
第 11 卷 第 17 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 11 No. 17 

2020 年 9 月 Journal of Food Safety and Quality Sep. , 2020 

 

                            

基金项目: 山东省医药卫生科技发展计划项目(2017WS075, 2015WS0196) 
Fund: Supported by the Medical and Health Science and Technology Project of Shandong Province (2017WS075, 2015WS0196) 
*通讯作者: 孟凡达, 助理研究员, 主要研究方向为体外诊断 POCT 快速检测方法研究。E-mail: mengfind@163.com 
*Corresponding author: MENG Fan-Da, Assistant Professor, Institute of Basic Medicine, Shandong First Medical University & Shandong 
Academy of Medical Sciences, Jinan 250062, China. E-mail: mengfind@163.com 

 

高效液相色谱法同时测定奶味饮料中的 
香兰素和乙基香兰素 

孙雪梅, 许  强, 孙晓萌, 王轶鹏, 张志涛, 孟凡达* 
(山东省医学科学院基础医学研究所, 山东第一医科大学, 济南  250062) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法同时测定奶味饮料中的香兰素和乙基香兰素的检测方法。方法  样品经

含 5%乙酸的乙腈溶液提取液提取, 超声处理后, 使用乙腈定容, 高速离心后上清液过 0.22 μm 微孔滤膜。使

用高效液相色谱检测, 检测波长 308 nm, 外标法定量。结果  本方法前处理简便易操作, 香兰素和乙基香兰

素在 0.1~100 μg/mL 浓度范围内线性关系良好, 相关系数均大于 0.999, 以 3 S/N 作为最低检出限, 方法的检出

限均为 0.02 μg/mL, 加标回收率分别为 97.0%~101.1%、96.0%~100.5%, 相对标准偏差小于 5%。结论  该方

法操作简便, 准确度高, 重现性好, 适合奶味饮料中的香兰素和乙基香兰素的快速测定。 
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Simultaneous determination of vanillin and ethyl-vanillin in milk-taste-drink 
by high performance liquid chromatography 

SUN Xue-Mei, XU Qiang, SUN Xiao-Meng, WANG Yi-Peng, ZHANG Zhi-Tao, MENG Fan-Da* 
(Institute of Basic Medicine, Shandong Academy of Medical Sciences, Shandong First Medical University, 

Jinan 250062, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a simultaneous determination of vanillin and ethyl-vanillin in milk-taste-drink 

by high performance liquid chromatography. Methods  The samples were extracted by acetonitrile with 5% acetic 

acid solution, after ultrasonic treatment, acetonitrile was used to fix the volume., Then determined by high 

performance liquid chromatography at 308 nm after high speed centrifugation and supernatant treatment. The external 

standard method was used for quantitative analysis. Results  The pretreatment method was simple and easy to 

operate. The linear relationship between vanillin and ethyl vanillin was good in the concentration range of 0.1–   

100 μg/mL, and the correlation coefficient was greater than 0.999. The detection limit of the method was 0.02 g/mL 

with 3 S/N as the lowest detection limit. The standard recovery was 97.0%–101.1% and 96.0%–100.5%, respectively, 

with the relative standard deviation less than 5%. Conclusion  The method is simple, accurate and reproducible. It 

can be applied to the simultaneous determination of vanillin and ethyl-vanillin in milk-taste-drink. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; food additive; vanillin; ethyl-vanillin; rapid analysis 
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1  引  言 

