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正己烷提取-高效液相色谱法及其串联质谱法分别
测定婴幼儿配方奶粉中维生素 A、D3含量 

田良良, 黄冬梅, 蔡友琼, 王  媛, 孔  聪* 

[中国水产科学研究院东海水产研究所, 农业农村部水产品质量监督检验测试中心(上海), 上海  200090] 

摘  要: 目的  建立正己烷提取, 高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)和高效液相

色谱-串联质谱法(high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)分别测定

婴幼儿配方奶粉中维生素 A (vitamin A, VA)和维生素 D3 (vitamin D3, VD3)含量的方法。方法  样品中加入

VD3-d3 内标后皂化, 正己烷提取, 采用去离子水清洗正己烷提取液以去除提取液中的氢氧化钾。加入氯化钠

促进水和正己烷两相分层, 将洗至中性的正己烷提取液浓缩至干。加入甲醇定容至 10 mL, 取 1 mL 溶液用高

效液相色谱法测定 VA。剩余的 9 mL 定溶液浓缩至干后再用 1 mL 甲醇复容, 采用高效液相色谱-串联质谱法

测定 VD3。结果  VA 的线性范围为 0.2~6.0 μg/mL, 方法检出限为 30 μg/100 g, 方法定量限为 100 μg/100 g; 

VD3 的线性范围为 0.01~0.20 μg/mL, 方法检出限为 0.5 μg/100 g, 方法定量限为 1.0 μg/100 g。批内相对标准偏

差和批间相对标准偏差均小于 5%。使用该方法成功通过了 2020 年婴幼儿配方奶粉中 VA、VD3 样品能力验

证考核。结论  该方法所用提取试剂少且操作简单快捷, 适用于婴幼儿配方奶粉中 VA 和 VD3 的测定。 

关键词: 婴幼儿配方奶粉; 维生素 A; 维生素 D3; 正己烷; 高效液相色谱法; 高效液相色谱-串联质谱法 

Determination of vitamin A and D3 in infant formula milk powder by 
n-hexane extraction-high performance liquid chromatography  

and tandem mass spectrometry 

TIAN Liang-Liang, HUANG Dong-Mei, CAI You-Qiong, WANG Yuan, KONG Cong* 

[Aquatic Product Quality Inspection and Test Center (Shanghai), Ministry of Agriculture and Rural Affairs of PR China, 
East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai 200090, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of vitamin A (VA) and vitamin D3 (VD3) in 

infant formula milk powder by high performance liquid chromatography (HPLC) and high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  The sample was saponified after the 

addition of VD3-d3 as internal standard, and was further extracted with n-hexane, cleaned with deionized water to 

remove potassium hydroxide in the extract. Sodium chloride was added to promote the two-phase stratification of 

water and n-hexane, and the n-hexane extract washed to neutrality was concentrated to dryness. Ten millilitres of 

methanol was added to dissolve the dried sample, and 1 mL of the solution was sampled for the determination of VA 

by HPLC. The remaining 9 mL of the fixed solution was concentrated to dryness and reconstituted with 1 mL of 
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methanol for the determination of VD3 using HPLC-MS/MS. Results  The linear range of VA was 0.2‒6.0 μg/mL, 

the method limit of detection was 30 μg/100 g, and the method limit of quantitation was 100 μg/100 g; the linear 

range of VD3 was 0.01‒0.20 μg/mL, the method limit of detection was 0.5 μg/100 g, and the method limit of 

quantitation was 1.0 μg/100 g. The relative standard deviations within and between batches were less than 5%. The 

method has been successfully used to verify the capability of VA and VD3 samples in infant formula milk powder in 

2020. Conclusion  This method has the advantages of less extraction reagents and simple and quick operation, and 

is suitable for the determination of VA and VD3 in infant formula milk powder. 

