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SPE-UPLC-MS/MS同时测定食品中
24种酸性工业染料
闵宇航1,2，刘斯琪1,2，余晓琴1,2，李澍才1,2，张丽平3, *

（1.四川省食品检验研究院，四川成都 611731；
2.国家市场监管重点实验室（白酒监管技术），四川成都 611731；
3.成都纺织高等专科学校轻工与材料学院，四川成都 611731）

摘　要：建立了固相萃取-超高效液相色谱串联质谱法同时测定食品中 24种酸性工业染料的分析方法。样品经氨水

乙醇溶液（氨水:无水乙醇:水=2:7:1，v/v/v）提取，提取液氮吹浓缩至 1 mL，加入 10 mL 5%甲醇水溶液，弱阴

离子交换固相萃取柱（Agela Cleanert PWAX）富集净化，氮吹复溶后，Agilent ZORBAX Eclipse RRHD C18（3.0 mm×
150 mm，1.8 μm）色谱柱分离，流动相采用乙腈和 10 mmol/L乙酸铵溶液进行梯度洗脱，电喷雾离子源负离子进

行电离，多反应监测模式（MRM）下测定，外标法定量。结果表明，24种酸性工业染料在 20~300 ng/mL范围内，

相关系数 r均大于 0.999；方法检出限为 10 μg/kg，定量限为 25 μg/kg；在 25、100、250 μg/kg三个不同加标水平

下的回收率为 91.0%~112.7%，相对标准偏差（n=6）为 0.42%~4.39%。采用该方法对市售的豆制品、调味品、水

产品、肉制品各 40批次进行测定，2批次卤肉样品中检出酸性橙Ⅱ，含量分别为 138±2.8 μg/kg和 179±3.7 μg/kg；
2批次香肠样品中检出红 2G，含量分别为 320±8.6 μg/kg和 230±6.2 μg/kg。该方法灵敏、快速、准确，适用于食品

中 24种酸性工业染料的定性定量测定。

关键词：酸性工业染料，固相萃取（SPE），超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS），豆制

品，调味品，水产品，肉制品
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Simultaneous Determination of 24 Acid Industrial Dyes in Food by
Solid Phase Extraction-Ultrahigh Performance Liquid

Chromatography-Tandem Mass Spectrometry
MIN Yuhang1,2，LIU Siqi1,2，YU Xiaoqin1,2，LI Shucai1,2，ZHANG Liping3, *
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3.Department of Light Industry and Materials, Chengdu Textile College, Chengdu 611731, China）

Abstract：A method based on solid phase extraction (SPE) combined with ultra-high performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) was established for the determination of 24 acid industrial  dyes in food.  The
sample was extracted with ammonia-ethanol solution (ammonia: absolute ethyl alcohol:water=2:7:1, v/v), the extracting
solution  was  condensed  to  1  mL under  a  stream of  nitrogen， then  dissolved  by  10  mL 5% methanol-water  solution.  The
solution  was  purified  by  Agela  Cleanert  PWAX  SPE  column.  The  eluant  was  dried  with  nitrogen  and  dissolved  by  
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ammonium  acetate  acetonitrile  solution  (10  mmol/L  ammonium  acetate  water:acetonitrile  =1:1,  v/v),  the  analytes  were
separated  by  the  Agilent  ZORBAX Eclipse  RRHD C18  (3.0  mm×150  mm，1.8  μm)  column using  mobile  phase  gradient
with acetonitrile and 10 mmol/L ammonium acetate. The analytes were ionized with negative electrospray ionization (ESI−)
and analyzed by multiple reaction monitoring (MRM) mode, then quantified by external standard method. The linearity of
24 acid industrial dyes displayed good linearities in the range from 20~300 ng/mL, the correlation coefficients higher than
0.999. The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were 10 μg/kg and 25 μg/kg. The recoveries at three level
spiked  levels  (25、100、250 μg/kg)  were  91.0%~112.7% with  the  relative  standard  deviations  (n=6)  between  0.42% and
4.39%. The method was applied to determine 40 batches of bean products, condiments, aquatic products and meat products
each, the  acid  orange  Ⅱ was  detected  in  2  batches  of  braised  meat  samples,  the  content  was  138±2.8  μg/kg  and  179±
3.7 μg/kg, the red 2G was detected in 2 batches of sausage samples, the content was 320±8.6 μg/kg and 230±6.2 μg/kg. The
method is rapid, sensitive and reliable, it can be applied to determine 24 acid industrial dyes in food.

Key words：acid industrial dyes；solid phase extraction (SPE)；ultrahigh performance liquid chromatography-tandem mass

spectrometry (UPLC-MS/MS)；bean products；condiments；aquatic products；meat products

