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摘要：建立了牛肉中刚果红的检测方法。定性方法采用液相色谱－串联四极杆飞行时间质谱对未知物进行质谱谱
图库匹配，定量分析采用超高效液相色谱－串联三重四极杆质谱。牛肉样品中的刚果红经液液萃取净化后，采用
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９５％（体积分数）甲醇，流速为０．２ｍＬ／ｍｉｎ。ＡＢ　４０００＋三重四极杆质谱仪在电喷雾负离子化（ＥＳＩ）及 ＭＲＭ模式下
定量。结果显示，刚果红在０．０３～１ｍｇ／Ｌ浓度范围内，线性关系良好（相关系数为０．９９９　８），精密度良好（ＲＳＤ小
于５％），回收率为８８％～９１％，检出限约为０．０１ｍｇ／Ｌ。本方法快速简便，重现性好，可以为牛肉及其他肉制品中刚
果红的定量提供良好的解决方案。
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第９期
林　慧，等：液相色谱－串联四极杆飞行时间质谱和超高效液相色谱－串联

三重四极杆质谱用于检测牛肉中的刚果红

　　刚果红，化学名为３，３′－［（１，１′－联苯）－４，４′－双
偶氮］双（４－氨基萘－１－磺酸）二钠，分子式为Ｃ３２Ｈ２２
Ｎ６Ｎａ２Ｏ６Ｓ２，Ｃ．Ｉ．２２１２０，结构式见图１。又名直接
红２８、直接大红、棉红、直接朱红，属于联苯胺为母
体的红色偶氮染料。刚果红是水溶性染料，易溶于
乙醇［１］，与纤维素纤维间有极强的吸附力。目前一
般用于临床诊断淀粉样病变、作为生物染色剂及酸
碱指示剂等［２］。水溶液中的刚果红可被光催化降
解［３－５］。刚果红可与机体蛋白结合，为可疑致癌物
与诱变剂。被人体吸收后，在人体的正常代谢生化
反应条件下，可能发生还原反应使偶氮基断裂，重新
生成致癌芳香胺，并经过活化作用改变人体 ＤＮＡ
的结构与功能，引起病变和诱发癌症［６－８］。基于刚
果红的毒性作用，纺织业禁用刚果红已久，同时它也
被很多国家列为食品中禁用着色剂。但是，在经济
利益的驱使下，有不法商家在加工熟牛肉制品的过
程中使用刚果红着色，以改善熟牛肉制品的感官色
泽，提高销售量。因此，有必要对熟牛肉制品中的刚
果红进行检测。

图１　刚果红结构式
Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｃｏｎｇｏ　ｒｅｄ

　　目前报道的刚果红测定方法主要有分光光度
法［９］、高效液相色谱－串联单四极杆质谱法［１０，１１］、高

效液相色谱－串联三重四极杆质谱法［１２］，大部分是
针对环境中刚果红的测定。关于食品，目前仅检索
到凌睿等［１２］报道的运用高效液相色谱－串联三重四
极杆质谱测定肉制品中的刚果红。但是，其检出限
较高，不适用于微量刚果红的分析，且三重四极杆质
谱的质量分辨率远低于飞行时间质谱，易发生假阳
性事件。四极杆飞行时间质谱具有优异的精确度、

灵敏度和扫描速度，并有配套的数据分析软件，可以
对复杂样品进行鉴别分析、定量分析、谱图检索等。

通过建立待测化合物标准品的高效液相色谱－串联
四极杆飞行时间质谱的谱图数据库与样品的高效液

相色谱－串联四极杆飞行时间质谱分析得到的质谱
信息比对检索，可以有效降低食品样品中其他组分
对测定结果的干扰，从而实现对食品样品中有害物
质的筛查［１３，１４］。

