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高效液相色谱法同时测定熟肉制品中日落黄、 
胭脂红和诱惑红 

郝鹏飞*, 宫  萍, 刘  琳, 孟慧琴, 翟丽娜, 梁成珠 

(山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心食品农产品检测中心, 青岛  266002) 

摘  要: 目的  建立对熟肉制品中日落黄、胭脂红和诱惑红三种合成色素同时测定的方法。方法  样品采用无

水乙醇-氨水-水(7: 2: 1)提取, 加正己烷去除脂肪, 氮吹后定容, 用高效液相色谱法测定。经 Symmetry Shield 

RP18柱分离, 甲醇-0.02 mol/L乙酸铵溶液梯度洗脱, 检测波长为 508 nm。结果  本方法的相对标准偏差(n=6)

在 0.92%～3.2%之间, 平均回收率在 86.4%～99.1%之间, 检出限在 0.005～0.008 mg/kg之间。结论  本方法灵

敏度高, 分离效果好, 结果稳定可靠, 适用于熟肉制品中日落黄、胭脂红和诱惑红的同时测定。 
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Determination of sunset yellow, carmine and allura red in cooked meat 
products by high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method of simultaneous determination of sunset yellow, carmine and 

allura red up to three synthetic pigments in cooked meat products. Methods  The samples were extracted by 

the anhydrous ethanol-ammonia-water solution (7:2:1), the fat was eliminated by hexane, then blown by 

nitrogen, analyzed by high performance liquid chromatography. The samples were separated by 

SymmetryShield RP18 column, by gradient elution using a mobile phase made up of methanol and 0.02 mol/L 

amm-onium acetate, and detected at 508 nm. Results  The relative standard derivations (n=6)were between 

0.92%~3.2%, the recoveries were between 86.4%~99.1%, the detection limits were between 0.005～0.008 

mg/kg. Conclusion  This method is sensitive, efficient, reliable and suitable for the determination of synthetic 

pigments in cooked meat products. 
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1  引  言 

随着我国商品经济的发展, 为了提高产品的卖

相, 有些厂商会在熟肉制品的生产过程中加入人工

合成色素, 如在烤鸭、牛肉干中加入日落黄, 火腿、

烧鸡中加入胭脂红和诱惑红[1-8]。这几种合成色素都

以苯、甲苯等化工产品为原料, 经有机合成反应而得

到, 使用过量会对人体产生有害作用[9-12]。按照我国
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强制性国家标准 GB 2760-2011 的规定: 日落黄和胭

脂红禁止用于肉类及其制品, 而诱惑红在西式火腿

中的使用限量为 0.025 g/kg, 在肉灌肠中的使用限量

为 0.015 g/kg[13], 但仍有不法商贩在熟肉制品中超范

围使用日落黄和胭脂红, 或是添加诱惑红超标。因此

有必要对熟肉制品中的日落黄、胭脂红和诱惑红进行

监测。由于国标 GB/T 5009.35-2003中关于人工合成

色素的检测方法中没有包括熟肉制品 [14], 而国标

GB/T 9695.6-2008 仅检测肉制品中的胭脂红这一个

项目[15], 且前处理方法繁琐。为了配合食品安全的监

管, 本文对熟肉制品中合成色素的前处理方法和仪

器条件加以改进, 建立了对熟肉制品中日落黄、胭脂

红和诱惑红同时测定的方法, 得到了满意的结果。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

液相色谱仪 Agilent 1200, 配备二极管阵列检测

器(DAD), 美国安捷伦公司; 恒温水浴锅; 超声波提

取仪; 涡旋振荡器; 水平振荡器; 冷冻高速离心机; 

0.45 µm 滤膜。 

乙酸铵: 优级纯; 甲醇: 色谱纯; 其余试剂均为

分析纯; 所用水为二级去离子水; 乙酸铵溶液(0.02 

mol/L): 加乙酸调节 pH=4.5; 无水乙醇-氨水-水提取

液: 量取无水乙醇、氨水、水以体积比为 7/2/1配制, 

现用现配; 胭脂红、日落黄、诱惑红标准物质: 国家

标准物质研究中心; 混合标准储备溶液(1.0 mg/mL): 

准确称取胭脂红、日落黄和诱惑红标准物质各 0.1000 

g于100 mL容量瓶中, 以水溶解并定容; 混合标准使

用溶液(10.0 µg/mL): 取上述标准溶液 1.0 mL 置于

100 mL容量瓶中, 加水定容至刻度。 

2.2  样品处理 

称取粉碎均匀的样品 5 g(精确至 0.01 g)于 50 mL

离心管中, 加入 30 mL无水乙醇-氨水-水(7: 2: 1), 再

加入 10 mL正己烷, 涡旋 1 min, 振荡提取 1 h, 10000 

r/min(4 )℃ 离心 5 min, 弃去上层正己烷; 取下层液体

15 mL于 60 ℃下氮气吹至 2 mL左右, 加入 2 mL无

水乙醇, 再加水定容至 10 mL, 涡旋 1 min,  10000 

r/min(4 )℃ 离心 5 min, 过 0.45 µm滤膜, 上机测定。 

2.3  提取方式的比较试验 

准确称取 5.0 g已添加三种合成色素的样品置于

离心管中, 加入 30 mL无水乙醇-氨水-水(7: 2: 1), 分

别采用热水浴(70 )℃ 、超声波和涡旋+振荡 3种提取

方式。热水浴提取条件为: 在 70 ℃的恒温水浴中浸提

1 h; 超声波提取条件为: 在超声波提取仪中提取 1 h; 

