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摘要
本应用简报介绍了一种利用 Agilent 1290 Infinity Ⅱ 超高效液相色谱 (UHPLC) 系统和 
Poroshell 120 CS-C18 (4.6 × 100 mm, 2.7 µm) 色谱柱对奶粉中的添加剂香兰素、甲基香
兰素、乙基香兰素和香豆素进行定量的快速分析方法。该方法采用乙腈和 0.5% 甲酸水溶
液作为流动相，以梯度方法在 5 分钟内即可完成对香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和
香豆素的检测。与我国《食品安全国家标准 食品中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和
香豆素的测定》(GB 5009.284-2021) 中的第一法“液相色谱法”相比，分析时间更短，
灵敏度更高，且方法重现性好，适用于快速检测奶粉中的香兰素、甲基香兰素、乙基香
兰素和香豆素四种添加剂。
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香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素混标的色谱图

使用超高效液相色谱法 (UHPLC)  
快速测定奶粉中香兰素、甲基香兰素、 
乙基香兰素和香豆素的含量
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前言
香兰素和乙基香兰素具有浓烈的奶香味，是食品加工中经常使用
的香味添加剂，广泛应用于食品和饮料中[1]。食用香兰素类香精
含量过多的食品可能导致不适，甚至损害身体健康[2]。我国《食
品安全国家标准 食品添加剂使用标准》(GB2760-2014) 中严格规
定了较大婴儿和幼儿配方食品中香兰素的使用限量，并明确指出 
0–6 个月婴幼儿配方食品中不得添加[3]。因此，必须对婴幼儿配
方食品中的香兰素类添加剂进行准确检测和严格控制。现行《食
品安全国家标准 食品中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆
素的测定》(GB 5009.284-2021) 中规定的香兰素、甲基香兰素、
乙基香兰素和香豆素测定方法主要包括高效液相色谱法、液相色
谱-串联质谱法和气相色谱-质谱法[4]。质谱方法虽然灵敏度高，但
对操作人员的专业知识有一定的要求，且仪器更昂贵。超高效液
相色谱操作简便，结果可靠，是被大家广泛认可和使用的检测技
术。本文采用 Agilent 1290 Infinity Ⅱ 超高效液相色谱 (UHPLC) 
系统和 Poroshell 120 CS-C18 (4.6 × 100 mm, 2.7 µm) 色谱柱，建
立了对奶粉中的香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素进行
快速分析的方法。该方法较国标中的高效液相方法分离度更高、
分析速度更快、灵敏度更高。

实验部分

试剂和样品
香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素标准品（天津阿尔塔
科技有限公司），纯度 > 99%；实际奶粉样品由客户提供；甲酸
购自 DikmaPure 公司，甲醇和乙腈购自 Merck 公司，盐酸购自上
海安谱，所有化学品和溶剂均为 HPLC 级；实验用水为 Milli-Q 纯
水机系统（美国）制备的高纯水。

仪器和软件
采用 Agilent 1290 Infinity II 超高效液相色谱 (UHPLC) 系统，该系
统由以下模块组成：

 – Agilent 1290 Infinity II 高速泵（部件号 G7120A）

 – Agilent 1290 Infinity II Multisampler 自动进样器（部件号 
G7167B）

 – Agilent 1290 Infinity II MCT 柱温箱（部件号 G7116B）

 – Agilent 1290 Infinity II DAD 检测器（部件号 G7117B）

采用 Agilent OpenLab CDS 2.6 软件进行仪器控制和数据分析。

四种标准储备液及混合工作溶液的配制
标准储备液 (1000 mg/L)：准确称取香兰素、甲基香兰素、乙基
香兰素和香豆素标准品各 10.0 mg，分别置于 10 mL 容量瓶中，
用甲醇溶解并定容至刻度，混匀后备用。

混合工作溶液：分别吸取香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香
豆素标准储备液 (1000 mg/L) 各 100 μL，用甲醇-水 (v/v = 8:2) 定容
至 1 mL，得到 100 mg/L 的混合标准溶液；再用甲醇-水 (v/v = 8:2) 
稀释得到一系列混标溶液，浓度分别为 0.1 μg/mL、0.2 μg/mL、
1 μg/mL、5 μg/mL、25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL，待测。

样品前处理
实际样品参考 GB 5009.284-2021 中 5.1.2.1 的步骤进行处理，
样品前处理流程图如下：

取上清液于试管中，氮吹至近干后，用 80% 甲醇-水定容至 1 mL，过滤后待测

加入 5 g 氯化钠，涡旋振荡 2 min，以 3000 r/min 离心 10 min

加入 10 mL 水和 480 μL 盐酸 (1 mol/L) 溶液，涡旋振荡 1 min

称取 1.00 g 样品于 50 mL 离心管中

加入 20 mL 乙腈，涡旋振荡 1 min 后，超声提取 30 min

图 1. 样品前处理流程图

色谱条件

色谱柱：  Agilent Poroshell 120 CS-C18, 4.6 × 100 mm,   
  2.7 µm（部件号 695975-942）

柱温：  30 °C

进样量：  5 μL

流速：  2 mL/min

DAD 检测器： 检测波长 279 nm，参比波长 400 nm

流动相 A：  0.5% 甲酸水溶液
流动相 B：  乙腈
梯度洗脱程序： 时间 (min) B (%)

