
第 11 卷 第 20 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 11 No. 20 

2020 年 10 月 Journal of Food Safety and Quality Oct. , 2020 

 

                            

基金项目: 科技部重点专项 (2017YFC1601400) 

Fund: Supported by the Ministry of Science and Technology of the People’s Republic of China (2017YFC1601400) 

*通讯作者: 朱叶青, 主任药师, 主要研究方向为营养与食品安全。E-mail: hhhtzyq@sina.com 

*Corresponding author: ZHU Ye-Qing, Chief Pharmacist, Hohhot Food Inspection Institute, Hohhot International Student Pioneer Park B, 
Hohhot 010090, China. E-mail: hhhtzyq@sina.com 

 

超高效液相色谱-串联质谱法测定蛋白胨中 6种 

脂溶性维生素 

莫日根 1, 辛  慧 1, 张晓东 2, 杜  艳 1, 朱叶青 1* 

(1. 呼和浩特市食品检验所, 呼和浩特  010090; 2. 内蒙古自治区药品检验研究院, 呼和浩特  010010) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)同时测定蛋白胨中 6 种脂溶性维生素的分析方法。方法  样品经甲醇-正己烷(8:2, 

V/V)混合溶液提取, Syncronis C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)分离, 以 0.1%(V/V)甲酸甲醇溶液(含 10 

mmol/L 甲酸铵)为流动相进行洗脱, 流速为 0.2 mL/min。采用电喷雾电离源、正离子扫描、多反应监测模式

(multiple reaction monitoring, MRM)进行检测。结果  6 种脂溶性维生素在各自质量浓度范围内相关系数(r2)

均大于 0.999, 线性关系良好, 检出限为 0.026~1.109 mg/kg, 定量限为 0.085~3.696 mg/kg, 相对标准偏差均

<3%(n=6), 且在不同添加水平下的回收率为 81.5%~114.8%。结论  该方法操作简单, 重现性好, 准确度高, 适

用于蛋白胨中 6 种脂溶性维生素的测定。 
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Determination of 6 kinds of fat-soluble vitamins in peptone using  
ultra performance liquid chromatography-tandem 

 mass spectrometry 

MO Ri-Gen1, XIN Hui1, ZHANG Xiao-Dong2, DU Yan1, ZHU Ye-Qing1* 

(1. Hohhot Food Inspection Institute, Hohhot 010090, China;  
2. Inner Mongolia Autonomous Region Institute of Drug Inspection, Hohhot 010010, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 6 kinds of fat-soluble 

vitamins in peptone using ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). 

Methods  The samples were extracted by methanol hexane (8:2, V:V) solution, separated by Syncronis C18 column 

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm), eluted with 0.1% (V:V) formic acid methanol solution (containing 10 mmol/L ammonium 

formate) as mobile phase, and the flow rate was 0.2 mL/min. Positive electrospray ionization (ESI+) and multiple 

reaction monitoring mode were used for detection. Results  The correlation coefficients (r2) of the 6 fat-soluble 

vitamins in their linear ranges were greater than 0.999. The limits of detection were in the range of 0.0261.109 

mg/kg, and the limits of quantitation were 0.0853.696 mg/kg. The relative standard deviations of the method were 

less than 3% (n=6), and the average recoveries were 81.5%114.8% at different spiked levels. Conclusion  This 
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method is simple, sensitive and accurate, which is suitable for the determination of 6 fat-soluble vitamins in peptone. 

KEY WORDS: fat-soluble vitamins; peptone; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
 
 

