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富含蛋白食品中的 8种合成色素的 
高效液相色谱测定方法 

孔  聪, 沈晓盛, 于慧娟, 黄冬梅, 蔡友琼* 

(东海水产研究所水产品质量安全与加工实验室, 上海  200090) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定富含蛋白食品中合成色素的方法。方法  样品匀浆后采用乙醇:氨水:

水(7:2:1)溶液提取, 经低温冷冻去除蛋白后, 水浴加热浓缩除氨, 采用聚酰胺固相小柱萃取净化, 以甲醇和 20 

mmol/L 乙酸铵溶液为流动相, 通过 Agilent extend-C18色谱柱梯度洗脱分离, 可见光区段多波长信号检测柠檬

黄、日落黄、苋菜红、胭脂红、赤藓红、诱惑红、亮蓝、靛蓝 8种合成色素, 保留时间定性、外标法定量。结

果  建立的测定 8种合成色素的方法在 0.6~10 mg/kg内曲线线性关系良好, 相关系数为 0.995以上, 检测限介

于 0.1~0.4 mg/kg, 不同加标浓度下回收率介于 75%~95%之间, 变异系数在 3.6%~9.3%之间。结论  该方法用

于高蛋白食品中合成色素的测定, 具有操作简便、灵敏高、准确性好、无杂质干扰等优点。 
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Determination of 8 synthetic food colorants in protein-rich samples with high 
performance liquid chromatography 

KONG Cong, SHEN Xiao-Sheng, YU Hui-Juan, HUANG Dong-Mei, CAI You-Qiong* 

(East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai 200090, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of synthetic colorants in protein-rich 

processed food with high performance liquid chromatography. Methods  Sample homogenates were extracted 

by ethanol:ammonium hydroxide:water (7:2:1), and frozen for deproteinization, further incubated in water to 

remove ammonium, purified by solid phase extraction with polyamine column. Extract containing 8 synthetic 

colorants (lemon yellow, sunset yellow, amaranth, ponceau 4R, erythrosine, allura red, brilliant blue, and indigo 

carmine) was separated by Agilent extend-C18 with methanol and 20 mmol/L of ammonium acetate as the 

mobile phase. Compounds were detected under multi-wavelength measurement. Results  Measurement on 8 

synthetic colorants with the developed method showed an excellent linear relationship between 0.6~10 mg/kg, 

with the correlation coefficient more than 0.995, and the limit of detection between 0.1~0.4 mg/kg. Under 

different spiked concentration, the recoveries were determined between 75%~95%, and relative standard 
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derivations were between 3.6%~9.3%. Conclusion  The developed method can be applied in the detection of 

synthetic colorants in protein-rich processed food, with easy operation, high sensitivity, excellent accuracy and 

less disturbance. 

KEY WORDS: synthetic colorants; freeze deproteinization; solid phase extraction; high performance liquid 

chromatography 
 
 