工业染料被广泛应用于毛皮制品、纺织品、陶瓷

制品等工业产品的上色，具有色泽艳丽、价格低廉、

不易褪色等优点。工业染料多以苯、甲苯、萘等芳香

族化合物为原料，经过磺化、偶氮化等化学反应而

成，进入人体后，会被肠道细菌分解成芳香胺，具有致

癌和致突变性[1−2]。此外，还具有胚胎毒性，会造成发

育异常[3]。酸性工业染料一般都是芳香族的磺酸钠

盐，溶于水后电离成色素酸阴离子，能与氨基或酰胺

基相结合，易上色于蛋白类产品[4]，近年来，食品中非

法添加酸性工业染料的恶性事件屡禁不止，例如灌肠

类肉制品中检出红 2G[5]，卤肉中检出酸性橙Ⅱ[6]，黄

三鱼中非法添加酸性橙Ⅱ[7]，豆制品加工中非法添加

酸性金黄 G[8] 等。针对风险，监管部门加大了对食品

中非法添加工业染料的打击力度，近几年也陆续发布

了食品中工业染料的补充检验方法，但是现行的检测

方法存在能检测的酸性工业染料较少，基质覆盖不

够，通用性不强的问题，造成监管存在较大漏洞。因

此，建立一种包含化合物多、通用性强、能覆盖多种

高风险食品基质的酸性工业染料检测方法非常有

必要。

目前，工业染料的检测方法有薄层色谱法[9]、酶

联免疫法[10]、电化学分析法[11]、气相色谱串联质谱

法[12−13]，高效液相色谱法[14−15] 和高效液相色谱串联

质谱法[16−18]。由于食品基质较为复杂，酶联免疫法和

高效液相色谱法容易出现假阳性；薄层色谱法和电化

学分析法的灵敏度较低，无法满足日常风险筛查的需

求；气相色谱串联质谱法前处理较为复杂，检测效率

较低；液相色谱串联质谱法具有灵敏度高、抗干扰能

力强以及前处理方式较为简便的优点 [19]，被广泛应

用于食品非法添加的检测中，但是在质谱检测中由于

基质中的磷脂、胆固醇、蛋白质等内源性物质会影响

目标分析物的离子化效率，使得目标分析物的质谱信

号增加或者减弱，产生基质效应，造成定量测定结果

不准确的问题[20]。

本研究拟采用超高效液相色谱-串联质谱法

（UPLC-MS/MS），结合固相萃取（SPE）净化技术降低

基质效应，建立能覆盖非法添加的高风险食品基质包

括肉制品、豆制品、水产品和调味品中 24种酸性工

业染料的测定方法，以期为工业染料的非法添加监管

提供强有力的技术支撑。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

橙黄Ⅳ、红 2G、甲基橙、喹啉黄、酸性橙Ⅱ、酸

性橙 3、酸性橙 10、酸性橙 12、酸性橙 20、酸性红

26、酸性红 52、酸性大红 GR、酸性红 87、酸性黄

17、酸性金黄 G、酸性蓝 1、酸性蓝 3、酸性蓝 7、酸

性蓝 83、酸性蓝 90、酸性蓝 113、酸性绿 16、酸性

紫 43、铬蓝 SE　德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH公司，

纯度均大于 98%；Cleanert  PWAX固相萃取小柱

（150 mg，6 mL）　天津博纳艾洁尔科技有限公司；

Oasis  WAX固相萃取小柱（150 mg，6 mL）　美国

Waters公司；WondaSep WAX固相萃取小柱（150 mg，
6 mL）　日本岛津公司；0.25 μm聚四氟乙烯（Poly
tetra fluoroethylene，PTFE）滤膜、0.25 μm聚偏氟乙

烯（Polyvinylidene fluoride，PVDF）滤膜、0.25 μm聚

丙烯滤膜（Polypropylene，PP）滤膜、0.25  μm尼龙

（Nylon，PA）滤膜　天津亿鼎鑫分析仪器有限公司；

乙腈、乙酸铵　色谱纯，美国 Thermo Fisher Scientific
公司；氨水　分析纯，成都科隆化学品有限公司；水

产品、调味品、肉制品、豆制品各 40批次　购自农

贸市场。

ACQUITY UPLC® BEH C18 色谱分析柱（2.1 mm×
100 mm，1.7 μm）　美国 WatersTM 公司；AcclaimTM

RSLC 120 C18 色谱分析柱（2.1 mm×100 mm，2.2 μm）、

Thermo Scientific Heraeus Mlutifuge X3R高速冷冻

离心机　美国Thermo Fisher Scientific公司；ZORBAX
Eclipse  RRHD  C18 色谱分析柱 （ 2.1  mm×50  mm，

1.8 μm）、ZORBAX Eclipse RRHD C18 色谱分析柱

（3.0  mm×150  mm，1.8  μm）、Agilent  1290  Infinity
Ⅱ超高效液相色谱仪、Agilent 6495C三重四极杆质

谱仪　美国 Agilent公司；IRM IDH30超声仪　德

国 IRM Technology GmbH公司；IKA MS3涡旋混

合器　德国 IKA公司；Biotage TurboVap全自动氮

吹仪　瑞典 Biotage公司。 
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1.2　实验方法 

1.2.1   标准溶液的制备　准确称取 24种酸性工业染

料标准品各 10 mg（精确至 0.01 mg），用水溶解，乙腈

定容至 10 mL，混匀，制成 1 mg/mL的标准储备液。

再精密吸取 10 μL标准储备液置 10 mL容量瓶中，乙

腈定容至刻度，混匀，制成 1 μg/mL的混合标准溶液。

精密吸取混合标准溶液适量，采用空白基质加

标的方法制备浓度为 20、50、100、150、200、250、
300 ng/mL随行基质标准工作溶液。 

1.2.2   供试品溶液的制备　称取均质后的样品 2 g
（精确至 0.001 g），置 50 mL离心管中，加入 10 mL
氨水乙醇溶液（氨水:无水乙醇:水=2:7:1，v/v/v），涡
旋 1 min，再超声（功率 500 W）10 min，以 10000 r/min
在 4 ℃ 条件下离心 5 min，上清液转移至 20 mL容

