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固相萃取-超高效液相色谱法同时测定蜜饯中 

9种合成色素 

林  芳, 李  涛*, 王一欣, 刘海静, 张  丽 

(陕西省食品药品检验所, 西安  710065) 

摘  要: 目的  建立固相萃取-超高效液相色谱法同时测定蜜饯中柠檬黄、新红、胭脂红、苋菜红、靛蓝、日

落黄、诱惑红、亮蓝、赤藓红 9 种合成色素。方法  样品采用乙醇氨提取, 阴离子固相萃取小柱净化, 经

ZORBAX SB-C18色谱柱分离, 甲醇和 0.02 mol/L乙酸铵为流动相梯度洗脱, 流速 0.4 mL/min。采用二极管阵列

检测器, 采集 254 nm(0~8.0 min)、300 nm(8.0~9.5 min)、254 nm(9.5~18.0 min)色谱合成图进行外标法定量, 并

通过与对照品的光谱比对进行确证。结果  9种合成色素在 18 min内可有效分离, 在 0.4~40 μg/mL的线性范

围内相关系数均为 0.9999, 平均回收率为 80.1%~98.6%, 相对标准偏差为 1.8%~5.2%, 检测限为 1~2 ng。结论  

该方法前处理简单、检测快速、回收率满意且重复性好, 可作为蜜饯中 9种合成色素的检测方法。 
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Simultaneous determination of 9 kinds of synthetic pigments in preserved 
fruit by soild phase extraction-ultra high performance liquid chromatography 

LIN Fang, LI Tao*, WANG Yi-Xin, LIU Hai-Jing, ZHANG Li 

(Shaanxi Institute for Food and Drug Control, Xi’an 710065, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 9 kinds of synthetic 

pigments (lemon yellow, new red, neucoccin, amaranth, indigotine, sunset yellow, allura red, brilliant blue FCF, 

and erythrosin B disodium salt) in preserved fruits by solid phase extraction-ultra performance liquid 

chromatography (SPE-UPLC). Methods  Samples were extracted using ethanolamine and cleaned up on an 

anion exchanging solid phase extraction column. ZORBAX SB-C18 column was applied with mobile phase 

consisting of methanol and 0.02 mol/L ammonium acetate by gradient elution with a flow rate of 0.4 mL/min. 

The 9 kinds of synthetic pigments were detected by photodiode array detector and a composite chromatogram 

with detection wavelength of 254 nm (0~8.0 min), 300 nm (8.0~9.5 min), and 254 nm (9.5~18.0 min) was for 

quantification by an external standard method. Results  Nine kinds of synthetic pigments could be effectively 

separated within 18 min, and the standard curves had a good linearity over the concentration range of 0.4~40 

μg/mL. The correlation coefficients were 0.9999. The average recoveries ranged from 80.1% to 98.6% with 

relative standard deviations (RSDs) of 1.8%~5.2%. The detection limits for the 9 kinds of synthetic pigments 
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ranged from 1 to 2 ng. Conclusion  This method has the advantages of simple pretreatment, fast detection, 

satisfied with recovery rate and good reproducibility, and is suitable for the determination of the 9 kinds of 

synthetic pigments in preserved fruits. 

KEY WORDS: preserved fruits; synthetic pigments; solid phase extraction; ultra performance liquid 

chromatography 

 
 