涡旋+振荡的提取条件为: 先涡旋混合 1 min, 再振荡

提取 1 h。通过比较色素提取率确定提取方式。每种提

取方式进行 6次平行实验, 取平均值进行比较。 

2.4  色谱条件 

色谱柱: SymmetryShield RP18(4.6 mm×150 mm, 

5 μm); 柱温: 30 ℃; 甲醇-0.02 mol/L乙酸铵溶液梯

度洗脱 , 甲醇 : 10%(0~2 min), 50%(5~10 min), 

10%(12~15 min); 流速: 1.0 mL/min; 进样量 20 µL; 

检测波长为 508 nm, 参比波长为 620 nm。以保留时

间和光谱吸收双重定性, 峰面积定量。 

2.5  色谱条件的选择试验 

以甲醇-0.02 mol/L乙酸铵溶液体系作为流动相, 

通过对标准溶液的进样, 考察当乙酸铵缓冲溶液的

pH从 3.0到 7.0时, 各个色素的保留时间及峰形的情

况; 乙酸铵缓冲溶液的 pH 确定后, 考察流动相不同

配比下各个色素的分离情况; 通过UV扫描来获取胭

脂红、日落黄和诱惑红的最大吸收波长; 上述条件均

确定后, 再考察 25、30、35、40 ℃柱温条件下各个

色素的分离效果。 

3  结果与讨论 

3.1  提取方式的确定 

热水浴(70 )℃ 、超声波和涡旋+振荡 3种提取方

式的提取率结果见表 1, 从表 1可以看出胭脂红、日

落黄和诱惑红的提取率均为涡旋+振荡为最高, 热水

浴提取率最低。因此, 本实验采用涡旋+振荡来提取

色素。 

3.2  色谱条件的确定 

3.2.1  流动相 pH 的确定 
试验结果表明: 以甲醇-0.02 mol/L 乙酸铵溶液

体系作为流动相, 当乙酸铵缓冲溶液的 pH 分别为

3.0、5.0、6.0、7.0时, 对各个色素的保留时间及峰形

影响较大, 胭脂红、日落黄和诱惑红不能完全分开, 

或者个别色素产生严重拖尾现象, 见图 1。而当乙酸

铵缓冲溶液的 pH在 3.5、4.0和 4.5时所有色素的保

留时间及峰形几乎保持不变, 均可实现基线分离, 考

虑到酸性强对色谱柱的寿命有影响, 最后确定乙酸

铵缓冲溶液的 pH为 4.5, 见图 2。 
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表 1  不同提取方式下各色素的提取率 
Table 1  Effect of different extraction methods for the pigments 

色素 本底值/(mg/kg) 加标量/(mg/kg) 测得平均值/(mg/kg) 提取率/(%) 提取方式 

胭脂红 0 5.0 3.045 60.9 热水浴(70 ℃) 

 0 5.0 4.410 88.2 超声波提取 

 0 5.0 4.895 97.9 涡旋+振荡提取 

      

日落黄 0 5.0 3.785 75.7 热水浴(70 ℃) 

 0 5.0 4.655 93.1 超声波提取 

 0 5.0 4.770 95.4 涡旋+振荡提取 

      

诱惑红 0 5.0 3.630 72.6 热水浴(70 ℃) 

 0 5.0 4.525 90.5 超声波提取 

 0 5.0 4.915 98.3 涡旋+振荡提取 

    

pH=3.0                                                    pH=5.0 

 

    
pH=6.0                                                     pH=7.0 

图 1  不同 pH下的色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of different pH 

 
3.2.2  梯度洗脱条件的确定 

流动相配比试验表明: 采用梯度洗脱(见 2.4 色

谱条件)的方式, 胭脂红、日落黄和诱惑红分离效果

好, 检测灵敏度高。其色谱图如图 2所示。 

3.2.3  检测波长的确定 

通过 UV扫描, 胭脂红、日落黄和诱惑红的最大

吸收波长分别为 513 nm、484 nm 和 508 nm, 国标 

GB/T 5009.35-2003选用 254 nm作为检测波长, 但在
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该波长下胭脂红、日落黄和诱惑红的灵敏度均不高, 

难以满足实际检测的需要。经试验, 本方法采用 508 

nm作为检测波长。在该检测波长下, 3种合成色素响

应值高, 背景干扰小。实际样品测试时, 如果样品保

留时间与标准品一致但光谱吸收不一致 , 判定为

“否”; 样品保留时间与标准品一致且光谱吸收也一

致, 判定为“是”。这样以保留时间和光谱吸收双重定

性, 可以避免误判。3种合成色素的光谱吸收见图 3。 

 

