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% GB/T 20195 ZER 4%, /0200 g, Ry i 4t 0.425 mm fLAE R T, 780185,
FNZH ST, BOLRAE, &H.
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2 HHEZED;

()]

1% GB/T 17818 HIH & AT«

(¢)]

.3 HHEERE

1% GB/T 17812 HII & AT«

54 HEEK;

¥ GB/T 18872 M E AT -

5.5 #HEEB
1% GB/T 14700 FIHUE AT o
56 #EEB,
% GB/T 14701 [IHLE AT -
5.7 MRER. WRERRZ. ZRE. HHEZR B, £HYFR

BrIES AU, BT HRA A Hrat .
571 JR¥E

PR IR . B . IZIR . 4EAE R Bey MR SIS VEGE A R AERRYE SR T 52U, FIH
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5.7.2 R AR
5.72.1 JK: GB/T 6682, —Z/K.
5722 HR. thigdi,

5723 W k4,



5724 W @ik,

5725 FHREW 1. 2EH 83 mL #hiR, F/AKMBEZE 1000 mL, 1EZ].

5726 IR 0. BE SmL R, FHAKWHEZE 500mL, 5.

5727 ZUKWEW: BE 10mL ZUK, FKHEEZR 100 mL, R4,

5728 HWRRE®R: W 1mL FR (5.7.2.2) , HKAMBEZ 1000mL, /&2,

5729 WROEER: B 1mL B8R (5.722) , H4K (5.7.23) #FFEE 1000 mL, JE5].

5.7.2.10  breESh: IR RERIZ . D -I2 BRES . 4845 2K Bes D -AEW R ARAE N DA HER-Da s JHEEZ- Da
2 RRES-13C3, 15N, EhRIL S BE-Ds FIAEM & -Dy A E AR E B LI Al

57211 FrifEfESI (1 mg/mL) « FEFAFREUHEY T 10 mg MEMSEE . R WBEE . 2R, AR
PAniE s CREERE] 0.0l mg) , 5l E T 10 mL BREax &Ry, HEEE (5.7.2.4) BEHESR, B
R BRI, 2 °C~8 °CHREGIRLE, AR 6 MH .

5.7.2.12  FREFEER (10 pg/mL) : F2EL 1.0 mL ARdERE AR (5.7.2.11) 23 B E T 100 mL kith
BRI, AKEEEZE, 1A . HEBEFORFES, 2°C~8 CHYIRE, BHRIW 1 MH.

57213  [FEfI R A bRE IR (0.1 mg/mL) = 43 RS HFREL 0.1 mg MARE-Day ML - Doy V2 FRES
-3C3,5N. ERERME S BE-Ds FIAEYI 2 -Ds WARYTL, 23 FRRE (5.7.2.4) IEMEESS, 18], LA 0.1
mg/ mL [ [F7 2 N AR VB . BRI T, 2 C~8 CROLIRAE, ARUH 6 1H.

5.7.2.14  WEREEEWR (10 pg/mL) « 53 ERFE I — @ RAR I R 7 28 AR 27 (5.7.2.13) T
Fl—Er A Efy, KR ERZZE, B, BBEEARFMT, 2 C~8 CELMRT, A&
W1 ANH.

57215 REWAERINIER: s BBoEEhrdEh EER (5.7.2.12) MAPRREHER (5.7.2.14) ,
FKECRGHEA 259 N 2 ng/mL. 5 ng/mL. 10 ng/mL.+ 50 ng/mL. 100 ng/mL+ 500 ng/mL. 1000 ng/mL,
WA EIA 20 ng/mL FITRAARERFIE W s FH LR .

57216  THALIEMRE: 0.22 um.

573 UEEE

2

5.7.3.1  SEEGEH AR W&

5732 bR JEE 0.01g. 0.1 mg F10.01 mg.
5733 pHit: FENE0.01,

5.7.3.4 RIEIRA 2

5.73.5 HFEEIRG



5.7.3.6 HIEKEH: HEEENED C.
5737 WOHE -SRI TR BB AT (ESD .
574 rHrbRR
TR RS 58 28 P 0 T AT RIS, A DR AR R 1IN 58 I8 G ' 156 A/ 2 R I 1
57.4.1 AFEHEEL

FREGRFE 1~3 g GEIZE 0.1mg) T 50 mL S0 H, A 100 uL WFRESER (5.7.2.14),
N 20 mL EHFER 11 (5.7.2.6) , #WE 1 min. BRSO E T 50 ClE s iR #% F 32 40 min;
A ZEER, HE/KER (5.7.2.7) A7 pH HE 6.0. % E SomL HEM+, IKEEE
ZIE, WA, #E, W EERAMALIER (5.7.2.16) &, fFFl.

