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衍生化⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法测定动物源性食品中

维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ
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摘要：动物源性食品是人体摄入维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的重要食物来源。 目前我国相关标准限于维生素 Ｄ
的含量测定，使用非衍生化方法进行检测。 本研究以 ４⁃苯基⁃１，２，４⁃三唑啉⁃３，５⁃二酮（ＰＴＡＤ）作为衍生试剂，通过

Ｄｉｅｌｓ⁃Ａｌｄｅｒ 反应，在维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 上引入易电离基团，提高离子化效率，建立了衍生化⁃超高效液相

色谱⁃串联质谱法（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）同时测定动物源性食品中维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的检测方法。 本研究对

衍生化条件、样品前处理条件、色谱分离条件和质谱检测条件进行了优化。 结果表明，在乙腈溶剂中，目标化合物

与衍生试剂 ＰＴＡＤ 质量比为 １ ∶１０ ０００ 的条件下，衍生反应充分；衍生反应 １ ｈ 后达到稳定；相较于 Ｓｉｌｉｃａ 和 Ｃ１８固相

萃取（ＳＰＥ）柱，ＨＬＢ ＳＰＥ 柱对目标化合物的回收率更高，同时可有效降低基质效应的影响；在水⁃甲醇流动相体系

中添加 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲胺，可显著提升目标化合物的检测灵敏度。 样品经过均质，加入同位素内标，碱液皂化，萃取浓

缩，固相萃取柱净化和化学衍生，在 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）上，以
０􀆰 １％ 甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲胺水溶液和 ０􀆰 １％ 甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲胺甲醇溶液作为流动相梯度洗脱。 分析物在电喷雾正

离子模式（ＥＳＩ＋）下进行多反应监测（ＭＲＭ）测定，内标法定量。 结果表明，维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 在 ０􀆰 ２ ～
５０ μｇ ／ Ｌ 内线性良好，相关系数为 ０􀆰 ９９９ ５～０􀆰 ９９９ ９，方法检出限为 ０􀆰 ０１８～ ０􀆰 ０６６ μｇ ／ ｋｇ，方法定量限为 ０􀆰 ０６～ ０􀆰 ２２
μｇ ／ ｋｇ，在 ０􀆰 ２０、１􀆰 ０、５􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ ３ 个加标水平下，加标回收率为 ９２􀆰 ６％ ～ ９９􀆰 ４％，相对标准偏差为 ３􀆰 ６％ ～ ６􀆰 ２％。 该

方法灵敏度高，重复性好，适用于动物源性食品中维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 灵敏、准确的定量检测。
关键词：超高效液相色谱；串联质谱；维生素 Ｄ；２５⁃羟基维生素 Ｄ；衍生化反应；４⁃苯基⁃１，２，４⁃三唑啉⁃３，５⁃二酮
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ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｉｎ ａｎｉｍａｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏｏｄｓ．

引用本文：刘宇，谢继辉，章萍萍，周迪，赵维克，张居舟． 衍生化⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法测定动物源性食品中维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟
基维生素 Ｄ． 色谱，２０２５，４３（３）：２２８－２３６．
ＬＩＵ Ｙｕ， ＸＩＥ Ｊｉｈｕｉ， ＺＨＡＮＧ Ｐｉｎｇｐｉｎｇ， ＺＨＯＵ Ｄｉ， ＺＨＡＯ Ｗｅｉｋｅ， ＺＨＡＮＧ Ｊｕｚｈｏｕ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ
Ｄ ｉｎ ａｎｉｍａｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏｏｄｓ ｂｙ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ⁃ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２５，４３（３）：２２８－２３６．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＵＰＬＣ）； ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＭＳ ／ ＭＳ ）； ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ； ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ； ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ； ４⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃１，２，４⁃ｔｒｉａｚｏｌｉｎｅ⁃３，５⁃
ｄｉｏｎｅ （ＰＴＡＤ）

　 　 维生素 Ｄ 以维生素 Ｄ２（麦角钙化醇，ＶＤ２）和维

生素 Ｄ３（胆钙化醇，ＶＤ３）两种形式存在，都是具有

甾体结构的脂溶性维生素。 ＶＤ２ 主要由食用菌类或

酵母合成，通过紫外线辐射作用将麦角固醇转化为

ＶＤ２
［１，２］。 人体中 ＶＤ３ 主要由 ７⁃脱氢胆固醇通过紫

外线辐射转化合成，或者通过摄入动物源性食品获

得［３］。 由膳食摄入和皮肤合成两种途径获得的维

生素 Ｄ 通过血液运输到肝脏，产生以 ２５⁃羟基维生素

Ｄ２（２５（ＯＨ）Ｄ２）和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ３（２５（ＯＨ）Ｄ３）两
种形式存在的稳定代谢物。 在肾脏中，代谢物被进