1  引  言 

维生素是维持人体正常物质代谢和某些特殊生理功

能不可缺少的低分子有机化合物[1]。根据其溶解性差异, 

维生素分为水溶性维生素和脂溶性维生素 2 大类, 其中脂

溶性维生素包括维生素 A、D、E、K 等[2]。蛋白胨是培养

基的主要成分之一, 含有䏡、胨、肽和多种氨基酸的水溶

性混合物, 是微生物生长、发育、繁衍所需要的主要营养

氮源[3,4]。蛋白胨正广泛应用于食品、医药、微生物培养、

生物发酵等多种领域[5], 但是当前对天然来源蛋白胨中的

脂溶性维生素研究较少。另外, 目前我国培养基产量在全

球市场的占比较低, 产品质量参差不齐, 为打破国外技术

壁垒, 规范我国培养基质量评价体系, 对各种天然培养基

的组成进行分析研究尤为重要[6,7]。 

目前, 脂溶性维生素的测定主要有液相色谱-串联质

谱法 [8‒10]、高效液相色谱法 [11‒14]、在线二维液相色谱法
[15,16]、微乳液相色谱法[17]等。与其他方法相比, 液相色谱-

串联质谱法具有高效的分离能力、较短的分析时间以及高

的分辨率和灵敏度等优势。本研究建立了超高效液相色谱-

串 联 质 谱 法 (ultra performance liquid chromatograp 

hy-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)同时测定蛋白

胨中 6 种脂溶性维生素, 通过优化流动相的比例以获取更

好的分离效果, 旨在剖析蛋白胨的生物组分, 为建立由纯

化学成分组成的微生物培养基提供基础数据, 并且为今后

其他种类培养基中的脂溶性维生素测定和培养基评价规范

提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Ultimate 3000 超高效液相色谱仪、TSQ Endura 三重

四极杆质谱仪(美国 Thermo Fisher 公司); MS 3 digital 旋涡

混合器(德国 IKA 公司); Sartorius 万分之一电子天平(北京

赛多利斯公司)。 

甲醇、甲酸铵、二氯甲烷(色谱纯, 德国 CNW 公司); 

甲酸、异丙醇(色谱纯, 天津市福晨化学试剂厂); 正己烷

(色谱纯, 北京迪科马科技有限公司); 抗坏血酸(分析纯, 

天津市北联精细化学品开发有限公司); 维生素 A(98.3%, 

德国 HPC Standards GmbH 公司); 维生素 D2(99.0%, 中国

食品药品检定研究院 ); 维生素 D3(99.9%) 、维生素

K1(99.6%, 德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司 ); 维生素

K2(99.9%)、维生素 E(96.8%，美国 Sigma-Alorich 公司)。 

牛肉蛋白胨、酪蛋白胨(北京联利生物制剂厂); 大豆

蛋白胨(法国 Solabia 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 

准确称取适量标准品, 维生素 A、维生素 E、维生素

D2 和维生素 D3 用 10 g/L 的抗坏血酸甲醇溶液溶解并定容

至 25 mL, 维生素 K1 和维生素 K2 用甲醇溶解并定容至   

25 mL, 均置于棕色容量瓶, 配制成标准储备液。移取适量

各标准储备液, 用甲醇稀释, 得到维生素 A、维生素 E、维

生素 D2、维生素 D3、维生素 K1 和维生素 K2 的浓度分别

为 9.52、15.30、12.32、8.92、14.69、14.17 μg/mL 的混合

标准中间液, 于−20 ℃避光保存。 

2.2.2  样品前处理 

准确称取牛肉蛋白胨、酪蛋白胨和大豆蛋白胨各 0.2 g 

(精确到 0.0001 g)样品于 50 mL 离心管中, 加入 20 mL 甲醇

-正己烷(8:2, V:V)混合溶液进行提取, 涡旋混合 20 min, 溶

液过 0.22 μm 微孔滤膜。以上操作均避光进行。 

2.2.3  仪器条件 

(1)色谱条件 

色谱柱 : Thermo Syncronis C18 色谱柱 (100 mm×    

2.1 mm, 1.7 μm); 柱温: 25 ℃; 样品室温度: 10 ℃; 流速: 

0.20 mL/min; 流 动 相 : 0.1%(V/V) 甲 酸 甲 醇 溶 液 ( 含      

10 mmol/L 甲酸铵); 进样量 2 μL。 

(2)质谱条件 

离子源: 电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)源; 

扫描方式: 正离子扫描; 检测方式: 多反应监测(multiple 

reaction monitoring, MRM)模式; 离子源温度: 350 ℃; 离

子传输管温度: 350 ℃; 离子喷雾电压: 4500 V; 鞘气流速: 

9.0 L/min; 辅助气流速: 6.0 L/min; 碰撞气: 氩气。MRM 检

测离子对参数见表 1。 

3  结果与分析 

3.1  流动相的选择 

由于脂溶性维生素都是非极性化合物, 疏水性强, 缺

少质子化作用位点[18], 因此流动相中加入 0.1%(V/V)甲酸

和 10 mmol/L 甲酸铵, 不仅可以改善峰形, 还能促进脂溶

性维生素的离子化, 增加响应强度。 

此外, 实验还通过调节流动相的比例以获得最佳条

件, 结果表明, 流动相中水的比例越大, 响应越低, 峰形
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越差, 出峰时间越晚, 当选用 0.1%(V/V)甲酸甲醇溶液(含

