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高效液相色谱-质谱联用法测定乳品中的左旋肉碱 

张朝晖, 李建辉*, 崔凤云, 何  悦, 别  玮, 韩  深, 刘韦华, 刘  鑫, 严  华, 齐鹤鸣 
(北京出入境检验检疫局, 北京  100026) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱串联质谱法测定乳品中左旋肉碱的含量。方法  样品中的左旋肉碱用乙腈水

(3:1, V:V)溶液提取, 提取液经碱皂化后使溶液中结合态的左旋肉碱游离出来。提取液经酸液中和后, 高速离心

去除杂质, 取上清液并用微孔滤膜过滤, 稀释后用高效液相色谱-质谱联用仪进行测定和确证。结果  待测物质

在 2~100 ng/mL 范围内呈良好的线性关系(r2=0.9941), 左旋肉碱在不同基质中的加标回收率为 66.3%~110.5%, 

精密度为 2.0%~8.8%。结论  此法可满足日常进出口乳品中左旋肉碱含量的测定工作, 同其他方法相比具有准

确定性、操作简单、省时高效的特点。 
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Determinatin of L-carnitine in milk products by high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

ZHANG Zhao-Hui, LI Jian-Hui*, CUI Feng-Yun, HE Yue, BIE Wei, HAN Shen, LIU Wei-Hua, 
LIU Xin, YAN Hua, QI He-Ming 

(Beijing Exit-Entry Inspection and Quarantine Bureau, Beijing 100026, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of L-carnitine in milk products by high 
performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  L-carnitine in samples 
was extracted by acetonitrile:water (3:1, V:V) solution. The combined L-carnitine was released by alkaline 
saponification. After neutralized by acid, the extraction was centrifuged to discard impurity. Then superna-
tant was filtered by syringe filter (0.2 μm) and diluted. Finally, the sample was measured by HPLC-MS/MS. 
Results  It showed a good linearity of material in 2~100 ng/mL (r2=0.9941). The recoveries of L-carnitine in 
different matrix were 66.3%~110.5%, with the precision of 2.0%~8.8%. Conclusion  This method can meet 
the daily inspection work of import and export of L-carnitine in milk products. Compared with other methods, it 
has the characteristics of exact determination, simple operation, time saving and high efficiency. 
KEY WORDS: milk products; L-carnitine; high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

1  引  言 

肉碱(carnitine)是一种类氨基酸, 属于季铵阳离

子复合物, 可以由赖氨酸和蛋氨酸生物合成产生[1]。

肉碱有两个立体异构 : 生物活跃的左旋肉碱
(L-carnitine)以及其非生物活跃的对映异构体右旋肉
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碱(D-carnitine)[2]。左旋肉碱主要分布在肌肉、心脏中, 
能将长链脂肪酸转运进入线粒体, 并在此发生 β-氧
化产生能量[3]。人不仅可以通过食物获取左旋肉碱, 
而且在体内可自行合成, 但婴幼儿自身的合成能力较
低, 因此需要在婴幼儿食品中补充左旋肉碱。我国规
定在较大婴儿和幼儿配方食品中选择添加或标签中标

示含有左旋肉碱, 则其含量不低于 0.3 mg/100 kJ[4,5]。 
目前, 左旋肉碱的检测方法主要有离子色谱法

[6]、液相色谱法[7]、免疫法[8-10]、高效液相色谱-质谱
联用法[11-14]等。由于婴幼儿配方奶粉的基质复杂, 干
扰大, 不易准确测定[11], 本文建立了高效液相色谱-
质谱联用法, 用于婴儿配方奶粉、奶粉、牛奶等乳品
中左旋肉碱的测定和确证。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

材料: 乳品(北京出入境检验检疫局提供)。 
试剂: 左旋肉碱标准品: CAS 541-15-1, 纯度≥ 

98.0%(Sigma 公司); 定值婴儿/成人营养配方粉: 左
旋肉碱含量(136±14) mg/kg(Standard Reference Ma-
terial 1849a Infant/Adult Nutritional Formula 2014 
Gaithersburg, MD, USA); 实验用超纯水(由 Millipore 
Milli-Q 系统净化自来水获得); 浓盐酸和氢氧化钾均
为分析纯(国药集团化学试剂有限公司); 醋酸铵、甲
醇、乙腈均为色谱纯(Fisher 公司); 甲酸为色谱纯
(TEDIA公司)。 

