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高效液相色谱法测定熟肉制品中 8种合成着色剂 

李  聪*, 廖文彬, 罗美芬, 邱启东 
(广东产品质量监督检验研究院, 顺德  528300) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法同时快速测定熟肉制品中 8 种合成着色剂的检测方法。方法  称取粉碎

后的样品于离心管中, 加入碱性乙醇溶液提取合成着色剂, 用硫酸溶液和钨酸钠溶液去除蛋白, 滤液经浓缩

后定容。样液过滤后经 Agilent C18( 5 μm, 250 mm×4.6 mm)色谱柱分离, , 流动相为 0.02 mol/L NH4Ac(pH 6.86)

和甲醇, 流速为 1.0 mL/min, 柱温 40 ℃。采用二极管阵列检测器在 254 nm 波长处进行检测, 外标法定量。   

结果  该方法在 0.5~10.0 mg/kg 线性范围内(靛蓝为 1.0~20.0 mg/kg)线性良好, 相关系数均大于 0.990, 检出限

为 0.1～1.0 µg/kg, 平均回收率为 80.8%～104.7%, 相对标准偏差为 4.29%～4.87%。结论  该方法操作简单、

灵敏度高、重复性好, 满足同时检测熟肉制品中 8 种合成着色剂的要求。 
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Simultaneous determination of 8 synthetic colorants in cooked meat by high 
performance liquid chromatography 

LI Cong*, LIAO Wen-Bing, LUO Mei-Fen, QIU Qi-Dong 
(Guangdong Testing Institute of Product Quality Supervision, Shunde 528300, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 8 kinds of synthetic colorants in 

cooked meat by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The sample was weighed after 

grinding and put into a centrifuge tube, the basic ethanol solution was added to extract and synthesize the colorant. 

The protein was removed by sulfuric acid solution and sodium tungstate solution. The filtrate was concentrated and 

constant volume. The sample solution was filtered and separated by Agilent C18 column (5 μm, 250 mm×4.6 mm) 

with 0.02 mol/L NH4Ac(pH 6.86) and methyl alcohol as mobile phase at 1.0 mL/min flow rate at 40 ℃．The sample 

solution was detected by diode array detector at 254 nm wavelength and quantified by external standard method. 

Results  The method had a good linearity in the range of 0.5–10.0 mg/kg(indigo was 1.0–20.0 mg/kg) with 

correlation coefficients (r2) more than 0.990. The detection limits ranged from 0.1–1.0 µg/kg. The average recoveries 

were in the range of 80.8%–104.7% with relative standard deviations(RSDs) 4.29%–4.87%. Conclusion  The 

method is simple, sensitive and reproducible, which can meet the requirements of simultaneous detection of 8 

synthetic colorants in cooked meat products. 
KEY WORDS: synthetic colorants; high performance liquid chromatography; cooked meat 
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1  引  言 

