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高效液相色谱法检测食品中新型非法添加物双环

己甲酰酚汀含量 
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摘  要: 目的   建立高效液相色谱法检测食品中新型非法添加物双环己甲酰酚汀的方法。方法  采用乙腈作

为提取溶剂, 提取液经色谱柱 Waters Xbridge C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm)分离, 以乙腈+水为流动相进行等度

洗脱, 外标法定量, 流速为 1.0 mL/min, 检测波长为 230 nm。结果  双环己甲酰酚汀在 0.5~50.0 μg/mL 质量

浓度范围内的线性关系良好(r2 >0.9999), 检出限、定量限分别为 1 mg/kg、5 mg/kg; 在梅子、固体饮料和压片

糖果 3 种不同基质和 1、2、10 倍定量限的 3 个质控水平下的回收率在 85.6%~99.2%, 相对标准偏差小于等于

3.54%。将该方法用于评估某批次网抽阳性样品违法添加含量, 与超高效液相色谱-质谱法测定结果高度一致。

结论  该方法简便、高效、准确, 适用于食品中违法添加双环己甲酰酚汀的快速检验。 
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Determination of the content of novel illegal additive dicyclohexylformylphentine 
in food by high performance liquid chromatography  

GAO Fang1,2,3, ZHU Song-Song1,2,3, LIU Di1,2,3, XIA Jin-Tao1,2,3, WU Wan-Qin1,2,3,  
JIANG Feng1,2,3*, WANG Hui-Xia1,2,3 

(1. Hubei Provincial Institute for Food Supervision and Test, Wuhan 430075, China; 2. Key Laboratory of Detection 
Technology of Focus Chemical Hazards in Animal-derived Food, State Administration for Market Regulation,  

Wuhan 430075, China; 3. Hubei Shizhen Laboratory, Wuhan 430065, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of the content of novel illegal additive 
dicyclohexylformylphentine in food by high performance liquid chromatography. Methods  Acetonitrile was used 
as the extraction solvent, and the extraction solution was separated with a Waters Xbridge C18 (250 mm×4.6 mm, 
5 μm) chromatographic column. Isocratic elution was carried out with acetonitrile+water as the mobile phase, and 
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quantified by the external standard method. The flow rate was 1.0 mL/min and the detection wavelength was 230 nm. 
Results  The dicyclohexylformylphentine had a good linear relationship within the mass concentration range of 
0.5–50.0 μg/mL (r2>0.9999). The limit of detection and limit of quantitation were 1 mg/kg and 5 mg/kg, respectively. 
At 3 quality control levels of 1 times, 2 times and 10 times the limit of quantitation in 3 kinds of different matrices 
(plums, solid beverages and pressed candies), the recoveries ranged from 85.6% to 99.2%, with relative standard 
deviations less than or equal to 3.54%. This method was used to evaluate the illegal addition content of a batch of 
positive samples collected from online platforms, and the results were highly consistent with those determined by high 
performance liquid chromatography-mass spectrometry. Conclusion  This method is simple, efficient and accurate, and 
is suitable for the rapid inspection of illegal additions of dicyclohexylformylphentine in food. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; dicyclohexylformylphentine; illegal addition 

 
 

0  引  言 

酚酞(CAS: 77-09-8), 是一种常见的化学物质和药物

成分, 曾作为刺激性泻药使用, 结构式如图 1 所示, 后因

其可能具有致癌性被许多国家限制或禁止使用。酚汀类物

质通常由酚酞的酚羟基酯化衍生所得, 保留了酚酞或酚汀

的母核结构。 
 

 
 

图 1  酚酞、酚汀的结构式 
Fig.1  Structural formulas of phenolphthalein and phentine 

 
近年来, 由于人们生活、物质水平的不断提高和饮食

习惯的重大改变, 越来越多的人开始面对肥胖、高尿酸、

高血脂或一些其他心脑血管疾病[1–3], 这严重影响我国人

民群众尤其是青少年的身心健康。2024 年 6 月, 国家卫生

健康委[4]联合多部门发布《关于印发“体重管理年”活动实

施方案的通知》, 意在倡导和推进文明健康生活方式, 提
升全民体重管理意识和技能, 预防和控制超重肥胖, 改善

多数人群体重异常状况。然而由于部分消费者工作压力巨

大或惰于健康锻炼, 寄希望于节食或服用减肥药以达到减

重塑身的目的[5]。许多不法商家为攫取利润在食品如西梅、

咖啡、压片糖果中加入一些酚汀/酚酞类物质, 并非法宣称

或暗示该类商品具有减肥减脂效果进行违规售卖[6–7]。有些

商家甚至不断更新酚汀取代基团化学结构, 合成添加新型

致泻性化学物质以逃避监管[8–11]。酚汀类药物的危害可能

源于其对肠道的强刺激性和潜在致癌性, 其通过刺激肠道

黏膜神经末梢, 促进肠道蠕动和分泌, 但频繁刺激可能导

致肠道黏膜炎症、出血, 甚至肠壁损伤[12–14]。由于食品标

签中往往未标明此类非法添加药物的种类与剂量, 长期大

量服用将严重威胁消费者健康。2023 年, 王晗等[15]建立了

一种基于 QuEChERS 前处理与液相色谱-串联质谱(liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)联
用的检测方法, 样品经乙腈提取、净化吸附后分析, 在多