标准储备液的配制: 称取左旋肉碱 0.05000 g入
10 mL容量瓶, 超纯水溶解, 并用超纯水稀释定容、
混匀。即得浓度为 5 mg/mL 的标准储备液, 可在
-18 ℃保存 6个月。 

标准工作液的配制: 用超纯水将左旋肉碱标准
储备液逐级稀释得到浓度为 2、5、10、20、50、100 
ng/mL的标准工作液, 现用现配。 

2.2  仪器与设备 

Xevo TQ三重四极杆质谱仪(配有电喷雾离子源, 
美国Waters公司); ACQUITY UPLC高效液相色谱仪
(美国Waters公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  色谱条件 
色 谱 柱 为 Waters ACQUITY UPLC® BEH 

HILIC(2.1 mm×150 mm, 1.7 μm); 柱温: 35 ℃; 进样

量: 10 μL; 流速: 0.25 mL/min; 流动相使用前超声脱
气 10 min; 流动相洗脱梯度见表 1。 
 
 

表 1  流动相洗脱梯度 
Table 1  Gradient elution procedures 

时间
(min) 

甲醇 
(%) 

5 mmol/L醋酸铵水溶液 
+0.1%甲酸(%) 

曲率 
(Curve) 

/ 5 95 / 

3.5 5 95 6 

5.0 80 20 6 

6.0 5 95 6 

 
2.3.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源; 扫描方式: 正离子扫描; 
检测方式: 多反应监测(MRM); 毛细管电压: 3 KV; 
雾化气、反吹气均为高纯氮气, 碰撞气为高纯氩气; 
源温: 150 ℃; 质谱参数见表 2。 
 
 

表 2  左旋肉碱质谱参数 
Table 2  Mass spectrometry parameters of L-carnitine 

名称 
定量离子 
对 m/z 

定性离子 
对 m/z 

锥孔 
电压/V 

碰撞 
能量/V 

左旋肉碱 162 > 103 162 > 60 30 17 

 
 
2.3.3  样品前处理 

(1) 奶粉的前处理 
从原始固体样品中取出部分代表性样品, 充分

混匀, 用四分法缩分出不少于 50 g的样品, 称取 8 g
均匀样品于 50 mL离心管中, 加入 40 mL水, 涡旋混
匀 1 min, 取 2.5 mL上述混匀样品, 转移至 50 mL离
心管中, 加入 1.5 mL 水, 再加入 16 mL 乙腈水(3:1, 
V:V)提取液涡旋混匀 1 min, 再加入 5 mL氢氧化钾水
溶液(1 mol/L)涡旋混匀 1 min, 60 ℃水浴振荡提取 30 
min, 静置在冷水浴中, 冷却至室温, 加入 5 mL盐酸
水溶液(1 mol/L)涡旋混匀 1 min, 取 1.8 mL混合液至
离心管, 14000 r/min离心 5 min, 取上清液过微孔滤
膜, 用水稀释 100 倍, 供高效液相色谱-质谱联用仪
分析[11]。 

(2) 液态乳的前处理 
量取 4 mL均匀样品于 50 mL离心管中, 加入 16 
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mL乙腈水(V:V, 3:1)提取液涡旋混匀 1 min, 再加入 5 
mL氢氧化钾水溶液(1 mol/L)涡旋混匀 1 min, 60 ℃水
浴振荡提取 30 min, 静置在冷水浴中, 冷却至室温, 
加入 5 mL盐酸水溶液(1 mol/L)涡旋混匀 1 min, 取
1.8 mL混合液至离心管, 14000 r/min离心 5 min, 取
上清液过微孔滤膜, 用水稀释 100倍, 待高效液相色
谱-质谱联用仪分析[11]。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件 

在流动注射条件下, 分别将 1 μg/mL的标准溶液
在正离子状态下进行全扫描, 选择合适的电离模式。
结果表明左旋肉碱在正离子模式下产生[M+H]+的峰

响应值最高, 选择其作为母离子并进行下一步碰撞
诱导解离, 对锥孔电压、离子源温度、去溶剂气温度、
去溶剂气流速、碰撞能量进行优化。选择丰度较高、

干扰较小的两对子离子进行多反应监测, 其中丰度
最高的作为定量离子, 经优化后的质谱条件见表 2。
图 1 为左旋肉碱标准溶液的多反应检测(MRM)总离
子流色谱图。 

 

3.2  样品前处理条件 

本研究将氢氧化钾水溶液加入试样后, 水浴加
热皂化[15], 将离心管置于冷水浴中, 冷却至室温, 再
加入 HCl溶液调节 pH值。对于奶粉中左旋肉碱的检
测, 既要保证取样的均一性, 又要减少样品基质中常
量目标化合物对仪器的污染。本研究从原始固体样品

