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HPLC-DAD法同时测定高脂肪食品中黄色 2G、 
奶油黄、柑橘红 2和苏丹红Ⅰ~Ⅳ 

奚星林, 王  岚, 李  荀, 李  双, 何吉子, 邹志飞 
(广东出入境检验检疫局检验检疫技术中心, 广州  510623) 

摘  要: 目的  建立同时测定高脂肪食品中黄色 2G、奶油黄、柑橘红 2和苏丹红Ⅰ~Ⅳ的 HPLC-DAD法。方

法  样品经环已烷/乙酸乙酯(1∶1, v/v) 萃取, Bio-Beads SX3 凝胶层析柱净化去除油脂、天然色素等大分子干

扰物质。采用 C18色谱柱, 以甲醇和酸性水溶液(pH 4.0)为流动相梯度洗脱, 二极管阵列检测器多波长同时检测

这七种色素。结果  在 1.0~10.0 mg/L范围内, 峰面积与进样量呈良好的线性关系, 线性相关系数大于 0.999, 回

收率在 81.0%~98.2%, 相对标准偏差在 0.89%~5.21%。黄色 2G、奶油黄、柑橘红 2的检出限均达到 1.0 mg/kg, 

苏丹红Ⅰ~Ⅳ色素的检出限均达到 2.0 mg/kg。结论  该方法简便、快捷、灵敏、准确、重现性好, 能满足相关

色素同时检测的需要。 
关键词: 凝胶渗透色谱净化; 高压液相色谱法; 黄色 2G; 奶油黄; 柑橘红 2; 苏丹红; 高脂肪食品 

HPLC-DAD simultaneous determination of yellow 2G, butter yellow, citrus 
red 2 and sudan red I~IV in high fat foods  

XI Xing-Lin, WANG Lan, LI Xun, LI Shuang , HE Ji-Zi, ZOU Zhi-Fei 
(Technology Centre of Guangdong Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Guangzhou 510623, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an HPLC-DAD method for simultaneous determination of yellow 2G, 
butter yellow, citrus red 2 and sudan red I~IV. Methods  Samples were extracted directly with a mixture of 
cyclohexane-athylacetate (1∶1, v/v ) and purified by a Bio-beads SX3 gel column, to remove interfering high 
molecular fatty substances and natural pigments in food samples. HPLC was carried out on a C18 column with 
MeOH+H2O (pH 4.0) as mobile phase in the gradient elution. Multiwavelength diode array detection (DAD) 
was applied in the determination of the 7 kinds of pigments. Results  Good linear relationships in the range of 
1.0~10 mg/L of 7 compounds were obtained with correlation coefficients (r) all above 0.999. The RSDs were in 
the range of 0.89%~5.21%, and average recoveries were 81.0%~98.2%. The detection limits were 1.0 mg/kg 
for yellow 2G, butter yellow, citrus red 2 and 2.0 mg/kg for sudan red I~IV, respectively. Conclusion The 
established method is simple, rapid, sensitive, accurate and repeatable, and can be used for the simultaneous 
determination of relevant pigments. 
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合成色素主要指用人工合成的方法从煤焦油中

制取或以苯、甲苯、萘等芳香烃化合物为原料合成的

有机色素[1]。合成色素性质稳定、着色力强、可任意

调色、成本低廉、使用方便, 因此被广泛使用。研究
发现合成色素多具有致癌性, 必须严格管理, WHO 
和我国对目前允许使用的合成色素均进行了严格的

毒性试验, 并分别制定出他们的 ADI值[2,3]。 
2004 年广东和香港等地水果市场相继发现“染

色橙”, 含禁用及可能致癌的柑橘红 2号色素。过去
用于人造奶油着色的奶油黄, 早已被证实可以导致
人和动物患上肝癌, 而其它种类的合成色素如橙黄
能导致皮下肉瘤、肝癌、肠癌和恶性淋巴癌等。各