    0  25

    2  45

    2.5  90

    3.5  90

    3.6  25

    5  25
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结果与讨论

色谱柱的选择
GB 5009.284-2021 第一法中采用 250 mm × 4.6 mm, 5 μm 的 
C18 色谱柱。为提高分析效率并缩短分析时间，本文采用粒径更
小的 2.7 μm Poroshell 120 系列色谱柱，并比较了采用不同填料
的 Poroshell 120 EC-C18、SB-C18、PFP、Bonus RP、HPH-C18 
及 CS-C18 等色谱柱对香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆
素的分离能力。结果发现，通过优化流动相中有机溶剂的种类和
梯度比例，四种物质在 Poroshell 120 CS-C18 色谱柱上获得了较
好的保留和出色的分离效果，最小分离度可达 2.0 以上，优于国
标方法中甲基香兰素和乙基香兰素的分离效果（见图 2）。此外，
本文选用比 GB 5009.284-2021 第一法长度更短、柱效更高的 
4.6 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱，可以在 5 分钟内完成分析，与国
标方法（需要 14 分钟）相比，分析速度更快、效率更高。
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图 2. (a) GB 5009.284-2021 第一法所得到的香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香
豆素标准溶液（0.2 mg/L，进样量 10 µL）的液相色谱图；(b) 采用本方法所得到的
香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素标准溶液（0.2 mg/L，进样量 5 µL）的
液相色谱图

保留时间和峰面积的精密度
使用 0.2 mg/L 的香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素混
标溶液重复进样 5 次，得到的平均保留时间和峰面积的 RSD 值如
表 1 所示。从表中可以看出，保留时间和峰面积的 RSD 分别小于 
0.05% 和 2.0%，表明该方法具有较好的重现性和精密度。

表 1. 保留时间和峰面积的精密度 (n = 5)

香兰素 甲基香兰素 乙基香兰素 香豆素

保留时间 
(min)

峰面积
保留时间 

(min)
峰面积

保留时间 
(min)

峰面积
保留时间 

(min)
峰面积

1 1.028 1.690 1.319 1.306 1.432 1.603 1.507 1.419

2 1.027 1.637 1.319 1.281 1.432 1.589 1.506 1.399

3 1.028 1.650 1.320 1.324 1.432 1.627 1.507 1.436

4 1.028 1.632 1.320 1.299 1.433 1.614 1.508 1.459

5 1.028 1.672 1.320 1.277 1.433 1.590 1.507 1.393

平均值 1.028 1.655 1.320 1.293 1.432 1.601 1.507 1.424

RSD (%) 0.037 1.469 0.046 1.469 0.036 1.025 0.043 1.899

标准曲线
分别使用香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素的浓度为
横坐标，对应的峰面积为纵坐标，绘制浓度范围为 0.1 μg/mL–
100 μg/mL 的标准曲线，并进行线性回归分析。结果表明，这四
种分析物在该浓度范围内呈较好的线性关系，线性方程及相关系
数 (R2) 见表 2。

表 2. 线性方程及相关系数

化合物 线性方程 相关系数 (R2)

香兰素 y = 8.4605 x – 0.1387 1.00000

甲基香兰素 y = 6.5892 x – 0.1330 1.00000

乙基香兰素 y = 8.3061 x – 0.2133 1.00000

香豆素 y = 7.6041 x – 0.3573 1.00000

检测限和定量限
将信噪比 (S/N) > 3 时的最低浓度定义为 LOD，将 S/N > 10 时的浓
度定义为 LOQ。浓度为 0.01 μg/mL 香兰素、甲基香兰素、乙基香
兰素和香豆素混标溶液中各色谱峰的 S/N > 3， 浓度为 0.05 μg/mL  
的混标溶液中各色谱峰的信噪比均高于 S/N > 10 的要求，如
图 3 所示。香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素的检测
限 (LOD) 和定量限 (LOQ) 分别达到 0.01 μg/mL 和 0.05 μg/mL， 
根据实际样品前处理过程，可分别换算为  0 . 0 1  m g / kg  和 
0.05 mg/kg，明显优于 GB 5009.284-2021 中液相色谱法的检测
限 (0.07 mg/kg) 和定量限 (0.2 mg/kg)。
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化合物 S/N
香兰素 30.74
甲基香兰素 22.10
乙基香兰素 25.15
香豆素 22.72

图 3. (a) 香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素浓度分别为 0.01 μg/mL（进样
量 5 μL）的混标溶液的色谱图；(b) 香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素浓度
分别为 0.05 μg/mL (进样量 5 μL）的混标溶液的色谱图

实际样品分析
采用本文所述的方法对实际奶粉样品进行分析，两次独立测定的
结果如图 4 和表 3 所示。结果满足绝对差值小于平均值 15% 的要
求，表明该方法稳定、可靠。
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图 4. 实际奶粉样品的色谱图

表 3. 实际奶粉样品平行分析结果

化合物 第一次结果 (μg/mL) 第二次结果 (μg/mL)

香兰素 118.86 132.07

甲基香兰素 未检出 未检出

乙基香兰素 72.56 76.01

香豆素 未检出 未检出

结论
本研究采用  Agilent 1290 Infinity II  超高效液相色谱系统和 
Poroshell 120 CS-C18 (4.6 × 100 mm, 2.7 µm) 色谱柱，开发出一种
能够快速分析奶粉中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆
素的含量的方法。通过对比不同填料的 Poroshell 120 系列色谱
柱，发现 Poroshell 120 CS-C18 对香兰素、甲基香兰素、乙基香
兰素和香豆素的分离效果最好，且最小分离度大于2。浓度范围
为 0.1–100 μg/mL 的标准曲线表现出优异的线性 (R2 > 0.9999) ， 
且方法重复性好，保留时间和峰面积的 RSD 分别小于 0.05% 
和 2.0%。使用该方法四种目标化合物的 LOD 和 LOQ 分别为 
0.01 mg/kg 和 0.05 mg/kg，优于国标 GB 5009.284-2021 中液相
色谱方法的检测限和定量限。本方法 5 分钟内即可完成四个化合
物的分析，较国标方法（14 分钟）更快、更高效。
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