5.7.42 U#SHXAM
5.7.42.1 WA OIE S &4

a) Tt Cis (A CHRME N FE 0, 4K 100 mm, A4 2.1 mm, FifE 3.0 um) , B¢
PEREAH 2 s

b) s A——HRER (5.7.2.8) , B—HRLMEHEHR (5.7.2.9) ;
d MRS EERIERIAR, TUEERNE A RBEERMPRE (REA 2mmol/l)
o) BREEWEMNL: BEEEVEMARE T WK 1
d) #ii#: 0.30 mL/min;
e) FEi: 25 C;
f) #EFER: 2 ul 3 5 ul.
®1 BERRIER

B[] /min A% B/%
0.01 95 5
1.0 95 5
3.0 80 20
7.0 10 90
9.0 10 90
9.1 95 5



12.0

95

5.7.422 JHIESHEFAM:

a) HE T

b) MWi% H

) AT IR

d) FHAME

) BN UL
f) R

g) MLy

h) M5 =

ESI+;

5.5kV;

500 C;
50 L/min;
50 L/min;
20 L/min;

RS

LRI (MRM) , B7R) i gE & A0 25 4% i s L3R 2.

R2 BFNSEEH

FRl 44 B BET (m/z) THET (m/z) i fE i eV HEfLEIE /V
yili 124.0 80.0/78.0 28.0/29.0 40
ST iz 123.0 80.0"/78.0 28.0/29.0 40
D-ZR 220.1 90.17/202.0 18.0/17.0 40
A7 Be (ML EE 170.0 152.17/134.2 19.0/30.0 40
D -4 245.0 227.0°/167.2 23.4/17.3 60
JHER-Day 128.2 84.0"/54.1 28.6/26.2 40
JHIE%-Da 127.0 84.0%/56.0 41.0/41.0 40
D-7ZR-13Cs,'"N 224.0 94.0"/206.0 18.0/17.1 40
Y43 Be-Ds 173.3 155.17/136.1 18.0/28.0 40
D-A4) %KDy 249.2 231.0%/171.0 13.4/19.0 60
FERET.

5743 lE



5.7.43.1 JRAAUER AR URE SR BORN 2

TEAL RS IAESMET, 2 HIBUR A ARE RPN (5.7.2.15) ARREEFREBUR EALINGE « AR vE R
SE BB g L % B.
57432 EME

TEFA RIS 25 AE T RS BB A A5 I 42 1) A B ) (1) 5 VR & b 7B 2R 200 YR A i 0 I 10 o B (1]
—5, HASHMmZEEL2.5% 2N, HRER 2 (E NS4, WS IOH AR B 75 (A
X3 5 R B A 2 I ROARHE VS AT 2 B — 8, HAVHRZERT A3 3 2R, ] A A i R AR 7E
XL PRI o

* 3 EMWIINBENBEFEENEARITRE

A EFEE /% <10 >10~20 >20~50 >50

WK RFHSRE /% +50 +30 20 +10

57433 E&E

DAbRHE RFNAT S 7 BRI G . ZBR . 44 3K Be BUEMIZ) WA S A ARIE T
FALL AR < BN ZH 73 I BB AR PR e 20, AR SC REUVAMIRT 0.99. FESR HUB P
DM ZEL 5 Wi AL 459 I A ASC AL (1 eV Vi Bl P, LR PR AR A e o ot b AT HE 5 a7 {7 1 2 v
F, A R BEARRE R R

5.7.4.4 e RRD
PRE B 2H 2y 1 & 4%l (D) R

Ko,
Xi—— RIS 0 4 B, PG B T (mglkg)

pr—— MR AE 1 AT AR OB b B I R Bk L, S N se Bk 2T (ng/mL)
V— R BB AR, A 2T (mL)

