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高效液相色谱�串联质谱法测定食品中
维生素 D2 和维生素 D3
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摘 � 要: 提出了食品中维生素 D2 和维生素 D3 的高效液相色谱�串联质谱分析方法。食品样品
经氢氧化钾皂化后乙醚萃取, 所得有机相经无水硫酸钠除水后蒸发至干。用 1 mL 乙醇溶解后经

Agilent Zorbax XDB C18色谱柱( 2. 1 mm � 50 mm, 3. 5 �m)分离,用甲醇�10 mmol � L - 1乙酸铵溶

液( 90+ 10)的混合溶液洗脱, 采用电喷雾正离子模式多反应监测。维生素 D2 和维生素 D 3 的线性

范围均为 50~ 500 �g � L
- 1

,检出限( 3S/ N )均为 10 �g � L
- 1
。方法应用于测定奶粉和酸酸乳中维

生素 D2 和维生素 D3 ,回收率在 76. 8%~ 83. 9%之间。
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Abstract: H PLC�MS/ MS w as applied to the determination of v itamin D2 ( VD2 ) and v itamin D3 ( VD3 ) in

food. T he sample w as saponifed w ith KOH and ex tracted wit h ethy l ether, and the o rg anic phase obtained w as

dehydrated with anhydrous sodium sulfate and evapo rated to dryness. T he residue w as disso lv ed w ith 1 mL o f

et hanol and used fo r H PLC�MS/M S determination, using Agilent Zorbax XDB C18 column ( 2. 1 mm � 50 mm,

3. 5 �m) as chromatog raphic co lumn, and a mix ture of methano l and 10 mmo l � L - 1 ammonium acetate solution

( mix ed in t he r atio of 90 to 10 by vol. ) as mobile phase. Positive electrospray ionization as well as multiple reaction

monitoring mode was used in the detection. L inear ity ranges of VD2 and VD3 were found same between 50- 500 �g� L - 1

with their detection limits ( 3S/ N ) of 10 �g � L - 1 . The proposed method was used for the determination of VD2 and VD3

in milk powder and sour milk, giving values of r ecover y in the range of 76. 8% - 83. 9% .

Keywords: H PLC�MS/M S; Food; V itamin D2 ; V itamin D3

� � 维生素 D( VD)是维持机体正常生理功能及细

胞内特异代谢反应必不可缺少的生命活性物质, 如

人体内缺乏维生素 D可导致小儿佝偻、骨质软化等
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病症,含量过高会导致中毒。维生素 D不能由机体

自身合成,必须由食物供给,因而常用来强化食品或

保健品, 特别是婴幼儿食品, 维生素 D 含量通常作

为评价食品营养价值的重要指标, 因而需要对保健

品和食品进行监测。目前, 常用高效液相色谱法测

定维生素 D[ 1�5] ,对于含量很低的样品, 如有些儿童

饮料,标示值为( 1~ 4) �g/ 100 mL, 若用高效液相
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色谱法检测, 需预先将样品皂化后浓缩富集 10 ~

50倍,才可被检测出, 但是维生素 D遇光、氧气、热

等易变质
[ 6]

,处理过程可能导致目标物损失,甚至可

能检测不出。另外高效液相色谱法只能通过保留时

间定性,对于基质复杂的样品容易产生干扰, 因而影

响检测结果的准确性。本工作采用高效液相色谱�
串联质谱法( HPLC�MS/ M S)对食品、保健品等复

杂基质中微量维生素 D进行了分析。

1 � 试验部分

1. 1 � 仪器与试剂

Agilent 1200LC/ 6410B MS 液相色谱�串联四
极杆质谱联用仪。

标准储备溶液: 分别称取维生素 D2 和维生素

D3 标准品 10. 0 mg, 用乙醇(含有 5 g � L - 1 2, 6�二

叔丁基对甲酚和 5 g � L - 1
抗坏血酸)溶解并定容至

100 mL。得到100 mg � L - 1
维生素 D2 和维生素 D3

标准储备溶液, 用时稀释为所需浓度混合标准溶液。

甲醇为色谱纯, 其余均为分析纯试剂,试验用水

为双蒸水。

1. 2 � 色谱�质谱分析条件
色谱条件: A gilent Zorbax XDB C18 色谱柱

( 2. 1 mm � 50 mm, 3. 5 �m ) ; 流动 相: 甲 醇�
10 mmo l � L - 1乙酸铵 ( 90 + 10 ) 混合溶液, 流量

