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UPLC-MS/MS测定小麦粉及其制品与小麦粉添加剂

中新型非法添加物乙酰氧肟酸
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摘要：建立了超高效液相色谱 - 串联质谱法（UPLC-MS/MS）测定小麦粉及其制品与小麦粉添加剂中新型非法

添加物乙酰氧肟酸的分析方法。方法选取小麦粉、小麦粉添加剂、面皮、面条、馒头等 5 种具有代表性的样品为研

究基质，以甲醇为提取溶剂，经超声和涡旋振荡提取，高速离心、过滤，通过 T3 色谱柱（2.1 mm×150 mm，3 μm）

分离，以 0.10%（体积分数）甲酸溶液和甲醇作为洗脱流动相，采用大气压化学电离源、多反应监测模式检测，外

标法定量。结果表明，乙酰氧肟酸的溶剂和基质标准曲线在 0.075~5.00 mg/L 范围内线性关系良好，相关系数均大

于 0.999，检出限为 0.25 mg/kg，加标回收率为 78.49%~108.61%，相对标准偏差（RSD，n=6）为 1.67%~7.50%。该

方法抗干扰能力强，准确度高，适用于小麦粉及其制品与小麦粉添加剂中乙酰氧肟酸的测定。
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Determination of the New Illegal Additive Acetohydroxamic Acid in Wheat Flour, 
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Abstract: An analytical method based on ultra-performance liquid-chromatography-tandem mass spectrometry was 

developed for the determination of a new illegal additive, acetohydroxamic acid (AHA), in wheat flour, wheat-flour products, 

and wheat-flour additives. Five representative samples (wheat flour, a wheat-flour additive, dough, noodles, and steamed bun) 

were selected as the study matrices. AHA was first extracted using ultrasonic and vortex oscillation with methanol as the extraction 

solvent, subjected to high-speed centrifugation and filtration, and then separated using a T3 column (2.1 mm×150 mm, 3 μm) 

with a mixture of 0.10% (volume fraction) aqueous formic acid and methanol as the eluting mobile phase. Finally, it was 

quantified using an external standard method using an atmospheric pressure chemical ionization source (APCI) and multiple 
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reaction monitoring mode. The results showed that the solvent and matrix standard curves of AHA had good linearity in 

the 0.075~5.00 mg/L range, with correlation coefficients>0.999. The limit of detection was 0.25 mg/kg, the spike recovery 

rate was 78.49%~108.61%, and the relative standard deviation (RSD, n=6) was 1.67%~7.50%. This method is suitable for 

the determination of AHA in wheat flour, wheat-flour products and wheat-flour additives, exhibiting good anti-interference 

capacity and high accuracy.

Key words: wheat flour; acetohydroxamic acid; ultra-performance liquid-chromatography-tandem mass spectrometry