国对人工合成色素在食品中允许使用的品种、范围和 

添加量作了严格的规定, 我国 GB/T 2760-2011《食品

添加剂使用卫生标准》明确规定食品中添加食用色素

的范围和用量, 在我国黄色 2G、奶油黄、柑橘红 2

和苏丹红Ⅰ~Ⅳ是不允许使用的。 

色素的测定常用液相色谱法[4-11], 黄色 2G、奶油
黄、柑橘红 2 和苏丹红Ⅰ~Ⅳ都是油溶性色素, 检测
柑橘红 2 有高压液相色谱法[12], 但目前未查到食品
中黄色 2G、奶油黄、柑橘红 2和苏丹红Ⅰ~Ⅳ同时检
测的文献报道。本研究用环己烷-乙酸乙酯提取色素, 
用凝胶净化柱净化, 反相高效液相色谱检测食品中
上述 7种色素。这七种色素的分子结构式如图 1所示。  

 
 

图 1  七种色素结构图 
Fig. 1  Structures of 7 kinds of pigments 
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1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 
黄色 2G(纯度 98%)、奶油黄(纯度 98%)、柑橘红

2(纯度 90%)均购自美国 Sigma 公司; 苏丹红Ⅰ(纯度
90.5%)、苏丹红Ⅱ(纯度 88%)、苏丹红Ⅲ(纯度 96.0%)、
苏丹红Ⅳ(纯度 92.0%)均购自德国 DE 公司; 甲醇、
环已烷、乙酸乙酯为色谱纯, 其他试剂均为分析纯。 

标准储备溶液 : 按纯度折算后准确称取黄色
2G、奶油黄、柑橘红 2、苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、苏丹
红Ⅲ、苏丹红Ⅳ标准品 10 mg(精确至 0.1 mg), 移入
100 mL 容量瓶中, 用少量甲醇溶解, 并定容至刻度, 
混匀, 该溶液浓度为 100 μg/mL。 

标准工作溶液: 根据需要移取适量标准储备液, 
用甲醇稀释配置 0.5、1.0、3.0、5.0、7.0、10.0 mg/L
系列工作溶液。 

1.2  仪器及条件 
高压液相色谱仪(2695型, 美国Waters公司), 配

备二极管阵列检测器; 氮吹仪: TurboVap LV(美国
Zymark公司) 

色谱柱: Welch Ultimate C18 柱(4.6 mm ×250 mm,  
5 μm, 美国Welch’s公司); 流速: 1.0 mL/min; 柱温: 
30 ℃; 检测波长: 350、480和 510 nm; 进样量: 10 μL。
流动相: 甲醇+水(pH 4.0), 甲醇初始比例为 80%，20 
min升至 100%, 2 min后恢复到 80%。 

凝胶色谱净化条件 : 凝胶净化柱 : Bio-Beads, 
S-X3(300 mm×25 mm, 38~75 μm, 美国 Bio-Rad公司);   
流动相 : 环己烷 -乙酸乙酯  (1:1, v/v); 流速 : 4.7 
mL/min; 进样量: 5 mL。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品提取 
辣椒油、香肠等样品粉碎混匀后 , 称取样品

2.000 g 于 50 mL 离心管中, 加入环已烷-乙酸乙酯提
取液 10 mL, 于旋涡混合器涡旋 1 min 后, 超声萃取
15 min, 再置于离心机中 4000 r/min 离心 10 min, 吸
取上清液, 残渣再加提取液 10 mL提取, 超声、离心, 上
清液与前次提取液合并, 旋转蒸发至 10 mL, 待净化。 
1.3.2  样品净化 

将凝胶柱床液面放至胶床表面后, 用环已烷-乙
酸乙酯把 1.3.1 节中的提取液转移到凝胶柱上层, 待
液面降至柱床表面后, 再加入淋洗液洗脱。弃去前洗
脱液 50 mL, 再收集洗脱液 25 mL, 将所得洗脱液于
氮吹仪上吹干, 残渣用 1.0 mL乙腈溶解, 经 0.45 μm 

有机滤膜过滤后待测。 

1.4  测定 
标准工作溶液和样液中待测物响应值均应在仪

器检测线性范围内。再将标准工作溶液和样液等体积

参插进样测定。以待测物色谱峰的峰面积为纵坐标, 
与其对应的浓度为横坐标作图, 绘制标准工作曲线。
同时以二极管阵列检测器的光谱图进行定性分析。  

2  结果和讨论 

2.1  凝胶层析柱洗脱规律的研究 
凝胶渗透净化是利用空间排阻(分子尺寸大小)

