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摘要：建立一种同时测定不同食品基质中柠檬黄、日落黄、新红、苋菜红、靛蓝、胭脂红、诱惑红、亮蓝、赤藓红、酸性红十

种人工合成着色剂的分离分析方法。对比 Eclipse XDB C18、Venusil XBP C18 及 Symmetry C18 三种不同色谱柱对十种着色剂的分离

情况，研究 Sep-Pak Plus QMA、ProElut PWA-2 及 Cleanert PWAX-SPE 三种固相萃取小柱的回收率及不同食品基质的前处理提取方法。

本方法在 27 min 内可以实现十种人工合成着色剂的分离分析，在 0.20~50.00 μg/mL 的范围内有良好的线性关系(R2>0.999)，标准混合

物在样品中的回收率范围为 69.71%~103.80% (n=6)，相对标准偏差范围为 0.72%~9.41% (n=6)。本方法前处理简便高效，准确度高，

重现性好，回收率、检出限及精密度均能达到国家标准要求，假阴性率底，适用于基层实验室大批量多种基质食品中人工合成着色剂

的筛查检测。 
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Abstract: To establish a separation and analysis method for the simultaneous determination of 10 kinds of synthetic colorants, such as 

lemon yellow, sunset yellow, new red, amaranth, indigo, carmine, tempting red, bright blue, red peony and acid red. Comparing the separation of 

10 colorants with Eclipse XDB-C18, Venusil XBP C18 and Symmetry C18 columns, the recovery rates of three solid phase extraction cartridges 

on Sep-Pak Plus QMA, ProElut PWA-2 and Cleanert PWAX-SPE for ten kinds of Synthetic colorants were characterized for qualitative and 

quantitative purposes. This method could realize the separation and analysis of ten synthetic colorants in 27 min. It has a good linear relationship 

in the range of 0.20~50.00 μg/mL (R2>0.999). The recovery ratio of the standard mixture was 69.71%~103.80% (n=6) in the samples, relative 

standard deviation range was 0.72%~9.41% (n=6). The pretreatment of this method was simple and efficient, with high accuracy and good 

reproducibility. The recovery rate, detection limit and precision could meet the requirements of national standards. The false negative rate was 

suitable for large-scale matrix foods in grassroots laboratories.  
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食品着色剂，又称食用色素，用于改善食品色泽，

促进食欲，以提高食品商业价值，在现代食品工业中

的使用率日益增长[1~4]。食品着色剂可分为天然着色剂
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和人工合成着色剂。人工合成着色剂是用人工化学合

成方法所制得的有机色素，主要是以苯胺染料（从煤

焦油中分离出）为原料制成的，具有成本低、种类多、

易上色、色泽鲜亮等特点。然而，有些人工合成着色

剂能够对人体产生慢性毒性，大量摄入则易诱发中毒、

过敏症状，严重的能导致致癌、致畸等危害[5]。国标

GB 2760-2014《食品添加剂使用标准》中明确规定了

人工合成着色剂作为食品添加剂的最大使用限量[6]，
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在国家食品安全抽检实施细则中，85%以上的食品细

