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改进 ＱｕＥＣｈＥＲＳ－液质联用法
测定食品中 ６ 种非食用色素
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摘要:建立了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 提取和净化样品的改进方法ꎬ利用超高效液相色谱－三重四级杆质谱(ＵＰＬＣ－ＭＳ / ＭＳ)同时测定食

品中 ６ 种非食用色素碱性橙Ⅱ、罗丹明 Ｂ、苏丹红Ⅰ~Ⅳ的方法ꎮ 针对不同基质样品采用乙腈或乙腈－水萃取、低温冷冻、Ｃ１８净

化、液相分离后多反应离子监测模式(ＭＲＭ)测定ꎮ 对红酒、葵花籽、糖果的检测结果表明ꎬ６ 种非食用色素的方法检出限为

１􀆰 ０~２０􀆰 ０ μｇ / ｋｇꎻ回收率为 ７２􀆰 ４％~１１４􀆰 ７％ꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)为 ３􀆰 ７％~１１􀆰 ３％ꎮ 与传统前处理方法相比ꎬ该方法在有机试

剂消耗量、时间上均可节省 ５０％以上ꎮ
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　 　 工业染料对人体有致癌作用、遗传毒性作

用[１－２]ꎬ对消费者的身体健康造成极大危害ꎬ故食品

监管部门将这些工业染料列为非食用物质ꎬ禁止在

食品中添加ꎮ 碱性橙Ⅱ、罗丹明 Ｂ、苏丹红是常被非

法添加的工业染料ꎬ是一线食品检验工作监控的重

点ꎮ 目前ꎬ常用的非食用色素的前处理方法有液液

萃取法[３]、固相萃取法[４－６]、凝胶渗透净化法[７－８]ꎬ测
定方法主要为液相色谱法[３－５ꎬ９]和液相色谱－质谱联

用法[６－８ꎬ１０]ꎬ这些方法存在前处理步骤较为复杂ꎬ有
机试剂用量太大ꎬ净化试剂质量参差不齐ꎬ导致结果

差距大ꎬ难同时检测多种非食用色素等问题ꎮ
ＱｕＥＣｈＥＲＳ 技术较传统前处理技术具有精准度

高ꎬ操作更简单ꎬ成本更低廉ꎬ环境友好等众多优势ꎬ
逐渐替代传统前处理方法ꎮ ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法多用于农

药残留、兽药残留的前处理[１１－１４]ꎬ很少用于食品中

非食用色素的研究[１５－１８]ꎬ难点首先在于这些染料有
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油溶性的ꎬ也有水溶性的ꎬ难以从各类食品中高效提

取这些染料ꎻ其次ꎬ食品中各种染料容易被大部分吸

附剂吸附ꎬ难解析ꎮ
笔者改进了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法ꎬ建立适用于低浓

度多种非食用色素同时检测方法ꎬ为食品中非食用

色素的风险检测提供更准确、便捷、环保的技术

支持ꎮ

１　 实验方法

１􀆰 １　 仪器与试剂

１２９０－６４６０ 液相色谱串联质谱仪ꎬ美国安捷伦

公司生产ꎻ ＸＳ２０５ 十万分之一天平ꎬ美国 Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ 公司生产ꎻＴＤＬ－５ 离心机ꎬ上海安亭科学仪

器厂生产ꎮ
碱性橙Ⅱ、罗丹明 Ｂ 和苏丹红Ⅰ~苏丹红Ⅳ标

准品ꎬＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ ＬＡＢ Ｃｈｅｍｉｋａｌｉｅｎ ＧｍｂＨ 生产ꎻ
乙腈、乙酸铵ꎬ色谱纯ꎬ德国 Ｍｅｒｃｋ 公司生产ꎻ氯化

钠ꎬ分析纯ꎬ国药集团生产ꎻ０􀆰 ２２ μｍ 有机滤膜、Ｃ１８

净化剂ꎬ上海安谱实验科技股份有限公司生产ꎻ实验

室用水为超纯水ꎮ
１􀆰 ２　 标准溶液的配制

准确称取适量苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、
苏丹红Ⅳ、罗丹明 Ｂ、碱性橙Ⅱ标准品ꎬ用乙腈溶解ꎬ
得到标准储备液ꎬ避光于 ４℃下保存ꎬ使用前稀释ꎮ
１􀆰 ３　 样品处理

纯油基质样品:称取 ２􀆰 ００ ｇ 样品于 １５ ｍＬ 离心

管中ꎬ加入 ５ ｍＬ 乙腈ꎬ涡旋提取 ５ ｍｉｎꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ２ ｍｉｎꎬ－２０℃冷冻 １ ｈꎬ取出后移取 ２ ｍＬ 乙腈

