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香肠中红色 2G的HPLC法及

UPLC-MS/MS检测
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摘   要：建立香肠中红色2G色素的高效液相色谱法(HPLC)测定和确证的超高压液相色谱-质谱/质谱法(UPLC-MS/

MS)。以 0.662mol/L氨水为提取液，样品均质提取两次，离心后用 C18柱净化，采用高效液相色谱 -二极管阵列

检测器(HPLC-DAD)检测，流动相为乙酸 -乙酸铵缓冲液 -甲醇(55:45，V/V)，等度洗脱，流速为 1mL/min，检

测波长为 530nm，阳性结果用UPLC-MS/MS确证。HPLC-DAD法在 0.0212～1.06mg/L范围内，红色 2G的峰面

积与其相应浓度呈现良好相关性，r＞ 0.999，方法测定限为 0.106mg/kg，在空白样品中添加已知浓度的红色 2G

色素，平均回收率在 79.0%～86.5%之间，相对标准偏差(RSD)在 3.19%～5.06%之间。UPLC-MS/MS法的测定限

为 0.005mg/kg，平均回收率在 75.5%～80.2%之间，RSD在 3.62%～9.97%之间。该方法可用于香肠中红色 2G的检

测及确证。
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Abstract ：A high-performance liquid chromatography method (HPLC) was developed for the determination of red 2G in

sausage. Sausage samples were extracted twice with 0.662 mol/L NH3·H2O and the extract was cleaned up on a C18 column.

Red 2G was analyzed by HPLC with diode array detector and confirmed by UPLC-MS/MS. The limit of quantification (LOQ)

of HPLC was 0.106 mg/kg and the average recoveries ranged from 79.0% to 86.5% with RSD values between 3.19% and 5.06%.

The LOQ of UPLC-MS/MS was 0.005 mg/kg and the average recoveries ranged from 75.5% to 80.2% with RSD values between

3.62% and 9.97%. The developed HPLC method and UPLC-MS method can be applied for the determination and confirmation

of red 2G in sausage.
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红色 2G(Red 2G)，别名食品红 10号，为单偶氮化