一步羟基化为稳定性较差的 １，２５⁃二羟基维生素 Ｄ，
其生物活性达到最高［４］。 维生素 Ｄ 的主要生理功

能是促进肠道黏膜对钙和磷的吸收。 人体中维生素

Ｄ 缺乏会影响骨骼健康，引起佝偻病、软骨病和骨质

疏松等［５，６］。 近年来的研究发现，维生素 Ｄ 还具有

其他生物效应，如调节激素分泌、影响免疫功能、调
节细胞增生与分化，其与多种疾病的发生发展密切

相关［７，８］。
　 　 维生素 Ｄ 与 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的天然食物来源

主要为动物源性食品，例如鱼类、肉类、鸡蛋以及乳

制品等［９］。 由于食品基质中维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维

生素 Ｄ 的含量较低，基质干扰比较严重，通常采用

碱皂化方法去除油脂等干扰物质，再进行萃取和净

化处理［１０－１５］。 在 ＧＢ ５００９􀆰 ２９６⁃２０２３《食品安全国家

标准 食品中维生素 Ｄ 的测定》 ［１６］ 中，维生素 Ｄ 的

检测方法有正相色谱净化⁃反相液相色谱法、在线柱

切换⁃反相液相色谱法和液相色谱⁃串联质谱法（ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ），其中液相色谱法中样品前处理过程需要

使用正相半制备高效液相色谱或者使用一维液相色

谱通过 Ｃ８ 柱净化，步骤复杂，灵敏度不高，无法满足

·９２２·
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动物源性食品中微痕量组分的检测要求。 在生物医

学领域，有关 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 检测方法的研究较

多，主要有免疫分析法和 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ［１７－２０］。 免疫分

析法包括放射免疫法、酶联免疫吸附法和化学发光

免疫法等［２１，２２］。 免疫分析法操作相对简单，前处理

不需要预纯化，缺点是不能区分不同形式的维生素

Ｄ，测定结果为维生素 Ｄ 的总量；酶促反应易受温

度、时间和抗体状态等因素影响；免疫分析法对基质

敏感，容易与其他非目标物质产生交叉反应，特异性

较差［２３］。
　 　 ＧＢ ５００９􀆰 ２９６⁃２０２３ 方法限于维生素 Ｄ 的含量

测定，其中第三法 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 采用非衍生化方法检

测，维生素 Ｄ 分子结构中没有质子化位点，较难在

溶液中形成质子化的离子，在电喷雾电离模式下的

检测灵敏度较低［１６，２４，２５］。 维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生

素 Ｄ 均含有共轭双烯结构，可与衍生试剂 ４⁃苯基⁃
１，２，４⁃三唑啉⁃３，５⁃二酮（ＰＴＡＤ）发生反应（图 １）。
本实验基于 Ｄｉｅｌｓ⁃Ａｌｄｅｒ 衍生化反应，使目标化合物

与 ＰＴＡＤ 形成高相对分子质量、易电离的化合物，
在电喷雾正离子模式下容易形成加氢峰［Ｍ＋Ｈ］ ＋，
提高电离效率。 衍生物的相对分子质量转移至较高

质量范围，从而降低了背景噪声的干扰。
　 　 目前，衍生化⁃液相色谱⁃串联质谱同时检测动

物源性食品中维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 含量的

研究较少［３，５］。 本实验使用 ＰＴＡＤ 作为衍生试剂，
建立了一种具有高特异性和灵敏度的衍生化⁃液相

色谱⁃串联质谱同时测定维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生

素 Ｄ 的检测方法，为动物源性食品中维生素 Ｄ 和

２５⁃羟基维生素 Ｄ 的定性定量检测、营养含量分析和

监管提供了技术支撑。

图 １　 维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 与 ＰＴＡＤ 的衍生反应
Ｆｉｇ． １　 Ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ （ＶＤ） ａｎｄ ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ （２５（ＯＨ）Ｄ）

ｗｉｔｈ ４⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃１，２，４⁃ｔｒｉａｚｏｌｉｎｅ⁃３⁃５⁃ｄｉｏｎｅ （ＰＴＡＤ）

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＥＸＰＥＣ ５２１０ 超高效液相色谱⁃三重四极杆质

谱联用仪（杭州谱育科技公司）； ＡｕｔｏＶａｐ Ｓ６０ 型多

样品自动氮吹仪（美国 ＡＴＲ 公司）； Ｓｍａｒｔ Ｅ６ Ｐｌｕｓ
全自动液液萃取仪（济南阿尔瓦仪器公司）； Ｒ⁃２１０
旋转蒸发仪（瑞士步琦公司）； ＳＨＡ⁃Ｃ 水浴恒温振

荡器（常州丹瑞仪器公司）； ２０ 位固相萃取装置（美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水制备仪（美国 Ｍｉｌ⁃
ｌｉｐｏｒｅ 公司）。
　 　 ２５⁃羟基维生素 Ｄ２（ＣＡＳ 号：２１３４３⁃４０⁃８）、２５⁃羟
基维生素 Ｄ２ ⁃ｄ６（ＣＡＳ 号：１２６２８４３⁃４６⁃８）、２５⁃羟基维
生素 Ｄ３（ＣＡＳ 号：１９３５６⁃１７⁃３）、２５⁃羟基维生素 Ｄ３ ⁃ｄ６