小麦粉是面制品加工的主要原料，在人们膳食

结构中占有重要地位。随着生活水平的提高，消费

者对小麦粉的品质要求越来越高，人们通过改良小

麦品种、规模化种植和合规使用添加剂等技术提高

小麦粉质量 [1,2] ，但是一些不法分子通过添加非食

品原料或超范围使用食品添加剂达到改变小麦粉及

其制品的感官性状和稳定性，存在较大的安全隐患。

2017 年 11 月，国家食药总局发布《关于进一步加

强小麦粉质量安全监管的公告》（2017 年第 132 号），

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 [3] 。在小麦粉使用非食品原料的报道中

研究较多的化合物有曲酸 [4,5] 、偶氮甲酰胺 [6] 、间苯

二酚 [7] 、苯甲羟肟酸 [8-10] 、三聚硫氰酸三钠盐 [11-13] ，

硫脲 [14] 、乙二胺四乙酸二钠 [15] 、次磷酸盐 [16] 、噻

二唑 [17] 等。近期稽查发现市场存在小麦粉添加剂中

违规添加新型非食品原料乙酰氧肟酸的现象，但由

于缺乏食品基质中乙酰氧肟酸检测方法的研究和相

应的国家检测标准，造成政府部门被动监管。乙酰

氧肟酸（Acetohydroxamic Acid，AHA）是上世纪

七十年代开发的治疗尿结石及尿道感染的药物 [18] ，

九十年代作为脲酶抑制剂广泛用于畜牧业 [19,20] 。同

时由于其结构中的肟基，使其具有良好的金属结合

能力，在冶金行业作为金属螯合剂被广泛使用。不

法分子正是利用 AHA 的金属鳌合能力，使其作用

于小麦粉中的多酚氧化酶，降低酶活性，减缓小麦

粉酶促褐变过程。AHA 未列入《食品安全国家标准 
食品添加剂使用标准》（GB 2760-2014） [21] 范畴，所

以 AHA 属于非食品原料，在小麦粉中使用没有经

过安全验证的非食品原料，存在较大的食品安全风

险，文献报道过量使用 AHA 会产生轻度头痛、胃

肠道不适和皮肤瘙痒等不良反应 [22] 。

AHA 检测方法的报道主要有紫外分光光度

法 [23,24] 、滴定法 [25] 、高效液相色谱法 [26] 、拉曼光谱

法 [27,28] 、红外光谱法 [29] 、核磁共振法 [30] 等，但关于

小麦粉及其制品与小麦粉添加剂等食品基质中 AHA

检测方法的研究未见报道。鉴于市场出现的舆情，

亟需研究食品基质中 AHA 的检测方法，本文通过

超高效液相色谱 - 串联质谱法，建立一种小麦粉及

其制品与小麦粉添加剂中 AHA 的选择性强、准确

度高的分析方法，为小麦粉及其制品与小麦粉添加

剂中 AHA 的检验检测标准制订提供参考。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

AHA 标准品（纯度）、上海安谱科技股份

有限公司；乙腈、甲醇（色谱纯），德国默克公

司；醋酸铵、甲酸（质谱级）购买于美国 SIGMA-
ALDRICH ；超纯水（电阻率为 18.2 MΩ.cm，25 ℃）

来自美国密理搏公司超纯水器。小麦粉、面皮、馒头、

面条、小麦粉添加剂（阴性样品）购买于当地市场，

小麦粉添加剂阳性样品来源于稽查部门。

1.2 仪器与设备

Vanquish 超高效液相色谱 -Altis 串联质谱仪，

美国 Thermo Fisher Scientific 公司；XS205 电子天

平，瑞士梅特勒托利多科技（中国）有限公司；

N-EVAP 112 自动氮吹浓缩仪，美国 Organomation
公司；SIGMA 4-16KS 超高速离心机，德国 Sigma
公司；KQ2200B 超声波，昆山舒美超声仪器有限公

司；Milli-Q 去离子水发生器，美国 Millipore 公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

准确称取 0.010 16 g AHA 标准品，用甲醇溶解

并定容至 10 mL，配制成质量浓度为 1 000 mg/L 的

AHA 标准储备液，此溶液在 0~4 ℃避光保存，可使

用 6 个月。准确移取标准储备液 0.5 mL 至 50 mL 容

量瓶中，用甲醇定容至刻度，混匀，得到质量浓度

为 10 mg/L 的 AHA 标准中间液，此溶液在 0~4 ℃避

光保存，可使用 1 个月。

准确移取上述标准中间液适量，用甲醇 / 水
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体积比 4:6 的溶液和空白样品基质溶液分别稀释

成质量浓度为 0.075、0.10、0.20、0.50、1.00、
2.00、5.00 mg/L 的溶剂和基质标准系列工作液，

临用现配。

1.3.2 样品前处理

准确称取 2.5 g（精确至 0.01 g）试样，置于

15 mL 具塞离心管中，准确加入甲醇 10 mL，涡旋振

荡 10 min，超声提取 10 min，8 000 r/min 离心 5 min，
精密量取上清液 2 mL，用水稀释至 5 mL，混匀，

经 0.22 µm 有机系滤膜过滤后备用。

取空白面皮或面条样品，按照上述方法操作，

获得面皮或面条空白样品基质溶液。

1.3.3 色谱条件

色 谱柱为 Waters T3（2.1 mm×150 mm，3 µm）；

柱温为 35 ℃；进样体积为 2 µL；流速为 0.40 mL/min ；

流动相为 0.1%（体积分数）甲酸溶液（A）和甲醇

（B）；洗脱程序：0~1.0 min，98% A（体积分数，

下 同 ）；1.0~3.5 min，98% ~70% A ；3.5~4.0 min，
70%~10% A ；4.0~4.5 min，10% A ；4.5~4.6 min，
10%~98% A ；4.6~6.0 min，98% A。

