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高效液相色谱法测定酱卤肉中酸性橙Ⅱ的优化 

刘  颖*, 周  楠, 石  璐, 袁阳蕾, 武文凯 

(河南省食品检验研究院, 郑州  450003) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定酱卤肉中酸性橙Ⅱ的检测方法。方法  样品经氨水甲醇提取液提取, 

调节 pH 沉淀蛋白后, 过混合弱阴离子(mixed weak anion, PWAX)固相萃取柱净化。采用 20 mmol/L 乙酸铵(A)

和甲醇(B)作为流动相进行等度洗脱, 采用二极管阵列检测器(diode array detector, DAD)对酸性橙Ⅱ进行多波长

检测。结果  本方法可在 10 min 内完成目标化合物与杂质的分离。酸性橙Ⅱ在 0.1、0.5 和 2.0 mg/kg 添加水平

的回收率提升至 76.0%~92.5%, 相对标准偏差小于 15%(n=6), 方法检出限为 0.1 mg/kg。结论  该方法快速、

准确、灵敏, 适合酱卤肉等蛋白质含量高的样品中酸性橙Ⅱ的大批量检测。 
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Optimization of determination of acid orange Ⅱ in braised pork by high 
performance liquid chromatography 

LIU Ying*, ZHOU Nan, SHI Lu, YUAN Yang-Lei, WU Wen-Kai 

(Food Inspection and Research Institute of Henan, Zhengzhou 450003, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of acid orange Ⅱ in marinated pork by high 

performance liquid chromatography. Methods  The sample was extracted with ammonia methanol extract, adjusted 

pH to precipitate protein, and purified by mixed weak anion (PWAX) solid phase extraction column. Using       

20 mmol/L ammonium acetate (A) and methanol (B) as mobile phases for isocratic elution, diode array detector 

(DAD) was used for multi-wavelength detection of acid orange II. Results  This method completed the separation of 

the target compound and impurities within 10 minutes. The recoveries were ranged from 76.0%‒92.5% with 3 spiked 

levels of 0.1, 0.5 and 2.0 mg/kg. The relative standard deviations (RSDs) were less than 15% (n=6), and the limits of 

detection was 0.1 mg/kg. Conclusion  This method is fast, accurate and sensitive, and is suitable for the mass 

detection of acid orange II in samples with high protein content such as braised pork. 

KEY WORDS: acid orange Ⅱ; high performance liquid chromatography; diode array detector; braised pork 
 

 
0  引  言 

酸性橙Ⅱ属于化工染料, 通常是金黄色粉末, 俗称金

黄粉, 易溶于乙醇、水等极性溶剂, 是一种偶氮类染料[1]。

偶氮化合物在体内分解, 可形成丙种芳香胺化合物, 芳香

胺化合物在体内经过代谢活动后与靶细胞作用而可能引起

癌症, 具有致癌作用[2‒3]。酸性橙Ⅱ具有色泽鲜艳、着色稳

定和价廉的特点, 所以在肉制品中成为最易被违法添加的
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一类染料物质, 极大危害消费者的身体健康[4‒5]。卫生部在

2008 年发布的食品整治办 3 号文中, 严禁将其作为着色剂

添加到卤制熟食中[6]。 

目前酸性橙Ⅱ的检测方法比较成熟, 主要检测方法有

薄层色谱扫描法[7‒8]、高效液相色谱法[9‒11]、液相色谱质谱

联用法[12‒14]等。由于肉制品基质复杂、油脂含量高、蛋白

质含量高, 前处理方法中常用的净化柱有液液萃取[15‒16]、

聚酰胺柱[17‒18]、混合型弱阴离子(mixed weak anion, PWAX)

交换柱[19‒21]等。根据酸性橙Ⅱ的分子结构式(如图 1)可以看

出其结构中有一个磺酸基(SO3
‒), 属于强酸基团, 因此选

用 PWAX 交换是比较合适的, 但这类固相萃取(solid phase 

extraction, SPE)柱吸附和洗脱的能力受 pH 影响较大。本研

究经过研究和对比, 选择了最佳的上样 pH和洗脱溶剂, 针

对 SN/T 3536—2013《出口食品中酸性橙Ⅱ号的检测方法》

的样品前处理方法进行了改进, 包括提取、过柱、过滤膜

等, 以期为肉制品中酸性橙 II 非法添加的检测提供有力的

技术支撑。 
 
 

 
 
 