S——IRFE SR EOB R R 2 4

m—— AR, AN () s

o —— I S N B T T R

1000

I 5E G5 R APAT I E AR IE RN, IR =00 BT



Vo L 4EER A EBREAL (IU) MUREBAHEERN: 11U MR GEMAEEZ A = 0.3 pe:
2. AR D EFREAL (TUD FIBTRAALIIEICR N 1 10=0. 025 pg
3. SEBGENII A ik b S R A B TR R R RIS R o R A A, B,
RURER (mg/kg) =IRER+IHEE % X 1. 008.
5745 KEE
5 H S SR A TR RAF I P (S i 25 2 5 SRR ST 3A A 10 26060 M 72 < 20% o
5.8 MR
1 NY/T 2895 HIHLE AT -
5.9 #4%%EBn
BraE AU, BRI A i At
59.1 JE#

WAL, 425 Bl AR MR . IREEJS, B (i - A3 B B A 8, [z
RAPREE R

5.9.2  WGRIAR R

59.2.1 7K: GB/T 5582, —%.

5922 CgE:: makai.

5923 CZEEHER (25%) : &H 250 mL 8%, M/KFFEE 1000 mL, JB5].

5924 CLBRANGIMH0.25 mol/L): FREX 20.5 g Jo/K LBR4EH, H 800 mL /KIE i HH 1R pH 2
4.0+0.1, H/KMBEZ 1000 mL.

5.9.2.5 ZMREAT(2.5 mmol/L): FREXL 0.19 g Z /R4, MIER/KEM, HH/KMFEZE 1000 mL.
592.6 CIEHEW (90%, AR : EHL 100 mL ZKI0A 900 mL Z &+, JBE, AR,
59.2.7 BHHEAM: 3% 71>400 U/mg.

5.9.2.8 JEkl: % 7/1>50 U/mg.

5929 iR Bobrdiih: 4iEE>99%, B4 E ZIE TR T ARV BUIE -+ I FRAE o

59210 #4E4ER B brdifiE (1 mg/mL): FEFAFKEL 10 mg 484 & B trrEdl CGHE#IZE 0.01 mg),
M OBEER (5.9.2.3) BREHBEZR 10 mL iFEAEBMPHERZZIE, B4 BB EREAETR
i, T-18°CNERLIRAE, AW 6 1H .



5.9.2.11 #EAEZ B AniEA (10 pg/mL): EL 1.00 mL 4E45 2 B bl 40  (5.9.2.10) T 100
mL AR EEEMT, HOEER (5.923) EHERZE, . BREGOEFIRT, T 4°CTE0
17, AR 1 A

5.9.2.12  4EEFK B b TAEW(0.2 pg/mL): MREL 1.00 mL 4842 3% B AndfE P EIEW (5.9.2.1D)
BT SomL #AEMY, AKERZEZE. BREFEORFIAY, T 4°CNELMASE, A0 1.

5.9.2.13 RN EMNARI: 1 ng/mL F RS .

592.14 AL ENH TAEWR (50 ng/mL): WL 0. 5 mL FAZR AR (5.9.2.13), BT 10 mL F &R
L, HKEREZE. HREAORFET, T 4°CTELIRT.

59215 AERVIER: 2 HIMEFIFZEL 10 pL. 25 pL. 50 pL. 125 puL. 250 pL A1 500 puL 484 % B
brAE TAEW(5.9.2.12) T 1 mL A&, FHMA 100 uL FAL KW b TAER (5.92.14) |, HKEEE
ZIFE, BA). FRUERFIEI Y, 443 B MRS 18 2 ng/mL. 5 ng/mL. 10 ng/mL. 25 ng/mL.
50 ng/mL A1 100 ng/mL, R AFREIKEA 5 ng/mL. I HILAC

59.2.16 #EAEZF B REEEMM: HAE >800ng, AEFILFHE>85%.
5.9.2.17 IS AEIEAN

5.9.2.18 THALIEME: JKAH, 0.22 um.

593 XEAIE %

5.9.3.1 SRIGEE R W&

5932 bR JEE 0.01g. 0.1 mg F10.01 mg.
5933 pHit: FEN £0.01.

5934 inEIRGE.