熟肉制品是以禽产品、鲜(冻)畜产品为主要原料加工

制成的产品, 包括发酵肉制品类、熏肉类、油炸肉类、烤

肉类、烧肉类、肉灌肠类、西式火腿类、酱卤肉制品类、

熟肉干制品和其他熟肉制品[1,2]。熟肉制品在成分、品类和

口味相差不大的情况下, 感官和嗅觉成为吸引消费者的利

器[3]。在熟肉制品中添加着色剂, 既普遍存在, 又有较长历

史[4]。但一味追求色泽, 向熟肉制品中超范围、超量地添

加合成着色剂, 对人体有显著的毒性或致癌作用, 所以有

必要建立一种准确、省时、高效的检测方法, 提高社会效

益和经济效益[5,6]。 
GB 2760-2014《食品安全国家标准 食品添加剂使用

标准》[7]中对苋菜红、胭脂红、柠檬黄、日落黄、诱惑红、

亮蓝、新红和赤藓红 8 种添加剂在食品中使用进行了限

量 , 同时 , 我国也针对部分合成着色剂制定了相应的检

测标准[8–11]。国内外针对此类合成着色剂的检测方法主要

有高效液相色谱法[1216]、高效液相色谱-质谱法[17,18]、分光

光度法[19], 但前处理复杂, 耗费时间较长, 缺少对肉制品

中多种合成着色剂快速且简单的提取检测方法, 另外肉制

品中合成着色剂检测标准只有 GB/T 9695.6-2008《肉制品 
胭脂红着色剂测定》[10], 该标准中的方法只针对单种着色

剂进行检测, 前处理复杂, 分析重复, 浪费时间长。本研

究建立高效液相色谱法同时快速测定熟肉制品中柠檬

黄、苋菜红、胭脂红、日落黄、诱惑红、亮蓝、靛蓝、

赤藓红 8 种合成着色剂, 前处理采用碱性乙醇溶液提取

合成着色剂 , 并用用硫酸溶液和钨酸钠溶液除蛋白 , 易
于操作 , 以期为熟肉制品的安全保障提供参考 , 具有重

要的社会效益和经济效益。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 
2.1.1  实验试剂 

无水乙醇、98%氨水(分析纯、天津永大化学试剂有限

公司); 三氟乙酸、磷酸盐、乙酸铵(优级纯, 国药集团化学

试剂有限公司); 甲醇、乙腈、甲酸、石油醚(色谱纯, 德国

CNW Technologies GmbH 公司); 标准品: 柠檬黄、日落

黄、胭脂红、亮蓝、苋菜红、诱惑红、赤藓红、焦糖色素、

红曲红、高粱红、亚硝基血红蛋白色素、番茄红素     
(0.50 g/L)、靛蓝(1.00 g/L)(中国计量科学研究院) 
2.1.2  实验样品 

随机抽取佛山市 10 个农贸市场的熟肉制品进行实验。 
2.1.3  实验仪器 

LC-20AT 高效液相色谱仪, 配备 SPD-M20A 检测器, 
LC Solution 色谱工作站(日本岛津公司); JP-C7200 超声

波清洗机 (广州吉普超声波电子设备有限公司 ); Sigma 

3k15 高速冷冻离心机(美国 Sigma 公司); DT-502A 电子

天平(常熟市金羊砝码仪器有限公司); Milli-Q 超纯水纯

化系统(美国 Millipore 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 
准确移取 0.1、0.2、0.4、1.0、2.0 mL 的柠檬黄、日

落黄、胭脂红、亮蓝、苋菜红、诱惑红、靛蓝、准品母液

置于 10 mL 容量瓶中, 加水到刻度, 逐级稀释檬黄、日落

黄、胭脂红、亮蓝、苋菜红、诱惑红、赤藓红标准溶液浓

度为 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mg/L, 靛蓝标准溶液浓度为

1.0、2.0、4.0、10.0、20.0 mg/kg。 
2.2.2  样品前处理 

称取粉碎后试样 5.0~10.0 g, 置于离心管中, 加入乙

醇+氨水+水溶液提取, 加入 1.0 mL 硫酸溶液和 1.0 mL 钨

酸钠溶液沉淀蛋白质。用滤纸过滤, 用少量水洗涤滤纸, 
滤液收集与 100 mL 鸡心瓶中。旋转蒸发至近干, 加水溶

解, 定容至 5 mL。经 0.45 μm 微孔滤膜过滤, 进液相色谱

仪分析。 
2.2.3  色谱条件 

色谱柱: Agilent C18(5 µm, 250 mm×4.6 mm)柱; 流动

相: 甲醇-乙酸铵溶液(0.02 mol/L); 检测器: 二极管阵列检

测器; 柱温: 40 ℃; 进样体积: 10 µL; 检测波长: 254 nm。

梯度洗脱表见表 1。 
 

表 1  流动相的梯度变化 
Table 1  Gradient change of the mobile phase  

时间/min 甲醇/% 乙酸铵溶液/% 

0.0 22 78 

5.0 35 65 

20.0 85 15 

21.0 22 78 

25.0 22 78 

 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件优化 

3.1.1  缓冲溶液的选择 
根据被测物质的性质, 水和甲醇被选为流动相对熟

肉制品中 8 种合成着色剂进行分离。但纯水出峰较慢且峰

形较差, 因此为降低 8 种合成着色剂的保留时间, 改善峰

形, 本研究对不同种类缓冲盐进行了筛选。在甲醇浓度为

22%情况下, 水相采用相同浓度的三氟乙酸、磷酸盐、乙

酸铵, 通过比较分离效果和出峰时间, 发现乙酸铵出峰时

间较快且分离效果相对较好, 因此本实验选择 0.02 mol/L
的乙酸铵缓冲溶液作为流动相。 
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合成着色剂的峰形和出峰时间受乙酸铵溶液的 pH 
值影响, 本实验对不同 pH 值(4.0、5.0、5.5、6.0、6.5、6.86、
7.5)的乙酸铵缓冲溶液进行了选择, 针对熟肉制品中 8 种