图 1  酸性橙Ⅱ分子结构式 

Fig.1  Molecular formula of acid orange Ⅱ 
 
 
 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

LPG-3400SDN 液相色谱仪(配有二极管阵列检测器, 

美国赛默飞世尔公司); Organomation N-EVAP 氮吹仪(美国

Organomation 公司); 4-16KS 高速冷冻离心机(德国 Sigma

公司); MV-3000 多管振荡器(成都莱普科技有限公司)。 

甲醇(色谱纯, 德国 Merk 公司); 氨水、甲酸(分析纯, 

郑州国药集团); Cleanert PWAX 萃取柱(6 mL, 150 mg)、氨

基阴离子固相交换柱(500 mg, 3 mL)(北京艾杰尔科技公司); 

0.45 μm PVDF 滤头(广州洁特生物过滤股份有限公司); 实

验室用水为 Milli-Q 超纯水(美国 Millipore 公司)。 

酸性橙Ⅱ(批号 B0003777, 纯度 98.3%, 北京曼哈格生

物科技有限公司)。 

在河南省各个地市抽取 400 余批样本(酱牛肉、卤

鸡腿、烧鸡等)。抽样主要在生产环节和流通环节，地点

覆盖河南省内生产企业、超市、农贸市场、批发、零售

场所等。 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液配制 

酸性橙Ⅱ标准溶液配制: 准确称取 10 mg 酸性橙Ⅱ对

照品到 100 mL 的容量瓶中, 用水配成 100 mg/L 标准贮备

液, 4 ℃保存。量取酸性橙Ⅱ贮备液, 置棕色容量瓶中, 用水

稀释成质量浓度为 10 mg/L 标准工作液。 

2%甲酸溶液 : 在 98 mL 水中加入 2 mL 甲酸 , 混合

均匀。  

5%氨水甲醇: 取 5 mL 氨水与 95 mL 甲醇混合。 

10%氨水甲醇: 取 10 mL 氨水与 90 mL 甲醇混合。 

15%氨水甲醇: 取 15 mL 氨水与 85 mL 甲醇混合。 

1.2.2  样品前处理 

(1)采样和试样制备 

在河南省内, 抽取有代表性的样品 400 份(酱牛肉、卤

鸡腿、烧鸡等), 用四分法缩减取 200 g, 粉碎后混匀, 装入

自封袋中, 避光, 备用。 

(2)提取 

称取 2 g (精确至 0.01 g)粉碎的酱卤肉制品于 50 mL

离心管中, 准确加入 15 mL 提溶液, 充分振荡 10 min, 超

声 10 min, 7000 r/min, 4 ℃离心 5 min, 取上清液备用, 残

渣中再加入 15 mL 提取液, 重复上述提取离心过程, 合并

2 次提取液, 70 ℃氮吹, 浓缩至 5 mL 左右, 用甲酸调节 pH

至 6 左右, 冷冻离心, 取上清液, 备用。 

(3)净化 

PWAX 固相萃取小柱先用 6 mL 甲醇, 6 mL 2%甲酸水

活化。取上清液上柱, 用 6 mL 甲酸水和 2 mL 甲醇淋洗, 彻

底抽干, 用 15%氨水-甲醇溶液 5 mL洗脱, 收集洗脱液, 水

浴(50 ℃)氮吹至干, 用 1.0 mL 的超纯水溶解, 过 0.22 μm

滤膜。 

1.2.3  液相色谱仪条件 

(1)液相色谱条件 

安 捷 伦 ZORBAX Eclipse XDB-C18 色 谱 柱         

(4.6 mm×2500 mm, 5 μm), 流动相: 20 mmol/L 乙酸铵(A)-甲

醇(B), 流速: 1.0 mL/min, 进样体积: 10 μL, 柱温: 35 ℃。液

相色谱流动相比例: 0~12.0 min, A:B=40:60 (V:V)。 

(2)DAD 条件 

多波长采集, 190~700 nm。 

2  结果与分析 

2.1  DAD 检测器的优化 

将酸性橙Ⅱ标准工作液, 通过液相系统进样, 区别于

标准中的单波长采集, 选择同时采集 190~700 nm 范围的

光谱信息。全波长扫描可以在杂质峰干扰出现时, 利用光

谱信息进行进一步确认。结果如图 2 所示, 酸性橙Ⅱ分别
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在 207、228、315、484 nm 处有最大吸收, 但溶剂与杂质