1  引  言 

为了改善食品的感官性状, 改进食品色泽, 增

加人们的食欲, 提高其价值, 在食品加工过程中, 往

往需要添加食品色素[1,2]。食品色素可分为天然色素

和合成色素两大类。由于合成色素一般较天然色素色

彩鲜艳、着色力强、坚牢度大、性能稳定、易于着色

并可任意调色、成本低廉、使用方便, 其在食品加工

和储藏中的应用越来越广泛[3-5]。合成色素自身没有

营养且具有一定的毒性、致泻性和致癌性, 食用过多

会危害人体健康。目前国家出台了相关规定, 促使食

用色素生产商对涉及产品的质量更加严格规范化 , 

食品加工企业在合成色素的用量和使用范围上也受

到严格限制。2011年实施的 GB 2760-2011《食品添

加剂使用标准》对合成色素使用范围和相应限量均有

明确规定[6,7]。因此, 为保障消费者食用安全, 需对潜

在使用合成色素的食品进行有效监督, 开发食品中

合成色素的检测方法成为必要的技术支持手段[8]。 

目前, 国内外用于合成色素的分析方法主要有

薄层色谱法[9]、高效液相色谱法[10-16]、离子色谱法[17]、

液相色谱-串联质谱法[18-23]、示波极谱法[24]、伏安法
[25]、毛细管胶束电动色谱法[26]、毛细管电泳法[27]。

我国用于食品中合成色素的测定的标准有国家标准

GB /T5009. 35-2003《食品中合成色素的测定》[28]以

及行业标准 SN /T 1743-2006《食品中的诱惑红、酸

性红、亮蓝、日落黄的含量检测高效液相色谱法》
[29,30]。然而, 现行的食品中合成色素的检测方法与标

准多以饮料、糖、果汁等基质比较简单的食品为检测

对象, 而对于如鱼糜制品等蛋白质含量高且基质复

杂的样品, 合成色素与蛋白质强烈结合, 在提取和净

化过程中, 难以分离, 即使提取过程后再次沉淀蛋白, 

也将有大量色素吸附于沉淀蛋白中, 从而导致检测

回收率降低、稳定性变差等问题。因此, 基于简单基

质食品的分析方法并不能准确检测这类食品中色素

的含量。 

为了对食品中常用的合成色素进行更为全面的

检测, 对食品安全状态进行更有效地监督, 本研究针

对合成色素提取过程中蛋白吸附问题, 在前处理过

程中利用低温冷冻去除蛋白的方法, 进一步通过聚

酰胺小柱进行净化和洗脱, 通过高效液相色谱多波

长检测柠檬黄、日落黄、苋菜红、胭脂红、赤藓红、

诱惑红、亮蓝、靛蓝 8种合成色素, 结果显示利用低

温冷冻方式去除蛋白, 可以有效解决色素在蛋白上

的吸附, 使得方法回收率、灵敏度、稳定性明显提高, 

研究建立的方法适用于富含蛋白的加工食品中合成

色素的检测。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

无水乙醇、氨水、柠檬酸、柠檬酸钠、乙酸铵、

甲醇均为分析纯, 购自国药试剂有限公司。实验用水

为超纯水, 由美国 Millipore 公司纯水仪制备。色素

标准品柠檬黄、日落黄、苋菜红、胭脂红、赤藓红、

诱惑红、亮蓝、靛蓝(德国 Dr．Ehrenstorfer公司, 纯

度均大于 90%)购自上海安谱实验科技股份有限公

司。聚酰胺固相萃取柱 (Cleanert-PA SPE, 500mg,  

6mL), 购自上海跃鹏贸易有限公司。合成着色剂实测

样品为加工鱼糜制品(虾丸、鱼丸、蟹棒、鱼排), 取自

上海市铜川路水产批发市场、上海东方国际水产批发

市场以及上海恒大水产批发市场。空白样品由水产批

发市场购买的鲜活鱼、虾、蟹取可食部分匀浆后制备。 

2.2  仪器与设备 

高效液相色谱仪配紫外检测器(Agilent 1200, 安

捷伦科技有限公司); 涡旋振荡器(IKA VOTEX X3, 

德国艾卡仪器公司 ); 高速离心机 (HITACHI CF 

16RXII, 日本日立仪器公司 ); 超声仪 (BRANSON 

5510, 美 国 必 能 信 公 司 ); 低 温 冰 箱 (SANYO 

BIOMEDICAL FREEZER, 日本三洋电机集团); 24

位标准型固相萃取装置(西格玛奥德里奇(中国)有限

公司)。 
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2.3  溶液配制 

柠檬酸溶液: 称取柠檬酸(C6H8O7•H2O) 21.01 g, 

加水至 1000 mL, 混匀。 

柠檬酸钠溶液: 称取柠檬酸钠(Na3C6H5O7•2H2O, 

分析纯) 29.41 g, 加水至 1000 mL, 混匀。 

乙酸铵溶液(20 mmol/L): 称取 1.54 g乙酸铵, 加

水100 mL, 加氨水1 mL, 继续加水至1000 mL, 溶解, 

混匀后, 经滤膜(0.45 μm)过滤。 

无水乙醇:氨水:水(7:2:1)溶液: 量取无水乙醇 70 

mL、氨水 20 mL、水 10 mL, 混匀。 

柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液(pH=4): 分别吸取 0.1 

mol/L柠檬酸溶液 13.1 mL、0.1 mol/L柠檬酸钠溶液

6.9 mL 混匀。 

标准储备液: 准确称取柠檬黄、日落黄、苋菜红、

胭脂红、赤藓红、诱惑红、亮蓝、靛蓝各 0.1000 g, 置

于 100 mL容量瓶中, 加水至刻度。此溶液含着色剂

1 mg/mL。标准储备液可密闭冷藏(4 ℃)保存 1个月。 

混合标准使用液: 临用时取上述溶液 2.0 mL, 加

水稀释至 100.0 mL, 摇匀, 配成每毫升相当 20.0 μg的

合成着色剂。混合标准使用液可冷藏(4 ℃)保存 2周。 

2.4  实验方法 

2.4.1  前处理方法 

①取样 

样品可食用部分提取前经匀浆处理。 

②提取 

准确称取样品 5±0.005 g于 30 mL离心管中, 加

入无水乙醇:氨水:水(7:2:1)溶液 10 mL混匀, 超声 10 

min, 4000 r/min离心 10 min, 取上清液转移至新的离

心管中, 沉淀继续加入无水乙醇:氨水:水(7:2:1)溶液

10 mL、5 mL提取两次。 

③冷冻除蛋白时间的选择 

合并上清液, 于低温冰箱中-42 ℃冷冻 0.5、1、3、

5、12 h, 快速取出于冷冻离心机5℃条件下 8000 

r/min离心 5 min(为保证样品处于冷冻状态时快速离

心, 可将样品在冷冻前即在天平上进行两两配平后, 

从冰箱中取出后立即离心), 取上清液。 

④浓缩除氨 

上清液转移至水浴锅中在接近沸腾的水中进行

蒸发至 8~12 mL, 取出冷却至室温, 以 0.1 mol/L柠檬

酸溶液调节 pH至 6~7, 得到提取液的浓缩液。 

⑤净化条件的选择 

聚酰胺小柱经 6 mL 0.1 mol/L柠檬酸溶液活化

后, 加入浓缩液, 弃掉滤出液, 以 12 mL柠檬酸-柠檬

酸钠缓冲液(pH=4)洗涤小柱, 分别以纯甲醇、无水乙

醇:氨水:水(7:2:1)溶液和 0.1 mol/L 的氢氧化钠洗脱, 

每种洗脱剂分别使用 1、3、5 mL进行优化, 弃掉最

初 0.3 mL 流出液, 收集剩余流出液并抽干小柱。流

出液在 50 ℃下氮气吹至 0.8 mL以下, 加乙酸铵溶液

至 1 mL, 充分溶解残渣, 样液经 0.22 µm水相微孔滤

膜过滤, 滤液供液相色谱测定。 

2.4.2  色谱条件的优化 

Agilent 1200 液相色谱系统; Agilent extend-C18, 

250 mm×4.6 mm, 5 μm色谱柱; 柱温: 30 ℃; 流动相

A相分别为 20 mmol/L乙酸铵溶液、20 mmol/L乙酸

铵+0.1%氨水溶液和纯水  B: 甲醇 ; 梯度洗脱 ; 流

速:1 mL/min; 通过分离后进行 200~800 nm全波长扫

描后确定各合成色素的最佳检测波长; 进样量: 25 

μL; 检测器: DAD检测器。 

2.4.3  基质加标曲线制备 

准确称取空白样品 5±0.005 g于 30 mL 离心管

中, 分别加入合成着色剂混合标准使用液 0.05、0.15、

0.25、0.5、1、2.5 mL 于样品中, 充分混匀后, 于冰

箱中冷藏放置过夜, 每个浓度水平重复 3份样品, 按

照步骤 2.4.1中 ~② ⑤进行处理。 

2.4.4  方法准确性和精密度实验 

称取经开发方法检测后不含 8 种待检色素的鱼

糜加工品 5±0.005 g, 分别加入 5、15、30 μg混合标

准色素溶液, 充分混匀后, 于冰箱中冷藏放置过夜, 

每个浓度水平重复 6份样品, 加标样品按照经过优化

后的前处理方式和仪器条件进行检测。以鱼糜加工品

的样品加标回收率表示方法的准确度, 以加标浓度

的相对标准偏差(RSD)表示方法的精密度。 

3  结果与讨论 

3.1  蛋白去除方法的优化 

根据 GB/T5009.35-2003 方法, 在进行沉淀蛋白

时, 由于合成色素与蛋白强烈的吸附作用, 导致大部

分色素吸附于沉淀蛋白表面而降低了方法的回收率

和稳定性。本方法建立了通过低温冷冻促使提取液对

蛋白溶解度降低, 同时保持蛋白表面电荷与四维结

构可顺利地将合成色素与蛋白质分离。对提取液在

42 ℃下的冷冻时间进行优化, 得到蛋白沉淀量如图

1所示。分析结果可以看出将提取液置于低温下冷冻
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3 h 以上, 沉淀蛋白量不再明显增加, 因此, 冷冻放

置至该时间点以上可基本沉淀出溶液中的蛋白。 

 

图 1  蛋白沉淀质量与低温冷冻时间关系图 

Fig. 1  Relationship between the precipitated protein and the 
duration of freezing in low temperature. 

