于成本考虑"本
试验选用水作为溶剂"见表 0*

表 0(不同溶剂提取待测样品的含量#& j*$

.<SE#0(9DC><T6=D4 #KK#;$DKU6KK#T#4$=DEN$6D4=D4 =<C>E#;D4$#4$

溶剂种类
叶酸 生物素

含量
3#CO3WO$

HDI
3e

含量
3#CO3WO$

HDI
3e

水 !\! )?@ @B 0?@
)?&e甲酸 !B* *?! @& &?\
&) CCDE3F甲酸铵水溶液 !B@ !?1 @B )?!
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*?&?*(子离子选择及碰撞能优化
根据叶酸和生物素的理化性质及其母离子"参

考相关文献 (!"&)%&&) "选择信号强度大的两个子离子
碎片作为定性离子和定量离子"并以此为基础"对
碰撞能量进行优化"以 ,H,为检测方式"使目标化

合物的离子化达到最佳水平* 本试验选择 *A1?&
@*A为叶酸定量离子"&\B?& @*A为叶酸定性离子"
**\ @*A为生物素定量离子"A\?& @*A为生物素定
性离子"碰撞能量为 *) #2"见图 &*

注%’为子离子#:8$图&X为叶酸二级质谱#,V$图&9为生物素二级 ,V 图

图 &(叶酸和生物素的 :8图及其二级 ,V 图
76ONT#&(7DE6;<;6U <4U S6D$64 >6;$NT#=DK:8<4U $[D=$<O#,V

*?&?0(流动相的选择

流动相的组成和比例既影响物质的分离又影
响灵敏度* 由于被检测的化合物都是水溶性化合
物"同时参考其他文献 (&)) "本试验使用乙腈作为流
动相 ’"并考察水’)?&e甲酸和 &) CCDE3F甲酸铵
水溶液作为流动相 X的分离效果* 结果表明"水作
为流动相 X时"叶酸有拖尾现象" )?&e甲酸和
&) CCDE3F甲酸铵水溶液作为流动相 X时"叶酸拖
尾现象有所改善* 在保证试验灵敏度并考虑成本
的前提下"最终选择 )?&e甲酸作为流动相X* 流动
相比例采用梯度洗脱可以使化合物分离效果更好"
并获得更好的峰型"见图 **

图 *(叶酸和生物素的 ,H,质谱图
76ONT#*(7DE6;<;6U <4U S6D$64 >6;$NT#=DK,H,

*?*(标准曲线和检出限

以标准溶液峰面积为纵坐标"浓度为横坐标"

分别绘制标准曲线* 结果显示"叶酸的线性范围

为 !* g1*0 4O3CE"线性回归方程为 /j&&1\?B0?
cBBA@?0@"相关系数 %* j)?AAA A&生物素的线性
范围 为 !\ g1@0 4O3CE"线 性 回 归 方 程 为 /j
*)\?A0?c0)1*?*B"%* j)?AA@ ** 以 0 倍信噪比
为检出限"叶酸和生物素的检出限分别为 )?00 和
)?)@ !O3O&以 &) 倍信噪比为定量限"叶酸和生物
素的定量限分别为 &?&) 和 )?*\ !O3O* 试验表明
可以对叶酸和生物素这 * 种维生素含量较低的样
品进行定量分析*

*?0(精密度和重复性

取同一浓度混合标准曲线溶液"连续进样 B 次"

分别计算叶酸和生物素对照品峰面积的相对标准
偏差 #HDI$"叶酸和生物素的峰面积 HDI均为
&?)e"可见仪器的精密度良好"适用于定性定量分
析* 精密称取阴性空白样品 #待测样品辅料"不含
叶酸和生物素的样品$共 B 份"按 &?*?* 样品溶液的
制备进行操作"得到叶酸和生物素的重复性 HDI分
别为 &?)e和 &?Be*
*?!(稳定性

取同一浓度混合标准曲线溶液"于 &?)’0?)’
@?)’*)?)’*0?)’*!?) L 分别注入高效液相色谱%串
联质谱仪进行测定"以叶酸和生物素峰面积积分值
为指标"测定其稳定性* 结果表明叶酸和生物素的
稳定性 HDI分别为 B?\e和 &?1e*
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*?1(加标回收率
称取阴性空白样品共 A 份"分别添加 0 个不

