
　 收稿日期：２０１３－０９－１３　　　 修回日期：２０１３－１０－１５

基金项目：国家质检总局科研制标项目（２０１３ＩＫ１８７）

　＊ 通讯作者：刘 　 俊，男，硕士，工程师，研究方向：食品安全检测技术．

第３０卷第４期
Ｖｏｌ．３０　Ｎｏ．４

分 析 科 学 学 报
ＪＯＵＲＮＡＬ　ＯＦ　ＡＮＡＬＹＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥ

２０１４年８月
Ａｕｇ


．２０１４

ＤＯＩ：１０．１３５２６／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－６１４４．２０１４．０４．０２４

液相色谱 － 串联质谱法测定浓缩樱桃李汁中
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摘 　 要：建立了液相色谱 －串联质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法同时检测浓缩樱桃李汁中罗

丹明Ｂ和苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ５种染料的分析方法。样品经水稀释、乙腈提取，凝胶渗透

色谱（ＧＰＣ）净化，采用Ｚｏｒｂａｘ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｐｌｕｓ　Ｃ１８ 色谱柱进行分离。在电喷雾正离子模式

下（ＥＳＩ＋），用多重反应监测（ＭＲＭ）方式进行离子监测，基质匹配外标法定量。５种染料

在各自线性范围内，相关系数（ｒ２）均大于０．９９８，检出限（信 噪 比 ＝３）为０．２～３．０

μｇ／ｋｇ，定量限（信噪比 ＝１０）为０．５～１０．０μｇ／ｋｇ，回收率在７４．４％ ～９５．３％ 之间，

相对标准偏差为３．６％ ～７．９％。
关键词：凝胶渗透色谱；罗丹明Ｂ；苏丹红；液相色谱 －串联质谱
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樱桃李（Ｐｒｕｎｕｓ　ｃｅｒａｓｉｆｅｒａ　Ｅｈｒｈ）是我国珍稀濒危生物资源之一，为世界罕见的原始野生林果，在国

内仅新疆霍城县有少量分布［１］。浓缩樱桃李汁是成熟的果实经过打浆、浓缩、除菌等工艺加工而成，含有丰

富的花青苷类物质、氨基酸及矿物质成分，呈现自然红［２］。苏丹红染料和罗丹明Ｂ显红色，广泛运用于工业

生产，是卫生部关于“食品中可能违法添加的非食用物质和易滥用的食品添加剂品种名单（第一批）”中的

违禁染料。苏丹红染料的检测主要采用高效液相色谱法［３］、液相色谱 －质谱法［４］、气相色谱 －质谱法［５］、酶

联免疫吸附法［６］、薄层色谱法［７］等；罗丹明Ｂ的检测主要采用高效液相色谱法［８］、液相色谱法 －质谱法［９］。

本研究旨在建立浓缩樱桃李汁中苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和罗丹明Ｂ　５种染料的检测方法。该法以乙腈为

提取剂，样品经凝胶渗透色谱（ＧＰＣ）净化，液相色谱 －串联质谱仪（ＭＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法同时分析浓缩樱桃

李汁中苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 和罗丹明Ｂ。

１　 实验部分

１．１　 主要仪器与试剂

１２６０－６４６０Ａ高效液相色谱 －串联质谱仪（美国，Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｊ２Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｒｅｐｌｉｎｃ　ＡＳ４凝胶色谱净

化系统（美国，Ｊ２Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＭｉＩＩｉ－Ｑ　Ａｄｖａｎｇｔａｇｅ　Ａ１０超纯水系统（美国，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
罗丹明Ｂ和苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ标准品（纯度均大于９９％，德国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司）；乙腈、乙酸乙

酯、环已烷（色谱纯，德国 ＭＥＲＣＫ公司），实验用水均为经 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水器纯化超纯水。
浓缩樱桃李汁为实验室送检样品。