量瓶中，残渣再加入 5 mL氨水乙醇溶液重复提取

1次，合并上清液，用氨水乙醇溶液定容至刻度，混

匀，作为提取液。精密吸取 10 mL提取液至氮吹管

中，氮吹浓缩至约 1 mL，加入 10 mL 5%甲醇水溶液

混匀，作为待净化液。

净化前，依次用 6 mL甲醇，6 mL水对 PWAX
固相萃取小柱进行活化。将待净化液以 1 mL/min
的速度通过固相萃取小柱，依次用 6 mL水，6 mL甲

醇淋洗，再用 5%氨水甲醇溶液 10 mL洗脱，收集洗

脱液，40 ℃ 氮吹至近干，精密加入 1 mL乙酸铵乙腈

溶液（10 mmol/L乙酸铵溶液:乙腈=1:1，v/v）复溶，

过 PTFE滤膜，滤液供液相色谱-串联质谱仪测定。 

1.2.3   分析条件　液相色谱条件：色谱柱：Agilent
ZORBAX Eclipse RRHD C18 色谱柱（3.0 mm×150 mm，

1.8 μm）；柱温：40 ℃；进样量：2 μL；流动相：A相：

10 mmol/L乙酸铵溶液；B相：乙腈；流速 0.3 mL/min；
流动相梯度见表 1。
 
 

表 1    流动相梯度洗脱程序
Table 1    The gradient elution program of mobile phase

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0.00 85 15
3.00 75 25
8.00 65 35
20.00 52 48
22.00 10 90
24.00 10 90

 
质谱条件：离子源：电喷雾离子源（ESI）；扫描方

式：负离子扫描；检测方式：多反应检测（MRM）；毛细

管电压：3.0 kV；干燥气温度：250 ℃；干燥气流量：

11 L/min；雾化气压力：25 psi；鞘气温度：250 ℃；鞘

气流量：11 L/min。化合物质谱参数见表 2。 

1.3　数据处理

采用美国Agilent Technologies Inc.的MassHunter
Workstation  Software  11.0软 件 进 行 分 析 处 理 ，

Microsoft Office Excel 2016软件进行统计分析。 

 

表 2    24种酸性工业染料的质谱参数

Table 2    Mass parameters of 24 acid industrial dyes

化合物 母离子（m/z） 子离子（m/z） 碎裂电压（V） 碰撞电压（V）

橙黄Ⅳ 352.2
287.7

380
25

272.1 25
156.0* 30

红2G 463.9
358.9*

380
28

344.0 30
290.8 24

甲基橙 304.1
288.0

380
29

156.2* 25
80.2 57

喹啉黄 215.6
183.2*

380
20

161.5 20
80.1 20

酸性橙Ⅱ 326.9
171.0*

380 29
156.1 37

酸性橙3 429.0
411.0

380
45

394.9* 30
382.3 30

酸性橙10 407.1
302.1*

380
30

247.1 30
238.0 30

酸性橙12 327.0
234.8*

380 20
207.0 30

酸性橙20 327.0
247.0*

380
15

171.2 15
156.1 30

酸性红26 217.0
150.5*

380
10

136.4 10
79.9 10

酸性红52 557.4
513.4*

380
60

469.1 60
433.3 40

酸性大红GR 511.1
301.9*

380
20

194.1 60
80.1 60

酸性红87 646.9
522.7*

380
35

442.6 35
81.0 35

酸性黄17 251.8
201.9

380
25

171.2* 25
107.2 25

酸性金黄G 352.4
155.9*

380 33
80.1 65

酸性蓝1 543.3
463.0

380
40

418.9 60
375.0* 60

酸性蓝3 559.4
479.5

380
50

435.2* 60
391.2 40

酸性蓝7 667.0
561.4*

380
40

455.0 65
375.2 65

酸性蓝83 802.5
722.5

380
45

602.3 55
170.2* 55

酸性蓝90 830.5
644.2

380
50

260.0 50
169.7* 65

酸性蓝113 317.5
297.0*

380
29

156.1 29
80.1 65

酸性绿16 593.3
469.3*

380 50
425.3 50

酸性紫43 408.0
328.3*

380
40

310.3 40
299.8 40

铬蓝SE 236.1
165.5*

380
10

158.5 15
151.5 15

注：*代表定量离子。
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2　结果与分析 

2.1　色谱条件的优化 

2.1.1   色谱柱的选择　工业染料的测定，研究 [21−22]
均采用了 C18 色谱柱进行液相色谱分离，为实现

24种酸性工业染料的快速有效分离，实验分别考察

了 Waters ACQUITY UPLC® BEH C18（2.1 mm×100
mm，1.7 μm）、Thermo AcclaimTM RSLC 120 C18（2.1
mm×100  mm， 2.2  μm）、Agilent  ZORBAX  Eclipse
RRHD C18（2.1 mm×50 mm，1.8 μm）、Agilent  ZOR
BAX Eclipse RRHD C18（3.0 mm×150 mm，1.8 μm）4种

不同品牌和参数的 C18 色谱柱。Waters ACQUITY
UPLC® BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）、Thermo
AcclaimTM RSLC 120 C18（2.1 mm×100 mm，2.2 μm）、

