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摘要

Waters MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)为缓解液相⾊谱中分析物与⾦属表⾯之间的相互作⽤提供了⼀种有效的解
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决⽅案。本应⽤纪要考察了MaxPeak HPS对B族维⽣素LC-MS/MS分析的影响，并展⽰了使⽤MaxPeak HPS

同步分析能量饮料和维⽣素B复合膳⻝补充剂中B族维⽣素的主要优势。与常规液相⾊谱系统使⽤的不锈钢表

⾯相⽐，在使⽤MaxPeak HPS的系统中观察到响应提⾼、灵敏度改善、峰拖尾减⼩、校准线性更出⾊且⽆残

留等主要优势。使⽤Waters ACQUITY Premier解决⽅案，核⻩素、硫胺素、烟酰胺、⻩素单核苷酸、5'-磷酸

吡哆醛和5-甲基四氢叶酸均获得更⾼的灵敏度（3~10倍）。本研究还展⽰了LC-MS/MS法同步分析能量饮料和

维⽣素B复合膳⻝补充剂中B族维⽣素的分析性能（准确度和重复性）。ACQUITY Premier解决⽅案（系统和

⾊谱柱）与常规液相⾊谱解决⽅案相⽐，在B族维⽣素分析中表现出明显优势，例如灵敏度更⾼、峰拖尾更⼩

、校准线性更出⾊且⽆残留问题。

优势

Waters ACQUITY Premier解决⽅案改进了B族维⽣素的LC-MS/MS分析■

与常规不锈钢表⾯相⽐，使⽤MaxPeak HPS观察到六种B族维⽣素的灵敏度提⾼⾄3~10倍■

使⽤Waters ACQUITY Premier解决⽅案观察到响应提⾼、峰拖尾减⼩和残留减少■

简介

B族维⽣素包括⼋种维⽣素，即硫胺素(B1)、核⻩素(B2)、烟酸(B3)、泛酸(B5)、吡哆醇(B6)、⽣物素(B7)、叶

酸(B9)和氰钴胺(B12)。每种B族维⽣素具有不同的形式（或同效维⽣素）。最近，膳⻝补充剂配⽅中加⼊了全

新的B族同效维⽣素，如⻩素单核苷酸(FMN)和5'-磷酸吡哆醛(PLP)，这些含磷酸基团的化合物通常被称为

“天然”或辅酶B族维⽣素，据称其容易被⼈体吸收。B族维⽣素及其同效维⽣素的结构如图1所⽰。含磷酸基

团的化合物与不锈钢表⾯之间的相互作⽤及其对⾼效液相⾊谱(HPLC)的不利影响已⻅诸报道1-2。 这些相互作

⽤可能导致严重的峰拖尾、峰⾼下降和/或残留，使HPLC分析结果不准确、不可靠。⽬前针对这种分析物与⾦

属相互作⽤的问题已经采⽤了⼀些解决⽅法，但这些⽅法⾃⾝存在局限性3，因此需要更出⾊的⽅法。    

Waters ACQUITY Premier解决⽅案（包括系统和⾊谱柱）中采⽤的Waters MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术