合物，溶于水，微溶于乙醇，分子式为C18H13N3Na2O8S2，

相对分子质量 509，为人工合成色素，常作为食品加工

中的红色色素，着色力强，性质稳定，不易褪色。因



     2011, Vol. 32, No. 08 食品科学 ※分析检测232

其可能具有致癌性[1]，欧盟委员会已宣布在欧盟范围内

禁止使用该色素[2]，中国也已禁止使用红色 2G作为食品

添加剂 [ 3 ]。

我国关于人工合成色素检测方法的国家标准有5项[4-8]，

尚没有红色 2G检测方法的标准。王全林等[9]建立了二极

管阵列高效液相色谱法测定食品中红色 2G，但前处理较

为复杂。国外关于红色 2G的分析方法有分光光度计法、

液相色谱法(HPLC)、毛细管电泳法及液质联用方法[10-15]，

但这些方法检测限较高，液质方法仅为液相色谱 -单级

四级杆质谱法。本实验建立香肠中红色 2G的HPLC分析

方法，提高方法的灵敏度，同时用超高压液相色谱 -质

谱 /质谱确证技术(ultra-performance liquid chromatogra-

phy-mass spectrometry，UPLC-MS/MS)确证阳性结果，

并简化样品前处理步骤，为香肠中红色 2G 的测定提供

一定的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

红色 2G标准品(纯度＞ 99.0%)    瑞士 Fluka公司。

氨水、乙酸、乙酸铵为分析纯；甲醇为色谱纯；乙酸 -

乙酸铵缓冲液：称取 1.554g乙酸铵溶于 900mL水中，加

入 1mL乙酸，定容至 1.00L，pH4.7；标准品用超纯水

配制成 1060mg/L标准储备液，于 4℃保存。

1.2 仪器与设备

C18固相萃取柱(500mg/6mL)、1100高效液相色谱仪

(配有二极管阵列检测器(DAD))   美国Agilent公司；超

高效液相色相色谱 -Quattro Premier三重四级杆质谱仪(配

有电喷雾离子源(ESI))、固相萃取装置    美国Waters公

司；万分之一分析天平；3K30冷冻离心机    德国 Sigma

公司；酸度计    日本 Horiba公司；超纯水器    美国

Millipore公司；高速均质器    美国Omniglh公司。

1.3 方法

1.3.1 样品提取与净化

将待测肉样品切碎，称取肉碎末 5.00g，置于 50mL

离心管中，加入 15mL 0.662mol/L氨水，均质约 2min，

30000× g离心 10min，取出上清液，残余物再重复上

述操作一次，合并上清液，用水定容至 5 0 m L，取出

20mL，用乙酸调 pH值至 5～6之间，10000× g离心

5min，吸取上清液，残余物用 5mL蒸馏水提取两次，

合并上清液。C18柱用 4mL甲醇及 4mL水活化后，将样

品提取液全部加样到净化柱中，先用 4mL水淋洗，再

用 4mL水 -甲醇(1:1)洗脱，将洗脱液收集，并定容至

5mL，20000×g离心5min后供HPLC-DAD或UPLC-MS/

M S 分析。

1.3.2 HPLC测定条件

色谱柱：Waters Atlantis C18(4.6mm×250mm，5.0μm)；

柱箱温度：30℃；流动相：乙酸 -乙酸铵缓冲液 -甲醇

(55:45)，等度洗脱，流速为 1mL/min；进样量：20μL；

检测波长：53 0n m。

1.3.3 UPLC-MS/MS测定条件

色谱柱：Waters Acquity BEH C18(50mm× 2.1mm，

1.7μm)；流动相：乙腈 -乙酸铵缓冲液(2mmol/L)，梯

度淋洗，初始条件：0～2 m i n  1 0 % 乙腈线性上升至

45%，2～3min乙腈保持 45%，3～3.1min 45%乙腈下降

至 10%，流速：0.3mL/min；进样量：10μL。质谱条

件：采用电喷雾负离子模式，多反应监控扫描模式：

m/z 231.7＞ 157.9，碰撞能量，15eV；m/z 231.7＞

178.9，碰撞能量，10eV；毛细管电压：2.75kV；锥

孔电压：2 6 .7 4 V；源温度：1 1 0℃；脱溶剂气温度：

4 0 0℃；脱溶剂气流量：6 5 0 L / h；电子倍增电压：

650V。

2 结果与分析

2.1 样品提取

红色 2G属于人工合成色素，极易与蛋白质结合或

被吸附。本实验采用 0.662mol/L氨水的均质提取，蛋白

质溶解度提高，吸附的色素被释放，能够提高提取效

率。但是，实验过程中用乙酸调节提取液 pH 值时，由

于蛋白质盐析，产生大量沉淀。称取香肠样品，添加

1.00mg/kg红色 2G，对比以下两种前处理方法的回收

率：样品均质提取后，用乙酸调 pH 值，离心定容后，

取部分样液注入液相色谱仪测定，添加回收率只有 51.4%；

而样品均质提取后，用乙酸调 pH值，离心后沉淀用 5mL

蒸馏水提取两次，将所有提取液合并后定容，取部分

样液注入液相色谱仪测定，添加回收率为 82.3%，可见在

蛋白质沉淀过程中共沉淀作用降低了红色 2G的回收率。

2.2 样品净化

Minioti采用HPLC法测定水溶性食品中13种人工合

成色素[4]，水提取液过滤后直接分析，没有样品净化步

骤，本实验涉及的样品基质是肉类食品，提取液中的

少量脂肪和蛋白质对分析产生影响。量取 1μg的标准溶

液，用 10mL 氨水(0.662mol/L)稀释，并用乙酸调整 pH

值为 5～6后加到C18柱上，经 4mL水淋洗，4mL水 -甲

醇(1:1)洗脱，收集洗脱液测定，结果表明红色 2G的回

收率达到 104%，可见通过调节 pH值使红色 2G吸附于

C18柱上，甲醇 -水(1:1)能够将其全部洗脱，故选用 C 18

柱进行样品净化，既能去除样品中大分子干扰，还能

确保目标组分的回收。

2.3 HPLC法

2.3.1 检测波长的选择
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吸取 424ng/mL的红色 2G标准溶液，注入HPLC，