Agilent ZORBAX Eclipse RRHD C18（2.1 mm×50 mm，

1.8 μm）由于柱长较短，可以缩短分析时间，但是无法

实现酸性橙Ⅱ与酸性 12两个同分异构体的基线分

离，影响定性定量的准确性；选择柱长更长的 Agilent
ZORBAX  Eclipse  RRHD  C18（ 3.0  mm×150  mm，

1.8 μm）进行考察后的结果显示 24种目标化合物均

可以得到较好的分离。 

2.1.2   流动相的优化　液相色谱中常用乙腈和甲醇

作为有机流动相，相较于甲醇，乙腈的洗脱能力更强，

可以提高分析效率[23]，而在流动相水相中加入乙酸铵

可以改善酸性染料的峰型，提高分离度，同时增加质

谱负模式下的离子化效率[24−25]。实验考察了乙腈-水
和乙腈-10 mmol/L乙酸铵溶液两种流动相体系。考

察结果发现水相中加入乙酸铵可以得到较好的酸性

工业染料色谱峰形，相比之下纯水相的效果略差，喹

啉黄和铬蓝 SE峰形有拖尾的情况；而对乙腈−
10 mmol/L的流动相体系进行梯度条件的考察，结果

表明在表 1的梯度条件下，可以实现酸性橙Ⅱ与酸

性 12两个同分异构体的基线分离，同时 24种目标

化合物均可以达到一个较好的峰型和分离。24种酸

性工业染料的总离子流图见图 1。 

2.2　质谱条件的优化

酸性工业染料中含有磺酸基，易溶于水电离产

生阴离子，选择 ESI−模式进行检测，母离子一般为

[M-Na]−；含有 2个或以上 Na+，且具有相同数量的磺

酸基的化合物会形成 [（M-xNa+yH）/（x-y）]−多离子

共存的状态，单价态和更高价态的分子离子峰响应较

低，多以二价准分子离子为基峰[26]，例如红 2G、酸性

蓝 113、酸性红 26、铬蓝 SE。确定目标化合物母离

子后，进行产物离子扫描，得到相应的碎片离子，尽量

选择响应最好的三对碎片离子进行参数优化，避免出

现假阳性，具体质谱参数见表 2。 

2.3　前处理条件的优化 

2.3.1   提取溶剂的选择　实验测定的目标化合物均

含有苯磺酸钠结构，属于强酸性化合物，容易被碱性

溶剂提取，参考文献 [27]，考察采用空白基质加标实

验，添加水平为 100 μg/kg，每个条件做 3个平行实

验（n=3），以溶剂标准曲线计算目标化合物的绝对回

收率。实验考察了氨水 -乙醇 -水溶液（2:88:10，
v/v/v）、氨水-乙醇-水溶液（10:80:10，v/v/v）、氨水-
乙醇-水溶液（20:70:10，v/v/v）3种提取溶剂的提取

能力，以绝对回收率评价提取效果。由于目标化合物

均含有苯磺酸钠结构，容易被碱性溶剂提取，实验结

果表明，随着提取溶剂中氨水浓度的升高，目标化合

物的提取效果越好 ，采用氨水 -乙醇 -水溶液

（2:88:10，v/v/v）作为提取溶剂，24种酸性工业染料

的绝对回收率在 27%~79%，采用氨水-乙醇-水溶液

（10:80:10，v/v/v）作为提取溶剂，24种酸性工业染料

的绝对回收率在 31%~89%，采用氨水-乙醇-水溶液

（20:70:10，v/v/v）作为提取溶剂，24种酸性工业染料

的绝对回收率在 35%~92%；氨水 -乙醇 -水溶液

（20:70:10，v/v/v）的提取能力优于其余两种考察溶

剂，提取溶剂考察结果见图 2。 

2.3.2   固相萃取小柱的选择　实验测定的目标化合

物均带有磺酸根，属于强酸性极性化合物，净化时宜
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图 1    24种酸性工业染料的总离子流图（100 ng/mL）
Fig.1    Total ion current chromatogram of the 24 acid industrial dyes (100 ng/mL)

注：1.喹啉黄；2.酸性橙 10；3.酸性黄 17；4.红 2G；5.铬蓝 SE；6.酸性红 26；7.酸性红 87；8.酸性红 20；9.酸性大红 GR；10.酸性绿 16；
11.酸性蓝 1；12.甲基橙；13.酸性橙 52；14.酸性橙Ⅱ；15.酸性橙 12；16.酸性蓝 3；17.酸性金黄 G；18.橙黄Ⅳ；19.酸性紫 43；20.酸性
蓝 7；21.酸性蓝 113；22.酸性橙 3；23.酸性蓝 83；24.酸性蓝 90。
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采用对强酸性化合物有很好选择性的弱阴离子交换