　　近几年食品安全事件频发，商家为了追求利益
最大化，违法添加违禁添加剂，对人民的生命财产造
成了严重危害。本文探讨了食品中非法添加刚果红
的鉴别和定量方法，采用高效液相色谱－串联四极杆
飞行时间质谱（ＬＣ－ＱＴＯＦ　ＭＳ）首先鉴别未知物，确
定其具体成分后，对其采用超高效液相色谱－串联三
重四极杆质谱（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）进行定量。以期为
牛肉及其他肉制品中非法添加刚果红的鉴别、定量
提供良好的解决方案。

１　实验部分

１．１　仪器与材料

　　１２００ＲＲＬＣ型高效液相色谱－串联６５３０型四
极杆飞行时间质谱仪，ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ色谱工作站及

ＰＣＤＬ软件自建有着色剂质谱谱图数据库（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；１２９０型超高压液相色谱－串联 ＡＰＩ
４０００＋三重四极杆质谱仪，Ａｎａｌｙｓｔ软件（美国 ＡＢ
ＳＣＩＥＸ公司）；ＸＷ－８０Ａ漩涡混合器（上海青浦沪西
仪器厂）；Ａｖａｎｔｉ　Ｊ－Ｅ型离心机（美国贝克曼库尔特
公司）；５４１８Ｒ型离心机（艾本德中国有限公司）；

ＸＳ－２０５ＤＵ型电子分析天平（美国梅特勒－托利多公
司）；ＦＷ１００型高速万能粉碎机（天津市泰斯特仪
器有限公司）。

　　刚果红标准品（ＣＡＳ　５７３－５８－０）购自德国 Ｄｒ．
Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司。甲醇、正己烷均为色谱纯，购自
德国 Ｍｅｒｃｋ公司。实验室用水为超纯水，由美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司纯水仪制得。

　　牛肉样品为市售熟牛肉样品。

１．２　实验步骤

１．２．１　标准储备溶液和工作溶液的配制

　　精确称取刚果红标准品适量置于１０ｍＬ容量
瓶中，用甲醇配制成质量浓度为１．０ｇ／Ｌ的标准储
备液。

　　分别吸取不同体积的刚果红标准储备溶液，用
甲醇逐级稀释成质量浓度为０．０１、０．０３、０．０５、０．１、

０．２、０．５、１ｍｇ／Ｌ的系列标准溶液。

１．２．２　样品制备

　　称取５ｇ均匀捣碎的熟牛肉样品（精确至０．０１
ｇ）于５０ｍＬ聚四氟乙烯具塞离心管中；准确加入１０
ｍＬ甲醇和１０ｍＬ正己烷，涡旋５ｍｉｎ；放入离心机
中，以５　０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心５ｍｉｎ；取上清液２

·５１９·
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ｍＬ移入２．５ｍＬ离心管中，放入高速离心机中，以

１２　０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心２ｍｉｎ。移取上清液于进
样小瓶中，必要时适当用甲醇稀释。

１．３　实验条件

１．３．１　色谱条件

　　色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ　ＺＯＲＢＡＸ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｐｌｕｓ　Ｃ１８Ｒａｐｉｄ
Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ＨＤ（５０ｍｍ×２．１ｍｍ，１．８μｍ），定性分
析时用两通管代替色谱柱；流动相：甲醇－水（９５∶５，

ｖ／ｖ）；流速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样量：ＬＣ－
ＱＴＯＦ　ＭＳ为５μＬ，ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ为２μＬ。

１．３．２　质谱条件

　　定性条件：Ａｇｉｌｅｎｔ　６５３０型四极杆飞行时间质
谱仪采用电喷雾离子化（ＥＳＩ）源，负离子模式；喷嘴
电压为１　０００Ｖ，毛细管电压为３　５００Ｖ，碰撞电压
为１３０Ｖ，锥孔电压为６５Ｖ；干燥气温度为３５０℃；
干燥气流速为５Ｌ／ｍｉｎ；雾化器压力为３１０ｋＰａ；鞘
气温度为３５０℃；鞘气流速为１１Ｌ／ｍｉｎ。一级质谱
为单级质谱采集模式，采集范围为ｍ／ｚ　１００～７００；
采集速度为２ｓｐｅｃｔｒａ／ｓ。二级碎片离子的质谱采集
模式为目标离子采集模式，采集范围为ｍ／ｚ　１００～
７００；采集速度为２ｓｐｅｃｔｒａ／ｓ；碰撞能为 ４０、５０、

