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摘要
本研究开发并验证了一种高效且稳定的方法，用于分析婴幼儿配方奶粉中的维生素 
A、维生素 D2/D3 以及 α-、β-、γ- 和 δ-维生素 E。首先对婴幼儿配方奶粉样品进行皂化
处理，然后使用 Agilent Bond Elut Plexa 聚合物 SPE 通过固相萃取 (SPE) 进行萃取和净
化。通过 HPLC-DAD 分析净化后的样品提取物中的维生素 A 和 E，并通过 LC/MS/MS 
分析其中的维生素 D2 和 D3。所开发的方法重现性好 (RSD < 10%)、回收率高 (81.2%–
97.3%)，是用于测定脂溶性维生素的一种简便、低成本、高效且易于操作的技术。

使用 Agilent Bond Elut Plexa 聚合物 
SPE 通过 HPLC 和 LC/MS/MS 测定 
婴幼儿配方奶粉中的脂溶性维生素
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前言
脂溶性维生素如维生素 A、D 和 E（图 1），
是影响人体健康和儿童成长的重要营养元
素。因此，对于食品行业，在婴幼儿配方
奶粉中添加维生素 A、D 和 E 具有重要意 
义 [1-3]。然而，未消化的脂溶性维生素会
随着时间积累，难以从体内排出 [4]。因
此，出于安全考虑，准确定量婴幼儿配方
奶粉中的维生素含量至关重要。

许多研究文献中采用液液萃取 (LLE) 或固
相萃取 (SPE) 结合 HPLC 或 LC/MS，对
食品中的脂溶性维生素进行定量 [5-8]。然
而这些方法并不适用于婴幼儿配方奶粉，
因为婴幼儿配方奶粉的基质组成非常复
杂，脂肪含量高，且法规所要求的维生素 
A、D 和 E 的含量也存在明显差异[9,10]。婴
幼儿配方奶粉中添加的维生素 A 和 E 的
最常见形式是视黄醇醋酸酯、视黄醇棕
榈酸酯和 α-生育酚醋酸酯，因为它们的
稳定性更好[11]。因此，在对样品进行萃取
和净化之前，有必要通过皂化反应或碱
消化将所有酯转化为醇，然后再对总含
量进行定量[12]。配备 DAD 的 HPLC 广泛
应用于维生素 A 和 E 的分析，此方法无
需内标，但难以检测痕量 (ppb) 的维生素 
D2 和 D3，因为这些维生素的基线色谱分
离始终是一个难题。LC/MS/MS 可以有
效、灵敏地检测维生素 D2 和 D3，无需

完全的基线色谱分离。然而，高浓度的维
生素 A 和 E 可能导致 MS 检测器饱和，使
定量结果不准确。此外，婴幼儿配方奶粉
基质中的脂质共萃取物可能引起明显的离
子抑制，因而必须使用昂贵的维生素 D2 
和 D3 内标。鉴于此，我们开发了一种方
法，首先对婴幼儿配方奶粉样品进行皂化
反应，随后使用 Bond Elut Plexa 进行萃
取和净化。然后通过 HPLC-DAD 对维生素 
A 和 E 进行定量，并通过 LC/MS/MS 对
维生素 D2/D3 进行定量。这套用于婴幼
儿配方奶粉分析的完整解决方案表现出 
了优异的性能，所有目标维生素的回收率 
均 > 80% 且 RSD < 10%。

设备与材料

 – Agilent 1290 Infinity II 液相色谱，配
备全能泵、Multisampler、可变波长
检测器

 – Agilent 1290 Infinity II 液相色谱和配备
安捷伦喷射流电喷雾离子源的 6470A 
三重四极杆液质联用系统

 – Agilent Bond Elut Plexa 萃取柱，
200 mg，6 mL（部件号 12109206）

 – Agilent Vac Elut 20 真空萃取装置（部件
号 12234101）

 – 带加热系统的氮气蒸发器，购自 
Organomation Associates, Inc.  