0. 4 mL � min- 1 ; 进样量 5. 0 �L。

质谱条件: 电喷雾( ESI)正离子电离模式, 电喷

雾电压 4 000 V; 干燥气(氮气)温度 350 � , 流量

9. 00 L �min
- 1

; 雾化气 (氮气)压力 275. 8 kPa; 多

反应监测( MRM)模式检测, 质谱分析参数见表 1。

表 1 � 测定维生素 D2 和维生素 D3 的质谱分析参数

Tab. 1 � MS/ MS parameters for det�n. of VD2 and VD3

组分
保留时间

/ min

质荷比 m/ z

母离子 子离子

碰撞能量

/ eV

源内碎裂电压

/ eV

维生素 D2 5. 79 396. 6 271. 0 8 100

378. 9 8 100

维生素 D3 5. 94 385. 8 259. 8 10 100

368. 1 10 100

1. 3 � 试验方法

称取奶粉试样 5. 000 0 g (液态奶制品取样

5. 00 mL,直接加入乙醇溶液处理)于 100 mL 具塞

试管中,加入水 10 mL,加入含有 2, 6�二叔丁基对甲
酚的乙醇溶液 20 mL,再加入 500 g � L

- 1
氢氧化钾

溶液 10 mL, 置于 60 � ~ 70 � 水浴中, 振摇皂化

30 min后,转入 250 mL 分液漏斗, 用 10 mL 水分

3次冲洗试管, 一并置于分液漏斗中, 再用乙醚(含

有 1 g � L
- 1

2, 6�二叔丁基对甲酚和 1 g � L
- 1
抗坏

血酸溶液)萃取 3次,每次 15 mL,合并乙醚相, 用蒸

馏水洗乙醚相,每次 10 mL, 洗 3~ 4次至中性。在

漏斗中加入 3 g 无水硫酸钠除水, 过滤,用氮吹仪在

50 � 下蒸发至近干, 加入乙醇 1 mL 溶解, 用

0. 20 �m微孔滤膜过滤。

取试样溶液和标准溶液各 5. 0 �L 注入液相色

谱�串联四极杆质谱仪进行分析,以保留时间和二级

质谱特征碎片离子定性,以定量离子 m/ z 378. 9和

368. 1的峰面积定量。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 色谱条件的优化

由于食品及保健品中基质复杂, 如按国家标准

方法 GB/ T 5413. 9- 1997用纯甲醇作流动相,无法

达到基线分离;采用甲醇�水溶液梯度洗脱可以达到

基线分离, 保留时间大于 30 m in。保留时间过长,

干扰峰过多的情况下,目标峰保留时间容易产生偏

移造成定性困难, 有时还可能因干扰峰重叠导致定

量不准。试验用 HPLC�MS/ M S 法, 通过多反应监

测, 只对维生素 D的母离子及相应的子离子进行监

测, 即可定性定量。流动相用甲醇�乙酸铵溶液等度
洗脱,仅需 8 min 即可完成一次分析。虽然此条件

下两目标物未完全分离,试验证明有特征离子定性

定量不影响测定结果。同时以甲醇�10 mmol � L- 1

乙酸铵体系作为流动相比甲醇�水体系作为流动相
的灵敏度提高了 5倍。

2. 2 � 质谱条件的优化

在电喷雾质谱、正离子监测模式下,维生素 D2

和维生素 D3 的准分子离子峰均为[ M + H ] 396. 6,

385. 8,这两种维生素的质谱碎片见图 1。

由于维生素 D分子结构中多为烷烃和烯烃的

组合,打碎后碎片离子较多,且难找到明显的特征离

子对。试验表明: 选用 m/ z 69. 0, 146. 9等低质量端

的离子容易产生干扰,因此选择其干扰小且丰度较

高的 4个离子作为特征离子。维生素 D2 的母离子

m/ z 为 396. 6, 二级特征离子 m/ z 为 271. 0, 378. 9,

维生素 D 3 的母离子 m/ z 为 385. 8, 二级特征离子

m/ z 为 259. 8, 368. 1, 维生素 D 2 和维生素 D 3 标准

品的 HPLC�MS/ MS 图见图 2。
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另外采用切换法进样,只在维生素 D出峰时间

导入质谱其余均导入废液通道,减少对仪器的污染,

保证了灵敏度。

2. 3 � 样品前处理步骤的优化

样品放入 100 mL 具塞试管中, 置于 60 � ~

70 � 水浴中处理 30 min,简化了处理过程。试验表

明: 样品前处理所用的溶剂, 均加入抗氧化剂 2, 6�
二叔丁基对甲酚和抗坏血酸, 有利于提高维生素 D

的稳定性。

2. 4 � 工作曲线和检出限
按色谱�质谱分析条件对维生素 D2 和维生素

D3 的混合标准溶液系列进行测定,维生素 D2 和维

生素 D 3 的质量浓度均在 50~ 500 �g � L- 1范围内

与其峰面积呈线性, 线性回归方程为 y VD
2
=

5 288 x+ 19. 7( r= 0. 999 2) ; y VD3 = 6 965 x+ 21. 8

( r= 0. 999 3)。按 3倍信噪比计算方法的检出限均

为10 �g � L - 1。取奶粉样品 5. 000 0 g ,按照试验方

法处理后测得样品中维生素 D 2 和维生素 D3 的检

出限( 3S/ N )均为 2. 0 �g � kg
- 1

, 测定下限 ( 10S/

N )均为6. 0 �g � kg- 1
。

2. 5 � 方法的回收率

分别取 6份奶粉和酸酸乳各 5. 000 0 g, 加入适

量的维生素 D2 和维生素 D3 的混合标准溶液,按试

验方法处理后测定维生素 D 2 和维生素 D3 的含量,

结果见表 2。

表 2 � 回收试验结果( n= 3)

