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超高效液相色谱-串联质谱法测定火锅底料中 

柑橘红 2号的含量 

袁  宁* 

(辽宁省食品检验检测院, 沈阳  110015) 

摘  要: 目的  建立的超高效液相色谱-串联质谱法检测火锅底料中柑橘红 2 号含量的方法。方法  火锅底料

样品用乙腈提取, 氨基固相萃取柱净化, 经 Acquity UPLC BEH C18 色谱柱分离, 以乙腈与 0.1%甲酸水溶液为

流动相梯度洗脱, 流速为 0.3 mL/min, 多反应监测模式测定, 基质外标法定量。结果  柑橘红 2 号在 1.00～  

40 ng/mL 范围内线性关系良好(r＞0.9955), 检出限为 4.0 μg/kg。在添加水平分别为 8.0、25、100 μg/kg 时, 加

标回收率为 82.2%～86.4%, 相对标准偏差为 1.17%～3.20%。结论  该方法准确可靠、灵敏度高, 适用于火锅

底料中柑橘红 2 号的检测。 
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Determination of citrus red No. 2 in hotpot substrate by super performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

YUAN Ning* 

(Liaoning Institute for Food Control, Shenyang 110015, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of citrus red No.2 in hot pot bottoms by 

ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Hot pot samples were extracted 

with acetonitrile, and purified by amino solid phase extraction column, and separated by Acquity UPLC BEH C18 

chromatographic column using acetonitrile and 0.1% formic acid aqueous solution as mobile phase for gradient 

elution, the flow rate was 0.3 mL/min. The samples were detected by multi-reaction monitoring mode, quantified 

matrix external standard method. Results  Citrus red No.2 had a good linear relationship in the range of 1.00    

40 ng/mL (r>0.9955), and the limit of detection was 4.0 μg/kg. When the addition levels were 8.0, 25, and 100 μg/kg, 

the recovery rates of standard addition were 82.2%86.4%, and the relative standard deviations were 1.17%3.20%. 

Conclusion  This method is accurate, reliable, and highly sensitive, and is suitable for the detection of citrus red 

No.2 in hot pot bottoms. 
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1  引  言 

柑橘红 2 号是一种橘红色人造染料, 主要作为工业染

料使用[1], 根据世界卫生组织国际癌症研究机构 2017年 10

月 27 日公布的致癌物清单, 柑橘红 2 号属于 2B 类致癌  

物[2]。我国 GB 2760-2014《食品安全国家标准食品添加剂
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使用标准》[3]明确规定食品中添加食用色素的品种、范围

和用量,柑橘红 2 号并未纳入其中, 是不允许使用的。但由

于柑橘红 2 号成本低廉、成分艳丽, 被不法商人用于火锅

底料中增加汤底外观、稳定色泽, 但长期摄入会增加人体

致癌风险, 尤其是对孕妇、胚胎、婴儿[4]。 

目前, 柑橘红 2 号的检测技术主要有液相色谱法、液

相色谱-联用质谱法、表面增强拉曼光谱等技术[57]。前处

理方法主要有氧化铝柱、凝胶净化法、QuEChERS 法、氨

基固相萃取法[8‒11]。国家市场监管总局发布 BJS 201912《食

品中柑橘红 2 号的测定》食品补充检验方法规定了柑橘红

2 号的液相色谱 - 串联质谱测定方法 , 其检出限为        

5 µg/kg[12]。目前采用超高效液相色谱-串联质谱法测定火

锅底料中柑橘红 2 号含量的报道较少。     

本研究采用超高效液相色谱-串联质谱法对火锅底料

中柑橘红进行测定, 并对前处理条件和仪器条件进行优化, 

为相关抽检方法提供技术参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

柑橘红 2 号标准品 ( 纯度 98.5%, 美国 SIGMA 

-ALDRICH 公司); 乙腈、甲酸(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 

氯化钠、无水硫酸镁、无水醋酸钠(分析纯, 国药化学试剂

有限公司); 实验用水为超纯水(18.0MΩ)。 

2.2  仪器与设备 

ESI TQD 三重四级杆质谱、XEVO 超高相液相色谱、

Acquity UPLC BEH C18 色谱柱(2.1 mm×50 mm, 1.7 μm)(美

国 Waters 公司); TTL-DCII 氮吹仪(同泰联科技发展有限公

司); DT512H 超声波恒温水浴振荡器(朗博仪器制造有限公

司);氨基固相萃取柱(200 mg/6 mL, 美国 Agilent 公司); 