KEY WORDS: infant formula milk powder; vitamin A; vitamin D3; n-hexane; high performance liquid 

chromatography; high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

维生素 A (vitamin A, VA)和维生素 D (vitamin D, VD)

都属于脂溶性维生素, 是人体必需的营养物质。VA 又名视

黄醇, 对于婴幼儿的视力和骨骼的生长发育有很重要的作

用, 缺乏会得夜盲症, 过量则会引起腹痛、厌食、呕吐、

视觉模糊、头痛及新生儿和婴儿囟门突起等疾病[1]。VD 有

助于钙的吸收, 对保持人体钙磷平衡具有重要作用, 缺乏

可导致佝偻病、软骨病等多种疾病, 过量则会导致高钙血

症和高钙尿症[1]。具有生物活性的 VD 主要是维生素 D2 

(vitamin D2, VD2)和维生素 D3 (vitamin D3, VD3), 虽然两者

都有强化食品中 VD 的功能, 但联合国粮食及农业组织及

世界卫生组织发布的标准 CODEX STAN 72—1981《婴儿

配方食品和特殊医疗用途婴儿配方》中规定, 婴儿配方奶

粉通常添加 VD3, 所以对于婴幼儿配方奶粉主要是监测

VD3 的含量。由于婴幼儿食物来源单一, 为了保证婴幼儿

的健康, 我国 GB 10767—2010《食品安全国家标准 较大

婴儿和幼儿配方食品》和 GB 10765—2010《食品安全国家

标准 婴儿配方食品》对婴幼儿配方食品中的营养成分进

行了规定, 其中维生素是必须强化的营养物质之一, VA 的

限 量 范 围为 14~54 μg/kJ, VD 的 限 量范 围 为 0.25~      

0.75 μg/kJ。按照每 100 g 婴幼儿配方奶粉大约 2000 kJ 计

算, 婴幼儿配方奶粉中 VA 限量范围为 280~1080 μg/kg, 

VD3 的限量范围为 5~15 μg/kg。 

目前关于 VA 常用的检测方法主要有正相液相色谱

法[2‒3]、反相液相色谱法[4‒5]、液相色谱-质谱/质谱法[6‒9], 关

于 VD3 常用的检测方法主要有液相色谱法[4,10‒11]、液相色谱

-质谱/质谱法[6,12‒15], 其他已报道的方法还有探针法[16]和电

化学传感器法[17‒18]等, 关于 VA 和 VD 共同测定的方法也有

报道[4,6,9,19‒21]。对于婴幼儿配方奶粉中 VA 和 VD3同时检测的

方法主要是液相色谱法[4,19]、液相色谱-串联质谱法[6,9,20‒21]。

液相色谱-串联质谱法测定婴幼儿配方奶粉中的 VA 对净化

效果要求较高, 而我国标准中婴幼儿配方奶粉中 VA 的最低

限量为 280 μg/kg, 数值较高, 采用液相色谱法即可满足要

求。对于 VD, 采用液相色谱法测定时, 还需要正相色谱或

者二维色谱进行分离才可以满足液相色谱法测定的要求, 

方法复杂, 仪器性能要求高, 而我国标准中婴幼儿配方奶粉

VD3 的最低限量为 5 μg/kg, 数值较低, 采用液相色谱-串联

质谱法测定会更为简单准确。所以对于婴幼儿配方奶粉中

VA 的测定采用液相色谱法较好, VD3 的检测采用液相色谱-

串联质谱法较好。目前已报道的关于婴幼儿配方奶粉中 VA

和 VD3 的检测方法中, 提取试剂用量较大、前处理方法操作

耗时。鉴于此, 本研究建立正己烷提取后, 分别采用高效液

相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)及

高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)测

定婴幼儿配方奶粉中 VA、VD3 含量的检测方法, 以期为婴

幼儿配方奶粉中 VA、VD3 含量的准确测定提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

VA(纯度≥99%, 中国 BePure 公司 ); VD3(纯度≥

99.6%, 德国 Dr. Ehrenstorfer 公司); VD3-d3 (1.039 mg/mL, 

美国 IsoSciences 公司); VA 和 VD3 的质控样品(VA 的特性

区间范围为 496~633.6 μg/100 g, VD3 的特性区间范围为

8.517~11.381 μg/100 g, 中国检验检疫科学研究院测试评

价中心); 正己烷、无水乙醇、甲醇(色谱纯, 美国 J.T Baker

公司); 抗坏血酸(纯度≥99.0%, 美国 Sigma 公司); 2,6-二

叔丁基对甲酚(色谱纯, 美国 Aldrich 公司); 氢氧化钾、无

水硫酸钠、氯化钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1200 液相色谱仪(配紫外检测器, 美国 Agilent

公司); Qtrap 5500 液相色谱串联三重四极杆质谱仪[配有电

喷雾离子源(electrospray ionization, ESI), 美国 AB SCIEX

公司]; RE-52AA 旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)。 

1.3  溶液配制 

VA 标准储备溶液配制: 准确称取 25.0 mg VA 标准物质, 

用无水乙醇溶解后转移入 50 mL 容量瓶中, 定容至刻度。将

溶液转移至棕色试剂瓶中, 冷冻密封保存。临用前将溶液回
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温至 20 ℃, 并按照标准 GB 5009.82—2016《食品安全国家标

