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摘  要: 目的  建立高效液相色谱-高分辨质谱法测定奶粉及保健食品中左旋肉碱的含量。方法  奶粉及保健

食品样品经适量 40 ℃水溶解后, 加乙酸锌沉淀蛋白, 待样品冷却至室温后用水定容至 50 mL, 并超声提取  

30 min。在 4 ℃条件下, 待测溶液经 8000 r/min 的速度离心 3 min, 取上清液过 0.45 μm 水相滤膜。经质谱正

离子模式测定, 同位素内标法定量。结果  左旋肉碱 0.1~4.0 μg/mL 范围内呈良好线性关系, 相关系数为

1.0000, 方法检出限为 0.1 μg/kg, 定量限为 0.2 μg/kg。加标回收率为 98%~110%, 相对标准偏差为 0.2%~0.5%。

对奶粉质控样品进行测定, 结果与证书结果一致。结论  该法前处理简单、测定快速、准确度高, 灵敏度好, 适

用于奶粉及保健食品中左旋肉碱的快速分析检测。 
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Determination of L-carnitine in milk powder and healthy food by high 
performance liquid chromatography coupled with high resolution 

mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of L-carnitine in milk powder and healthy food 

by high performance liquid chromatography coupled with high resolution mass spectrometry. Methods  The milk 

powder samples and healthy food samples were dissolved by appropriate amount of water at 40 ℃, precipitated with 

zinc acetate, and diluted to 50 mL when the samples were cooled to the room temperature, and conducted for 30 min 

by ultrasonic extraction. The solution was centrifuged at 8000 r/min for 3 min at 4 ℃, and the supernatant was 

filtered through a 0.45 μm aqueous phase membrane, measured by mass spectrometry in positive ion mode, and 
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quantified by isotope internal standard method. Results  L-carnitine showed a good linear relationship in the range 

of 0.1–4.0 μg/mL, the correlation coefficient was 1.0000, the limit of detection the method was 0.1 μg/kg, and the 

limit of quantification was 0.2 μg/kg. The standard recoveries were 98%–110%, and the relative standard deviations 

were 0.2%–0.5%. The quality control sample of milk powder was determined and the result was consistent with the 

certificate. Concusion  The method has simple pretreatment, rapid determination, high accuracy and good 

sensitivity, and it is suitable for the rapid analysis and detection of L-carnitine in milk powder and health food. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography-mass spectrometry; L-carnitine; isotope internal standard 

method; milk powder and healthy food 
 
 
 

