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超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱

快速筛查测定几种食品中的 8种碱性色素 
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摘要：本文研究了超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱法快速测定面包、橙汁、卤豆干等食品中 8 种碱性色素的方

法。样品用乙酸乙酯提取后，以 C18（3.0 mm×100 mm，1.8 μm）色谱柱分离，乙腈和 10 mmol/L 乙酸铵水溶液为流动相梯度洗脱，

在正负离子切换模式下检测8种碱性色素。在全扫描模式下提取8种碱性色素的保留时间和一级母离子精确质量数以及同位素丰度比，

实现对食品中 8 种碱性色素的快速测定；以自动触发采集的二级碎片离子精确质量数进行确证。8 种碱性线性关系较好，相关系数（R2）

大于 0.99，回收率在 82.2%~105.3%之间，相对标准偏差在 6.0%~9.9%之间。该方法简单、快速、可靠，可定性筛查和定量分析食品

中 8 种碱性色素。 
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Abstract: A fast and easy method for the quantification of 8 basic dyes in food (bread, orange juice and stewed bean curd) was 

investigated by ultra performance liquid chromatography-quadrupole/electrostatic field obitrap high-resolution mass spectrometry. The sample 

was extracted by ethyl acetate, C18 (3.0 mm×100 mm, 1.8 μm) was used as chromatography column to separate the basic dyes with a gradient 

elution of acetonitrile and 10mmol/L ammonium acetate aqueous solution as the mobile phase. The 8 basic dyes were analyzed in positive and 

negative mode. The retention time, accurate mass of parent ion and relative isotope abundance were used for fast screening in full scan mode, 

while accurate mass of fragment ions was used for confirmation in two-stage threshold-triggered full mass scan mode. Under the optimal 

conditions, good linearities (R2>0.99) were obtained in their respective linear ranges. The recoveries were in the range of 82.2%~105.3% and the 

relative standard deviation was 6.0%~9.9%. The method was simple, sensitive, accurate and suitable for the rapid screening and confirmation of 

8 basic dyes in food. 
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《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》GB 

2760-2014[1]中明确规定食品中可以使用的色素种类，

如苋菜红、胭脂红、赤藓红、日落黄等。工业色素可

分为中性色素、酸性色素、碱性色素等[2]。碱性色素 
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通常价格低廉、不易褪色，主要用来对油漆、鞋油等

工业用品染色[3]，禁止用于食品。据报道，添加到食

品中的工业色素主要是碱性色素（如罗丹明 B、碱性

橙、孔雀石绿、碱性黄、对位红)[4]。英国食品标准局

在食品中发现了对位红，在鲑鱼中发现了孔雀石绿[5]；

我国在豆腐中发现了碱性橙 2，火锅底料中发现了罗

丹明 B[6]。为防止一些不法分子节约成本，在食品中

添加碱性色素，亟需建立高灵敏、精确、快速的筛查

检测方法。 
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碱性色素的检测方法多为液相色谱法[7,8]和液质

