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液相色谱法快速检测染色梅鱼中日落黄、 

柠檬黄的含量 

严卓彦*, 吴  俣 

(舟山市普陀区公共检验检测创新服务中心, 舟山  316000) 

摘  要: 目的  建立一种快速、低成本检测染色梅鱼中日落黄、柠檬黄的方法。方法  将染色梅鱼剥皮, 鱼

皮经 70%甲醇氨水提取液提取, 经 Eclipse XDB-C18 色谱柱分离, 以甲醇和乙酸铵水溶液为流动相, 进行梯度

洗脱, 流速为 1.0 mL/min, 柱温 35 ℃, 利用紫外检测器检测日落黄、柠檬黄的含量。结果  日落黄、柠檬黄

在 1.25、2.5、12.5、25 mg/kg 添加水平的加标回收率为 80%~90%, 相对标准偏差小于 10%(n=6), 柠檬黄检出

限为 0.05 mg/kg, 日落黄检出限为 0.025 mg/kg。结论  该方法快速、准确、成本低, 适合染色梅鱼中日落黄、

柠檬黄的快速检测。 
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Rapid detection of sunset yellow and lemon yellow in Collichthys niveatus by 
liquid chromatography 

YAN Zhuo-Yan*, WU Yu 

(The Public Detecion and Inovation Service Center of Putuo District, Zhoushan 316000, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for determination the sunset yellow and lemon yellow in Collichthys 

niveatus by liquid chromatography. Methods  The dyed Collichthys niveatus was peeled, and the fish skin was 

extracted with 70% methanol ammonia water extract. The samples were separated with a Eclipse XDB-C18 column at 

the flow rate of 1.0 mL/min by gradient elution using methanol and ammonium acetate in aqueous solution as the 

mobile phase, the temperature of column was 35 ℃, and the content of sunset yellow and lemon yellow was detected 

by ultraviolet detector. Results  The standard recoveries of sunset yellow and lemon yellow at 1.25, 2.5, 12.5, 25 

mg/kg were 80%~90%, and the relative standard deviations were less than 10%(n=6). The detection limit of lemon 

yellow was 0.05mg/kg, and the detection limit of sunset yellow was 0.025mg/kg. Conclusion  This method is rapid, 

accurate and low cost, which is suitable for the rapid detection of sunset yellow and lemon yellow in the dyed 

Collichthys niveatus. 
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1  引  言 

近年来, 时有举报投诉称不法商贩在梅鱼、黄鱼等海

水鱼类中添加色素。按照《中华人民共和国消费者权益保

护法》[1]第 7 章第 56 条规定, 经营者在新鲜梅鱼、黄鱼中

加入色素, 主要目的是让鱼类看上去鲜度更佳, 以次充好, 
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欺诈消费者。而根据《中华人民共和国食品安全法》[2]规

定, 此类行为属在禁止添加的食品中使用添加剂, 属滥用

添加剂行为。因此在执法过程中, 凡是检出人工色素的黄

鱼、梅鱼一律以不合格食品论处。 

由于养殖大黄鱼鱼体的颜色没有野生鲜艳, 不法商

贩使用着色力强、色泽鲜明、不易褪色、稳定性好的合成

着色剂柠檬黄或日落黄给大黄鱼染色[3]。日落黄又名晚霞

黄、夕阳黄、橘黄、食用黄色 3 号, 为偶氮类色素; 柠檬

黄又称酒石黄、酸性淡黄、肼黄, 是一种偶氮型酸性染料。

如果长期或一次性大量食用柠檬黄、日落黄等色素含量超

标的食品, 可能会引起过敏、腹泻等症状, 当摄入量过大, 

超过肝脏负荷时, 会在体内蓄积, 对肾脏、肝脏产生一定

的伤害[3]。并且偶氮类化合物在体内分解, 可形成丙种芳

香胺化合物, 芳香胺在体内经过代谢活动后与靶细胞作用

而可能引起癌肿形成[4]。Visw 等[5]通过柠檬黄对大鼠睾丸

的氧化应激实验, 得出柠檬黄在体内产生出自由基损害大

鼠的睾丸细胞。动物实验已经确定柠檬黄对 DNA 有一定

的诱变性[6]。目前, 国内对黄鱼、梅鱼染色的鉴别和分析

检测尚无统一标准。GB 5009.35-2016[7]、SN/T 1743-2006[8]

