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同位素稀释-超高压液相色谱-串联质谱法测定 
维生素营养液中的泛酸含量 

李洪燕 1, 李秀英 1, 陈俊禧 2, 刘冬虹 1, 林森煜 1, 卢宇靖 2, 黄金凤 1* 

(1. 广州质量监督检测研究院, 广州  511400; 2. 广东工业大学轻工化工学院, 广州  510006) 

摘  要: 目的  建立测定维生素营养液中泛酸含量的同位素稀释-超高压液相色谱-串联质谱法(ID-UHPLC- 

MS/MS)。方法  样品经高氯酸水溶液涡旋提取和除杂、超纯水稀释后, 以 HSS T3色谱柱和 0.1%(v:v)甲酸水溶

液-乙腈进行梯度洗脱分离, 以串联质谱的多反应监测模式检测, 内标法定量。结果  泛酸在 5~1000 µg/L范围内

具有良好的线性关系, 相关系数(R2)为 0.9998; 方法检出限为 0.02 mg/100 g, 定量限为 0.07 mg/100 g, 3个添加水

平的回收率为 93.4%~105%, 相对标准偏差(n=6)为 2.3%~4.4%, 日间相对标准偏差(n=3)为 2.72%。结论  本方法

操作简便、分析速度快、灵敏度高、重复性好, 为维生素营养液中泛酸含量的定性定量分析提供了可靠的依据。 
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Determination of pantothenic acid in multivitamin supplement solution by 
ultra high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry with isotope dilution 
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LU Yu-Jing2, HUANG Jin-Feng1* 

(1. Guangzhou Quality Supervision and Testing Institute, Guangzhou 511400, China; 
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ABSTRACT: Objective  To develop a simple and rapid method for determination of pantothenic acid in 

multivitamin supplement by ultra high performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry with 

isotope dilution (ID-UHPLC-MS/MS). Methods  The sample was extracted and purified by perchloric acid 

solution, and separated on an HSS T3 UPLC column with acetonitrile and 0.1% formic acid solution as mobile 

phase under gradient elution mode, then detected with tandem mass spectrometry under ESI at positive and 

multiple reaction monitoring (MRM) mode. Stable isotope was used as an internal standard for quantification. 

Results  Pantothenic acid has a good linear relationship in the range of 5~1000 μg/L, the limit of detection 

(LOD) and quantitation (LOQ) of the method was 0.02 mg/100 g and 0.07 mg/100 g respectively. The fine 

recovery (93.4%~105%), the relative standard deviation (2.3%~4.4%, n=6) and inter-day with RSD (2.72%, 

n=3) of this method were also obtained. Conclusion  The proposed method was successfully applied to 

determine pantothenic acid in multivitamin supplement. Compared with the standard method, the proposed 

method was sensitive, rapid, and accurate. It provides a rapid approach for the analysis of pantothenic acid in 

complex matrix multivitamin supplement solution. 

 



第 4期 李洪燕, 等: 同位素稀释-超高压液相色谱-串联质谱法测定维生素营养液中的泛酸含量 1505 
 
 
 
 
 

 

KEY WORDS: pantothenic acid; ultra high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

isotope dilution; multivitamin supplement solution 
 
 

