
化学分析计量
CHEMICAL ANALYSIS AND METERAGE

第 23 卷，第 6 期

2014 年 11 月

Vol. 23，No.6
Nov. 20148

doi ：10.3969／j.issn.1008–6145.2014.06.003

超高效液相色谱串联质谱法测定婴儿奶粉中的维生素 B12
*
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摘要　建立了超高效液相色谱串联质谱法测定婴儿奶粉中维生素 B12 的方法。采用三氯乙酸沉淀蛋白质，HLB

固相小柱吸附净化提取液中的维生素 B12，以 50% 的甲醇洗脱，吹去甲醇后定容测定，色谱柱为 ACQUTITY UPLC 

BEH C18 柱，以甲醇 –10 mmol／L 乙酸铵水溶液为流动相梯度洗脱，MRM 模式，定量离子为 m／z 678.3／147.2。在

优化条件下，线性范围为 0.5～200 μg／L，相关系数 (r) 为 0.999 3，检出限为 0.3 μg／kg，回收率为 88.3%～92.9%，测

定结果的相对标准偏差小于 5%(n=6)。方法具有样品处理简单、灵敏度高、重现性好、分析时间短等优点，可以作为

实验室常规测定婴幼儿奶粉中维生素 B12 的方法。
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Determination of Vitamin B12 in Infant Milk Powder by Ultra Performance Liquid 
Chromatography–Tandem Mass Spectrometry

Guo Songnian，Gong Zelong，Feng Xinyi，Zhao Lili，Cheng Pei，Wang Feng，Gu Huiying
(Xi’an Product Quality Inspection Supervision Institute，Xi’an　710065, China)

Abstract　An ultra performance liquid chromatography–tandem mass method was developed to determinate vitamin 

B12 in infant milk powder. Protein was precipitated by trichloroacetic acid. Vitamin B12 was adsorbed and purified by 
HLB solid phase extraction cartridges and eluted with 50% methanol. The determination was executed in an ACQUTITY 
UPLC BEH C18 column after methanol blown away. The optimal conditions were as follows: mobile phase was methanol–
10 mmol／L ammonium acetate water solution，gradient elution，MRM method，quantitative ion was m／z 678.3／147.2. 
Under the optimal conditions，the calibration curve was linear in the range of 0.5–200 μg／L with correlation coefficient(r)
of 0.999 3 and the detection limit of 0.3 μg／L. The spiked recoveries were in the range of 89.8%–92.9%. The relative 
standard deviation of determination results was less than 5%(n=6). The method has advantages of easy sample handling，

high sensitivity，good reproducibility and short analysis time and it can be used as routine method for measuring vitamin 
B12 of infant milk powder in Lab.
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维生素 B12(Cyanocobalamin，VB12 又称氰钴氨

素 ) 是一类含有类似氰钴氨素维生素活性物质的总

称。它是目前已经发现的最大、最复杂的维生素分

子，也是唯一含有金属离子的水溶性维生素［1］，是人

体必需的维生素之一。人类自身不能合成维生素

B12，需从膳食中获得。婴儿奶粉是婴儿获得各种营

养成分的主要来源，国家对婴儿配方奶粉中的维生

素 B12 含量有严格的规定，目前国家标准规定的测

定方法为生物法［2］，其缺点为步骤繁琐、费时费力、

微生物在培养时易受污染，测量准确度不高，而且对

操作人员的技术要求较高。此外，一些抗生素会对

待测菌种的生长产生抑制作用，当待测样品中含有

抗生素时，测定结果会出现错误或偏低［3］。由于婴

儿配方奶粉中的维生素含量极低，通常在 μg／kg
水平［4］，并且基质非常复杂，常规的液相色谱方法难

以对其含量进行测定［5–6］。笔者采用超高效液相色

谱串联质谱法对婴儿配方奶粉中的维生素 B12 进行

了测定，方法快速准确，适用于日常检测工作。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

超 高 效 液 相 色 谱 系 统：WATERS ACQUITY 
UPLC 型，美国 Waters 公司；

三重四级杆串联质谱仪：ACQUITY TQD 型，
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美国 Waters 公司；