固相萃取小柱[28]。考察采用空白基质加标实验，添加

水平为 100 μg/kg，每个条件做 3个平行实验（n=3），

以溶剂标准曲线计算目标化合物的绝对回收率，实验

考察了市面上常见的三种弱阴离子交换固相萃取小

柱，分别为Waters Oasis WAX（150 mg，6 mL）、Agela

Cleanert  PWAX（150  mg，6  mL）和岛津 WondaSep

WAX（150 mg，6 mL），以绝对回收率评价三个小柱

的净化效果。结果表明，采用岛津 WondaSep WAX

（150 mg，6 mL）作为净化小柱，24种目标化合物的

绝对回收率在 30%~83%，采用 Waters Oasis WAX

（150 mg，6 mL）作为净化小柱，24种目标化合物的

绝对回收率在 31%~90%，采用 Agela Cleanert PWAX

（150 mg，6 mL）作为净化小柱，24种目标化合物的

绝对回收率在 35%~92%，并且待净化溶液在 Agela

Cleanert PWAX（150 mg，6 mL）的通过速度高于其

他两种固相萃取小柱。综合考察结果 Agela Cleanert

PWAX的净化效果和净化速度优于 Waters  Oasis

WAX和岛津 WondaSep WAX，固相萃取小柱考察

结果见图 3。 

2.3.3   滤膜的选择　常用的尼龙滤膜会对酸性染料

产生吸附作用[29−30]，实验室考察了聚偏氟乙烯（PVDF）
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图 2    提取溶剂的考察（n=3）
Fig.2    Investigation of extraction solvents (n=3)
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图 3    固相萃取小柱的考察（n=3）
Fig.3    Investigation of solid phase extraction colum (n=3)
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滤膜、聚丙烯滤膜（PP）滤膜、聚四氟乙烯（PTFE）滤
膜、尼龙（PA）滤膜。考察采用空白基质加标实验，添

加水平为 100 μg/kg，每个条件做 3个平行实验（n=
3），以溶剂标准曲线计算目标化合物的绝对回收率，

结果表明，PA滤膜对红色染料有较为明显的吸附作

用，能在滤膜上看见红色染料的残留，采用 PA滤膜

进行过滤，红 2G、酸性红 26、酸性红 52和酸性大

红 GR的绝对回收率仅为 30%~65%，明显低于其他

三种滤膜；采用 PVDF滤膜，24种酸性工业染料的绝

对回收率为 34%~88%，采用 PP滤膜，24种酸性工

业染料的绝对回收率为 35%~92%，采用 PTFE滤

膜，24种酸性工业染料的绝对回收率为 36%~95%；

综合考虑选择 PTFE滤膜，滤膜考察结果见图 4。 

2.4　方法学验证 

ME =
B
A

2.4.1   基质效应　实验通过斜率法[31] 来评价基质效

应（matrix effect，ME），采用公式： 进行计算，

A表示溶剂标准曲线斜率，B表示基质标准曲线斜

率。当ME<1，表明基质对目标化合物的响应产生了

抑制作用；ME>1，表明基质对目标化合物的响应产

生了增强作用；ME＝1，表明没有基质效应。若 0.8≤
ME≤1.2时，为弱基质效应，当 0.5<ME<0.8或 1.2<
ME<1.5时，为中等基质效应；当 ME≤0.5或 ME≥
1.5时，为强基质相应[32]。实验考察了 20~300 ng/mL
浓度范围内 24种酸性工业染料在 4种食品基质中

的基质效应，结果表明，考察的食品基质对 24种酸

性工业染料均产生了抑制作用，其中酸性橙 12、酸性

橙 20、酸性大红 GR、酸性红 87、酸性蓝 113、铬蓝

SE在四种食品基质中均表现为强抑制基质效应；酸

性蓝 1、酸性绿 16在四种基质中均为弱抑制基质效

应；其余 16种酸性工业染料在四种基质中呈现不同

强度的基质抑制效应，这可能是因为四种基质中蛋白

质、脂肪组成存在差异，在同样的前处理条件下，

产生了不同的基质效应。基质效应的具体数据见

表 3。
 
 

表 3    四种食品基质中 24种酸性工业染料的基质效应
Table 3    Matrix effects of 24 acid industrial dyes

in four food matrices

化合物 豆制品 调味品 水产品 肉制品

橙黄Ⅳ 0.50 0.33 0.33 0.58
红2G 0.59 0.79 0.76 0.69
甲基橙 0.30 0.33 0.53 0.57
喹啉黄 0.59 0.46 0.63 0.62

酸性橙Ⅱ 0.34 0.58 0.39 0.60
酸性橙3 0.72 0.77 0.78 0.74
酸性橙10 0.59 0.78 0.71 0.67
酸性橙12 0.36 0.32 0.41 0.32
酸性橙20 0.36 0.31 0.38 0.41
酸性红26 0.67 0.61 0.60 0.64
酸性红52 0.83 0.81 0.77 0.84

酸性大红GR 0.40 0.46 0.48 0.48
酸性红87 0.32 0.35 0.41 0.48
酸性黄17 0.56 0.59 0.58 0.60
酸性金黄G 0.46 0.53 0.40 0.54
酸性蓝1 0.83 0.83 0.89 0.86
酸性蓝3 0.78 0.85 0.84 0.84
酸性蓝7 0.63 0.61 0.64 0.64
酸性蓝83 0.44 0.50 0.53 0.56
酸性蓝90 0.77 0.63 0.74 0.77
酸性蓝113 0.25 0.24 0.20 0.22
酸性绿16 0.92 0.92 0.92 0.96
酸性紫43 0.68 0.73 0.67 0.71
铬蓝SE 0.29 0.22 0.26 0.20

  

