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摘  要: 目的  建立婴幼儿配方粉中香兰素、乙基香兰素的液相色谱法和同位素稀释液相色谱质谱联用

两种测定方法。方法  液相色谱法: 样品经乙酸锌沉淀蛋白、Oasis MAX SPE 柱净化, HSS T3 色谱柱分离后, 

在 279 nm 波长处进行检测, 外标法定量。同位素稀释液质联用法: 样品采用乙腈沉淀蛋白稀释净化后, 采用

Waters BEH C18 柱分离, 在质谱检测器多反应监测(UPLC-MS/MS)模式下, 用同位素稀释液质联用法进行检

测。结果   液相色谱法: 香兰素、乙基香兰素的定量下限(LOQ)均为 0.1 mg/kg。香兰素的方法回收率为

88%~90.8 %, 相对标准偏差(RSD)小于 5.2 %; 乙基香兰素的方法回收率为 84%~93.3 %, RSD 小于 6.2 %。同位

素稀释液质联用法香兰素、乙基香兰素的 LOQ 分别为香兰素 1、0.5 mg/kg。香兰素、乙基香兰素的方法回收

率分别为 82.1%~91.2 %、90.2%~97.6 %, RSD 分别小于 6.1 %、5.8 %。结论  本文建立的两种方法对同一样品

的检测结果一致, 为婴幼儿配方粉中香兰素、乙基香兰素的定量检测提供了较为理想的方法。 

关键词: 香兰素; 乙基香兰素; MAX SPE 净化; 超高压液相色谱法; 同位素稀释液质联用法 
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ABSTRACT: Objective  To establish quantitative methods of vanillin and ethyl vanillin in infant formulas 

by a ultra pressure liquid chromatography-ultraviolet spectrometer (UPLC-UV) and a ultra pressure liquid 

chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  In the UPLC-UV method, 

samples were purified and concentrated by Oasis MAX solid-phase extraction (SPE) cartridges after protein 

precipitation with zinc acetate. The vanzillin and ethyl vanillin elution were separated by an HSS T3 column, 

and detected by the UV detector at a wavelength of 279 nm. In the UPLC-MS/MS method, the protein was pre-

cipitated by acetonitrile. The supernatant were separated by a Waters BEH C18 column and quantified by iso-

tope dilution liquid chromatography combined with mass spectrometry under multiple reaction monitoring 

(MRM) mode. Results  LOQ of vanillin and ethyl vanillin were 0.1 mg/kg, as well as the overall spiked re-
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coveries were 88%~90.8% (RSD<5.3%) for vanillin and 90.2%~97.6% (RSD<6.5%) for ethyl vanillin in 

UPLC-UV method. In UPLC-MS/MS method, LOQ of vanillin and ethyl vanillin were 1 mg/kg and 0.5 mg/kg, 

and the overall spiked recoveries were 82.1%~91.2% (RSD<6.1% ) for vanillin and 90.2%~97.6% (RSD<5.8%) 

for ethyl vanillin. Conclusion  As the similar performances including good repeatability and high sensitivity, 

UPLC-UV and UPLC-MS/MS can be used as a routine method for the determination of e vanillin and ethyl va-

nillin in infant formulas. 

KEY WORDS: vanillin; ethyl vanillin; MAX SPE; ultra pressure liquid chromatography-ultraviolet spec-

trometer; ultra pressure liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry 
 
 

 
 

1  引  言 

香兰素(vanillin), 又叫香草醛, 学名 3-甲氧基-4-

羟基苯甲醛(图 1); 乙基香兰素(ethyl-vanillin), 学名

3-乙氧基-4-羟基苯甲醛(图 1)。两者均为白色或微黄

色结晶性粉末, 微溶于水, 易溶于乙醇、甘油、乙醚、

氯仿及香料。 

 

 
 

