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摘要

消化液样品未经进化处理，借助 LC/TOF-MS 的高分辨和准确

质量测定能力，进行直接分析。样品来自体外的消化模型。通

过方法学验证，本方法可用于这类模型中叶酸摄入量的检测。

引言

众所周知，摄入叶酸对人体健康有益。通常可以通过

服用药物或食用富含叶酸的食品来增加叶酸的摄入量。

LC/TOF-MS 分析消化液中的叶酸

应用

测定消化道中叶酸占总体摄入量的比例，对于研究叶

酸的摄入非常重要。目前主要通过一种体外消化模型

来研究叶酸的可摄入性。

考虑到消化液成分复杂（例如，唾液、胃液和食糜），

在对这类样品中的叶酸进行分析时，通常要求样品的

净化程度较高。传统的净化方法包括免疫色谱法和固

相萃取法。

利用 LC/TOF-MS 的高分辨能力和独有的准确质量测

定性能，可以省去这些净化处理过程，对消化液中的

叶酸进行直接检测。这可降低净化过程中叶酸降解的

风险，使高通量分析成为可能。本应用报告介绍了直

接检测消化液中叶酸的方法。

实验部分

样品制备

唾液、胃液和食糜按文献描述的方法进行准备 [1]。

样品制备方法为直接取样，取一份消化液，直接注入

LC/TOF-MS系统。

食品安全
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LC/MS 条件
LC 条件
仪器： Agilent LC 1200 SL 

色谱柱： ZORBAX SB-C8，100 mm × 2.1 mm，1.8 µm
(部件号 828700-906)

柱温： 80 ºC

流动相： A：1% 甲酸水溶液
B：乙腈-水-甲醇（26:60:14, v/v）

梯度： 0 min 时，流动相 B 的比例为 5%
4 min 时，流动相 B 的比例为 5%
8 min 时，流动相 B 的比例为 40%
8.1 min 时，流动相 B 的比例为 40%
9 min 时，流动相 B 的比例为 5%

流速： 0.5 mL/min

进样量： 10 µL

MS 条件
仪器： Agilent 6210 LC/TOF-MS

离子源： ESI 正离子模式

干燥气流速： 9 L/min

雾化器压力： 60 psig

干燥气温度： 350 ºC

毛细管电压： 4000 V

碰撞诱导解离电压： 150 V

Skimmer： 60 V

扫描方式： m/z 110-940，每秒扫描 1.5 次

内标参比溶液： 含有 2 ml/L 嘌呤和 1 ml/L HP-921 的乙腈溶液
(100 mg/L)，以恒定的速率从第二个喷口喷入

参比质量： m/z 121.020873 和 922.009798

结果与讨论

校正标准品

叶酸的结构见图 1。在本研究的分析条件下，由于不

用考虑灵敏度，因此，仅对准确质量分析和预期的样

品浓度下的线性进行优化。图 2为 1 µg/mL标准品

的色谱图。该浓度下的信噪比 (S/N)通常大于 500。

以在 1 µg/mL〜100 µg/mL范围内建立校正曲线，证

明 LC/TOF-MS具有较宽的线性动态范围。

图 1. 叶酸的结构式、精确分子量及分子式
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XIC of +TOF MS: 442.142 to 442.151 amu from 06072001.wiff
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图 2. 1 µg/mL 叶酸标准品的提取离子色谱图（离子提取窗口为M+H 离子准确质量±10 ppm）

Calibration curve folic acid

0

5000000

10000000

15000000

20000000

25000000

0 10 20 30 40 50 60
Concentration folic acid (µg/mL)

Response

y = 415215x - 69578
R2 = 0.9924

图 3. 1〜100 µg/mL 的叶酸校正曲线
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方法学验证

图 4〜6 分别为 1 µg/mL消化液加标样品的总离子色

谱图 (TIC)、提取离子色谱图 (EIC) 和质谱图。所有

样品中目标化合物的质量准确度均优于 3 ppm。EIC

是在 442.1425〜442.1515 (±10 ppm) 的质量窗口中

提取而得。

基质效应考察

通过测定加标的唾液、胃液和食糜样品考察基质效应。

加标浓度为 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75 和 100 µg/mL。

图 7 显示了各种基质中目标化合物的响应情况。结果

显示，食糜样品的基质抑制效应最小，而唾液和胃液

的基质抑制效应相对较高。

TIC of +TOF MS: from 2006062111.wiff 
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XIC of +TOF MS: 442.142 to 442.151 amu from 2006062111.wiff 
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 +TOF MS: 6.615 to 6.661 min from 2006062111.wiff Agilent, subtracted (6.764 to 6.902 ... 
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图 4. 1 µg/mL 唾液加标样品中叶酸的 TIC (A)、EIC (B)和质谱图 (C)



 +TOF MS: 6.594 to 6.639 min from 2006062129.wiff Agilent, subtracted (6.697 to 6.823 ...
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TIC of +TOF MS: from 2006062129.wiff
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XIC of +TOF MS: 442.142 to 442.151 amu from 2006062129.wiff
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图 5. 1 µg/mL 胃液加标样品中叶酸的 TIC (A)、EIC(B) 和质谱图 (C)
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XIC of +TOF MS: 442.142 to 442.151 amu from 2006062156.wiff
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 +TOF MS: 6.525 to 6.560 min from 2006062156.wiff Agilent, subtracted (6.617 to 6.732 ...
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图 6. 1 µg/mL 食糜加标样品中叶酸的 TIC (A)、EIC (B)和质谱图 (C)
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Response in different gastrointestinal juices  
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图 7. 不同消化液加标样品中叶酸的校正曲线

为考察方法的准确度和精密度，取 50 µg/mL 的加标

胃液和食糜，在 4 天中分别进行分析，每两天之间相

隔一个星期，结果见表 1。

通过绘制标准曲线，对唾液、胃液和胆汁中的检测限

(LOD) 进行测定。由校正曲线计算得到 Y 轴截距和

斜率。LOD 为 Y 轴截距相应的浓度加上三倍的 Y 轴

截距标准偏差。计算结果见表 2。

表 1. 准确度 (%) 和变异性 (%)

第一周 第二周 第三周 第四周

准确度 (%) CV (%) 准确度 (%) CV (%) 准确度 (%) CV (%) 准确度 (%)

胃液 91.9 1.2 99.3 4.2 82.9 6.0 91.7
食糜 99.9 2.1 102.5 3.7 91.4 4.2 93.3
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表 2. 检测限 (LOD) 计算结果

唾液 (µg/mL) 胃液 (µg/mL) 食糜 (µg/mL)
LOD 0.4 0.7 0.6

结论

本次研究工作的目的是在尽量简化净化处理步骤的基

础上，开发一种消化液中叶酸的分析方法。利用

Agilent LC-TOF 的高分辨能力，样品可以不经过任

何的净化处理，直接检测。这种检测方法已证明在复

杂基质中具有很高的准确度和重现性。在不同基质中

响应值均呈线性，基质效应较小，并且在叶酸摄入研

究所要求的检测浓度范围内对方法进行了验证。

更多信息

有关产品和服务的更多信息，请访问我们的网站

www.agilent.com/chem/cn。
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