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摘要：采用高效液相色谱 4串联质谱法（5167480 / 80）建立了食品中非法添加的碱性橙、碱性嫩黄、酸性橙!、酸性

橙"和酸性黄 (, 这 * 种黄色工业染 料 的 定 量 定 性 分 析 方 法。使 用 9:;#3(< -,0 7#’ 分 离 柱（*" == - !. " ==，

#. ’ #=），以 * =="# / 6 乙酸铵水溶液（". #> 甲酸）4乙 腈（( / !，? / ?）为 流 动 相，流 速 为 ". ( =6 / =;(。采 用 电 喷 雾

离子化源，以多反应监测（8@8）方式分别在正、负 离 子 模 式 下 进 行 检 测。在 最 佳 检 测 条 件 下，得 到 了 较 宽 的 线 性

范围和较低的定量检出限。碱性橙和碱性嫩黄的线性范围均为 *. " & ’". " =: / 6；酸性橙!、酸性橙"及酸性黄 (,
的线性范围均为 #". " & #,". " #: / 6。食品中碱性橙、碱性嫩 黄、酸 性 橙!、酸 性 橙"及 酸 性 黄 (, 的 定 量 限 分 别 为

!"、!"、)"、)"、)" (: / :。该方法重现性较好，保留时间和峰面积的相对标准偏差分别不大于 " $ *"> 和 ! $ #)>。本研

究还测定了鸡肉、豆制品和黄鱼中添加的 * 种化工染料，回收率在 %$ $ ’> & $* $ !> 之间，结果令人满意。
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+ + 近几年来有很多关于向黄鱼、鸡肉、咸菜及豆制

品等食品中非法添加违禁黄色工业染料的报道。在

这些违禁黄色化学染料中，碱性橙、碱性嫩黄、酸性

橙!、酸性橙"和酸性黄 (, 毒性较大，均为国家禁

止在食品中添加的有毒化学染料。碱性橙、酸性橙

!、酸性橙"和酸性黄 (, 为偶氮类工业染料，比食
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用色素更容易使鱼类表皮着色，且不易褪色，通过这

些染料染色后的杂鱼和养殖黄鱼的颜色与野生黄鱼

极为相近，因而常被不法商贩用于这类食品的着色。

# # 目 前 碱 性 橙 的 分 析 方 法 有 高 效 液 相 色 谱 法

（!"#$）［$ % &］、气相色谱%质谱联用法（&$%’(）［’，(］；

碱性嫩黄的 分 析 方 法 有 !"#$ 法［$，(］、高 效 液 相 色

谱%质谱联用 法（!"#$%’(）［)］等；酸 性 橙 的 主 要 分

析方法 有 !"#$%’( 法［*］、!"#$ 法［+，"］、示 波 极 谱

法［$,］等。目前还未见同时测定食品中碱性橙、碱性

嫩黄、酸性橙!、酸性橙"和酸性黄 &) 的报道。本

文建立了 !"#$%’( ) ’( 同 时 检 测 食 品 中 碱 性 橙、

碱性嫩黄、酸性橙!、酸性橙"和酸性黄 &) 的方法，

并获得了较好的结果。该方法对于监控这些工业染

料在食品中的非法添加情况具有应用价值。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及试剂

# # *+,-./0 )’$,* 高效液相色谱 ) 质谱联用仪。碱

性橙和 酸 性 橙!购 自 1-234 公 司，碱 性 嫩 黄 购 于

56376 5+, 公司，酸性橙"和酸性黄 &) 购自 89: ;<%
9./=069>.9 公 司。?*@ 固 相 萃 取 柱（ ?40.9=，),
A+ ) & A#）。乙酸 铵、甲 酸、乙 腈、甲 醇 均 为 色 谱 纯