层于装有 １００ ｍｇ Ｃ１８ 的 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ涡旋

２ ｍｉｎꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ过 ０􀆰 ２２ μｍ 有机滤

膜ꎬ待测ꎮ
非纯油基质样品:称取 ２􀆰 ００ ｇ 样品于 １５ ｍＬ 离

心管中ꎬ加入 ５ ｍＬ 乙腈、５ ｍＬ 超纯水ꎬ涡旋提取

２ ｍｉｎꎬ加入 １ ｇ 氯化钠ꎬ涡旋震荡 ２ ｍｉｎꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ２ ｍｉｎꎬ－２０℃冷冻 １ ｈꎮ 迅速移取 ２ ｍＬ 乙腈层

溶液ꎬ加入到装有 １００ ｍｇ Ｃ１８的 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ涡
旋 ２ ｍｉｎꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ过 ０􀆰 ２２ μｍ 有机

滤膜ꎬ待测ꎮ
１􀆰 ４　 液相色谱串联质谱条件

１􀆰 ４􀆰 １　 液相色谱条件

色谱柱:ＺＯＲＢＡＸ －ＳＢ －Ｃ１８( ２􀆰 １ ｍｍ × ５０ ｍｍꎬ
１􀆰 ８ μｍ)ꎻ进样量:５ μＬꎻ柱温:４０℃ꎻ流速:０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ
流动相 Ａ 为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵水溶液ꎬ流动相 Ｂ 为

甲醇ꎮ 梯度洗脱条件如表 １ 所示ꎮ
表 １　 梯度洗脱程序

时间 / ｍｉｎ 流速 / (ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１) ｗ(Ａ) / ％ ｗ(Ｂ) / ％
０􀆰 ００ ０􀆰 ３ ７０ ３０
１􀆰 ００ ０􀆰 ３ ７０ ３０
６􀆰 ００ ０􀆰 ３ ５ ９５
９􀆰 ５０ ０􀆰 ３ ５ ９５
１０􀆰 ５ ０􀆰 ３ ７０ ３０

１􀆰 ４􀆰 ２　 质谱条件

离子源:ＥＳＩ 正模式ꎻ雾化气:氮气ꎻ雾化气压

力:１５ ｐｓｉꎻ离子喷雾电压:３ ５００ Ｖꎻ干燥气温度:
３５０℃ꎻ干燥气流速:１５ Ｌ / ｍｉｎꎻＭＲＭ 模式监测ꎮ 优

化确定的质谱条件如表 ２ 所示ꎮ
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Ｓｕｓｔａｉｎａｂｉｌｉｔｙꎬ２０１６ꎬ８(５):４７８－４９１.
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化[Ｊ] .计算机与应用化学ꎬ２０１１ꎬ２８(１２):１５５７－１５６０.
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表 ２　 ６ 种非食用色素质谱分析条件

名称 母离子 ｍ / ｚ 子离子 ｍ / ｚ 碎裂电压 / Ｖ 碰撞能量 / Ｖ
碱性橙Ⅱ ２１３􀆰 ０ １２９􀆰 ９ꎬ７７􀆰 ０∗ １２２ １８ꎬ１８
罗丹明 Ｂ ４４３􀆰 ０ ３５５􀆰 ０ꎬ３９９􀆰 ０∗ １４０ ４６ꎬ６８
苏丹红Ⅰ ２４９􀆰 ０ ９３􀆰 ０ꎬ２３１􀆰 ９∗ １０４ ３０ꎬ１０
苏丹红Ⅱ ２７６􀆰 ９ １５５􀆰 ８ꎬ１２０􀆰 ９∗ １０４ １０ꎬ１８
苏丹红Ⅲ ３５３􀆰 １ ７６􀆰 ７ꎬ１５６􀆰 １∗ １４０ ３０ꎬ２２
苏丹红Ⅳ ３８１􀆰 ２ ２２３􀆰 ８ꎬ９１􀆰 ０∗ １４０ １８ꎬ２２

　 　 注:∗为定量离子ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 前处理条件的选择

经典 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方 法 一 般 采 用 石 墨 化 碳

(ＧＣＢ)、Ｎ－丙基乙二胺(ＰＳＡ)、硅胶(Ｃ１８)３ 种填料

配合使用达到净化目的ꎬ６ 种非食用色素分子均存

在苯环而被 ＧＣＢ 紧密吸附并难以解析ꎬ不适用非食

用色素的净化ꎻ有研究采用 ＰＳＡ 作为 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法

的净化剂[１５ꎬ１７]ꎬ试验中显示 ＰＳＡ 对罗丹明 Ｂ 等具有

一定的吸附能力ꎬ调节 ｐＨ 至适当碱性虽能大部分

解析ꎬ 但 杂 质 同 样 被 解 析 出 来ꎬ 不 予 采 用ꎮ
ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理机理及步骤如图 １ 所示ꎮ