（ＣＡＳ 号：７８７８２⁃９８⁃６）、维生素 Ｄ２（ＣＡＳ 号：５０⁃１４⁃
６）、维生素 Ｄ２ ⁃ｄ３（ＣＡＳ 号：１２１７４４８⁃４６⁃８）、维生素

Ｄ３（ＣＡＳ 号：６７⁃９７⁃０）、维生素 Ｄ３ ⁃ｄ３（ＣＡＳ 号：８０６６６⁃
４８⁃４）标准品均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司（质量浓度均

为 １００ ｍｇ ／ Ｌ）；Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ（２００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）、Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ
Ｓｉｌｉｃａ（５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）、Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ Ｃ１８（５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）
固相萃取柱均购自美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；乙酸乙酯、正
己烷、乙腈、甲醇和甲胺 （色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司）； ＰＴＡＤ （纯度 ９７％，美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；甲酸

（ＦＡ，纯度＞９９％，美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；石油醚、氢氧

化钾、无水硫酸钠、抗坏血酸、２，６⁃二叔丁基对甲酚

（ＢＨＴ）和无水乙醇均为分析纯。
　 　 实验用鱼肉、虾肉、猪肉、羊肉、鸡蛋、鸭血和脱

脂乳粉购自合肥市超市。

·０３２·
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维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ

１．２　 溶液的配制

　 　 空白基质溶液：取脱脂乳粉 ５􀆰 ０ ｇ，按 １􀆰 ３􀆰 １ ～
１􀆰 ３􀆰 ３ 节步骤进行前处理 （不加入混合内标使用

液），用 １􀆰 ０ ｍＬ 甲醇溶解。
　 　 标准使用液：取 １０ μＬ 标准品溶液加入 ９９０ μＬ
空白基质溶液后混匀，取 １０ μＬ 混匀溶液加入 ９９０
μＬ 空白基质溶液，混匀后制得质量浓度为 ０􀆰 ０１
ｍｇ ／ Ｌ 的标准使用液。
　 　 混合标准使用液：分别取标准品溶液各 １００
μＬ，置于 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，用甲醇定容，混匀，
得到质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ的混合标准使用液。
　 　 混合内标使用液：分别取同位素内标溶液各

１００ μＬ，置于 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，用甲醇定容，混
匀，得到质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ的混合内标使用液。
　 　 标准工作溶液：分别吸取混合标准使用液

０􀆰 ０２、０􀆰 ０５、０􀆰 １、０􀆰 ５、１􀆰 ０、５􀆰 ０ ｍＬ，置于 １０ ｍＬ 棕色

容量瓶中，各加入混合内标使用液 ０􀆰 ５ ｍＬ，用甲醇

定容，混匀。 分别吸取上述标准系列溶液各 １００
μＬ，置于离心管中，氮吹至干，再分别加入含有 １􀆰 ０
ｇ ／ Ｌ ＰＴＡＤ 的乙腈溶液 １ ｍＬ，配制得到 ０􀆰 ２、０􀆰 ５、
１􀆰 ０、５􀆰 ０、１０ 和 ５０ μｇ ／ Ｌ 的系列标准工作溶液。
１．３　 样品前处理

１．３．１　 皂化

　 　 称取 ２～５ ｇ（精确至 ０􀆰 ０１ ｇ）经均质处理的固体

试样或 ５０ ｇ（精确至 ０􀆰 ０１ ｇ）液体样品于 ２５０ ｍＬ 平

底烧瓶中，固体试样加入 ５０ ｍＬ 温水（４０ ～ ４５ ℃），
用甲醇将混合内标使用液稀释至 ５０ μｇ ／ Ｌ，吸取 １００
μＬ 加入平底烧瓶中，再加入 １􀆰 ０ ｇ 抗坏血酸和 ０􀆰 １
ｇ ＢＨＴ，混匀。 加入 １００ ｍＬ 无水乙醇，加入 ２０ ｍＬ
氢氧化钾溶液（５０％，质量分数），边加边振摇，混匀

后于恒温振荡器中皂化，温度（８０±２） ℃，时间 ３０
ｍｉｎ，皂化后立即用冷水冷却至室温。
１．３．２　 提取

　 　 将皂化液用 ３０ ｍＬ 水转入 ５００ ｍＬ 的分液漏斗

中，加入 １００ ｍＬ 石油醚后使用液液萃取仪振荡萃

取 ５ ｍｉｎ，取下层溶液再次萃取，合并醚层，用水洗

至中性。 将洗涤后的醚层过无水硫酸钠粉末填充的

玻璃层析柱，滤入 ２５０ ｍＬ 旋转蒸发瓶中，用 １５ ｍＬ
石油醚冲洗后合并，水浴中减压旋蒸，待瓶中醚液剩

下约 ２ ｍＬ 时，取下蒸发瓶，氮吹至干。
１．３．３　 净化

　 　 用甲醇⁃水（９ ∶１， ｖ ／ ｖ）分次将蒸发瓶中的残留

物溶解并转移至 ５ ｍＬ 容量瓶中，定容待净化。 将

Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱依次用 ６ ｍＬ 乙酸乙酯、６
ｍＬ 甲醇、６ ｍＬ 水进行活化，取待净化样品过柱，用
６ ｍＬ 水、６ ｍＬ 甲醇⁃水（７ ∶３， ｖ ／ ｖ）淋洗，用真空泵