图 2  3种合成色素的色谱图 

Fig. 2  Chromatogram of 3 synthetic pigments 
1. 胭脂红、2. 日落黄、3诱惑红 

 

3.2.4  柱温和流速的确定 

以上述条件考察 25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃柱

温条件下胭脂红、日落黄和诱惑红的分离效果, 结果

表明: 色谱柱温度的改变对各个色素的保留时间和

灵敏度的影响不明显, 但随着柱温的升高, 柱压有所

降低, 因此柱温选择 30 ℃, 既接近常温, 柱压又比

较小。流速的选择试验表明: 各组分峰的分离效果受

流速影响不大, 但流速慢的话分析时间延长, 所以选

定流速为 1.0 mL/min。 

3.3  线性关系及检出限 

分别准确吸取 3 种色素混合标准使用溶液(10.0 

µg/mL) 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0 mL至 10 mL容量瓶

中, 加水定容至刻度, 得到浓度为 0.1、0.2、0.5、1.0、

2.0 µg/mL 的标准工作曲线, 按上述优化的色谱条件

进行 HPLC 测定。设定仪器自动以质量浓度 X 为横

坐标, 色谱峰面积 Y为纵坐标来绘制标准曲线。3合

成色素均与其各自对应的峰面积呈线性关系(R2＞

0.9995)。线性方程、相关系数和检出限(RS/N=3)见表

2, 标准曲线见图 4。 

 

 

 

图 3  3种合成色素的光谱吸收图 

Fig. 3  Absorption spectrum chart of 3 synthetic pigments 
1. 胭脂红(513 nm); 2. 日落黄(484 nm); 3. 诱惑红(508 nm) 

表 2  合成色素的回归方程、相关系数和检出限 
Table 2  Regression equations, correlation coefficients(R2) and detection limits of synthetic pigments 

合成色素名称 回归方程 相关系数 检出限( mg/kg) 

胭脂红 Y=36.0003382X + 0.1901215 0.9998 0.008 

日落黄 Y=36.6933382X + 0.3912094 0.9995 0.005 

诱惑红 Y=47.4106614X + 0.2218300 0.9998 0.006 
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图 4  3种合成色素的标准曲线 

Fig. 4  Standard curves of 3 synthetic pigments 

3.4  方法的加标回收率与精密度 

在上述样品处理和仪器优化条件下, 以本底未

检出的烤鸭做基质, 测定了 0.5、1.0、2.0 mg/kg三个

添加水平下各色素的回收率, 每个水平重复测定 6次, 

计算回收率和相对标准偏差(RSD), 结果见表 3。3种

合成色素的平均回收率在 86.4% ~ 99.1%之间, 相对

标准偏差在 0.92% ~ 3.2%之间, 方法准确可靠。 

表 3  烤鸭基质中 3 种合成色素的平均回收率与相对标准

偏差(RSD) 
Table 3  Recoveries and relative standard derivations of 

3 synthetic pigments in roast duck 

样品 色素
本底值
/(mg/kg)

加标量
/(mg/kg) 

测得平均

值/(mg/kg) 

平均回收

率/% 
RSD/

% 

烤鸭 胭脂红

0 0.5 0.432 86.4 3.2 

0 1.0 0.917 91.7 1.7 

0 2.0 1.958 97.9 1.1 

       

烤鸭 日落黄

0 0.5 0.449 89.8 2.9 

0 1.0 0.964 96.4 1.8 

0 2.0 1.981 99.1 1.3 

       

烤鸭 诱惑红

0 0.5 0.461 92.2 2.5 

0 1.0 0.957 95.7 1.5 

0 2.0 1.963 98.2 0.92

 

3.5  实际样品的测定 

在商场购得红烧肉、烤鸭、烧鸡、熏鸡、火腿肠、

西式火腿、牛肉干、酱驴肉、酱牛肉和酱猪蹄, 采用

本方法对上述市售的 10 种熟肉制品进行测定, 根据

保留时间和吸收光谱进行定性, 峰面积外标法定量, 

结果某火腿中检出诱惑红, 含量为 3.7 mg/kg。图 5

为该样品的色谱图和光谱吸收图。 

4  结  论 

样品采用无水乙醇-氨水-水(7: 2: 1)提取, 加正

己烷去除脂肪, 氮吹后定容的方法, 可对熟肉制品中

的胭脂红、日落黄和诱惑红进行富集和提纯, 前处理

方法简便易行。通过 SymmetryShield RP18 柱分离, 

甲醇-0.02 mol/L 乙酸铵溶液梯度洗脱, 检测波长为 
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图 5  某火腿的色谱图(A)和光谱吸收图(B) 

Fig. 5  Chromatogram (A) and absorption spectrum chart (B) of the ham 
 
508 nm。方法的检出限在 0.005～0.008 mg/kg之间, 

检测灵敏度高, 满足了低含量样品的测定要求。方法

学验证表明 R2＞ 0.9995, 相对标准偏差 (n=6)在

0.92%～3.2%之间, 平均回收率在 86.4%～99.1%之

间, 准确度和精密度均获得满意的结果。采用本方法

对实际样品进行测定, 提取效率高, 损失少, 能满足

分析要求, 很有实际应用价值。 
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