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高效液相色谱法同时检测小麦粉中 6 种 
非法添加剂 

何海彤*, 汤曜名, 范伟煊 
(广东产品质量监督检验研究院, 佛山  528300) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法同时测定小麦粉中硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲羟肟酸、三聚硫氰酸三

钠盐和噻二唑 6 种非法添加剂。方法  样品经 70%乙腈水溶液提取, 采用 Thermo Hypersil-Gold C18 液相色谱

柱, 使用 0.1%磷酸水溶液-甲醇作为流动相进行等度洗脱, 二极管阵列检测器检测。结果  6 种非法添加剂在

0.5~20.0 μg/mL 范围内均展现出良好的线性关系 (r2>0.999)。方法检出限均为 0.2 μg/g; 平均回收率为

62.9%~100.1%, 相对标准偏差为 1.16%~2.65% (n=6)。结论  该方法检测效率高、稳定性好, 具有良好的应用

前景。 
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Determination of 6 kinds of illegal additives in wheat flour by high 
performance liquid chromatography 

HE Hai-Tong*, TANG Yao-Ming, FAN Wei-Xuan 
(Guangdong Testing Institute of Product Quality Supervision, Foshan 528300, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 6 kinds of illegal additives in wheat flours 

by high performance liquid chromatography, including thiourea, kojic acid, resorcinol, benzohydroxamic acid, 

trisodium thiocyanate, thiadiazole. Methods  The sample was extracted with a 70% acetonitrile aqueous solution 

and subjected to Thermo Hypersil-Gold C18 liquid chromatography column. The 0.1% phosphoric acid aqueous 

solution methanol was used as the mobile phase for isocratic elution and detected by a diode array detector. 

Results  Six kinds of illegal additives showed good linear relationships (r2>0.999) in the range of 0.5–20.0 μg/mL. The 

limits of detection of the method were all 0.2 μg/g; the average recoveries were 62.9%–100.1%, and the relative standard 

deviations were 1.16%–2.65% (n=6). Conclusion  This method has high detection efficiency, good stability, and good 

application prospects. 
KEY WORDS: wheat flour; illegal additives; high performance liquid chromatography 
 
 

0  引  言 

小麦富含碳水化合物和蛋白质, 可用于生产小麦粉

和面粉, 对人类社会具有重要意义[1]。庞大的市场需求推

动小麦粉生产规模的扩大, 但安全和质量问题需要受到更

多的重视。不良商家在小麦粉生产加工环节中使用非法添
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加剂, 以期改变或赋予小麦粉风味和理化性质等, 提高小

麦粉保质期或降低成本[2–3]。这些非法添加剂严重影响了小

麦粉的食品安全性, 对消费者健康产生巨大威胁。 
硫脲又被称为硫代尿素, 是一种含硫化合物, 常用

于食品漂白和防腐 [4]。相关研究表明 , 长期食用被硫脲

污染的水源或添加硫脲的食品可导致甲状腺功能障碍

和机体氧化还原失衡 [5]。曲酸是一种微生物代谢的有机

酸 , 具有良好的抑菌作用和抗酶促褐变效果 , 常被广泛

用于食品防腐、保鲜、保色等方面 [6–8]。然而 , 有研究

表明曲酸的过量摄入会造成潜在的致癌风险 [9]。间苯二

酚是多酚氧化酶的特异性抑制剂 , 通常可以作为新鲜、

冷冻和速冻食品的防褐变剂 , 但相关研究表明其具有

急性神经系统毒性 [10]。苯甲羟肟酸和三聚硫氰酸三钠盐

常见于矿石浮选和重金属处理 , 在食品生产环节的监

管中有被发现作为小麦粉改良剂使用 , 存在一定的健康

风险[11–13]。噻二唑是一种头孢素类抗生素的生产中间体, 
有抑菌、杀虫等多种作用 , 但研究表明噻二唑可能具有

生物毒性[14–15]。 
为了对小麦粉实现更加科学和具体化的监管, 原国

家食品药品监督管理总局发布了《总局关于进一步加强小

麦粉质量安全监管的公告》, 其中的第 4 条强调了“严禁生

产企业在小麦粉中添加过氧化苯甲酰、次磷酸钠、硫脲、

间苯二酚、过硫酸盐、噻二唑、曲酸等非食品原料”, 即面

粉中不得出现硫脲、间苯二酚、噻二唑、曲酸等物质[16]。

市售小麦粉中是否含有硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲羟肟

酸、三聚硫氰酸三钠盐、噻二唑等非法添加剂, 也是评价

小麦粉食用安全性的重要依据[17]。因此, 对小麦粉中多种

非法添加剂的高效检测方法研究至关重要。 
目前, 对小麦粉中硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲羟肟