1  引  言 

泛酸又称维生素 B5、遍多酸, 是一种水溶性维生

素, 几乎存在于所有活细胞中。泛酸是生物机体正常

生理代谢所必须的营养素, 在机体内能转变成辅酶

A(Co A)或酰基载体蛋白(ACP), 参与脂肪酸代谢反

应; 也是脂肪酸合成类固醇所必需的物质, 可参与类

固醇紫质、褪黑激素和亚铁血红素的合成; 还是体内

胆碱乙酰化、柠檬酸循环、合成抗体等代谢所必需的

中间物。此外, 泛酸及其衍生物还可以减轻抗生素等

药物引起的毒副作用, 参与多种营养成分的吸收和

利用[1-3]。由于维生素在食物中含量不均, 人们通过

膳食难以保证其摄入量, 服用维生素补充剂可以弥

补膳食摄入不足。目前市场上标榜原装进口的维生素

营养液倍受家长青睐, 因此, 建立准确测定其营养成

分的方法, 对于监测该类产品的质量情况具有重要

意义。 

目前, 文献报道的泛酸的检测方法有微生物法
[4-5]、高效液相色谱法[6-10]、气相色谱-质谱联用法[11]、

高效毛细管电泳法[12]、超临界流体色谱法[13]和液相

色谱串联质谱法[14-16]等。微生物法是测定泛酸的经典

方法, 但该方法操作复杂、检验时间长、对环境条件

要求高。高效液相色谱法是检测泛酸比较常用的方法, 

检出限约为 1 mg/L[6-10], 但该法抗干扰能力不强, 在

定性方面存在不足。液相色谱串联质谱法定性准确, 

且具有较高灵敏度和较强分离能力, 可以在短时间

内分析含量低、组分复杂的样品, 结合同位素可以有

效地校正基质干扰和质谱电离带来的误差, 国内外

已有报道利用此法测定乳粉中的泛酸[14-16]。 

对于维生素营养液, 成分复杂, 通常会加入果

糖、黄原胶等添加剂来调节风味和乳化保鲜, 这些成

分给泛酸的准确定性定量带来极大的干扰。因此, 研

究除去这些基质干扰成为泛酸测定的关键点。鉴于此, 

本研究通过实验优化, 利用高氯酸溶液氧化除杂, 结

合串联质谱的特异性和同位素内标的消减基质效益

的作用, 建立维生素营养液中泛酸的测定方法。本方

法简单灵敏, 为维生素营养液中泛酸的定性定量分

析提供了可靠的依据, 同时也可为营养保健品的市

场监管提供技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  主要仪器与试剂 

超高压液相色谱 -串联质谱联用仪 (Agilent 

1290/6490, 美国Agilent公司); Acquity＠HSS T3柱(美

国Waters公司); 高速冷冻离心机(3K 15, 美国 Sigma

公司); 万分之一天平(BSA224S, 德国 Sartorius公司); 

涡旋仪(MS3, IKA公司)。 

泛酸钙 (纯度≥ 98.0%, 德国 Dr Ehrenstorfer 

GmbH 公司); 泛酸钙-[13C6,
15N2](纯度≥99.5%, 美国

Iso Sciences 公司); 甲酸(色谱纯, 安谱公司); 乙腈

(色谱纯, 美国Merck公司); 高氯酸(70%~72%, 广州

化学试剂厂); 实验用水为超纯水。 

2.2  标准溶液的配制 

泛酸标准溶液(200 μg/mL): 称取泛酸钙 54.5 mg, 

加水溶解至 250 mL(泛酸钙换算成泛酸的系数为

0.92), 4 ℃保存。 

泛酸同位素标准溶液(200 μg/mL): 称取泛酸钙

-[13C6,
15N2] 10 mg, 加水溶解至 50 mL, 4 ℃保存。 

高氯酸溶液(0.5 mol/L): 在 500 mL烧杯中加入

300 mL超纯水, 加入 50 g高氯酸, 搅拌均匀, 转移至

1 L容量瓶中, 用超纯水定容至刻度。 

2.3  样品前处理 

称取维生素营养液样品 1.0 g(精确至 0.0001 g)于

10 mL棕色比色管中, 加入 5 mL高氯酸溶液, 涡旋

振摇均匀后以高氯酸溶液定容, 涡旋提取 2 min, 取

部分溶液于 12000 r/min离心 2 min, 取上清液 0.5 mL

于 50 mL比色管中, 加入泛酸同位素标准溶液 25 μL, 

用超纯水定容, 涡旋振荡 1 min, 过 0.22 μm滤膜, 滤

液供 UHPLC-MS/MS分析。 

2.4  UHPLC-MS/MS 检测条件 

色谱柱: Waters HSS T3柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 

μm); 流速 0.45 mL/min; 柱温 30 ℃; 进样量 2 μL; 流

动相 A: 0.1%(v:v)甲酸溶液; 流动相 B: 乙腈。梯度洗

脱条件见表 1。 
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表 1  流动相梯度洗脱条件 
Table 1  Gradient program for PA 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0.0 92 8 