图 1. 脂溶性维生素的结构和 Log P 值

视黄醇（维生素 A）
Log P：5.7

α-生育酚（α-维生素 E）
Log P：10.7

γ-生育酚（γ-维生素 E）
Log P：10.3

β-生育酚（β-维生素 E）
Log P：10.3

δ-生育酚（δ-维生素 E）
Log P：10.0

钙化醇（维生素 D2）
Log P：7.4

胆钙化醇（维生素 D3）
Log P：7.5
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(MA, USA)

试剂与标准品
所有试剂和溶剂均为 HPLC 或分析纯级。
甲醇 (MeOH) 购自 Honeywell (Muskegon, 
MI ,  USA)；乙醇  (EtOH) 购自  Acros 
Organics (Geel, Belgium)；丙酮和氢氧化
钾 (KOH) 购自国药集团（中国北京）。抗
坏血酸和 2,6-二叔丁基对甲酚 (BHT) 均
购自 CNW（中国上海）。维生素标准品
和内标购自阿尔塔科技有限公司（中国天
津），用乙醇配制，置于 –20 °C 下储存。

样品前处理
用乙醇 (EtOH) 配制 5 mg/mL 维生素 A 和 
E 储备液。用 EtOH 配制 10 µg/mL 维生
素 D2、D3 溶液及相应的内标。婴幼儿配
方奶粉购自本地超市。图 2 展示了分步
程序，其主要包括两个部分：样品皂化和 
SPE 净化。

将 5 mL 水加入 1 g 配方奶粉中。将样品
充分混合，得到均匀的浆液。据报道，抗
坏血酸和 BHT 为抗氧化剂，在样品前处
理和检测过程中可防止维生素降解[13]，因
此在开始处理样品时加入这两种物质。加
入 EtOH 是为了增加维生素溶解度，改善
脂肪样品与 KOH 溶液发生皂化反应时的
均匀性。80 °C 水浴皂化过程中，在样品
底部通入温和的氮气流，以防止维生素氧
化。皂化处理后，样品颜色由黄绿色变为
深棕色。

LC/MS/MS 条件

色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm（部件号 695775-902）

柱温 40 °C

自动进样器温度 15 °C

进样量 5 µL

流动相 A) 含 0.1% FA、4.5 mmol/L 甲酸铵和 0.5 mmol/L 氟化铵的水溶液 
B) 含 0.1% FA、4.5 mmol/L 甲酸铵和 0.5 mmol/L 氟化铵的甲醇溶液

流速 0.4 mL/min

梯度

时间 (min) B% 
0 88 
1 88 
4 90 
5 93 
5.1 94 
5.8 94 
6 100

停止时间 17 min

电离模式 正离子

池加速电压 4

气体温度 300 °C

气体流速 5 L/min

雾化器 45 psi

鞘气温度 250 °C

鞘气流速 11 L/min

毛细管 4000 V

HPLC 条件 

色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell 120 PFP, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm（部件号 695775-408）

柱温 40 °C

自动进样器温度 15 °C

进样量 5 µL

流动相 A) 水 
B) 甲醇

梯度

时间 (min) %B 流速 (mL/min) 
0 80 0.5 
2 80 0.5 
3 90 0.5 
6 90 0.5 
7 100 0.5

停止时间 9 min

DAD 检测 维生素 E 为 294 nm，维生素 A 为 325 nm

名称 保留时间 离子对 (m/z) 碎裂电压 (V) 碰撞能量 (eV)

VD2 7.14 397.3 & 379.7 
397.3 & 91.0 100 10 

70

VD2-d3 7.13 400.3 & 125.4 120 10

VD3 7.19 385.3 & 259.5 
385.3 & 367.6 100 10 

10

VD3-d3 7.18 388.3 & 370.4 100 10
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使用 Bond Elut Plexa 萃取柱（独特的
聚合物基质 SPE）进行样品净化。先进
的聚合物结构可实现出色的维生素提取
性能，且不会使大分子内源蛋白质结合
到孔中。即使在皂化反应的极强碱性条
件下，该性能仍然保持稳定。在样品清
洗过程中，使用约 10 mL 水清洗萃取柱 
（可通过 pH 试纸确认），并用 80/20 甲醇/ 
水混合溶液洗去疏水性干扰物。样品净化
后，一半样品用于 HPLC-DAD 分析维生
素 A 和 E，另一半用于 LC/MS/MS 分析
维生素 D2 和 D3。