酸、三聚硫氰酸三钠盐、噻二唑这 6 种非法添加剂实现同

时检测的方法并不多见, 现用的检测方法大部分为只检测

单种或其中几种物质, 主要包括超高效液相色谱-串联质

谱法[18–19]和液相色谱法[20], 对 6 种非法添加剂的检测效率

较低。本研究对小麦粉中的硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲

羟肟酸、三聚硫氰酸三钠盐、噻二唑 6 种非法添加剂的同

时测定的条件进行了研究, 对样品提取液和上机条件均进

行了优化, 重点研究了前处理各方面的选择, 旨在建立一

种效率高、稳定性较好的同时检测这 6 种非法添加剂方法, 
为小麦粉的安全监管提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

广东省内零售包装小麦粉。 
硫脲(纯度 99.2%)、间苯二酚(纯度 99.9%)(上海安谱

公司); 曲酸(纯度 99.9%)、苯甲羟肟酸(纯度 99.7%)、三聚

硫氰酸三钠盐(纯度 98.4%)、噻二唑(纯度 99.5%)(北京

BePure 公司), 均有国际认证的标准物质证书。 
甲醇、乙腈(色谱纯)、超纯水(电阻率为 18.2 MΩ·cm, 

25℃)(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 磷酸(分析纯, 
天津市科密欧化学试剂有限公司)。 

1.2  设备和仪器 

LC20-AD 高效液相色谱仪(二极管阵列检测器, 日本

SHIMADZU 岛津公司); PWS224ZH 电子天平(精度 0.1 mg, 
美国 OHAUS 公司); JJ500Y 电子天平(精度 0.01 g, 富阳腾

辉电子科技有限公司); 3-3KS 高速冷冻离心机(美国 Sigma
公司); NANOpure Diamond UV/UF D11971 超纯水系统(美
国 Fisher 公司); V8 涡旋混合器(美国 Essenscien 公司); 
JP-C1200 超声清洗器(广州吉普超声波电子公司); Thermo 
Hypersil-Gold C18 柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)[赛默飞世尔科

技(中国)有限公司]。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液配制 
精密称取硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲羟肟酸、三聚

硫氰酸三钠盐、噻二唑这 6 种非法添加剂标准品各 10 mg, 
分别用甲醇溶解并定容至 10 mL, 配制成质量浓度分别

为 1000 mg/L 的标准储备溶液, 放置于–18℃冰箱中, 避
光保存。 

精密移取硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲羟肟酸、三

聚硫氰酸三钠盐、噻二唑标准储备溶液各 1.00 mL 至同一

10 mL 容量瓶, 用甲醇稀释并定容至刻度, 得到质量浓度

为 100 mg/L 的混合标准中间溶液, 放置于 4℃冰箱中, 冷
藏保存备用。 

混合标准中间溶液用 70%乙腈-水溶液稀释成不同浓

度的系列标准曲线工作溶液, 现配现用。 
1.3.2  样品前处理 

称取 2 g(精确至 0.01 g)小麦粉试样于 50 mL 具塞离心

管中, 加入 4 mL 70%乙腈-水溶液, 涡旋振荡提取 15 min, 
超声提取 5 min 后, 8000 r/min 下离心 2 min, 取上清液过

0.45 μm 有机滤膜, 弃去初滤液, 取续滤液, 待测。 
1.3.3  液相色谱条件 

色谱柱: Thermo Hypersil-Gold C18 柱(4.6 mm×250 mm, 
5 μm); 流动相: 甲醇-0.1%磷酸水溶液(8:92, V:V); 流速: 
1.0 mL/min; 二极管阵列检测波长: 260 nm; 柱温: 35℃; 
进样量: 10 μL。 