为缓解分析物与⾦属相互作⽤提供了⼀种有效⽅式。⽬前的研究结果证明，MaxPeak HPS技术能够显著改善

有机酸、寡核苷酸、肽、糖基和磷脂的HPLC分析4-7。 本应⽤纪要考察了MaxPeak HPS对液相⾊谱-串联质谱

联⽤系统(LC-MS/MS)分析B族维⽣素的影响。通过LC-MS/MS法同步分析能量饮料和膳⻝补充剂样品中的B族

维⽣素凸显了MaxPeak HPS应⽤于B族维⽣素（包括不含磷酸基团的B族维⽣素）分析的优势。 



图1.B族维⽣素及其同效维⽣素的结构

实验

所有样品前处理步骤均在微光环境中使⽤棕⾊玻璃器⽫完成。   

标样制备

硫胺素、硫胺素焦磷酸(TPP)、核⻩素、⻩素单核苷酸(FMN)、烟酸、烟酰胺、泛酸、吡哆醇、吡哆胺、吡哆

醛、5'-磷酸吡哆醛(PLP)、⽣物素、叶酸、5-甲基四氢叶酸(5MTHF)、氰钴胺(CN B12)、甲钴胺(Me B12)、腺

苷钴胺素(Aden B12)购⾃Sigma-Aldrich（美国密苏⾥州圣路易斯）。稳定同位素标记的B族维⽣素：13C5, 15

N-叶酸、13C4, 15N2-核⻩素、13C4-硫胺素、2H4-⽣物素、13C6, 15N-泛酸、2H2-吡哆醇和2H4-烟酸购⾃

Isosciences (isosciences.com, Ambler, PA)。  ⽤去离⼦⽔溶解各种维⽣素来制备浓度为0.5 mg/mL（记录

3位有效数字）的各B族维⽣素储备液，但核⻩素和⽣物素除外，其制备为分别含0.05 mg/mL（记录3位有效

数字）核⻩素和⽣物素标准品的混合储备液。叶酸储备液可能需要添加少量（⼀滴或两滴）氢氧化铵溶液

(28~30% NH3)以辅助溶解。PLP储备溶液则加热⾄50 °C以助其溶解。 

⽤去离⼦⽔稀释各储备液的等分试样来制备以下三种中间B族维⽣素混标溶液：⼀种由CN B12 (0.1 mg/mL)和

Me B12 (0.1 mg/mL)组成的中间混标溶液；⼀种由硫胺素(0.01 mg/mL)、泛酸(0.1 mg/mL)、吡哆醇(0.01 

mg/mL)、烟酰胺(0.1 mg/mL)、烟酸(0.1 mg/mL)和吡哆醛(0.01 mg/mL)组成的中间混标溶液；⼀种由叶酸

(0.1 mg/mL)和5MTHF (0.1 mg/mL)组成的中间混标溶液。⽤去离⼦⽔混合这些中间B族维⽣素混标溶液和剩

余的单标储备液，将其稀释为不同浓度⽔平的⼯作标准溶液。   



稳定同位素标记的B族维⽣素单标储备液的制备⽅法与之前针对B族维⽣素单标储备液所述的⽅法类似。利⽤

这些单⼀储备液制备所有稳定同位素标准储备液的混合物，⽅法如下：将适当体积的单⼀储备溶液与去离⼦⽔

混合，使各种标准品的浓度达到0.02 mg/mL（但13C5, 15N-叶酸除外，其浓度为0.2 mg/mL）。将该稳定同位

素混标储备液⽤去离⼦⽔稀释10倍，制得中间稳定同位素混合溶液，随后作为参⽐内标以浓度0.1 μg/mL添加

⾄⼯作标准溶液和样品溶液中（但13C5, 15N-叶酸除外，其在最终溶液中的加标浓度为1 μg/mL）。

样品前处理

从当地商店购得主流品牌的能量饮料(ED)，例如Red Bull、Monster Energy和Rockstar。⽤0.45 µm GMF膜

针式过滤器过滤这些样品。取⼀份滤液在未经稀释的情况下分析其中的低浓度B族维⽣素(CN B12)。再取⼀份

滤液⽤去离⼦⽔稀释50倍（体积⽐1:50），⽤于分析其他B族维⽣素。还检测了B族维⽣素复合膳⻝补充剂（

DS，液体形式）。取50 µL DS，⾸先⽤200 mL去离⼦⽔稀释，再通过0.45 µm GMF膜针式过滤器过滤，并⽤

去离⼦⽔按不同⽐例的（0.95:1、1:10、1:100，按体积计）进⼀步稀释后进⾏分析。

⽅法条件

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Premier系统

质谱系统： Xevo TQ-S micro质谱系统

运⾏时间： 9.0 min

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH C18, 1.7 μm, 2.1 × 100 

mm（部件号186009453）

样品瓶： LCMS认证棕⾊玻璃最⼤回收样品瓶（部件号

600000755CV）

温度： 40 °C

流动相： A：20 mM甲酸铵⽔溶液(pH 5.0)