合成着色剂进行分离。通过实验发现保留时间随乙酸铵缓

冲溶液 pH 的增大而减小, 但当 pH 值大于 6.5 时, 保留时

间变化细微, 但 8 种合成着色剂分离度下降, 综合考虑实

验选择 pH6.86 乙酸铵缓冲溶液作为流动相。 
3.1.2  流动相梯度初始比例的选择 

梯度洗脱可大大降低保留时间, 改善峰型, 但初始流

动相比例、流动相的梯度变化、结束流动相比例均会影响

样品的分离, 因此本实验对乙酸铵缓冲液与甲醇的初始浓

度进行了选择, 实验选择了(3%、5%、10%、15%、22%)5
个不同甲醇初始浓度对熟肉制品中 8 种合成着色剂进行分

离。通过实验发现甲醇初始比例为 5%和 3%时, 8 种合成着

色剂出峰较晚且其中日落黄、亮蓝、诱惑红、赤藓红 4 种

物质未达到基线分离, 随着甲醇初始比例的升高, 8 种合成

着色剂的保留时间逐渐缩短, 但甲醇初始比例为 10%和

15%时, 诱惑红与亮蓝均未完全分离, 当甲醇初始比例为

22%时, 8 种合成着色剂达到基线分离, 因此实验流动相选

择甲醇的初始比例为 22%。 
3.1.3  柱温的确定 

柱温箱温度影响分离效果, 因此本实验针对不同柱

温对分离效果的影响进行了实验。随着柱温升高, 8 种合成

着色剂出峰时间缩短, 但在 40~45 ℃柱温时, 8 种合成着色

剂出峰时间变化不大, 因此实验选择柱温为 40 ℃。在选定

的最佳色谱条件下得到 8 种合成着色剂的标准样品图如图

1,可见各物质色谱峰区分度良好。 

3.2  干扰实验 

熟肉制品中基质相对复杂, 加入焦糖色素、红曲红、

高粱红、亚硝基血红蛋白色素、番茄红素等多种肉制品中

常用的天然着色剂, 在选定的最佳色谱条件下进行了天然

着色剂的干扰实验, 结果表明上述 5 种天然色素对熟肉制

品中合成着色剂的测定无影响, 不干扰测定。 

3.3  方法线性关系与检出限  

在最优的色谱条件和分离条件下, 对 8 种合成着色剂

的混合标准溶液进行分析, 以峰面积 Y 对标样的质量浓度

X(mg/kg)进行线性回归, 得到各合成着色剂的线性回归方

程[16]。以 3 倍信噪比计算方法检出限, 结果见表 2。 
由表 2 可以看出, 7 种合成着色剂在 0.5~10.0 mg/kg、

靛蓝在 1.0~20.0 mg/kg 线性范围内呈良好的线性关系, 相关

系数均大于 0.99, 检出限为 0.1～1.0 µg/kg, 灵敏度较高。 

3.4  方法精密度与准确度 

选取市售的熟肉制品多组, 加入 3 个水平的标准溶液

(0.5、2.0、5.0 mg/kg), 同时做空白实验, 扣除空白试样浓

度后, 计算加标回收率和相对标准偏差。熟肉制品中 8 种

合成着色剂的平均回收率为 80.8%～104.7%, 相对标准偏

差为 4.29%～4.87%, 表明该方法可作为熟肉制品中 8 种合

成着色剂的可靠检测方法。 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

图 1  8 种标准样品图 
Fig.1  Chromatogram of 8 standard products 
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表 2  实验方法的线性范围、回归方程、工作曲线、检出限 
Table 2  Linear range, regression equation, working curve and detection limit of the method 

线性范围/(mg/kg) 线性方程 r2 检出限/(mg/kg) 

柠檬黄 0.5~10.0 Y=3.3976X+3.7438 0.9991 1.00×10-4 

苋菜红 0.5~10.0 Y=3.8679X+3.6146 0.9946 2.00×10-4 

胭脂红 0.5~10.0 Y=3.7766X+3.4328 0.9996 1.00×10-4 

日落黄 0.5~10.0 Y=3.4272X+4.7439 0.9985 1.00×10-4 

诱惑红 0.5~10.0 Y=4.1606X+3.6353 0.9989 1.00×10-4 

亮蓝 0.5~10.0 Y=3.5863X+3.6053 0.9970 4.00×10-4 

靛蓝 1.0~20.0 Y=3.6462X+2.7852 0.9901 1.00×10-3 

赤藓红 0.5~10.0 Y=2.3983X+2.9878 0.9994 3.00×10-4 

 
 

3.5  试剂样品检测 

选择本方法对随机选取的市场出售的 35 个批次的熟

肉制品进行检测, 结果在 35 个批次熟肉制品中有 1 个批

次检出日落黄 0.009 mg/kg、1 个批次检出胭脂红 0.012 
mg/kg, 根据 GB 2760-2014《 食品安全国家标准  食品添

加剂使用标准》[7], 日落黄为违法添加, 超范围使用, 胭脂

红为熟肉制品中允许限量使用的添加剂, 未发现超限量使

用的情况。 

4  结  论 

本研究建立了熟肉制品中 8 种合成着色剂同时检测

的高效液相色谱-二极管阵列检测法, 以 pH 值为 6.86 乙酸

铵溶液(0.02 mol/L)和甲醇为流动相进行梯度洗脱, 30 min
实现 8 种合成着色剂的测定。采该方法简单快捷、结果准

确, 操作简单, 是实现熟肉制品中 8 种人工合成着色剂同

时检测的理想方法。 
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