１．２　 基质匹配标准曲线的配制

称取标准品１０ｍｇ（精确至０．０１ｍｇ）于１０ｍＬ容量瓶中，用乙腈溶解并定容，配成质量浓度为１　０００
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ｍｇ／Ｌ的标准储备液，储存于４℃ 冰箱中备用，使用时用乙腈 －水（１∶１）溶液配制成苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、
罗丹明Ｂ质量浓度分别为１００、１００、２００、２００、１０ｎｇ／ｍＬ的混合标准溶液，将混合标准溶液稀释１、２、５、１０、

２０、５０倍，得系列混合标准溶液，待用。称取２ｇ（精确到０．０１ｇ）空白基 质 样 品６份，按 照１．３节 处 理 样

品，最 后 用 稀 释 倍 数 为１、２、５、１０、２０、５０的 上 述 系 列 混 合 标 准 溶 液 各１ｍＬ溶 解 残 渣，配 制 基 质 匹 配

标 准 溶 液。

１．３　 样品前处理

称取样品２ｇ（精确到０．０１ｇ）于５０ｍＬ具塞离心管中，加入１ｇ氯化钠、１０ｍＬ水、２０ｍＬ乙腈，涡旋

混匀３０ｓ，振荡１０ｍｉｎ，静置５ｍｉｎ分层，收集上层有机相于梨形瓶中，剩余水相再加入２０ｍＬ乙腈提取，合
并有机相，４０℃条件下旋转至干，加入１０ｍＬ乙酸乙酯 －环己烷（１∶１）溶解残渣，转移溶解液于凝胶色谱

进样管内，采用ＧＰＣ进行净化。ＧＰＣ净化条件：聚苯乙烯凝胶（Ｂｉｏｂｅａｄｓ　Ｓ－Ｘ３填料，１００ｇ，４００×２５ｍｍ）；
洗脱液为乙酸乙酯 －环己烷（１∶１）；流速为５．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２５４ｎｍ；进样体积为５．０ｍＬ；收集时

间２２～３０ｍｉｎ。收集液于４０℃下旋转蒸发至近干，用１．０ｍＬ乙腈 －水（１∶１）溶液溶解残渣，过０．２２μｍ
尼龙膜，滤液待测。

１．４　 色谱质谱条件

色谱条件　色谱柱：Ｚｏｒｂａｘ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｐｌｕｓ　Ｃ１８ 柱（１００×３．０ｍｍ，１．８μｍ）；柱温：４０℃；进样量：５μＬ；

流速：０．４ｍＬ／ｍｉｎ；流动相：Ａ相为０．１％ 甲酸溶液，Ｂ相为乙腈，梯度洗脱程序如下：０～１．０ｍｉｎ，５０％Ｂ，

１．０～４．０ｍｉｎ，５０％ ～９５％Ｂ，４～１４．０ｍｉｎ，９５％Ｂ，１４．０～１５．０ｍｉｎ，９５％～５０％Ｂ，１５．０～２０．０ｍｉｎ，

５０％Ｂ。

质谱条件：电离模式：电喷雾正离子源模式（ＥＳＩ＋）；多重反应监测（ＭＲＭ）；干燥气温度：３５０℃；干燥

气流量：９．０Ｌ／ｍｉｎ；毛细管电压：４ｋＶ；鞘气温度：２５０℃；鞘气流速：１１．０Ｌ／ｍｉｎ。
苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 和罗丹明Ｂ质谱采集参数见表１。

表１　 罗丹明Ｂ和苏丹红 Ⅰ ～ Ⅳ 监测离子对质谱参数

Ｔａｂｌｅ　１　Ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐａｉｒ　ｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ　ａｎｄ　ＳｕｄａｎⅠ－Ⅳ

Ｃｏｍｐｕｎｄ　 ｔＲ（ｍｉｎ） Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ　ｉｏｎ（ｍ／ｚ） Ｐｒｏｄｕｃｔ　ｉｏｎ（ｍ／ｚ） Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｖｏｌｔａｇｅ（Ｖ）Ｃｏｌｌｉｓｏｎ　ｅｎｅｒｇｙ（ｅＶ）

Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ　 ２．８４　 ４４３．１　 ３９９．２＊，３５５．１　 １５０　 ４８、４８
ＳｕｄａｎⅠ ６．４３　 ２４９．０　 １５６．０＊，２３２．１　 １１０　 １２、８
ＳｕｄａｎⅡ ７．８１　 ２７７．０　 １２１．１＊，１５６．１　 ９０　 ２０、１２
ＳｕｄａｎⅢ ８．８４　 ３５５．０　 ７７．１＊，１９７．１　 １３０　 ３２、２５
ＳｕｄａｎⅣ １１．５１　 ３８１．０　 ９１．１＊，２２４．１　 １５０　 ３２、２０

　　＊ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｉｏｎ．

２　 结果与讨论

２．１　 色谱条件的优化

试验了以水 －乙腈、０．１％甲酸水 －甲醇、０．１％甲酸水 －乙腈、水 －甲醇时为流动相时，５种染料的分离

效果。结果显示：在流动相为０．１％ 甲酸水 －乙腈时，苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 的响应信号、峰形明显优于其他

流动相。进一步考察水相中分别添加０．２％、０．１％、０．０５％ 三个浓度的甲酸对分析的影响，结果发现：苏丹

红 Ⅲ 和苏丹红 Ⅳ 在水相为０．１％甲酸时，离子信号最强，苏丹红 Ⅰ 和苏丹红 Ⅱ 在水相为０．２％ 甲酸时，
离子信号最强，考虑到苏丹红 Ⅰ、Ⅱ 灵敏度总体比苏丹红 Ⅲ、Ⅳ 高２～５倍，故选择最终选择水相中含０．
１％ 甲酸。研究还分析了在０．１％ 甲酸中添加１０ｍｍｏＬ乙酸铵对化合物响应的影响，结果发现：乙酸铵的

加入使苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 的离子信号减弱，可能是乙酸铵的加入增强流动相中盐浓度，盐浓度过高反而

抑制化合物的离子化，导致离子信号减弱。故本文最终选择０．１％ 甲酸水 －乙腈为流动相，进行梯度洗脱。

２．２　 提取剂的选择

选择正己烷和乙酸乙酯 －环己烷（１∶１）作为提取剂，在样品加水稀释和不稀释状态下，罗丹明Ｂ和苏

丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 的回收率均偏低。以甲醇作为提取剂，样品完全溶解于甲醇，加入氯化钠盐析后，水相与

甲醇相不分层，提取液浓缩后糖分含量过高，继而无法进行ＧＰＣ净化。以乙腈为提取剂，样品不加水稀释
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图１　 加标浓度均为５０μｇ／ｋｇ时不同提取剂的提取效果

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　 ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　 ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ　 ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｌｖｅｎｔｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｓｐｉｋｅｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　５０μｇ／ｋｇ

时，５种染料的回收率偏低；而样品在加水稀释，氯化钠

盐析后，均能满足检测的要求。不同提取剂对实验回收

率的影响见图１。

２．３　 凝胶渗透色谱条件的选择

检测波长为２５４ｎｍ，流速为５．０ｍＬ／ｍｉｎ时，取１０
ｍｇ／Ｌ的苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和罗丹明Ｂ混合标准溶液

５ｍＬ上样。实验表明，混合标准溶液在２４～２８ｍｉｎ出

现吸收峰。未 经 ＧＰＣ净 化 时，样 品 基 质 干 扰 较 大，１０
ｎｇ／ｍＬ的苏丹红 Ⅲ、Ⅳ 无响应信号；经ＧＰＣ净化基质

后苏丹红Ⅲ、Ⅳ离子响应信号明显低于乙腈 －水溶液中

的响应信号，故经ＧＰＣ净化后样品基质仍然对苏丹红

Ⅲ、Ⅳ 有一定的抑制效应。

２．４　 线性关系、检出限、定量限

实验采用基 质 匹 配 标 准 曲 线 定 量 消 除 基 质 效 应。

空白样品按１．３节前处理，苏丹红 Ⅰ、Ⅱ 配制浓度为２、５、１０、２０、５０、１００ｎｇ／ｍＬ的基质标准溶液，苏丹红

Ⅲ、Ⅳ配制浓度为５、１０、２０、５０、１００、２００ｎｇ／ｍＬ的基质标准溶液，罗丹明Ｂ配制浓度为０．２、０．５、１、２、５、１０
ｎｇ／ｍＬ的基质标准溶液。以峰面积对质量浓度作线性回归，绘制标准曲线。５种染料的线性回归方程、检出