1  引  言 

合成色素是以从煤焦油中分离出来的苯胺染料

为原材料, 经过一系列化学工艺合成的一类工业产

品。合成色素色泽鲜艳、用量少、性质稳定、易着色, 

且价格相对便宜, 目前已广泛应用于糖果、水果制

品、糕点和饮料等食品的着色[1]。迄今为止, 大部分

食用合成色素不但不能供给人体所需营养, 还可能

影响肝肾功能、产生遗传毒性和致癌性等, 给人们的

健康造成危害[1,2]。近年来, 以果蔬等为主要原料, 添

加(或不添加)食品添加剂和其他辅料, 经糖或蜂蜜或

食盐腌制(或不腌制)等工艺制成的蜜饯类制品的质

量问题, 特别是超限量、超范围使用合成色素等食品

添加剂的问题, 越来越受到社会各界的关注[3-8]。自

2013 年国家食品监管职能调整以来, 国家食药总局

食品监督抽检和风险监测工作已经连续 3 年要求各

省监测以蜜饯类食品为代表的水果制品中 9 种合成

色素的含量。 

目前蜜饯类食品合成色素的检测主要参照国标

GB/T5009.35-2003《食品中合成着色剂的测定》[9]、

GB/T5009.141-2003《食品中诱惑红的测定》 [10]、

SN/T1743-2006《食品中的诱惑红、酸性红、亮蓝、

日落黄的含量检测》[11] 需采用多个液相系统才能完

成对 9种合成色素的检测, 且样品前处理较复杂, 检

测耗时长。相关文献[12,13]报道的检测方法多是采用聚

酰胺粉吸附进行样品前处理, 而且多是针对这些人

工合成色素中的一种或几种, 还未见到关于本文 9种

合成色素在蜜饯类食品中同时检测的报道。工作实践

表明, 这些色素在蜜饯类食品中存在一定程度的滥

用, 因此如果能够简化前处理操作, 并实现一个液相

系统对 9种合成色素的同时快速测定, 将有效提高实

验效率。 

本研究根据合成色素的结构特点[14]及蜜饯食品

高糖(盐)、高粘度等特点, 采用固相萃取法前处理, 

大大降低前处理的工作量, 回收满足检测需求。利用

超高效液相色谱较普通液相色谱分离速率更快、分辨

率和灵敏度更高, 更适用于复杂基质成分的分离特

点 [15-17], 建立了超高效液相色谱法同时检测蜜饯中

的 9种合成色素, 优化色谱分离条件, 缩短检测时间, 

二极管阵列检测器还可实现对检出色素的光谱确证, 

使检测结果更加准确可靠。 

2  材料与方法 

2.1 仪器与设备 

1290 infinity超高效液相色谱仪, 配有 1290二极

管阵列检测器(美国 Agilent 公司); AE-240 双量程电

子天平(瑞士 Mettlor Toledo公司); AS20500B超声波

清洗器(天津奥特赛恩斯仪器有限公司);  PB-10 酸

度计(德国 Sartrius公司); CR22N型离心机(日立公司); 

Synergy 型超纯水仪 (美国 MILLIPORE 公司 ); 

ETTL-DCⅡ型氮吹仪(北京同泰联科技发展有限公

司); 数显恒温水浴(江苏省金华市荣华仪器制造有限

公司); 12位固相萃取缸(天津博纳艾吉尔公司)。 

2.2 材料与试剂 

材料: 检测样品为 2015 年国家食品监督抽检监

测工作中从本省内各地市抽取的各类蜜饯样品, 如

猕猴桃干, 狗头枣片、柿子糕、山楂糕、果丹皮等, 基

本涵盖了蜜饯凉果大类项下的蜜饯类、凉果类、果脯

类、果糕类、果丹(饼)类等所有细类产品共 100余批。 

试剂: 甲醇(HPLC 级, 德国 Meker 公司); 乙酸

铵(≥99.0%, 美国 Fluka公司); 柠檬酸、氨水、聚酰

胺粉(200 目)(国药集团化学试剂有限公司); 所有前

处理有机试剂均为国产分析纯。混合型弱阴离子交换

固相萃取小柱(150 mg/6 mL, 天津博纳艾吉尔公司)。

实验用水均为超纯水, 前处理及对照品配制用水经

柠檬酸(200 g/L)调 pH值至 6。 

对照品: 柠檬黄(91.0%)、苋菜红(87.4%)、日落

黄(89.0%)、诱惑红(86.9%), 中国药品生物制品检定

所; 新红(89.0%)、靛蓝(92.0%)、亮蓝(93.4%)、赤藓
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红(91.7%), 德国Dr. Ehrenstorfer GmbH公司; 胭脂红