B：甲醇

流速： 0.35 mL/min



进样体积： 2 µL

梯度程序

质谱条件

极性： ES+

⽑细管电压： 1.4 kV

锥孔电压： 70V

离⼦源温度： 150 °C

脱溶剂⽓温度： 350 °C

锥孔⽓流速： 350 L/h

脱溶剂⽓流速： 650 L/h



MRM参数（定量通道以粗体显⽰）

结果与讨论

本研究利⽤AOAC官⽅⽅法2015.14中规定的LC-MS/MS条件同时测定婴⼉配⽅奶粉及相关营养制品8中维⽣素



B1、B2、B3和B6的总量，并对这些条件进⾏了两处细微调整。将流动相A的pH值调整为pH 5.0，以确保结果

⼀致。针对Xevo TQ-S micro MS系统优化了18种维⽣素（包括额外的B5、B7、B9和B12）的MRM通道和MS检

测参数。 

MaxPeak HPS对B族维⽣素分析的影响

本研究使⽤了两种液相⾊谱系统设置，就MaxPeak HPS对B族维⽣素分析的影响开展对⽐研究。其中⼀种由

ACQUITY Premier系统和ACQUITY Premier BEH C18 (1.7 μm, 2.1 × 100 mm)⾊谱柱组成（称为HPS设置

），另⼀种由ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统和ACQUITY UPLC BEH C18 (1.7 μm, 2.1 × 100 mm)⾊谱柱