图 １　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理流程图

乙腈对碱性橙Ⅱ、罗丹明 Ｂ、苏丹红Ⅰ~Ⅳ的溶

解性好ꎬ难溶解蛋白质、糖类、脂肪ꎬ对含油样品选择

乙腈为提取试剂ꎻ考虑水对各种基质食品的溶解能

力ꎬ对于不含油样品选择乙腈和水作为提取试剂ꎮ
加入溶剂后可将样品中的目标物、蛋白质、糖分、酸
碱等物质溶出ꎻ加入氯化钠后由于盐析效应乙腈、水
分层ꎬ酸、碱、盐和大部分蛋白质等留在水相中ꎻ通过

低温冷冻样液中的大部分脂肪凝固被去除ꎬ再快速

转移用 Ｃ１８净化剂将样液剩余的少量杂质清除ꎮ 天

然色素多是水溶性ꎬ且对检测不造成影响ꎬ去除步骤

复杂ꎬ可能部分存在样液中ꎮ
Ｃ１８质量(０、５０、１００、１５０、２００ ｍｇ)对检测结果的

影响如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ使用 ５０、１００、

１５０ ｍｇ Ｃ１８ꎬ前 ５ 种非食用色素回收率较好ꎬ苏丹红

Ⅳ回收率稍差ꎻ原因是苏丹红Ⅳ极性最小ꎬＣ１８质量

不足时样液残留的弱极性杂质抑制苏丹红Ⅳ电离ꎬ
Ｃ１８过量对苏丹红Ⅳ有一定吸附ꎮ 因此ꎬＣ１８的质量

选择 １００ ｍｇꎮ
表 ３　 Ｃ１８质量对回收率的影响 ％

Ｃ１８质量 /

ｍｇ

碱性

橙Ⅱ

罗丹

明 Ｂ

苏丹

红Ⅰ

苏丹

红Ⅱ

苏丹

红Ⅲ

苏丹

红Ⅳ

０ ８７􀆰 ５ ７９􀆰 ２ ７４􀆰 ７ ７５􀆰 ３ ７０􀆰 ６ ６３􀆰 ７

５０ ９４􀆰 ２ ８８􀆰 １ ８５􀆰 ４ ８２􀆰 ９ ８３􀆰 ５ ７４􀆰 ６

１００ １０３􀆰 ０ ９４􀆰 ６ ９０􀆰 ２ ８７􀆰 ３ ８７􀆰 ４ ８２􀆰 ７

１５０ ９９􀆰 ８ ９２􀆰 ５ ８８􀆰 ９ ８７􀆰 ０ ８５􀆰 ５ ７８􀆰 ２

２００ ８８􀆰 １ ８９􀆰 １ ８９􀆰 １ ８２􀆰 ３ ８２􀆰 ３ ７０􀆰 ５

２􀆰 ２　 液相条件的优化

试验比较了以 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵、０􀆰 １％甲酸水

溶液分别与甲醇、甲醇－乙腈(体积比为 １ ∶１)、乙腈

配伍作为流动相对检测的影响:乙腈为流动相时ꎬ目
标物分离效果较好ꎬ色谱峰少拖尾且响应灵敏ꎻ分别

用 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵、０􀆰 １％甲酸水溶液为流动相ꎬ
与乙腈梯度洗脱 ６ 种非食用色素色谱峰相差不大ꎬ
考虑未来扩展本方法同时测定更多非食用色素尤其

是酸性染料ꎬ故而选用 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵溶液与乙

腈作为流动相梯度淋洗ꎮ ６ 种非食用色素样品加标

色谱图如图 ２ 所示ꎮ

图 ２　 ６ 种非食用色素加标样品 ＭＲＭ 色谱图
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２􀆰 ３　 方法验证

配制一系列不同质量浓度的 ６ 种非食用色素混

合标准溶液ꎬ结果表明ꎬ罗丹明 Ｂ、碱性橙Ⅱ、苏丹红

Ⅰ和苏丹红Ⅱ在 ２􀆰 ０~１００ μｇ / Ｌ 范围内线性关系良

好ꎬ苏丹红Ⅲ和苏丹红Ⅳ在 ８􀆰 ０ ~ ２５０ μｇ / Ｌ 范围内

线性关系良好ꎮ 以空白样品添加标准溶液进行检出

限、不同浓度水平回收率和精密度实验(平行测定 ６
次)ꎬ结果如表 ４ 所示ꎮ 由表 ４ 可以看出ꎬ除苏丹红

Ⅳ回收率、精密度稍差ꎬ其他 ５ 种非食用色素的方法

检出限低ꎬ回收率、精密度好ꎮ
表 ４　 ６ 种非食用色素的检出限、回收率、相对标准偏差

名称

检出限 /

(μｇ􀅰

ｋｇ－１)

