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摘要：建立了鸭蛋黄中苏丹红!&"号的超高效液相色谱 -串联四极杆质谱联用（89:;-<! = <!）的分析方法。采用

乙腈提取样品中的苏丹红，加水反沉 淀 除 去 蛋 白 质 和 脂 肪 等 杂 质，冷 冻 后 高 速 离 心，取 上 层 清 液 供 89:;-<! = <!
分析。经 >0$"’? @6A31$B CD/ ;’- 超高效液相色谱柱分离，串联四极杆质谱多反应监测模式检测，* 种物质的检出

限均为 ". "% #E = :，实际样品 中 * 种 物 质 的 检 出 限 为 ’" #E = FE。 采 用 标 准 添 加 法 测 定 苏 丹 红 的 回 收 率，’"" + "，

!"" + "，("" + " #E = FE ( 个不同添加水平的回收率为 %". !G & ’"’. (G。实验结果表明该方法灵敏度高，检出限低，确

证能力强，分析时间短，可满足高通量食品样品中苏丹红的日常检测。

关键词：超高效液相色谱 -串联四极杆质谱；苏丹红；鸭蛋黄

中图分类号：H)%-, , 文献标识码：@, , 文章编号：’""" --#’(（!""#）"% -"#"% -"), , 栏目类别：研究论文

"#$#%&’()$’*( *+ ,-.)( /#. !"" ’( "-01 233 4*51
67’(3 65$%) 8#%+*%&)(0# 9’:-’. ;<%*&)$*3%)=<>!

?)(.#& @)77 ,=#0$%*&#$%>
I8 JK"7510，!8, !K3A1

（!"#$#%& ’%#(")*#+, -. /0"1#234 5"20%-4-&,，!"#$#%& !"""#$，/0#%3）

AB7$%)0$：@ %"$K)2 )L $K" ?1%3*$07")3? 070*B?1? )L !3207 M"2 !/" 17 236F "EE B)*F N0? 2"-
O"*)#"2 N1$K 07 3*$’0 #"’L)’%076" *1A312 6K’)%0$)E’0#KB-$072"% %0?? ?#"6$’)%"$’B（89:;-
<! = <!）+ @6"$)71$’1*" N0? 3?"2 $) "5$’06$ $K" ’"?123"? L’)% 236F "EE B)*F，072 N0$"’ N0? 022-
"2 17$) $K" "5$’06$ $) #’"61#1$0$" 1%#3’1$1"? ?36K 0? #’)$"17 072 L0$+ .K" ?3#"’70$07$ N0? 2"$"6-
$"2 &B $K" 89:;-<! = <! 0L$"’ ’"L’1E"’0$1)7 072 6"7$’1L3E0$1)7+ .K" ?0%#*" N0? ?"#0’0$"2 )7 0
>0$"’? @6A31$B CD/ ;’- 6)*3%7，072 2"$"6$"2 &B <! = <! N1$K $K" %3*$1#*" ’"06$1)7 %)71$)’17E

（<M<）%)2"+ .K" *1%1$? )L 2"$"6$1)7（:HI）N"’" ". "% #E = : 17 $K" ?$0720’2 ?)*3$1)7，072 ’"
#E = FE )L $K" L)3’ ?3&?$076"? 17 $K" ?0%#*" ?#1F"2 N1$K !3207 M"2 !/" + .K" 0O"’0E" ’"6)O"’-
1"? N"’" &"$N""7 %". !G / ’"’. (G 0$ $K’"" ?#1F17E *"O"*? )L ’"" + "，!"" + "，("" + " #E = FE+ .K"
"5#"’1%"7$ ’"?3*$? ?K)N $K0$ $K1? %"$K)2 1? )L K1EK ?"7?1$1O1$B，*)N :HI，&"$$"’ 2"$"’%170$1)7
60#061$B 072 ?K)’$"’ 070*B?1? $1%"+ .K" %"$K)2 6)3*2 %""$ $K" K1EK-$K’)3EK)3$ 2"$"6$1)7 )L !3-
207 M"2 17 L))2 ?0%#*"?+
C#> D*%.7：3*$’0 #"’L)’%076" *1A312 6K’)%0$)E’0#KB-$072"% %0?? ?#"6$’)%"$’B（89:;-<! =

