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低温离心净化-高效液相色谱法快速测定 
腐竹中的碱性橙 II和碱性嫩黄 O 

杨  爽, 俞子萱, 王永芳, 葛宝坤* 

(天津出入境检验检疫局动植物与食品检测中心, 天津  300461) 

摘  要: 目的  建立腐竹中碱性橙 II 和碱性嫩黄 O 的低温离心净化-高效液相色谱测定方法。方法  样品经

70%的乙腈 -氨水 (0.5%)提取，4 ℃低温、12000 r/min 离心净化，高效液相色谱 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)分离, 最后采用二极管阵列检测器(PDA)检测, 以保留时间(Rt)定性, 外标法定量。结果  

在 0.00125~0.05 mg/mL的浓度范围内, 标准曲线有良好的线性关系, 相关系数大于 0.9999; 样品在 0.05、2.0、

10.0 mg/kg 三个加标水平内的回收率范围为 95.0%~103.0%(n=10), 相对标准偏差小于 5.0%。方法的检出限

(LOD)为 0.02 mg/kg, 定量限(LOQ)为 0.05 mg/kg。结论  对实际样品测试结果与参考文献方法比较, 该方法具

有简便、快速、灵敏、费用低, 便于推广应用。 
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Rapid determination of chrysoidine II and auramine O in dried bean curd 
sticks by cryogenic centrifugal purification–high performance liquid 

chromatography 

YANG Shuang, YU Zi-Xuan, WANG Yong-Fang, GE Bao-Kun* 

(Animal, Plant and Foodstuffs Inspection Center, Tianjin Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Tianjin 300461, 
China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method to detect chrysoidine II and auramine O in dried bean curd 

sticks by cryogenic centrifugal purification–high performance liquid chromatography. Methods  The samples 

were diluted and extracted by 70% acetonitrile ammonia water, purified by centrifugation at 12000 r/min and 

4 ℃, separated by high performance liquid chromatography (HPLC), and detected by photodiode array detector 

(PDA). The method took the retention time (Rt) for qualitative and external standard method quantitative 

analysis. Results  Within the limits of concentration 0.00125~0.05 mg/mL, the standard curve had a good 

linear relationship, and the correlation coefficient was more than 0.9999; in the level of 0.05, 2.0, and 10.0 

mg/kg, the add mark recovery rate was from 95.0% to 103.0% (n=10), the relative standard deviation was less 

than 5.0%; limit of detection(LOD) was 0.02 mg/kg, limit of quantitation (LOQ) was 0.05 mg/kg. Conclusion  

Comparing the actual sample testing results with reference method, this method is simple, rapid, sensitive, with 

low cost, and is suitable for popularization and application. 

KEY WORDS: cryogenic centrifugal purification; high performance liquid chromatography; photodiode array 

detector; dried bean curd sticks; chrysoidine II; auramine O 
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1  引  言 

近年来, 食品安全事故频发, 社会各界关注度

极高, 政府也加大了食品安全的监督力度, 但仍有部

分不法分子置法律及人民生命财产安全于不顾, 顶

风作案制造有毒有害食品, 从茶叶的铅铬绿、调味料

的苏丹红和罗丹明 B、水产品的孔雀石绿、乳制品的

三聚氰胺, 到使用违禁工业染料加工豆制品、鸡肉、

咸菜及黄鱼的食品安全非法添加物事件, 再到近期

破获添加吊白块、硼砂、乌洛托品等工业原料有害

腐竹案。碱性橙 II、碱性嫩黄 O(结构式见图 1)均为

芳香胺类碱性工业染料, 用于腈纶、人造纤维、皮

革、纸张等的染色和棉织品、丝织品的印花, 对人

体具有致癌、致畸、致基因突变作用[1,2], 在 GB 2760

《食品添加剂使用标准》中规定, 严禁将此作为添

加剂使用[3]; 二者在 2011 年也被列入卫生部公布的

非法添加物名单中[4]。由于在中性或碱性条件下, 碱

性橙和碱性嫩黄与蛋白质吸附作用较强, 不易褪色, 

不法商贩常将其用于腐竹等豆制品的染色, 使腐竹

染色后的色泽更加金黄光亮, 感官较好, 达到以次

充好、以假乱真, 欺骗消费者, 使消费者的健康受到

严重伤害。 

 

图 1  碱性橙 II(a)和碱性嫩黄 O(b)结构式 

Fig. 1  The structures of chrysoidine II(a) and auramine O(b) 