图 1  香兰素、乙基香兰素结构图 

Fig. 1  The structures of vanillin and ethyl-vanillin 
     

香兰素和乙基香兰素都是重要的食品添加剂 , 

广泛应用于食品、饮料以及日化用品中。人体大量摄

入香兰素等食品添加剂会导致头晕、恶心、呕吐, 还

会影响肝脏、肾脏的功能[1]。目前, 给婴儿添加配方

奶粉成为世界各地普遍采用的做法, 而婴幼儿是对

有害物质最敏感的群体。2011 年《食品添加剂使用

标准》(GB2760-2011)[2]规定了较大婴儿和幼儿配方

食品中香兰素最大使用量 , 以即食食品计为 5 mg 

/100 mL, 0 至 6 个月婴幼儿配方食品不得添加任何食

用香料, 但没有检测方法。近年来由于婴幼儿食品特

别是配方奶粉的质量优劣而频繁引发食品安全事件。

因此, 建立准确、可靠地测定婴幼儿配方奶粉中香兰

素等的含量非常重要。 

目前已报道的测定香兰素、乙基香兰素的方法有

分光光度法[1]和气相色谱法[3-5], 前者速度快但不能

准确定量, 后者预处理操作较繁琐且检测时间长; 也

有报道采用用电化学传感器测定香兰素、乙基香兰素
[6], 但并不常见。液相色谱法由于具有快速、高效, 预

处理简单等优点而被广泛应用于香兰素、乙基香兰素

的检测[7-11], 其检测对象大多为基质较简单的食品以

及含酒精饮料等, 预处理方法大多为简单溶解、过滤

等。婴幼儿配方粉基质复杂, 未经净化的样品杂质与

被测物很难进行色谱分离。此外, 也有少量文献报道

应用气相色谱质谱联用法 [3,12]和液相色谱质谱联用

法[13]测定香兰素, 前者采用选择离子扫描模式定量

测定, 没有内标, 也没有考察基质效应对定量准确性

的影响; 后者采用选择离子扫描模式定量测定, 以

3,4-亚甲基二氧苯乙酮为内标物。 

本文建立了测定婴幼儿配方粉中香兰素、乙基香

兰素的液相色谱法和同位素稀释液相色谱质谱联用

法。液相色谱法前处理采用乙酸锌沉淀蛋白, 以强阳

离子固相萃取(MAX SPE)小柱净化和浓缩样品, 去

除了绝大部分的杂质, 排除了检测中基质的干扰; 采

用 Waters HSS T3 色谱柱分离, 10 min 完成一次检测, 

快速、高效、灵敏度高。液相色谱质谱联用同位素稀

释法前处理用乙腈沉淀蛋白、样品进一步稀释降低基

质效应, 采用 Waters BEH C18色谱柱分离, 6 min完成

一次检测。两种方法检测结果基本一致。 

2  材料与方法 

2.1  试剂和仪器 

超高压液相色谱仪(带紫外检测器)(美国 Waters

公司); 超高压液相色谱质谱联用仪(美国 Waters 公

司); 离心机(Beckman Coulter 公司); 固相萃取装置; 

Oasis MAX SPE 柱; 香兰素、乙基香兰素、13C6-乙基

香兰素(纯度: 99 %, Sigma 公司)。 

甲醇(色谱纯, Merck 公司); 乙腈(色谱纯, Merck

公司); 甲酸(色谱纯 , ROE 公司); 甲酸铵(色谱纯 , 

ROE 公司); 乙酸(色谱纯, TEDIA 公司); 氨水(分析

纯); 乙酸锌(分析纯)。  

2.2  标准溶液配制 

准确称取香兰素、乙基香兰素、香兰素同位素内
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标标准品 10.0 mg, 用甲醇稀释成 1 mg/mL, -20 ℃冷