联用法[9-11]，采用高分辨质谱测定食品中碱性色素的

方法还鲜有报道，静电场轨道阱高分辨质谱是在 Full 
MS/ddMS2 模式下同时进行一级质谱全扫描和数据依

赖的二级质谱扫描，其以母离子作为定量离子，简化

质谱参数的优化，消除基质干扰，可进行食品的快速

筛查和定量。而且静电场轨道阱高分辨质谱具备基于

数据库的多种未知物的筛查功能，较普通串联质谱分

辨率更高，适用于食品中多种有害物的快速筛查[12]。 

本研究选择 8 种易被违法添加的碱性色素为研究

对象，采用超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高

分辨质谱法对 8 种碱性色素进行快速筛查和定量。方 
法采用 Q-Exactive 的正负离子切换模式获得一级数

据，通过提取目标化合物的一级质谱精确质量数获得

定性和定量结果，通过自动触发获得的二级碎片离子

数据进一步确认。该方法快捷、方便、高通量，可用

于食品中 8 种碱性色素的快速筛查和确证。 
 

表1 8种碱性色素信息表 

Table 1 The information of 8 Basic dyes 

序号 目标物 英文名 分子式 CAS 

1 罗丹明 B Rhodamine B C28H31ClN2O3 81-88-9 

2 碱性橙 2 Basic Orange 2 C12H13ClN4 532-82-1 

3 碱性橙 21 Basic Orange 21 C22H23ClN2 3056-93-7 

4 碱性橙 22 Basic Orange 22 C28H27ClN2 4657-00-5 

5 孔雀石绿 Basic Green 4 C52H54N4O12 2437-29-8 

6 碱性嫩黄 Auramine O C17H22N3Cl 2465-27-2 

7 对位红 Pigment Red 1 C16H11N3O3 6410-10-2 

8 丽春红 2R Ponceau 2R C18H14N2O7S2Na2 3761-53-3 

1  材料与方法 

1.1  仪器、材料与试剂 

超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质

谱仪（Q-Exactive），美国 ThermoFisher 公司；高速离

心机（CR22GⅡ），日立公司。超声波提取仪（SB5200），
必能信超声（上海）有限公司。 

1.2  色谱质谱条件 

1.2.1  色谱条件 
色谱柱：ZORBAX Eclipse Plus C18(3.0 mm×100 

mm，1.8 μm)；流速：0.3 mL/min；柱温：25 ℃；进

样体积：20 μL；流动相：A 为乙腈，B 为 10 mmol/L
乙酸铵水溶液。梯度洗脱程序：0~1 min，5% A；1~2 
min，5% A~10% A；2~3 min，10%~40% A；3~5 min，
40% A~95% A；5~13 min，95% A；13.1~15 min，10% 
A；15.1~17 min，5% A；分析时间：17 min。 
1.2.2  质谱条件 

喷雾电压：正离子模式 3.5 kV，负离子模式 2.8 
kV；离子源温度：300 ℃；传输金属毛细管温度：

350 ℃；鞘气压力：35 kPa；辅助气压力：15 kPa；扫

描范围（m/z）：150 u ~750 u；一级质谱全扫描（Full 
scan）分辨率：R=70000；自动增益控制进入轨道阱

中的离子数（AGC target）：3e6；最大注入时间：100 ms；

数据依赖二级离子全扫描分辨率：R=17500；归一化

碰撞能：40eV±50%；AGC target：2e5；最大注入时间：

50 ms；动态排除：10 s。 

1.3  样品前处理 

准确称取 5.00 g 样品于 50 mL 离心管中，加入 20 
mL 乙酸乙酯和 5 g 氯化钠，涡旋，超声提取 10 min，
8000 r/min 离心 5 min，将上层乙酸乙酯转移至旋转蒸

发瓶中，剩余残渣再加入 20 mL 乙酸乙酯，重复提取

1 次，合并乙酸乙酯层清液，40 ℃旋转浓缩至干。准

确加入 2.0 mL 乙腈和 0.1%甲酸水溶液(1:1，V:V)涡旋

30 s，过 0.45 μm 滤膜，上机检测。 

1.4  数据统计分析 

通过全扫描获得 8 种碱性色素的质谱图，得到保

留时间和精确质量数等信息，同时载入相应的二级碎

片离子数据信息，利用 Trace finder 软件建立目标化合

物的数据库，对目标检测物进行定性筛查，确定化学

成分。以母离子作为定量离子，采用外标法定量。 

2  结果与讨论 

2.1  提取溶剂的优化 

在提取溶剂的选择中，实验比较了甲醇、正己烷、

乙腈、乙酸乙酯 4 种溶剂的提取效果(如图 1 所示)，
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乙腈和乙酸乙酯对 8 种碱性色素的提取效率优于正己