抽干固相萃取柱，用乙酸乙酯 ６ ｍＬ 洗脱，使用氮吹

仪吹干。
１．３．４　 衍生

　 　 加入 １􀆰 ０ ｍＬ 含有 １􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ ＰＴＡＤ 的乙腈溶液，
涡旋 １０ ｓ，室温下衍生 １ ｈ 后，过 ０􀆰 ２２ μｍ 有机系滤

膜后供 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
１．４　 分析条件

　 　 色谱条件：Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱

柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）；流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％
甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲胺水溶液，流动相 Ｂ 为 ０􀆰 １％ 甲

酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲胺甲醇溶液，流速为 ０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
柱温 ４０ ℃，进样量为 １０ μＬ。 梯度洗脱：０ ～ １􀆰 ０
ｍｉｎ， ６０％ Ｂ； １􀆰 ０～１０􀆰 ０ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ～１００％ Ｂ； １０􀆰 ０
～１５􀆰 ０ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； １５􀆰 ０ ～ １５􀆰 ５ ｍｉｎ， １００％ Ｂ ～
６０％ Ｂ； １５􀆰 ５～１８ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ。
　 　 质谱条件：电喷雾电离（ＥＳＩ）源，正离子模式；
干燥气温度：２７０ ℃；干燥气流量：１０ Ｌ ／ ｍｉｎ；雾化器

压力：３４５ ｋＰａ（５０ ｐｓｉ）；鞘气温度：４００ ℃；鞘气流

量：１１ Ｌ ／ ｍｉｎ；毛细管电压：４ ０００ Ｖ；喷嘴电压：５００
Ｖ；检测方式：多反应监测（ＭＲＭ）模式；保留时间、
加合离子、定性离子对、定量离子对及碰撞能量等参

数见表 １。
表 １　 维生素 Ｄ、２５⁃羟基维生素 Ｄ 及其同位素内标衍生产物的质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ， ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｓｏｔｏｐｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｍｒ Ａｄｄｕｃｔ ｉｏｎ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ） ＣＥｓ ／ ｅＶ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｖｏｌｔａｇｅ ／ Ｖ

２５（ＯＨ）Ｄ２ ⁃ＰＴＡＤ ６．６８ ５８８．３ ［Ｍ＋ＣＨ３ＮＨ３］ ＋ ６１９．４ ２８０．２５， ２９８．１５∗ ２８， １４ １５５
２５（ＯＨ）Ｄ２ ⁃ｄ６ ⁃ＰＴＡＤ ６．６６ ５９４．３ ［Ｍ＋ＣＨ３ＮＨ３］ ＋ ６２５．４ ２８０．２５， ２９８．１５∗ ２８， １４ １５５
２５（ＯＨ）Ｄ３ ⁃ＰＴＡＤ ６．５７ ５７６．３ ［Ｍ＋ＣＨ３ＮＨ３］ ＋ ６０７．４ ２８０．２５， ２９８．１５∗ ２８， １０ １２５

２５（ＯＨ）Ｄ３ ⁃ｄ６ ⁃ＰＴＡＤ ６．５５ ５８２．３ ［Ｍ＋ＣＨ３ＮＨ３］ ＋ ６１３．４ ２８０．２５， ２９８．１５∗ ２８， １０ １２５
ＶＤ２ ⁃ＰＴＡＤ ８．９３ ５７２．３ ［Ｍ＋ＣＨ３ＮＨ３］ ＋ ６０３．４ ２８０．１５， ２９８．１５∗ １６， １７ １５５

ＶＤ２ ⁃ｄ３ ⁃ＰＴＡＤ ８．９１ ５７５．３ ［Ｍ＋ＣＨ３ＮＨ３］ ＋ ６０６．４ ２８３．１５， ３０１．１８∗ １６， １７ １５５
ＶＤ３ ⁃ＰＴＡＤ ８．９６ ５６０．３ ［Ｍ＋ＣＨ３ＮＨ３］ ＋ ５９１．４ ２８０．１５， ２９８．１５∗ ２０， ２０ １５５

ＶＤ３ ⁃ｄ３ ⁃ＰＴＡＤ ８．９４ ５６３．３ ［Ｍ＋ＣＨ３ＮＨ３］ ＋ ５９４．４ ２８３．１５， ３０１．１８∗ ２０， ２０ １５５
Ｍｒ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ； ∗ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎｓ； ＣＥｓ： ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｉｅｓ．