均不适用于鱼类产品的检测。 

本研究采用液相色谱法检测染色梅鱼中日落黄、柠檬

黄的含量, 该方法快速、准确, 为一线监管工作提供有效

参考。 

2  材料和方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

Ultimate 3000液相色谱仪带紫外检测器(赛默飞中国科

技有限公司); CSTHZ-82 超声波水浴恒温振荡器(金坛市朗

博仪器制造有限公司); TG16-WS 台式高速离心机(湖南湘立

科学仪器有限公司); HHS-21-4 水浴锅(上海博讯实业医疗设

备厂); Eclipse XDB-C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm, 美国

安捷伦公司)。 

日落黄标准溶液、柠檬黄标准溶液(0.500 mg/mL, 中

国计量科学院); 甲醇(色谱纯, 德国 CNW 公司); 氨水、乙

酸铵 ( 分析纯 , 国药集团 ); 0.45 μm 水系滤膜 ( 美国

NAVIGATOR 公司); 实验室用水为一级水。 

小梅鱼, 购自舟山市临城老碶头农贸市场。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

日落黄、柠檬黄标准混合溶液: 取适量的日落黄、柠

檬黄标准溶液原液用水稀释成终浓度为 0.05、0.1、0.5、

1.0、5.0、10.0 μg/mL 的标准系列溶液。 

甲醇氨水提取液: 70%甲醇水溶液与氨水以 99:1(V:V)

比例混合。 

流动相: 甲醇、0.02 mol/L 乙酸铵水溶液。 

2.2.2  样品前处理 

(1) 采样和提取 

将梅鱼体表的大部分鱼皮剥下, 搅碎混匀, 然后称取

约 2 g 放入 100 mL 离心管内, 加入 10 mL 70%甲醇氨水

(99:1, V:V)提取液, 在 35 ℃水浴中振荡提取 20 min, 然后

10000 r/min 离心 10 min 取上清液。重复提取一次。 

(2) 浓缩和离心 

将 2 次提取的上清液合并, 在沸水浴上浓缩, 然后转

移到 10 mL 离心管并定容至 5 mL, 4000 r/min 离心 15 min。

取上清液过 0.45 μm 滤膜。 

2.2.3  液相色谱条件 

Eclipse XDB-C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm), 

流动相 : 甲醇 (A)-0.02 mol/L 乙酸铵水溶液 (B), 流速 : 

1.0 mL/min, 进样体积: 20 μL, 柱温: 35 ℃, 检测波长: 

