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液相色谱-串联质谱法测定婴儿乳粉中的 
抗坏血酸棕榈酸酯 

邹  芸 1, 张  雷 2, 郗存显 2, 刘  贝 2, 张后兵 2, 宁莘稀 2, 唐柏彬 2* 
(1. 重庆市市政环卫监测中心, 重庆  401121; 2. 重庆海关技术中心, 重庆  400020) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)快速

检测婴儿乳粉中抗坏血酸棕榈酸酯含量的方法。方法  样品经 0.1%草酸乙醇溶液提取, 提取液用乙二胺-N-

丙基硅烷(primary secondary amine, PSA)净化后经 C18 柱分离, 三重四极杆串联质谱检测。结果  抗坏血酸棕

榈酸酯在 0.02~0.5 μg/mL 浓度范围内与峰面积呈良好的线性关系, 相关系数(r2)为 0.9996, 检出限(S/N=3)为

0.03 mg/kg, 定量限(S/N=10)为 0.10 mg/kg。当添加浓度水平为 0.5、1.0 和 10.0 mg/kg 时, 平均回收率为

90.0%~104.1%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs, n=6)为 1.5%~2.7%。结论  本方法操作简便、

快速、灵敏度高, 能够满足婴儿乳粉中抗坏血酸棕榈酸酯的检测要求。 
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Determination of ascorbyl palmitate in infant formula milk powder by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

ZOU Yun1, ZHANG Lei2, XI Cun-Xian2, LIU Bei2, ZHANG Hou-Bing2,  
NING Xin-Xi2, TANG Bo-Bin2* 

(1. Chongqing Municipal ＆ Environmental Sanitation Monitoring Department, Chongqing 401121, China;  
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid detection of ascorbyl palmitate in infant milk powder by 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  The sample was extracted with 0.1% 

oxalic acid ethanol solution, and the extract was purified with ethylenediamine-N-propyl silane (primary secondary 

amine, PSA) and separated by a C18 column, and detected by a triple quadrupole tandem mass spectrometry. Results 
Ascorbyl palmitate had a good linear relationship with the peak area in the concentration range of 0.02‒0.5 μg/mL, 

and the correlation coefficient (r2) was 0.9996. The limit of detection (LOD) (S/N=3) was 0.03 mg/kg, and the limit of 

quantitation (LOQ) (S/N=10) was 0.10 mg/kg. The mean recoveries at spiked levels of 0.5, 1.0 and 10.0 mg/kg were 

90.0%‒104.1%, with the relative standard deviations (RSDs) of 1.5%‒2.7%(n=6). Conclusion  This method is simple, 

rapid and sensitive, and can meet the requirements of detecting ascorbic palmitate in infant milk powder. 

KEY WORDS: ascorbyl palmitate; liquid chromatography-tandem mass spectrometry; infant formula milk powder 
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0  引  言 

抗坏血酸棕榈酸酯(ascorbyl palmitate, AP)是由棕榈

酸与抗坏血酸酯化而得, 易溶于乙醇。它是一种抗氧化剂, 
同时也可以作为机体组织内的维 C 源[1], 被世界卫生组织

与食品添加剂委员会定为具有营养性、无毒、高效、使用

安全的抗氧化剂[2], 也是 GB 2760-2014《食品添加剂使用

标准》中唯一允许可用于婴儿配方食品中的抗氧化剂, 最
大使用量为 50 mg/kg(以脂肪中抗坏血酸计)[3], 换算为婴

儿乳粉中抗坏血酸棕榈酸酯的最大使用量, 约为 20 mg/kg
左右。 

抗坏血酸棕榈酸酯的分析检测方法有 2,6-二氯酚靛酚

滴定法[4]、碘滴定法[5]、分光光度法[5‒6]、薄层法[7‒8]、流

动注射分析法[9], 操作烦琐且特异性不强, 易出现假阳性

结果; 液相色谱法具有快速分离、定性定量准确等优点, 
方法的检出限在 2~5 mg/kg[10‒14], 与限量标准几乎处于同

一水平。液相色谱-串联质谱(liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry, LC-MS/MS)技术的特点是灵敏度高、准

确度好和分辨率强, 因而被广泛应用于食品中添加剂的检

测[15]。但应用液相色谱-串联质谱法测定婴儿乳粉中的抗坏

血酸棕榈酸酯的研究相对较少。 
本研究建立液相色谱-串联质谱法测定婴儿乳粉中的

抗坏血酸棕榈酸酯的含量, 有效监控婴儿乳粉中抗坏血酸

棕榈酸酯的使用情况, 为相关监测单位的日常监管工作提

供方法参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 
LC-30A 超高效液相色谱仪 (日本岛津公司 ); API 