进行分离, 能够有效去除油脂、天然色素等高分子量
的干扰物。取 10 mL 1 μg/mL标准品溶液过凝胶渗透
色谱, 分为四段收集, 每段 6 min, 分别收集第 2 (回
收率 1)、第 3(回收率 2)和第 4(回收率 3)段的溶液, 旋
转蒸发至干, 用甲醇定容为 1 mL, 上液相色谱检测, 
结果如表 1。由于 3 种待测色素的低浓度溶液(5 
ug/mL)在己腈中会有析出, 因此定容应用甲醇, 以免
影响结果。 

逐步调整分段时间, 发现当每段时间分别为 11、
10和 3 min, 收集第 2段溶液时回收率最理想, 黄色
2G、奶油黄、柑橘红 2 号、苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、
苏丹红Ⅲ和苏丹红Ⅳ的回收率见表 1中的回收率 4。 

 
表 1  七种色素标准溶液回收率(%) 

Table 1  The recoveries of 7 kinds of pigment standard 
solutions after GPC purification 

 回收率 1(%) 回收率 2(%) 回收率 3(%) 回收率 4(%)

黄色 2G 极少 70~80 20~30 98.0 

奶油黄 极少 70~80 20~30 99.5 

柑橘红 2号 极少 60~70 20~30 99.0 

苏丹红Ⅰ 极少 65~75 25~35 98.6 

苏丹红Ⅱ 极少 65~75 25~35 98.0 

苏丹红Ⅲ 极少 65~75 25~35 97.4 

苏丹红Ⅳ 极少 65~75 25~35 98.6 
 

2.2  色谱条件的选择 

2.2.1  检测波长的选择 
黄色 2G、奶油黄、柑橘红 2、苏丹红Ⅰ、苏丹

红Ⅱ、苏丹红Ⅲ和苏丹红Ⅳ色谱峰的最大吸收波长分

别为 350、410、514、483、516、497和 507 nm。选
择 350 nm为黄色 2G检测波长, 410 nm为奶油黄、苏
丹红Ⅰ、苏丹红Ⅲ检测波长, 514 nm为柑橘红 2、苏
丹红Ⅱ和苏丹红Ⅳ的检测波长。 
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图 2  待测七种色素色谱图 
Fig. 2  HPLC chromatogram of 7 kinds of pigments 

(1. 黄色 2G, 2. 奶油黄, 3. 柑橘红 2, 4. 苏丹红, 5. 苏丹红, 6. 苏丹红 ,Ⅲ  7. 苏丹红Ⅳ)  
 
 

2.2.2  流动相的选择 
固定检测波长, 分别考察甲醇-水、甲醇-水(pH 

4.0)、乙腈-水、甲醇-乙酸铵溶液、乙腈-乙酸铵溶液
等流动相系统对于待测物的色谱峰形的影响。 

以水和 0.02 mol/L乙酸铵溶液为流动相, 两者没
有明显区别, 以甲醇-水(pH 4.0)为流动相时峰型最
好。随着甲醇比例的增加, 洗脱能力逐渐增强, 兼顾
到合适的保留时间和良好的色谱峰形, 最终选择甲
醇初始比例为 80%, 20 min升至 100%, 2 min后恢复 
到 80%。 

2.3 工作曲线及方法的定量限 

根据以上研究所确定的实验条件, 取 1.0、3.0、

5.0、7.0、10.0 mg/L系列工作溶液注入色谱仪中，色 

谱图见图 2。以待测物色谱峰的峰面积为纵坐标对相

应色素浓度(X 轴)作图 , 结果表明 , 待测物浓度在

1.0~10.0 mg/L 范围内, 待测物的线性方程和线性相

关系数见表 2。浓度与其对应的峰面积值呈良好线性

关系。当样品中的待测物超过此线性范围时, 可适当

加大样品的稀释倍数。若以取样 2. 0000 g 定容 1. 0 

mL 计, 则方法检出限按信噪比为 3 计算, 方法的定

量限按信噪比为 10计算, 结果见表 2。 

2.4  试样回收实验 

选用高脂肪基质的香肠和辣椒油样品做回收率

试验, 设置 3个添加浓度, 每个添加浓度进行 6次试

验。回收率结果见表 3和表 4。 
               

 

表 2  线性方程和线性相关系数 
Table 2  Linear equations and correlation coefficients 

名称 线性方程 线性相关系数 (r) 检出限 (mg/kg) 定量限 (mg/kg) 