·１３２·
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图 ２　 不同溶剂中维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 与 ＰＴＡＤ
的质量比对衍生产物峰面积的影响（ｎ＝３）

　

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ
２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｔｏ ＰＴＡＤ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅａｋ
ａｒｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｓｏｌｖｅｎｔｓ （ｎ＝３）

　

ＥＡＣ： ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ．

２　 结果与讨论

２．１　 衍生溶剂及浓度的优化

　 　 衍生化反应中，一般要求衍生试剂过量且稳定，
与目标化合物反应完全。 本研究考察了在不同溶剂

环境下，衍生试剂 ＰＴＡＤ 的添加量对维生素 Ｄ 及

２５⁃羟基维生素 Ｄ 衍生化反应的影响。 使用甲醇、乙
酸乙酯和乙腈分别配制不同质量浓度的 ＰＴＡＤ 溶

液，质量浓度分别为 １􀆰 ０、５􀆰 ０、１０、５０、１００ 和 １ ０００
ｍｇ ／ Ｌ。 分别取 １􀆰 ２ 节中 １ ｍＬ 标准使用液于不同离

心管中，氮吹至干，各加入 １ ｍＬ 上述不同质量浓度

的 ＰＴＡＤ 溶液，涡旋 １０ ｓ，室温下反应 １ ｈ，进行 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 通过衍生产物峰面积分析目标化合

物衍生反应的转化率，结果见图 ２。 结果表明，在甲

醇溶剂中，衍生产物得率最低。 在乙酸乙酯和乙腈

溶剂中，当目标化合物与衍生试剂 ＰＴＡＤ 质量比为

１ ∶１０ ０００ 时，衍生反应最充分。 在 ＰＴＡＤ 质量浓度

较低情况下，相较于其他溶剂，乙腈溶剂中衍生化产

物得率最高。 因此本试验选择乙腈为反应溶剂，目
标化合物与衍生试剂 ＰＴＡＤ 质量比为 １ ∶１０ ０００，此
条件下衍生反应充分。
２．２　 衍生时间的优化

　 　 分别取 １ ｍＬ 标准使用液于不同离心管中，氮
吹至干，各加入 １ ｍＬ 质量浓度为 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的

ＰＴＡＤ 乙腈溶液，涡旋 １０ ｓ，室温下反应，在不同时

间点进行 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，结果见图 ３。 结果表明，
衍生反应在 １ ｈ 时达到稳定状态，衍生产物在 ２４ ｈ
内保持稳定。

图 ３　 维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 与 ＰＴＡＤ 衍生时间
对衍生产物峰面积的影响（ｎ＝３）

　

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ
２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｗｉｔｈ ＰＴＡＤ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅａｋ
ａｒｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ （ｎ＝３）

　

２．３　 固相萃取条件的优化

　 　 本研究比较了 ＨＬＢ、Ｓｉｌｉｃａ 和 Ｃ１８固相萃取柱对

维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的回收率。 分别配制

含 １０ ｎｇ 目标化合物的混合标准溶液，氮吹至干，溶
解后过不同 ＳＰＥ 柱。 处理过程如下，ＨＬＢ ＳＰＥ 柱：
甲醇⁃水（９ ∶１， ｖ ／ ｖ）溶解，过预先活化好的 ＨＬＢ 柱，
依次用 ６ ｍＬ 水、６ ｍＬ 甲醇⁃水（７ ∶ ３， ｖ ／ ｖ）淋洗，６
ｍＬ 乙酸乙酯洗脱；Ｓｉｌｉｃａ ＳＰＥ 柱：正己烷溶解，过预

先活化好的 Ｓｉｌｉｃａ 柱，用 ６ ｍＬ 乙酸乙酯⁃正己烷溶

液（５ ∶９５， ｖ ／ ｖ）淋洗，６ ｍＬ 乙酸乙酯洗脱；Ｃ１８ ＳＰＥ
柱：甲醇⁃水（９ ∶ １， ｖ ／ ｖ）溶解，过预先活化好的 Ｃ１８

柱，６ ｍＬ 甲醇⁃水（７ ∶３， ｖ ／ ｖ）淋洗，６ ｍＬ 甲醇洗脱。
分别收集洗脱液，氮吹至干，加入 １􀆰 ０ ｍＬ 含有 １􀆰 ０
ｇ ／ Ｌ ＰＴＡＤ 的乙腈溶液，经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后，
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 通过与混合标准溶液比较，采用

·２３２·
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维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ

不同固相萃取柱时的回收率如图 ４ 所示。 结果表

明，Ｃ１８ ＳＰＥ 柱对 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 回收率最低。 相

较于 Ｓｉｌｉｃａ ＳＰＥ 柱，ＨＬＢ ＳＰＥ 柱对目标化合物具有

更高的回收率，回收率范围为 ７４􀆰 ８％ ～９２􀆰 ７％。 同时

为避免 Ｓｉｌｉｃａ ＳＰＥ 柱使用过多有机试剂，本实验选

择 ＨＬＢ ＳＰＥ 柱作为净化材料。

图 ４　 不同固相萃取柱对维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基
维生素 Ｄ 回收率的影响（ｎ＝３）