1.4  数据处理 

通过 LabSolutions 版本 1.24 SP1 色谱工作站系统进行

数据采集及定性、定量分析, 再利用 Excel 2010 软件进行

数据分析。 
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2  结果与分析 

2.1  色谱条件优化 

2.1.1  检测波长的选择 
检测波长是直接影响待测组分峰信号的产生和大小, 

因此本研究对 6 种非法添加剂在 190~800 nm 的波长范围

下进行全波长扫描。结果表明, 各待测物的最大吸收波

长为: 硫脲(237 nm)、曲酸(216 nm, 268 nm)、间苯二酚

(273 nm)、苯甲羟肟酸(228 nm)、三聚硫氰酸三钠盐(296 nm)、
噻二唑(300 nm)。为兼顾 6 种非法添加剂都有较灵敏的响应, 
本研究选择 260 nm 作为检测波长, 在此波长条件下, 各
物质的灵敏度均较高, 且分离效果良好。 
2.1.2  流动相的选择 

流动相的选择可以分为盐溶液和非盐溶液两类。盐溶

液是目前小麦粉中多种非法添加剂检测方法中常用的流动

相, 洗脱分离效果较为明显, 但是盐溶液作为流动相会不

同程度对色谱柱、系统管路及泵造成破坏[20–23]。非盐类流

动相也在相关研究中得到验证[24–26]。同时, 相关文献也对

流动相的酸度进行了分析讨论[27]。在文献研究基础上进行

对比优化, 实验结果表明 6 种非法添加剂获得了良好的分

离效果(图 1), 因此本方法采用了 0.1%磷酸水溶液和甲醇

作为流动相。 
 

 
 

图1  混合标准品的色谱图 
Fig.1  Chromatogram of mixed standard substances 

 

2.1.3  柱温的选择 
在同一流动相体系以及色谱柱的条件下, 比较了柱

温在 25、30、35℃下对 6 种非法添加剂的保留时间、色谱

峰形以及各非法添加剂分离度的影响, 结果分别见图 2。
从图中对比可以看出, 柱温对于间苯二酚、苯甲羟肟酸的

影响较大, 当柱温为 25℃和 30℃时, 间苯二酚、苯甲羟肟

酸无法达到很好的分离度, 但随着柱温的升高, 两者之间

的分离效果越来越好; 当柱温为 35℃时, 间苯二酚、苯甲

羟肟酸能达到基线分离。其他非法添加剂随着柱温的升高,  
 

 
 

注: A、B、C分别表示柱温25、30、35℃。 
图2  混合标准品的色谱图 

Fig.2  Chromatograms of mixed standard substances 
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保留时间也相对变短。为了保证各物质之间的分离度、灵

敏度以及峰形, 因此本研究采用的柱温为 35℃。 

2.2  前处理条件的优化 

2.2.1  提取溶剂的选择 
目前小麦粉中硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲羟肟酸、

三聚硫氰酸三钠盐、噻二唑这 6 种非法添加剂的提取溶剂

主要采用水、甲醇、乙腈、乙醇以及不同体积分数的二元

混合有机相水溶液等[28–29]。因此, 本研究在此基础上对不

同提取溶剂对 6 种目标物质的共提取效率进行了比对。首

先采用单一溶剂提取液(水、甲醇、乙腈、乙醇)以及体积

分数均为 50%的二元混合有机相水溶液(50%甲醇水溶液、

50%乙醇水溶液、50%乙腈水溶液)对自制阳性样品进行提

取, 实验结果显示: 乙腈的提取效果基本优于水、甲醇、

乙醇; 二元混合有机相水溶液的提取效果优于单一溶剂提

取液。水作为提取液时, 溶液较浑浊, 样品色谱图中杂质

峰较多, 不利于定量, 尤其硫脲; 乙腈作为提取液时, 溶
液较澄清, 样品色谱图中杂质峰较少, 可能是因为乙腈有

相对更好的沉淀蛋白的作用。在此基础上, 本研究继续用

不同体积分数的乙腈水溶液对自制阳性样品进行提取, 实
验结果显示: 体积分数为 70%乙腈水溶液作为提取溶剂时, 6

种非法添加剂的回收率相对优于其他体积分数的乙腈水溶

液。因此, 本研究采用的提取溶剂为 70%乙腈水溶液(表 1)。 
2.2.2  提取方式与时间的选择 

在提取前处理方面, 根据参考文献[30–31], 提取方式

包括涡旋、超声、涡旋+超声, 而提取时间集中在 15~25 min
这一区间。本研究在室温的条件下对不同提取方式和时间

进行了比对。本研究先分别考察了涡旋提取 10、15、20 min
以及超声提取 10、15、20 min 的提取效果, 实验结果显示: 
涡旋提取的效果优于超声提取; 提取时间为 15 min 后的提