1.3.4 质谱条件

电离模式：大气压化学电离源（Atmospheric 
Pressure Chemical Ionization，APCI+）；多反应离子

监测（Multiple Reaction Monitoring，MRM）；离子

放电电流 4 µA ；鞘气温度 350 ℃；离子传输管温度

325 ℃；雾化气流速 45 Arb ；辅助气流速 5 Arb ；气

帘气流速 1 Arb ；监测离子对 76.00/43.07（定量离

子对）和 76.00/34.14（定性离子对），碎裂电压 39 V，

碰撞电压分别为 12、10 V。

1.3.5 数据分析

数据采用 SPSS 22.0 软件进行统计学处理，以

ANOVE 和 Duncan 进行单因素方差分析，以 P＜0.05
为差异有统计学意义。

2  结果与讨论

2.1 色谱条件的优化

实验考察 Waters T3（2.1 mm×150 mm，3 µm）、

Agilent EC-C18（3.0 mm×100 mm，2.7 µm）、Agilent 
Eclipes Plus C18（2.1 mm×100 mm，1.8 µm）三种极

性不同的色谱柱，结果表明 AHA 在 Agilent Eclipes 
Plus C18 色谱柱上的保留能力最差，在 Waters T3

色谱柱上的保留能力较强，实验最终选择 Waters 
T3（2.1 mm×150 mm，3 µm）作为分离色谱柱。

实验比较了 0.10%（体积分数）甲酸溶液、

0.02 mol/L 醋酸铵溶液、0.10%（体积分数）甲

酸溶液（含 0.02 mol/L 醋酸铵）、甲醇、乙腈作为

流动相进行梯度洗脱时 AHA 的响应及分离情况，

结果表明，0.10%（体积分数）甲酸溶液和甲醇洗

脱时，AHA 的质谱响应最高，为了保证 AHA 与杂

质的有效分离，采用 1.3.3 中色谱条件，见图 1。

图 1  乙酰氧肟酸的色谱图（a）和质谱图（b）

Fig.1 Mass spectrogram and chromatogram figure of AHA

2.2 质谱条件的优化

实验采用质量浓度为 1.0 mg/L 的 AHA 标准溶

液，通过质谱仪上的蠕动泵直接进样优化质谱条件，

采用电喷雾离子源（Electron Spray Ionization，ESI）
时，AHA 没有明显的质谱信号峰，而选用 APCI 源
的正离子模式扫描时，获得 AHA 的 [M+H] + 型分子

离子峰，优化碎裂电压，当电压为 39 V 时，母离子

76.00 丰度达到最大；采用子离子扫描模式，选择碰

撞电压为 10 eV 时，获得 34.14 和 43.07 两个丰度较

高的子离子，从碎片离子信息分析，该质谱条件下，

AHA 在肟结构碳氮键处发生了断裂（见图 2），进

一步优化碰撞电压，当碰撞电压为 12 eV 时，子离

子 43.07 丰度最大，选择其为定量离子，34.14 为定
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性离子，其碰撞电压为 10 eV。

图 2  乙酰氧肟酸的结构式

Fig.2 Structural formulate of AHA

2.3 提取溶剂的优化

实验以 AHA 的色谱峰形、空白基质加标回收

率、阳性小麦粉添加剂样品中 AHA 提取浓度为评

价指标，考察甲醇、乙醇、乙腈的提取效果。取空

白小麦粉、小麦粉添加剂、面条、面皮、馒头进行

基质加标回收率实验，AHA 添加浓度为 5.0 mg/kg，
按照 1.3 方法，图 3 表明甲醇作为提取溶剂时，加

标回收率较高。同时实验考察了甲醇、乙醇和乙

腈对阳性小麦粉添加剂中 AHA 提取浓度的影响，

表 1 显示阳性小麦粉添加剂中甲醇提取 AHA 浓度

明显高于其他两种溶剂，但是甲醇作为提取溶剂时，

AHA 色谱峰出现了明显的溶剂效应。为了降低溶剂

效应，采用甲醇提取液进一步用水稀释后上机测定。

实验考察了甲醇和水的体积比为 9:1、8:2、7:3、6:4、
5:5、4:6、3:7、2:8、1:9 时的色谱峰形，结果显示，

甲醇和水的体积比为 4:6 时可以完全消除溶剂效应。

实验最终选择用甲醇作为提取溶剂，再精密量取甲醇

提取液 2 mL，用水稀释至 5 mL，混匀，经 0.22 µm 滤

膜过滤后上机测定。

图 3  乙酰氧肟酸在不同基质中不同提取溶剂的

回收率变化

Fig.3 The recoveries of AHA added to different matrices at 

different extraction solvents

表 1  不同提取溶剂时阳性小麦粉添加剂中AHA的提取浓度

Table 1 Extraction concentration of AHA in positive wheat 
flour additive by different extraction solvents (n=3)