６０Ｖ。

　　定量条件：ＡＰＩ　４０００＋型三重四极杆质谱仪采
用ＥＳＩ源，负离子模式；碰撞气（ＣＡＤ）压力５５ｋＰａ，
气帘气（ＣＵＲ）压力２８０ｋＰａ，雾化气（ＧＳ１）压力３４５
ｋＰａ，辅助加热气（ＧＳ２）压力３４５ｋＰａ；离子喷雾电压

－４　５００Ｖ；毛细管温度（ＴＥＭ）５００℃；优化的各离
子对质谱参数值见表１。

表１　质谱优化离子对参数
Ｔａｂｌｅ　１　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ

ｍｅｔｈｏｄ　ｂｙ　ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ（ｍ／ｚ）

ＤＰ／
Ｖ

ＥＰ／
Ｖ

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎ（ｍ／ｚ）

ＣＥ／
Ｖ

ＣＸＰ／
Ｖ

３２５．０ －９５ －１０　 １５２．０ａ） －３０ －２２
３２５．０ －９５ －１０　 ４１６．０ｂ） －２０ －２０

　ＤＰ：ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ；ＥＰ：ｅｎｔｒａｎｃｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ；ＣＥ：ｃｏｌ－
ｌｉｓｉｏｎ　ｅｎｅｒｇｙ；ＣＸＰ：ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ　ｃｅｌｌ　ｅｘｉｔ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ．
　ａ）ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｉｏｎ；ｂ）ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ　ｉｏｎ．

１．４　着色剂质谱图数据库

　　采用Ａｇｉｌｅｎｔ公司的个人化合物数据库工作站
（Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　Ｄａｔａｂａｓｅ　ａｎｄ　Ｌｉｂｒａｒｙ，ＰＣ－
ＤＬ）建立包括刚果红在内的１０２种禁用和限用着色
剂的精确分子质量及ＱＴＯＦ质谱图数据库。

２　结果与讨论

２．１　定性方法的建立与优化

　　未知物的定性鉴别是通过与预先建好的质谱图

库进行检索匹配实现的。按照１．２．２节方法进行样
品前处理，按照１．３节定性条件上机分析。在单级
质谱采集模式下采集一级质谱图数据（见图２）后进
行分子特征提取，将提取出的精确质量数导入到

ＰＣＤＬ软件中，与质谱图库中的化合物进行检索匹
配，发现与质谱图库中的刚果红匹配度较高。然后，
在目标离子采集模式获取二级质谱图数据（见图

３），导入到ＰＣＤＬ软件中进行二级质谱图数据检索
匹配，发现与质谱图库中的刚果红二级质谱图数据
匹配度较高，分值达到９７％以上。因此确认该未知
物为刚果红。

图２　（ａ）刚果红和（ｂ）未知物的一级质谱图
Ｆｉｇ．２　ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ（ａ）ｃｏｎｇｏ　ｒｅｄ　ａｎｄ（ｂ）ｔｈｅ

ｕｎｋｎｏｗｎ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

　　试验中发现，当分别用水、甲醇、乙腈配制刚果
红标准溶液时，刚果红在水和甲醇中的溶解度较好，
在乙腈中的溶解度较差。为了得到较好的离子化效
果，选择采用甲醇配制刚果红标准溶液。同时，由于
刚果红结构特殊，其吸附能力较强且在超声波中易
降解，所以在样品前处理时采用涡旋提取－高速离心
方式净化，而避免采用超声提取－膜过滤方式净化。