MassLynx V4.1 工作站：美国 Waters 公司；

超声波清洗器：KH5200 型，上海超声波仪器

厂；

甲醇：色谱纯，美国 Thermo Fisher 公司；

维 生 素 B12 标 准 品：1 mg／瓶，德 国 DR. 
Ehernstorfer 公司；

固相萃取装置：Visiprep DL12 型，美国 Supelco
公司；

HLB 固 相 萃 取 小 柱：6 mL／(200 mg)，美 国

Waters 公司；

实验所用其它有机试剂均为分析纯；

实 验 用 水 为 超 纯 水 ( 由 美 国 Milipore 公 司

Milipore 纯水系统制备 )。
1.2　样品处理

HLB 小柱活化：依次用 3 mL 甲醇，3 mL 水活

化小柱，流量控制在 1 mL／s。

称 取 2.00 g 奶 粉 于 50 mL 离 心 管 中，加

入 18 mL 0.3 mol／L 三氯乙酸水溶液，涡旋混合

1 min 后置于暗处 30 min，期间间歇震摇动 3～5 次，

然后以 10 000 r／min 离心 5 min，快速滤纸过滤，弃

去 5 mL 初滤液。取 5 mL 滤液，上活化好的 HLB
小柱，自然流速，以 2 mL 水清洗小柱，弃去清洗液，

用 2 mL 50% 的甲醇洗脱，35℃下氮气吹至 1 mL
以下，去离子水定容到 1 mL，过 0.22 μm 滤膜后上

机测定。

1.3　UPLC–MS／MS 分析条件

色 谱 柱：ACQUTITY UPLC BEH C18 柱 (2.1 
mm×100 mm，1.7 μm，美 国 Waters 公 司 ) ；柱 温：

35℃；进样体积：10 μL ；流速：0.2 mL／min ；流动

相：A 为甲醇，B 为 10 mmol／L 乙酸铵，梯度条件

为 2% A(0 min)，2% A(2 min)，40% A(6 min)，100% 
A(6.2 min)，2% A(7 min)，2% A(10 min)。

质谱离子源为电喷雾源，正离子模式扫描；毛

细管电压和锥孔电压分别为 3.0 kV 和 30 V ；离

子源和脱溶剂气温度分别为 120℃和 350℃；脱溶

剂气流量和锥孔反吹气流量分别为 600 L／h 和 50  
L／h ；质量分析器高低端分辨率均为 14.5 ；碰撞室

气体为氩气，碰撞室真空度 0.35 Pa ；采用多离子反

应监测 (MRM) 方式定量。

2　结果与讨论

2.1　质谱参数的选择

将质量浓度为 0.5～1 mg／L 的维生素 B12 标准

品由质谱进样器注入质谱，采用 injection 模式，由全

扫描模式确定维生素 B12 的母离子 m／z 为 678.3 ；

采用子离子模式扫描，确定其子离子 m／z 为 147.2
和 359.2，其中 m／z 147.2 作为定量离子；对测定条

件进行优化，确定 m／z 678.3／147.2 时的锥孔电压

(cone) 值为 35 V，碰撞能量 (collision) 值为 30 eV，

m／z 678.3／359.2 时 cone 值为 40 V，collision 值为

40 eV。其全扫描质谱图及子离子扫描质谱图分别

见图 1、图 2。
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图 1　维生素 B12 全扫描图
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图 2　维生素 B12 离子扫描图