 

3.2  净化方法的选择 

由于合成色素在弱酸性和碱性条件下带负电的

性质, 建立方法采用酰胺固相萃取柱进行色素的吸

附、净化和洗脱。相比 GB/T5009.35-2003 方法, 该

方法具有操作简便、快速、试剂消耗少的特点。分别

采用甲醇、无水乙醇:氨水:水(7:2:1)溶液和 0.1 mol/L

的氢氧化钠进行洗脱。通过收集洗脱液的颜色可以看

出, 甲醇溶液基本无色, 固相萃取柱上色素存在清晰

的色素保留层。而无水乙醇:氨水:水(7:2:1)溶液和 0.1 

mol/L的氢氧化钠溶液则可以有效地洗脱固相萃取柱

上的合成色素。由于氢氧化钠洗脱后, 氮吹过程时间

明显延长并且有较多的氢氧化钠残留, 使得液相分

析过程中保留时间不稳定, 因此, 本方法采用无水乙

醇:氨水:水(7:2:1)溶液作为洗脱液。进一步, 分别采用

1、3、5 mL的乙醇:氨水:水(7:2:1)溶液进行洗脱, 通

过液相色谱分析定量后其回收率如表 1所示。可知 3 

mL洗脱液可以完全洗脱固相萃取柱上吸附的色素。 

3.3  流动相的选择与色谱梯度洗脱条件的设定 

本研究比较了以 20 mmol/L 乙酸铵溶液、20 

mmol/L 乙酸铵+0.1%氨水溶液和纯水分别作为水相, 

甲醇作为有机相对 8种合成色素的分离效果。结果发

现, 以纯水作为流动相时, 柠檬黄和苋菜红不能够在

色谱柱上保留, 随杂质一起在死时间处出峰, 因此不

能够对 8种色素同时分离。以 20 mmol/L乙酸铵溶液

进行液相分离时, 苋菜红的保留时间不稳定, 可能与

其在酸性条件下结构不稳定有关。而采用 20 mmol/L

乙酸铵溶液及其 0.1%氨水溶液作为流动相时, 8种色

素可以有效地分离, 且保留时间稳定。优化后, 流动

相设置如表 2所示, 为了优化分离效果, 采用梯度流

动相洗脱模式, 前 4 min以 10%比例的水相进行洗脱, 

洗掉大部分强极性生物杂质, 随后 6 min, 线性提高

甲醇的比例至 100%, 可以将 8 种有机相在该时间段

很好的分离, 继续维持 100%甲醇比例 3 min 进行清

洗色谱柱并回至初始流动相比例稳定 3 min, 整个洗

脱过程耗时 16 min, 实现了 8种色素在色谱柱上的有

效分离。 

3.4  色谱检测波长的选择 

由于 8种合成色素在 200~800 nm波长之间具有 

表 1  不同的乙醇:氨水:水(7:2:1)溶液洗脱体积下色素的回收率 
Table 1  Recoveries of synthetic food colorants under different volume of elute  

[ethanol: ammonium hydroxide: water (7:2:1)] 

合成色素 
1 mL洗脱体积 3 mL洗脱体积 5 mL洗脱体积 

回收率(%) RSD(n=6, %) 回收率(%) RSD(n=6, %) 回收率(%) RSD(n=6, %) 

柠檬黄 45.6 6.5 89.2 4.1 90.5 3.8 

日落黄 35.8 5.4 93.5 3.5 89.7 3.7 

苋菜红 42.7 3.9 87.2 2.6 86.2 3.1 

胭脂红 51.6 5.4 88.5 1.8 90.5 1.5 

赤藓红 38.2 8.6 79.5 4.8 81.6 3.9 

诱惑红 38.2 5.1 81.3 1.4 79.5 2.7 

亮蓝 18.5 7.6 89.5 3.2 91.2 1.9 

靛蓝 19.6 9.2 87.2 2.7 89.4 2.4 
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不同的吸收性质, 为了提高色谱检测的灵敏度, 对 8

种合成色素分离后进行全波段扫描, 确定每一种色

素的最佳检测波长。值得注意的是苋菜红、靛蓝、赤

藓红、日落黄在 200~300 nm的紫外区吸收比可见区

高, 但由于洗脱过程中, 流动相比例一直变化, 产生

明显的溶剂背景干扰, 因此, 这些化合物的最佳检测

波长选择在可见光区域, 8 种化合物的最佳检测波长

如表 3所示。色谱信号检测过程中采用 8通道同时检

测, 得到 8条色谱检测曲线, 分别对应 8种合成色素

的最佳检测波长条件, 其色谱分离情况如图 2所示。 

3.5  线性范围、检测限、回收率与精密度 

基于对去蛋白方法、固相萃取柱洗脱剂、液相分离

和检测条件的选择和优化, 采用基质加标曲线方式对样

品进行定量, 加标样品 8种合成色素的浓度分别为 0.2、

0.6、1、2、4、10 mg/kg, 经过前处理后, 进行液相色谱

检测, 以保留时间定性、峰面积定量, 以各合成色素的

浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标绘制标准曲线, 计算

线性回归方程。结果显示8种合成色素在0.6~10 mg/kg

范围内线性关系良好, 其回归方程、相关系数和以 3

倍信噪比的方法确定本方法的检出限如表 4所示。 

 