　

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＰＥ ｃｏｌｕｍｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ
ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ （ｎ＝３）

　

２．４　 流动相的优化

　 　 在 ＧＢ ５００９􀆰 ２９６⁃２０２３ 第三法中，流动相条件为

在水⁃甲醇体系中添加甲酸和甲酸铵进行梯度洗

脱［１６］。 本研究考察了在衍生条件下，３ 种不同流动

相体系对目标化合物（质量浓度为 １０ μｇ ／ Ｌ）信噪比

（Ｓ ／ Ｎ）的影响；同时按照国标方法测定非衍生条件

下目标化合物（质量浓度为 １０ μｇ ／ Ｌ）的信噪比。 ３
种不同流动相体系分别为流动相 １： Ａ 相为 ０􀆰 ０５％
甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵水溶液，Ｂ 相为 ０􀆰 ０５％ 甲酸⁃
５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵甲醇溶液；流动相 ２： Ａ 相为 ０􀆰 １％
甲酸水溶液，Ｂ 相为 ０􀆰 １％ 甲酸甲醇溶液；流动相 ３：
Ａ 相为 ０􀆰 １％ 甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲胺水溶液，Ｂ 相为

０􀆰 １％ 甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲胺甲醇溶液。 不同流动相

对 ８ 种目标化合物信噪比的影响见表 ２。
　 　 结果表明，目标化合物衍生化处理后，信噪比均

有明显提高，可见衍生化反应后电离效率得到提高，
信号响应得到增强。 在流动相中添加 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲

胺， 使 目 标 化 合 物 形 成 甲 胺 加 合 离 子 ［ Ｍ ＋
ＣＨ３ＮＨ３］

＋，可进一步提升其信噪比。 在含有甲胺

的流动相条件下，２５⁃羟基维生素 Ｄ 的信噪比明显提

升。 在甲胺环境下，ＰＴＡＤ 与 ＶＤ３ 衍生产物的二级

质谱图如图 ５ 所示。 本实验选择在水⁃甲醇体系中

添加甲酸和甲胺，流动相为 ０􀆰 １％ 甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲

胺水溶液和 ０􀆰 １％ 甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲胺甲醇溶液。

表 ２　 不同流动相体系对 ８ 种化合物信噪比的影响（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｏｎ ｓｉｇｎａｌ

ｔｏ ｎｏｉｓｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｎｏｎ⁃ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ ／ １０２

（ＧＢ ｍｅｔｈｏｄ∗）
Ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ ／ １０２

ＭＰ１ ＭＰ２ ＭＰ３
２５（ＯＨ）Ｄ２ １．６０ ４．９４ １３．０９ １２８．７

２５（ＯＨ）Ｄ２ ⁃ｄ６ １．８５ １１．０５ ４０．０１ １３０．１
２５（ＯＨ）Ｄ３ ２．３２ ８．０８ １４．７６ ６４．７０

２５（ＯＨ）Ｄ３ ⁃ｄ６ ２．４９ ５．４１ １０．３４ ４４．４３
ＶＤ２ １．０１ １７．３９ ２８．３０ ６０．０１

ＶＤ２ ⁃ｄ３ ０．４６ １７．０６ ２１．８４ ４４．２９
ＶＤ３ １．０６ ２７．９４ ２６．８２ ５４．５６

ＶＤ３ ⁃ｄ３ ０．８４ ２２．６３ ２３．２７ ６０．２９
∗ ＧＢ ５００９􀆰 ２９６⁃２０２３ （ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｍｅｔｈｏｄ） ． ＭＰ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ；
ＭＰ１： ０􀆰 ０５％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｅ ｉｎ ｗａ⁃
ｔｅｒ ａｎｄ ０􀆰 ０５％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｅ ｉｎ
ｍｅｔｈａｎｏｌ； ＭＰ２： ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ
ａｃｉｄ ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ； ＭＰ３： ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｍｅｔｈｙｌａ⁃
ｍｉｎｅ ｉｎ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ
ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ．

图 ５　 ＶＤ３ 经 ＰＴＡＤ 衍生后的二级质谱图（流动相中添加甲胺）
Ｆｉｇ． ５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＶＤ３ ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ

ｗｉｔｈ ＰＴＡＤ （ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ ｉｎ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ）
　

２．５　 方法验证

２．５．１　 线性关系、检出限和定量限

　 　 在优化后的色谱和质谱检测条件下，将 １􀆰 ２ 节

配制的系列标准工作溶液进行衍生化反应后，绘制

标准曲线。 以目标化合物的质量浓度与相应同位素

内标的质量浓度比值为横坐标，以目标化合物与相

应同位素内标的峰面积比值为纵坐标，确定标准曲

线及线性范围内的相关系数。 质量浓度为 １􀆰 ０
μｇ ／ Ｌ 的维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 混合标准溶