冻保存。 

2.3  样品预处理 

2.3.1  采用液相色谱法测定时前处理步骤 
准确称取 1.0 g 固体样品于 50 mL 离心管, 加入

10 mL 超纯水充分溶解; 超声提取 10 min, 加乙酸

锌溶液 2 mL、涡旋充分混匀, 超声 10 min; 10000 

r/min 离心 5 min, 取上清液供净化用。 

分别用 5 mL 甲醇、5 mL 超纯水活化和平衡

MAX SPE 小柱, 将上清液全部过柱, 依次用 5 mL 5 

%氨水、5 mL 甲醇过柱淋洗后, 用 5 mL 2%甲酸甲醇

洗脱小柱上的吸附物, 收集洗脱液。洗脱液用氮气吹

至近干, 用超纯水定容至 1 mL, 过 0.22 μm 微孔滤膜

后, 用液相色谱仪进行检测。 

2.3.2  采用液相色谱质谱联用法测定时前处理步骤 
准确称取 1.0 g 固体样品于 50 mL 离心管, 加入

7.5 mL 超纯水充分溶解, 超声提取 10 min, 加乙腈

17.5 mL, 涡旋充分混匀, 超声 10 min; 10000 r/min 离

心 5 min, 取上清液过 0.22 μm 微孔滤膜备用。 

取 100 μL 上清液于进样小瓶, 加入 100 μL 同位

素内标, 加入 800 μL 流动相, 用液相色谱质谱联用

同位素稀释法进行检测。 

2.4  分析检测条件 

2.4.1  液相色谱法 
色谱柱: Waters HSS T3(2.1 mm×100 mm, 1.8 

μm); 进样体积: 10 μL; 流速: 0.3 mL/min; 流动相: 

0.1 %甲酸水溶液(A 相)和乙腈(B 相); 梯度洗脱条件:  

84 %的 A 相持续 1.0 min, 经 2 min 线性变化为 82%

的 A 相, 再经 2 min 线性变化为 71%的 A 相, 持续

0.5 min, 然后经 0.3 min 线性变化为 100%B 相, 持续

1.7 min最后经 0.2 min线性变化为初始的 84%A的相; 

柱温 30 ℃; 紫外检测波长 279 nm。 

2.4.2  液相色谱质谱联用法 
色谱柱为 Waters BEH C18 (2.1 mm×50 mm, 

1.7μm); 进样体积: 10 μL; 流速: 0.3 mL/min; 流动相: 

0.1 %甲酸水溶液(含 10 mmol/L 甲酸铵, A 相)和乙腈

(B 相); 梯度洗脱条件: 90 %的 A 相持续 0.5 min, 经

2 min 线性变化为 65%的 A 相, 再经 0.2 min 线性变

化为 100 %的 B 相, 持续 1.0 min, 最后经 0.1 min 线

性变化为初始的 90 %A 相; 柱温 30 ℃。质谱参数见

表 1。 

3  结果与讨论 

3.1  预处理方法的优化 

3.1.1  蛋白沉淀剂的选择 
分别用乙酸锌和乙腈将同一个样品沉淀蛋白后

过 MAX SPE 小柱。比较发现, 乙酸锌沉淀蛋白后过

SPE 柱, 被测物可与杂质完全分离, 沉淀效果较好; 

而乙腈沉淀蛋白的效果更佳, 但含有乙腈的样品溶

液过 MAX SPE 小柱时, 会使香兰素、乙基香兰素在

SPE 上的吸附减弱, 造成回收率过低。乙酸锌沉淀蛋

白可获得理想的回收率, 沉淀效果也可满足检测的

需要, 因此综合考虑选用乙酸锌作为本实验的蛋白

沉淀剂。 

3.1.2  样品净化条件的选择 
婴幼儿配方粉基质复杂, 如果没有合适的净化

方法, 液相色谱很难将被测物与杂质完全分离。根据

检测对象、被测物性质与固相萃取净化原理, 本实验

选择乙酸锌沉淀蛋白后过 Oasis MAX SPE 柱来净化

和浓缩样品。 

同位素稀释液质联用法由于检测灵敏度高, 并

且有同位素内标矫正定量, 可以通过稀释样品来降

低基质效应。因此, 实验选择样品用乙腈沉淀蛋白

后用流动相水相稀释 10 倍作为净化方法, 省略 SPE

柱净化步骤, 预处理更加简单、快速而且降低了实验

成本。 

3.2  基质效应的评定 

本研究有香兰素、乙基香兰素两种被测物, 只用

一种同位素内标定量矫正, 为考察其定量的准确性, 

实验对 3 种不同的婴幼儿配方粉采用提取后添加法

分别进行基质干扰的考察, 以样品基质提取后加标

峰面积(set 1)与纯标准溶液峰面积(set 2)的比值为基

质效应(ME= set1/set2)。具体结果见表 2。 

实验结果表明, 香兰素、乙基香兰素在不同样品

中都有不同程度的基质增益效应, 但两者在同一基

质中的基质效应增益程度的差别在误差允许范围内。

因此, 用一种香兰素同位素内标同时定量矫正两种

被测物结果可靠。  

3.3  线性关系与灵敏度 

3.3.1  线性关系 
将香兰素、乙基香兰素标准溶液用超纯水稀释成

50、100、200、500、1000 ng/mL, 采用液相色谱法进 
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表 1  质谱参数 
Table 1  Mass spectrometry parameters 

