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高效液相色谱串联质谱法测定黄花鱼中硫黄素 T 

姜学涯*, 钟彩丽 

(深圳凯吉星农产品检测认证有限公司, 深圳  518000) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱串联质谱法检测黄花鱼中硫黄素 T 的方法。方法  样品以甲醇作为萃取溶

剂, 经 C18 反相色谱柱分离, 以甲醇和 0.1%甲酸酸化的 0.02 mol/L 乙酸铵作为流动相梯度洗脱, 流速为     

0.30 mL/min, 采用电喷雾离子源, 正离子多反应检测扫描方式监测, 基质匹配标准曲线法定量。结果  硫黄素

T 在 1~100 ng/mL 范围内具有良好的线性, 方法定量限为 1.2 μg/kg, 回收率为 85.5%~93.8%, 相对标准偏差为

0.5%~3.1%。结论  该检测方法操作简单, 结果准确, 可应用于黄花鱼中硫黄素 T 的日常检测。 
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Determination of thioflavin T in yellow croaker by high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

JIANG Xue-Ya*, ZHONG Cai-Li 

(Shenzhen Kaijixing Food Quality Testing Tech Center Co. Ltd., Shenzhen 518000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of thioflavin T in yellow croaker by high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods   Samples were extracted with methanol 

as solvent, separated by C18 reverse phase chromatography with gradient elution using methanol and 0.1% formic 

acidified 0.02 mol/L ammonium acetate as the mobile phases. The flow rate was 0.30 mL/min. The electrospray 

ionization source was used. The positive ion multiple reaction detection scanning method was used for monitoring. 

The matrix matching standard curve method was used for quantitative analysis. Results  The thioflavin T had good 

linearity in the range of 1‒100 ng/mL. The limit of quantitation was 1.2 μg/kg, the recoveries were 85.5%‒93.8%, 

and the relative standard deviation were 0.5%‒3.1%. Conclusion  The method is simple and the result is accurate. It 

can be applied to the daily detection of thioflavin T in yellow croaker. 
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0  引  言 

黄花鱼是一种优质名贵经济鱼类, 广泛分布于北起

黄海南部, 经东海、台湾海峡, 南至南海雷州半岛以东, 由

于其本身具有很高的营养价值, 因此深受消费者欢迎[1‒3]。

黄花鱼体色是其作为商品价值的重要指标, 而黄花鱼本身

不能合成黄色素, 其需要摄食大量富含色素的各种浮游动

植物或饲料等从而体色鲜艳[4‒6]。但经常有媒体报道, 市民

购买的黄花鱼鱼身金黄、个头硕大、品相非常好, 但是在

宰杀黄花鱼时其腹部存在掉色的情况,市民怀疑在黄花鱼

养殖过程或流通时存在非法添加黄色素的情况。按照 GB 

2760—2014《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》[7]

要求, 目前黄色素不得在水产养殖过程中使用, 因此有必

要加强黄花鱼中黄色素的研究。 
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目前市场上常见的黄色素主要有日落黄、柠檬黄、硫