提取溶剂 提取浓度 /(mg/kg)

甲醇 6.79±0.26a

乙醇 2.69±0.42b

乙腈 1.87±0.74c

  注：同一个样品中不同字母表示显著性差异。下表同。

2.4 提取溶剂体积和提取次数的优化

实验以阳性小麦粉添加剂中 AHA 的提取浓度

为评价指标，对提取溶剂的体积和提取次数进行考

察，按照 1.3 方法，加入 5 mL 甲醇提取，吸出提取液，

再向剩余残渣中继续加入 5 mL 甲醇进行提取，如

此重复，每次提取液均上机测定。结果表明残渣第

三次用 5 mL 甲醇提取时，AHA 的提取浓度分别占

三次提取浓度总和的 4.6%，说明样品经两次 5 mL
甲醇提取后，AHA 基本被完全提取；实验也考察了

提取溶剂体积为 5、10、15 mL，进行一次提取时的

情况，结果显示 10 mL 和 15 mL 的提取浓度无显著

性差异（P＞0.05）（见表 2），考虑方法检出限和节

约溶剂，实验最终确定提取溶剂体积为 10 mL，进

行一次提取的前处理条件。

表 2  不同提取条件时阳性小麦粉添加剂中AHA的提取浓度

Table 2 Extraction concentration of AHA in positive wheat 
flour additive by different extraction conditions (n=3)

提取体积 / 提取次数 提取浓度 /(mg/kg)

5 mL/ 第一次 3.96 ± 0.32b

5 mL/ 第二次 5.19 ± 0.49a

5 mL/ 第三次 5.44 ± 0.49a

5 mL/ 一次 3.96 ± 0.32b

10 mL/ 一次 5.14 ± 0.18a

15 mL/ 一次 5.32 ± 0.27a

2.5 称样量的考察

实验以阳性小麦粉添加剂中 AHA 提取浓度为

评价指标，对样品称样量进行考察，分别称取阳性

样品 0.5、1.0、2.0、2.5（精确至 0.01 g），按照 1.3
方法，结果表明，样品称样量对 AHA 中含量测定

影响不大，考虑到检出限和样品代表性，实验最终

确定称样量为 2.5 g。

2.6 提取方式和提取时间的优化

实验以阳性小麦粉添加剂中 AHA 提取浓度为

评价指标，对提取方式和提取时间进行考察，按照 1.3
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方法，以涡旋振荡时间和超声时间为两个变量条件，

固定其中一个变量条件为 10 min，考察另一个变量

条件为 0、10、20、30 min 时 AHA 的提取浓度变化。

结果表明，仅采用超声提取或振荡提取时，AHA 的

提取浓度均低于同时采用两种提取方式，通过单因

素分析，当超声提取和涡旋振荡时间均在 10 min 以

上时，AHA 的提取浓度无显著性差异（P＞0.05）
（见表 3）。涡旋振荡和超声时间均为 10 min 时，对

空白基质加标样品中 AHA 的回收率进行考察，结

果表明五种基质中 AHA 的加标回收率均能达到

80% 以上，考虑到提取效率，实验最终选择超声

提取和涡旋振荡两种方式同时提取，提取时间均

为 10 min。

表 3  不同提取方式阳性小麦粉添加剂中AHA的提取浓度

Table 3 Extraction concentration of AHA in positive wheat 
flour additive by different extraction methods (n=3) 

提取方式 提取浓度 /(mg/kg)