准 食品中维生素 A、D、E 的测定》附录 B 进行浓度校正。 

VD3 标准储备溶液配制: 准确称取 10.0 mg VD3 标准

物质, 用无水乙醇溶解后转移入 100 mL 容量瓶中, 定容至

刻度。将溶液转移至棕色试剂瓶中, 冷冻密封保存。临用

前将溶液回温至 20 ℃, 并按照标准 GB 5009.82—2016 附

录 B 进行浓度校正。 

内标 VD3-d3 标准中间液配制(1.0 μg/mL): 准确量取

96.2 μL 1.039 mg/mL 的 VD3-d3 内标溶液加入 100 mL 容量

瓶中, 用甲醇定容。将溶液转移至棕色试剂瓶中, 冷冻密

封保存。临用前将溶液回温至 20 ℃。 

VA 标准中间液配制(10.0 μg/mL): 根据校正的储备

液浓度, 准确吸取一定量的储备液于 25 mL 容量瓶中, 用

甲醇定容至刻度。冷冻密封避光保存。 

VD3 标准中间液配制(1.0 μg/mL): 根据校正的储备液

浓度, 准确吸取一定量的储备液于 25 mL 容量瓶中, 用甲

醇定容至刻度。冷冻密封避光保存。 

VA 标准系列工作液配制: 分别吸取 VA 标准中间液

0.20、0.50、1.00、2.00、4.00、6.00 mL 于 10 mL 棕色容

量瓶中, 用甲醇定容至刻度, 混匀。此标准系列工作液质

量浓度分别为 0.20、0.50、1.00、2.00、4.00、6.00 μg/mL。 

VD3标准系列工作液配制: 分别吸取 VD3标准中间液

0.10、0.20、0.50、1.00、1.50、2.00 mL 于 10 mL 棕色容

量瓶中, 各加入 VD3-d3 内标标准中间液 1.00 mL, 用甲醇

定容至刻度, 混匀。此标准系列工作液质量浓度分别为

0.01、0.02、0.05、0.10、0.15、0.20 μg/mL。 

氢氧化钾溶液(50 g/100 g): 称取 50 g 氢氧化钾, 加入

50 mL 水溶解, 冷却后, 储存于聚乙烯瓶中。 

1.4  实验方法 

1.4.1  皂  化 

准确称取(2.00±0.05) g 奶粉于 50 mL 离心管中, 加入

100 μL VD3-d3 标准中间液、0.4 g 抗坏血酸和 0.1 g 2,6-二

叔丁基对甲酚, 加入 6 mL 温水, 将奶粉充分溶解, 混匀; 

加入 10 mL无水乙醇和 6 mL氢氧化钾溶液(50 g/100 g), 充

分振荡混匀, 80 ℃皂化 30 min, 冷却。 

1.4.2  提  取 

加入 10 mL 正己烷充分振荡提取, 静置, 取上清液移

入另一 50 mL 离心管中, 再加入 10 mL 正己烷提取一次, 

合并正己烷。 

1.4.3  洗  涤 

在正己烷提取液中加入 10 mL 水, 振荡, 加入 2 g 氯

化钠, 振荡溶解氯化钠, 静置分层, 去掉下层水, 再加入

10 mL 水清洗一次。 

1.4.4  浓  缩 

将上层正己烷转移入另一 50 mL 离心管中, 加入适量

无水硫酸钠, 充分振荡, 静置, 将正己烷转移入棕色鸡心

瓶中, 40 ℃减压蒸干, 用甲醇分次将蒸发瓶中的残留物溶

解并转移至 10 mL 容量瓶, 定容, 取 1 mL 进行 HPLC 测定

VA, 剩余的 9 mL 定溶液浓缩后再用 1 mL 甲醇复容, 

HPLC-MS/MS 测定 VD3。 

1.4.5  HPLC 分析 VA 的条件 

色谱柱: Agilent ZORBAX SB-C18 (250 mm×4.6 mm,  

5 μm); 柱温: 20 ℃; 紫外检测器波长: 325 nm; 进样量:  

10 μL; 流速: 1.2 mL/min; 流动相 A: 甲醇, 流动相 B: 水; 