4000 QTRAP 三重四极杆质谱仪 (配电喷雾离子源, 美
国 AB SCIEX 公司); 3-30k 离心机(德国 Sigma 公司); 
XH-B 旋 涡 混 匀 器 ( 江 苏 康 健 医 疗 用 品 有 限 公 司 ); 
KQ-500E 超声波提取机(江苏昆山市超声仪器有限公司); 
FD115 干燥箱(德国 Binder 公司); MSE 125P、BS224S 电

子天平(德国赛多利斯公司)。 
抗 坏 血 酸 棕 榈 酸 酯 标 准 品 ( 纯 度 99.2%, 德 国

Dr．Ehrenstorfer 公司); 甲醇、乙醇、乙腈、乙酸铵和甲

酸(色谱纯, 美国 Tedia 公司); 氨水、乙醚、石油醚、草

酸、无水硫酸镁[分析纯, 重庆川东化工(集团)有限公司]; 
C18 粉、PSA(美国安捷伦公司); 0.22 μm 有机滤膜(尼龙, 
天津津滕公司); 实验室用水为超纯水(德国默克公司)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  溶液配制 

抗坏血酸棕榈酸酯标准储备液: 准确称取 25.20 mg
抗坏血酸棕榈酸酯标准品, 用乙醇(含 0.1%草酸)溶液溶解

并稀释至 50 mL, 配置成 500 mg/L 的标准储备液, 转移至

棕色储液瓶中, 4 ℃保存。 
乙醇(含 0.1%草酸)溶液: 称取 0.1 g草酸, 用乙醇溶解

并稀释至 100 mL。 
2 mmol/L 乙酸铵溶液(含 0.1%甲酸): 称取 0.154 g 乙

酸铵, 加入约 100 mL 水溶解, 再加入 1 mL 甲酸, 用水稀

释至 1000 mL。 
1.2.2  样品前处理 

(1)采样和试样制备 
抽取有代表性的样品, 实验前应充分振摇或搅拌均

匀, 取样后应立即密封避光保存。 
(2)提取 
准确称取 1 g(精确至 0.001 g)样品于 50 mL 离心管中, 

加入 10 mL 乙醇(含 0.1%草酸)溶液, 超声提取 10 min, 离
心, 将上清液转移至 25 mL 容量瓶中, 残渣用提取液重复

提取 1 次, 合并提取液并定容至刻度, 混匀, 取 1 mL 样液, 
加入盛有 0.05 g PSA、0.20 g 无水硫酸镁的玻璃试管中, 涡
旋混合 30 s, 离心后取上清液过 0.22 μm 有机滤膜, 供液相

色谱-串联质谱仪测定。 
1.2.3  液相色谱-串联质谱条件 

(1)液相色谱条件 
色谱柱: Shimadzu VP-ODS C18 柱(150.0 mm×2.0 mm, 

5.0 μm); 柱温: 40 ℃; 流速: 0.3 mL/min; 进样量: 10 μL; 
流动相: A为甲醇, B为2 mmol/L乙酸铵溶液(含 0.1%甲酸); 
梯度洗脱程序: 0~1 min, 70%A; 1~1.5 min, 70%A~100%A; 
1.5~4.0 min, 100%A; 4.0~4.5 min, 100%A~70%A; 4.5~  
6.0 min, 70%A。每次梯度洗脱前 70%A 平衡 2 min。 

(2)质谱条件 
离子源: 电喷雾离子源(electron spray ionization, ESI), 

负离子模式; 电喷雾电压(ion spray voltage, IS): -4500 V; 
离子源温度 (temperature, TEM): 550 ℃; 气帘气压力

(curtain gas, CUR): 30 psi; 雾化气压力(ion source gas 1, 
GS1): 40 psi; 辅助气流速(ion source gas 2, GS2): 60 psi; 
监测模式: 多反应监测模式(multiple reaction monitoring , 
MRM)。 

2  结果与分析 

2.1  检测条件的优化 

2.1.1  质谱条件优化 
以流动注射的方式将 1 mg/L 的抗坏血酸棕榈酸酯标

准溶液注入液相色谱-串联质谱仪中, 在负离子模式下进

行一级质谱和二级碎片离子扫描。抗坏血酸棕榈酸酯具有

多个羟基, 极易去质子形成负离子, 一级质谱扫描得到分

子离子峰[M-H]-为 m/z=413.4。在二级质谱碰撞中待测物的

酯键极易断裂, 扫描得到 m/z=157.0 和 m/z=255.2 2 个响应

较高的碎片离子。最后在多反应监测模式下对 413.4/157.0
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和 413.4/255.2 2 个离子对的去簇电压、碰撞能量、碰撞室