Himac CR21N 高速冷冻离心机(日本日立公司); Milli-Q 

A10 超纯水仪(美国 Millipore 公司)。 

2.3  溶液配制 

柑橘红 2 号标准储备液: 称取 10.020 mg 柑橘红 2 号

标准品, 置于 50 mL 容量瓶中, 用乙腈定容, 制成浓度分

别为 200.4 μg/mL 的标准中间液。 

柑橘红 2 号标准中间液: 取 0.5 mL 柑橘红 2 号标准储

备液, 置于 100 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释至刻度, 摇匀。

再量取 1.0 mL 该溶液, 置于 10 mL 容量瓶中, 制成浓度分

别为 100.2 ng/mL 的标准中间液, 4 ℃保存。 

2.4  样品提取与净化 

准确称取 2 g(精确至 0.001 g)样品置于 50 mL 离心管

中, 加入 10 mL 0.1%酸化乙腈, 涡旋振荡 1 min, 加入 6.0 g

无水硫酸镁和 1.5 g 无水醋酸钠的混合粉末, 立即涡旋振

荡 1 min, 6000 r/min 离心, 5 min, 取上清液的酸化乙腈层

至 50 mL离心管中, 40 ℃氮吹浓缩至干, 用 3 mL 0.1%酸化

乙腈涡旋、超声溶解残渣, 溶液待净化。 

氨基固相萃取柱用 6 mL 乙腈活化, 氨基柱内的液体

放弃后, 将样液转移至氨基固相萃取柱, 控制样液流速, 

收集流出液。用 6 mL 乙腈淋洗 2 次, 收集洗脱。40 ℃下

氮吹浓缩至干 , 用 0.1%甲酸乙腈溶液定容至 10 mL,    

0.22 µm 滤膜过滤, 取续滤液上机测定。 

2.5  基质标准工作液的配制 

分别称取 6 个空白基质的火锅底料样品, 加入一定浓

度的柑橘红 2 号中间液, 其余按 2.3 方法处理样品, 即得到

柑橘红 2 号浓度为 1.00、2.00、5.01、10.02、20.04、      

40.08 ng/mL 的基质样品标准溶液。 

2.6  色谱条件 

Acquity UPLC BEH C18 色 谱 柱 (2.1 mm×50 mm,      

1.7 µm)。流动相: 乙腈, 0.1%甲酸水溶液。流速: 0.3 mL/min。

柱温: 35 ℃。进样量: 2 μL。梯度洗脱程序见表 1。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution procedure 

时间/min 流速/(mL/min) 乙腈/% 0.1%甲酸水溶液/%

0.00 0.3 15 85 

0.30 0.3 50 50 

2.00 0.3 95 5 

4.00 0.3 95 5 

5.00 0.3 15 85 

 

2.6  质谱条件 

离子化: 电喷雾; 扫描方式: 正离子模式; 检测方式: 

多反应监测(multiple- reaction monitoring, MRM); 离子源

温度: 450 ℃; 雾化气流速: 0.8 L/min; 锥孔电压: 25 V; 质

谱采集参数见表 2。 
 

表 2  质谱参数 
Table 2  Mass spectrum parameters 

目标化合物 
驻留时间 

/s 
锥孔电压

/V 
碰撞能量

/V 

柑橘红 2 号, 309.1/153.0* 0.025 25 20 

柑橘红 2 号, 309.1/278.0 0.025 25 12 

注: 标注*的碎片为定量离子。 

 

3  结果与分析 

3.1  条件优化 

3.1.1  提取条件 

本研究采用酸化乙腈目标化合物进行样品提取, 目
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标化合物具有偶氮结构, 因此考察了乙腈和添加 0.1%甲酸