10 mmol/L 甲酸铵)为流动相, 各组分分离效果良好, 峰形

对称, 响应值最高, 无杂质峰干扰。6 种脂溶性维生素的

MRM 色谱图见图 1。 

 
表 1  MRM 扫描模式下 6 种脂溶性维生素的质谱参数 

Table 1  MS parameters of the 6 fat-soluble vitamins in MRM scan mode 

编号 化合物 扫描模式 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞电压/V 

1 维生素 A (retinol) [M-OH]+ 2.12 269.3 
213.1* 12.7 

157.0 18.5 

2 维生素 E (α-tocopherol) [M+H]+ 5.63 431.4 
165.0* 18.5 

137.1 37.5 

3 维生素 D2 (vitamin D2) [M+H]+ 4.51 397.3 
379.2* 10.3 

271.2 10.3 

4 维生素 D3 (vitamin D3) [M+H]+ 4.74 385.4 
367.3* 10.3 

259.2 12.4 

5 维生素 K1 (vitamin K1) [M+H]+ 10.11 451.4 
187.0* 21.8 

197.1 22.8 

6 维生素 K2 (vitamin K2) [M+H]+ 5.53 445.3 
187.0* 18.9 

427.2 12.2 

注: *为定量离子。 

 
 
 

 
 
 
 

注: a. 维生素 A; b. 维生素 E; c. 维生素 D2; d. 维生素 D3; e. 维生素 K1; f. 维生素 K2。 

图 1  6 种脂溶性维生素混合标准溶液的 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM Chromatograms of the 6 fat-soluble vitamins mixed standard solution 
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3.2  质谱条件的优化 

本研究使用蠕动针泵, 以 10 μL/min 的流速, 依次将

单一标准品溶液(1 μg/mL)与流速为 200 μL/min 的流动相

通过三通接头混合后直接注入质谱 , 在质荷比 m/z 为

100~1000 扫描范围内以 ESI+模式进行一级质谱扫描, 调节

离子源温度、喷雾电压、离子传输管温度和气体流速等质

谱参数, 确定 6 种脂溶性维生素的母离子。其中维生素 A 

[M-OH]+峰较强, 其余 5 种脂溶性维生素均为[M+H]+峰。

确定母离子后, 分别对其进行二级质谱扫描, 选择合适的

轰击能量, 确定定量离子和定性离子。优化后 6 种脂溶性

维生素的 MRM 参数见表 1。 

3.3  样品提取溶剂的优化 

由于脂溶性维生素不溶于水, 易溶于醇、烃、卤代烃

等有机溶剂 , 因此 , 本研究选用甲醇 -异丙醇 -二氯甲烷

(8:1:1, V:V:V)[19]和甲醇-正己烷(8:2, V:V)分别对 6 种脂溶性

维生素进行提取, 实验结果显示, 甲醇-正己烷(8:2, V:V)提

取的脂溶性维生素有更高的响应, 具有更好的提取效果。 

本研究还比较了不同比例正己烷的提取效果, 结果

表明, 增大正己烷比例有利于脂溶性维生素的提取, 但是

会造成峰变宽, 峰形变差, 甚至会使峰出现分叉现象, 因

此, 综合来看, 选用甲醇-正己烷(8:2, V:V)为本研究的提取

溶剂。 

3.4  方法学评估 

3.4.1  线性范围和检出限 

将 6 种脂溶性维生素的系列混合标准溶液按上述色

谱及质谱条件进行测定 , 以各物质的峰面积为纵坐标

(Y)、质量浓度为横坐标(X, μg/L)绘制标准曲线。数据结果

表明, 6 种脂溶性维生素在各自质量浓度范围内相关系数

(r2)均大于 0.999, 线性关系良好。当取样量为 0.2 g 时, 以

信噪比为 3 和 10 时的进样浓度为最低检出含量和最低定

量 含 量 , 最 终 计 算 得 出 该 方 法 的 检 出 限 为 0.026~   

1.109 mg/kg, 定量限为 0.085~3.696 mg/kg, 方法灵敏度

高。相关数据见表 2。 

3.4.2  方法的精密度 

取空白样品 6 份, 为了减少基质效应, 回收实验取样

量照样品前处理取样量减半, 每份 0.1 g, 精密称定, 分别

加入 300 μL 维生素混标溶液, 按本研究所述方法进行测定, 

计算相对标准偏差。结果表明, 6 种脂溶性维生素含量的相

对标准偏差(relative standard deviation, RSD)均小于 3%, 表

明该方法精密度高, 重现性好(见表 3)。 

 
表 2  6 种脂溶性维生素的线性范围、回归方程、相关系数(r2)、检出限和定量限 

Table 2  Linear ranges, regression equations, correlation coefficients (r2), limits of detection and limits of quantitation of the 6 fat-soluble 
vitamins 