香兰素和乙基香兰素作为食品用香料类的食品添加

剂, 由于能够极大的增强饮料的奶香气息, 在奶味饮料中

的应用非常广泛。但香兰素和乙基香兰素的大量摄入会导

致头晕、恶心、呕吐、呼吸困难等反应, 甚至对人体的肝、

肾等代谢器官带来极大损伤[1-5]。 
目前常见的香兰素和乙基香兰素的检测方法有紫外

分光光度法、气相色谱法、液相色谱法、液相色谱-质谱联

用法等[6-15]。分光光度法进行联合检测时无法将两者区分, 
存在相互的干扰, 在食品检测中应用较少; 气相色谱法前

处理周期长, 容易造成被测物在空气中的氧化, 因而容易

带来精密度差的问题; 液相色谱法操作简单, 精密度高, 
重复性好, 但目前多应用于婴幼儿乳粉和乳制品中, 在奶

味饮料中应用不多, 而且存在着前处理繁琐的问题; 液相

色谱-质谱联用法对设备要求较高, 操作繁琐, 在基层检验

机构中推广困难。 
奶味饮料, 尤其是奶茶近些年在年轻人群体中日渐

风靡, 其中也不乏有一些不良商家过度添加香兰素和乙基

香兰素作为奶味增加剂, 增加饮料的口感, 极大的危害了

人民的健康。建立一种简便的香兰素和乙基香兰素的快速

联合检测方法, 能够及时的获得奶味饮料中的奶味添加剂

含量, 对于奶茶行业的监督、指导和规范具有重要意义。 
本研究建立了一种利用高效液相色谱法同时测定奶

味饮料中的香兰素和乙基香兰素的方法, 以期对奶味饮料

中的香兰素和乙基香兰素的检测和监管提供了一种简便有

效的方式。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Agilent 1260 型高效液相色谱仪(配 DAD 检测器)、
Ultrasonic Cleaner 超声波发生器、TB-215D 分析天平[丹
佛仪器(北京)有限公司]; TG16WS 高速离心机(长沙湘智

离心机仪器有限公司)。 
香兰素(纯度≥99.0%)、乙基香兰素(纯度≥98.0%)(上海

麦克林生化科技有限公司)。 
乙腈、甲醇(色谱纯)、乙酸、甲酸、正己烷、乙酸铵(分

析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 0.22 μm 有机滤膜(天
津津滕有限公司); 实验室用水超纯水。 

无添加纯牛奶、养乐多、奶昔、多种口味奶茶均为

市售。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 
混合标准储备溶液配制: 分别准确称取 500 mg 的香

兰素和乙基香兰素于 100 mL 的容量瓶中使用含有 5%乙酸

的乙腈溶液溶解, 定容, 配制成分别含有香兰素和乙基香

兰素均为 5 mg/mL 标准贮备液, 避光, 4 ℃保存。 
混合标准中间液配制: 精确量取 2 mL 香兰素和乙基

香兰素标准储备溶液于 100 mL 的容量瓶中使用含有 5%乙

酸的乙腈溶液定容, 配制成分别含有香兰素和乙基香兰素

均为 100 μg/mL 混合标准中间溶液, 避光, 4 ℃保存。 
混合标准工作液的配制: 分别量取适量的混合标准

中间液, 使用含有 5%乙酸的乙腈溶液配制成含有 0.1、0.2、
0.5、1.0、5.0、10、20、50、100 μg/mL 香兰素和乙基香兰

素的系列标准工作液。 
2.2.2  样品前处理 

准确量取 2 mL 的奶味饮料, 置于 10 mL 的离心管中, 
加入 2 mL 5%乙酸的乙腈溶液, 充分振摇, 超声处理 5 min, 
使用乙腈定容后, 将溶液充分振荡均匀后, 10000 r/min 离

心 10 min。取上清, 过 0.22 μm 有机滤膜后, 供高效液相色

谱测定。 
2.2.3  液相色谱条件 

色谱柱: SB-C18 (4.6 mm×150 mm, 5 μm); 柱温: 30 ℃; 
流量: 1.0 mL/min; 流动相: 乙腈+水+甲醇+乙酸+甲酸+乙
酸铵=100 mL+600 mL+ 300 mL+12.5 mL+0.4 mL+0.6 g; 
检测波长: 308 nm; 进样量: 10 μL; 以色谱峰的保留时间