图 2. 使用 Agilent Bond Elut Plexa 聚合物 SPE 对婴幼儿配方奶粉进行脂溶性维生素分析的样品前处理过程

维生素 A 和 E 在 HPLC-DAD 上分析

样品预处理

SPE 净化：Agilent Bond Elut Plexa 聚合物 SPE，200 mg，6 cc，45 µm（部件号 12109206）

维生素 D2 和 D3 在 LC/MS/MS 上分析

      准确称取 1.0 g 婴幼儿配方奶粉，置于 50 mL 离心管中，并用 5 mL 水溶解。
然后加入内标 VD2-d3 和 VD3-d3

加入 0.5 g 抗坏血酸和 0.1 g BHT，然后加入 10 mL EtOH 和 5 mL 50% KOH 溶液，混合均匀

在 80 ℃ 水浴下孵育样品 45 分钟，同时向样品底部通入温和的氮气流

用 10 mL 水清洗萃取柱以中和萃取柱，然后用 3 mL 80/20 甲醇/水溶液清洗萃取柱 

用两份 1 mL 丙酮洗脱。然后，在氮气下干燥样品，并用 1 mL 甲醇复溶。超声处理样品 1 分钟，
使其完全溶解，并用 Captiva 优级 RC 针头过滤器（部件号 5190-5108）过滤

完成后，盖上样品，并立即在流水下冷却

用 3 mL 甲醇和 3 mL 水依次对萃取柱进行活化与平衡

上样 2.5 mL 皂化溶液并进行重力自流
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方法验证与讨论
将维生素 A 和 E 加入甲醇溶液中，得到 
0.05、0.1、0.5、1、5、10、20、100 
和 200 µg/mL 的标准溶液，通过 HPLC 
分析绘制校准曲线。将用甲醇配制的维

生素 D2 和 D3 标准溶液（浓度分别为 
1、5、10、20、50、100、200、500 
和 1000 ng/mL，含 80 ng/mL 内标）用
于 LC/MS/MS 分析。在 HPLC-DAD 分
析中，Agilent InfinityLab Poroshell 120 

PFP 色谱柱为维生素 A 和四种维生素 E 
提供了出色的峰形以及基线分离。使用 
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色谱柱
分离维生素 D2 和 D3，在基质干扰下提供
了有效的色谱分离。色谱图如图 3 所示。

图 3. 左图：婴幼儿配方奶粉中加标浓度为 25 µg/g 的维生素 A (325 nm) 以及加标浓度为 250 µg/g 的 α-、β-、γ- 和 δ- 维生素 E (294 nm) 的 HPLC 色谱图。右图：婴
幼儿配方奶粉中加标浓度为 0.8 µg/g 的维生素 D2 和 D3 以及加标浓度为 0.4 µg/g 的相应内标的 LC/MS/MS 色谱图
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此外，通过使用合适的流动相添加剂，维
生素 D2 和 D3 的 LC/MS/MS 灵敏度明显
提高，如图 4 所示。与仅在流动相中加入
甲酸（条件 1）相比，加入 4.5 mmol/L 甲
酸铵（条件 2）可显著改善峰强度。在条
件 2 的基础上，再加入 0.5 mmol/L 氟化
铵，可以进一步提高维生素 D2 和 D3 的
离子化效率，从而使响应加倍。

LC/MS 流动相条件

峰高比值

维生素 D2 维生素 D3

条件 1 1 1

条件 2 30 41

条件 3 54 73

图 4. 不同流动相条件下维生素 D2 和 D3 的峰强度。条件 1：A) 含 0.1% FA 的甲醇溶液；B) 含 0.1% FA 的水溶
液；条件 2：A) 含 0.1% FA、4.5 mmol/L 甲酸铵的甲醇溶液；B) 含 0.1% FA、4.5 mmol/L 甲酸铵的水溶液；
条件 3：A) 含 0.1% FA、4.5 mmol/L 甲酸铵和 0.5 mmol/L 氟化铵的甲醇溶液；B) 含 0.1% FA、4.5 mmol/L 甲
酸铵和 0.5 mmol/L 氟化铵的水溶液
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分别用 Agilent MassHunter 定量分析软
件和 Agilent ChemStation 分析工作站软
件处理 LC/MS/MS 和 HPLC 数据。纯标
准品校准曲线如图 5 所示。使用未加权
线性回归拟合在 0.05–200 µg/mL 的动态
范围内建立维生素 A 和 E 的校准曲线，
R2 为 0.999。使用线性回归拟合和 1/x 加
权在 1–1000 ng/mL 的动态范围内建立
维生素 D2 和 D3 的校准曲线，R2 分别为 
0.998 和 0.999。 

δ-VE

VA α-VE

β-VE γ-VE

VD2

VD3

相关系数：0.99989

相关系数：0.99992

相关系数：0.99997

含量 [µg/mL]

含量 [µg/mL]

相关系数：0.99990

含量 [µg/mL]

相关系数：0.99993

含量 [µg/mL]

含量 [µg/mL]