液经 ＰＴＡＤ 衍生后的ＭＲＭ 色谱图见图 ６ａ。 当取样

量为 ５􀆰 ００ ｇ 时，在羊肉样品中添加混合同位素内

标，计算样品中维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 含量，
分别以 ３ 倍和 １０ 倍信噪比来确定方法的检出限和

定量限。 羊肉样品中维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ
衍生后的 ＭＲＭ 色谱图见图 ６ｂ。
　 　 本方法中维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的线性

·３３２·
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范围、线性方程、相关系数、内标使用量、检出限和定

量限见表 ３，同时与 ＧＢ ５００９􀆰 ２９６⁃２０２３ 第三法进行

了比较。 结果表明：维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ
在 ０􀆰 ２～５０ μｇ ／ Ｌ 范围内线性良好，相关系数（ｒ２）≥
０􀆰 ９９９ ５。 当固体试样取样量为 ５􀆰 ００ ｇ、定容 １􀆰 ００
ｍＬ 时，维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的方法检出限

（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３） 为 ０􀆰 ０１８ ～ ０􀆰 ０６６ μｇ ／ ｋｇ，方法定量限

（Ｓ ／ Ｎ＝ １０）为 ０􀆰 ０６～０􀆰 ２２ μｇ ／ ｋｇ。 本方法测定维生

素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的线性范围宽，较国标方

法灵敏度显著提高，同时降低了氘代内标的使用量，
有效降低了实验成本。 本方法中维生素 Ｄ 与 ２５⁃羟
基维生素 Ｄ 的定量限为 ０􀆰 ０６ ～ ０􀆰 ２２ μｇ ／ ｋｇ，显著低

于 ＧＢ ５００９􀆰 ２９６⁃２０２３ 第三法中维生素 Ｄ 的定量限

（５～１０ μｇ ／ ｋｇ）。

图 ６　 （ａ）维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 混合标准溶液（１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ）及（ｂ）羊肉样品经 ＰＴＡＤ 衍生后的 ＭＲＭ 色谱图
Ｆｉｇ． ６　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｉｎ ａ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ） ａｎｄ

（ｂ） ａ ｍｕｔｔｏｎ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ＰＴＡＤ
　

表 ３　 维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的线性方程、相关系数、检出限、定量限和内标使用量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２）， ＬＯＤｓ， ＬＯＱｓ ａｎｄ ｄｏｓａｇｅｓ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ （ＩＳ） ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２
ＬＯＤｓ ／ （μｇ ／ ｋｇ）

Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ＧＢ ｍｅｔｈｏｄ∗

ＬＯＱｓ ／ （μｇ ／ ｋｇ）
Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ＧＢ ｍｅｔｈｏｄ∗

Ｄｏｓａｇｅｓ ｏｆ ＩＳ ／ ｎｇ
Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ＧＢ ｍｅｔｈｏｄ∗

２５（ＯＨ）Ｄ２ Ｙ＝ １．０３１８Ｘ－０．０７６６ ０．９９９７ ０．０２７ ／ ０．０９ ／ ５ ／
２５（ＯＨ）Ｄ３ Ｙ＝ ０．９６９２Ｘ－０．０７４９ ０．９９９７ ０．０６６ ／ ０．２２ ／ ５ ／

ＶＤ２ Ｙ＝ １．６００５Ｘ＋０．００７５ ０．９９９５ ０．０２４ ３ ０．０８ １０ ５ ２００
ＶＤ３ Ｙ＝ ０．９４６０Ｘ＋０．０１０８ ０．９９９９ ０．０１８ １．５ ０．０６ ５ ５ １００

　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ： ０􀆰 ２－５０ μｇ ／ Ｌ； Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ ｔｏ ＩＳ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ ｔｏ ＩＳ； ∗ ＧＢ ５００９􀆰 ２９６⁃２０２３
（ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｍｅｔｈｏｄ）； ／ ： ｎｏｔ ｇｉｖｅｎ．
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维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ

２．５．２　 加标回收率和精密度

　 　 以脱脂乳粉为空白样品基质，添加低 （ ０􀆰 ２０
μｇ ／ ｋｇ）、中（１􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ）、高（５􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ）３ 个水平

的维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 混合标准溶液，按
本文所述方法进行提取、净化和测定，每个添加水平

重复 ６ 次，考察方法的回收率和精密度。 结果如表

４ 所示，方法的平均加标回收率为 ９２􀆰 ６％ ～ ９９􀆰 ４％，
相对标准偏差为 ３􀆰 ６％ ～６􀆰 ２％，表明该方法的加标回

收率和精密度良好。
表 ４　 维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 在脱脂

乳粉中的回收率和精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ２５⁃

ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｎｏｎｆａｔ ｍｉｌｋ
ｐｏｗｄｅｒ （ｎ＝６）

　