5935 EAEBIRG .

5.9.3.6 HIRAKKH: HEEEN £1 C.

5.9.3.7 EOHL: FH>10 000 r/min.

5.9.3.8  VAH G- BTG AL &R (ESD .
59.4 HTEER

59.4.1 $#H

FREL 1 g~5 g B ORHE 0.001 g9 T 50 mL B0E 1, AKX 100 uL [FE47 % A br TR
(5.6.2.14) « 30 mL ZBRENEMR (5.9.2.4) . 0.05g BEAM (5.9.2.7) . 0.05 g iEHE (5.9.2.8),

9



TR A: TN 37 °CHEIB/KIBIR 23 H R 60 min; 2RJ5# N 100 °C/KIG{RFEF 30 min, ELH A H
. 7F 10000 r/min FEC> 10 min, HU_EJE R 338 47 4 e 45Tk

5942 ik

W PR A EIE B AR B b, 7R BEoR A N R, R LA IR A, $a
MAE#EEN 2 mL/min~ 3 mL/min. FARERGEAAES, FH 10 mL /K DLAR & Jd bk o e S A, il
Fo 3 mL HEE 3 G e fAE, IR AT A 10 mL B F, 78 60 °CLL AR
MWK T, WEHIIN 1.0 mL ZFREA AR, 1RE 30's, i 0.22 mm fYFLIEML, 15 2RFIIRRR .

5943 MERSHRM

5.9.43.1 WAHEESE KM
a) OifF: Cistt (K 100 mm AR 2.0 mmBERRAE 1.7 pm) , BRPERER 2.
b) WshAH: AR, CRREEI(G.9.2.5); B, ZIEHER (59.2.6) .

c) VMR : 0 min~ 0.5min, 93% A; 0.5 min~ 2.0 min, 93%~85% A; 2.0 min~ 2.5 min, 85%~10%
A; 2.5 min~3.0 min, 10% A; 3.0 min~3.5 min, 10%~93% A; 3.5 min~ 6.0 min, 93% A.

d) ¥iiE: 0.3 mL/min.
e) HEid: 40°C .
f) FEFEARRL: 10 pL.
59432 JRiESH XM
a) M7 ESI+ .
b) BETFUEEE: 350°C .
c) HEFLRWKSIE: 50 L.
d) JBEFRIRE: 650 °C.
e) MLAFISImE: 900 L/h.
) WS Al R RN 2 AR L LR 4
k4 BFNSEELEH

SRk EZR i BEE T (m/z) TET (m/z) i fERE eV HEFLH S /V

Wk % By 678 7 147.1°/359.2 30/20 30

10



A Bp-13C, 682 .1 153.97/365.8 30/20 30

=y

* ERET.

5.9.4.4 iz
5.9.4.4.1 FRAERFE AL DU 2

TEAB AR ST, A SRR AE RFIE W (5.9.2.15) FNRFESREOR EHLIE o ARvEvA i E &
2 R B L % B
5945 EME

FEFFENRIG2E N, RS P AR I P A B B 1) 5 V6 A A v 2R 90 A HH 2 0 5 ) 8 B s [1)
—3, HAXRZETEE2.5% 2 W, BR#ER 4 ETXHSHLM0, WAERBGHE AR08 753 i AH
X3 5 R FE A 2 I ROARHE VS A G 2 B — 8, KAV ZERT &3 5 Bk, ] A A i R AR 7E
POIVAIEERIEY/R

* 5 EMMEMNBETFFEENRARITRE

AT BT F % <10 >10~20 >20~50 >50
R SCHFA XS R 2 /% +50 30 25 20
5946 TE=E

DAbRdE RBITEBR P 4EAE R B 5 ARIIIE A LA A A8 hR, DL4EAEZR Bio IR BN AR R 22
HIARAE 2R, HAH R RBNAMRT 0.99 AR IRt 4E A= 2 B Wi WA N AE A A (14 28 P Vi
W, IR EEARYE bt th LR db AT HE S, o AR Y A ME v, R R R R ERTIE

5947 ZFHRAK

AFREUARE, 2R ST D IR ERAE, RS THRAF IS 1P
595 i RERIA

WA 4R R B E B (5) .

X

X——RBEPAEE % Bo S, AN T (ugke)

11



P——ri b vHE il 445 B AR IR BUR T 442 3K B KK, A AN e B2 TH(ng/mL) ;
V——il e e R e AR, B N2 T (mL) ;
m—— iR, BN TE(g)
f—— EUTRR AL MR A
Too—— H1 ng/g B A me/kg M5 RH
VR LR B LA R
5951  REEE
FEE ST SR A T SRAS I P OB SZ I i 45 R 5 HL SRR I I 2 i 22 AN 15%.
5.10 B
& NY /T 1819 [HLE AT -
5.11 RIUIAMER
1% GB/T 17816 IHLE AT -
5.12 k. . W, . . K&
% GB/T 13885 5 NY/T 3318 [} $447

513

¥ GB/T 13882 I EHAT -

5.14 ffy

¥ GB/T 13883 [FLE AT .