类在抽检或监测检测上对其使用有一定要求。然而仍

有部分商家为追求利益最大化不合理使用人工合成着

色剂，严重影响消费者生命安全，因此，建立一种高

效快捷准确测定多种常用人工合成着色剂的分析方法

迫在眉睫。 
目前，人工合成着色剂的常用检测方法有 GB 

5009.35、GB/T 21916 和 SN/T 1743，共涉及柠檬黄、

日落黄、新红、苋菜红、靛蓝、胭脂红、诱惑红、亮

蓝、赤藓红、酸性红十种色素，饮料、配制酒、淀粉

软糖、硬糖、蜜饯、巧克力豆、着色糖衣制品及水果

罐头七种食品细类，并不能满足基层实验室多种食品

基质检测的需要[7~9]。另外，传统的检测方法存在前处

理操作繁琐、耗时，多次洗涤、转移造成目标物含量

损失等问题，大大影响了分析检测的效率和检测结果

的准确度[10~12]。本研究从基层实验室实际应用的需要

考虑，针对不同基质的食品样品，建立一种同时测定

十种常用人工合成着色剂的提取和分析方法，操作简

单便捷，准确度高，满足日常检测工作的需要。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

高效液相色谱仪 HPLC（美国 Waters e2695）；自

动氮吹浓缩仪（郑州宝晶）；离心机（德国 SIGMA）；

固相萃取装置（美国 Agilent）。 
十种色素标准品（Dr. Ehrenstorfer）：柠檬黄（0.25 

g，95.5%）、新红（0.1 g，89.0%）、苋菜红（0.25 g，
92.8%）、靛蓝（0.25 g，90.0%）、日落黄（50 mg，90.5%）、

诱惑红（0.1 g，86.3%）、亮蓝（0.25 g，91.6%）、赤

藓红（0.25 g，91.0%）、酸性红（0.1 g，78.0%）、胭

脂红（0.1 g，89.8%）；色谱纯：甲醇、乙醇、乙腈、

乙酸铵；分析纯：氨水、甲酸、柠檬酸、石油醚；0.45 
μm 滤膜（BIOFIL）；实验室用水为 Milli-Q 超纯水；

固相萃取柱：Sep-Pak Plus QMA 360 mg（美国

Waters）；Cleanert PWAX-SPE 150 mg/6 mL（天津博

纳艾杰尔）；ProElut PWA-2 150 mg/6 mL（北京迪马）。 

1.2  实验方法 

1.2.1  前处理方法 
Cleanert PWAX-SPE：称取 2.00 g 样品于 50 mL

离心管中，加入 5 mL 无水乙醇-氨水溶液-水溶液

（7:2:1），涡旋振荡后 80 ℃水浴超声 10 min，8000 
r/min 离心 5 min，重复提取至样品溶液无色，合并上

清液，用 20 %柠檬酸水溶液调节 pH 至 6 左右；PWAX

小柱依次用 6 mL 甲醇、6 mL 水活化，加入样品提取

液 10 mL，6 mL 水（pH=4）、6 mL 甲醇-甲酸（6:4）、

6 mL 水淋洗，吹干小柱，6 mL 2%氨化甲醇洗脱，收

集洗脱液，45 ℃氮吹至干，用水定容至 1 mL，过 0.45 
μm 滤膜备用。 

ProElut PWA-2：取 1.00 g 样品，加入 10 mL 提取

液 A（取 140 mL 乙醇：乙腈（2:1）混合溶液，加入

60 mL 水和 2 mL 氨水，混匀），振荡后 40 ℃水浴超

声提取 10 min，8000 r/min 离心 2 min，重复提取至样

品溶液无色，合并上清液，用甲酸调节 pH 至 4 左右，

待净化；PWA-2 小柱依次用 5 mL 甲醇、5 mL 10%甲

酸水活化，加入待净化液，弃去流出液，加入 5 mL
甲醇淋洗，5 mL 15%氨水甲醇溶液洗脱，收集洗脱液，

45 ℃氮吹至约 300 μL，用流动相定容至 1 mL，过 0.45 
μm 滤膜备用。 

Sep-Pak Plus QMA：称取 2.00 g 样品于 50 mL 离

心管中，加 10 mL 无水乙醇-氨水溶液(量取无水乙醇

80 mL，氨水 1 mL，加水定容至 100 mL，混匀)，涡

旋振荡 5 min，8000 r/min 离心 10 min，收集上清液，

重复操作三次，合并上清液 80 ℃水浴浓缩至约 2 mL，
用 2 %的氨水调节 pH 为 8，待净化；QMA 小柱依次

加 5 mL 甲醇、5 mL 水活化，加入全部待净化液，依

次用 3 mL pH=8 的水和 3 mL pH=8 的 50%甲醇淋洗，

用 10 mL 盐酸-乙醇溶液（1:9）洗脱，收集洗脱液，

氨水中和后 80 ℃水浴浓缩至尽干，用 50%的甲醇溶

液溶解并定容至 10 mL，过 0.45 μm 滤膜备用。 
1.2.2  色谱条件 

色谱柱：Eclipse XDB-C18 4.6×250 mm，5 μm；

流速：1.00 mL/min；进样量：10 μL；柱温：35 ℃；

检测器：PDA；检测波长：254 nm；流动相：A：0.02 
mol/L 乙酸铵；B：甲醇；梯度洗脱条件见表 1： 

表1 流动相梯度洗脱条件 

Table 1 Gradient elution conditions of the mobile phase 

时间
/min 0 5 10 14 15 21 21.1 27 

