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超高效液相色谱-串联质谱法测定固体减肥类 
保健食品中的丙酮酸盐 

金绍明 1#, 王耀楠 2#, 梁瑞强 1, 刘彤彤 1*, 曹  进 1 
(1. 中国食品药品检定研究院食品化妆品检定所, 北京  100050; 2. 首都医科大学药学院, 北京  100069) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-串联质谱法测定保健食品中丙酮酸盐的检测方法。方法  保健食品经过

研磨, 萃取等处理步骤后, 将萃取液酸化之后以游离丙酮酸的形式, 采用超高效液相色谱-串联质谱仪中进行

测定。结果  丙酮酸钠在 0.1~10.0 μg/mL 的范围内线性良好, 丙酮酸钠的检出限为 20 ng/mL, 定量限为 50 ng/mL; 

在 0.25、2.50 和 7.50 μg/mL 的质量浓度条件下, 回收率分别为 87.36%~94.19%, 相对标准偏差均小于 10% 

(n=6)。结论  本研究样品制备步骤简便、检测灵敏度高、重复性好, 可用于快速准确的测定食品中的丙酮酸

的含量, 为丙酮酸的合理规范应用提供技术支撑。 
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Determination of pyruvate in solid weight loss health food by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

JIN Shao-Ming1#, WANG Yao-Nan2#, LIANG Rui-Qiang1, LIU Tong-Tong1*, CAO Jin1 
(1. National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China; 2. School of Pharmaceutic Science,  

Capital Medical University, Beijing 100069, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of pyruvate in health food by ultra performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Health food undergoes processing steps such as 

grinding and extraction, and then the extracted solution was acidified and injected into an ultra performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometer for analysis in the form of free pyruvic acid. Results  The linearity of 

sodium pyruvate was good in the range of 0.1–10.0 μg/mL, with a limit of detection of 20 ng/mL and a limit of 

quantification of 50 ng/mL. At mass concentrations of 0.25, 2.50 and 7.50 μg/mL, the recovery rates were 

87.36%–94.19%, the relative standard deviation was less than 10% (n=6). Conclusion  This method has simple 

sample preparation steps, high detection sensitivity, and good repeatability, and can be used for rapid and accurate 

determination of pyruvic acid content in food, providing technical support for the rational and standardized 

application of pyruvic acid. 
KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; pyruvate; pyruvic acid; health 

food 



140 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 15 卷 
 
 
 
 
 

 