组成（称为SOP设置）。除HPS设置采⽤MaxPeak HPS⽽SOP设置采⽤常规不锈钢表⾯外，这两套液相⾊谱

系统完全相同。这两套系统使⽤了同⼀套Xevo TQ-S micro质谱系统，旨在尽量减少对⽐研究中的仪器变量。 

使⽤MaxPeak HPS提⾼响应

使⽤HPS设置观察到18种维⽣素中⼤多数的峰强度和峰⾯积都有所提升。图2展⽰了采⽤两种液相⾊谱设置将

混标溶液（浓度为1 μg/mL）重复进样7次所得到的峰⾯积⽐较图。收集数据时的系统和⾊谱柱处于全新状态

，即从未在系统中进样分析任何B族维⽣素。可以看出，与SOP设置相⽐，HPS设置使所有18种维⽣素获得相

同或更⼤的峰⾯积。图3A展⽰了采⽤两种液相⾊谱设置⾸次进样同⼀混标溶液所获得的FMN、硫胺素、PLP和

泛酸的⽐较⾊谱图。这些化合物在HPS设置中的峰强度明显更⾼。重复进样B族维⽣素后，LC-MS/MS响应表

现出的这⼀巨⼤差异有所减⼩（因为表⾯，尤其是不锈钢表⾯，因不断接触分析物⽽被⽼化），但在LC-MS系

统⻓期使⽤后仍然很明显（⻅图3B）。图3B展⽰了这两种液相⾊谱设置分析DS样品中B族维⽣素所得到的⽐

较⾊谱图。采集图3B所⽰的⾊谱图时，两种液相⾊谱系统均已经进⾏了⼀百多次进样。在HPS与SOP设置之

间观察到这些B族维⽣素的峰强度差异很⼩，但峰⾼差异仍然很明显。此外，在SOP设置中仍观察到硫胺发⽣

严重的峰拖尾（图3B）。  



图2.采⽤HPS设置与SOP设置分析B族维⽣素及其同效维⽣素获得的LC-MS/MS峰⾯积⽐较。并排绘制由不锈

钢表⾯（SOP，蓝⾊数据条）与MaxPeak HPS（HPS，橙⾊数据条）获得的结果。

图3.采⽤HPS设置（绿⾊迹线）与SOP设置（红⾊迹线）获得的FMN、硫胺素、PLP和泛酸的LC-MS⾊谱图⽐

较。(A)在全新液相⾊谱系统上⾸次进样同⼀混标所观察到的结果。(B)在⻓期使⽤后的液相⾊谱系统上分析同

⼀DS样品中的B族维⽣素所观察到的结果。

使⽤MaxPeak HPS提⾼灵敏度

在B族维⽣素的LC-MS/MS分析中，采⽤HPS设置所获得的灵敏度也⾼于SOP设置。使⽤信噪⽐(S/N)为10的⼯

作混标溶液估算定量限(LOQ)。表1列出了使⽤两种液相⾊谱系统设置同时分析ED和DS样品中B族维⽣素所获

得的LOQ值和校准结果。采⽤HPS设置所获得的LOQ与采⽤SOP设置所获得的LOQ相同或更出⾊，HPS设置中



六种B族维⽣素的LOQ改善⾄3-10倍，此外还观察到更出⾊的校准线性(R2)（表1）。   

表1.两种液相⾊谱系统设置分析B族维⽣素得到的LOQ和校准结果

使⽤MaxPeak HPS时⽆残留

图4展⽰了在残留研究中使⽤HPS与SOP系统设置分析B族维⽣素获得的LC-MS/MS⽐较⾊谱图。采⽤SOP系统

设置时，在空⽩进样中发现核⻩素、吡哆醛、5MTHF和MeB12的残留峰，⽽采⽤HPS系统设置时未⻅残留峰。  

图4.采⽤两种设置进样分析10 ppm核⻩素、吡哆醇、5-甲基-THF和甲钴胺标准溶液后(C)，⽴即执⾏空⽩进样

在HPS设置(A)与SOP设置(B)中获得的LC-MS⾊谱图⽐较。采⽤SOP系统设置时(B)，观察到这四种维⽣素出现

较⼩的残留峰，含量为10 ppm峰(C)的0.03~0.1%。采⽤HPS系统未观察到残留峰(A)。

能量饮料和膳⻝补充剂样品的分析



将HPS设置与Xevo TQ-S micro质谱系统联⽤，分析ED和维⽣素B复合DS中的B族维⽣素。图5和6分别展⽰了

ED和DS中B族维⽣素的⾊谱图。这些样品中并未包含所有18种B族维⽣素，仅分析了样品中存在的B族维⽣素

。

图5.能量饮料样品中B族维⽣素的⾊谱图



图6.维⽣素B复合膳⻝补充剂样品中B族维⽣素的⾊谱图

表2列出了ED样品中B族维⽣素的分析结果以及标⽰或标明值。对ED1样品进⾏加标实验来评估LC-MS/MS分

析的准确度。这些B族维⽣素的的回收率为91%~107%。与标⽰值相⽐，ED1和ED2中B族维⽣素的测定值为

标⽰值的90%~124%，ED3中B族维⽣素的测定值为标⽰值的138%~180%。⻝品中通常会使⽤过量



25~50%的强化营养素，ED3中相对较⾼的B族维⽣素含量表明在该产品中严重过量。⼤多数B族维⽣素的分析

重现性低于7% RSD，但ED2中氰钴胺以及⼀次烟酰胺测定结果除外，它们的RSD分别⾼达17%和11%。氰钴

胺的⾼RSD可以⽤ED1和ED3中氰钴胺的浓度极低（接近LOQ）来解释。表3列出了维⽣素B复合DS的分析和

加标实验结果，12种维⽣素均获得了优异的回收率(78%~122%)。这些B族维⽣素的重复性总体上处于7% 

RSD以内。

表2.能量饮料的分析和加标回收率结果

表3.维⽣素B复合膳⻝补充剂的分析和加标回收率结果



结论

本应⽤纪要考察了MaxPeak HPS对18种B族维⽣素LC-MS/MS分析的影响，并展⽰了在B族维⽣素分析中使⽤

MaxPeak HPS相⽐于常规不锈钢表⾯的持久优势。在B族维⽣素的LC-MS/MS分析中发现的主要优势包括响应

值更⾼、峰拖尾减⼩、灵敏度更⾼、校准线性更出⾊和残留更少。这些优势在仪器的初始使⽤阶段⾮常显著。

在液相⾊谱系统和⾊谱柱经过⻓期使⽤后，MaxPeak HPS与常规不锈钢表⾯之间的差异开始不明显，但是在

市售ED和维⽣素B复合DS的B族维⽣素分析中仍然很明显。使⽤ED和DS样品进⾏⽅法验证，结果表现出优异

的准确度和重复性。在B族维⽣素的分析中，Waters ACQUITY Premier解决⽅案与常规液相⾊谱解决⽅案相

⽐，在灵敏度、准确度和精密度⽅⾯具有明显优势。
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