记录二极管阵列扫描图(200～800nm)，图 1为红色 2G的

紫外 -可见光谱图，在 235、311、505、530nm都有

较强的吸收，由于 530nm波长处的吸收很强，同时可

见区干扰较小，故选其作为检测波长。

2.3.2 流动相的选择

红色 2G属于单偶氮化合物，且为磺酸钠盐，流动

相的 pH值对其分离影响较大。本实验比较甲醇 -水作为

流动相和甲醇 -缓冲溶液(乙酸 -乙酸铵)的差别，发现采

用前者作为流动相进行洗脱时，色谱峰前伸，峰形差，

选择甲醇 -缓冲溶液(乙酸 -乙酸铵)后，峰形得到有效的

改善。

2.3.3 线性实验

吸取红色 2G标准储备液，用超纯水稀释为 0.0212、

0.0424、0.0530、0.106、0.212、0.424、0.636、1.06mg/L

的标准工作液，依次注入HPLC分析，以标准溶液的相

应峰面积对应其质量浓度进行线性回归计算，线性方程

为 y=0.0311x－ 0.1418(r=0.9996)。

2.3.4 方法的加标回收及精密度、测定限

将3个不同添加水平的红色2G标准溶液分别添加于

香肠样品中，具体添加水平见表 1。每个添加水平平行

测定 6次，红色 2G的平均回收率在 79.0%～86.5%之间，

相对标准偏差(RSD)在 3.19%～5.06%之间，结果见表 1。

按信噪比 RSN=10计算红色 2G的测定限为 0.106mg/kg。

添加水平 /(mg/kg) 平均测定值 /(mg/kg) 平均回收率/% 相对标准偏差/%

0.200 0.173 86.5 5.06

0.800 0.660 82.5 3.61

2.00 1.58 79.0 3.19

表 1 HPLC方法的加标回收率和精密度实验结果 (n ＝ 6)

Table 1   Accuracy and precision of HPLC method (n＝ 6)

2.4 UPLC-MS/MS确证方法

以准分子离子峰[M-2Na]2-为母离子(m/z=231.7)进行

扫描，选择丰度较高的碎片峰[M-2Na-C4H6-N2]2-和[M-

2Na-C4H6-N2-COCH2]2-作为子离子，m/z分别为 178.9和

157.9，m/z=157.9碎片峰的优化碰撞电压为 15eV；m/z178.9

碎片峰的优化碰撞电压为 10eV，m/z178.9与m/z157.9的

离子比率为 1.3:1.0。在仪器的检测限为 0.001mg/L(信噪

比 RSN=3)，将 2个不同浓度水平的红色 2G标准溶液分别

添加于香肠样品中，具体添加水平见表 2，按以上样品

处理方法操作并测定，每个添加水平平行测定 6次，红

色 2G的平均回收率在 75.5%～80.2%之间，相对标准偏

差(RSD)在 3.62%～9.97%之间，结果见表 2。按信噪比

RSN=10计算红色 2G的测定限为 0.005mg/kg，图 3为红色

2G的标准谱图(标准质量浓度为0.212mg/L)及标准添加样

品谱图(标准添加水平为 0.200mg/kg)。

图 1 红色 2G的紫外 -可见光谱图

Fig.1   UV-Vis spectrum of Red 2G
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图 2 流动相对红色 2G 分离的影响

Fig.2   Effect of mobile phase composition on red 2G separation
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表 2 UPLC-MS/MS方法的准确度和精密度实验结果 (n＝ 6)

Table 2   Accuracy and precision of UPLC/MS/MS method (n＝ 6)
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2.5 实际样品测定

从超市购买 6种品牌的香肠用所建立的方法进行测

定，均未检出红色 2 G。

3 结  论

本研究建立香肠中红色 2G 的 H PL C 分析方法和

UPLC-MS/MS确证方法。通过线性、准确度、精密度

实验以及样品的测定，验证了方法的可行性。本方法

灵敏度高，测定结果准确可靠，使用范围广。
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A、C、E .标准谱图；B、D、F .标准添加样品谱图。

图 3 红色 2G的 UPLC/MS/MS谱图

Fig.3   UPLC/MS/MS chromatography of red 2G
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