反应监测模式下检测, 用于测定保健食品中双醋酚丁、托

拉塞米和脱乙酰比沙可定的含量。黄康惠等[16]在 2023 年

报道了一种高效液相色谱-串联质谱法测定食品中双丙酚

丁、双醋酚丁、双酚沙丁、双酚沙丁醋酸酯、比沙可啶、

脱乙酰比沙可啶的分析方法。2025 年, WU 等[17]采用超高

效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱法对多批次网购样品进

行非靶向筛查, 首次发现了一种二环己基甲酯取代的双环

己甲酰酚汀非法添加, 并使用核磁共振光谱对其分子结构

进行了分析和鉴定。查阅国内外数据库和类似物检验标准, 
发现该化合物未被报道, 并且仍尚未注册 CAS 登记号, 是
一种新型双环己甲酰酚汀非法添加。然而, 截止目前, 大
多已报道的该类物质检测方法主要集中在 LC-MS/MS、气

相色谱-串联质谱法[18–24]、表面增强拉曼光谱法[25–26]等, 高
效液相色谱法[27]较为少见。而质谱法或拉曼光谱法对设备

要求较高 , 仪器较昂贵 , 且由于此类非法添加水平较高, 
极容易造成仪器内部残留污染。高效液相色谱仪因为具有

较好的仪器稳定性和抗污染能力, 被广泛运用在一些高含

量违法添加的检测中, 例如现行标准中药品检验补充检验

方法和检验项目批准件 2009030《补肾壮阳类中成药中

PDE 型抑制剂的快速检测方法》。鉴于此, 本研究基于高

效液相色谱法建立了一种食品中新型酚丁类违法添加物质

的快速测定方法, 为食品安全监管部门提供方法参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

Waters e2695 高效液相色谱仪(配备 Waters 2998 光电
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二极管阵列检测器)、Waters Xbridge C18 色谱柱(250 mm× 
4.6 mm, 5 μm)(美国 Waters 公司); Allegra X-15R 型离心机(美
国 Beckman 公司); Milli-Q 型超纯水机(法国 Millipore 公司); 
ME204/02 电子天平(感量 0.0001 g, 上海梅特勒-托利多仪器

有限公司)。 
乙腈、甲醇(色谱纯, 武汉弗顿控股有限公司); 乙酸

铵(色谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 双环己

甲 酰 酚 汀 标 准 品 ( 分 子 式 : C34H35NO5, InChIKey: 
OKQSVXDYEXCFDK-UHFFFAOYSA-N, Reaxys ID: 
62806047, 纯度≥98%, 中国标准药物集团有限公司, 由
于此化合物为新型物质 , 尚未注册 CAS 登记号 , 故以

InChIKey 码及 Reaxys ID 表示, 以防混淆; 其中 InChIKey
是由国际纯粹与应用化学联合会支持开发的化学标识符, 
用于在互联网及数据库中化合物的高效检索)。 

酵素梅、固体饮料和压片糖果待测样品共 10 批次购

自于国内某大型电商平台。 

1.2  实验条件 

1.2.1  标准溶液的配制  
标准储备液: 精密称取双环己甲酰酚汀标准品 10.0 mg, 

置于 20 mL 容量瓶中, 用乙腈溶解并稀释至刻度, 摇匀, 配制

成质量浓度为 500 μg/mL 的标准溶液储备液, –18 ℃避光保存。  
标准工作溶液: 准确移取 1.0 mL 标准储备液, 置于

10 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释定容至刻度, 摇匀, 配制成

质量浓度为 50 μg/mL 的标准中间液, 4 ℃冷藏避光保存。

根据实验需要用空白基质溶液逐级稀释成标准系列工作液, 
现用现配。  
1.2.2  样品前处理  

称取约 1 g试样(精确至 0.01 g), 置于 15 mL离心管中, 
准确加入 10 mL乙腈, 涡旋 1 min混匀后, 超声提取15 min, 
转移至离心机以 3800 r/min 离心 5 min, 取上清液经 0.22 µm
有机滤膜过滤后, 丢弃前两滴滤液, 取续滤液(依测定情况