12



Bz A
(Fsetd)
REMIRIE R

Al FREYIRIEENR AL

x A REMRER

G JEXLH 71 CAS 5 ali g

TR Nicotinic acid CeHsNO: 59-67-6 >98%
IR i Nicotinamide CsHsN-O 98-92-0 >98%
D-7Z FRES D-Calcium Pantothenate C1sH32CaN2019 137-08-6 >98%
Y 3R B (ERIRMEISED Pyridoxine hydrochloride CsHiNOs-HCl 58-56-0 >98%
D-AEMER D-Biotin C10H16N20sS 58-85-5 >98%
£ B (RN Cyanocobalamin Ce3HssCoN14014P 68-19-9 >98%
JHEZ-Dg4 Nicotinic acid-D4 C¢HD4NO, 66148-15-0 >08%,
P iz -Da Nicotinamide-Da CsH2DaN20 347841-88-7  >98%
V2 IR A5-13C5, 15N D-pantothenic acid-'3C3,"’N hemicalcium  Cg!3C3H;6!NOs-1/2Ca 356786-94-2  >989,
ERER I L B -D; Pyridoxine-Dj3 hydrochloride CsHsD3sNOs5-HC1 1189921-12-7  >98%
W) Z-Da Biotin-Ds4 C10H12D4N>03S 1217850-77-5  >98%
#EH K Bi-13Cy Cyanocobalamin-'3C; Cs6!3C HgsCoN14014P N/A >999,

13
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1844

Intensity, cps

I e T S s AN A AN
1s 18 28 22 24 28 28 30 32 34 38 3B 40 42 44 48 43 50

Time.mn

ZB. 1 MWEHNRERREEETEIERE (50 ng/mL)

B.2 MERRIMEARKREES FEBILE NEB. 2,

2.4e8 3.41
2.0e5 4

@ 1585

o

»

ZE

2z

S 1.0e5 4

E
5.0e4 4

0 JL“M T T ¥ T oy T ¥
20 2.8 30 3.2 34 e is 4.0 4.2 4.4 40 48
Time, min

EB.2 HELRRMIFERREESTEIER (50 ng/mL)

B.3 D_/zﬁi$TIEIﬁI %%%@ %] Il [E]B. 3.



Intensity, cps

/
30 iz 14 s iz 40 42 L a8 43 50 82 54 58 58 L1 ] 82

Time, min

EB.3 D ZERMIIRERAREEETEIER (50 ng/mL)

B.4 MBEITERBEESTERIEELES. 4.

Intensity, cps

1.0ed

EDelS

4005

2.0u5

22 24 28 25 30 32 34 38 38 4.9 42 44 L] 45
Teme.mn

EB.4 MtEEMRERSREES FEIEE (50 ng/mL)

B.5 D-4¥EfrERREERTEILEIEB. 5.

8 %l

0.005

4.%e3

4.0e%

Intonsity, cps

3005

255

2.0et

1.5ed
1.0e5

5 0nd
L

Time. min



B.6 #EZBINERREESTRIEENLEB. 6.

Intensity, cps

EB.5 D-EMEMIREBRREESFRILE (50 ng/mL)

3000

2000

1000 -

.
3.523

EB.6 #HEZEB MIRERBREESFEIERE (100 ng/mL)

16



	国家市场监督管理总局
	国家标准化管理委员会
	前言
	1　范围
	2　规范性引用文件
	3　术语和定义
	4　样品
	5　试验方法
	5.1　维生素A
	5.2　维生素D3
	5.3　维生素E
	5.4　维生素K3
	5.5　维生素B1
	5.6　维生素B2
	5.7　烟酸、烟酰胺、泛酸、维生素B6、生物素
	5.7.1　原理