2.2　样品处理及优化

婴幼儿乳粉成分复杂，蛋白及脂肪含量较高，

干扰物质很多，进行固相萃取前必须进行蛋白质沉

淀过程［7–8］。参考文献［9–11］，对不同沉淀蛋白的

方法进行了比较，分别采用三氯甲烷、三氯乙酸、乙

腈、等电点沉淀蛋白。结果表明，采用乙腈沉淀蛋白

过柱前需将乙腈吹干，回收率不到 60% ；等电点沉

淀蛋白操作比较繁琐，不易掌握；采用三氯甲烷和

三氯乙酸回收率相近，但三氯甲烷沉淀效果不理想，

液体浑浊，并且其毒性较大；用三氯乙酸沉淀效果

好，回收率高，故实验采用三氯乙酸沉淀蛋白。

对 洗 脱 条 件 进 行 了 考 察，分 别 用 10%，30%，

50%，70%，90% 甲醇溶液对吸附维生素 B12 的 HLB
柱进行洗脱。结果表明，50% 甲醇洗脱液 2 mL 即

可将维生素 B12 全部洗脱，洗脱液用量少，并且最大

限度地将不必要的物质保留在 HLB 柱上，所以选用
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2 mL 50% 甲醇进行洗脱。

2.3　色谱条件的优化

流动相分别采用甲醇 –0.1% 甲酸水溶液；乙

腈 –0.1 甲酸水溶液；甲醇 –10 mmol／L 乙酸铵；乙

腈 –10 mmol／L 乙酸铵进行试验。结果表明采用

甲醇比乙腈时响应较高，加入乙酸铵时峰形比加入

甲酸好，故选择甲醇 –10 mmol／L 乙酸铵。因基质

复杂，为了有效分离和能快速对色谱柱进行冲洗平

衡，实验选用了流动相梯度洗脱。图 3 为维生素 B12

的 MRM 扫描色谱图。

4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0

4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0

678 359.1 
5.10

678 147 

5.11

t min

t min

m z

m z

图 3　维生素 B12 MRM 扫描色谱图

2.4　线性方程、线性范围和检出限

分 别 配 制 质 量 浓 度 为 0.5，1，10，20，50，200  
μg／L 的系列标准溶液，在选定的色谱质谱条件下

测定定量离子峰面积，以峰面积 y 对质量浓度 x 进

行线性回归，得线性方程为 y=4.997x+1.897，相关

系数 r=0.999 3，线性范围为 0.5～200 μg／L。以不

含维生素 B12 的成人奶粉为空白样品，经处理测定

其含量，以本底 3 倍计算得到样品的检出限为 0.3  
μg／kg ，样品的定量限为 1 μg／kg。

2.5　回收试验与精密度试验

选取一婴儿配方奶粉和一全脂奶粉，进行加标

回收试验，结果见表 1。
表 1　回收试验与精密度试验结果 (n=6)

样品
本底值／

(μg · kg–1)
加标量／

(μg · kg–1)
平均回收量／

(μg · kg–1)
回收率／

%
RSD／

%

全脂
奶粉

0
0
0

20
40
80

18.2
35.3
73.8

91.0
88.3
92.3

4.4
2.9
3.9

婴儿
奶粉

17.2
17.2
17.2

20
40
80

18.5
35.6
74.3

92.5
89.0
92.9

4.5
3.5
3.8

由 表 1 可 知，两 种 样 品 的 加 标 回 收 率 在

88.3%～92.9% 之间，测定结果的相对标准偏差为

2.9%～4.5%，说明本方法具有较高的准确度和良好

的精密度。

2.6　样品分析

采用本方法测定市售的几种奶粉中维生素 B12

含量，结果见表 2。由表 2 可以看出，一般测定结果

比标称的最小值大，产品符合标准。
表 2　实际样品测定结果　　　　　μg／kg　

样品 标称值 测定值

3 段配方羊奶粉 ＞ 8 13.2
2 段配方牛奶粉 ＞ 9 17.2
1 段配方样奶粉 5～7.6 10.3
2 段配方羊奶粉 ＞ 8 17.9

3　结语

建立了固相萃取净化 – 超高效液相色谱串联

四极杆质谱测定婴儿奶粉中维生素 B12 的方法。固

相萃取能有效去除基质干扰，方法的重现性好，灵敏

度、准确度高，可以满足婴幼儿奶粉中痕量维生素

B12 的直接测定，相比微生物法省时省力，可以作为

实验室常规测定婴幼儿奶粉中维生素 B12 的方法。
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