化合物在低波长范围有吸收, 会对酸性橙Ⅱ的响应造成干

扰。本研究对烧鸡、酱牛肉、酱鸭翅等数十种酱卤肉制

品进行空白实验与酸性橙Ⅱ的加标回收实验, 结果表明, 

提取 484 nm 波长处色谱图, 空白样色谱图在酸性橙Ⅱ的

保留时间前后 2 min 均未出现任何杂质峰, 且灵敏度, 回

收结果均满足实验要求。故选取 484 nm 的色谱图计算酸

性橙Ⅱ的含量。 
 

 
 

图 2  酸性橙Ⅱ光谱图 

Fig.2  Spectrum of acid orange Ⅱ 
 

2.2  前处理条件优化 

2.2.1  提取条件优化 

①提取试剂的选择 

分别采取纯水、甲酸乙醇水、氨水乙醇水溶液对酸性

橙Ⅱ加标样品进行超声、振荡提取, 按照标准方法净化。上

机结果显示纯水提取回收率为 20%~30%, 甲酸乙醇水提

取 回 收 率 为 15%~30%, 氨 水 乙 醇 水 提 取 回 收 率 为

20%~40%。表明氨水乙醇水的提取效果最佳, 实验过程表

明, 样品如含油脂, 可先加乙醚去除油脂后, 再进行提取

操作, 回收率会有一定的提高, 这可能是由于油脂的存在

会影响固相萃取过程的吸附洗脱。因此, 选择用乙醚去除

油脂之后, 再进行提取操作。 

②浓缩方式的选择 

酸性橙Ⅱ 2 次提取液需进行适当的浓缩, 再采用固相

萃取柱进行净化。SN/T 3536—2013 标准中采取旋转蒸发的

方式进行浓缩, 按照标准方法进行操作, 发现旋转蒸发浓缩

过程中样品提取液易产生气泡往外喷出, 会造成结果的损

失, 还可能导致样品间的污染。这可能是由于酱卤肉制品中

含有大量蛋白质, 因此提取阶段均采取冷冻离心代替普通

离心, 达到去除一部分蛋白质的作用。 

本研究采用氮吹的方式进行浓缩, 有效避免气泡的

产生以及样品间可能产生的污染。氮吹仪可一次性浓缩 24

个样品, 也大大提高实验的效率。实验证明在 80 ℃以下的

温度下氮吹不会影响酸性橙Ⅱ的稳定性, 适当提高温度可

加快浓缩速度, 节约实验时间成本。为进一步节省时间成

本, 样品进行第 2 次提取过程的同时, 可将第 1 次的提取

液先进行氮吹浓缩, 再将第 2 次提取液进行汇合氮吹, 吹

至剩余大概 5 mL 左右, 称作样品提取浓缩液。 

2.2.2  净化条件优化 

①固相萃取柱的选择 

本研究分别采用 SN/T 3536—2013 标准中推荐的氨基

阴离子固相交换柱, 与艾杰尔提供的 Cleanert PWAX 萃取

柱在相同条件下, 对样品提取浓缩液进行净化。结果表明, 

氨基阴离子固相交换柱的回收率在 20%~40%, 而 Cleanert 

PWAX 的回收可达到 70%~90%。故后续的实验选用

Cleanert PWAX 对样品提取液进行净化 , 并对 Cleanert 

PWAX 柱的上样、淋洗, 洗脱条件进行进一步优化。上柱

实验中发现淋洗阶段, 2 mL 甲醇淋洗即可达到净化效果, 

故将淋洗用甲醇由 6 mL 降至 2 mL。这一操作不仅可减少

有机试剂的使用, 还加快了实验进度。 

②浓缩液 pH 的优化 

弱阴离子交换柱吸附、洗脱效果与上样样液的 pH 和

极性有一定的关系, 本研究将样品提取浓缩液分别调节到

0、2、4、6、8 5 个 pH 条件, 在相同条件下进行淋洗、洗

脱、浓缩、滤膜过滤上机。结果如图 3 所示, 酸性橙Ⅱ在

pH=2 和 pH=6 的条件下, 结果较好。考虑到调节至 pH=2

需要加入大量的甲酸溶液, 上样体积变大, 固相萃取耗时

较长, 故本研究选择将提取浓缩液调节至 pH=6。实验过程

中发现, 样品提取浓缩液在调节 pH之后, 蛋白质会进一步

沉淀 , 故选择上柱前将样液再次冷冻离心。与 SN/T 

3536—2013 标准中固相萃取过程相比, 上柱样液更澄清。

固相萃取过程不需要在负压状态下进行, 可在重力作用下

以 1 mL/min 流速自然滴落。 

③洗脱液的优化 

弱阴离子交换柱, 洗脱液通常选用氨水甲醇进行洗

脱。为达到更好的洗脱效果, 本研究采取 3 种浓度的氨水

甲醇对固相萃取柱进行洗脱, 结果如图 4 所示, 5%氨水甲

醇、10%氨水甲醇、15%氨水甲醇洗脱效果均较好, 回收可

达到 80%以上, 其中 15%氨水甲醇洗脱效果较好, 回收可

达到 90%以上。因此, 选定 15%氨水甲醇作为固相萃取柱