2.2 80 20 

2.4 50 50 

4.0 50 50 

4.1 92 8 

7.0 92 8 

 
电喷雾离子源 , 正离子模式 ; 多反应监测

(MRM)模式 ; 毛细管电压 1.5 kV; 离子源气温

150 ℃; 气流 14 L/min, 鞘气温度 250 ℃; 鞘气流量

(氮气)11 L/min; 毛细管电压 3000 V。泛酸及其同位

素内标的定量和定性离子对、碰撞池加速电压、碰

撞能量等参数见表 2。 

3  结果与讨论 

3.1  样品处理的优化 

维生素营养液的成分复杂, 水为主要基质, 同

时添加各种维生素, 还添加了果糖、黄原胶等添加剂

起到调节风味和乳化增稠的效果, 而脂肪、蛋白质的

含量几乎为零。果糖、黄原胶均具有极强的亲水性, 

在进行质谱分析前, 必须将样品中的果糖、黄原胶等

大分子干扰物去除, 以免损伤色谱柱或堵塞质谱锥

孔。黄原胶对酸碱十分稳定, 能溶于多种酸溶液而不

被降解, 可被强氧化剂, 如高氯酸、过硫酸等降解。

因此考察高氯酸、乙酸铵、乙腈和甲醇的除杂效果。

在样品中加入适量的泛酸同位素内标 , 考察了

50%(v:v)甲醇水溶液、50%(v:v)乙腈水溶液、0.5 mol/L

高氯酸溶液和乙酸铵溶液(pH 3.8)的沉淀除杂效果。

结果表明(如图 1 示): 样品不使用沉淀剂, 直接稀释

1250 倍后进行分析 , 泛酸回收率仅 68%; 而以

50%(v:v)甲醇水溶液或 50%(v:v)乙腈水溶液作为提取

剂时, 均可较快得到澄清液, 但泛酸的回收率亦不理

想, 分别是 86%和 75%, 可能是因为加入了有机相, 

虽然很好地使样品中的杂质变性沉淀, 但是却降低

了泛酸在提取液中的溶解度, 导致回收率低; 以 0.5 

mol/L高氯酸溶液或乙酸铵溶液(pH 3.8)作为提取剂, 

沉淀效果不明显, 放置 10 min 后可获得澄清液, 或

经过高速冷冻离心后可获得澄清液, 但以此两种溶

液提取的泛酸回收率最高, 分别是 92%和 89%。综合

实验结果, 选择 0.5 mol/L高氯酸溶液作为提取剂。 

 

图 1  不同提取溶剂提取回收率的比较 

Fig. 1  Comparison of various solvent on recoveries 
 

3.2  色谱与质谱条件的优化 

泛酸学名为 α, γ-二羟基-β, β-二甲基丁酰-β-丙氨

酸, 是极性较强的化合物, 在 C18 柱上保留较弱, 峰

形也较差。而 HSS T3柱对极性化合物有特殊的保留

能力, 实验选用 HSS T3柱获得较好的分离效果和良

好的色谱峰形。泛酸在质谱中容易电离产生[M+H]+

的分子离子峰, 在流动相中加入适量的酸更有利于

其电离, 因此在水相中加入 0.1%(v:v)甲酸。 

配制一定浓度的泛酸和泛酸同位素内标溶液 , 

通过仪器自带的自动优化软件对目标分析物母离子

及子离子进行扫描、并对碰撞能、碰撞池加速电压等

质谱参数进行优化。在最佳的色谱-质谱条件下获得

各离子对的响应, 以响应较强的离子对作为定量离

子对。泛酸及其同位素的多反应监测色谱图见图 2。 
 

表 2  泛酸及其同位素内标的定性和定量离子对、碰撞池加速电压和碰撞能量 
Table 2  Qualitative and quantitative ion pairs, cell accelerator voltages and collision energy for PA and PA-Internal Standard 

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能量(V) 碰撞池加速电压(V) 

泛酸 220.1 89.9* 9 4 

 220.1 72.0 17 4 

泛酸-[13C6,
15N2] 224.2 94.1* 10 4 

注: *定量离子对 
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图 2  泛酸和泛酸同位素的 MRM色谱图 

