
第 11 卷 第 23 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 11 No. 23 

2020 年 12 月 Journal of Food Safety and Quality Dec. , 2020 

 

                            

*通讯作者: 刘光兰, 主要研究方向为保健食品的质量检测。E-mail: 1048005722@qq.com 

*Corresponding author: LIU Guang-Lan, By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China. E-mail: 1048005722@qq.com 
 

液相色谱-质谱联用法同时测定保健食品中 

维生素 D3和维生素 K1的含量 

刘光兰*, 陈彩云, 吴  银 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-质谱联用法同时测定维生素 D3 和维生素 K1 的含量。方法  样品经前处理, 于

液相色谱-质谱联用仪中进行检测, 采用 5 mmol/L 甲酸铵甲醇溶液为流动相, 等度洗脱, 经 C18 色谱柱     

(4.6 mm×150 mm, 2.6 μm)分离。结果  维生素 D3 在浓度 0.0546~0.819 μg/mL 之间呈现良好的线性关系, 

r=0.9990, 平均回收率为 92.15%~98.99%, RSD 为 2.4%; 在 0.134~2.006 μg/mL 之间, 维生素 K1 的浓度, 呈现良

好的线性关系, r=0.9990, 平均回收率为 94.15%~101.01%, RSD 为 2.2%。结论  该方法能同时测定维生素 D3 和

维生素 K1 含量, 操作简便准确、耗费时间短、重现性较好, 可在实验室广泛推广。 
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Simultaneous determination of thevitamin D3 and vitamin K1 content in 
healthy foodby liquid chromatography mass spectrometry 

LIU Guang-Lan*, CHEN Cai-Yun, WU Yin 

(By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of vitamin D3 and vitamin 

K1content by liquid chromatography mass spectrometry. Methods  The samples were pretreated and detected by 

liquid chromatography-mass spectrometry. The 5 mmol/L ammonium formate and methanol were used as mobile 

phase for isocratic elution, and the sample was separated by C18 column (4.6 mm×150 mm, 2.6 μm). Results  

Vitamin D3 had a good linear relationship in range of 0.05460.819 μg/mL (r=0.9990), the recoveries were 

92.15%98.99%, and the RSD was 2.4%.Vitamin K1 had a good linear relationship in range of 0.1342.006 μg/mL 

(r=0.9990), the recoveries were 94.15%101.01%, and the RSD was 2.2%. Conclusion  This method can 

simultaneously determine the vitamin D3 and vitamin K1content in healthy food, which is simple, accurate, 

time-consuming and reproducible, and can be widely used in laboratory. 
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1  引  言 

维生素 D3是维生素 D 的一种, 7-脱氢胆固醇由胆固醇

脱氢后生成, 后经紫外线照射反应形成胆钙化醇。维生素

D3 是脂溶性维生素类的一种, 易溶解于有机溶剂中, 但不

溶于水, 在中性及碱性溶液中, 能耐高温和氧化, 常用的

检测方法为高效液相色谱法[16]。维生素 K1
[79]是多环芳香

酮的一种, 也是一种脂溶性维生素, 在空气和潮湿环境中

较为稳定, 在阳光下容易分解。维生素 K1 是肝脏合成因子

II、VII、IX、X 所必需的物质, 能促进血凝、促进肝脏中
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凝血酶原的合成及增加肠道蠕动及分泌功能, 常用检测方

法为高效液相色谱法[10‒15]。常用的方法都是检测单独成分

的方法, 但由于其前处理过程时间长 , 成分容易被氧化, 

使得结果重现性不理想。本研究采用液相色谱-质谱联用法

同时检测维生素 D3 和维生素 K1 的含量, 且前处理操作简

单快捷, 针对同时检测维生素 D3 和维生素 K1 的研究研究

不多, 因此期望能为脂溶性类维生素在液相色谱-质谱联

用领域的检测提供研究参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

4500 质谱仪(美国 AB SCIEX 公司); 20A 型高效液相

色谱仪(配紫外检测器, 日本岛津公司); EQ-500 型超声波

清洗器(昆山市超声仪器有限公司); 水浴锅(上海乔跃电子

有限公司); EC-C18 色谱柱(150 mm×4.6 mm, 2.6 μm, 美国

Agilent 公司)。 

维生素 K1(批号 : BCBN1267V; 含量: 99.2%, 美国

Sigma 公司); 维生素 D3(批号: 100656; 含量: 99.9%, 德国

DR 公司); 甲醇、乙酸铵、无水乙醇、正己烷(色谱纯, 德

国 CNW 公司)。 

2.2  仪器条件 

色谱柱:C18 色谱柱(150 mm×4.6 mm, 2.7 μm, 美国

Agilent 公司); 流动相: 5 mmol/L 甲酸铵甲醇溶液, 等度洗脱; 