1  引  言 

左旋肉碱(L-carnitine), 又称 L-肉碱或卡尼丁, L－肉

毒碱、维生素 BT、左卡尼汀, 是肉碱的光学异构体之一, 具
有生理活性[1], 如促进脂肪酸 β-氧化; 还可调节线粒体内

酰基比率, 影响能量代谢; 左旋肉碱可参加支链氨基酸代

谢产物的运输, 从而促进支链氨基酸的正常代谢。此外, 
左旋肉碱在酮体的消除和利用中起重要作用, 可作为生

物抗氧化剂清除自由基 , 维持膜的稳定 , 提高动物的免

疫力以及抗病抗应激的能力等[2]。目前左旋肉碱也用于减

肥, 是一种促使脂肪转化为能量的类氨基酸。且左旋肉碱

作为婴幼儿配方食品可添加物 , 对婴幼儿体内脂肪代谢

起着至关重要的作用, 有助于婴儿保持体温, 有助于早产

儿发育等[3]。 
目前测定婴幼儿奶粉及配方食品中左旋肉碱的常见

方法有分光光度法[4], 该方法分析时间长, 所需酶试剂价

格高, 可分析样品量少, 操作繁琐。液质联用法[5‒7], 一般

为高效液相色谱仪与三重四级杆质谱串联, 采用多反应监

测模式(multiple- reaction monitoring, MRM), 需要对一级

母离子进行打碎, 寻找二级母离子, 并对碰撞能进行优化, 
否则响应信号易偏低, 色谱柱一般选用 C4、Hillic 等亲水

性的色谱柱。高效液相色谱法[8], 流动相一般为离子对试

剂-缓冲盐体系, 以增加左旋肉碱在色谱柱上的保留性, 对
于复杂基质的测定干扰较大, 出峰时间较长, 且易发生漂

移。另外还有流动注射分析法[9]等。本研究建立高效液相

色谱-高分辨质联用法测定奶粉及保健品食品中的左旋肉

碱, 质谱采用正离子模式, 在质荷比(m/z)100~500 范围内

通过高分辨全谱扫描模式(full mass)提取目标化合物的精

确质量数, 以一级母离子为定量离子, 同位素内标法进行

定量, 为相关抽检工作提供方法参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂和材料 

Q-Exactive 四级杆静电场轨道阱高分辨质谱仪、配备

HESI-Ⅱ源、Ultimate 3000 高压液相色谱(美国赛默飞世尔

科技有限公司); XW-80A型涡旋混合器(上海医科大学仪器

厂 ); SQP 及 CPA225D 分析天平 (精确至 0.0001 g 及  
0.00001 g, 赛多利斯科学仪器(北京)有限公司); KH-500B
超声波清洗器(昆山禾创超声仪器有限公司)。 

左旋肉碱标准品(纯度 99.7%, 阿尔塔科技有限公司); 
左旋肉碱 d3 同位素内标(L-carnitine-d3 HCl, 纯度 99.9%, 
加拿大 ISOTOPES 公司); 乙酸锌(分析纯, 国药试剂集团); 
乙腈(色谱纯, 德国默克公司); 甲酸(色谱纯, 阿拉丁试剂

有限公司); 婴儿配方乳粉中左旋肉碱定量分析质控样品

(特性值 16.05 mg/100 g 及 17.24 mg/100 g, 中国检验检疫

科学研究院测试评价中心); 实验用水均为 18.2 MΩ自制超

纯水。 

2.2  标准溶液的配制 

左旋肉碱标准溶液储备液(1.0 mg/mL): 准确称量左

旋肉碱标准品 10 mg(精确至 0.00001 g)于 10 mL 容量瓶中, 
用水定容至刻度, 摇匀, 于 4 ℃冰箱中储存。 

左旋肉碱标准溶液使用液: 临用前由储备液用水稀

释至 20 μg/mL。 
左旋肉碱同位素内标溶液储备液(1.0 mg/mL): 称取

10 mg 左旋肉碱 d3 同位素内标于 10 mL 容量瓶中, 用水溶

解并定容至 10 mL。 
左旋肉碱同位素内标使用液: 临用前由储备液用水

稀释至 20 μg/mL。 

2.3  样品前处理 

称取奶粉样品 5 g(精确至 0.0001 g)于 50 mL 塑料离心

管中, 用适量 40 ℃水溶解后, 加乙酸锌(106 g/L)沉淀蛋白, 
并超声提取 30 min。待样品冷却至室温后用水定容至    
50 mL。在 4 ℃条件下, 以 8000 r/min 的速度离心 3 min, 取
上清液过 0.22 μm 水相滤膜备用。取 100 μL 该滤液于进样

瓶中, 加入 50 μL 左旋肉碱 d3 同位素内标使用液, 再加 
850 μL 水, 混匀后供液质进样用。 

保健品样品根据标曲的线性范围称取至合适的质量, 
用水溶解后, 视其是否含有蛋白质选择性加入乙酸锌溶液, 
超声提取 30 min。后面步骤同奶粉的前处理。 
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2.4  色谱、质谱条件 

2.4.1  质谱条件 
离子源: 可加热的电喷雾离子源(HESI-Ⅱ); 质谱扫描

模式: 采用正离子一级全扫描(full mass)模式; 扫描范围

m/z=100~500; 毛细管温度: 320 ℃; 鞘气(N2)流速 50 L/min; 
辅助气(N2)流速 8 L/min; 吹扫气(N2)流速 5 L/min; 电压: 
喷雾电压 3 kV; 透镜电压 50 V; 分辨率 R＝70000。左旋肉