取效果相对稳定。在此基础上, 考虑到时间成本, 本研究继

续考察涡旋+超声提取 10 min+5 min、15 min+5 min、15 min+ 
10 min 的提取效果, 实验结果显示: 涡旋+超声的提取效果

优于只涡旋或者只超声提取; 提取时间为 15 min+5 min 后

的提取效果相对稳定(表 2)。因此, 本研究最终采用涡旋+
超声为 15 min+5 min 的方式进行提取。 
2.2.3  初滤液取舍的优化 

本研究对检测前的初滤液取舍进行了比对。实验结果

显示: 检测前是否弃去初滤液对非法添加剂的回收率有一

定的影响, 弃去初滤液后检测, 各非法添加剂的回收率均

高于保留全部滤液时的回收率(表 3)。所以, 本研究确定了

在检测前的过滤需要弃去初滤液, 只取续滤液。 
 

表 1  不同提取溶剂对 6 种非法添加剂回收率的影响(n=6) 
Table 1  Effects of different extraction solvents on the recoveries of 6 kinds of illegal additives (n=6) 

提取溶液 
平均回收率/% 

硫脲 曲酸 间苯二酚 苯甲羟肟酸 三聚硫氰酸三钠盐 噻二唑 
水 杂质峰多 36.5 34.6 63.8 12.9 40.6 

甲醇 35.6 30.9 83.7 82.5 27.7 82.2 
乙醇 43.3 39.1 87.4 88.0 20.8 83.7 
乙腈 44.2 40.7 88.6 87.3 25.6 86.5 

50%甲醇水溶液 45.4 44.4 79.3 83.0 21.2 53.4 
50%乙醇水溶液 49.5 42.7 80.1 81.8 40.8 67.3 
50%乙腈水溶液 58.7 40.1 82.2 84.7 48.5 73.6 
60%乙腈水溶液 64.9 55.7 84.2 86.5 49.4 79.8 
70%乙腈水溶液 76.4 67.9 88.0 89.4 55.5 86.7 
80%乙腈水溶液 71.8 68.0 86.9 84.6 54.1 87.0 

 
表 2  不同提取方式与时间对 6 种非法添加剂回收率的影响(n=6) 

Table 2  Effects of different extraction methods and time on the recoveries of 6 kinds of illegal additives (n=6) 

提取方式 时间/min 
平均回收率/% 

硫脲 曲酸 间苯二酚 苯甲羟肟酸 三聚硫氰酸三钠盐 噻二唑 

涡旋提取 
10 70.1 60.2 80.4 85.5 52.7 80.3 
15 72.2 62.1 86.1 88.9 56.8 85.4 
20 71.4 63.4 86.4 88.1 56.0 86.0 

超声提取 
10 67.5 58.8 78.4 81.3 50.0 78.6 
15 69.8 60.4 83.6 86.3 54.0 81.1 
20 68.9 61.2 83.8 87.0 55.1 80.8 

涡旋+超声提取 
10+5 80.1 66.4 92.4 94.1 59.7 90.8 
15+5 90.3 78.9 98.8 98.4 63.7 94.1 

15+10 88.8 75.6 97.9 99.0 62.2 93.7 
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2.3  线性关系、相关系数和检出限 