烷和甲醇，其提取回收率均在 85%以上。但由于乙腈

提取液含有少量水分，不利于旋蒸，因此，选择乙酸

乙酯作为提取溶剂。 

 
图1 不同提取试剂对8种碱性色素提取效率的影响 

Fig.1 Effect of different reagents on extraction efficiencies of 8 

basic dyes 

2.2  流动相的优化 

在流动相的选择中，对比了乙腈-0.1%甲酸、甲醇

-0.1%甲酸、10 mmol/L 乙酸铵-甲醇、10 mmol/L 乙酸

铵-乙腈作为流动相对待测物色谱分离的影响。结果表

明，10 mmol/L 乙酸铵-甲醇和 10 mmol/L 乙酸铵-乙腈

作为流动相均能使 8 种碱性色素得到良好分离，但 10 
mmol/L 乙酸铵-甲醇作为流动相时对位红的色谱峰形

不佳。因此，选择 10 mmol/L 乙酸铵-乙腈作为流动相，

采用梯度洗脱的方式可以实现 8 种碱性色素的良好分

离，如图 2 所示。 
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图 2 8种碱性色素的提取离子色谱图 

Fig.2 Extracted ion chromatograms of 8 basic dyes 

2.3  色谱柱的优化 

考察 ACQUITY UPLC@BEN C18 (2.1 mm×50 
mm，1.7 μm)超高效色谱柱、ZORBAX Eclipse Plus C18 

(3.0 mm×100 mm，1.8 μm)超高效色谱柱和 Eclipse 
XDB-C18 (2.1 mm×100 mm，3.5 μm)色谱柱对待测物的

分析效果。结果表明，在相同流动相的前提下，

ZORBAX Eclipse Plus C18 (3.0 mm×100 mm，1.8 μm)
可以得到 8 种碱性色素良好的分离效果。本试验选择

ZORBAX Eclipse Plus C18 (3.0 mm×100 mm，1.8 μm)
作为色谱柱。 

表2 8种碱性色素的精确质量数、保留时间、相对质量偏差及碎片离子信息 

Table 2 Accurate masses, retention time, relative mass deviations and fragment ions of 8 basic dyes 

序号 化合物 离子峰类型 理论精确质 
量数/(m/z) 

测量精确质

量数/(m/z) 
相对质量 
偏差*/10-6 保留时间/min 二级碎片离子信息 

1 罗丹明 B [M+H]+ 443.23292 443.23257 -0.79 6.49 C25H23O3N2
+(399.17032); 

C21H18O2N+(316.13321) 

2 碱性橙 2 [M+H]+ 213.11347 213.11330 -0.80 6.39 

C6H7N3
+(121.06345); 

C2H8N4
+(88.07435); 

C6H5N2
+(105.04472) 

3 碱性橙 21 [M+H]+ 315.18558 315.18536 -0.70 6.46 
C21H20N2

+(300.16210); 
C20H17N2

+(285.13863); 
C10H10N+(144.08078) 

4 碱性橙 22 [M+H]+ 391.21688 391.21667 -0.54 12.35 

C27H24N2
+(376.19340); 

C16H14N+(220.11208); 

C20H16N2
+(284.13080)； 

C11H12N+(158.09643) 

5 孔雀石绿 [M+H]+ 329.20123 329.20090 -1.00 7.37 C22H21N2
+(313.16993); 

C15H14N+(208.11208) 

6 碱性嫩黄 [M+H]+ 268.18082 268.18063 -0.71 6.10 
C9H11N2

+(147.09167); 

C8H12N+(122.09643) 

7 对位红 [M-H]- 292.07276 292.07288 0.41 7.60 

C6H4O2N-(122.02475); 
C6H4O3N-(138.01967); 
C6H4O2

-(108.02168); 
C6104O3N-(264.06662) 

8 丽春红 2R [M-2Na+2H-H]- 435.03262 435.01712 0.51 4.89 
C9H6O3S-(194.00431); 

C6H5O6NS-(218.98431); 
C11H15O6N12

-(271.09356) 

注：*相对质量偏差=(测量精确质量数-理论精确质量数)/理论精确质量。 

2.4  质谱条件的优化 

当一级全扫描的分辨率 R=70000，8 种碱性色素

可与基质中干扰物实现基线分离。碰撞能量设为 40 
eV，并在此基础上加减 50%，最终加和获得丰富的碎

片离子。本研究采用高分辨质谱的一级质谱全扫描加

数据依赖的二级质谱扫描方式，通过全扫描确定 8 种

碱性色素的保留时间和精确质量数，同时载入相应的

二级碎片离子信息，建立目标化合物的筛查数据库，

对目标检测物进行定性筛查和确证，如表 2 所示。使

用高分辨质谱检测目标化合物的精确质量数对于定性

和定量非常重要，因此质谱数据必须具备良好的质量

准确度，8种碱性色素的质量准确度误差均小于 2×10-3 
mg/kg，可见检测物的质量准确度均很好，可以满足
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定性需求[12]。欧盟 EC 2002/657 号文件对质谱确证时