试剂，实验用 水 为 ’,--,B69. 超 纯 水。黄 鱼、豆 腐 干

和鸡肉样品购自当地超市。

# # 称取一定量的 ( 种标准品的固体粉末溶解于甲

醇，配制质量浓度为 $,, A+ ) #的单标准储备液。分

别吸取碱性橙和碱性嫩黄各 $ A#、酸性橙!、酸性

橙"及 酸 性 黄 &) 各 ! A# 的 单 标 准 储 备 液 到 $,,
A# 容量瓶，用流动相定容至刻度，配制成含 $ A+ ) #
碱性橙和碱性嫩黄，含 ! A+ ) # 酸性橙!、酸性橙"
和酸性黄 &) 的混合标准溶液，检测时用流动相配制

成所需浓度的工作溶液。

! ! #" 色谱条件

# # 色谱柱：*+,-./0 C8( $$+ 柱（(, AA - ! AA，

$. + #A）；流 动 相：( AA6- ) # 乙 酸 铵 水 溶 液（ 含

,. $D 甲酸）%乙 腈（& / !，E ) E）；流 速：,. & A# ) A,/；

进样体积：$ ##；柱温：&, F。

! ! $" 质谱条件

# # 离子源：电 喷 雾 离 子 源（;(G），正、负 离 子 方 式

检测；检测模式：多反应监测（’H’）；干燥气温度：

&(, F；干燥气流速：$, # ) A,/；喷雾器：!,). + 3"4；

毛细管电压：’ ,,, I；校准方法：质量轴自动调谐校

准。其他条件见表 $。

! ! %" 样品的前处理

# # 取 !,, + 样品（ 可食部分），均质后备用。

表 !" & 种黄色染料标准物质的主要特征离子

"#$%& !" ’(#)#*+&),-+,* ,./- .0 -+#/1#)1- .0 0,2& 3&%%.4 13&-

87. ’6J.
"49./0
,6/

（! " #）

842+<0.9
,6/

（! " #）

$6/.
E6-04+. )

I

$6--,=,6/
./.9+7 )

.I

$<97=6,J,/. & 0 !$& $") ) $!$ $!, !,

K4=,L M.--6N ! 0 !)+ !(! ) $’* $!, &(

*L,J C94/+.! % &!* !’* ) $*$ $!, !,

*L,J C94/+." % &!* $*$ ) $() $!, !(

*L,J M.--6N &) % &(! $()# # $!, &,

# # 称 取 $. , + 试 样 于 (, A# 离 心 管 中，加 入 $,
A# 甲醇（ 含 $D 甲酸）%(, AA6- ) # 乙酸铵水溶液（$
/ $，E ) E）组成的提取液，超声提取 &, A,/，以$, ,,,
9 ) A,/ 速率离心 $, A,/ 后，将上清液转移至另一离