图 2  8种合成色素的色谱分离图 
Fig. 2  Chromatography of 8 synthetic colorants 

表 2  液相色谱分离时流动相比例及流速变化 
Table 2  Evolution of the ratio and flow rate of mobile phase on separation 

时间(min) 0~4 4~10 10~13 13~13.1 13.1~16 

甲醇比例(%) 10~12 12~100 100 100~10 10 

乙酸铵溶液(20 mmol/L) 比例(%) 90~88 88~0 0 0~90 90 

流速(mL/min) 1.2 1 1 1 1 

 

表 3   8 种合成色素的最佳检测波长 
Table 3  The optimum wavelength for detection of 8 synthetic colorants 

着色剂 亮蓝 柠檬黄 日落黄 胭脂红 诱惑红 苋菜红 靛蓝 赤藓红 

检测波长(nm) 630 430 490 510 512 523 602 530 

 

表 4  8 种合成色素的线性曲线、相关系数以及检测限 
Table 4  Linear relationship, correlation coefficient and limit of detection for 8 synthetic colorants 

合成色素 线性关系及相关系数 检测限(mg/kg) 

柠檬黄 Y=49.95X+43.49, R=0.998 0.3 

苋菜红 Y=47.32X+45.72, R=0.996 0.3 

靛蓝 Y=19.13X+3.48, R=0.997 0.4 

胭脂红 Y=46.28X+50.33, R=0.997 0.25 

日落黄 Y=57.65X+57.37, R=0.996 0.25 

诱惑红 Y=62.06X+61.33, R=0.997 0.25 

亮蓝 Y=219.43X+234.81, R=0.995 0.1 

赤藓红 Y=113.86X+94.60, R=0.996 0.1 



4090 食品安全质量检测学报 第 5卷 
 
 
 
 
 

 

 

通过各 6份 5、15、30 μg混合标准色素溶液样

品加标后 , 检测结果显示样品加标回收率在

75%~95%之间, 其相对标准偏差在 3.6%~9.3%, 结果

表明方法的准确度和精密度良好。 

4  结  论 

本研究初步建立了针对富含蛋白的食品中的合

成色素的测定方法。通过低温冷冻方式去除样品提取

液中的蛋白, 以及利用聚酰胺固相萃取柱进行合成

色素的富集和净化, 高效液相色谱法同时测定了富

含蛋白加工食品中的 8种合成色素的残留量。现有国

家标准 GB /T5009. 35-2003《食品中合成色素的测定》

以及行业标准 SN /T 1743-2006《食品中的诱惑红、

酸性红、亮蓝、日落黄的含量检测高效液相色谱法》

多以饮料、糖、果汁等基质比较简单的食品为检测对

象而开发, 在针对富含蛋白的样品进行前处理操作

时, 合成色素与蛋白质强烈结合, 在提取和净化过程

中, 难以分离, 即使提取过程后再次沉淀蛋白, 也将

有大量色素吸附于沉淀蛋白中, 从而导致检测回收

率降低、稳定性变差等问题。而本研究开发方法针对

富含蛋白基质的样品, 在前处理过程中利用低温冷

冻去除蛋白的方法, 可有效地解决色素提取过程中

蛋白吸附问题。 

不仅如此, 本研究采用的聚酰胺色谱柱直接吸

附洗脱净化提取液的方法, 整个过程大约 1小时左右, 

而现有国家标准采用热水条件下聚酰胺粉吸附、碱性

溶液解吸附以及垂熔漏斗过滤净化, 耗费时间至少 3

小时, 因此, 该方法操作过程明显减少、操作方式简

便, 减少了前处理时间。本研究通过对比实践国家标

准检测方法和开发方法结果显示, 在实验条件下, 研

究开发方法线性良好, 重复性高, 操作相对简便, 结

果准确, 灵敏度高, 检测时间缩短, 适用于开发针对

鱼糜等富含蛋白的加工食品中合成色素的残留检测。 
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