编号 化合物 线性范围/(μg/L) 回归方程 r2 检出限/(mg/kg) 定量限/(mg/kg) 

1 维生素 A 4.76~380.93 Y=2.745×102X+2.366×103 0.9991 0.220 0.733 

2 维生素 E 1.53~612.09 Y=9.761×102X−2.349×103 0.9997 0.026 0.085 

3 维生素 D2 61.6~615.99 Y=8.053×102X−1.272×104 0.9995 1.109 3.696 

4 维生素 D3 1.78~356.66 Y=1.834×103X+3.405×103 0.9993 0.050 0.166 

5 维生素 K1 1.47~587.40 Y=1.907×103X−4.059×103 0.9999 0.045 0.150 

6 维生素 K2 1.42~566.79 Y=1.853×103X+7.029×102 0.9995 0.033 0.111 

 
 

表 3  6 种脂溶性维生素的精密度(n=6) 
Table 3  Precisions of the 6 fat-soluble vitamins (n=6) 

编号 化合物 加标量/(μg/L) 均值/(μg/L) 回收率/% 相对标准偏差/% 

1 维生素 A 142.9 117.3 82.1 1.4 

2 维生素 E 229.5 211.0 92.0 1.1 

3 维生素 D2 184.8 177.6 96.1 1.8 

4 维生素 D3 133.8 119.8 89.6 2.2 

5 维生素 K1 220.3 210.5 95.5 1.7 

6 维生素 K2 212.6 205.9 96.8 2.0 
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3.4.3  方法的回收率 

在空白样品中分别添加 3 个水平的混合标准溶液, 每

个水平取样 3 次, 分别测定, 以评价不同添加水平的可靠

性。由表 4 可知, 样品的加标回收率为 81.5%~114.8%, 相

对标准偏差均小于 3%, 方法回收率满足要求。 

3.5  实际样品的测定 

选取 3 个不同种类的蛋白胨样品, 即牛肉蛋白胨、

酪蛋白胨和大豆蛋白胨, 按本研究所述方法处理样品并

测定, 计算待测样品中 6 种脂溶性维生素的含量。测定结

果表明, 在该 3 种蛋白胨中均未有脂溶性维生素的检出, 

这可能和蛋白胨的生产工艺有关。在蛋白胨的生产过程

中 , 经过一系列复杂的生产工序 , 最后得到的蛋白胨具

有较低的脂肪含量[20], 因此在这 3 种蛋白胨中均未有脂

溶性维生素的检出。 

 
表 4  6 种脂溶性维生素的回收率(n=3) 

Table 4  Spiked recoveries of the 6 fat-soluble vitamins (n=3) 

编号 化合物 加标量/(μg/L) 均值/(μg/L) 平均回收率/% 相对标准偏差/% 

1 维生素 A 

14.3 12.6 88.1 0.8 

100.0 81.5 81.5 0.7 

185.7 169.3 91.1 0.5 

2 维生素 E 

23.0 21.8 94.8 1.0 

160.7 147.7 91.9 2.2 

298.4 296.0 99.2 1.4 

3 维生素 D2 

18.5 17.6 95.1 1.1 

129.4 111.9 86.5 0.4 

240.2 247.4 103.0 0.6 

4 维生素 D3 

13.4 12.3 91.8 1.4 

93.6 87.3 93.2 2.5 

173.9 181.5 104.4 1.5 

5 维生素 K1 

22.0 20.9 95.0 0.4 

154.2 156.5 101.5 0.4 

286.4 306.0 106.8 0.6 

6 维生素 K2 

21.3 20.6 96.7 2.2 

148.8 135.0 90.7 2.4 

276.3 317.2 114.8 1.8 

 

4  结论与讨论 

本研究建立了同时测定蛋白胨中 6 种脂溶性维生素

的超高效液相色谱-串联质谱法, 对比脂溶性维生素测定

的相关国家标准[11,12]和文献, 本方法简化了前处理步骤, 

不需要繁琐的皂化过程, 提高了检测效率, 同时该方法具

有良好的稳定性和准确度, 可为其他种类蛋白胨和培养基

中的脂溶性维生素测定提供参考, 同时为培养基评价规范

提供理论支撑。 
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