流速: 0.6 mL/min; 进样量: 2 μL; 柱温箱: 柱温 40 ℃; 运行时

间: 10 min。质谱条件见表 1。 

2.3  检测方法 

2.3.1  标准溶液的配制 

(1)标准储备液的配制 

维生素 D3储备液: 精密称量适量的维生素 D3标准品, 

置于 500 mL 的棕色容量瓶, 加入一定量的无水乙醇, 置于

超声仪超声 3~5 min 后取出, 待溶液温度达到室温后定容

至刻度, 摇匀备用。标准储备液使用前需要进行浓度校正

(校正方法参照 GB 5009.82-2016《食品安全国家标准食品

中维生素 A、D、E 的测定》[16]附录 B)。 

维生素 K1储备液: 精密称量适量的维生素 K1标准品, 

置于 50 mL 的棕色容量瓶, 加入无水乙醇适量, 超声 3~  

5 min 后取出, 待溶液温度达到室温后定容至刻度, 摇匀备

用。标准储备液使用前需要进行浓度校正(校正方法参照

GB 5009.158-2016《食品安全国家标准食品中维生素 K1 的

测定》[17]附录 A)。 

(2)标准溶液的配制 

维生素 D3 与维生素 K1 混合标准溶液:精密吸取适量

的维生素 D3、维生素 K1 标准储备液, 置于容量为 100 mL

的棕色容量瓶, 后用无水乙醇定容至刻度, 经 0.22 μm 滤

膜过滤后, 精密吸取混合的标准溶液 2、5、8、10、20 μL

进样。 

2.3.2  供试品溶液的配制 

称取混匀的测试样 0.1100 g, 置于 50 mL 棕色离心管

中, 加入适量的水, 常温超声 10 min 使完全溶解, 取出放

置室温加入适量的正己烷萃取, 重复萃取 2~3 次, 合并上

层萃取液 , 40 ℃条件下氮气吹干 , 放置室温 , 转移至    

25 mL 棕色容量瓶中, 用无水乙醇定容至刻度后摇匀, 经

0.45 μm 滤膜过滤后进样。 

2.3.3  精密度实验 

精密称取 6 份待测样品, 按 2.3.2 方法对样品进行前

处理, 检测出待测样品的含量, 计算其 RSD。 

2.3.4  加标回收率实验 

精密称取约 0.1200 g 的 9 份待测试样品, 放置于容量为

50 mL 棕色离心管, 每组 3 份, 分成 3 组, 在每组中分别精密

加入维生素 D3 与维生素 K1 标准使用液(维生素 D3 浓度为

10.922 μg/mL)0.15、0.20、0.25 mL, (维生素 K1 浓度为  

0.13365 mg/mL)0.10、0.15、0.20 mL; 按 2.3.2 试样制备方法

处理样品。 

3  结果与分析 

3.1  色谱优化 

采用液质串联法, 主峰不受到杂质峰的干扰的同时, 

快速检测出待测样品中的维生素 D3 和维生素 K1。以       

5 mmol/L 甲酸铵甲醇溶液为流动相进行洗脱, 样品中维生

素 D3、维生素 K1能够在 10 min 内流出主峰而不受干扰, 可

以使维生素 D3、维生素 K1 的主峰不受其他杂质峰的干扰, 

使其能达到准确的定量与分离, 见图 1、图 2。 

 
表 1  质谱条件 

Table 1  Mass spectrometry conditions 

Q1 Q3 时间/s 去簇电压/V 射入电压/V 碰撞电压/V IP 碰撞室射出电压/V

385.60 259.40 100 59.00 10.0 23.00 维生素 D3 7.0 

385.60 367.40 100 59.00 10.0 17.00 维生素 D3 7.0 

451.50 187.00 100 145.00 10.0 34.00 维生素 K1 7.0 

451.50 227.00 100 145.00 10.0 38.00 维生素 K1 7.0 
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注: 左图维生素 D3; 左图维生素 K1。 

图 1  样品色谱图 

Fig.1  Chromatograms of the sample 
 
 
 

 
 
 
 

注: 左图维生素 D3; 左图维生素 K1。 

图 2  混合标准品色谱图 

Fig.2  Chromatograms of mixed standard 
 

 

3.2  线性相关性分析 

维生素 D3、K1 线性方程分别为 Y=3×106X7.06×103、

Y=4×106X9.66×104, 相关系数 r2 为 0.999, 0.998, 维生素

D3 在浓度 0.0546~0.819 μg/mL 之间呈现良好的线性关系; 

维生素 K1 在浓度 0.134~2.006 μg/mL 范围内呈现较良好的

线性关系。 

3.3  精密度实验 

精密度结果见表 2、表 3。结果显示, 维生素 D3 相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 1.9%, 维生素

K1 的相对标准偏差为 3.7%, 说明都具有较好的精密度。 
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3.4  加标回收率 