碱及其同位素内标质谱参数见表 1。 
2.4.2  色谱条件 

色谱柱: ZORBAX sb-aq C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm); 
流动相: 0.1%甲酸水溶液(A)和乙腈(B); 流速 0.5 mL/min; 
进样量 10 μL; 柱温 35 ℃。采用梯度洗脱方式。在 0~2 min
时 10%乙腈, 90%的甲酸水溶液(0.1%), 2~4 min 时乙腈比

例升至 90%, 并保持 2 min, 6~7 min 时乙腈比例降至 10%, 
并以此比例保持 3 min。 

3  结果与分析 

3.1  蛋白质沉淀方式的优化 

奶粉基质中含有较高含量的蛋白质, 为保证样品基

质中的左旋肉碱能够充分提取, 并保证蛋白质沉淀完全, 
减少质谱检测的基质效应, 蛋白质沉淀完全具有重要作

用。蛋白质沉淀的方法有盐析法、等电点沉淀法[10]、重金

属盐沉淀法[11]等。本研究优化了 4 种蛋白质沉淀的方案。

A: 1 mL 乙酸锌水溶液, B: 乙腈; C: 用 10%乙酸调至样品

溶液 pH 至 4.1; D: 甲醇。对已知左旋肉碱含量的婴幼儿配

方乳粉质控样用以上 4 种方法进行蛋白质沉淀, 并进行质

谱测定, 通过测定值来考量哪种方法最佳。结果见表 2。
保健食品蛋白质含量一般较少或不含蛋白质, 含蛋白质的

样品其蛋白沉淀方式可参照奶粉基质, 不含蛋白质的样品

无需除蛋白质, 直接用水定容, 进行超声提取即可。由结果

表明奶粉样品不溶于乙腈, 左旋肉碱未有效提出, 10%乙酸

调节 pH 至 4.10 及甲醇沉淀蛋白的结果都没有用 1.0 mL 乙

酸锌效果好, 峰形不够对称, 有拖尾现象。因此实验选择用

乙酸锌沉淀蛋白。用该种方式沉淀蛋白, 其结果与质控样中

左旋肉碱的值基本一致, 偏差满足婴幼儿食品和乳品中左

旋肉碱国家测定标准 GB 29989-2013《食品安全国家标准 
婴幼儿食品和乳品中左旋肉碱的测定》[3]的要求。 

3.2  色谱条件的优化 

本文选用 3 种不同 C18 色谱柱: 安捷伦 ZORBAX 
SB-Aq C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)和菲罗门 C18 

(2)(2.6 mm×100 mm, 2.1 μm), 以及迪马 C18 柱(4.6 mm×  
150 mm, 5 μm)。用配制好的 0.05 μg/mL 标准溶液进样, 通
过比较出峰时间, 峰形等指标评价分离效果。三种色谱柱