限（Ｓ／Ｎ＝３）、定量限（Ｓ／Ｎ＝１０）见表２。
表２　５种染料的基质添加标准曲线、相关系数（ｒ２）、检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｌｉｎｅａｒ　ｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ（ｒ２），ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤ）ａｎｄ　ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＬＯＱ）ｆｏｒ　ｆｉｖｅ　ｄｙｅｓ　ｉｎ　ｍａｔｒｉｘ（ｎ＝６）

Ｉｎｅｄｉｂｌｅ　ｐｉｇｍｅｎｔｓ　 Ｌｉｎｅａｒ　ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｌｉｎｅａｒ　ｒａｎｇｅ
（ｎｇ／ｍＬ） ｒ２ ＬＯＤ

（μｇ／ｋｇ）
ＬＯＱ
（μｇ／ｋｇ）

ＳｕｄａｎⅠ ｙ＝１４．４ｘ＋４１．８　 ２～１００　 ０．９９９　 １．５　 ５．０
ＳｕｄａｎⅡ ｙ＝４９．９ｘ＋３９．８　 ２～１００　 ０．９９９　 ０．８　 ２．５
ＳｕｄａｎⅢ ｙ＝７．８ｘ＋５６．４　 ５～２００　 ０．９９８　 ２．４　 ８．０
ＳｕｄａｎⅣ ｙ＝４．６ｘ＋１１．５　 ５～２００　 ０．９９８　 ３．０　 １０．０

Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ　 ｙ＝３７５７．４ｘ＋２６３２．６　 ０．２～１０　 ０．９９９　 ０．２　 ０．５

２．５　 回收率和精密度

在２．０ｇ空白样品中添加适量罗丹明Ｂ和苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ混合标准液，每个添加水平行６次测定，
精密度和回收率实验结果见表３。

表３　 不同添加水平下５种工业染料的加标回收率和精密度（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ　３　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｉｄｕｓｔｒｉａｌ　ｄｙｅｓ　ｓｐｉｋｅｄ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｖｅｌｓ（ｎ＝６）

Ｉｎｅｄｉｂｌｅ
ｐｉｇｍｅｎｔｓ

Ｓｐｉｋｅｄ
（μｇ／ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＲＳＤ
（％）

Ｉｎｅｄｉｂｌｅ
ｐｉｇｍｅｎｔｓ

Ｓｐｉｋｅｄ
（μｇ／ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＲＳＤ
（％）

ＳｕｄａｎⅠ ５　 ８５．５　 ４．６ ＳｕｄａｎⅣ １０　 ８０．３　 ５．９
２５　 ９０．６　 ５．８　 ５０　 ８５．４　 ６．３
５０　 ８７．８　 ６．３　 １００　 ９０．６　 ４．８

ＳｕｄａｎⅡ ５　 ９３．５　 ４．７ Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ　 ０．５　 ７４．４　 ５．６
２０　 ９２．４　 ７．９　 ２．５　 ９０．６　 ３．６
５０　 ９５．３　 ６．６　 ５　 ９０．７　 ７．６

ＳｕｄａｎⅢ １０　 ８０．８　 ４．８
５０　 ８５．６　 ５．４
１００　 ９０．５　 ４．７

２．６　 实际样品测定

采用本方法对实验室送检的３０份浓缩樱桃李汁进行分析。均未检测出苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 和罗丹

明Ｂ。
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３　 结论

本 文建立了浓缩樱桃李汁中苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和罗丹明Ｂ的液相色谱 －串联质谱仪分析方法。样品

经乙腈提取，凝胶渗透色谱（ＧＰＣ）净化后，有效地降低了基体干扰，提高了分析灵敏度。该方法的定量限、回
收率和精密度均满足痕量分析的要求，适用于分析浓缩樱桃李汁中罗丹明Ｂ和苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ残留。
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