化合物 离子模式 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 碰撞能量 (V) 锥孔电压 (V) 

 93.04* 15 45 
香兰素 ESI+ 153.03 

124.97 10 45 

 111.03* 15 45 
乙基香兰素 ESI+ 167.03 

 93.03 15 45 

 131.07* 10 45 
13C6-香兰素 ESI+ 159.12 

 99.05 14 45 

注: *定量离子 Quantitative ions 

表 2  基质效应对香兰素、乙基香兰素的影响 
Table 2  The matrix effects on vanillin and ethyl-vanillin 

样品编号 化合物 Set 1 Set 2 ME % 

香兰素 14219.8 11991.4 118.6 
S-1 

乙基香兰素 14532.9 12757 113.9 

香兰素 15233.2 11991.4 127.0 
S-2 

乙基香兰素 15687.1 12757 123.0 

香兰素 12866.5 11991.4 107.3 
S-3 

乙基香兰素 12932.1 12757 101.4 
 

 

行检测, 得到香兰素、乙基香兰素的线性方程分别为

Y=127X-254, Y=101X-872(Y 为紫外相应值, 单位 AU; 

X为待测浓度, 单位 ng/mL), 香兰素R2=0.9999, 乙基

香兰素 R2=0.9997。 

将香兰素(乙基香兰素)标准溶液用初始流动相

稀释成 5(2.5)、10(5)、20(10)、40(20)、100(50) ng/mL, 

同时加入 10 ng/mL 香兰素同位素内标。采用液相色

谱质谱联用法进样检测, 计算得到香兰素、乙基香兰

素的线性方程分别为 Y=0.58X-0.017, Y=1.26X+0.42, 

香兰素 R2=0.999, 乙基香兰素 R2=0.998。 

3.3.2  检出限、定量限 
实验用空白样品溶液稀释标准品, 液相色谱法

400 ng/mL, 液相色谱质谱联用法香兰素、乙基香兰

素分别为 40, 20 ng/mL, 进样测定。以信噪比(S/N)分

别等于 3 和 10 为基准, 采用液相色谱法时香兰素、

乙基香兰素的检出限(LOD)均为 30 ng/mL, 定量限

(LOQ)均为 100 ng/mL, 结合样品预处理换算出方法

的 LOD、LOQ 分别为 0.03、0.1 mg/kg; 采用液相色

谱质谱联用法测定时香兰素、乙基香兰素的 LOD 分

别为 1、0.5 ng/mL, LOQ 分别为 4、2 ng/mL, 香兰素、

乙基香兰素结合样品预处理换算出方法的 LOD 分别

为 0. 3、0.15 mg/kg, LOQ 分别为 1、0.5 mg/kg。 

3.4  加标回收率实验 

实验采用标准加入法考察方法的准确度, 取阴

性样品加入低中高 3 个浓度水平的标准品(液相色谱

法分别加入 0.1、1.0、5.0 mg/kg 的香兰素、乙基香兰

素的标准品溶液, 液相色谱质谱联用法香兰素分别

加入 1、5.0、10.0 mg/kg, 乙基香兰素 0.5、2.5、5.0 

mg/kg 的标准品溶液), 每个水平重复 6 次, 按照上述

预处理方法和仪器条件进行测定。液相色谱法分别加

入 0.1、1.0、5.0 mg/kg 的香兰素、乙基香兰素的标准

品溶液, 液相色谱质谱联用法香兰素分别加入 1.0、

5.0、10.0 mg/kg, 乙基香兰素 0.5、2.5、5.0 mg/kg 的

标准品溶液。由表 3 可知, 液相色谱法香兰素的回收

率为 88%~90.8%, RSD 为 2.31%~5.17%, 乙基香兰素

的回收率为 84%~93.4%, RSD 为 3.89%~6.11%。液相

色谱质谱联用法香兰素的回收率为 82.1%~91.2%, 

RSD 为 4.33%~6.01%, 乙基香兰素的收率为回收率

为 90.2%~97.6%, RSD 为 3.16%~5.71%, 两种方法均

可满足被测物的检测要求。 

3.5  液相色谱法和液相色谱质谱联用法比较 

3.5.1  检出限、检测时间比较 
实验将同一样品应用本实验建立的液相色谱法