的碎片类型和识别点有明确规定，食品禁用物质确证

须有 4 个识别点，在高分辨质谱中，母离子的识别点

为 2.0，子离子的识别点为 2.5，因此只需一个母离子

和一个子离子即可对目标物确证[13,14]，本研究满足这

一规定，通过 8 种碱性色素的二级质谱全扫描获得碎

片离子信息，提高定性的准确性，如图 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 8种碱性色素的二级质谱图 

Fig.3 Secondary mass spectrum of 8 basic dyes 

2.5  线性关系和检出限 

以母离子作为定量离子，采用外标法定量。用不

含待测物的空白基质溶液配置一系列标准样品，经高

分辨质谱测定，以色谱峰面积(Y)为纵坐标，溶液的质 
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量浓度(X)为横坐标绘制标准曲线，用基质空白溶液逐

级稀释标准溶液至仪器所能检出的最低浓度确定为检

出限(limit of detection，LOD)，8 种碱性色素在相应浓

度范围内呈良好的线性关系，可满足检测要求。如表

3 所示。 

2.6  回收率及精密度 

选取面包、橙汁、卤豆干为空白样品，分别添加

3 个不同浓度水平的混合标准溶液，每个水平重复测

定 6 次，计算其回收率和相对标准偏差（relative 
standard deviation，RSD），结果表明，8 种碱性色素

测定的平均回收率为 82.2%~105.3% ， RSD 为

6.0%~9.9%，如表 4 所示。回收率和精密度较好，可

以满足食品中 8 种碱性色素检测要求。 
表3 8种碱性色素的线性回归方程、相关系数、线性范围和检出限 

Table 3 Linear regression equations, correlation coefficients, linear ranges and LODs of 8 Basic dyes 

序号 化合物 线性回归方程 相关系数 线性范围/(μg/kg) 检出限/(μg/kg) 
1 罗丹明 B Y=3005580X+3065500 0.9991 1.0~200 0.3 

2 碱性橙 2 Y=714084X+2233470 0.9992 5.0~200 1.7 

3 碱性橙 21 Y=2528000X+4286760 0.9986 5.0~200 1.7 

4 碱性橙 22 Y=8305800X-6786020 0.9991 5.0~200 1.7 

5 孔雀石绿 Y=650991X-290424 0.9997 2.0~100 0.7 

6 碱性嫩黄 Y=2586400X+4820870 0.9990 2.0~100 0.7 

7 对位红 Y=9789820+119316 X 0.9999 50~1000 16.7 

8 丽春红 2R Y=6736.16X-375776 0.9981 500~5000 167 

表4 食品中8种碱性色素的平均回收率和相对标准偏差 

Table 4 Average recovery and relative standard deviation of 8 basic dyes(n=6) 