(99.0%), 美国 SIGMA-ALDRICH公司。 

2.3 实验方法 

2.3.1  对照品溶液的配制   

准确称取 2.2所述 9种对照品各约 25 mg, 用水

配成质量浓度约 1 mg/mL 的单标储备液, 取各单标

储备液适量, 配成混合标准储备液, 其中柠檬黄、新

红、胭脂红、苋菜红、靛蓝、日落黄、诱惑红、亮蓝、

赤藓红的质量浓度约为 40 μg/mL, 再由混合标准储

备液梯度稀释, 得到 9种合成色素的系列混合标准曲

线溶液, 质量浓度为 0.4~40 μg/mL。 

2.3.2  样品前处理 

处理方法 1(固相萃取法): 将蜜饯样品粉碎并混

合均匀, 由于蜜饯样品糖、油含量较高, 部分样品粘

度较大 , 需对样品进行冷冻后再迅速粉碎。称取

2.0~4.0 g至 50 mL离心管中, 加入 6~10 mL乙醇氨

溶液(无水乙醇、氨水、水按 7:2:1(V:V:V)比例混匀制

得), 涡旋提取 1 min, 5000 r/min离心 5 min, 收集上

清液, 重复提取 3~5次至提取液无色, 合并上清液于

100 mL蒸发皿中。将蒸发皿置于 80 ℃水浴上氮吹浓

缩至 3 mL左右, 转移至 10 mL离心管中, 用水少量

多次洗涤蒸发皿, 至洗涤液基本无色。合并洗涤液于

离心管中, 用柠檬酸(200 g/L)调 pH 值至 6 左右, 备

用。将固相萃取小柱安装在固相萃取缸上, 分别用 6 

mL甲醇、6 mL水活化小柱, 再将提取液逐次全部加

入小柱, 然后用 6~10 mL 水(若提取液糖分较高, 可

用 50 ℃温热水)和 6 mL甲醇分别淋洗小柱, 最后用

10~15 mL 2%(V:V)氨化甲醇洗脱 , 收集洗脱液于

50 ℃水浴上氮气吹至近干, 用水复溶并定容至 5 mL, 

过 0.45 μm水系滤膜, 待测。 

处理方法 2(国标方法): 参照国标 GB/T5009.35- 

2003[9]法处理, 含有赤藓红以外的 8种合成色素的样

品采用聚酰胺吸附法处理, 含有赤藓红的样品采用

液-液分配法处理, 最后定溶体积均为 5 mL, 过 0.45 

μm水系滤膜, 待测。 

2.3.3  HPLC 测定条件 

色谱柱: ZORBAX SB-C18(100 mm×2.1 mm, 1.8 

μm); 柱温 30 ℃; 流速 0.4 mL/min; 进样量 10 μL。

流动相 A: 甲醇, 流动相 B: 0.02 mol/L 乙酸铵溶液; 

梯度洗脱。 

检测波长: 0~8.0 min检测波长 254 nm; 8.0~9.5 

min检测波长 300 nm; 9.5~18.0 min检测波长 254 nm。

叠加后形成 0~18.0 min的色谱图。 

光谱条件: 光谱范围 190~600 nm; 光谱步进值

2.0 nm; 光谱采集模式: 全部。 

3  结果与分析 

3.1 色谱条件的优化 

以 ZORBAX SB-C18(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm)作

为分析柱。以流动相 A: 甲醇, 流动相 B: 0.02 mol/L

乙酸铵溶液作为流动相[13,18,19], 梯度洗脱, 调整流动

相比例, 优化洗脱条件。优化后的洗脱条件见表 1, 

可使 9 种合成色素保持足够的分离度和良好的峰形, 

经相同色谱条件下的对照品单标溶液定位, 可确定 9

种色素的出峰顺序和保留时间(样品中的亮蓝组分存

在同分异构体, 因此该色谱峰出现分叉, 定量时需将

两个峰同时代入积分计算)。 

同时采集9种合成色素的光谱图。其中, 柠檬黄、

新红、胭脂红、苋菜红、靛蓝、日落黄、诱惑红、赤

藓红在 250 nm波长左右信号响应值最高, 而亮蓝在

300 nm 波长左右才有较好响应信号值。因此, 选择

0~8.0 min采集 254 nm波长图谱, 8.0~9.5 min采集

300 nm波长图谱(亮蓝出峰位置), 9.5~18.0 min再采

集 254 nm波长图谱, 通过 Agilent 1290 Chemstation

软件合成为一张图谱, 作为检测结果图谱。9 种合成

色素的混合标准溶液分离色谱图见图 1。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Conditions of gradient elution 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0 10 90 

2.0 10 90 

5.0 30 70 

10.0 80 20 

12.0 80 20 

12.1 10 90 

18.0 10 90 

 

3.2  线性关系、定量限和检测限 

将 2.3.1得到的 9种合成色素的系列混合标曲溶

液, 按 3.1 色谱条件进行检测, 以对应的色谱图峰面

积为纵坐标(Y), 质量浓度为横坐标(X, μg/mL)进行回

归分析。结果表明, 9 种合成色素在该范围内呈良好
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的线性关系, 线性相关系数(r)均为 0.9999, 说明本方