2.4.2   基质效应补偿措施　弥补和消除基质效应常

用的方法主要有同位素内标法[33] 和基质匹配标准溶
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图 4    滤膜的考察（n=3）
Fig.4    Investigation of filter membrane (n=3)
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液法[34]。由于市面上没有合适的同位素内标，基质效

应的补偿措施采用基质匹配标准溶液法。实验考察

了随行基质标准工作溶液和配制基质标准工作溶液

的补偿效果。采用添加水平为 100 μg/kg的空白基

质加标实验（n=3），分别以随行基质标准工作溶液和

配制基质标准工作溶液计算目标化合物的回收率，考

察结果见图 5。结果发现采用随行基质标准工作溶液

计算 24种酸性工业染料的回收率为 92.0%~103.2%；

采用配制基质标准工业溶液计算的回收率为 29.4%~

88.1%，其中酸性橙 12、酸性黄 17、酸性蓝 83、酸性

蓝 113、铬蓝 SE的回收率均低于 60%，不符合 GB/T

27404的检测方法技术要求，实验选择随行基质标准

工作溶液作为基质效应的补偿措施。 

2.4.3   线性范围、检出限和定量限　按照前处理方

法制备 24种酸性工业染料的随行基质标准工作溶液，

浓度分别为 20、50、100、150、200、250、300 ng/mL。

以目标化合物定量离子的峰面积为纵坐标，质量浓度

为横坐标得到线性回归方程（表 4），24种酸性工业染

料在四种食品基质中线性范围 20~300 ng/mL的相

关系数 r均大于 0.999。通过空白基质加标实验测

定，24种酸性工业染料在四种基质中 10 μg/kg的添

加水平下的加标溶液的定性离子信噪比（S/N）均大

于 3，表明 24种酸性工业染料的在四种基质中的检

出限均可达到 10 μg/kg；24种酸性工业染料在四种

基质中 25 μg/kg的添加水平下加标溶液的定性离子

信噪比（S/N）大于 10，且回收率为 90.4%~112.7%，

表明 24种酸性工业染料在四种基质中的定量限均

可达到 25 μg/kg。 
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图 5    基质效应补偿措施的考察（n=3）
Fig.5    Research on compensation measures of matrix effects (n=3)

 

表 4    24种酸性工业染料在 4种食品基质中的线性方程

Table 4    Regression equation of 24 acid industrial dyes in four food matrices

化合物 豆制品 调味品 水产品 肉制品

橙黄Ⅳ y=1416.9x+20717 y=375.5x－1109 y=928.3x+18869 y=2467.8x－11068

红2G y=1.7x+3.1 y=2.3x+21 y=2.2x+7 y=2.0x－15

甲基橙 y=461.5x+5404 y=190.9x+73 y=802.4x+15174 y=1011.8x+7350
喹啉黄 y=138.2x－3433 y=84.0x+694 y=149.5x－1116 y=169.9x－1037

酸性橙Ⅱ y=452.0x+5980 y=763.2x+537 y=514.9x+7555 y=915.0x－4291

酸性橙3 y=247.6x+2135 y=336.5x+7191 y=269.4x+1665 y=323.5x－1657

酸性橙10 y=5.1x－0.6 y=7.6x+3.7 y=6.1x－75 y=5.8x－75

酸性橙12 y=557.7x+9623 y=182.2x+2191 y=792.1x+30338 y=498.1x+1392
酸性橙20 y=66.6x+690 y=46.9x－185 y=330.7x－313 y=216.7x－878

酸性红26 y=11.6x+41 y=8.2x+52 y=8.0x+18 y=8.6x+18
酸性红52 y=4.8x+16 y=4.7x+7.8 y=5.6x－30 y=4.9x－18

酸性大红GR y=12.1x－248 y=13.8x－90 y=5.4x－80 y=5.5x－72

酸性红87 y=25.7x+76 y=12.3x+57 y=56.6x－333 y=38.2x+159
酸性黄17 y=7.2x+47.3 y=112.9x+1076 y=110.6x+622 y=114.4x－814
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2.4.4   回收率、精密度和稳定性　在空白基质中添