Tab. 2 � Results of test for recovery

样品

名称
测定组分

测定值

m/ �g
标准加入量

m/�g
测得总量

m/�g
回收率

/ %

奶粉 维生素 D2 - 0. 323 0. 271 83. 9

维生素 D3 0. 33 0. 285 0. 549 76. 8

酸酸乳 维生素 D2 - 0. 032 0. 026 81. 3

维生素 D3 0. 021 0. 029 0. 044 79. 3

2. 6 � 稳定性试验
按色谱�质谱分析条件, 在不同时间内上机测定

奶粉提取溶液,标准溶液现配现用, 在 3d内测定样

品溶液 6次, 维生素 D2 和维生素 D3 测得结果的相

对标准偏差分别为 0. 54% , 0. 74%。

2. 7 � 样品分析

按照试验方法对食品样品进行测定,并用高效

液相色谱法( HPLC)作对比, 样品中维生素 D2 和维

生素 D3 的测定结果见表 3。

由两种方法测定结果可知: H PLC�MS/ M S法

(下转第 582页)
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0. 01, 0. 05, 0. 25, 0. 5 mg � L - 1的标准溶液, 按试验

方法进行测定。以质量浓度( �)为横坐标, 峰面积

( y )为纵坐标绘制标准曲线。呋喃丹的线性回归方

程为 y= 6 260 000 �- 2 620, 相关系数为0. 999 9;

甲萘威的线性回归方程为 y = 8 480 000 �+ 1 320,

相关系数为 0. 999 9。根据3倍信噪比计算方法的

检出限, 得到呋喃丹和甲萘威的检出限( 3S / N )均为

4 � 10
- 4

mg � L
- 1
。

2. 6 � 回收试验

分取 3份出厂水和河水各 10. 00 mL, 分别加入

不同量的呋喃丹和甲萘威混合标准溶液,按试验方

法, 酸化过滤后测定其回收率,结果见表 1。

表 1� 回收试验结果( n= 6)
Tab. 1 � Results of test for recovery

水样
标准加入量

�/ ( mg � L- 1 )

回收量 �/ ( mg � L- 1) 回收率/ % RSD/ %

呋喃丹 甲萘威 呋喃丹 甲萘威 呋喃丹 甲萘威

出厂水 0. 010 0 0. 009 3 0. 009 3 93. 0 93. 0 0. 45 0. 45

0. 050 0 0. 047 7 0. 049 7 95. 4 99. 4 0. 16 0. 23

0. 200 0 0. 186 6 0. 188 6 93. 3 94. 3 0. 15 0. 15

河水 0. 010 0 0. 009 5 0. 009 5 95. 0 95. 0 0. 32 0. 32

0. 050 0 0. 049 0 0. 047 0 98. 0 94. 0 0. 15 0. 25

0. 200 0 0. 195 0 0. 192 0 97. 5 96. 0 0. 17 0. 18

� � 结果表明: 呋喃丹的回收率在 93. 0% ~ 98. 0%

之间,相对标准偏差在 0. 15% ~ 0. 45%之间; 甲萘

威的回收率在 93. 0% ~ 99. 4%之间, 相对标准偏差

在 0. 15%~ 0. 45%之间。用本法检测多个管网水、

出厂水及河水, 均未检出呋喃丹和甲萘威。
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表 3� 样品中 VD2 和 VD3 的测定结果

Tab. 3 � Results of det�n of VD2 and VD3 in samples

样品名称

本法测定值

w / ( �g � g- 1)

HPLC法测定值

w / (�g � g- 1 )

VD 2 VD 3 VD2 VD3

婴儿配方奶粉 - 0. 098 - 0. 092

幼儿有机大米粉 - - - -

紫菜苏打饼 0. 021 0. 13 �- 0. 16

酸酸乳 - 0. 018 - -

具有准确且检测下限低的优势。

维生素 D 因容易分解, 经大量试验证明, 在前

处理过程中以及最后溶解的乙醇溶液中都加入抗氧

化剂 2, 6�二叔丁基对甲酚,大大提高了样品的稳定

性。HPLC�MS/ M S 法测定食品中微量维生素 D2

和维生素 D3 含量, 结果准确可靠,为婴幼儿食品和

儿童饮料的质检和质控提供了切实可行的方法。
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