心管中，残渣中加入 $, A# 提取液再次提取。合并

两次提取液定容至 !, A#。

# # 取 (. , A# 上 述 样 品 提 取 液，用 固 相 萃 取 柱 平

衡溶液（ 含 $D 甲 酸 的 (, AA6- ) # 乙 酸 铵 水 溶 液）

稀释定容至 $, A#，过 ?*@ 固相萃取柱（ 事先依次

用 & A# 甲醇、& A# 水、& A# 平衡溶液活化），然后

分别用 ! A# 上 述 提 取 液 淋 洗、! A# 水 洗 柱、( A#
洗脱液（ 含 (D 氨 水 的 甲 醇 溶 液）洗 脱。收 集 洗 脱

液，氮 气 吹 至 近 干，并 用 $. , A# 流 动 相 溶 解，经

,. !! #A 滤膜过滤后，利用 !"#$%’( ) ’( 仪测定。

#" 结果与讨论

# ! !" 前处理条件优化

# # 为选择提取效果最佳的提取液，取均质后的黄

鱼、豆腐干和鸡肉样品各 (, +，加入 $,, A+ ) # ( 种

黄色染料的标准溶液 ! A#，充分混匀，放置 !’ <。

# # 称 取 $. , + 样 品，分 别 以 $, A# 的 无 水 乙 醇、

*(D 乙腈水溶液、甲醇（ 含 $D 甲酸）%(, AA6- ) # 乙

酸铵水溶液（$/ $，E ) E）、(,D 甲醇溶液及甲醇为提

取液，每 个 样 品 提 取 两 次，每 次 超 声 提 取 &, A,/，

$, ,,, 9 ) A,/ 离心 $, A,/；合并两次提取液，上清液

定容至 !, A#，过 ,. !! #A 滤膜后用 !"#$%’( ) ’(
测定。每种提取方法重复测定 & 个样品。上述 ( 种

提取 液 的 提 取 率 依 次 为 ’"D 1 ),D、!)D 1 &)D、

))D 1 ++D、)+D 1 +*D、)"D 1 +(D。可 以 看 出 甲 醇

（ 含 $D 甲酸）%(, AA6- ) # 乙 酸 铵 水 溶 液（$ / $，E )
E）、(,D 甲醇溶液和甲醇这 & 种提取液的提取效果

基本一致。考虑到甲醇比水溶液更易挥发，污染严

重，且质谱检测时乙酸铵对离子化更有利，综合考虑

后采用甲醇（ 含 $D 甲 酸）%(, AA6- ) # 乙 酸 铵 水 溶

液（$/ $，E ) E）作为提取液。

·,+·
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! ! 为了去除样品中的杂质，减少基质干扰，采用固

相萃 取 小 柱 对 样 品 净 化 浓 缩。 考 察 了 不 同 型 号

（"#$%&’ ()*，+"#，,+- 及 ".-）的 小 柱 的 浓 缩

效果，发现 "#$%&’ ".- 固相萃取柱能有 效 去 除 杂

质，并且对 $ 种染料均有较好的净化浓缩效果，提高

了检测灵敏度。

! ! !" 标准曲线与定量检出限

! ! 用流动相稀释标准储备液来制备以下 $ 种混合

标准溶液。其中含有碱性橙和碱性嫩黄的质量浓度

依次为：$% &、"&% &、’&% &、(&% &、#&% & !/ 0 )；含有酸性

橙"、酸 性 橙#、酸 性 黄 )* 的 质 量 浓 度 依 次 为：

"&% &、’&% &、(&% &、#&% &、"*& !/ 0 )。 图 "# 和 1 为 $
种染料 的 质 量 浓 度 分 别 为 $% &、$ 2 &、"& 2 &、"& 2 &、

"& 2 & !/ 0 ) 的混合标准溶液的 ,3, 色谱图。以 $
种染料的质量浓度 !（4/ 0 )）为横坐标，以峰面积 "
为纵坐标绘制标准曲线，得到线性回归方程及相关

系数，同时以信噪比（# 0 $）为 "& 时对应的质量浓度

换算成在样品中的含量确定方法的定量限，结果见

表 ’。由表 ’ 可 以 看 出 本 方 法 具 有 较 宽 的 线 性 范

围，线性关系良好。

表 !" # 种黄色染料的线性回归方程、相关系数、线性范围及定量检出限

"#$%& !" ’&()&**+,- &./#0+,-*，1,))&%#0+,- 1,&22+1+&-0*（ !），%+-&#) )#-(&* #-3 %+4+0* ,2 ./#-0+2+1#0+,- ,2 05& 2+6& 7&%%,8 37&*

56% 3%/&%’’789 %:;#$789 % )79%#& &#9/% 0（!/ 0 )） )<= 0（9/ 0 /）

+>&6’87?79% @ ! " + (*(’() 2 &"! , )-- 2 )) & 2 ..#. $ 2 & , #& 2 & $
*#’7A B%CC8D ’ ! " + *"#&’’ 2 $#! / #$- 2 $ & 2 ..#. $ 2 & , #& 2 & $
.A7? <&#9/%" ! " + "#$"$) 2 ’)! / "(" 2 ’$ & 2 ...# "& 2 & , "*& 2 & "&
.A7? <&#9/%# ! " + ".)..$ 2 .-! / $- 2 ") & 2 ...# "& 2 & , "*& 2 & "&
.A7? B%CC8D )* ! " + "&.).-&! , --’ 2 .* & 2 ...- "& 2 & , "*& 2 & "&