	试样中烟酸、烟酰胺、泛酸、维生素B6、生物素等水溶性维生素在酸性条件下提取后，用液相色谱-串联质谱仪
	5.7.2　试剂或材料
	5.7.2.1　水：GB/T 6682，一级水。
	5.7.2.2　甲酸：色谱纯。
	5.7.2.3　乙腈：色谱纯。
	5.7.2.4　甲醇：色谱纯。
	5.7.2.5　盐酸溶液 Ⅰ：量取 8.3 mL 盐酸，用水稀释至 1000 mL，混匀。
	5.7.2.6　盐酸溶液 Ⅱ：移取 5 mL 盐酸，用水稀释至 500 mL，混匀。
	5.7.2.7　氨水溶液：移取 10 mL 氨水，用水稀释至 100 mL，混匀。
	5.7.2.8　甲酸溶液：取 1 mL甲酸（5.7.2.2），用水稀释至 1000 mL，混匀。
	5.7.2.9　甲酸乙腈溶液：取 1 mL甲酸（5.7.2.2），用乙腈（5.7.2.3）稀释至 1000 mL，混
	5.7.2.10　标准品：烟酸、烟酰胺、D -泛酸钙、维生素B₆、D -生物素标准品以及烟酸-D4、烟酰胺- D₄、泛
	5.7.2.11　标准储备液（1 mg/mL）：精确称取相当于10 mg吡哆醇、烟酸、烟酰胺、泛酸、生物素的标准品（精
	5.7.2.12　标准中间溶液（10 µg/mL）：移取1.0 mL标准储备溶液（5.7.2.11）分别置于100 m
	5.7.2.13　同位素内标储备溶液（0.1 mg/mL）：分别精确称取0.1 mg烟酸-D4、烟酰胺- D₄、泛酸钙
	5.7.2.14　内标混合溶液（10 µg/mL）：分别准确移取一定体积的同位素内标储备溶液（5.7.2.13）于同一
	5.7.2.15　混合标准系列溶液：分别移取适量标准中间溶液（5.7.2.12）和内标混合溶液（5.7.2.14），用
	5.7.2.16　微孔滤膜：0.22 (m。

	5.7.3　仪器设备
	5.7.3.1　实验室常用仪器、设备。
	5.7.3.2　分析天平：感量0.01g、0.1 mg 和0. 01 mg。 
	5.7.3.3　pH计：精度为±0.01。
	5.7.3.4　涡旋混合器。
	5.7.3.5　超声波振荡器。
	5.7.3.6　恒温水浴锅：控温精度为±1 ℃。
	5.7.3.7　液相色谱-串联质谱仪：配电喷雾离子源（ESI）。

	5.7.4　分析步骤
	5.7.4.1　试样提取


	称取试样 1~3 g（精确至 0.1 mg）于 50 mL 离心管中，加入100 (L内标混合溶液（
	5.7.4.2　仪器参考条件
	5.7.4.2.1　液相色谱参考条件


	a) 色谱柱：C18 色谱柱（用极性小分子封端，柱长100 mm，内径2.1 mm，粒径3.0 (m
	b) 流动相：A——甲酸溶液（5.7.2.8），B——甲酸乙腈溶液（5.7.2.9）；
	注：如果个别色谱峰出现拖尾现象，可考虑流动相A中适量添加甲酸铵（浓度为2 mmol/L）。
	c) 梯度洗脱：梯度洗脱程序见表 1；
	d) 流速：0.30 mL/min；
	e) 柱温：25 ℃；
	f) 进样量：2 (L或5 (L。
	表1 梯度洗脱程序
	5.7.4.2.2　质谱参考条件

	a) 电离方式：ESI+；
	b) 喷雾电压：5.5 kV；
	c) 离子源温度：500 ℃；
	d) 雾化气流速：50 L/min；
	e) 辅助气流速：50 L/min；
	f) 气帘气流速：20 L/min；
	g) 碰撞气为高纯氮气；
	h) 监测方式：多反应监测（MRM），离子对、碰撞能量和去簇电压见表2。
	表2 离子对参考条件
	5.7.4.3　测定
	5.7.4.3.1　混合标准系列溶液和试样提取液测定


	在仪器最佳条件下，分别取混合标准系列溶液（5.7.2.15）和试样提取液上机测定。标准溶液的定量离子
	5.7.4.3.2　定性

	在相同试验条件下，试样提取液中待测物的保留时间与混合标准系列溶液中该物质的保留时间一致，且相对偏差在
	5.7.4.3.3　定量

	以标准系列溶液中某被测组分（烟酸、烟酰胺、泛酸、维生素B6或生物素）峰面积与内标峰面积比为纵坐标、被
	5.7.4.4　分析结果的表述
	5.7.4.5　精密度
	5.8　叶酸
	5.9　维生素B12
	5.9.1　原理