加标

浓度 /

(μｇ􀅰

ｋｇ－１)

红酒 葵花籽 糖果

回收

率 / ％

ＲＳＤ /

％

回收

率 / ％

ＲＳＤ /

％

回收

率 / ％

ＲＳＤ /

％

碱性橙Ⅱ ４􀆰 ０ ５０ １０４􀆰 ４ ６􀆰 ２ １０２􀆰 ７ ５􀆰 ４ １０９􀆰 ３ ５􀆰 ５
　 　 ２００ １００􀆰 ７ ４􀆰 ２ １０２􀆰 ９ ４􀆰 ７ １０２􀆰 ５ ４􀆰 ８

罗丹明 Ｂ １􀆰 ０ ５０ １０５􀆰 ２ ５􀆰 ４ ９８􀆰 ４ ４􀆰 ９ １０５􀆰 ８ ６􀆰 ２
　 　 ２００ ９８􀆰 ７ ４􀆰 ０ ９６􀆰 ７ ３􀆰 ７ １０３􀆰 ２ ５􀆰 ６

苏丹红Ⅰ ４􀆰 ０ ５０ ９２􀆰 ３ ６􀆰 １ ９２􀆰 ８ ６􀆰 ４ １０３􀆰 ５ ６􀆰 １
　 　 ２００ ９３􀆰 １ ４􀆰 １ ９５􀆰 ０ ４􀆰 ３ １０２􀆰 ９ ４􀆰 ８

苏丹红Ⅱ ２􀆰 ０ ５０ ９２􀆰 ０ ５􀆰 ５ ９３􀆰 １ ５􀆰 ８ ９８􀆰 ６ ５􀆰 ４
　 　 ２００ ９５􀆰 ４ ４􀆰 ２ ９５􀆰 ８ ５􀆰 ０ ９９􀆰 ６ ４􀆰 ４

苏丹红Ⅲ ７􀆰 ５ １００ ８５􀆰 ６ ６􀆰 ８ ９１􀆰 ３ ６􀆰 ２ ８６􀆰 ８ ７􀆰 ５
　 　 ４００ ８９􀆰 ５ ５􀆰 ３ ９１􀆰 ９ ５􀆰 ５ ８７􀆰 ２ ５􀆰 １

苏丹红Ⅳ ２０ １００ ８２􀆰 ７ ９􀆰 ２ ８７ ８􀆰 ５ ８７􀆰 ５ ９􀆰 ８
　 　 ４００ ８６􀆰 ９ ６􀆰 ３ ９２􀆰 ２ ５􀆰 ５ ８８􀆰 ０ ７􀆰 １

２􀆰 ４　 方法应用

对市售 ７８ 份样品进行测定ꎬ若采用固相萃取法

净化[４]ꎬ完成前处理约需消耗 ８ ０００ ｍＬ 有机试剂ꎬ
耗时超过 ７ ｈꎮ 而用本文所述方法仅消耗 ４００ ｍＬ 有

机试剂ꎬ完成净化步骤仅耗时 ３ ｈꎬ极大地提高了检

验效率并减少环境污染ꎮ 在一批次假冒红酒中检出

罗丹明 Ｂ 的质量分数为 ５􀆰 ５ μｇ / ｋｇꎬ而采用 ＳＮ / Ｔ
２４３０—２０１０«进出口食品中罗丹明 Ｂ 的检测方法»
未能检出罗丹明 Ｂꎮ

３　 结语

采用改进的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法对红酒、葵花籽、糖
果等食品进行净化ꎬ建立了 ＵＰＬＣ－ＭＳ / ＭＳ 同时检测

食品中碱性橙Ⅱ、罗丹明 Ｂ、苏丹红Ⅰ~ Ⅳ的方法ꎮ
样品经乙腈或乙腈－水提取ꎬ低温冷冻ꎬＣ１８净化ꎬ有
效去除杂质ꎬ采用乙腈－１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸铵为流动相

进行分离检测ꎮ 与传统前处理操作相比ꎬ该方法检

出限低ꎬ有机试剂消耗量、时间均可节省 ５０％以上ꎬ
对于提高这些染料检验灵敏度、准确性和效率具有

重要实用意义ꎮ
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