黄色 2G Y=6.02e+04X−1.52e+04 0.9999 1.0 3.5 

奶油黄 Y=6.16e+04 X −1.39e+04 0.9999 1.0 3.5 

柑橘红 2 Y=2.43e+04 X −7.872e+03 0.9999 1.0 3.5 

苏丹红Ⅰ Y=5.75e+03 X −2.522e+03 0.9996 2.0 5.0 

苏丹红Ⅱ Y=4.78e+03 X −5.39e+03 0.9990 2.0 5.0 

苏丹红Ⅲ Y=6.36e+03 X −2.02e+03 0.9989 2.0 5.0 

苏丹红Ⅳ Y=4.74e+03 X −2.20e+03 0.9999 2.0 5.0 
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表 3   香肠中七种色素回收率和精密度试验结果(n=6) 
Table 3  Recoveries of 7 kinds of pigment fortified to sausage (n=6) 

样品名称 试样本底 
mg/kg 

添加水平 
mg/kg 

平均测定值 
mg/kg 

平均回收率 
% 

RSD 
% 

 2.0 1.74 87.0 4.28 
 5.0 4.57 91.5 3.84 黄色 2G 未检出 

10.0 9.24 92.4 3.48 
 2.0 1.79 89.5 3.79 
 5.0 4.78 95.6 3.28 奶油黄 未检出 

10.0 9.48 94.8 1.85 
 2.0 1.84 92.0 4.08 
 5.0 4.81 96.2 3.87 柑橘红 2 未检出 

10.0 9.70 97.0. 2.84 
 2.0 1.70 85.0 3.94 
 5.0 4.91 98.2 2.98 苏丹红Ⅰ 未检出 

10.0 9.59 95.9 2.08 
 2.0 1.69 84.5 5.21 
 5.0 4.54 90.8 3.66 苏丹红Ⅱ 未检出 

10.0 9.45 94.5 3.54 
 2.0 1.80 90.0 3.87 
 5.0 4.66 93.2 1.89 苏丹红Ⅲ 未检出 

10.0 9.60 96.0 3.09 
 2.0 1.69 84.5 4.18 
 5.0 4.82 96.4 2.90 苏丹红Ⅳ 未检出 

10.0 9.58 95.8 2.46 

 
表 4  辣椒油中 5 种色素回收率和精密度试验结果(n=6) 

Table 4  Recoveries of 7 kinds of pigment fortified to chili oil (n=6) 

样品名称 试样本底 
mg/kg 

添加水平 
mg/kg 

平均测定值 
mg/kg 

平均回收率 
% 

RSD 
% 

 2.0 1.70 85.0 3.58 

 5.0 4.42 88.4 2.82 黄色 2G 未检出 

10.0 9.08 90.8 2.58 
 2.0 1.68 84.0 2.98 
 5.0 4.67 93.4 1.04 奶油黄 未检出 

10.0 9.54 95.4 0.89 
 2.0 1.79 89.5 3.55 
 5.0 1.83 91.5 2.45 柑橘红 2 未检出 

10.0 9.24 92.4 1.70 
 2.0 1.62 81.0 4.22 
 5.0 4.80 96.0 1.87 苏丹红Ⅰ 未检出 

10.0 9.48 94.8 2.59 
 2.0 1.65 82.5 3.75 
 5.0 4.43 88.6 2.94 苏丹红Ⅱ 未检出 

10.0 9.46 94.6 2.18 
 2.0 1.68 88.4 3.25 
 5.0 4.58 91.6 2.54 苏丹红Ⅲ 未检出 

10.0 9.46 94.6 1.89 

 2.0 1.73 86.5 3.62 

 5.0 4.50 90.0 2.55 苏丹红Ⅳ 未检出 

10.0 9.38 93.8 2.41 
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3  结  论 

本研究利用凝胶色谱法净化液相色谱法同时检

测高脂肪食品中黄色 2G、奶油黄、柑橘红 2、苏丹
红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ和苏丹红Ⅳ等色素, 凝胶
色谱法对除去样品中的脂肪、天然色素效果良好, 该
方法具有简便、快捷、灵敏、准确、重现性好等特点, 
能满足实际检测工作的需要。 
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