<!）；!3207 M"2；236F "EE B)*F

, , 苏丹红!&"号均为人工合成的一系列偶氮类

工业染料。研究表明，其原型及代谢产物均有一定

的潜在致 癌 作 用［’］。近 年 来 欧 盟 和 我 国 都 禁 止 苏

丹红作为食品添加剂使用。但是由于苏丹红成本低

廉，颜色鲜艳，不易褪色，一些不法商贩将苏丹红添

加到鸡鸭饲料、辣椒制品中，极大地危害了消费者的

健康。目前，国内外关于苏丹红的检测方法主要有

薄层色谱法［!］、高效液相色谱法（D9:;）［( / -］、高效

液相色谱-质谱 联 用 法（D9:;-<!）［$，’"］、气 相 色 谱-
质谱联用法［’’］等，此 类 方 法 已 应 用 于 如 辣 椒 制 品、

调味品、熟食、蛋禽类制品等食品中苏丹红的残留检

测。由于液相色谱与质谱联用技术在一定程度上能

够排除基质干扰，对于基质复杂、需要高灵敏度、宽

适用范围的检测工作而言，它已成为最佳的手段之

一。串联四极杆质谱的多反应监测（<M<）扫描方

式更加有效地提高了分析的灵敏度和选择性，是目
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前 !" # !" 定性 和 定 量 的 主 要 手 段。采 用 #$ % !$
粒径 填 料 的 超 高 效 液 相 色 谱（ %&’()*+,(-.($)/0,
&12%13 04(.$)’.5()+46，789:）技 术，全 面 提 升 了

;89: 的分 离 效 率、峰 容 量 和 灵 敏 度。789: 技 术

与串联四极杆质谱的 !<! 模式联用，分析时间短，

灵敏度高，确证能力强，可以成为基质复杂的食品样

品中苏丹红化合物分析检测的良好平台。本文通过

这一平台对咸鸭蛋蛋黄中的苏丹红进行了结构鉴定

和定量分析检测。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

& & 美国 =)’,(> ?02%1’6 789: 仪（=)’,(> ?02%1’6
@;A :#’ 色 谱 柱、自 动 进 样 器、@1/)(6 溶 剂 管 理 系