涡旋振荡 10 min，超声 0 min 6.27±0.24b

涡旋振荡 0 min，超声 10 min 4.96±0.45c

涡旋振荡 10 min，超声 10 min 7.02±0.41a

涡旋振荡 10 min，超声 20 min 7.00±0.46a

涡旋振荡 10 min，超声 30 min 7.13±0.28a

涡旋振荡 20 min，超声 10 min 7.18±0.06a

涡旋振荡 30 min，超声 10 min 7.22±0.53a

2.7 检出限、线性、回收率和精密度实验

在空白基质样品中添加 AHA 标准品，按照 1.3

方法操作，以测得色谱峰响应值 3 倍信噪比的质量

浓度确定方法检出限，结果显示五种基质中 AHA
的检出限均为0.25 mg/kg，以3倍检出限计算定量限，

定量限均为 0.75 mg/kg。
按照 1.3 方法，在 0.075~5.00 mg/L 质量浓度范

围内，分别用溶剂和空白基质溶液配制 AHA 的标准

工作溶液，以质量浓度（X，mg/L）为横坐标，定量

离子响应值（Y）为纵坐标，绘制标准曲线，获得溶

剂标准曲线回归方程为 Y=2 509 982.31 X–27 470.42
（r=0.999 9）。

采用基质标准曲线和溶剂标准曲线斜率的比值

（A）评估不同基质的基质效应，当 A ≈1 时，基质

效应为 0 ；A＞1，说明有基质效应增强，A＜1，说

明有基质效应抑制。结果表明小麦粉、面粉处理剂、

馒头基质效应较小，面条和面皮基质存在明显的基

质抑制效应，因此在测定小麦粉、面粉处理剂、馒

头基质时采用溶剂标准曲线进行定量，面条和面皮

基质时采用空白基质标准曲线进行定量。

采用在空白基质样品中添加定量限、2 倍定

量限、10 倍定量限的 AHA 量进行加标回收率试

验，验证方法的准确度和精密度。称取空白基质

样品 2.5 g，添加 AHA 标准品水平为 0.75 mg/kg、
1.50 mg/kg 和 7.50 mg/kg，按照 1.3 方法，每个

浓度添加水平处理 6 份样品，五种样品基质中

AHA 加标回收率为 78.49%~108.61%，相对标准

偏差为 1.67%~7.50%（见表 4），可满足方法学验

证要求。

表 4  AHA在五种基质中标准工作曲线方程、A值、检出限和加标回收率

Table 4 Linear equations, A value, LOD and spiked recoveries added tofive matrices (n=6)

基质 回归方程 A 值 检出限 / (mg/kg) 添加水平 / (mg/kg) 回收率 /% RSD /%

小麦粉 Y=2 438 716.16X+39 999.15（r=0.999 8） 0.97 0.25

0.75 87.93 3.52

1.50 83.51 5.57

7.50 78.49 3.39

面粉处
理剂

Y=2 583 626.84X-13 526.88（r=0.999 9） 1.03 0.25

0.75 101.94 3.92

1.50 80.69 4.95

7.50 80.76 5.42

面条 Y=1 949 510.90X-44 358.47（r=0.999 6） 0.78 0.25

0.75 108.61 6.68

1.50 102.43 1.67

7.50 87.52 7.50

面皮 Y=1 841 575.85X-18 940.81（r=0.999 0） 0.73 0.25

0.75 101.84 7.36

1.50 94.55 2.66

7.50 91.74 3.82

馒头 Y=2 486 304.56X-59 564.58（r=0.999 4） 0.99 0.25

0.75 89.87 4.14

1.50 78.64 5.36

7.50 100.15 6.87
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2.8 样品测定

对采集的 26 批样品用本方法进行检测，结果

表明，稽查获得的 1 批次小麦粉添加剂检出乙酰氧

肟酸，含量为 6.27 mg/kg（见图 4），本法可以用于

实际样品的定量测定。

图 4  阳性小麦粉添加剂中乙酰氧肟酸质谱图

Fig.4 MS chromatography of AHA inpositive wheat flour additive

3  结论

本文建立了小麦粉及其制品和小麦粉添加剂中

新型非法添加物 AHA 的超高效液相色谱 - 串联质

谱法。通过优化不同样品基质的前处理条件和色谱

质谱仪器条件，增强 AHA 的检测信号，获得色谱

良好的保留与分离效果。该方法抗干扰能力强，准

确度高，填补了现阶段小麦粉及其制品和小麦粉添

加剂中新型非法添加物 AHA 检测方法的空白，为

食品安全风险监测及标准制修订提供技术支持。
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