法适用于蜜饯中 9种合成色素的定量分析。 

在本实验条件下, 将混合标曲溶液连续稀释, 以

对应色谱峰响应值大于 3 倍信噪比(RSN)的质量浓度作

为本方法的检测限浓度。检测限浓度结合本方法进样体

积, 得到本方法的检测限 LODs (ng)为 1~2 ng。 

以混合标曲最低点作为本方法的定量限浓度。定

量限浓度结合本方法的进样体积, 确定本方法定量

限 LOQs (ng)。表 2为 9种合成色素的线性方程、相

关系数、线性范围、定量限、检测限, 并与国标方法

的检出限进行比较, 本方法中 7种色素的检出限低于

国标方法, 另 2种色素, 国标方法未涉及。结果表明

与传统国标法相比, 该方法的检测灵敏度更高。 

3.3  不同前处理方法回收率及精密度的比较 

固相萃取方法目前已较广泛的应用于合成色素

的检测研究中[20,21], 与传统的国标方法相比, 固相萃

取法在处理过程中没有对 pH 值的苛刻要求, 对可能

含有赤藓红的样品也无需单独处理。相比传统的国标

方法, 使用固相萃取改进后的方法使得单个样品的

前处理时间平均缩短 2/3, 简化了实验操作步骤。 

选取代表性基质空白样品(猕猴桃干), 加入适

量的混合标准储备液 , 使加标样品最终质量浓度

达到 5 倍线性最低点、10 倍线性最低点、50 倍线

性最低点, 3个添加水平。按 2.3.2中的方法 1、方

法 2 分别进行处理(赤藓红的加标回收采用液-液分

配法), 每个添加水平平行做 6份样, 每个样品重复

测定 2次。通过回收率及其精密度的比较, 固相萃

取法较国标方法获得了更满意的回收, 结果如表 3

所示。本研究选择方法 1即固相萃取法作为样品的

前处理方法。 

 

 
 

图 1  9种合成色素混合标准溶液色谱图(40 μg/mL) 

Fig. 1  Chromatogram of mixed 9 kinds of synthetic pigments standard solution (40 μg/mL) 
1.柠檬黄; 2.新红; 3.苋菜红; 4.靛蓝; 5.胭脂红; 6.日落黄; 7.诱惑红; 8.亮蓝; 9.赤藓红 

1. lemon yellow; 2. new red; 3.amaranth;4. indigotine; 5. neucoccin;6.sunset yellow; 7.allura red; 8.brilliant blue FCF; 
9. erythrosin B disodium salt 

 
 

表 2  9 种性合成色素的线性方程、相关系数、线性范围、定量限、检测限 
Table 2  Calibration curves, correlation coefficients(r), Linear ranges, limits of quantification(LOQs), limits of detection 

(LODs) of 9 synthetic pigments 

化合物名称 线性方程 r 线性范围/(μg/mL) 定量限/ng 检测限/ng 检测限(国标法)/ng 

柠檬黄 Y=72446.06X+2655.953 0.9999 0.4~40 4 1 4 

新红 Y=55244.83X+2077.686 0.9999 0.4~40 4 1 5 

苋菜红 Y=66131.41X+1257.699 0.9999 0.4~40 4 1 6 

靛蓝 Y=53189.66X-4993.924 0.9999 0.4~40 4 1 - 

胭脂红 Y=62501.39X+2422.497 0.9999 0.4~40 4 1 8 

日落黄 Y=56254.28X+1569.379 0.9999 0.4~40 4 1 7 

诱惑红 Y=48760.30X+2411.191 0.9999 0.4~40 4 1 - 

亮蓝 Y=22989.10X+712.0577 0.9999 0.4~40 4 2 26 

赤藓红 Y=46779.80X+361.6784 0.9999 0.4~40 4 1 18 

注: 检出限(国标法)为 GB/T5009.35-2003《食品中合成着色剂的测定》[9]提供数值; -为没有具体值 
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表 3  9 种合成色素不同处理方法的加标回收率和精密

度(n=6) 
Table 3  Recoveries and RSD of 9 synthetic pigments 

with different processing methods (n=6) 

化合物

名称 

加标 

浓度
/(μg/mL) 