洗脱梯度见表 1。 
 

表 1  流动相梯度洗脱程序 
Table 1  Mobile phase gradient elution program 

时间/min A/% B/% 流速/(mL/min)

 0.0  90 10 1.2 

 2.0  90 10 1.2 

 7.0 100  0 1.2 

14.0 100  0 1.2 

16.0  90 10 1.2 

19.0  90 10 1.2 

 
1.4.6  HPLC-MS/MS 分析 VD3 的条件 

色 谱 条 件 : 色 谱 柱 为 CAPCELL PAK MGII       

(100 mm×2.1 mm, 3 μm); 柱温: 40 ℃; 进样量: 5 µL; 流速: 

0.7 mL/min。流动相: A 为水(0.1%甲酸), B 为甲醇(0.1%甲酸); 

梯度洗脱程序见表 2。 
 

表 2  流动相梯度洗脱程序 
Table 2  Mobile phase gradient elution program 

时间/min B/% 流速/(mL/min) 

 0.01  80 0.7 

 1.00  95 0.7 

 9.20 100 0.7 

 9.50  80 0.7 

10.00  80 0.7 

 

质谱条件 : 离子化模式为电喷雾电离 (electrospray 

ionization, ESI), 正离子模式; 扫描方式为选择反应监测

(selective response monitoring, SRM), 选择反应监测母离

子、子离子和碰撞能量见表 3; 喷雾电压为 5500 V; 温度

为 550 ℃; 气帘气为 40 psi; 喷雾气为 50 psi; 辅助加热气

为 60 psi; 碰撞气为 medium。 

 
表 3  选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量 

Table 3  Precursor ions, product ions and collision energy of 
SRM 

目标化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能量/eV 

VD3 385.4 
259.5* 31 

159 45 

VD3-d3 388.4 259.5 30 

注: *为定量碎片离子。 
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1.5  标准曲线绘制 

将 VA 标准系列工作液采用高效液相色谱法测定, 以

峰面积为纵坐标(Y)、以工作液浓度(X, μg/mL)为横坐标绘

制标准曲线, 计算回归方程和相关系数, 外标法定量。 

将 VD3 标准系列工作液采用高效液相色谱-串联质谱

法测定, 以 VD3 与同位素内标的峰面积比值为纵坐标(Y), 

以 VD3 工作液浓度(X, μg/mL)为横坐标绘制标准曲线, 计

算回归方程和相关系数, 内标法定量。 

1.6  检测结果计算 

试样中 VA 或 VD3 的含量按式(1)计算:  

X=
100C V f

m

  
            (1) 

式中: X, 维生素的含量, μg/100 g; C, 根据标准曲线计算得

到维生素的浓度, μg/mL; V, 定容体积, mL; f, 稀释倍数, 

VD3 因其为内标法, 故稀释倍数为 1; 100, 换算系数; m, 

称样量, g。 

2  结果与分析 

2.1  标准溶液的稳定性 

使用标准溶液前, 将 VA 和 VD3 储备液按标准 GB 

5009.82—2016 附录 B 进行浓度校正。在‒20 ℃储存条件下, 

发现随着储存时间的推移, 维生素标准储备液的浓度呈下

降趋势, VA标准储备液的浓度下降速度先快后慢, 9 d浓度

下降了 50%以上; VD3 标准储备液的浓度下降相对缓慢,  

27 d 浓度下降 10%, 见图 1。虽然 VA 浓度下降快, VD3 浓

度下降慢, 但为了保证检测结果的准确性, 标准溶液都需

要在使用前进行浓度校正, 以免造成误差。 

 

 
 

图 1  VA 和 VD3 储备液浓度在‒20 ℃储存条件下的 

稳定性结果(n=3) 

Fig.1  Stability results of concentration for VA and VD3 stock 
solution at ‒20 ℃ (n=3) 

 