	试样经酶解后，维生素B12通过免疫亲和柱净化、浓缩后，用液相色谱-串联质谱仪测定，同位素内标法定量。
	5.9.2　试剂和材料
	5.9.2.1　水：GB/T 5582，一级。
	5.9.2.2　乙酸铵：色谱纯。
	5.9.2.3　乙醇溶液（25%）：量取250 mL乙醇，加水稀释至1 000 mL，混匀。
	5.9.2.4　乙酸钠缓冲液(0.25 mol/L)：称取20.5 g无水乙酸钠，用800 mL水溶解并用乙酸调pH
	5.9.2.5　乙酸铵溶液(2.5 mmol/L)：称取 0.19 g乙酸铵，加适量水溶解，并用水稀释至1 000 
	5.9.2.6　乙腈溶液（90%，体积比）：量取100 mL水加入900 mL乙腈中，混匀，超声脱气。
	5.9.2.7　胃蛋白酶：活力≥400 U/mg。
	5.9.2.8　淀粉酶：活力≥50 U/mg。
	5.9.2.9　维生素B12标准品：纯度≥99%，或经国家认证并授予标准物质证书的标准品。
	5.9.2.10　维生素B12标准储备液(1 mg/mL)：精确称取 10 mg维生素B12标准品（精确至 0.01 
	5.9.2.11　维生素B12标准中间液(10 (g/mL)：吸取1.00 mL维生素B12标准储备液（5.9.2.1
	5.9.2.12　维生素B12标准工作液(0.2 μg/mL)：吸取1.00 mL维生素B12标准中间溶液（5.9.2
	5.9.2.13　同位素内标液: 1 μg/mL 甲醇溶液。
	5.9.2.14　同位素内标工作液 (50 ng/mL)：吸取0. 5 mL同位素内标液 (5.9.2.13) , 置
	5.9.2.15　标准系列溶液：分别准确移取10 μL、25 μL、50 μL、125 μL、250 μL和500 μ
	5.9.2.16　维生素 B12免疫亲和柱：柱容量 ≥800 ng，柱回收率≥85%。
	5.9.2.17　玻璃纤维滤纸。
	5.9.2.18　微孔滤膜：水相，0.22 (m。

	5.9.3　仪器和设备
	5.9.3.1　实验室常用仪器、设备。
	5.9.3.2　分析天平：感量 0.01g、0.1 mg 和0. 01 mg。 
	5.9.3.3　pH计：精度为 ±0.01。
	5.9.3.4　涡旋混合器。
	5.9.3.5　超声波振荡器。
	5.9.3.6　恒温水浴锅：控温精度为 ±1 ℃。
	5.9.3.7　离心机：转速≥10 000 r/min。
	5.9.3.8　液相色谱-串联质谱仪：配电喷雾离子源（ESI）。

	5.9.4　分析步骤
	5.9.4.1　提取
	称取 1 g~5 g试样（精确至0.001 g)于 50 mL离心管中，依次加入100 (L同位素内
	5.9.4.2　净化
	将免疫亲和柱连接至固相萃取装置上，弃去免疫亲和柱内的缓冲液，移取全部滤液过柱，控制过柱速度为 2 m

	5.9.4.3　仪器参考条件
	5.9.4.3.1　液相色谱参考条件
	5.9.4.3.2　质谱参考条件
	5.9.4.4　测定
	5.9.4.4.1　标准系列溶液和试样提取液测定




	在仪器最佳条件下，分别取标准系列溶液（5.9.2.15）和试样提取液上机测定。标准溶液的定量离子对色
	5.9.4.5　定性

	在相同试验条件下，试样提取液中待测物的保留时间与混合标准系列溶液中该物质的保留时间一致，且相对偏差在
	表 5  定性时相对离子丰度的最大允许偏差
	相对离子丰度/%
	≤10
	>10~20
	>20~50
	>50
	最大允许相对偏差/%
	±50
	±30
	±25
	±20
	5.9.4.6　定量
	以标准系列溶液中维生素 B12与内标的峰面积比值为纵坐标，以维生素 B12浓度比为横坐标绘制标准曲线

	5.9.4.7　空白试验
	不称取试样，按样品分析步骤操作，应不含有干扰待测组分的物质。

	5.9.5　分析结果的表述
	试样中维生素B12的含量按式（5）计算：
	式中：
	计算结果保留两位有效数字。
	5.9.5.1　 精密度
	在重复性条件下获得的两次独立测定结果与其算术平均值的绝对偏差不超过15%。
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