定性, 采用外标法峰面积定量。 

3  结果与分析 

3.1  检测波长的选择 

如图 1 香兰素和乙基香兰素的吸收光谱所示, 两者最

大吸收峰均为 233、279、308 nm, 但由于在 233 nm 处, 很
多有机化合物均会存在吸收, 因此会出现大量吸收峰的干

扰, 因此, 233 nm 不作为两者定量检测优选波长。 
 

 
 

图 1  香兰素(A)和乙基香兰素(B)的吸收光谱 
Fig.1  Absorption spectrum of vanillin (A) and ethyl-vanillin (B) 

 
分别使用 279 nm 和 308 nm 作为检测波长进行了 100 

μg/mL 香兰素和乙基香兰素的混合标准工作液测定, 如图

2 所示, 采用 308 nm 作为检测波长时, 相对于 279 nm 作为

检测波长, 目标峰峰形对称性好, 信噪比高。 
使用无添加纯牛奶作为空白样本, 添加 2 μg/mL 混合

样本, 分别使用 279 nm 和 308 nm 作为检测波长进行检测。

检测液相色谱图如图 3 所示, 采用 308 nm 作为检测波长时
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具有更好的峰形和更高的信噪比。 
 

 

 
 
 

图 2  样品在不同检测波长下谱图比较: 308 nm(A)和 279 nm(B) 
Fig.2  Chromatogram comparison in different detection wavelength: 

308 nm(A)and 279 nm(B) 
 

 
 

图 3  空白样品添加 2 μg/mL 混合样本在不同检测波长下谱图比

较: 308 nm(A)和 279 nm(B) 
Fig.3  Chromatogram comparison of spiked of 2 μg/mL in different 

detection wavelength: 308 nm(A)and 279 nm(B) 
 

 
综合香兰素和乙基香兰素的化学性质, 以及对标准

混合工作液和试剂样本的检测的表现, 采用 308 nm 作为

检测波长时, 方法的检测信号更强、干扰更低、信噪比更

高, 检测性能更优。因此后期检测选择 308 nm 作为检测

波长。 

3.2  前处理条件优化 

实验证明在酸性条件下, 香兰素和乙基香兰素以游

离酸的形式存在, 使用含有 5%的乙酸的乙腈溶液作为前

处理溶液, 能够极大程度的保证香兰素和乙基香兰素释放

于溶液中, 而且酸性条件下能充分的将样本中脂肪及蛋白

固化, 通过离心的方式即可将脂肪与蛋白除去, 将上清液

过滤后进样, 发现几乎无杂质影响检测。 
将离心后上清液使用正己烷进一步脱脂后进样与简

化前处理操作后直接进样比较, 发现正己烷处理前后, 待
测物峰面积一致, 说明简化的前处理方式能够完全去除样

本中脂肪的干扰, 故实验采取简化前处理方式。 

3.3  方法的线性范围及检出限 

将系列混合标准工作液进样后 , 将峰面积 Y(A)为
纵坐标, 以标准品浓度 X(μg/mL)为横坐标, 进行线性回

归如图 4 所示。在 0.1~100 μg/mL 浓度范围内, 香兰素

的线性回归方程为 Y=38.51X+1.15, r2=0.9999; 香兰素的

线性回归方程为 Y=31.94X+0.75, r2=0.9999。表明 2 者的

线性关系良好。 
以 3 S/N 作为最低检出限, 测得香兰素和乙基香兰

素的检出限均为 0.02 μg/mL。 
 
 

 
 
 

图 4  香兰素(A)和乙基香兰素(B)标准曲线 
Fig. 4  Standard curve of vanillin (A) and ethyl-vanillin (B) 