 
目前, 食品中碱性橙和碱性嫩黄的分析方法主

要有薄层色谱法[5]、极谱法[6]、液相色谱法[7-10]、液

相色谱质谱法[11,12], 卓婧等[13]采用分光光度法研究

了食品中合成色素的检测方法, 可对多种色素快速

测定。但上述方法需要固相萃取设备、需要昂贵的

质谱仪、灵敏度不够、液液萃取污染严重、只能进

行单一成分的测定等缺点[14-16]。本研究采用 70%的

乙腈-氨水(0.5%)为提取液, 建立了样品直接提取、

4 ℃低温、12000 r/min 离心净化、高效液相色谱

(HPLC)分离、二极管阵列检测器检测(PDA)快速测

定腐竹中的工染料碱性橙 II和碱性嫩黄 O的可靠方

法, 弥补国标方法中两种非法添加物成分不能同时

检测的不足。 

2  材料与方法 

2.1  仪  器 

高效液相色谱仪(e2695, 美国 Waters 公司), 配

PDA 二极管阵列检测器 ;  MILLI-Q 纯水仪(美国

Millipore公司); HITACHI CR22G III型高速离心机

(日本 Hitachi公司)。 

2.2  试  剂 

乙腈(色谱纯, 迪马科技有限公司); 氨水(优级

纯, 天津市光复精细化工研究所); 乙腈-稀氨水混合

提取液 : 乙腈 :稀氨水 (100 mL 水 +0.5 mL 氨

水)=70:30(v:v); 磷酸二氢钠(二水)(优级纯 , 天津市

光复精细化工研究所); 磷酸盐缓冲液(0.05 mol/L): 

称取二水合磷酸二氢钠 3.16 g, 加水至 1000 mL, 用

氨水和磷酸调 pH=4.5。 

标准储备液的配制: 准确称取碱性橙 II、碱性嫩

黄 O标准品(ALDRICH公司, 含量≥95%)各适量(精

确到 0.1 mg), 置于 50 mL容量瓶, 用适量的水溶解, 

乙腈定容, 混匀, 标准储备液浓度为 1.0 mg/mL(该溶

液可在冰箱中 0~4 ℃避光保存 6个月), 再用乙腈-水

(40:60, v:v)稀释至各种浓度的标准使用液。 

2.3  色谱测定条件 

色谱柱 : 中检维康 Cloversil C18 色谱柱 (250 

mm×4.6 mm, 5 µm), 或相当者; 流动相: 乙腈:0.05 

mol/L 磷酸盐缓冲液(pH=4.5)=55:45(v:v); 流速: 1.0 

mL/min; 柱温:  35 ℃; 进样量: 10 μL; 最大吸收波

长: λmax = 450 nm。 

2.4  实验方法 

称取 5 g(精确到 0.001 g)样品, 置于 50 mL离心

管中, 加入混合提取液 10 mL, 充分混匀, 振荡提取

30 min或超声提取 30 min, 混匀, 经低温 4 ℃、12000 

r/min离心 10 min, 过 0.45 µm的滤膜, 滤液进高效液

相色谱分析测定。 

3  结果与讨论 

3.1  提取液配比与优化 

研究了采用水、甲醇水、乙腈水、乙醇水、碱性

乙腈水五种提取溶剂的提取效率对测定结果的影响, 

研究表明: 碱性乙腈水不仅在碱性条件下提高了待

测组分的溶解度, 而且乙腈对水溶性蛋白质具有较
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好的沉淀作用, 其提取效率均高于其他提取溶剂; 另