的乙腈溶液作为提取溶剂[13], 在观察目标物的反应情况, 

发现添加 0.1%甲酸乙腈溶液作为提取柑橘红 2号的提取效

果好, 因此选择 0.1%甲酸乙腈作为样品提取溶剂。 

3.1.2  净化条件的优化 

本实验的样品中柑橘红 2 号的提取采用 0.1%甲酸乙

腈溶液, 因样品中油和水分含量较大, 并且水和乙腈互溶, 

因此本研究采用无水硫酸镁和无水醋酸钠的混合粉末作为

盐析剂, 用于缓解提取过程中的乳化, 同时除去水溶性杂

质, 减少样品对质谱污染[4,14]。 

3.1.3  色谱条件 

为使柑橘红 2 号具有良好的峰型和较高的灵敏度, 选

用上述的流动相和色谱柱, 优化后梯度洗脱程序见表 1。

图 1 为 10.0 μg/kg 火锅底料中柑橘红 2 号的总离子流色谱

图, 保留时间 3.06 min 为目标峰。 

 
 

 
 
 

图 1  火锅底料中柑橘红 2 号的总离子流图 

Fig.1  Total ion flow diagram of Citrus No.2 in hotpot substrate 

3.1.4  质谱条件 

将标准溶液配制成 200 ng/mL 的标准液进样, 在正离

子模式下进行全扫描分析, 确定化合物的分子离子,以化

合物的准分子离子为母离子, 给予一定的碰撞能量和碰撞

气体, 通过改变锥孔电压, 选择准分子离子响应最好的电

压作为锥孔电压; 对准分子离子进行二级全扫描, 得到它

的碎片离子信息; 通过改变碰撞能量, 选择稳定、丰度较

强、干扰较小 2 个碎片离子作为特征离子, 其中丰度相对

较强的为定量离子, 另一个作为定性离子, 并对其碎片离

子的碰撞能量进行优化, 使定量离子和定性离子的响应达

最优[15]。优化得到的质谱参数见表 2。 

3.2  线性方程、检出限与定量限 

在优化的质谱条件和色谱条件下, 测定 2.5 项的 6 个

基质标准溶液工作曲线。以目标化合物定量离子的峰面积

(Y)作为纵坐标、质量浓度(X, ng/mL)为横坐标绘制曲线, 线

性范围为 1.0～40 ng/mL, 相关系数 r 为 0.9999, 线性关系

满足实验要求。检出限为 4.0 μg/kg, 定量限为 8.0 μg/kg, 如

表 3。 

 
表 3  柑橘红 2 号工作曲线方程、相关系数、检出限和定量限 

Table 3  Working curve equation, correlation coefficient, 
detection limit and quantitative limit of citrus red No.2 

药物 线性方程 相关系数 
检出限
/(μg/kg) 

定量限
/(μg/kg)

柑橘红 2 号 Y=2816X+182.353 0.99992 4.0 8.0 

 

3.3  回收率和精密度 

在空白火锅底料样品中添加柑橘红 2 号标准溶液, 制

备含量分别为 8.0、25 和 100 μg/kg 的加标样品, 按照 2.4

项处理方法及 2.5 和 2.6 项的测定条件进行回收率试验, 每

个添加水平平行测定, 结果见表 4。柑橘红 2 号的平均回

收率为 82.2%～86.4%, 相对标准偏差为 1.17%～3.20%。 

3.4  实际样品检测  

采用本研究建立的方法, 对 20 批火锅底料进行检测, 

样品未检出柑橘红 2 号。 

 

 
表 4  回收率和精密度实验 

Table 4  Recoveries and precisions test 

样品名称 添加量/(μg/kg) 检出值/(μg/kg) 平均回收率/% RSD/%

柑橘红 2 号 

8.0 6.72 6.83 6.51 6.38 6.59 6.43 82.2 2.63 

25 21.31 21.14 20.88 22.73 21.45 20.92 85.6 3.20 

100 86.29 84.78 83.59 85.01 84.22 83.77 86.4 1.17 
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4  结  论 

本研究采用酸化乙腈提取方法, 结合固相萃取净化

方法, 建立了 LC-MS/MS 柑橘红 2 号的分析方法。与 BJS 

201912 标准相比, 检出限由 5 µg/kg 变为 4 µg/kg, 提高了

灵敏性。该方法准确可靠, 其灵敏度、回收率和精密度均

符合检测技术的要求, 可以为食品检验检测机构进行柑橘

红 2 号检测提供技术支持。 
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