每组样品平行测定 3 次。菲罗门柱子保留较差, 1.3 min 即

出峰, 有些样品会有杂质干扰。迪马 C18 柱也是一种普通

的 C18 色谱柱, 对左旋肉碱保留较弱, 出峰时间较早, 不利

于干扰物的排除, 峰型拖尾较为严重。安捷伦 ZORBAX 
SB-Aq C18柱子属于耐 100%水相的色谱柱。本研究所采用的

前处理方法为水相处理液, ZORBAX SB-Aq C18色谱柱的优

势在于高水相条件下保留时间具有很好的重现性, 峰拖尾现

象得到明显改善, 对左旋肉碱保留效果较好, 峰型较为对称, 
受干扰小。左旋肉碱及其同位素内标的色谱质谱图见图 1。 

3.3  方法学评价 

3.3.1  标准曲线及线性范围 
分别取 5、10、20、50、100、200 μL 左旋肉碱储备

液于进样瓶中 , 再加入左旋肉碱 d3 同位素内标使用液   

50 μL, 用水补足至 1 mL 供液质进样。质谱采用正离子模

式, 在质荷比(m/z)100~500 范围内通过高分辨全谱扫描模

式(full mass)提取目标化合物的精确质量数, 以一级母离

子为定量离子 , 同位素内标法进行定量。结果表明在

0.1~4.0 μg/mL 范 围 内 线 性 关 系 良 好 , 线 性 方 程 为

Y=0.982435X+0.0280146, 相关系数 r2=1.0000。 
 

表 1  左旋肉碱及其同位素内标质谱参数 
Table 1  Mass spectrometry parameters for L-carnitine and its isotope internal standard 

化合物名称 离子模式 保留时间/min 理论分子量 实测分子量 偏差 

左旋肉碱 [M+H]+ 4.02 162.11247 162.11221 –0.00026 

左旋肉碱 d3 同位素内标 [M+H]+ 4.02 165.13130 165.13068 –0.00062 
 

表 2  不同蛋白质沉淀方式对奶粉中左旋肉碱测定结果的比较 
Table 2  Comparation of different precipitation methods on the detection results of L- carnitine 

蛋白质沉淀方式 
左旋肉碱测定结果/(mg/100 g) 

婴儿配方乳粉质控样 1(特性值 16.05) 婴儿配方乳粉质控样 2(特性值 17.24) 

乙酸锌水溶液 15.9 17.0 

乙腈 未检出 未检出 

10%乙酸调至样品溶液 pH 至 4.1 11.2 14.5 

甲醇 11.9 15.2 
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注: a. 左旋肉碱色谱图, b. 左旋肉碱质谱图及提取质量数, c.左旋肉碱同位素 d3 内标色谱图, d. 左旋肉碱同位素 d3 内标质谱图及提取质

量数。 
图 1  左旋肉碱及其同位素内标色谱及质谱图 

Fig.1  Chromatogram and mass spectrum of L-carnitine and its isotope internal standard 

 
3.3.2  方法的准确度、回收率及检出限 

用该法对不同阶段及含量的奶粉样品分别进行 2、4、
10 mg/100 g 3 个水平的加标实验, 每个添加水平平行测定

6 次 , 回收率结果见表 3。结果表明方法的回收率在

98%~110%范围内 , 相对标准偏差在 0.2%~0.5%范围内 , 

满足国标 GB 29989 对分析结果的要求。在空白样品中添

加低浓度的左旋肉碱溶液, 当其信噪比为 3(S/N=3)时的浓

度定义为方法的检出限, 10 倍信噪比对应的浓度为方法的

定量限(limit of quantitation, LOD)。经过试验, 方法的检出

限为 0.1 μg/kg, 定量限为 0.2 μg/kg。 
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3.4  实际样品的检测 

用本方法对实验室的委托及法检奶粉及保健食品

进行左旋肉碱的测定。前处理过程按照 2.3 节步骤进行, 
用一级母离子的精确质量数进为定量离子, 同位素内标

法进行定量。结果见表 4。样品中左旋肉碱及其同位素

d3 内标色谱图见图 2。结果表明, 本法测得的奶粉样品

及保健食品中左旋肉碱肉碱含量与其标示值基本一致。

但也有些婴幼儿配方乳粉中左旋肉碱的含量大于标签

值, 有的约为标签值的 1.5~2 倍。GB 10767-2010《食品

安全国家标准  较大婴儿和幼儿配方食品》 [12]及 GB 
10765-2010《食品安全国家标准  婴儿配方食品》 [13]规

定如果在产品中选择性添加或标签中标示含有左旋肉

碱时, 要满足最小添加量 0.3 mg/100 kJ 的要求, 对左旋

肉碱含量测定范围的上限没有规定。GB 13432-2013《预

包装特殊膳食用食品标签》[14]及 GB 28050-2011《食品

安全国家标准 预包装食品营养标签通则》 [15]规定营养

成分的实际含量不应低于标示值的 80%, 对于上限上线

也没有做出相应要求。 

 
表 3  奶粉中左旋肉碱的回收率试验(n=6) 