对乙腈水的配比研究还发现, 采用 70%的乙腈氨水

提取样品可使提取样液澄清、基线噪音小、保留时间

稳定、两种待测成分分离效果较好。因此, 本研究选

用 70%的乙腈氨水(0.5%)为样品提取液。 

3.2  低温离心的温度与转速控制 

研究了在 12000 r/min条件下4 ℃、0 ℃、4 ℃、

10 ℃四个温度下的离心效果, 发现在4 ℃时一般普

通离心管因冷冻会出现爆裂现象; 10 ℃时因脂肪、蛋

白等杂质不能完全溶出, 使分离效果不好; 0 ℃和

4 ℃时样液和杂质均能很好地分离, 因此选择 4 ℃作

为本方法的离心净化温度。此外, 研究结果表明离心

机转速在 12000 r/min和 15000 r/min下, 提取效率没有

明显的变化, 因此, 离心时的转速选择 12000 r/min。 

3.3  方法的线性关系 

取一定浓度混合标准溶液, 用流动相分别稀释

成浓度分别为 0.00125、0.0025、0.0050、0.010、0.025、

0.05 mg/mL 的标准工作溶液, 按照本方法色谱条件

分析测定, 绘制工作曲线, 两种成分在 0.00125~0.05 

mg/mL 浓度范围内有良好线性关系, 其相关系数均

大于 0.9999, 结果见表 1。 

3.4  方法的测定限 

取系列腐竹样品各约 5.0 g, 加入适量的混合标

准溶液, 按照本方法的操作条件进行提取和净化、色

谱条件下测定样品加标回收结果 , 根据信噪比

S/N=10为本方法定量限(LOQ)、S/N=3为本方法的检

出限(LOD)计算出方法的最低检测限, 结果见表 1。 

3.5  方法的回收率与精密度 

取腐竹样品 5.0 g(精确至 0.01 g), 按照 0.05、2.0、

10.0 mg/kg三个加标水平, 按本方法进行加标回收实

验, 并做 10 个平行样, 结果碱性橙和碱性嫩黄的平

均回收率均在 95.0%~103.0%, 精密度小于 5.0%, 本

方法的稳定性良好, 结果见表 1。 

3.6  实际样品测试 

从市场随机抽取 23 批次的腐竹样品, 按照上述

测试方法进行检测, 共检出阳性样品 7批次, 检测结

果在 0.1~0.5 mg/kg 范围内, 上述检出的阳性样品经

送权威检测检测机构确认, 均为阳性, 两实验室的检

测结果比较显示, 二者差别无显著性, 因此, 该检测

方法具有快速、准确、灵敏的特点。 

在上述色谱条件下, 根据样液中目标化合物含

量情况, 选定响应值相近的标准工作溶液, 对标准工

作溶液和样液等体积参差进样测定。以保留时间定性, 

峰面积外标法定量, 在“2.3”的色谱条件下, 标准品

色谱图和保留时间见图 2a, 碱性嫩黄 O 阳性腐竹样

品色谱见图 2b。 

3.7  方法的适用性 

为了确定方法的抗干扰能力及适用性, 分别选

取常见的合成着色剂柠檬黄、日落黄、喹啉黄, 按照

本方法条件进行测试, 结果显示待测组分的色谱峰

分离度和重现性均较好, 样品中的合成着色剂成分

均不干扰结果测定。 

表 1  方法的加标回收率、变异系数与检测限(n=10) 
Table 1  Recoveries, correlation-coefficient and LOD (n=10) 

测定组分 线性方程 相关系数 
本底值 
(mg/kg) 

加标量 
(mg/kg) 

平均回收 

率(%) 
变异系数 

(%) 
检测限 
(mg/kg) 

碱性嫩黄 O Y=5.14 e+007X 
-4.80 e+003 

0.999978 0.00 

0.05 95.0 4.9 

LOD=0.02 
 

LOQ=0.05 
2.00 98.3 4.1 

10.0 102.0 3.6 

碱性橙 
II 

Y=7.12 e+007X 
-5.80 e+003 

0.999981 0.00 

0.05 96.2 5.0 

LOD=0.02 
 

LOQ=0.05 
2.00 99.0 4.0 

10.0 103.0 3.5 
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图 2  色谱条件下标准溶液(0.0025 mg/mL)色谱图(a)和腐竹阳性样品色谱图(b) 

Fig. 2  Chromatograms of standard solution (a) and sample (b) 
1#: 碱性嫩黄 O(auramine O, 3.58 min)   2#: 碱性橙 II(chrysoidine II, 4.36 min) 

 

4  结  论 

两种待测组分在 0.00125～0.05 mg/mL浓度范围

内, 有良好的线性关系, 相关系数大于 0.9999; 样品

在 0.05、2.0、10.0 mg/kg三个加标水平内的回收率范

围为 95.0%~103.0%, 10 次测定的相对标准偏差小于

5.0%; 方法的定性检出限(LOD)为 0.02 mg/kg、定量

检出限(LOQ)为 0.05 mg/kg, 符合色谱分析的方法要

求。本研究与其他检测方法比较, 具有操作简单、快

速、灵敏、不需要 SPE 净化柱、试剂消耗少、环境

污染小、设备投入低等特点, 便于推广与应用。 
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