用乙腈稀释相应倍数)供高效液相色谱仪测定。 
1.2.3  色谱条件 

色谱柱: Waters Xbridge C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 
5 μm); 流动相 A: 乙腈; 流动相 B: 水, A:B=85:15 (V:V)等
度洗脱; 柱温: 30 ℃; 进样量: 10 μL; 流速 1.0 mL/min; 检
测波长: 230 nm。 

1.3  数据处理  

采用 Waters Empower 3 色谱数据处理软件对样品中

所含目标化合物进行定性定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  流动相的选择 

本研究比较了不同比例的甲醇-纯水、甲醇-10 mmol/L

乙酸铵水溶液、乙腈-纯水和乙腈-10 mmol/L 乙酸铵水溶液

4 种流动相体系分离效果。参考其他酚汀类衍生物的色谱

条件, 当流动相采用乙腈-10 mmol/L 乙酸铵水溶液(65:35, 
V:V)、甲醇-10 mmol/L 乙酸铵水溶液(65:35, V:V)时, 在
30 min 的观测窗口区间内未发现目标化合物(图 2a), 推
测可能是由于流动相有机相比例较小 , 洗脱能力不足 ; 
当流动相采用乙腈-水=90:10 (V:V)时, 目标化合物的保留

时间为 6.80 min(图 2b); 降低有机相比例至乙腈-水=80:20 
(V:V)时, 目标化合物的保留时间约为 27.31 min(图 2c); 为
减小目标化合物的保留时间, 进一步将有机相比例微调至

乙腈-水=85:15 (V:V)时, 保留时间前移至 9.68 min(图 2d), 
且无须向水相中添加乙酸铵, 峰型较好; 当采用甲醇-水
(85:15, V:V)时, 保留时间较小, 约为 3.76 min(图 2d)。因此

选择乙腈-水(85:15, V:V)为流动相。 

2.2  吸收波长的选择 

参考双环己甲酰酚汀的紫外吸收光谱图信息(图 3), 
该化合物在 215~230 nm 之间有局部最大吸收波长。比

较 210 nm 和 230 nm 两种吸收波长对分析的影响, 结果

表明 , 在较小吸收波长(210 nm)下的目标化合物峰积分

面积要显著大于 230 nm 吸收波长下的峰面积 , 但是也

会造成峰型变宽、变矮, 导致分辨率显著降低。因此本

方法最终采用更为准确可靠的 230 nm 吸收波长进行定

量计算。 

2.3  方法验证 

2.3.1  特异性考察  
对建立方法开展特异性考察实验以评估与其他共存

组分抗干扰能力。实验室采用分析一定数量的试剂空白、

样品空白样品和(氯代)双醋酚汀标品 , 观察在目标分析

物保留时间区域是否存在干扰 , 结果显示 , 目标化合物

在保留时间范围内和(氯代)双醋酚汀能有效区分 , 空白

基质在保留时间范围内未发现明显色谱吸收峰, 均不存

在干扰。 
2.3.2  基质影响   

在 LC-MS/MS 中, 不同的标准曲线定量方式(如基

质标准曲线、空白试剂标准曲线)会直接影响最终的定量

结果[28]。尤其是在农药残留、兽药残留的 LC-MS/MS 检

测中, 基质标准曲线和空白试剂标准曲线两种方法的定

量结果差异更为显著[29–30], 但这种基质差异的影响在液

相色谱法检测中鲜有报道。本研究方法学考察实验中 , 
发现回收率测试结果较真实值出现反常正偏差, 在排除

人为因素造成的误差后, 考虑该现象可能是由于双环己

甲酰酚丁在该流动相体系中存在基质效应。配制基质标

准曲线对上述同一批次样品进行定量分析, 结果均回归

至合理区间。 
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注: a. 乙腈-10 mmol/L 乙酸铵水溶液(65:35, V:V); b. 乙腈-水(90:10, V:V); c. 乙腈-水(80:20, V:V);  
d. 选用 85%甲醇水和 85%乙腈水作为洗脱剂时目标化合物保留时间的差异对比图。 

图 2  不同流动相体系下的双环己甲酰酚汀高效液相色谱图 
Fig.2  High performance liquid chromatograms of dicyclohexylformylphentine under different mobile phase systems 

 

 
 

图 3  双环己甲酰酚汀的紫外吸收光谱图 
Fig.3  Ultraviolet absorption spectrum of 

dicyclohexylformylphentine 
 

由图 4 可以看出, 采用空白溶剂和空白基质溶液配制

同一浓度下的双环己甲酰酚汀在同一吸收波长下的液相色

谱响应值出现明显偏离。同时发现, 区别于常见的基质抑

制效果, 在本研究中双环己甲酰酚汀的吸收出现了较为显

著的基质增强效应, 推测可能是目标化合物(图 5)与基质

组分的紫外吸收光谱部分重叠, 导致检测波长下的吸光度

叠加, 增强了双环己甲酰酚汀的检测信号, 因此由空白溶

剂标曲定量时检测结果偏高。 

 
 