　　进行定性试验分析时，在空白溶剂中发现了与
刚果红母离子精确质量数（ｍ／ｚ　３２５．０５３　７）相近的
一个质量数（ｍ／ｚ　３２５．１８７　７）。这两个精确质量数
在四极杆飞行时间质谱中可以分辨，但是在相对低
灵敏度的三重四极杆质谱中难以分辨，因此试验中
对此未知干扰物进行了二级质谱确证，图３为刚果
红和未知干扰物的二级质谱碎片信息。刚果红母离
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图３　（ａ）刚果红、（ｂ）未知物和（ｃ）未知干扰物在
不同碰撞能下的二级质谱图

Ｆｉｇ．３　ＭＳ／ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ（ａ）ｃｏｎｇｏ　ｒｅｄ，（ｂ）ｔｈｅ
ｕｎｋｎｏｗｎ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ａｎｄ（ｃ）ｔｈｅ　ｕｎｋｎｏｗｎ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｌｌｉ－
ｓｉｏｎ　ｅｎｅｒｇｉｅｓ

　

子（ｍ／ｚ　３２５．０５３　７）的子离子为 ｍ／ｚ　２３４．０１０　３、

１６９．０４０　４、１５２．０３７　８、８０．９５５　３；未知干扰物母离子
（ｍ／ｚ　３２５．１８３　０）的 子 离 子 为 ｍ／ｚ　２８１．２４５　７、

１９７．０２６　７、１８３．０１１　０、１１９．０４９　６、７９．９５７　７。同时，
二者在色谱保留时间上没有区别，因此在采用三重
四极杆质谱仪定量分析时要避免采用未知物的子离

子作为定量离子对。

２．２　定量方法的建立与优化

　　色谱条件优化时，考察了不同流动相体系下刚
果红的响应。当流动相中水相比例增大时，刚果红
响应变差，这可能与刚果红的较强吸附能力有关。
采用超高压液相色谱分离，刚果红的保留时间增加
不明显，这是因为超高压液相色谱采用填充了细粒
径微球填料的色谱柱进行分离。色谱柱填料是影响
液相色谱系统分离能力的关键因素之一，在相同线
速度下，填料粒径越小，理论塔板高度越小，柱效越
高。通常情况下，超高压液相色谱的出峰时间为普
通高效液相色谱出峰时间的１／１０。因此，一方面因
为超高压液相色谱缩短了出峰时间，另一方面因为
刚果红极性较强极易洗脱所以调整流动相比例并没

有能够明显增加其保留时间。最终选择了使刚果红
响应强度较高的９５％（体积分数）甲醇作为流动相
以保证良好的离子化响应。在此条件下，刚果红的
保留时间为１．３８ｍｉｎ。

　　质谱条件优化时，根据刚果红结构中含有磺酸
结构，选择了负离子模式下进行监测。在采用流动
注射方式优化刚果红的母离子时，发现刚果红母离
子［Ｍ－２Ｎａ＋Ｈ］－ （ｍ／ｚ　６５１．１）和［Ｍ－２Ｎａ］２－

（ｍ／ｚ３２５．０）均有响应。其中ｍ／ｚ　３２５．０的响应较
强，因此选择其为母离子。优化的去簇电压（ＤＰ）为

－９５Ｖ、入口电压（ＥＰ）为－１０Ｖ。然后给予其一定
碰撞能优化子离子，发现在不同碰撞能下 ｍ／ｚ
３２５．０的母离子有５个子离子（ｍ／ｚ　４１６．０、１８２．７、

１５２．０、１１８．９、８１．０）有较强响应。而从上述２．１节
四极杆飞行时间质谱定性分析结果可知，ｍ／ｚ
１８２．７和１１８．９为未知干扰物子离子。因此选择

ｍ／ｚ１５２．０和４１６．０作为母离子ｍ／ｚ３２５．０的监测
子离子，并对２个子离子进行了碰撞电压（ＣＥ）和出
口电压（ＣＸＰ）的优化。确定最终的 ＭＲＭ检测离子
为 ｍ／ｚ　３２５．０→ｍ／ｚ　１５２．０，ｍ／ｚ　３２５．０→ｍ／ｚ
４１６．０。在最终优化的定量条件下得到刚果红标准
品和实际样品的提取离子流图（见图４和图５）。