A/% 90.0 85.0 30.0 60.0 10.0 10.0 90.0 90.0

B/% 10.0 15.0 70.0 40.0 90.0 90.0 10.0 10.0

1.2.3  统计学方法 
实验数据按 GB/T 5009.35-2016《食品中合成着色

剂的测定》方法算得，标准曲线及方差分析由液相色

谱仪软件自动分析所得。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱柱条件的优化和选择 
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图1 Symmetry C18对十种着色剂分离色谱图 

Fig.1 The separation chromatogram of 10 colorants on 

symmetry C18 

注：1-柠檬黄，2-新红，3-苋菜红，4-靛蓝，5-胭脂红，

6-日落黄，7-诱惑红，8-亮蓝，9-酸性红，10-赤藓红。下图同。 

 
图2 Venusil XBP C18对十种着色剂分离色谱图 

Fig.2 The separation chromatogram of 10 colorants on Venusil 

XBP C18 

 
图3 Eclipse XDB C18对十种着色剂分离色谱图 

Fig.3 The separation chromatogram of 10 colorants on Eclipse 

XDB C18 

不同品牌 C18 色谱柱的填料、极性及其对酸碱的

耐受性会有一定的差异，同时测定十种人工合成着色

剂对色谱柱的分离度等条件要求较高。在仪器、流动

相、柱温、进样量等条件相同的情况下，同为 4.6×250 
mm，5μm 规格的 Eclipse XDB C18、Venusil XBP C18
及 Symmetry C18 三种色谱柱对十种着色剂分离情况

进行研究，如图 1~3。由图可知，十种着色剂在

Symmetry 上出峰时间较为集中（7~14 min），但柠檬

黄、酸性红、赤藓红略微拖尾，在大批量走样时容易

造成峰连接或出现双头峰，适用于样品量少，基质简

单的科研项目使用；Venusil XBP C18 对除赤藓红外的

着色剂分离度较好，峰展宽较窄，但对赤藓红的结合

度较底，适用于除赤藓红外的着色剂分离使用；Eclipse 
XDB C18 在 15 min 内将目标峰全部冲出，峰展宽适

中，选择性和分离能力相对较高。通过实验室长期使

用发现，Eclipse XDB C18 柱效高，重现性好，分析速

度快，使用寿命相对较长，进行某些大分子如蛋白、

肽和生物等物质分析时也能有效分离，对 pH 的要求

也更加宽泛，适用于批次较大，样品基质复杂的基层

实验室使用。 

2.2  不同固相萃小柱取对样品回收率的影响 

本次研究中，我们采取了三种固相萃取小柱的净

化处理方法，分别是：ProElut PWA-2、Cleanert PWAX
和 Sep-Pak Plus QMA。测定这三种小柱净化处理后的

样品回收率(加标量均为 10 mg/kg)，见表 2。由表可知，

PWAX小柱对十种色素的回收率相较于其他两种小柱

普遍略低；QMA 小柱对样品基质纯度要求较高，在

实际实验中反复调节 pH，前处理时间长，工作效率较

低，更适用于基质单一的样品处理；PWA-2 小柱有较

好的回收率和重复性，多批次处理下假阴性率低，对

样品基质选择范围更广泛，除杂净化效果好，可大大

提高样品前处理工作效率，且成本较低，适用于基层

实验室食品样品初筛。故以下实验均使用Eclipse XDB 
C18 为色谱柱，PWA-2 为固相萃取小柱进行处理。 

表2 不同固相萃取方法下10种色素的回收率 

Table 2 Recoveries of 10 synthetic colorants by different solid 

phase extraction methods (n=6) 

名称 
固相萃取小柱 

PWAX PWA-2 QMA 

柠檬黄 94.21~101.50 96.34~105.48 96.31~107.52

新红 83.45~90.71 89.27~97.79 90.20~98.71

苋菜红 88.90~92.11 91.60~99.28 96.53~103.79

靛蓝 72.19~80.95 78.73~85.35 79.92~89.87

胭脂红 78.90~100.32 93.52~99.11 98.11~110.63

日落黄 88.45~103.57 96.47~109.10 99.65~112.94

诱惑红 90.34~106.76 93.46~98.09 97.88~99.10

亮蓝 69.62~77.85 73.22~86.58 76.95~89.01

酸性红 77.80~85.49 90.40~93.16 83.21~94.20

赤藓红 68.88~83.26 89.77~96.43 97.40~98.31
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2.3  不同食品基质前处理研究 