! "：E%#F #&%#；!：4#’’ A89A%9$&#$789，!/ 0 )2

图 $" （#，$）# 种染料混合标准溶液、（ 1，3）黄鱼基质空白及（&，2）该空白样品在定量限添加水平下的 9’9 谱图

:+(! $" 9/%0+;%& )&#10+,- 4,-+0,)+-( 15),4#0,()#4* ,2（#，$）# 4+<&3 *0#-3#)3 *,%/0+,- ,2 2+6& 7&%%,8 37&*，

（ 1，3）# $%#-= 7&%%,8 1),#=&) *#4;%& #-3（&，2）05& $%#-= *#4;%& *;+=&3 8+05 2+6& 7&%%,8 37&*

·"#·
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! ! "# 重现性、回收率和精密度实验

# # 向豆制品、黄鱼和鸡肉 $ 种食品样品中分别添

加 % 种黄色工业染料标准品溶液，$ 种食品 样 品 中

碱性橙和碱性嫩黄的加标水平为：!&、’&、(&& !" # "；

酸性橙!、酸性橙"、酸性黄为 ’&、)&、!&& !" # "，每

个加标水平重复测定 * 次。图 ($ + % 为黄鱼基质空

白及其在定量限水平下加标的 &’& 色谱图。不同

食品中黄色工业染料的加标回收结果见表 $，回 收

率在 ,"- )&( + "%- !&( 之间，相对标准偏差（’)*）

小于 ’- &(。

# # 为考察仪器的重现性，以质量浓度为 (&& #" # +
的碱性橙、碱性嫩黄和质量浓度为 !&& #" # +的酸性

橙!、酸性橙"、酸性嫩黄 $* 的混合标样为例，重复

测定 % 次，保留时间和峰面积的 ’)* 分别在 &- &,(
+ &- %&( 和 (- ’&( + !- (’( 之 间。 本 方 法 的 重 复

性、回收率和精密度均令人满意。

表 "# 不同食品中 $ 种黄色染料的回收率和精密度

"#$%& "# ’&()*&+,&- #./ 0+&(,-,).- )1 23& 1,*& 4&%%)5 /4&- ,. /,11&+&.2 1))/-

,--. */0 )1230. #（!" # "） ,-4!. #（!" # "） ’0$-506/ # ( ’)*（! . *）# (
708! 16-.4$9 :;6/<-2.2!0 = !& > & () > ’ "! > && $ > (

78<2$ ?0@@-A ! !& > & () > % "! > %& ! > *
B$2. C68!"0 ! ’& > & $% ), > %& ! > )
B$2. C68!"0 " ’& > & $! )& > && $ > &
B$2. ?0@@-A $* ’& > & $* "& > && $ > $

?0@@-A $6-8306 :;6/<-2.2!0 = ’& > & $, > % "$ > ,% ! > )
78<2$ ?0@@-A ! ’& > & $) "% > && ( > "
B$2. C68!"0 ! )& > & ,! )( > $& $ > %
B$2. C68!"0 " )& > & ,( > ! )! > !% $ > !
B$2. ?0@@-A $* )& > & ,$ > ! ," > )& ! > *

:;2$30! :;6/<-2.2!0 = (&& > & "% > ! "% > !& ! > %
78<2$ ?0@@-A ! (&& > & "’ "’ > && ! > $
B$2. C68!"0 ! !&& > & (*! > * )" > "% ( > )
B$2. C68!"0 " !&& > & (*’ > % "& > $& ! > ,
B$2. ?0@@-A $* !&& > & (%" > * ), > $) ( > *

"# 结语

# # 本文运用 DE+:F&) # &) 法同时测定食品中非

法添加的碱性橙、碱性嫩黄、酸性橙!、酸性橙"及

酸性黄 $*。建 立 的 方 法 具 有 快 速、灵 敏、准 确 等 优

点，可用于食品中上述 % 种非法添加的黄色工业染

料的同时测定及确证。该方法可为建立食品中非法

添加黄色工业染料的检测提供借鉴。
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