420 nm(前 10 min); 480 nm(10 min 后)。液相色谱梯度洗

脱 程 序 : 0~7.0 min, 95%B~75%B; 7.0~15.0 min, 

75%B~0%B; 15.0~19.0 min, 0%B; 19.0~19.1 min, 
0%B~95%B; 19.1~30 min, 95%B。 

3  结果与分析 

3.1  方法的线性范围及检出限 

柠檬黄和日落黄的浓度在 0.05~10 μg/mL 之间存在良好

的线性关系, 相关系数为 1.0000。10 min 前在 420 nm 检测波

长下柠檬黄的出峰时间在5.8 min附近, 10 min后在480 nm检

测波长下日落黄的出峰时间在 11.2 min 附近, 2 个化合物分离

度高, 峰型较好。如图 1。 

称取 3 份空白样品, 加标使柠檬黄、日落黄终浓度

分别为 0.025、0.05 和 0.1 mg/kg。通过对加标样品进行

测定, 以信噪比约等于 3(S/N=3)的测量值为检出限(limit 

of detection,  LOD)。由此测定本方法的柠檬黄检出限

为 0.05 mg/kg, 日落黄检出限为 0.025 mg/kg。 

3.2  回收率及精密度实验 

以空白梅鱼为样品, 在加标量为1.25、2.5、12.5 和25 mg/kg 

4 个水平下进行加标回收实验, 每个水平重复加标 6 次, 计

算平均加标回收率。平均加标回收率在 80%~90%之间, 相

对标准偏差在 10%以内, 回收率和精密度较好, 如表 1。 

3.3  取样和前处理方法研究 

目前, 国内对染色黄鱼的鉴别和分析检测还未制定相

应的标准, 绝大多数研究报道都采取体表取样, 用剪刀剪下

黄鱼中颜色较黄的部位[9], 因为着色大黄鱼一般为体表着色, 

引入大量鱼肉不利于样品处理和结果的有效分析[3]。沙鸥等
[10]直接向染色黄鱼中加入蒸馏水进行超声提取, 提取结束

后提取液过 0.45 μm 滤膜后上机。考虑到采样的代表性和可

行性, 我们采用了体表取样, 在每批样品中随机抽取 10 条

梅鱼, 将鱼皮剥下, 搅碎混匀后取样。 
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图 1  日落黄、柠檬黄标准溶液液相色谱图  

Fig.1  Liquid chromatogram of sunset yellow and lemon yellow standard solution 
 

表 1  空白样品加标回收率和精密度(n=6)  
Table 1  Recoveries and precision of blank samples spiked standard (n=6) 

化合物  加标量/(mg/kg) 加标回收率/% 平均加标回收率/% RSD/% 

柠檬黄  

1.25 77.8、84.7、92.5、88.0、88.4、92.3 87.3 6 

2.5 73.9、84.7、77.5、88.4、88.4、77.6 81.8 8 

12.5 80.6、91.3、85.9、83.9、83.9、85.9 85.2 4 

25 75.5、85.4、85.6、87.9、87.9、85.9 84.7 5 

日落黄  

1.25 79.2、83.8、87.5、82.7、80.9、87.6 83.6 4 

2.5 72.4、86.7、76.7、84.2、84.0、76.9 80.2 7 

12.5 80.4、92.0、87.8、81.4、81.4、87.8 85.1 6 

25 74.7、88.2、85.7、84.5、84.6、86.0 84.0 6 

 

对样品浸提液的选择, 大多使用蒸馏水、超纯水或

70%乙醇氨水溶液[3,,912]。简单基质如糖果、汽水等使用

蒸馏水提取是非常有效的, 但对于脂肪、蛋白、果胶及

其他固形物含量较高的样品 , 其水溶性差 , 固形物对合

成着色剂有较大吸附, 影响回收率[11]。乙醇的存在可降

低水溶性蛋白的溶解; 合成着色剂多数为酸性染料, 提取

液中加入氨水, 可提高色素的提取效率[11]。如果浸提溶液偏

酸性, 则有可能产生色素酸沉淀, 影响检测结果 [12], 且乙

醇峰会干扰柠檬黄的检测 [13]。因此我们采用 70%甲醇-

氨水溶液(99:1,V:V)作为提取液。 

在浸提过程中 , 大部分研究都采取超声提取的方

法[3,10,11]。但是鱼皮中带有大量蛋白和脂肪, 超声后碎裂

成小片段更加难以去除, 影响色素的提取效率。我们采

用水浴振荡 (转速 130 r/min)提取法 , 取得了较好的效

果。由于提取液中含有氨, 在 35 ℃以上会蒸发产生压力, 

冲击离心管盖弹出, 因此选择水浴温度为 35 ℃。比较了

提取时间为 10、20、40、60 min 的提取效果, 发现提取

20 min 的检测值比提取 10 min 的检测值有明显增高, 而

20 min 以后的检测值增长较平缓, 如图 2, 因此我们选

择 20 min 作为提取时间。 

 

 
 

图 2  提取时间的优化结果(n=3) 

Fig.2  Optimization results of extraction time (n=3) 