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
０．２０ μｇ ／ ｋｇ
Ｒｅｃ． ／
％

ＲＳＤ ／
％

１．０ μｇ ／ ｋｇ
Ｒｅｃ． ／
％

ＲＳＤ ／
％

５．０ μｇ ／ ｋｇ
Ｒｅｃ． ／
％

ＲＳＤ ／
％

２５（ＯＨ）Ｄ２ ９３．６ ４．６ ９６．８ ５．３ ９８．４ ３．７
２５（ＯＨ）Ｄ３ ９４．１ ５．１ ９７．５ ４．９ ９７．２ ５．０

ＶＤ２ ９４．４ ４．７ ９８．５ ６．２ ９９．３ ４．１
ＶＤ３ ９２．６ ５．２ ９９．４ ５．８ ９６．５ ３．６

　 Ｒｅｃ．： ｒｅｃｏｖｅｒｙ．

２．５．３　 样品的基质效应

　 　 基质效应是由于离子化过程中样品中杂质组分

与目标化合物相互竞争所引起的。 本研究按照公式

ＭＥ＝（空白基质匹配标准曲线的斜率 ／纯溶剂标准

曲线的斜率－１）×１００％ 测定基质效应。 分别测定以

脱脂乳粉作为空白样品基质配制标准曲线和乙腈作

为纯溶剂配制的标准曲线的斜率，不同净化条件下，
维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的基质效应如图 ７ 所

示。 结果表明，２５⁃羟基维生素 Ｄ 在脱脂乳粉样品

基质中呈现基质抑制效应，维生素Ｄ在样品基质

图 ７　 维生素Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素Ｄ 在空白样品中的ＭＥ（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ７　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃

ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝３）

中呈现基质增强效应。 未经净化处理条件下，维生

素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的 ＭＥ 范围为－５４􀆰 ５％ ～
９４􀆰 ０％。 通过固相萃取柱净化后，２５⁃羟基维生素 Ｄ
的 ＭＥ 值为－２１􀆰 ２％ ～ －３８􀆰 ３％，维生素 Ｄ 的 ＭＥ 值

为 ５３􀆰 ３％ ～６８􀆰 ０％，说明净化处理降低了基质效应的

影响。
　 　 本实验通过同位素内标法抵消基质效应，通过

内标法测定维生素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 在脱脂乳

粉中标准曲线的斜率，再次评估绝对基质效应，维生

素 Ｄ 和 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的 ＭＥ 绝对值在 １􀆰 ８１％ ～
１６􀆰 ９％ 范围内，说明其基质效应得到了有效补偿。
２．６　 实际样品的检测

　 　 应用本研究建立的方法对市售不同动物源性食

品中维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的含量进行检

测，每种样品取 ３ 组平行样检测，进样质量浓度和样

品含量见表 ５。
表 ５　 食品中维生素 Ｄ 及 ２５⁃羟基维生素 Ｄ 的含量测定（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｉｎ ｆｏｏｄｓ （ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ
Ｓａｍｐｌｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ／ （μｇ ／ Ｌ）

２５（ＯＨ）Ｄ２ ２５（ＯＨ）Ｄ３ ＶＤ２ ＶＤ３

Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ／ （μｇ ／ ｋｇ）
２５（ＯＨ）Ｄ２ ２５（ＯＨ）Ｄ３ ＶＤ２ ＶＤ３

Ｎｏｎｆａｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ － － － － － － － －
Ｆｌｅｓｈ ｏｆ ｆｉｓｈ － － ６．１０１ ３７．６５ － － １．２２ ７．５３
Ｆｌｅｓｈ ｏｆ ｓｈｒｉｍｐ － １．９６５ － － － ０．３９３ － －
Ｐｏｒｋ ｍｅａｔ － ５．８５１ － １４．６５ － １．１７ － ２．９３
Ｍｕｔｔｏｎ ４．１５５ ７．２０２ ６．９５０ ６．６５０ ０．８３１ １．４４ １．３９ １．３３
Ｅｇｇ ｙｏｌｋ － ３４．５０ － ４０．５０ － １３．８ － １６．２
Ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ － ４．３１５ － ３．３６５ － ０．０８６３ － ０．０６７３
Ｄｕｃｋ ｂｌｏｏｄ － ４５．５０ － ５．１０３ － １８．２ － ２．０４
　 －： ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

　 　 由表 ５ 可以看出，鸡蛋黄中 ＶＤ３ 含量最高，含
量为 １６􀆰 ２ μｇ ／ ｋｇ，鸭血中 ２５（ＯＨ）Ｄ３ 含量最高，含
量为 １８􀆰 ２ μｇ ／ ｋｇ。

３　 结论

　 　 本研究使用 ＰＴＡＤ 作为衍生试剂，对衍生化条

·５３２·
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件、样品前处理条件、色谱分离条件和质谱检测条件

进行了优化，建立了衍生化⁃超高效液相色谱⁃串联

质谱同时测定动物源性食品中 ４ 种 Ｄ 族维生素物

质的方法。 本方法有效降低了样品基质干扰，灵敏

度高，定量准确，重复性好，可满足动物源性食品中

Ｄ 族维生素物质的测定要求。
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