Table 3  Recoveries of L-carnitine in milk power samples(n=6) 

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

婴儿配方奶粉 1 段(0-6 个月) 13.0 

2 

4 

10 

110 

103 

99 

0.4 

0.3 

0.2 

较大婴儿配方奶粉(6-12 个月) 10.3 

2 

4 

10 

106 

104 

98 

0.2 

0.3 

0.2 

幼儿配方奶粉(12-36 个月) 8.0 

2 

4 

10 

108 

103 

99 

0.4 

0.5 

0.4 
 
 

 
 

图 2  样品中左旋肉碱及其同位素 d3 内标色谱图 
Fig.2  Internal standard chromatogram of L-carnitine and its isotope D3 in samples 
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表 4  奶粉及保健食品中左旋肉碱的测定结果 
Table 4  Results of L-carnitine in milk powers and healthy food 

样品名称 标签值/(mg/100 g) 实测值/(mg/100 g) 

婴儿配方奶粉(0~6 月龄, 1 段)1 13.0 12.8 

婴儿配方奶粉(0~6 月龄, 1 段)2 8.8 10.5 

婴儿配方羊奶粉(0~6 月龄, 1 段)3 8.2 19.3 

婴儿配方奶粉(0~6 月龄, 1 段)4 18.0 17.9 

婴儿配方奶粉(0~6 月龄, 1 段)5 7.1 15.9 

婴儿配方奶粉(0~6 月龄, 1 段)6 13.0 14.5 

婴儿配方奶粉(6~12 月龄, 2 段)1 15.0 14.9 

婴儿配方奶粉(6~12 月龄, 2 段)2 15.0 13.9 

婴儿配方奶粉(6~12 月龄, 2 段)3 9.8 10.3 

较大婴儿配方奶粉(6~12 月龄, 2 段)4 10.5 10.9 

幼儿配方羊奶粉(12~36 月龄, 3 段)1 8.0 20.4 

幼儿配方奶粉(12~36 月龄, 3 段)2 15.0 15.7 

幼儿配方奶粉 12~36 月龄 3 段)3 10.0 10.1 

幼儿配方羊奶粉 12~36 月龄 3 段)4 8.0 15.7 

幼儿配方奶粉(12~36 月龄, 3 段)5 9.0 11.2 

特殊医学用途全营养配方食品 1 36.4 37.4 

特殊医学用途全营养配方食品 2 25.0 25.7 

左旋肉碱代餐食品 740 762 

 
 

4  结  论 

本研究建立了一种高效液相色谱-高分辨质联用法测

定奶粉及保健品食品中的左旋肉碱的方法。奶粉经沉淀蛋

白后稀释进样, 保健食品中低蛋白质含量的样品直接用水

溶解进样。在质荷比(m/z)100~500 范围内通过高分辨全谱

扫描模式(full mass)提取目标化合物的精确质量数, 以一

级母离子为定量离子, 同位素内标法进行定量的左旋肉碱

测定方法, 避免了外标法定量不准确的缺点。此外, 高分

辨质谱法提取的质量数准可精确至十万分之一, 优于三重

四级杆的精度(百分之一), 为准确定量提供了保障。该法具

有准确度高、抗干扰、选择性好、操作简单、出峰快, 无
需对二级离子进行扫描即可根据一级母离子及其同位素内

标的精确质量数进行定量。响应信号可达 107 以上, 有效

避免因二级碰撞给响应信号带来的损失。解决了三重四级

杆方法只能对目标离子进行扫描的局限性。此外一级全扫

描分析模式对色谱图上出现的其他色谱峰及质谱信息对未

知物筛查具有较为重大意义, 有利于发现风险, 本研究适

用于奶粉及保健食品中左旋肉碱的快速分析检测。 
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