黄素 T 等多种黄色素, 其中日落黄、柠檬黄等检测方法有

较多的研究[8‒15], 且在国抽、省抽等食品安全管控领域均

有涉及。但是硫黄素 T 相关方面的研究极少, 且停留在利

用液相色谱检测的阶段[16]。硫黄素 T 又称碱性黄 1, 是一

种化工染料, 若长期食用含硫黄素 T 的食品会导致肠胃吸

收功能障碍, 情况严重者有可能影响儿童智力发展、致癌

等症状。目前液相色谱串联质谱仪已经成为一种常规的检

测设备, 但是目前没有利用液相色谱串联质谱法检测硫黄

素 T 的相关研究, 并且利用液相色谱法检测硫黄素 T 时仅

能通过出峰时间及光谱图进行定性及定量, 极易出现误检

的行为。本研究通过对黄花鱼的样品进行净化和提取, 利

用高效液相色谱串联质谱联用法检测硫黄素 T, 以期对于

日后硫黄素 T 的研究提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与设备 

LC-20A 液相色谱仪(日本岛津公司); API 4000 串联质

谱联用仪(美国 SCIEX 公司); X1R 高速冷冻离心机(美国

Thermo公司); Cascada纯水仪(美国PALL公司); Multi Reax

振荡器(德国 Heidolph 公司); KQ-100E 超声仪(昆山市超声

仪器有限公司)。 

1.2  材料与试剂 

空白基质黄花鱼, 购于某大型超市。 

甲醇、乙腈、乙醇(色谱纯, 美国 J.T.Baker 公司)。 

硫黄素 T 标准物质(25 g/瓶, 用甲醇稀释至 0.1 μg/mL

中间储备溶液, 美国 J&K 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  仪器条件 

串联质谱联用仪条件: 电喷雾离子源(ESI+); 质谱扫

描方式为多反应监测; 电喷雾电压 3.2 kV; 离子源温度

150 ℃; 雾化温度 400 ℃; 碰撞气为高纯氮气; 碰撞气流

速 0.16 mL /min。硫黄素 T 检测离子对、锥孔电压(cone)、

碰撞能量(collision energy, CE)见表 1。 

 
表 1  硫黄素 T 的特征离子对、锥孔电压、碰撞能量 

Table 1  Precursor ion, product ion, cone, CE of thioflavin T 

分析物 
母离子
(m/z) 

子离子
(m/z) 

锥空电压
/V 

碰撞能量
/eV 

硫黄素 T 
282.800 267.300*1 91.00 50.00 

282.800 252.000*2 91.01 59.00 

注: *1 表示硫黄素 T 定量离子对、*2 为硫黄素 T 定性离子对。 

 
液 相 色 谱 仪 条 件 : Inersil ODS-3 液 相 色 谱 柱     

(2.1 mm×150 mm, 3 μm); 流速 0.30 mL/min; 柱温 35 ℃; 

进样量 10 μL; 流动相: A 甲醇, B 0.1%甲酸+0.02 mol/L 乙

酸铵, 梯度洗脱, 洗脱条件见表 2。 

 
表 2  流动相梯度洗脱条件 

Table 2  Gradient elution condition of mobile phase 

时间/min 甲醇/% 0.1%甲酸+0.02 mol/L 乙酸铵/% 

0 20 80 

2 20 80 

4 80 20 

6 20 80 

8 20 80 

 
1.3.2  标准工作溶液 

用移液枪准确吸取适量的 0.1 μg/mL 的中间储备标准

溶液, 再用空白黄花鱼基质甲醇溶液逐步稀释并配制成

0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0 ng/mL 标准工作溶液。 

1.3.3  样品前处理 

将已均质碎好黄花鱼样品放置至室温, 搅拌均匀, 准

确称取 5 g样品于 50.0 mL离心管中并记录重量, 往离心管

中准确移取 10.0 mL 甲醇并盖好盖子摇匀, 利用振荡器振

荡 5 min 后再放入超声仪中超声 5 min, 离心管在     

7000 r/min 的条件下, 利用离心机离心 2 min, 收集上层提

取液并过 0.22 μm 滤膜上机测试[8‒9]。 

2  结果与分析 

2.1  硫黄素 T 的定量及定性质谱图 

通过基质加标的方式对样品进行测试, 从图 1 可以看

出硫黄素 T 的定量及定性质谱图目标物干扰少、峰型尖锐, 

峰型对称, 并且在 4.74 min 出峰。说明 1.3.3 所述前处理流

程及仪器方法有效, 能准确、快速检测样品中硫黄素 T, 具

体见图 1。 

2.2  检出限与线性范围 

在空白黄花鱼基质中准确加入适量的硫黄素 T 的标

准溶液, 按照步骤 1.3.3 进行前处理实验, 取处理后上清液

上液相色谱串联质谱联用仪上机测试, 依据 S/N 信噪比大

于 10 得出定量限为 1.2 μg/kg, 其线性方程和相关系数为

Y=1.51e+005X+1.56e+004 (r=0.999)。 

2.3  萃取溶剂的选择对回收率的影响 

硫黄素 T 极易溶于热水, 水溶液呈黄色, 且易溶于

乙醇、甲醇等, 呈黄色带绿色荧光。为更加充分的验证

萃取溶剂对硫黄素 T 的影响, 现选择甲醇、乙醇及乙腈

3 种萃取剂作为提取液。在空白黄花鱼基质中加入硫黄
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素 T 标准溶液, 按照“1.3.3 样品前处理”进行提取, 回收