加 25、100、250 μg/kg三个水平，每个水平分别做

6份平行样，计算各水平的回收率和相对标准偏差

（relative  standard  deviation，RSD）。豆制品、调味

品、水产品、肉制品中 24种酸性工业染料三个加标水

平下的平均回收率为 91.0%~112.7%，RSD为 0.42%~

4.39%，具体见表 5。样品加标溶液分别在 0、2、4、

8、16、24 、48 h进样，定量离子峰面积RSD为 2.69%~

4.41%。实验结果显示该方法在四个基质中三个浓

度水平下回收率均在 GB/T 27404给出的参考范围

内，表明该方法准确且稳定。 

2.4.5   实验室间协作验证　选择了 5家检测机构对

本方法进行验证。验证结果显示，24种酸性工业染

料在四种基质的 20~300 ng/mL线性范围内相关系

数 r均大于 0.999；四种基质检出限浓度下的加标试

样溶液定性离子信噪比均大于 3，满足方法检出限的

要求；四种基质定量限浓度下的加标试样溶液定性离

子信噪比均大于 10，且回收率为 86.1%~115.3%，满

足方法定量限的要求。24种酸性工业染料在四种食

品基质，25、100、250 μg/kg三个加标水平下的回收

续表 4

化合物 豆制品 调味品 水产品 肉制品

酸性金黄G y=486.4x+3080 y=1173.3x－2721 y=383.1x+4887 y=1200.5x－6195

酸性蓝1 y=22.1x+97 y=24.6x+233 y=23.5x+45 y=22.9x－8.1

酸性蓝3 y=23.3x+105 y=31.1x+83 y=24.5x－69 y=28.8x－38

酸性蓝7 y=4.7x+13 y=3.9x－1.2 y=4.1x－14 y=5.4x－47

酸性蓝83 y=1.4x+8.1 y=1.6x+11 y=1.7x－14 y=2.1x－5

酸性蓝90 y=2.7x+8.5 y=2.2x+12 y=2.6x－8 y=3.4x+21
酸性蓝113 y=180.7x+2200 y=172.7x+4211 y=125.2x+1843 y=149.3x+2198
酸性绿16 y=15.9x+101 y=16.0x+14 y=15.9x－90 y=16.6x－164

酸性紫43 y=92.2x－224 y=99.6x+1310 y=91.9x－662 y=97.1x－1480

铬蓝SE y=4.5x－60 y=5.2x+167 y=6.3x+200 y=9.2x+132

 

表 5    24种酸性工业染料在 4种食品基质中的回收率与 RSD
Table 5    Spiked recoveries and RSDs of 24 acid industrial dyes in four food matrices

化合物 添加量（μg/kg）
回收率（%）（RSD（%））

豆制品 调味品 水产品 肉制品

橙黄Ⅳ

25 99.5（2.33） 101.3（2.26） 101.1（2.90） 99.2（3.06）

100 100.9（1.79） 101.5（1.01） 101.2（1.79） 92.5（1.29）

250 100.6（0.87） 101.8（1.58） 101.5（0.86） 93.1（1.85）

红2G
25 101.4（4.39） 99.6（1.48） 101.2（3.15） 105.9（3.43）

100 97.2（2.13） 101.2（0.82） 100.8（0.48） 100.0（2.10）

250 99.6（1.72） 100.9（1.07） 100.7（0.61） 101.3（1.45）

甲基橙

25 112.1（3.72） 108.0（2.23） 101.9（1.66） 91.0（2.31）

100 110.2（1.11） 100.1（0.70） 110.3（0.57） 94.9（1.22）

250 100.0（1.00） 100.0（0.81） 101.6（0.93） 95.2（1.44）

喹啉黄

25 100.6（2.14） 97.7（2.56） 101.8（3.50） 100.4（2.45）

100 100.5（3.68） 99.2（3.95） 101.0（2.51） 93.0（3.09）

250 99.2（0.42） 99.8（2.36） 101.3（0.80） 95.9（2.70）

酸性橙Ⅱ

25 102.2（0.93） 109.9（0.58） 100.2（1.71） 97.8（3.53）

100 102.8（1.94） 100.1（1.39） 106.8（1.47） 92.7（1.22）

250 100.5（0.77） 101.8（1.40） 102.1（1.00） 93.2（1.91）

酸性橙3
25 100.8（1.81） 96.2（2.91） 100.1（2.29） 107.6（3.89）

100 101.2（1.15） 100.5（1.12） 104.8（3.06） 93.9（1.76）

250 100.6（0.46） 98.1（1.32） 100.5（2.14） 98.2（1.10）

酸性橙10
25 102.5（1.92） 104.8（3.60） 103.4（3.75） 108.5（0.66）

100 101.5（0.91） 103.5（3.68） 100.6（1.04） 98.1（3.31）

250 101.6（1.07） 100.9（0.95） 101.1（1.05） 99.4（1.07）

酸性橙12
25 101.5（1.09） 105.0（2.56） 99.9（2.10） 97.7（3.31）

100 102.5（1.13） 100.9（1.19） 105.2（3.34） 96.9（3.35）

250 101.4（0.75） 101.5（0.74） 100.9（0.76） 95.0（1.31）

酸性橙20
25 101.6（2.54） 109.9（0.91） 99.5（1.77） 93.2（2.18）

100 103.3（2.39） 102.7（3.64） 104.3（2.14） 93.3（2.00）

250 101.5（0.44） 101.7（2.91） 99.8（1.10） 94.0（2.08）
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率为 86.1%~116.1% ，RSD为 0.86%~4.96%，满足方