２．３　定量方法的验证

２．３．１　检出限和定量限

　　以Ｓ／Ｎ＝３（噪声以进样量２μＬ时的基线计
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图４　刚果红标准品的（ａ）定量离子和（ｂ）定性离子的
提取离子流图

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｉｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ（ａ）ｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｉｏｎ　ａｎｄ（ｂ）ｔｈｅ　ｃｏｎｆｉｒｍａ－
ｔｉｏｎ　ｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｎｇｏ　ｓｔａｎｄａｒｄ

　

图５　实际样品的（ａ）定量离子和（ｂ）定性离子的
提取离子流图

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｉｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ（ａ）ｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｉｏｎ　ａｎｄ（ｂ）ｔｈｅ　ｃｏｎｆｉｒｍａ－
ｔｉｏｎ　ｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅａｌ　ｓａｍｐｌｅ

算），刚果红标准溶液的检出限约为０．０１ｍｇ／Ｌ。以

Ｓ／Ｎ＝１０（噪声以进样量２μＬ时的基线计算），刚果
红标准溶液的定量限约为０．０３ｍｇ／Ｌ。熟牛肉制品
中刚 果 红 的 检 出 限 为 ０．０２ ｍｇ／ｋｇ，定 量 限 为

０．０６ｍｇ／ｋｇ。

２．３．２　工作曲线和线性范围

　　分别吸取１．２．１节中配制的系列标准工作液，
按照１．３节定量实验条件上机测定，以峰面积Ｙ 对
刚果红质量浓度Ｘ （ｍｇ／Ｌ）计算线性回归方程。在

０．０３～１ｍｇ／Ｌ线性范围内，线性回归方程为Ｙ＝
２　６４０．６　Ｘ－７　３７２．２，线性相关系数为０．９９９　８。

２．３．３　精密度

　　分别取０．０５、０．１和０．５ｍｇ／Ｌ的标准工作液，
重复进样６次，以峰面积计算精密度，峰面积的

ＲＳＤ介于２．７７％～４．６５％之间，表明仪器精密度
良好。

２．３．４　回收率

　　取空白牛肉９份，在０．０６、０．２、１ｍｇ／ｋｇ　３个加
标水平上进行回收率试验，结果见表２。可以看出３
个加标水平的回收率达到８８％～９１％，ＲＳＤ 为

２．２０％～３．７７％，表明该方法回收率较高且稳定。

表２　空白牛肉样品中刚果红的加标回收率（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ｏｆ　ｃｏｎｇｏ　ｒｅｄ　ｓｐｉｋｅｄ　ｉｎ　ａ　ｂｌａｎｋ

ｂｅｅｆ　ｓａｍｐｌｅ（ｎ＝３）

Ｓｐｉｋｅｄ　ｌｅｖｅｌ／
（ｍｇ／ｋｇ）

Ａｖｅｒａｇｅ　ｆｏｕｎｄ／
（ｍｇ／ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／
％

ＲＳＤ／
％

０．０６　 ０．０５３　 ８８　 ３．７７
０．２　 ０．１７７　 ８８　 ３．２７
１　 ０．９１０　 ９１　 ２．２０

２．４　牛肉样品中刚果红含量的测定

　　利用本方法对某市售牛肉作坊中的一个熟牛肉
样品进行了检测，结果发现该熟牛肉中刚果红的含
量达到６．３２ｍｇ／ｋｇ，ＲＳＤ为３．７８％。

３　结论

　　采用液相色谱－串联四极杆飞行时间质谱分析
结合谱图库检索，确定未知添加物为刚果红后，建立
了超高效液相色谱－串联三重四极杆质谱快速检测
牛肉中刚果红的方法。实验结果表明，该方法具有
简便、灵敏度高、准确度高、精密度好的优点。其思
路可以为食品中非法添加物的鉴别和定量、食品质
量控制和安全评价提供参考。
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