不同基质的食品如含油脂、蛋白较高、基质复杂

且扩散（茶叶）、含胶基（果冻）等，在提取净化过程

中，应有不同的侧重点，按照相同的前处理方法处理

其回收率并不能达到较满意的效果。本实验方法针对

不同食品基质的特点，对前处理过程进行有侧重点的

提取净化，使其更适用于基层实验室大批量初筛检测。 
2.3.1  饮料类、酒类 

取 1.00 g 试样，加 10 mL 提取液 A，振荡超声提

取 10 min，加入适量甲酸，调节溶液 pH 值约为 4.0，
待净化。含二氧化碳的饮料应先超声 20 min 去除二氧

化碳，含果肉或纤维等样品超声提取完后，8000 r/min
离心 5 min，收集上清液。 
2.3.2  固体类样品 

取 1.00 g 试样加 10 mL 提取液 A，振荡超声提取

10 min，离心 5 min，收集上清液；取下层残留物，重

复提取至样品溶液无色，合并上清液，加入适量甲酸，

调节溶液 pH 值约为 4.0，待净化。若样品中含有大量

油脂如调味面制品、膨化食品等，应先加入 10 mL 石

油醚，涡旋混合 2 min，8000 r/min 离心 5 min，弃去

石油醚上清液，再对试样残渣进行提取，方法同上。 
2.3.3  糖果、果冻 

取 1.00 g 试样加 10 mL 提取液 A，先 40 ℃水浴

超声直至样品完全溶解以避免糖浆、凝胶等物质影响

提取液过柱，再进行提取，步骤同 3.3.2。 
2.3.4  蜜饯凉果类 

取 1.00 g 试样加 10 mL 提取液 A，先浸泡过夜使

试样泡发，更利于目标物的提取，步骤同 3.3.2。 
2.3.5  茶叶及相关制品、水果干制品、蔬菜干

制品等干散型样品 

取 1.00 g 试样，加入 10 mL 提取液 A，振荡、超

声提取 10 min，8000 r/min 离心 10 min，收集上清液；

干散型样品一般离心效果不太理想，需多次提取（3~5
次）稀释样品中目标物浓度，合并上清液减少目标物

损失，再加入适量甲酸，调节溶液 pH 值约为 4.0，待

净化。 
2.3.6  乳及乳制品和含乳的冷冻饮品 

对于含固态果肉的液态乳制品需要用匀浆机进行

匀浆，对于干酪等固态乳制品，需用试样与水的质量

比为1：4进行匀浆。称取匀浆后试样约1.00 g于50 mL
离心管，加 10 mL 提取液 A，轻轻上下颠倒离心管若

干次，避免大幅度振摇防止乳化，提取至样品无色，

必要时，8000 r/min 低温冷冻离心 5 min，收集上清液，

加入适量甲酸，调节溶液 pH 值约为 4.0，再次低温冷

冻离心 5 min，收集上清液，待净化。 
2.3.7  净化 

净化方法同 1.2.1。 

2.4  线性范围与检出限 

按照国家标准要求折过色素对照品纯度后用水配

制成 0.20、0.50、1.00、5.00、10.00、15.00、25.00、
50.00 μg/mL 的系列浓度标准曲线，绘制以峰面积为纵

坐标 Y、色素的含量 X（μg/mL）的坐标图，进行线

性回归分析，回归方程如表 3。 

2.5  回收率与精密度 

对相同基质的空白样品进行不同含量的加标，样

品进行前处理，上机测定，经计算得出不同加标回收

率及相对标准偏差（表 4）。 
表3 10种色素线性回归方程及检出限 

Table 3 Linear equations and LODs of 10 synthetic colorants  

名称 线性回归方程 相关系数 R2 检出限/（mg/kg） 

柠檬黄 Y=2.63269×104x-1.339369×103 0.9999 0.30 

新红 Y=1.979139×104x-4.505035×103 0.9999 0.50 

苋菜红 Y=2.488375×104x-5.754201×103 0.9999 0.30 

靛蓝 Y=2.713091×104x+2.220728×102 0.9999 0.50 

胭脂红 Y=2.197941×104x+1.221384×103 0.9999 0.30 

日落黄 Y=2.065768×104x-5.984394×102 0.9999 0.50 

诱惑红 Y=1.628715×104x-2.704559×102 0.9999 0.50 