 
3.4  回收率及精密度实验 

取空白样本 18 份, 每份 2 mL, 每 6 份为一组, 在 1、
5、20 µg/mL 3 个水平下进行香兰素和乙基香兰素混合加标

回收实验, 测定结果见表 1。如表 1 所示, 香兰素和乙基香

兰素的加标回收率分别为 97.0%~101.1%和 96.0%~100.5%, 
相对标准偏差均小于 5%。说明建立的高效液相色谱法同

时测定奶味饮料中的香兰素和乙基香兰素的方法回收率和

精密度良好, 具有可靠的检测性能。 

3.5  实际样品测定 

应用优化好的方法进行了奶味饮料中香兰素和乙基

香兰素的含量测定, 色谱图 5 所示。香兰素及乙基香兰素

均呈现出良好的吸收峰, 且无干扰及拖尾峰存在, 说明建

立的联合检测的方法性能良好。 

 
表 1  准确度和回收率实验结果(n=6) 

Table 1  Results of tests for precision and recovery(n=6) 

化合物 添加值 
/(μg/mL)

测定值 
/(μg/mL) 

回收率 
/% 

RSD 
/% 

香兰素 

1 0.97 97.0 4.3 

5 4.87 97.4 3.8 

20 20.21 101.1 1.9 

乙基 
香兰素 

1 0.96 96.0 3.9 

5 4.94 98.8 2.8 

20 20.10 100.5 2.4 

对市售的 10 种奶味饮料成品以及 10 种外卖购买奶茶
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样品进行了香兰素和乙基香兰素含量的测定, 检出情况如

表 2 所示。检测结果表明市面上奶味饮料中很多产品含有

一定含量的奶味增加剂香兰素和乙基香兰素, 对市场奶味

饮料的质量监管具有一定的指导意义。 
 

 
图 5  实际样本检测色谱图 

Fig.5  Chromatogram of sample 
 

表 2  奶味饮料中香兰素和乙基香兰素的检测结果(µg/mL) 
Table 2  Results of determination of vanillin and ethyl-vanillin in milk-taste-drink(µg/mL) 

编号 样本名称 香兰素 乙基香兰素 编号 样本名称 香兰素 乙基香兰素 

1 养乐多 1 13.49 1.80 11 奶茶 1 58.24 - 

2 养乐多 2 16.78 2.59 12 奶茶 2 48.23 - 

3 养乐多 3 17.44 1.98 13 奶茶 3 - - 

4 奶昔(芒果味) 50.10 - 14 奶茶 4 58.46 - 

5 奶昔(香蕉味) 51.15 - 15 奶茶 5 - - 

6 奶昔(苹果味) 52.88 - 16 奶茶 6 - - 

7 优酸乳 1 58.40 18.44 17 奶茶 7 68.66 - 

8 优酸乳 2 - - 18 奶茶 8 45.42 12.38 

9 优酸乳 3 - - 19 奶茶 9 59.26 2.35 

10 优酸乳 4 - - 20 奶茶 10 - - 

 
 

4  结  论 

本研究建立了一种利用高效液相色谱法同时测定奶

味饮料中的香兰素和乙基香兰素的检测方法, 结合香兰素

和乙基香兰素的吸收光谱、空白样本添加法检测和实际样

本检测结果, 最优的选择 308 nm 作为检测波长; 优化了样

本的前处理方式, 简化了实验条件, 通过含有 5%乙酸的乙

腈溶液进行样本中香兰素和乙基香兰素的提取, 有效的提

取了目标分析物, 提高了检测效率; 香兰素和乙基香兰素

在 0.1~100 μg/mL 浓度范围内线性关系良好, 相关系数均

大于 0.999, 以 3S/N 作为最低检出限, 方法的检出限均为

0.02 μg/mL; 方法的加标回收率分别为 97.0%~101.1%和

96.0%~100.5%, 相对标准偏差均小于 5%, 说明建立的高

效液相色谱法同时测定奶味饮料中的香兰素和乙基香兰素

的方法回收率和精密度良好, 具有可靠的检测性能。 
实验表明, 新建立的方法检测效率极大提升、回收率

及精密度高、可推广性强, 对市场奶味饮料中的奶味增加

剂的监管和检测具有重要的意义。 
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