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化合物信息

表1. 化合物信息

名称 CAS号 结构式

VA 68-26-8 C20H30O

25OH-VD2 21343-40-8 C28H44O2

25OH-VD3 19356-17-3 C27H44O2

VE 59-02-9 C29H50O2

VK1 84-80-0 C31H46O2

实验部分

3.1仪器、试剂与材料

3.1.1主要仪器设备

液相色谱串联质谱仪(AB SCIEX Triple

QuadTM4500)，大气压化学电离(APCI)；

正压装置(Agela Cleanert M96)；

氮吹浓缩仪(Agela Cleanert V96)。

3.1.2试剂材料

Cleanert ODS C8 96孔板：S080502-W

屈臣氏蒸馏水，甲醇、甲酸、乙醇均为色谱级。

3.1.3样品基质

5%BSA代替基质，人体血浆质控样本。

3.2样品前处理方法

预处理：200 µL血浆加入400 µL乙醇内标溶液

（0.1%BHT）涡旋， 10000g/5min 离心取上清，

再加入200µL纯水，待净化；

活化：96孔板依次使用 1mL甲醇、1mL水活化；

上样：加载预处理后的血浆至活化后孔板；

淋洗：使用1mL水淋洗孔板；

洗脱：用1 mL乙醇洗脱1次；

浓缩：37℃氮吹干，100µL甲醇复溶，上机。

3.3仪器检测条件

3.3.1色谱条件

色谱柱： Kinetex C18（3.0×50 mm, 2.6 μm, 100

Å）；P/N: 00B-4462-Y0

流动相A相：0.1%甲酸水溶液；

流动相B相：0.1%甲酸甲醇溶液；

流 速：0.6 mL/min；

柱 温：40 ℃；

进样量：20 μL；

梯度程序见表2：
表2. 梯度条件

时间 (min) 流速 (mL/min) B (%)

0 0.6 20

0.5 0.6 20

1.5 0.6 100

3.8 0.6 100

4.2 0.6 20

6.0 0.6 20

3.3.2质谱条件

离子源类型：大气压化学电离（APCI）

扫描方式：多反应监测正负离子模式（MRM）

喷雾针电压：5500 V

离子源温度：500 ℃

加热器（GS1）：60 psi

辅助加热气（GS2）：60 psi

气帘气（CUR）：40 psi

碰撞气（CAD）：10 psi

为获得较好的稳定性和灵敏度，各化合物监测

离子对的去簇电压（DP）和碰撞电压（CE），

目标化合物定量离子对以及内标监测离子对等

参数均需经过系统优化。

本案例参数仅供参考不具备法律效力。

应用编号：AB10033

https://china.guidechem.com/395/
https://china.guidechem.com/278143/


表3. 化合物定性、定量离子和质谱分析参数

化合物 Q1 Q3 DP/V CE/V

VA
269.2 93 58 34

269.2 157.2 58 29

VD2
413.4 355.4 60 13

413.4 377.3 55 13

VD3
401.4 365.4 70 17

401.4 257.4 55 18

VE
431.4 165.1 62 25

431.4 137.1 55 57

VK1
451.4 187.1 50 35

451.4 199.2 50 42

d6-VA 275.4 122.2 48 23

d3-VD2 416.5 358.5 60 13

d6-VD3 407.5 371.5 70 17

d6-a-VE 437.4 171.1 66 26

d7-k1 458.4 194 50 35

3.4结果与讨论

3.4.1 标准曲线范围

用5%BSA作为空白代替基质，配制线性浓度点，

按照上述3.2前处理方法同等操作，得到标准曲线结

果如下表。
表4. 脂溶性维生素标准曲线

化合物 线性方程 相关系数 曲线范围ng/mL

VA Y=0.02721x+0.73250 0.9946 40-1500

VD2 Y=2335.57x+826.155 0.9966 2-100

VD3 Y=0.00646x+0.00008 0.9997 5-250

VE Y=0.000126x+0.01870 0.9992 500-25000

VK1 Y=0.19394x+0.05386 0.9997 0.1-5

3.4.2 回收率情况

C8板对于溶液中的5种脂溶性维生素的提取效率

均可达到60%以上，但在人体血浆中VE和VK1具有很

明显的基质抑制效应。

表5. 加标回收实验结果

C8 固相萃取结果

化合物 空白溶液绝对回收率 血浆样本基质效应

VA 82.3% 112.5%

VD2 63.1% 80.4%

VD3 61.2% 83.8%

VE 89.0% 59.7%

VK1 66.5% 59.4%

3.4.3 实际样本测试情况

对客户提供的两个浓度的人血浆质控样本进行

测试验证，测试结果如下，该测试结果基本上与客

户提供的理论浓度一致，对比结果如下表6。

表6. 质控样本测试结果

化合物 质控样本浓度ng/mL 测试结果ng/mL

VA
300 270

600 626

VD2
2 1.74

4 3.83

VD3
20 16.96

40 34.37

VE
6000 6442

12000 12226

VK1
2 2.65

4 5.24

3.5实验谱图

图1. 人血浆中VA 300ng/ml加标回收色谱图

图2. 人血浆中25OH-VD3 20ng/ml加标回收色谱图

图3. 人血浆中25OH-VD2 2ng/ml加标回收色谱图



图4. 人血浆中VE 6000ng/ml加标回收色谱图

图5. 人血浆中VK1 2ng/ml加标回收色谱图




