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二甲基黄残留量 
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摘   要 : 目的   建立高效液相色谱 -串联质谱法 (high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS)测定豆制品中的二甲基黄的含量。方法   豆制品经乙腈超声提取 , 经色谱柱

Thermo C18 Acclaim RSLC分离, 采用乙腈:水(85:15, V:V)作为流动相进行等度洗脱; 质谱(electronic spray ion, 

ESI+)采用多离子监测模式(multiple reactions monitoring, MRM)对二甲基黄的定量离子和定性离子进行监测。

结果  本方法在 5 min内可完成二甲基黄的分离分析。二甲基黄在 10~500 μg/L范围内具有良好的线性关系, 在

50、100和 200 μg/L 3个添加水平下的加标回收率为 90.2%~94.2%, 相对标准偏差为 0.926%(n=9), 方法的检出

限为 0.4 μg/kg。结论  该方法快速准确、灵敏度高, 可适用于测定豆制品中二甲基黄的残留量。 
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liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for determination of dimethyl yellow in bean products by high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  The dried tofu samples 

were extracted with acetonitrile by ultrasonic extraction, and separated by Thermo C18 Acclaim RSLC column using 

acetonitrile water (85:15, V:V) as mobile phase for isocratic elution. Mass spectrometry (ESI+) used multiple 

reactions monitoring to identify the quantitative ion and qualitative ion of dimethyl yellow. Results  This method 

could complete the separation and analysis of dimethyl yellow within 5 min. The dimethyl yellow had a good linear 

relationship in the range of 10~500 μg/L. The recoveries spiked at 3 levels of 50, 100 and 200 μg/L were ranged from 

90.2% to 94.2% with relative standard deviations (RSD) of 0.926% (n=9), and the limit of detection (LOD) for the 

dimethyl yellow was 0.4 μg/kg. Conclusion  The proposed method is rapid, accurate and sensitive, which is suitable 

for detecting dimethyl yellow in bean products. 
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1  引  言 

二甲基黄属于亲脂性偶氮染料, 主要被用作酸碱指示

剂、非水溶液滴定用指示剂及胃液中游离盐酸的测定, 二甲

基黄还用于锡、碘、硒、钌、砷、溴酸根和铜等物质的测定
[1-6]。有相关动物实验研究发现, 长期口服二甲基黄会引起肝

癌、肺癌、膀胱癌、肾肿瘤以及接触性皮肤癌[7,8]。1987年, 国

际癌症研究中心已将二甲基黄列为2B级致癌物质, 即指有动

物致癌性, 因二甲基黄可能对人类具有致癌性, 中国、日本和

欧盟等国家已将二甲基黄列为不准作为人工合成色素添加到

食品中[9], 然而一些不法商户为了牟取利益, 将其用作食品

着色剂添加到豆干中。2014 年, 我国台湾地区不断报道出在

豆干中检出二甲基黄, 再次给我国食品安全监管敲响了警钟, 

因此建立二甲基黄快速准确的检测方法很有必要。 

目前, 检测豆制品中二甲基黄的方法主要有高效液

相色谱法[10], 气相色谱－质谱联用法[11,12]和液相色谱－质

谱联用法[13-15]。与液相色谱法相比较, 高效液相色谱－串

联质谱法的检出限更低、重现性更好、灵敏度更高且特异

性更强。本研究参考了其他偶氮染料的检测条件[16-19], 采

用更为简便的样品前处理方法, 同时建立高效液相色谱－

串联质谱法测定豆制品中二甲基黄的含量, 以期为豆制品

中二甲基黄的监测提供技术参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Thermo UltiMate3000 高效液相色谱仪(美国热电公

司); Thermo TSQ质谱仪(美国热电公司); GL-20G-II离心

机(上海安亭科学仪器厂)。 

0.22 μm尼龙滤膜(岛津技迈(上海)商贸有限公司); 去

离子水由 Millipore Q3系统（Millipore公司，美国）制备;

二甲基黄(纯度≥98.5%, 德国 DR 公司); 乙腈(色谱纯, 美

国 Thermo Fisher公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 

准确称取 5 g粉碎均匀的豆干试样至 50 mL离心管中, 

加入 20 mL乙腈, 涡旋振荡 1 min, 于超声波中超声提取 30 

min, 以 10000 r/min离心 10 min, 上清液用 0.22 μm的有机

滤膜过滤, 待测。 

2.2.2  仪器条件 

(1)色谱条件 

色谱柱:Thermo Acclaim RSLC 120 C18 (3.0 mm×100 

mm, 2.2 μm); 流动相:乙腈: 水(85: 15, V: V)等度洗脱; 色

谱柱流速:0.3 mL/min, 柱温:30 ℃; 进样量: 10 μL。 

(2)质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源; 扫描方式: 正离子扫描; 检

测方法: 选择反应监测; 加热气温度: 400 ℃; 喷雾电压: 