2.2  皂化条件的选择 

对比常温皂化过夜和 80 ℃皂化 30 min 2 种条件对质

控样品的皂化效果, 发现常温皂化溶液的颜色呈浅棕色, 

80 ℃皂化溶液的颜色呈深棕色, 2 种皂化条件下 80 ℃皂化

30 min 的测定值略高, 为了节省皂化时间, 采用 80 ℃皂化

30 min 的方法。 

2.3  提取溶剂的优化 

采用VA和VD3的质控样品对提取试剂石油醚和正己

烷进行实验, 发现这 2 种试剂对 VA 的回收率都可以达到

90%以上, 但采用石油醚提取时 VD3 的回收率不到 80%, 

采用正己烷提取时 VD3 的回收率达到 90%以上, 故选择正

己烷作为提取溶剂。 

2.4  净化方法的优化 

采用水洗涤正己烷提取液后静置分层比较慢, 而且

会出现乳化不分层的现象, 为了解决这个问题, 本研究采

用了加入 2 g 氯化钠的方法来达到破乳和加快分层的目的, 

同时减小了水相和有机相互溶的比例, 从而减少提取液损

失, 有利于提高回收率。 

2.5  VA 前处理方法的对比 

通过表 4 中标准方法 GB 5009.82—2016 与本研究方法

检测 VA 的对比可以看出, 本研究方法在所用的水、无水乙

醇、氢氧化钾、提取试剂等的用量都减少了 2/3 以上, 相比

于标准方法更为环保。同时由于本研究方法所用试剂比较少, 

可以直接在 50 mL 离心管中进行皂化和提取, 不需要中间

溶液的转移, 既简化了操作步骤, 又节约了时间。 
 

表 4  标准方法 GB 5009.82—2016 与本研究方法检测 VA 的对比 
Table 4  Comparison of GB 5009.82—2016 with this method for 

determination of VA 

试剂用量对比 GB 5009.82—2016/mL 
本研究方法

/mL 

溶解用水  20  6 

无水乙醇  30 10 

氢氧化钾溶液 10~20  6 

提取试剂 100 30 

洗涤水 300 20 

 

2.6  方法准确度和精密度 

VA 的标准曲线方程为 Y=56.9718828X+1.6728446, 

r2=0.99976, 线性范围为 0.2~6.0 μg/mL, 方法检出限为  

30 μg/100 g, 方法定量限为 100 μg/100 g; VD3 的标准曲线

方程为 Y=0.01573X–0.37585, r2=0.99753, 线性范围为

0.01~0.20 μg/mL, 方法检出限为 0.5 μg/100 g, 方法定量限

为 1.0 μg/100 g。本研究方法线性关系好, 灵敏度较高。 

本方法是专门针对婴幼儿配方奶粉的方法, 婴幼儿

配方奶粉按照国家规定 VA 限量范围为 280~1080 μg/kg, 

VD3 的限量范围为 5~15 μg/kg。由于质控样品的制作工艺

与实际样品更为接近, 所以为了更为准确地验证方法的准

确度和精密度, 选择了符合此区间要求的质控样品来进行

方法验证。质控样品的 VA 的标准值区间为 496~     
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633.6 μg/100 g, VD3的标准值区间为 8.517~11.381 μg/100 g, 

结果见表 5。该方法的测定值均在质控样品的质控区间内, 

且批内相对标准偏差和批间相对标准偏差均小于 5%, 说

明该方法的准确度和精密度都满足要求。 

 
表 5  VA 和 VD3 的准确度和精密度(n=6) 

Table 5  Accuracy and their precisions of VA and VD3 (n=6) 

种类 次数 平均值/(μg/100 g) 批内相对标准偏差/% 批间相对标准偏差/% 

VA 

1 540 2.27 

2.46 2 567 2.92 

3 557 2.03 

VD3 

1  9.90 4.23  

2  9.82 2.97 1.12 

3 10.0 3.78  

 
 

2.7  考核结果 

采用该方法参加 2020 年国家市场监督管理总局组织

开展的国家级检验检测机构能力验证计划中婴幼儿配方乳

粉中维生素的测定项目(项目编号: CNCA-20-03), VA 检测

值为 523 μg/100 g 和 732 μg/100 g, VD3 检测值为 10.4 μg/  

100 g 和 9.02 μg/100 g, 结果合格, 通过测试。 

3  结  论 

本研究建立了正己烷提取后 , 分别采用 HPLC 和

HPLC-MS/MS 测定婴幼儿配方奶粉中维生素 A、D3 含量的

检 测 方 法 。 本 方 法 所 用 的 试 剂 溶 液 比 标 准 GB 

5009.82—2016 第一法少 2/3, 对于 VD3 的测定本研究不采

用固相萃取柱, 简化了实验步骤。通过质控样品的验证, 

方法准确度和精密度均满足方法要求。研究结果可为婴幼

儿配方奶粉中维生素 A、D3 含量的准确测定提供参考。 
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