将各个标准储备溶液用 70%乙腈水溶液逐级稀释, 
配制混合的标准系列工作溶液, 每个浓度各进行 6 次连

续的进样, 以 6 种非法添加剂各自的峰面积(Y)作为纵坐

标, 其质量浓度(X, μg/mL)作为横坐标, 制作 6 种非法添

加剂相对应的标准曲线。6 种非法添加剂的线性范围均

为 0.5~20.0 μg/mL。上机根据 S/N>3 确定方法的检出限

(limits of detection, LODs)。本方法 6 种非法添加剂的线

性方程、相关系数、LODs 以及线性范围见表 4, 结果表

明 6 种非法添加剂在各自的线性范围内线性关系良好, 6
种非法添加剂各自的相关系数(r²)均大于 0.999。表明该

方法灵敏度高, 满足检测要求。 

2.4  回收率和精密度 

在阴性样品中加入标准物质, 硫脲、曲酸、间苯二酚、

苯甲羟肟酸、三聚硫氰酸三钠盐、噻二唑均进行 3 个添加水

平的加标回收率实验, 添加水平分别为 2.5、5.0、10.0 μg/mL, 
每个添加水平重复操作 6 次。从表 5 中可以看出, 6 种非法

添加剂的3个添加水平的平均回收率范围为 62.9%~100.1%, 
RSDs 范围为 1.16%~2.65%, 表明本研究方法具有较良好

的准确度和精密度。 

2.5  实际样品分析 

运用本方法对从超市、市场、粮油店随机购买 20 个

不同品牌的小麦粉进行了检测, 结果发现这 20 个小麦粉

样品中均未检测出硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲羟肟酸、

三聚硫氰酸三钠盐、噻二唑这 6 种物质。但由于小麦粉品

种繁多, 又是日常必不可少的主食原材料之一, 为了防止

不良商家非法添加而影响到食品安全和身体健康问题, 因
此, 建立简便、高效地检测小麦粉中 6 种非法添加剂的方

法具有一定的意义。 
 

表 3  初滤液取舍对 6 种非法添加剂回收率的影响(n=6) 
Table 3  Effects of accepting or rejecting primary filtrate on the recoveries of 6 kinds of illegal additives (n=6) 

初滤液取舍 
平均回收率/% 

硫脲 曲酸 间苯二酚 苯甲羟肟酸 三聚硫氰酸三钠盐 噻二唑 

保留初滤液 90.1 80.9 98.4 98.0 64.4 94.7 

弃初滤液 91.8 82.7 99.7 99.8 66.0 96.0 
 

表 4  6 种非法添加剂的线性方程、相关系数、LODs 及线性范围 
Table 4  Regression equations, correlation coefficients, LODs and linear range of 6 kinds of illegal additives 

待测物质 线性方程 线性范围/(μg/mL) 相关系数(r²) LODs/(μg/g) 

硫脲 Y=9237.14X+1269.513 0.5~20.0 0.9994814 0.2 

曲酸 Y=40826.2X+10173.47 0.5~20.0 0.9994161 0.2 

间苯二酚 Y=4966.86X+1451.339 0.5~20.0 0.9996304 0.2 

苯甲羟肟酸 Y=5001.398X–1120.959 0.5~20.0 0.9996232 0.2 

三聚硫氰酸三钠盐 Y=15561.24X+2779.067 0.5~20.0 0.9998274 0.2 

噻二唑 Y=6568.145X+1111.798 0.5~20.0 0.9998191 0.2 

 
表 5  各种非法添加剂的回收率和精密度(n=6) 

Table 5  Recoveries and precisions of each illegal additives (n=6) 

待测物 
2.5 μg/mL 5.0 μg/mL 10.0 μg/mL 

平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/% 

硫脲 89.0 2.34 91.1 2.09 93.8 1.57 

曲酸 80.7 2.54 83.4 1.87 87.2 1.32 

间苯二酚 95.3 1.80 99.8 1.27 100.1 1.16 

苯甲羟肟酸 94.4 2.01 99.4 1.51 100.0 1.30 

三聚硫氰酸三钠盐 62.9 2.65 65.8 2.11 69.5 1.74 

噻二唑 92.6 1.94 96.2 1.85 98.7 1.47 

注: 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)。 
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3  结  论 

本研究建立了一种针对小麦粉中 6 种非法添加剂, 包
括硫脲、曲酸、间苯二酚、苯甲羟肟酸、三聚硫氰酸三钠

盐、噻二唑, 同时进行分析检测的高效液相色谱方法。与

其他同类型检测方法相比, 本方法前处理简便, 同时保证

了良好的准确度、精密度和重复性, 可以同时检测小麦粉

中 6 种非法添加剂的含量, 提高了检测工作的效率, 能为

大批量、高复杂性的小麦粉检测任务提供技术支持。但三

聚硫氰酸三钠盐的回收率相对较低, 后续进一步的研究以

提高其回收率为方向。 
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