4000 V; 鞘气压力: 40 bar; 辅助气压力: 10 bar; 离子传输

毛细管温度 : 320 ℃; 母离子 (m/z): 226.1, 子离子 (m/z): 

77.4、120.3、133.2*。 

3  结果与分析 

3.1  总离子流图 

图 1~图 3是在最佳仪器条件下, 标准溶液、空白基质

和基质加标所对应的总离子流(total ion chromatography, 

TIC)图 , 由总离子流图可见, 在检测豆干中不存在二甲基

黄基质干扰。 
 

 
 

图 1  标准溶液的色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of standard solution 
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图 2  豆干提取液的色谱图 

Fig. 2  Chromatogram of the dried tofu extraction 
 
 

 

 
 

图 3  豆干基底加标的色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of the spiked dried tofu matrix 
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3.2  线性范围 

在最佳色谱、质谱条件下, 分别用豆干提取液配制的

10、25、50、100、200、300和 500 μg/L的二甲基黄的标

准溶液进样, 以响应的峰面积为纵坐标, 二甲基黄的浓度

为横坐标作线性回归, 结果见图 4。 

 

 
 

图 4  二甲基黄的标准曲线 

Fig. 4  The standard curve of dimethyl yellow 

 
由 图 4 可 知 , 二 甲 基 黄 的 线 性 回 归 方 程

为:Y=156718X+311815, R2=0.9997, 实验结果表明, 二甲基 

黄在 10~500 μg/L浓度范围内具有良好的线性关系。 

3.3  加标回收率 

称取 12份 5 g粉碎均匀的豆干试样, 平均分为 4组, 

每组分别加入 0、0.5、1.0和 2.0 mL 2 mg/L的二甲基黄标

准溶液, 按 2.2.1 样品前处理方法进行操作, 按 2.2.2 仪器

条件进行测定, 结果见表 1。由表 1可知, 豆干中二甲基黄

的加标回收率在 90.2%~94.2%之间 , 满足 GB/T 27404- 

2008[20]检测方法中加标回收率的要求。 

3.4  精密度 

称取 9份 5 g粉碎均匀的豆干试样, 分别添加 1.5 mL 

2 mg/L 的二甲基黄标准溶液, 按 2.2.1 样品前处理方法进

行操作, 按 2.2.2仪器条件进行测定。由表 2可知, 豆干中

二甲基黄相对标准偏差为 0.926%(n=9), 满足 GB/T 

27404-2008[20]检测方法确认精密度要求。 

3.5  检出限 

用 D=3N/S 倍信噪比作为豆干中二甲基黄的检出限, 

称取 3份 5 g粉碎均匀的空白豆干基质, 分别加入 40、20、

10 μL 100 μg/L的二甲基黄, 按 2.2.1样品前处理方法进行

操作, 按 2.2.2仪器条件进行测定。当样品中二甲基黄的加

标量为 20 μL, 信噪比略大于 3。最终确定豆干中二甲基黄

的最低检测限为 0.4 μg/kg, 满足实验对豆干中微量二甲基

黄含量的测定。

 
表 1  豆干中二甲基黄的加标回收率(n=3) 

Table 1  Spiked recoveries of dimethyl yellow in dried tofu samples(n=3) 

序号 样品含量/μg 加标含量/μg (标准+样品)测定值/μg 回收率/% 平均回收率/% 

1 0 1 0.902 90.2  

2 0 1 0.924 92.4 91.2 

3 0 1 0.910 91.0  

4 0 2 1.864 93.2  

5 0 2 1.852 92.6 92.9 

6 0 2 1.858 92.9  

7 0 4 3.768 94.2  

8 0 4 3.734 93.4 93.7 

9 0 4 3.744 93.6  

 
表 2  精密度结果 

Table 2  Results of relative standard deviations (RSDs) 

测得值(μg/kg) 平均值(μg/kg) RSD(%) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
2.816 0.926 

2.788 2.856 2.844 2.842 2.794 2.81 2.826 2.796 2.792 
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4  结  论 

豆干样品经乙腈超声提取, 用高效液相色谱串联质

谱法测定。实验结果表明, 二甲基黄在 10~500 μg/L范围内

具有良好的线性关系, 样品的加标回收率在 90.2%~94.2%

之间, 相对标准偏差为 0.926%(n=9), 检出限为 0.4 μg/kg, 

满足 GB/T 27404-2008[20]的要求。该实验方法操作简便快

捷, 准确度、精密度和检出限均满足测定要求, 可适用于豆

干等豆制品中二甲基黄含量的测定。 
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