图 4  相同浓度的双环己甲酰酚汀液相色谱图对比 
Fig.4  Comparison of liquid chromatograms of 

dicyclohexylformylphentine at the same concentration  
 

 
 

图 5  双环己甲酰酚汀结构式 
Fig.5  Structural formula of dicyclohexylformylphentine 
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2.3.3  标准曲线、线性范围与检出限、定量限  
以双环己甲酰酚汀峰面积比为纵坐标(Y), 对应质量

浓度为横坐标(X, μg/mL), 绘制标准曲线, 得到双环己甲

酰酚汀线性回归方程为 Y=2.74×104X+2.18×102, 相关系数

r2 =0.99991(其中定容体积为 10 mL, 称样量为 1.00 g)。双

环己甲酰酚汀在 0.5~50.0 μg/mL 质量浓度范围内线性关系

良好。采用空白样品加标实验确定检出限和定量限, 得出双

环己甲酰酚汀的高效液相色谱检测检出限为 1 mg/kg, 定量

限为 5 mg/kg, 结果信噪比(S/N)分别为 4.7、35.6, 符合检出

限≥3S/N, 定量限≥10S/N 的检测技术要求。 
2.3.4  回收率和精密度 

在上述条件下, 分别取梅子、固体饮料和压片糖果 3
种不同空白基质, 于 1 倍、2 倍、10 倍 3 个水平进行加标

回收试验, 每个添加水平重复 6 次, 测定加标回收率和精

密度, 结果见表 1。双环己甲酰酚汀在梅子、固体饮料和

压片糖果 3 种不同空白基质中 3 个加标水平的平均回收率

为 85.6%~99.2%, 相对标准偏差为 1.77%~3.54%, 表明此

方法准确性和重复性良好, 可满足食品中双环己甲酰酚汀

的检测分析要求。对比基质标准曲线和空白溶剂标准曲线

分析结果, 在线性低点时, 方法的基质增强效果较为显著, 
基质效应因子为 2.35, 当浓度逐渐增大至线性高点时, 回
收率出现降低的趋势, 基质效应因子为 1.60。使用空白溶

剂配制标准曲线溶液得到的测定结果远远高于真实样品中

的待测物含量, 因此, 在含量测定中, 建议选择基质标准

曲线作为定量依据。 

2.4  实际样品分析  

使用上述方法对网购的 10 批次酵素梅等样品进行分

析, 发现其中一批次某品牌西梅中的双环己甲酰酚汀添加

量达到 610 mg/kg, 与超高效液相色谱-串联质谱法(母离子

m/z 538.2, 定量子离子 1 m/z 224.1, 子离子 2 m/z 334.1, 多
反应监测模式扫描, 正离子模式)测定结果一致(见表 2)。 

 
表 1  双环己甲酰酚汀的加标回收率(n=6) 

Table 1  Recovery rates of spiked dicyclohexylformylphentine (n=6) 

添加水平/ 
(mg/kg) 

压片糖果 梅子 固体饮料 

回收率 
/% 

相对标准 
偏差/% 

回收率/% 
(空白溶剂标曲) 

相对标准偏差/% 
(空白溶剂标曲) 

回收率 
/% 

相对标准 
偏差/% 

回收

率 
/% 

相对标准 
偏差/% 

5 95.7 1.77 224.9 2.72 85.6 3.54 89.1 2.74 

10 94.2 2.86  182.0 2.27  87.4 2.68 95.6 1.86 

50 99.1 1.77 159.0 1.67 92.8 2.28 99.2 1.91 

 
表 2  实际样品检测结果(mg/kg) 

Table 2  Detection results of actual samples (mg/kg) 

检测样品 
高效液相色谱法测

定结果 
超高效液相色谱-串
联质谱法测定结果 

酵素梅 1a 610 614.7 

酵素梅 1b 606 614.2 

酵素梅 2 ND ND 

酵素梅 3 ND ND 

酵素梅 4 ND ND 

酵素梅 5 ND ND 

固体饮料 1 ND ND 

固体饮料 2 ND ND 

压片糖果 1 ND ND 

压片糖果 2 ND ND 

注: ND 为未检出。 

 

3  结  论 

本研究通过建立基质标准曲线, 建立了一种高效、快

速、准确检测食品中双环己甲酰酚汀非法添加含量的高效

液相测定方法, 解决了基质增强效应带来的回收率过高的

困扰。经方法学验证, 方法的线性关系良好, 准确性和精

密度可靠, 检测通用性强,为食品中的酚汀类违法添加含

量检测提供了一种新的思路, 为食品安全监管提供了有力

的技术支撑。然而, 检测方法中关于基质增强效应的具体

机制尚不明确, 下一步将针对此方面开展详细探究。 
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