处理方法 1 处理方法 2 

回收率
/% 

RSD/% 
回收率

/% 
RSD/%

柠檬黄 

2 94.0 3.1 92.2 4.3 

4 95.5 2.7 93.4 3.8 

20 96.3 3.6 95.6 3.9 

新红 

2 80.8 4.3 72.5 3.0 

4 84.1 2.3 77.9 2.1 

20 88.9 2.2 82.4 3.3 

苋菜红 

2 80.6 3.9 79.8 3.4 

4 87.4 3.5 83.7 2.5 

20 92.8 2.6 86.5 2.8 

靛蓝 

2 80.1 4.7 71.6 5.2 

4 85.0 4.1 75.8 4.7 

20 84.3 3.2 73.3 3.9 

胭脂红 

2 85.4 3.1 77.5 3.0 

4 84.3 2.8 80.7 2.5 

20 90.8 3.2 83.2 2.7 

日落黄 

2 90.4 3.0 80.6 3.4 

4 91.1 2.2 84.2 3.0 

20 91.7 2.4 89.1 4.5 

诱惑红 

2 84.6 2.8 83.5 3.8 

4 83.4 3.7 80.4 3.1 

20 89.8 3.1 84.8 2.7 

亮蓝 

2 94.4 2.4 77.5 4.9 

4 96.8 2.5 80.4 4.0 

20 98.6 1.8 81.8 3.4 

赤藓红 

2 93.4 2.1 68.7 5.0 

4 96.7 2.0 70.5 4.1 

20 98.3 1.9 74.9 4.2 

3.4  方法的稳定性及重复性 

取混合标准对照品溶液分别在 0、12、24、48、

72 h进样, 计算 9种合成色素在不同检测时间点峰面

积的 RSD, RSD在 0.92%~2.87%。同时, 选取含色素

的样品, 按 2.3.2方法 1处理, 分别在 0、12、24、48、

72 h 相同条件进样, 对应合成色素在不同检测时间

点含量的 RSD 在 2.02%~3.65%, 说明对照品和样品

在 72 h内的稳定性良好。 

取同批次含合成色素样品 6份, 6份样品检出色

素峰面积的 RSD为 4.35%, 说明本方法重复性良好。 

3.5  实际样品检测与光谱确证分析 

同时采集对照品和样品在 190~600 nm波长处的

光谱, 根据 9种合成色素的特征吸收光谱建立光谱库, 

当检测到样品有与对照品保留时间一致的色谱峰时, 

即与该标准对照品进行光谱匹配度检索, 匹配度达

90%以上且峰纯度较高(>90%)时, 可判断为该类合

成色素, 同时可计算出该合成色素的含量。 

9种合成色素在 190~600 nm的特征吸收光谱见

图 2。某厂家样品狗头枣片按照 2.3.2 处理方法 1 前

处理, 2.3.3色谱及光谱条件检测, 色谱图见图 3。峰 a

与胭脂红保留时间一致, 且光谱特征一致, 见图 4, 

证实样品含有色素胭脂红,测定值为 0.094 g/kg(根据

GB2760-2014, 胭脂红在蜜饯凉果中的最大允许添加

了量为 0.05 g/kg)。 

采用本试验方法对 2015年国家食品监督抽检监

测工作中从本省内各地市抽取的 100 余批各类蜜饯

样品进行检测, 结果显示 1批狗头枣片胭脂红超标, 5

批猕猴桃果干亮蓝超范围使用。 

3.6  方法学对比 

采用 GB/T 5009.35-2003《食品中合成着色剂的

测定》[9]与本试验方法对某样品中亮蓝进行测定, 色

谱图见图 5。 

检测工作中, 测定出超范围使用亮蓝的 5 份样

品, 均同时采用国标法进行了检测并与本文方法进

行结果比对, 评价方法可行性, 测定结果见表 4。两

种方法测定结果较接近, 本方法检测结果略高于国

标方法。此与 3.3 表 3 中改进方法的回收率高于国

标法实验结果相一致。说明本方法测定蜜饯中色素

具有较好的准确度, 符合检验方法的要求, 试验结

果科学可靠。 
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图 2  9种合成色素的特征吸收光谱库 

Fig. 2  Characteristic absorption spectral library of 9 synthetic pigments 
 

 
 

图 3  蜜饯样品色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of preserved fruit sample 
 

 
 

图 4  胭脂红标品(a)与检出蜜饯样品(b)光谱对比图 

Fig. 4  Comparison of spectral of neucoccin standard and preserved fruit sample 
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图 5  国标法(a)与本试验方法(b)检测某样品中亮蓝色谱比对图 

Fig. 5  Chromatogram comparison of national standard method and the testing method for the detection of brilliant blue FCF 
 

表 4  国标法和本试验方法对样品中亮蓝含量的测定结果

对比 
Table 4  Result comparison of national standard method 
and the testing method for the determination of brilliant 

blue FCF 

样品编号 
含量(国标法)/ 

(mg/kg) 
含量(本试验方法)/ 

(mg/kg) 

01 1.0 1.2 

02 0.80 0.90 

03 1.7 2.1 

04 2.1 2.2 

05 1.0 1.0 

 

4  结  论 

本研究建立了SPE-UPLC方法同时测定蜜饯中 9

种合成色素。该方法较国标方法, 大大简化了前处理

过程, 通过不同时间段检测波长的切换, 达到信号响

应最大化。该方法回收和稳定性良好, 实现了一个液

相系统对 9 种合成色素的快速测定, 通过 DAD 光谱

比对, 可对检出化合物进一步确证。本方法优于国标

方法, 可用于蜜饯中 9种合成色素的测定。 
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