中取出部分代表性样品, 充分混匀, 用四分法缩分, 
再称取均匀样品于离心管中, 加入适量水混匀, 进行
后续测定。 

3.3  方法学验证 

3.3.1  线性关系 
用超纯水将左旋肉碱标准储备液逐级稀释得到

标准工作溶液, 以各组分的峰面积(Y)和相对的质量
浓度(X)作标准曲线。实验表明, 待测物质在 2~100 
ng/mL 范围内呈良好的线性关系(r2=0.9941), 可以满
足定量分析的需要, 结果计算采用外标法定量。 
3.3.2  精密度 

分别对浓度为 5、20、100 ng/mL的标准溶液进
行 5次连续进样, 计算 5次测定值的平均值和 CV值
来考察方法的精密度, 结果如表 3所示。 

 
 

 
 
 

图 1  左旋肉碱标准溶液(100 ng/mL)的多反应检测(MRM)总离子流色谱图 
Fig. 1  TIC chromatogram of L-Carnitine in multiple reaction monitoring (MRM) obtained from a standard solution (100 ng/mL) 
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表 3  三个不同浓度水平标准溶液测定值的精密度(n=5) 
Table 3  Precision of standard solution at three levels (n=5) 

浓度(ng/mL) 测定值(mean±sd, ng/mL) CV(%) 

5 5.3±0.1 1.7 

20 21.6±0.3 1.2 

100 107.1±1.0 0.9 

 
由表3可见, 针对不同浓度的左旋肉碱标准溶液

进行连续进样, 3个浓度水平的 CV值为 0.9%~1.7%, 
显示了方法的随机误差小, 具有较好的精密度。 
3.3.3  回收率和检测限 

选择脱脂奶粉、全脂奶粉、脱脂牛奶和全脂牛

奶 4 种样品, 分别测定其本底值(n=5)。根据测定的
本底值, 添加约 0.5、1.0和 2.0倍于本底值的标准物
质到实际样品中, 进行回收率实验, 每个添加浓度
平 行 重 复 5 次 , 左 旋 肉 碱 加 标 回 收 率 在
66.3%~110.5%之间, 相对标准偏差在 2.0%~8.8%之
间。表 4 显示了方法具有较好的回收率, 能够满足
实际样品的分析要求。 

取储备液逐级稀释, 进样量为 10 μL。以信噪比

S/N=3 计算左旋肉碱的检出限 (LOD), 以信噪比
S/N=10 计算其定量下限(LOQ), 并以标准品的质量
进行计算, 得到左旋肉碱的 LOD 为 5.0 pg, LOQ 为
16.6 pg, 能够满足实际样品分析对检测限的需求。 
3.3.4  重现性 

通过同一台仪器、同一实验员、同一天对定值配

方粉进行重复测定(n=7), 考察方法的日内精密度 ; 

通过同一台仪器、同一实验员、连续 3 d对定值配方

粉进行重复测定(n=7), 考察方法的日间精密度。日内

精密度和日间精密度良好, 分别为 2.0%和 4.0%。 

4  结  论 

本文建立了高效液相色谱-串联质谱联用法检测

乳品中左旋肉碱含量。样品中的左旋肉碱用乙腈水溶

液提取, 提取液经碱皂化后使溶液中结合态的左旋

肉碱游离出来。提取液经酸液中和后, 高速离心去除

杂质, 取上清液并用微孔滤膜过滤, 稀释后用液相色

谱-质谱联用仪进行测定和确证。该方法重现性良好, 

回收率和精密度均符合食品检测要求。 
 
 
 

表 4  不同样品中左旋肉碱的回收率(n=5) 
Table 4  Recovery assay of L-carnitine for different samples (n=5) 

样品名称 
本底测定值 

添加量(mg/kg) 
回收率 

测定均值(mg/kg) RSD(%) 回收率均值(%) RSD(%) 

脱脂奶粉 284.7 6.5 

150 77.4 4.7 

300 82.9 2.0 

600 68.2 2.0 

全脂奶粉 193.3 5.8 

100 88.9 2.6 

200 94.2 5.1 

400 79.4 3.5 

脱脂牛奶 27.6 4.5 

15 97.9 6.8 

30 89.4 3.8 

60 84.6 2.4 

全脂牛奶 27.1 5.9 

15 103.6 6.2 

30 84.5 2.1 

60 68.5 8.8 
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