Fig. 2  MRM chromatograms of PA and PA internal standard 
 

3.3  方法的验证 

3.3.1  线性范围、检出限和定量限 

在优化条件下 , 对泛酸的系列混合标准工作

液 ( 均 含 有 100 µg/L 同 位 素 内 标 ) 进 行

UHPLC-MS/MS 分析 , 记录定量离子峰面积(A)和

内标的色谱峰面积 Ai, 以 A 和 Ai的比值 Y 对相应

的目标物质量浓度(X, µg/L)进行回归分析。结果表

明, 泛酸在 5~1000 µg/L范围内具有良好的线性关

系 , 线性回归方程为 Y＝1.22X-0.0197, 相关系数

(R2)为 0.9998。根据仪器的检出限(定量离子 S/N=3)

及定量下限(定量离子 S/N=10), 结合样品的前处理

过程, 计算得到方法检出限和方法定量限, 分别为

0.02 mg/100 g和 0.07 mg/100 g。 

3.3.2  回收率 

取婴幼儿多种维生素营养液进行添加回收试验, 

添加量为样品中泛酸含量的 40%、80%和 130%, 每

个水平重复测定 6次, 计算加标回收率和相对标准偏

差, 结果见表 3。3 个加标水平的回收率在 93.4%～

105%, 相对标准偏差在 2.3%～4.4%。 

3.3.3  方法稳定性 

取婴幼儿多种维生素营养液按照 1.3所述方法, 连

续测量 3 天, 每天平行测定 6 次, 考察方法的稳定性, 

结果见表 4。可见, 日内相对标准偏差在 2.07%~2.52%, 

日间相对标准偏差为 2.72%, 表明本方法稳定性良好。

婴幼儿多种维生素营养液样品的MRM色谱图见图 3。 

3.3.4  与国标方法的对比 

分别使用本方法与现行国家标准方法 GB/T 

22246-2008《保健食品中泛酸钙的测定》测定 3个维

生素营养液样品的泛酸含量, 结果(见表 5)显示国标

方法的检测结果偏低, 本方法的检测结果更接近明

示值。国标方法是将试样用水在超声波振荡下提取、

定容, 离心后取上清液过滤膜, 滤液经高效液相色谱

分离, 紫外检测器检测, 外标法定量。由于试样含有

复杂的添加剂, 只经超纯水提取, 干扰较多, 因而检

测结果误差较大。而本方法能除去黄原胶等大部分基

质干扰, 结合同位素内部的基质效应的校正, 以及

UHPLC-MS/MS 的抗干扰能力, 可以实现不同含量

样品的准确定性定量分析。 
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表 3  泛酸加标回收试验结果 
Table 3  Recoveries and relative standard deviations of PA 

本底值(mg/100 g) 加标量(mg/100 g) 回收率(%) 平均回收率(%) 相对标准偏差(%)

38.0 

15.0 94.2 99.3 96.4 99.5 97.9 100 97.9 2.3 

30.0 101 97.1 105 104 93.4 98.6 99.8 4.4 

50.0 96.7 100 104 94.8 100 97.3 98.8 3.3 

表 4  样品中泛酸的稳定性试验结果 (n=6) 
Table 4  Results of stability experiment of PA in samples (n=6) 

测定时间 测定值 (mg/100 g) 平均值 (mg/100 g) 日内相对标准偏差(%) 日间相对标准偏差(%) 

day 1 25.2 25.8 26.3 26.6 26.9 26.0 26.1 2.32 

2.72 day 2 24.8 25.2 24.9 24.7 25.8 26.3 25.3 2.52 

day 3 25.3 26.4 26.1 26.8 25.9 26.6 26.2 2.07 

 

图 3  婴幼儿维生素营养液样品的 MRM色谱图 

Fig. 3  MRM chromatograms of sample 

表 5  本方法与国标法检测结果的比较 
Table 5  Comparison of the proposed method and the standard method 

样品 本法(mg/100 g) 国标方法(mg/100 g) 明示值(mg/100 g) 

1 42 36 40 

2 36 23 33 

3 68 56 70 
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4  结  论 

本研究基于 UHPLC-MS/MS 的高分离能力和高

灵敏度, 以及同位素标记的优点, 通过对样品前处理

和色谱质谱条件的优化, 建立一种适用于基质复杂

的维生素营养液中泛酸含量的检测方法。本方法操作

简单、结果准确、灵敏度高、稳定性好, 适用于维生

素营养液中泛酸的准确定性定量分析。 
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