峰面积 = 4.01648701 * Amt + 2.0072037

峰面积 = 4.65676381 * Amt + 2.0248838 峰面积 = 5.05759366 * Amt + 2.1291968

峰面积 = 3.65319339 * Amt + 0.8151227峰面积 = 67.3538376 * Amt + 0.1530577

峰面积

峰面积

峰面积

峰面积

峰面积

VD2 - 9 个浓度，使用 9 个浓度。使用 9 个点，16 个 QC

VD3 - 9 个浓度，使用 9 个浓度。使用 9 个点，16 个 QC

y = 0.549357 * x + 0.004645
R^2 = 0.99832282
类型：线性，原点：忽略，加权：1/x

y = 1.091484 * x + 0.002164
R^2 = 0.99962400
类型：线性，原点：忽略，加权：1/x

相
对
响
应

相
对
响
应

相对浓度

相对浓度

图 5. HPLC-DAD 分析中维生素 A 和 E 的纯标准品校准曲线以及 LC/MS/MS 分析中维生素 D2 和 D3 的纯标准
品校准曲线
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在低加标浓度和高加标浓度下，对 QC 样
品进行四次重复测试，以评估准确度和
精密度，结果如表 1 所示。由于婴幼儿
配方奶粉中普遍含有营养添加剂，无法
获得真正的基质空白。因此，根据纯标
准品校准曲线来对分析物进行定量。在 
LC/MS/MS 上的基质效应通过使用稳定标
记的氘代内标来进行校正。对于 LC-DAD  
分析，因为已经对目标物实现了良好的分 
离，不存在基质效应的问题。对基质对照

进行初步定量，发现维生素 E 的浓度非常
高（α-生育酚当量总计为 9.8 mg/100 g），
而维生素 D3 浓度较低 (13 µg/100 g)。
此结果证实了通过  H P L C - D A D  或 
LC/MS/MS 同时定量分析所面临的重大
挑战。该结果也表明，必须使用 HPLC-
DAD 定量分析高浓度的维生素 A 和 E，
使用 LC/MS/MS 定量分析低浓度的维生 
素 D2 和 D3。然后配制两种浓度的加标 
QC 样品，并使用基质对照贡献校正进

行四次重复定量分析。低浓度 QC 样品
的加标浓度为基质对照的 2–3 倍，而高
浓度 QC 样品的加标浓度为基质对照的  
4–5 倍。使用基质对照贡献校正计算浓
度，然后将校正后的计算浓度对应于实际
加标浓度。根据校正后计算浓度与实际加
标浓度的比值计算回收率。所有回收率均
高于 80%，RSDs 低于 10%。

表 1. 低加标浓度和高加标浓度下，婴幼儿配方奶粉中维生素的方法定量分析结果 (n = 4)

分析物

基质 QC-低浓度 QC-高浓度

背景  
(µg/g) 

RSD%  
(n = 4)

加标浓度  
(µg/g)  

计算浓度  
(µg/g) 

校正浓度  
(µg/g) 回收率%

RSD%  
(n = 4)

加标浓度  
(µg/g)  

计算浓度  
(µg/g) 

校正浓度  
(µg/g) 回收率%

RSD%  
(n = 4)

VA 5.4 9.1 15.0 19.5 14.1 95.6 8.5 25.0 27.5 22.1 89.9 8.9

VD2 0 0 0.4 0.36 0.36 89.5 2.0 0.8 0.65 0.65 81.2 4.5

VD3 0.13 6.2 0.4 0.46 0.33 87.9 3.4 0.8 0.88 0.75 94.6 2.2

α-VE 87.2 2.4 150.0 229.3 142.1 96.7 8.8 250.0 301.3 214.1 89.4 1.5

β-VE 1.3 6.5 150.0 144.0 142.7 95.2 5.6 250.0 213.3 212.0 84.9 2.2

γ-VE 99.5 1.2 150.0 242.7 143.2 97.3 6.9 250.0 309.3 209.8 88.5 1.5

δ-VE 44.0 6.6 150.0 186.7 142.7 96.2 8.6 250.0 248 204.0 84.4 3.2
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结论
本研究展示了一种用于婴幼儿配方奶粉中
脂溶性维生素分析的高效且稳定的工作流
程，该工作流程首先将样品皂化，然后使
用 Agilent Bond Elut Plexa 聚合物 SPE 进
行萃取和净化。HPLC-DAD 和 LC/MS/MS 
两个独立平台为婴幼儿配方奶粉中的不同
维生素提供了合适的定量水平。方法验
证表明该方法具有出色的回收率 (81.2%–
97.3%) 和精密度 (RSD < 8.9%)。 
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