同浓度混合标准曲线溶液 #约为样品标示量的
@)e’&))e和 &*)e$ "按 &?*?* 进行操作"叶酸
和生 物 素 的 回 收 率 范 围 分 别 为 AA?Ae g

&)@?\e和 A)?&e gA!?1e"HDI分别为 )?@e
g&?\e和 )?@e g*?!e"具体结果见图 0 和表
!* 结果表明"该方法在不同添加水平均有较好
的回收率和重复性"方法的准确度与精密度满足
试验需求*

图 0(阴性空白基质 ,H,图#左$及叶酸和生物素对照品加标 ,H,图#右$

76ONT#0(/#O<$6Z#=<C>E#SE<4W" KDE6;<;6U <4U S6D$64 >6;$NT#=DK,H,

表 !(加标回收率#& j0$

.<SE#!(H#;DZ#TRT<$#

待测物质
加标量
3#CO3WO$

测定量
3#CO3WO$

回收率
3e

HDI
3e

叶酸

生物素

0!@?B

!B!?@

1@&?&

B!?\

A)?B

&)0?B

0\@?A &)@?\
0\&?& &)B?1 &?)
0\1?B &)\?\
!B!?! AA?A
!B1?B &))?* )?@
!\&?& &)&?!
B&)?) &)1?)
B&1?B &)1?A &?\
B0)?) &)@?!
1@?A A&?)
1@?A A&?) *?*
B&?& A!?1
@0?0 A*?)
@0?0 A*?) )?@
@!?! A0?*
A\?@ A!?!
A0?0 A)?& *?!
AB?\ A0?0

*?B(实际样品测定

应用本方法测定市售某品牌保健品中叶酸和
生物素的含量"其中叶酸含量为 !\! CO3WO# & j*"
HDIj)?@e$"生物素含量为 @B CO3WO# & j*"
HDIj0?@e$"样品 ,H,图见图 !*

图 !(样品 ,H,图
76ONT#!(V<C>E#>6;$NT#DK,H,

0(小结
本试验采用了高效液相色谱%串联质谱的方法"

同时对复合维生素片中的叶酸和生物素进行定性
和定量分析* 复合维生素片中叶酸和生物素的含
量相对偏低"利用三重四极质谱的 ,H,高选择性
检测"提高检出限"分析时间变短’减少其他基质干
扰等问题* 结果表明"该方法比传统的检测方法简
单快速"结果准确可靠"可作为复合维生素片中叶
酸和生物素的定性和定量的方法*
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实验技术与方法
比较测量法同时测定食品中总 #总 "放射性

顾俊!何智敏!叶青华!张卫兵
!南通市疾病预防控制中心"江苏 南通(**B))\#

摘(要!目的(建立能同时测定食品中总 #$总 " 放射性的方法% 方法(样品经干燥$炭化$灰化后制成样品源!放

入低本底 #$" 测定系统中同时测定样品总 #$总 " 计数率!并与标准源测定效率比较定量% 结果(总 #放射性测定

探测限在 )?&B) g1?0& XP3WO"鲜重#!加标回收率在 @*?\e g&)&?@e之间!相对标准偏差 "HDI#在 1?B1e g

\?*Be"& j1#之间&总 " 放射性测定探测限在 )?!\1 gA?*A XP3WO"鲜重#!加标回收率在 @@?@e g&&!?@e之间!

HDI在 *?*0J gA?&AJ"& j1#之间% 结论(本方法实现了食品中总 #$总 " 放射性的同时测定!简便$高效!适用

于批量食品样品的总放射性监测%
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((自然界中天然存在某些放射性核素以及人类
活动产生的放射性核素"它们不断产生连续的衰
变"是 #’" 射线的来源* 放射性物质通过食物链进
入人体后会继续放出 #’" 射线"对人体产生危害"

因此我国制定了 GX&!@@*!A!,食品中放射性物质
限制浓度标准- (&)及 GX&!@@0?&!*)&B,食品安全
国家标准 食品中放射性物质检验 总则- (*)等相关
检验方法"但未制定食品中总 #’总 " 放射性测定的
标准方法* 测定食品中放射性核素前处理时间长"
测定仪器昂贵"仪器使用频率较低"目前在地市级
疾病预防控制中心等检测机构开展很少* 日本福
岛核事故后"为开展南通市食品放射性污染初筛监
测"参考了国际标准法 8V+ABAB!*))\,水质 非盐