入口电压和碰撞室出口电压等参数进行优化, 质谱参数优

化结果见表 1。 
2.1.2  流动相的选择 

抗坏血酸棕榈酸酯为羟基酸性化合物, 低 pH 值流动

相有助于抑制羟基电离从而获得良好的色谱峰形。文献报

道采用甲醇-甲酸水[10]、甲醇+乙腈-磷酸[11]、乙腈-磷酸[12]、

甲醇-草酸[13]、甲醇+乙腈-磷酸(pH 3.0)[14]、甲醇-磷酸二氢

钾(pH 3.5)[15]等酸性流动相进行分离。LC-MS/MS 分析应

尽量使用难挥发的盐和酸, 因此本研究采用甲醇、乙腈与

2 mmol/L 乙酸铵溶液(含 0.1%甲酸)作为流动相, 比较目标

物的响应值和色谱峰峰形。结果表明采用甲醇和 2 mmol/L
乙酸铵溶液(含 0.1%甲酸)流动相体系进行梯度洗脱能够取

得对称、尖锐的色谱峰。 

2.2  前处理条件优化 

2.2.1  提取条件优化 
抗坏血酸棕榈酸酯对温度、光线和碱性环境敏感, 研

究表明它在柠檬酸和抗坏血酸甲醇溶液中可稳定 7 h[14], 
在 0.1%草酸乙醇中稳定时长可达 20 h 以上[13]。本研究采

用 0.1%草酸乙醇溶液作为提取溶剂, 运用正交实验比较了

不同溶剂体积(5、10、15 mL)、超声提取时间(10、20、     

30 min)和提取次数(1、2、3 次)对提取效率的影响。正交

实验直观分析结果见表 2, 结果表明对提取效果的影响为

提取次数＞溶剂体积＞提取时间 , 最佳提取组合为

A2B1C2, 即采用 10 mL 提取剂超声提取 2 次, 每次 10 min, 
验证得到 1 mg/kg 水平的加标回收率为 99.6%。 
2.2.2  净化条件的优化 

样品提取液中含有的蛋白质、脂肪和糖类等, 直接

测定会污染仪器、影响检测。固相萃取、凝胶色谱等净

化手段过程复杂、耗时较长, 容易造成待测物的降解。

QuEChERS 净化快速、简单且有效, PSA 可有效吸附脂

肪酸、碳水化合物等极性杂质, C18 可以进一步吸附少量

脂肪等非极性杂质[16], 可用于样品的快速净化。本研究

取 1 mL 提取液, 比较了 PSA、C18 和无水硫酸镁用量对

回收率的影响。不同配比 PSA/C18/无水硫酸镁净化的回

收率如图 1 所示, 结果显示 C18 对待测物具有很强的吸

附作用, 因此研究中仅使用 PSA 和无水硫酸镁。当添加

0.05 g PSA、0.15 g 或 0.20 g 无水硫酸镁净化后的平均回

收率分别为 106.8%和 102.6%, 过量的 PSA 和无水硫酸

镁会导致回收率降低。因此实本研究取 1 mL 样品提取

液, 加入 0.05 g PSA 和 0.20 g 无水硫酸镁涡旋 30 s 进行

净化。 
 

表 1  抗坏血酸棕榈酸酯质谱参数 
Table 1  Parameters of mass spectrometry of ascorbic palmitate 

母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 驻留时间/ms 去簇电压/V 碰撞室入口电压/V 碰撞室出口电压/V 碰撞电压/V 

413.4 
157.0* 200 ‒90 ‒8.9 ‒6.1 ‒34.2 

255.2 200 ‒90 ‒8.9 ‒6.1 ‒24.7 

注: *为定量离子。 

 
表 2  正交实验结果 

Table 2  Results of orthogonal experiment  

实验号 

因素 

A 溶剂体积 B 提取时间 C 提取次数 回收率均值
/% 

1 1 1 1 67.7 

2 2 2 2 98.2 

3 3 3 3 87.2 

4 1 2 3 85.7 

5 2 3 1 60.3 

6 3 1 2 87.6 

7 1 3 2 85.1 

8 2 1 3 95.7 

9 3 2 1 50.3 

K1 238.5 251.0 178.3 

表 2(续) 