化合物 添加量/(μg/kg) 
面包 

回收率/% RSD/% 

罗丹明 B 1.0、2.0、10.0 88.1、84.4、92.6 9.0、8.0、8.1 

碱性橙 2 5.0、10.0、50.0 83.5、94.0、91.1 8.1、7.2、7.3 

碱性橙 21 5.0、10.0、50.0 82.3、85.5、90.6 8.1、8.2、6.0 

碱性橙 22 5.0、10.0、50.0 82.2、84.3、95.6 9.9、7.8、6.0 

孔雀石绿 2.0、4.0、20.0 89.0、89.4、98.8 8.7、6.6、6.6 

碱性嫩黄 2.0、4.0、20.0 89.2、90.4、90.8 8.5、8.5、8.3 

对位红 50、100、500 84.2、86.4、92.4 7.2、8.2、7.0 

丽春红 2R 500、1000、5000 85.9、88.6、90.2 8.9、6.8、6.7 

化合物 
橙汁 卤豆干 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

罗丹明 B 80.8、88.5、95.6 8.3、8.2、6.9 85.5、88.4、92.2 9.8、7.5、7.4 

碱性橙 2 84.2、88.4、90.4 9.3、7.0、6.0 105.1、105.3、100.5 9.2、9.0、7.5 

碱性橙 21 85.0、81.4、95.5 8.3、6.2、6.1 83.2、81.4、90.9 9.3、8.2、8.1 

碱性橙 22 85.2、88.4、98.9 8.3、8.2、8.1 84.2、88.4、90.9 8.3、8.8、7.3 

孔雀石绿 88.2、85.4、99.9 7.3、8.2、7.1 83.2、81.4、90.9 9.3、8.2、8.1 

碱性嫩黄 82.3、81.9、92.2 8.3、6.2、6.2 88.5、90.4、95.6 8.8、7.6、7.2 

对位红 89.0、90.4、95.9 8.3、7.2、6.1 80.8、88.5、95.6 8.3、8.2、6.9 

丽春红 2R 88.6、88.1、92.3 6.9、8.8、8.7 85.6、87.6、95.1 7.9、7.8、7.7 

2.7  筛查数据库的建立 

首先，整理所需筛查的化合物信息，包括化合物

名称、分子式、保留时间和化合物带电情况，同时载

入相应的二级碎片离子信息，Trace finder 软件可以利

用所输入的分子式计算出精确质量数，建立目标化合

物的筛查数据库，如表 5 所示。 
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表5 碱性色素筛查数据库 

Table 5 Screening database of Basic dyes 

Index Compound Name Elemental Composition Polarity Expected RT Intensity Threshold  

1 Rhodamine B C28H31ClN2O3 + 6.49 5000  

2 Basic Orange 2 C12H13 ClN4 + 6.39 5000  

3 Basic Orange 21 C22H23 ClN2 + 6.46 5000  

4 Basic Orange 22 C28H27ClN2 + 12.35 5000  

5 Basic Green 4 C52H54 N4O12 + 7.37 5000  

6 Auramine O C17H22N3Cl + 6.10 5000  

7 Pigment Red 1 C16H11N3 O3 - 7.60 5000  

8 Ponceau 2R C18H14N2O7S2 Na2 - 4.89 5000  

Index Adduct 1 Adduct 2 Adduct 3 Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3 
1 1 1 1 399.17032 316.13321  

2 1 1 1 121.06345 88.07435 105.04472 

3 1 1 1 300.16210 285.13863 144.08078 

4 1 1 1 376.19340 220.11208 284.13080 

5 1 1 1 313.16993 208.11208  

6 1 1 1 147.09167 122.09643  

7 1 1 1 122.02475 138.01967 108.02168 

8 1 1 1 194.00431 218.98431 271.09356 

2.8  实际样品的筛查 

应用数据库对 10 份面包样品，10 份橙汁样品，

10 份卤豆干样品进行筛查, 结果未发现碱性色素的阳

性样品。下一步将扩大筛查范围和样品种类。 

3  结论 

本研究利用超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道

阱高分辨质谱，建立了快速定性筛查和定量分析食品

中 8 种碱性色素的方法。 
3.1  建立碱性色素的一级筛查谱库。从中提取出碱性

种色素的保留时间；欧盟 2002/657/EC 增加的 LC/MS
目标准则，要求质量精度在±50 mu 之间，8 种碱性色

素的质量数相对偏差全部小于 2×10-3 mg/kg，因此可

以根据一级筛查谱库进行定性筛查[13,14]。 
3.2  建立碱性色素的二级确证谱库。优化质谱参数，

获得碱性色素的二级质谱全扫描碎片离子信息, 通过

碎片离子信息，可以提高定性的准确性。 
3.3  建立定性筛查方法。优化前处理提取条件，建立

前处理方法，利用一级筛查谱库和二级确证谱库，建

立食品中定性筛查方法。 
3.4  建立定量筛查方法。以母离子作为定量离子，采

用外标法定量，建立食品中碱性色素的定量检测方法。 
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