亮蓝 Y=4.591618×103x+6.289177×102 0.9993 1.00 

酸性红 Y=1.250531×104x+2.605666×103 0.9998 0.50 

赤藓红 Y=1.309168×104x+2.807997×102 0.9996 0.50 
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表4 标准样品加标回收率及相对标准偏差 

Table 4 Recoveries and RSDs of 10 synthetic colorants (n=6) 

名称 

标准样品加标量/(mg/kg) 

0.2 0.5 1.5 5 10 0.2 0.5 1.5 5 10 

平均回收率/% 相对标准偏差/% 

柠檬黄 87.62 89.2 96.7 99.80 95.41 8.65 7.38 7.77 6.41 3.21 

新红 77.60 83.25 90.42 95.21 95.82 7.47 7.71 8.35 1.46 3.50 

苋菜红 85.33 88.82 91.28 93.75 98.61 6.83 6.83 5.42 3.31 3.23 

靛蓝 72.11 79.80 77.80 76.88 86.55 5.30 9.41 8.60 2.90 2.40 

胭脂红 88.73 92.41 93.81 99.72 102.40 6.41 3.25 4.02 3.54 0.72 

日落黄 90.25 95.69 96.74 99.47 103.80 5.23 2.44 5.52 0.93 1.27 

诱惑红 89.80 96.32 95.85 96.73 99.57 4.17 3.52 2.19 1.18 2.55 

亮蓝 69.71 71.2 76.43 80.40 83.46 9.73 7.93 8.43 5.87 3.30 

酸性红 78.47 80.41 82.32 88.63 87.71 8.81 8.21 7.93 6.10 4.12 
赤藓红 77.30 80.06 87.10 86.91 90.42 7.33 7.70 6.85 5.02 4.03 

表5 样品中合成着色剂的测定结果 

Table 5 Analytical results of samples 

样品名称 色素名称 检测结果/（g/kg） 最大使用量/（g/kg） 

配制酒 

柠檬黄 0.0032 0.1 

日落黄 0.0014 0.1 

诱惑红 0.014 0.05 

苋菜红 0.0018 0.05 

月饼 柠檬黄 0.0016 不得使用（考虑带入） 

糖果 

柠檬黄 0.025 0.3 

日落黄 0.013 0.1 

亮蓝 0.0067 0.3 

蜜饯 

苋菜红 0.22 0.05 

亮蓝 0.13 不得使用（果脯类） 

日落黄 0.26 0.1 

胭脂红 0.31 0.05 

冰激凌 苋菜红 0.0052 0.025 
绿茶 柠檬黄 0.084 不得使用 

2.6  实际样本检测结果 

对市售 6 种食品样品采用本方法检测十种合成着

色剂，检测结果如表 5。 
检测结果显示，市售 6 种食品种类中十种人工合

成着色剂检出有 6 种，包括柠檬黄、日落黄、苋菜红、

亮蓝、胭脂红、诱惑红，其中一批蜜饯检出 4 种色素，

且均超出国家标准 GB 2760-2014 种规定的最大使用

量，绿茶检出一种，超出最大使用量，月饼中柠檬黄

有检出，判定时应考虑其馅料的带入原则，其余 3 种

食品色素也有检出，均在国家限量范围内添加。 

3  结论 

本文建立了一种高效的多种食品基质人工合成着

色剂检测方法，并对方法的实用性进行了研究。在现

有国标的基础上，优化了样品前处理过程，采用

ProElut PWA-2 150 mg/6 mL 小柱进行样品净化处理，

简化前处理过程，节约时间。采用梯度洗脱的方法，

使食品中十种人工合成着色剂实现良好的基线分离，

减少分离分析的时间，灵敏度高，定性、定量结果可

靠，满足实验所需，具有较高的实际应用价值。 
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