实验号 

因素 

A 溶剂体积 B 提取时间 C 提取次数
回收率均值

/% 

K2 254.2 234.2 270.9  

K3 225.1 232.6 268.6  

1K  79.5 83.7 59.4  

2K  84.7 78.1 90.3  

3K  75.0 77.5 89.5  

极差 R 9.7 6.1 30.9  

主次顺序 C＞A＞B 

优水平 A2 B1 C2  

优组合 A2B1C2 
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注: 图例配比依次为 PSA/C18/无水硫酸镁。 
图 1  不同物料比净化的回收率 

Fig.1  Recoveries of using different material feeding ratios 
 

2.3  基质效应、线性范围、检出限和定量限 

基质效应是质谱分析中影响分析方法灵敏度和准

确度等的关键因素 [17], 也可以间接的反应方法的净化

效果。本研究采用基质标准溶液与溶剂标准溶液曲线

方程斜率比进行基质效应评价 [18], 计算公式如式(1)。  

            𝑀𝐸 = (ௌௌౣ౩ − 1) × 100            (1) 

其中, Sm 和 Ss 分别表示基质标准曲线和溶剂标准曲线的

斜率。分别以溶剂和空白基质溶液配制浓度为 20、50、

100、200 和 500 μg/L 溶剂标准溶液和基质标准溶液, 用

LC-MS/MS 测定并绘制线性方程。获得基质标准溶液的

校准曲线方程为 Y=11899X+10502、相关系数(r2=0.9996), 

溶剂标准溶液的校准曲线方程为 Y=15017X+11470、相关

系数(r2=0.9999)。计算得本方法的 ME=-20.8%, 具有中等

基质抑制效应[17]。为获得准确的定量分析结果, 实验采用

基质曲线进行定量分析。以基质标准溶液 S/N=3 计算得

方法的检出限为 0.03 mg/kg, S/N=10 计算得方法的定量限

为 0.10 mg/kg。 

2.4  回收率及精密度实验 
本研究在 0.5、1.0 和 10.0 mg/kg 3 个浓度水平上进行

添加回收实验, 每个水平重复做 6 次。称取经检测不含抗

坏血酸棕榈酸酯的市售样品, 加入标准溶液并混匀, 静置

5 min 后按照样品的前处理方法进行测定, 计算添加回收

率、精密度。实验结果详见表 3, 3 个加标水平的平均回收

率 为 90.0%~104.1%, 相 对 标 准 偏 差 (relative standard 
deviations, RSD, n=6)为 1.5%~2.7%。空白试样和加标样品

的色谱图见图 2、图 3。 

2.5  实际样品测定 
目前市场上婴儿乳粉品牌众多, 本研究随机选取了 10

个品牌的样品按照所建立的方法测定样品中抗坏血酸棕榈

酸酯的含量, 同时按照 GB 5009.6—2016《食品安全国家标

准 食品中脂肪的测定》第三法[19]测定脂肪的含量。所检样

品中有 2 个样品检出抗坏血酸棕榈酸酯 , 含量分别为    
5.3 mg/kg 和 11.1 mg/kg, 脂肪含量分别为 25.5 g/100 g 和

24.1 g/100 g, 换算为脂肪中抗坏血酸的含量为 8.8 mg/kg 和

19.6 mg/kg, 产品符合 GB 2760—2014 限量要求。 
 
 

表 3  加标样品回收率和精密度(n=6) 
Table 3  Recoveries and precisions in spiked samples (n=6) 

添加水平/(mg/kg) 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

0.5 94.2、86.1、89.5、80.3、97.2、93.0 90.0 2.7 

1.0 98.7、105.8、100.6、108、102.5、109 104.1 1.5 

10 95.6、92.3、90.5、103.3、97.8、99.2 96.4 1.7 
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图 2  空白样品多反应监测色谱图 
Fig.2  Chromatograms of blank sample in MRM mode 

 
 
 

 
 
 

图 3  空白样品加标(1.0 mg/kg)多反应监测色谱图 
Fig.3  Chromatograms of sample spiked with standard (1.0 mg/kg) in MRM mode 
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图 3(续)  空白样品加标(1.0 mg/kg)多反应监测色谱图 
Fig.3  Chromatograms of sample spiked with standard (1.0 mg/kg) in MRM mode 

 

3  结  论 

本研究通过对质谱、色谱条件的考察及优化, 建立了

抗坏血酸棕榈酸酯的液相色谱-串联质谱分析方法。优化了

样品提取和净化条件, 确立以含有 0.1%草酸的乙醇溶液作

为提取剂, 超声提取 2 次, 提取液采用 PSA 净化后用液相

色谱-串联质谱法测定, 以基质标准曲线定量分析。方法前

处理过程简单、结果准确可靠, 回收率、精密度和检出限

均满足婴儿乳粉中抗坏血酸棕榈酸酯的检测要求。 
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