0  引  言 

丙酮酸是生物体内参与能量代谢的重要有机酸, 是
糖类、脂肪和蛋白质三大营养物质发挥代谢联系的关键小

分子, 在细胞进行氧化供能过程中发挥重要作用。它不仅

存在于动物体内, 还广泛存在于水果、奶酪、啤酒、红酒

等食品中[1]。丙酮酸在生物体内的有氧氧化和无氧酵解过

程中均可发挥功能。丙酮酸在室温状态下以液体形式存在, 
在食品中多以丙酮酸盐的形式使用, 比如丙酮酸钙、丙酮

酸钠等。已有的科学研究证实, 丙酮酸盐在体内具有加速

脂肪消耗, 增强身体机能, 增强耐力, 消除自由基抗氧化, 
抗疲劳等诸多生理功效[2–4]。 

丙酮酸钙盐早期作为膳食补充剂于 1997 在美国上市, 
宣称能够补钙并增强脂肪代谢, 成为风靡一时的减肥产品[5]。

近年来, 以丙酮酸盐为基础的食品及保健食品开发成为国内

外研究的热点, 市场前景广阔, 生产能力也在不断扩大[6–7]。

丙酮酸盐的另一种形式丙酮酸钠的应用广泛, 具有改善能

量代谢, 纠正细胞酸中毒, 抗氧化应激等功能, 对多脏器

具有保护作用, 其口服盐溶液配制步骤及使用方法均比较

简单, 在动物实验以及人体临床研究中的应用都具有显著

优势, 应用备受关注。 
在食品应用领域, 目前国内相关的法规中, 丙酮酸只

能作为香精香料进行添加, 并没有丙酮酸钠、丙酮酸钙或

者其他盐的形式作为食品添加剂的规定[8]。相关的食品标

准中缺少关于丙酮酸或丙酮酸盐的检测方法, 监管缺少技

术支撑[9]。个别有减肥宣称的保健食品, 在产品介绍中宣

称添加丙酮酸钙, 但在产品信息中又没有标示丙酮酸钙的

含量, 无法有效开展监管。开发快速灵敏高效的丙酮酸及

丙酮酸盐的检测方法, 对食品或保健食品中的丙酮酸进行

检测或筛查, 能够有效满足监管的需求, 促进丙酮酸合理

的推广应用, 保障人民群众的食品安全。 
丙酮酸是分子量只有 88 Da 的小分子, 分子中有两个

共轭的羰基, 在紫外波长 320 nm 处有吸收, 目前采用液相

色谱法对丙酮酸进行定量检测, 以直接或衍生化的形式检

测丙酮酸的含量。丙酮酸盐的测定大多在酸性条件下将丙

酮酸盐中的阳离子游离, 之后测定丙酮酸的含量。但对于

食品这种复杂基质来说, 仅使用紫外检测器除了灵敏度不

足之外, 还易受基质中其他物质的干扰, 难以准确测定丙

酮酸。超高效液相色谱-串联质谱技术是当今小分子定量测

定的先进技术[10–18], 有灵敏度高, 重复性好, 抗干扰能力

强等特点, 在食品检测领域已广泛应用[19–24], 但目前鲜少

见关于丙酮酸的相关检测。鉴于此, 本研究基于超高效液

相色谱-串联质谱技术, 克服了丙酮酸分子量小, 沸点低, 
在质谱上响应较差的困难, 开发食品中丙酮酸的定量方法, 
解决食品中丙酮酸准确测定的关键科学问题, 为相关部门

的监管工作提供方法依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

固体减肥类保健食品购自电商平台。 
甲醇、甲酸、乙腈 (质谱级 , 美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司); 丙酮酸钠(纯度 99%, 美国 Sigma 公司); 
超纯水自制。 

1.2  仪器与设备 

TQS 超高效液相色谱-串联质谱仪、Masslynx 数据采

集和分析软件(美国 Waters 公司); 5430R 高速离心机(德国

Eppendorf 公司 ); MS3 漩涡混合器 (德国 IKA 公司 ); 
Secura-225D 精密天平(精度 0.01 mg, 德国 Sartorius 公司); 
Milli-Q 超纯水仪(美国 Millipore 公司); Zorbax SB-C18 色谱

柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm, 美国 Agilent 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液制备 
标准储备溶液: 精密称取丙酮酸钠固体 20.07 mg, 转

移至 10 mL 容量瓶中, 加 8 mL 超纯水超声溶解后定容至

刻度, 得到质量浓度为 2 mg/mL 的储备溶液, 放入冰箱冷

藏保存, 一周之内有效, 使用之前需先取出静止 2 h, 恢复

至室温之后再稀释使用。 
标准工作溶液: 将丙酮酸钠储备溶液逐级稀释, 制备

质量浓度为 10.0、5.0、2.0、1.0、0.5、0.2、0.1 μg/mL 的

系列标准工作溶液, 待上机分析。 
1.3.2  样品制备 

取减肥保健食品 30 片, 放入研钵内磨成粉末, 之后

平行称取 500 mg 粉末 18 份至 10 mL 容量瓶中, 加水 8 mL
振荡均匀后超声 10 min 提取, 之后加入甲醇(含 1%甲酸)
定容至 10 mL。摇匀之后取上层液体离心, 在 13000 r/min
条件下离心 10 min, 取上清液进入质谱分析。18 份样品分为

3 组, 分别为空白基质, 低浓度质控和高浓度质控样本, 每组

6 份样本。其中质控样本由储备溶液添加入基质溶液制得, 两
组质控样本的质量浓度分别为 0.25 μg/mL 和 2.5 μg/mL。 
1.3.3  色谱分离条件 

色谱柱: Zorbax SB-C18色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm); 
流动相: A. 0.1%甲酸水(V:V)溶液, B. 乙腈; 进样体积 5 μL; 
流速 0.3 mL/min; 柱温: 35 ℃; 总运行时间 5 min。梯度洗

脱程序如表 1 所示。 
 

表 1  液相色谱洗脱梯度变化参数 
Table 1  Gradient variation parameters of liquid chromatography 