 
国标方法中的聚酰胺吸附法, 依据水溶性酸性色素

在酸性条件下被聚酰胺吸附, 在碱性条件下解吸附。但该

方法处理步骤繁琐, 需要多次调节 pH值, 且抽滤耗费大量

时间, 容易引起色素损失。通过比较 GB 5009.35-2016[7]食

品中合成着色剂专用 SPE 小柱法和本方法对日落黄、柠檬
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黄提取的加标回收率, 发现 SPE 小柱法的加标回收率在

75%~95%, 与本方法相差不大, 但是固相萃取柱成本高且

容易堵柱, 往往需要多次离心去除蛋白, 不适合处理大批

量样品。 

由于日落黄、柠檬黄为水溶性色素, 且其溶解度随温

度升高而增大, 二者耐热性较强[12], 我们将提取液离心后

取上清液经沸水浴浓缩至不到 5 mL, 定容后再离心取上

清液过 0.45 μm 滤膜上机。离心可以使大颗粒蛋白等杂质

沉淀, 尽可能达到去除此类物质的目的。离心后, 油脂会

漂浮于液面上层, 这一小部分油脂对于检测没有太大影响, 

但对色谱柱污染较大, 如果使用吸附剂或层析填料则会造

成着色剂提取损失, 所以使用一次性带针注射器穿过油脂

吸取中间水层, 减少油脂的残留[12]。 

3.4  色谱条件 

柠檬黄和日落黄的最佳吸收波长分别在 428 nm 和

484 nm[14]。我们分别在 420 nm 和 480 nm 下对柠檬黄日落

黄的混合标准溶液及梅鱼中的日落黄、柠檬黄进行检测, 

发现 480 nm 时柠檬黄标准溶液的峰面积较 420 nm 时大幅

度减少, 影响检出限; 而在 420 nm 时日落黄标准溶液的峰

面积虽然较 480 nm 时小一半, 但是检出限和加标回收率

几乎不变。然而 420 nm 下检测梅鱼中的日落黄时会在目

标峰附近出现较多杂峰 , 严重干扰目标峰的检测 , 而在

480 nm 下检测时无此现象。因此我们选择分段检测, 在前

10 min(柠檬黄的出峰时间)用 420 nm 作为检测波长, 而在

10 min 后(日落黄的出峰时间)改用 480 nm 作为检测波长, 

取得了较好的效果。 

柱温是调节出峰时间及改善分离度、缩短分析过程的

重要因素。从柱温对检测结果的影响可知, 2 种着色剂的检

测峰面积随着柱温的升高呈先增大后减小的趋势。当柱温

低于 35 ℃时, 随着柱温的升高, 待测组分保留时间缩短且

色谱峰峰高信号增强, 信噪比得到改善。为使分离效果更

加明显, 综合考虑分析时间及二者的分离度, 最终确定最

佳柱温为 35 ℃[15]。 

3.5  梅鱼染色模拟试验 

为了模拟梅鱼在低浓度日落黄和柠檬黄染色下的检

测环境, 我们用 0.5、1.0、5.0、10.0 μg/mL 4 种浓度的日落

黄、柠檬黄混合溶液浸泡空白梅鱼 2、4、6、24、27 h 后

取出梅鱼按照我们的采样方法进行检测。所有样品在不同

浓度不同时间段都有检出, 且检测值与浓度的大小呈正相

关, 重复条件下 3 次独立测定结果的相对标准偏差在 20%

以内。如表 2~5 结果也显示: 在同一浓度浸泡 2、4、6、

24、27 h 后, 柠檬黄的检测值随染色时间的延长先略有升

高, 在 4~6 h 达到峰值, 然后缓慢下降, 趋势较为平缓; 而

日落黄的检测值随染色时间的延长也先略有升高, 但在 6 h

后下降较多。说明该法对染色梅鱼中的柠檬黄检测效果较

好, 受染色时间的影响较小。而日落黄的检测值受到染色

时间的影响较大, 需要尽快进行检测。 
 
 
 
 