回收率结果见表 4、表 5。结果显示, 在不同添加水平

下, 测试样中的维生素 D3 的回收率范围为 92.15%~98.99%、

维生素 K1 的回收率范围为 94.15%~101.01%, 相对标准偏差

分别为 2.4%、2.2%。说明此法对维生素 D3 和维生素 K1 的

含量测定科学有效。 

4  结  论 

本研究建立了液相色谱-质谱联用法同时测定维生

素 D3 和维生素 K1 的含量, 以 5 mmol/L 甲酸铵甲醇溶液

为流动相, 流速: 0.6 mL/min, 可以获得良好的分离效果。

本法采用正己烷作为萃取溶剂, 维生素 D3 及维生素 K1 均

为脂溶性物质, 在正己烷中极易溶解, 使维生素 D3 及维

生素 K1 从样品中快速有效地提取分离出来, 且无杂质干

扰。综合而言, 该方法精密度高、与国标中液相法皂化、

萃取等繁琐的提取过程相比操作相对简单、重现性较好, 

在实际的检测工作中可推行, 并且能够同时达到高效检

测的要求。 

 
表 2  维生素 D3 精密度实验结果(n=6) 

Table 2  Precision results of vitamin D3(n=6) 

序号 称样量/g 稀释体积/mL 质量浓度/(μg/mL) 含量/(μg/g) 平均含量/(μg/g) RSD/% 

1 0.13646 25 0.125 22.900 

22.74 1.9 

2 0.13113 25 0.120 22.878 

3 0.12115 25 0.107 22.080 

4 0.12027 25 0.112 23.280 

5 0.12259 25 0.112 22.840 

6 0.12446 25 0.112 22.497 

 
 

表 3  维生素 K1 精密度实验结果(n=6) 
Table 3  Precision results of vitamin K1(n=6) 

序号 称样量/g 稀释体积/mL 质量浓度/(μg/mL) 含量/(μg/g) 平均含量/(μg/g) RSD/% 

1 0.13646 25 0.781 143.082 

150.43 3.7 

2 0.13113 25 0.800 152.520 

3 0.12115 25 0.754 155.592 

4 0.12027 25 0.738 153.404 

5 0.12259 25 0.756 154.172 

6 0.12446 25 0.716 143.821 

 
表 4  维生素 D3 回收率实验结果(n=9) 

Table 4  Recoveries of vitamin D3 results(n=9) 

序号 样品称样量/g 样品质量浓度/(μg/mL) 测得加入对照品量/μg 加标量/μg 回收率/% 平均回收率/% RSD/%

1 0.12825 0.179 1.5585 1.6383 95.13 

94.6 2.4 

2 0.11974 0.171 1.5521 1.6383 94.73 

3 0.11532 0.166 1.5276 1.6383 93.24 

4 0.10798 0.183 2.1195 2.1844 97.03 

5 0.12054 0.192 2.0589 2.1844 94.25 

6 0.10719 0.184 2.1624 2.1844 98.99 

7 0.13516 0.225 2.5514 2.7305 93.44 

8 0.13594 0.225 2.5337 2.7305 92.79 

9 0.12131 0.211 2.5164 2.7305 92.15 
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表 5  维生素 K1 回收率实验结果(n=9) 
Table 5  Recoveries of vitamin K1 results(n=9) 

序号 样品称样量/g 样品质量浓度/(μg/mL) 测得加入对照品量/μg
加标量/μg 

回收率/% 平均回收率/% RSD/%
 

1 0.12825 1.31 13.457 13.365 100.68 

98.0 2.2 

2 0.11974 1.24 12.987 13.365 97.17 

3 0.11532 1.21 12.902 13.365 96.53 

4 0.10798 1.43 19.5063 20.047 97.3 

5 0.12054 1.51 19.6169 20.047 97.85 

6 0.10719 1.4 18.8752 20.047 94.15 

7 0.13516 1.86 26.16 26.730 97.89 

8 0.13594 1.88 26.55 26.730 99.32 

9 0.12131 1.81 27.00 26.730 101.01 
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“饮料品质控制及检测分析”专题征稿函 

 
饮料工业是我国食品工业的重要组成部分, 与人民物质生活息息相关。近年来, 随着人们物质生活水平

的不断提高, 对饮料的品质要求也在不断提升, 好喝与安全已经成为一种潮流与时尚。 

近年来的塑化剂风波、勾兑门、农残门、致癌门等诸多事件或多或少地困扰着饮料行业发展, 饮料品质

安全问题越来越得到社会和广大消费者的关注。 

鉴于此, 本刊特别策划“饮料品质控制及检测分析”专题, 主要围绕饮料产业发展现状、饮料加工过程中

质量控制与品质安全管理、饮料质量检测标准、饮料中有毒有害物质的检测方法、饮料包装材料等或您认为

本领域有意义问题展开讨论, 计划在 2021 年 3/4 月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 学报主编国家食品安全风险评估中心 吴永宁 研究员和专题主编北京市营养

源研究所 许洪高 研究员特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力, 综述及

研究论文均可。请在 2021 年 2 月 28 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。 

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。再次感

谢您的关怀与支持！ 

投稿方式(注明专题饮料品质控制及检测分析):  

网站: www.chinafoodj.com(备注: 投稿请登录食品安全质量检测学报主页-作者 

登录-注册投稿-投稿栏目选择“2021 专题: 饮料品质控制及检测分析”) 

邮箱投稿: E-mail: jfoodsq@126.com(备注: 饮料品质控制及检测分析专题投稿) 
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