时间/min 流动相体积分数/% 
A B 

0 95 5 
1.0 95 5 
3.0 0 100 
3.5 0 100 
3.6 95 5 
5.0 95 5 
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1.3.4  质谱条件 
离子源模式: 电喷雾(electrospray ionization, ESI)离子

源, 负离子模式, 毛细管电压, 3.0 kV; 锥孔电压: 10 V; 雾
化气压力: 1.0 bar; 雾化气温度: 350 ℃。质谱以多反应监测

(multiple response monitoring, MRM)的模式进行数据采集, 
采集离子对为 m/z 87.0>m/z 47.1, 碰撞能量: 8 eV; 扫描时

间: 300 ms。 

1.4  数据处理 

本研究中引用的实验图谱和数据由 Waters Masslynx 
(version: 4.2)提供, 实验重复 6 次测定, 表格由 Mircosoft 
Excel 2021 软件完成。 

2  结果与分析 

2.1  样本前处理方法优化 

本研究测定的目标物为丙酮酸, 但在保健食品中添

加时, 往往以丙酮酸钙或丙酮酸钠的形式, 因此在样本前

处理时, 需调节提取溶剂的 pH, 使丙酮酸盐游离为丙酮酸

的形式, 便于在质谱中进行检测。本研究分别尝试用含有

甲酸的纯水, 甲醇, 水加甲醇混合作为提取溶剂, 甲酸的

加入量分别选择 0.1%、0.5%、1.0%。以提取之后的质控样

本在质谱中的响应来考察溶剂的提取效果, 首先选用纯水

和纯甲醇进行提取, 结果发现, 使用纯水时会将基质中的

非挥发性成分提出, 在质谱的离子源处析出, 影响了离子

化效率, 造成信号偏低; 而用纯甲醇做为提取溶剂时, 酸
化之后的丙酮酸溶解度受到影响, 信号响应也偏低。基于

此, 本研究先用纯水提取样本, 之后混合甲醇进行定容, 
尝试了水和甲醇的不同比例, 分别为 1:4、2:3、1:1、3:2、
4:1 (V:V), 结果发现, 甲醇和水比例 1:4 时, 信号的响应较

好, 当增加甲醇的比例时, 虽然信号的响应有所增高, 但
由于溶剂效应, 丙酮酸的信号峰展宽比较严重, 影响正常

测定, 因此最终确定甲醇和水的比例为 1:4。之后考察了甲

酸加入的比例, 发现甲酸含量低于 1.0%时, 酸化不完全, 
丙酮酸的信号峰拖尾严重, 当甲酸含量高于 1.0%时, 由于

离子源在负离子模式下进行检测, 高比例的甲酸抑制了丙

酮酸的信号, 因此最终选择甲酸的加入量控制在 1.0%。 

2.2  仪器方法优化 

2.2.1  流动相优化 
本研究最初选用甲醇和水作为流动相, 两种液体均

添加 0.1%的甲酸。质谱采集时选用的负离子模式, 两种溶

剂都添加甲酸会降低丙酮酸在离子源的离子化效率, 因此

修改流动相为只在水相中添加甲酸[25–27], 0.1%甲酸水-甲
醇洗脱的结果见图 1A所示, 峰形对称但有少许拖尾, 将流

动相改为乙腈后拖尾情况消失, 见图 1B 所示。因此最终选

用的流动相洗脱体系为 0.1%甲酸水-乙腈。 

 
 

图1  不同流动相条件下丙酮酸的洗脱离子流图 
Fig.1  Elution ion chromatogram of pyruvic acid under different 