表 2  柠檬黄日落黄混合溶液的检测结果(0.5 μg/mL) 
Table 2  Detection results of lemon yellow and sunset yellow 

mixed solution (0.5 μg/mL) 

化合物
染色

时间
测定量/(mg/kg) 

平均值
/(mg/kg)

RSD/
%

柠檬黄

2 0.477 0.444 0.492 0.471 5 

4 1.224 1.012 1.151 1.129 10

6 0.914 1.033 0.771 0.906 14

24 0.722 0.721 0.650 0.698 6 

27 0.739 0.628 0.615 0.661 10

日落黄

2 0.877 0.748 0.815 0.813 8 

4 1.217 1.24 0.906 1.121 17

6 0.637 0.663 0.77 0.169 10

24 0.129 0.131 0.14 0.133 4 

27 0.124 0.13 0.118 0.124 5 
 

 
表 3  柠檬黄日落黄混合溶液的检测结果(1.0 μg/mL) 

Table 3  Detection results of lemon yellow and sunset yellow 
mixed solution (1.0 μg/mL) 

化合物
染色

时间
测定量/(mg/kg) 

平均值
/(mg/kg)

RSD/
%

柠檬黄

2 0.886 0.821 0.72 0.809 10

4 1.229 1.019 1.212 1.153 10

6 2.153 2.08 2.25 2.161 4 

24 1.216 0.85 0.995 1.02 18

27 1.005 0.824 0.931 0.914 14

日落黄

2 2.085 1.986 1.857 1.976 6 

4 1.145 1.375 1.345 1.288 10

6 1.856 2.179 1.987 2.007 8 

24 0.372 0.254 0.281 0.302 20

27 0.096 0.075 0.088 0.086 12
 

 
表 4  柠檬黄日落黄混合溶液的检测结果(5.0 μg/mL) 

Table 4  Detection results of lemon yellow and sunset yellow 
mixed solution (5.0 μg/mL) 

化合物
染色

时间
测定量/(mg/kg) 

平均值
/(mg/kg)

RSD/
%

柠檬黄

2 5.678 6.892 6.534 6.368 10

4 4.59 5.305 5.636 5.177 10

6 7.341 5.86 5.183 6.128 18

24 7.046 7.801 6.250 7.032 11

27 7.098 6.152 7.238 6.829 9 

日落黄

2 5.315 6.497 7.297 6.370 16

4 9.098 7.272 8.886 8.419 12

6 7.535 6.325 5.530 6.463 16

24 1.544 1.220 1.095 1.286 18

27 0.373 0.409 0.455 0.412 10
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表 5  柠檬黄日落黄混合溶液的检测结果(10.0 μg/mL) 
Table 5  Detection results of lemon yellow and sunset yellow 

mixed solution (10.0 μg/mL) 

化合物  
染色

时间  
测定量/(mg/kg) 

平均值
/(mg/kg) 

RSD/
%

柠檬黄  

2 12.33 11.06 9.286 10.89 14

4 16.23 13.81 12.94 14.33 12

6 16.04 17.77 13.87 15.89 12

24 11.12 13.83 13.06 12.67 11

27 10.75 9.241 11.48 10.49 11

日落黄  

2 12.50 16.90 16.82 15.41 16

4 21.61 26.24 18.97 22.27 17

6 18.93 20.73 14.14 17.93 19

24 0.790 1.142 0.985 0.972 18

27 0.697 0.690 0.547 0.645 13

 

4  结  论 

对于经过日落黄、柠檬黄染色的梅鱼我们采取剥下鱼

皮, 用浸提液水浴振荡浸提, 离心取上清液浓缩, 浓缩液

离心后直接过膜上机检测。该方法具有快速、成本低等优

点, 从采样到出具结果不超过 6 h, 而且操作简单, 试剂损

耗小, 可同时处理大批量样品。加标回收率和精密度实验

满足检测要求, 且对柠檬黄的检测值受染色时间的影响较

小, 对日落黄的检测结果受染色时间的影响较大, 在实际

检测中需要注意。 
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