和同位素稀释液质联用法分别进样分离检测, 比较

两者检出限和检测时间。结果见表 4。 

由表 4 可以看出, 两种方法均可用于样品检测, 

液相色谱法检出限比液质联用法低 5~10 倍, 液质联
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用法检测时间更短。 

3.5.2  样品检测结果比较 
实验用液相色谱法和同位素稀释液质联用法分

别对6个样品进行测定, 由检测结果可知(表 5), 在检

测范围内, 两种方法检测结果基本一致, 0~6 个月的

初生婴儿配方粉均未检出香兰素或乙基香兰素。
 

表 3  香兰素、乙基香兰素的加标回收率(n=6) 
Table 3  Recoveries and RSDs of vanillin and ethyl-vanillin in spiked samples (n=6) 

化合物 
空白样 
(mg/kg) 

测定含量 
(mg/kg) 

加标量 
(mg/kg) 

平均回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

UPLC-UV 

0.00  0.088   0.1 88 5.17 

0.00 0.95  1 95 3.55 香兰素 

0.00 4.54  5 90.8 2.31 

0.00  0.084   0.1 84 5.91 

0.00 0.89  1 89 6.11 乙基香兰素 

0.00 4.67  5 93.4 3.89 

UPLC-MS/MS  

0.00  0.821  1  82.1 6.01 

0.00 4.45  5 89 5.61 香兰素 

0.00 9.12 10  91.2 4.33 

0.00 0.47   0.5 94 3.25 

0.00 2.44   2.5  97.6 5.71 乙基香兰素 

0.00 4.51  5  90.2 3.16 

 
表 4  两种检测方法的比较 

Table 4  Comparison of two different methods 

分析方法 化合物 检出限 (mg/kg) 进样体积 (μL) 分析时间 (min) 

香兰素  0.03 10 10 
UPLC-UV 

乙基香兰素  0.03 10 10 

香兰素 0.3 10  6 
UPLC-MS/MS 

乙基香兰素  0.15 10  6 

 
表 5  UPLC-UV 与 UPLC-MS/MS 对香兰素、乙基香兰素的检测结果 

Table 5  Contents of vanillin and ethyl-vanillin by UPLC-UV and UPLC-MS/MS 

UPLC-UV (mg/kg) UPLC-MS/MS (mg/kg) 
样品类型 样品编号 

香兰素 乙基香兰素 香兰素 乙基香兰素 

1 / / / / 

2 / / / / 
婴幼儿配方粉 

(0~6 个月) 
3 / / / / 

4 75.8 79.1 79.6 83.2 

5 / 77.6 / 83.1 
婴幼儿配方粉 

(6~36 个月) 
6 / / / / 

 

4  结  论 

本文同时建立了测定婴幼儿配方粉中香兰素、乙

基香兰素的液相色谱法和同位素稀释液质联用法。液

相色谱法预处理采用 MAX SPE 小柱净化、在去除了

绝大部分杂质的同时富集了被测物, 相比于目前报 

道的气相色谱法[4]前处理更加方便、快速, 灵敏度更

高; 样品预处理方法几乎适用于不同原料组成的婴

幼儿配方粉的定量检测, 液相色谱相对于质谱更容

易在基层实验室普及。同位素稀释液质联用法预处理

采用乙腈沉淀蛋白稀释进样、同位素内标矫正定量, 

相对于现有的液质联用法[13]使用 3,4-亚甲二氧苯乙
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酮作内标, 定性确认更准确, 灵敏度可满足低残留的

检测需要。经两种方法对同一样品检测表明, 结果基

本一致。本研究为婴幼儿配方粉中香兰素、乙基香兰

素的定量检测提供了较为理想的方法。 
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