的洗脱液。 

2.2.3  过滤滤膜优化 

洗脱液氮吹至干, 之后用 1 mL 水复溶, 用水系滤膜过

滤后上机检测。实验选用广州洁特生物过滤股份有限公司的

PVDF 滤头与津腾的 PES 滤头, 同一复溶液分别使用 2 种滤

头过滤上机, 结果表明, PVDF 滤头过滤出来的液体中酸性

橙Ⅱ的含量较高, 与实验室进行的柠檬黄等磺酸基团合成着

色剂滤膜实验结果一致。故选用广州洁特生物过滤股份有限

公司的 PVDF 滤头进行上机前过滤。 
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图 3  不同 pH 浓缩液加标回收结果 

Fig.3  Standard addition recovery results of different pH concentrates 
 

 
 

图 4  不同浓度洗脱液的加标回收结果 

Fig.4  Standard addition recovery results of different concentrations of eluent 

 
 

2.3  线性范围及检出限 

准确吸取适量酸性橙Ⅱ标准工作液, 用水配制成 0.1、

0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 µg/mL 的标准工作溶液, 以酸

性橙Ⅱ含量(X, µg/mL)为横坐标, 不同浓度标准物质在 484 nm

处的色谱图面积 Y 为纵坐标, 制作校准曲线, 利用校准曲线

对样品进行定量计算。相关系数为 0.99997, 斜率为 1.1821, 

截距为 0.0066, 线性关系良好。以信噪比为 3 (S/N=3)计算方

法检出限(limits of detection, LOD), 本方法酸性橙Ⅱ的方法检

出限为 0.1 mg/kg, 满足检测的要求。 

2.4  回收率及精密度 

以空白卤鸡腿、酱牛肉为样品, 在 0.1、0.5 和 2.0 µg/kg 

3 个水平下进行加标回收实验, 结果如表 1 所示。酸性橙Ⅱ

在 3 个添加水平的回收率为 76.0%~92.5%, 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)小于 15%(n=6), 与原标准

方法回收率为 20%~40%相比, 回收率有了很大的提升, 符

合检测的要求。 
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表 1  加标回收实验结果 
Table 1  Result of spike recovery experiment 

化合物 添加浓度/(mg/kg) 回收率/% RSD/%

卤鸡腿 

0.1 76.0 15 

0.5 83.2 8.2 

2.0 90.5 5.1 

酱牛肉 

0.1 80.2 14 

0.5 86.4 7.8 

2.0 92.5 4.8 

 
 

2.5  实际样品测定 

卫生部在 2008 年发布的食品整治办 3 号文中明令规

定酸性橙Ⅱ禁止在食品中使用, 用本方法对河南省抽取的

400 份各类酱卤肉制品进行检测, 没有检出阳性样品, 说

明近几年食品监管起到了很好的作用。 

3  结论与讨论 

针对酱卤肉制品中油脂含量高、蛋白质含量高的情况, 

提取过程均采用冷冻离心的方式, 油脂含量过高时, 则选

择先用乙醚萃取去除。提取浓缩液在调节完 pH 之后蛋白

会进一步沉淀, 通过再离心再上柱的方式, 有效防止过柱

堵塞, 净化效果不佳的情况。通过改进标准方法的浓缩方

式、浓缩液 pH、固相萃取柱的选择、淋洗液的体积、洗脱

液的碱浓度等条件, 有效提高了酱卤肉基质中酸性橙Ⅱ的

回收率, 节省了检测的时间成本。本研究建立了回收率高、

稳定性强的酱卤肉中酸性橙Ⅱ的检测方法, 与标准方法相

比, 大大提高了实验的可操作性与平行性。采用优化后的

前处理方法, 本研究选取了市场上常见种类的肉制品作为

加标基质 , 均取得良好的回收 , 极大改善了目前 SN/T 

3536—2013 中回收率不高、固相萃取困难等问题, 可以为

肉制品中酸性橙 II 的快速检测提供参考。 
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