率见表 3, 硫黄素 T 由甲醇提取时回收率最高, 提取效

果最好。 

2.4  振荡及超声时间对回收率的影响 

在空白黄花鱼样品中分别准确添加适量标准溶液 , 

使空白基质样品中硫黄素 T 浓度分别为 0.5、1、2 ng/mL, 

分别振荡 5 min+超声 5 min、振荡 10 min+超声 10 min、

振荡 15 min+超声 15 min、振荡 20 min+超声 20 min, 按

照“1.3.3 样品前处理”进行提取, 分别计算硫黄素 T 的回

收率, 见表 4。 

 
 

 
 
 

图 1  硫黄素色谱图 

Fig.1  Chromatogram of Thioflavin T 
 
 

表 3  不同萃取溶剂对于回收率的影响 
Table 3  Effects of different extraction solvents on recovery rate 

项目 理论添加浓度/(ng/mL) 甲醇/% 乙醇/% 乙腈/% 

硫黄素 T 

0.5 90.2 87.1 80.3 

1 91.5 88.5 83.5 

2 92.6 90.0 85.4 

 
 

表 4  不同振荡时间对于回收率的影响 
Table 4  Effects of different oscillating time on recovery rate 

项目 理论添加浓度/(ng/mL) 振荡 5 min+超声 5 min 振荡 10 min+超声 10 min 振荡 15 min+超声 15 min 振荡 20 min+超声 20 min

硫黄素 T 

0.5 90.0% 90.5% 91.8% 91.5% 

1 91.1% 91.8% 92.1% 92.0% 

2 92.4% 92.0% 93.2% 92.9% 
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由表 4 可知, 硫黄素 T 振荡时间越长, 回收率有逐步

增长的趋势, 但是超过 15 min 后回收率有一定的回落, 在

振荡 15 min+超声 15 min 时回收率最高, 提取效果最好。

但是考虑到在实际检测过程中的检测效率问题及回收率, 

实验前处理振荡时间建议振荡 5 min+超声 5 min 较适宜。 

2.5  方法的精密度与回收率 

由表 5 可知, 通过空白黄花鱼基质中加入一定量的硫

黄素 T 标准溶液, 测试其平均回收率均在 87.9%~92.0%之

间 , 说明 1.3.3 所述前处理方法回收率良好 ; 精密度在

0.5%~3.1%之间, 说明 1.3.3 所述前处理方法精密度良好。

结合二者数据可以看出 1.3.3 所述前处理方法能很好的应

用于黄花鱼中硫黄素 T 的检测。 

2.6  实际样品检测 

为调研流通环节黄花鱼的硫黄素 T 的食品安全现状, 

在批发市场、超市及菜市场等 3 个流通环节节点各抽取 5

批次的黄花鱼样品, 按照 1.3.3 的前处理方法进行前处理

等上机测试, 检测结果见表 6, 未发现流通环节黄花鱼中

硫黄素 T 非法添加情况, 食品安全现状良好。 

 
表 5  硫黄素 T 的精密度和回收率 

Table 5  RSDs and recoveries of Thioflavin T 

序号 硫黄素 T/(ng/mL) 
进样次数 

精密度/% 
1 2 3 4 5 6 

1 0.20 0.180 0.171 0.173 0.185 0.172 0.174 3.1 

2 0.50 0.463 0.455 0.469 0.459 0.451 0.460 1.4 

3 1.00 0.928 0.914 0.919 0.922 0.918 0.916 0.5 

 
表 6  实际样品的检测 

Table 6  Testing of actual samples 

流通节点 样品名称 样品数量(批次) 检测项目 检测结果 

批发市场 

黄花鱼 

5 硫黄素 T 未检出 

超市 5 硫黄素 T 未检出 

菜市场 5 硫黄素 T 未检出 

 

3  结  论 

本研究建立高效液相色谱串联质谱法检测黄花鱼中

的硫黄素 T 的方法, 方法中明确了硫黄素 T 的仪器方法及

前处理方法。此方法前处理过程简单、快速, 利用高效液

相色谱串联质谱联用法能准确的定性和定量, 对于日常黄

花鱼中硫黄素 T 的检测起到一定的指导意义, 为黄花鱼中

硫黄素 T 违规使用提供了检测技术基础。 
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