法准确度的要求。5家检测机构的验证数据说明该

方法在不同的实验室之间的耐用性良好。
 

2.5　实际样品的检测

采用实验建立的方法对实验室周边农贸市场销

售的豆制品、调味品、水产品、肉制品各 40批次进

行测定。结果发现，2批次卤肉样品中检出了酸性橙

Ⅱ，含量分别为 138±2.8 μg/kg和 179±3.7 μg/kg；2批

次香肠样品中检出红 2G，含量分别为 320±8.6 μg/kg

和 230±6.2 μg/kg；其余样品均未检出。
 

3　结论
本实验建立了食品中 24种酸性工业染料测定

续表 5

化合物 添加量（μg/kg）
回收率（%）（RSD（%））

豆制品 调味品 水产品 肉制品

酸性红26
25 101.3（2.31） 100.3（2.90） 101.4（2.48） 93.4（1.31）

100 99.8（2.32） 103.9（0.85） 106.4（1.35） 94.7（1.98）

250 100.6（0.50） 100.7（0.60） 101.1（0.64） 91.2（1.01）

酸性红52
25 97.1（3.79） 100.5（0.93） 102.4（1.45） 111.8（1.90）

100 100.2（2.10） 101.1（2.69） 100.9（0.99） 103.2（2.27）

250 100.6（0.50） 104.1（1.10） 100.5（0.89） 98.5（1.86）

酸性大红GR
25 112.7（2.99） 112.2（3.04） 103.8（3.55） 110.8（2.44）

100 93.9（1.99） 101.0（2.76） 102.1（2.47） 102.5（3.53）

250 99.7（1.17） 101.2（1.05） 100.8（1.76） 101.6（2.33）

酸性红87
25 102.3（1.36） 105.0（2.03） 106.3（3.89） 93.8（2.77）

100 101.6（0.64） 103.0（3.23） 105.8（3.21） 93.9（1.19）

250 101.0（0.27） 102.4（2.04） 100.8（1.16） 91.0（1.04）

酸性黄17
25 101.1（1.46） 99.4（1.14） 103.3（2.30） 106.5（0.70）

100 102.8（2.15） 101.1（3.58） 107.2（3.35） 92.8（2.55）

250 100.7（0.49） 105.5（2.30） 101.6（1.07） 94.9（1.26）

酸性金黄G
25 101.9（1.90） 101.4（1.01） 100.8（1.19） 98.9（2.77）

100 101.1（1.70） 103.1（3.64） 103.7（2.19） 92.8（2.55）

250 100.8（0.29） 99.4（2.61） 102.2（0.75） 94.9（0.79）

酸性蓝1
25 100.4（1.87） 98.0（1.65） 102.5（3.26） 99.1（1.73）

100 100.7（1.05） 102.2（1.95） 102.0（1.23） 101.7（2.83）

250 100.0（0.46） 103.1（2.37） 100.3（0.40） 99.8（1.04）

酸性蓝3
25 99.6（2.68） 101.1（2.51） 105.2（3.52） 103.2（1.28）

100 99.7（1.04） 101.5（1.47） 99.4（0.85） 99.7（3.05）

250 100.6（0.34） 102.6（1.17） 101.9（1.29） 96.2（0.68）

酸性蓝7
25 98.2（1.45） 102.2（2.78） 103.3（2.19） 99.9（3.32）

100 100.0（1.09） 97.7（1.83） 99.7（1.79） 98.1（0.71）

250 100.1（0.40） 98.7（1.83） 99.5（0.97） 96.5（1.06）

酸性蓝83
25 91.0（1.72） 99.1（3.38） 111.6（3.37） 99.4（2.68）

100 94.8（0.63） 102.4（2.28） 103.0（2.01） 93.9（1.32）

250 99.4（0.72） 104.6（2.96） 101.5（1.05） 93.1（1.90）

酸性蓝90
25 98.4（2.67） 99.6（3.00） 105.1（3.58） 92.3（0.98）

100 97.7（1.19） 100.2（3.08） 103.4（2.63） 93.5（0.98）

250 96.0（1.44） 103.4（3.13） 98.5（1.44） 91.9（0.92）

酸性蓝113
25 95.2（2.60） 96.4（2.13） 99.8（2.29） 90.4（1.29）

100 106.1（3.60） 102.6（1.94） 103.5（2.71） 95.1（1.62）

250 103.6（0.95） 100.8（1.80） 100.8（1.19） 99.9（1.10）

酸性绿16
25 99.3（0.96） 103.2（3.95） 106.2（3.95） 109.6（2.94）

100 99.9（2.18） 104.3（3.35） 102.0（1.87） 92.5（2.42）

250 100.9（0.51） 101.8（1.69） 101.4（0.60） 100.1（2.84）

酸性紫43
25 100.0（1.84） 96.9（2.93） 109.2（4.02） 110.5（1.57）

100 96.8（1.96） 103.9（2.30） 100.3（0.88） 94.0（2.49）

250 99.8（0.52） 103.1（3.71） 101.3（1.35） 98.5（1.12）

铬蓝SE
25 103.5（2.70） 99.7（2.28） 110.9（1.73） 101.7（2.96）

100 94.6（0.97） 97.5（3.33） 100.5（2.06） 92.6（1.58）

250 95.1（1.10） 102.0（2.57） 99.0（2.21） 91.7（1.21）

 · 292 · 食品工业科技 2024年  1 月



的超高效液相色谱串联质谱方法。实验考察了提取

溶剂、固相萃取小柱、滤膜选择的前处理条件，优化

了色谱条件和质谱采集参数，并对方法的线性范围、

检出限、定量限、回收率、精密度、稳定性等技术指

标进行了考察，最终建立了食品中 24种酸性工业染

料的固相萃取小柱净化结合超高效液相色谱串联质

谱技术测定的检测方法。实验结果表明，24种酸性

工业染料在 20~300 ng/mL范围内，相关系数 r均大

于 0.999；方法检出限为 10 μg/kg，定量限为 25 μg/kg；
在 25、100、250 μg/kg三个不同加标水平下的回收

率为 91.0%~112.7%，相对标准偏差（n=6）为 0.42%~
4.39%。该方法操作简便快速、灵敏度高、通用性

强、结果准确可靠，能一次性测定食品中 24种酸性

工业染料，扩大了酸性工业染料筛查范围和覆盖的食

品基质，可以为监管提供强有力的技术支撑。
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