mobile phase conditions 

 
2.2.2  质谱采集参数优化 

在进入质谱分析时需优化离子源和碰撞室的参数 , 
以获得最优的离子响应[28–30]。样品引入电喷雾电离源电离

时, 雾化气的压力和温度是影响离子化效率的关键参数, 
本研究的目标物质丙酮酸是一个分子量只有 88 的小分子

化合物, 沸点只有 165 ℃, 雾化气的温度分别设置 350、
450 和 550 ℃ 3 种条件, 结果在 350 ℃的时候丙酮酸的母

离子质荷比响应最好。通常在质谱分析时, 雾化气的温度

高的情况下, 引入的流动相能够迅速挥发, 带来质谱灵敏

度的提高, 但在本研究中, 丙酮酸的沸点只有 165 ℃, 过
高的温度可能会引起分子结构的破坏, 因此在 350 ℃的条

件下, 得到了最优的响应值。离子源中还有一个关键参数

是锥孔电压, 通常锥孔电压的设置是为了让离子源产生的

带电离子能够顺利进入质量分析器, 而不带电荷的中性分

子被锥孔气吹出, 减少对仪器的污染。锥孔电压的设置值

需要与分析目标物的分子量相匹配, 锥孔电压值过大会造

成带电离子发生源内裂解, 降低分析的灵敏度。虽然锥孔

电压设置过低会带来质谱污染的风险, 但为了得到较好的

响应值, 本研究中将锥孔电压值设为 10 V。本研究采用的

MRM 模式, 需要采集丙酮酸经过碰撞池碎裂之后得到的

碎片离子的响应值。在此过程中, 碰撞电压是决定碎片离

子响应值的关键参数, 本研究中对此参数进行了优化, 分
别尝试了碰撞电压从 5 eV 到 20 eV 时碎片离子的响应值, 
结果发现碎片离子的响应值最高时的碰撞电压值为 8 eV。

丙酮酸经过优化之后的母离子全扫描和碎片离子质谱图如

图 2 所示。 

2.3  线性关系、检出限和定量限 

将制备好的标准曲线系列工作溶液注入质谱仪测定, 
将各样品中目标物信号峰的积分面积与样品的浓度做标准曲 
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图2  丙酮酸的全扫描和子离子扫描质谱图 
Fig.2  Full scan and product ion scan mass spectra of pyruvic acid 

线, 得到丙酮酸钠定量测定的线性范围为0.1~10.0 μg/mL, 回
归方程为Y=267.72X+44.787和相关系数 r²=0.9993, 之后将

标准曲线的最低点样品稀释之后分析, 得到检出限(S/N=3)
为 20 ng/mL, 定量限(S/N=10)为 50 ng/mL。 

2.4  添加回收率和精密度 

分别向空白样本中加入丙酮酸钠, 制备质量浓度为

0.25、2.50 和 7.50 μg/mL 的平行样本 6 份, 依次注入超高

效液相色谱-串联质谱仪进行测定, 计算添加的回收率和

相对标准偏差(relative standard deviation, RSD), 结果见表

2 所示。3 个浓度下的回收率分别为: 87.36%、94.19%和

93.85%, RSDs 均小于 5%, 符合相关标准对测试方法的要

求。说明添加的丙酮酸钠在 3 个浓度下均能够被准确定量, 
不受样本中其他物质的干扰。 

2.5  实际样本测试 

使用本研究建立的超高效液相色谱-串联质谱测定方法, 
对电商平台采购的 5 种减肥产品进行测定, 结果发现 4 种产

品未检出, 1 种产品检出丙酮酸钠, 检出值为 48.37 mg/100 g, 
但由于产品中未标明丙酮酸盐的种类及含量, 无法对检出

的结果进行科学比较, 但依然能说明本研究建立的方法可

以检出实际样本中的丙酮酸盐, 具有普遍适用性。 

 
表 2  丙酮酸钠在两个添加质量浓度下的回收率和 RSDs (n=6) 

Table 2  Recovery rates and RSDs of sodium pyruvate at 2 added mass concentrations (n=6) 

添加质量浓度/(μg/mL) 
回收率/% 

平均回收率/% RSDs/%
样 1 样 2 样 3 样 4 样 5 样 6 

0.25 85.03 87.82 84.19 93.28 82.25 91.59 87.36 4.35 

2.50 88.24 89.45 93.71 95.26 99.21 99.27 94.19 4.70 

7.50 86.35 92.39 95.73 97.53 94.62 96.47 93.85 4.07 

 

3  结  论 

本研究建立的超高效液相色谱-串联质谱技术定量测

定保健食品中丙酮酸盐的方法, 优化了液相色谱分离的

条件以及质谱采集的参数, 能够在 5 min 内准确测定样品

中丙酮酸盐的含量。方法的线性范围、检出限、灵敏度等

均满足定量方法标准的要求, 在实际样本测试时能够检

出未知样品中的丙酮酸盐, 为保健食品的科学监管提供

技术支撑。 
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