统，#( !9 定 量 环 ）、=)’,(> !10(.$)>> B%)’’(.
8(,$1,( 三重四极杆 质 谱 仪、电 喷 雾（A"C）电 离 源、

!)>>96/D E)$ # ;89:*!" 软 件 操 作 平 台。超 声 波

清洗仪、高速 冷 冻 离 心 机（ 上 海 安 亭 科 学 仪 器 有 限

公司）。

& & 乙腈（F1>4,(，色谱纯），二次蒸馏水（ 自制），甲

酸（**G）、苏丹红"、#、$、%号标准品（ 美国，"15*
$) 公司）。

! ! #" 标准溶液的配制

& & 分 别 准 确 称 取 ($ " $5 标 准 品，用 乙 腈 溶 解 并

定容至 "( $9 容量瓶中，配制成 #( $5 # 9 的混合标

准储备液，于 ) H 下保存。临用时用流动相稀释成

不同浓度的混合标准溶液。

! ! $" 样品前处理

& & 准确称取 #$ ( 5 咸鸭蛋蛋黄于 #( $9 具塞离心

管中，加 " $9 乙腈，混匀，超声萃取 +( $1/，高速离

心（ 转速为#( ((( ( # $1/）后 取 出 上 层 清 液，沉 淀 物

中再加入" $9乙腈重复萃取一次，离心后合并上层

清液。在上层清液中加入 ! $9 水，于 , !( H 下冷

冻分层，然后高速离心（ 转速为 #( ((( ( # $1/）去除

蛋白质 和 脂 肪 等 基 质，取 上 层 清 液，过 ($ ! !$ 滤

膜，定容后作为 789:*!" # !" 分析样品。

! ! %" "#$%&’( ) ’( 条件

! ! % ! !" !" # !" 条件

& & 电离模式：A"C（ - ）；毛细管电压 + I " JE；锥孔

电压 " E；<F 透镜电压 ( I " E；源温 ##( H；脱气温

度 +"( H；锥 孔 气 流 速 "( 9 # 4；脱 溶 剂 气 流 速 .((
9 # 4；采集模式：’ 通道 !<! 采集，其他参数见表 #。

! ! % ! #" 789: 条件

& & 色 谱 柱 为 =)’,(> ?02%1’6 @;A :#’ 柱（ #$ %
!$，!$ # $$ / "( $$）；柱温 +" H；流动相：乙腈*
($ !G 甲酸 水 溶 液（ 体 积 比 为 ’" 0 #" ），等 度 洗 脱

+ $1/，流速 ($ +" $9 # $1/；进样量 #( !9。

表 !" 质谱 ’*’ 方式检测的部分参数

+,-./ !" #,012,. 3,0,4/1/05 67 ’*’ 8/1/9126:

?/)&6’,
8)(,/’ 1./
（! " #）

F()5$,/’ 1./
（! " #）

:./,
K.&’)5, #&

:.&&1>1./
,/,(56 # ,E

"%3)/ <,3" !)’ I % #". I ( +" !(

!)’ I %+ !+! I (+ +" !(

"%3)/ <,3 # !%. I ’+ #!# I (+ +" !"
!%. I ’ !.( I ( +" !"

"%3)/ <,3 $ +"+ I ( #". I ( +" !"

+"+ I (+ #*. I (+ +" !"

"%3)/ <,3 % +’( I *+ !!) I (+ +" !"
+’( I * !%. I ( +" !(

+L4, 1./> M,(, %>,3 -.( 2%)/’1-10)’1./I

#" 结果与讨论

# ! !" 质谱条件的优化

& & 由于苏丹红分子中含有氮原子，容易带正电荷，

因此使用 A"C（ - ）电离模式。配制质量浓度为 ($ "
$5 # 9的标准溶液，通过 六 通 阀 进 样，在 全 扫 描 方 式

下优化毛细管电压、锥孔电压、裂解温度、脱溶剂气

流速等参数，得到苏丹红最强的分子离子峰。然后

在以上的质谱条件下，对选定的母离子进行子离子

扫描，优化碰撞能量等参数，在优化条件下得到图 #
中苏丹红"1 %子离子扫描质谱图，其主要碎裂 机

理如图 ! 所示。选择两个响应较强的子离子作为检

测的碎片离子，选择 !<! 色谱图峰形好、响应值高

的一对母离子、子离子用于定量计算，得到表 # 中苏

丹红"1%号的 !<! 检测所用的最佳离子对。

# ! #" "#$% 条件的优化

& & 本文以乙腈*水作为流动相。由于苏丹红分子

结构中含有偶氮基团，为了防止色谱峰拖尾和提高

电离效率，在水相中加入了甲酸，并考察了甲酸添加

量分别为 ($ #G，($ #"G，($ !G（ 体积分数）所得色谱

图的峰形和分 离 度，发 现 甲 酸 添 加 量 为 ($ !G 时 分

离效果最好。故 选 用 乙 腈*水（ 含 ($ !G 甲 酸）溶 液

为流动相体系。在优化条件下得到苏丹红标准品、

空白基质和加标样品的多反应通道的 !<! 色谱图

（ 见图 +）。从图 + *)可以看出，) 种物质得到了完全

分离，而且分析时间很短，在 + $1/ 之内即完成，苏

丹红"1%保 留 时 间 依 次 为 ($ ’’，#$ ++，#$ %!，!$ *’
$1/，在 ($ %* $1/ 和 #$ (% $1/ 出现的峰分别为苏丹

红$、%号 的 同 分 异 构 体。 由 空 白 基 质 的 色 谱 图

（ 图 + *N）、加标样品的色谱图（ 图 + *0）可以看出，空

白基质中有一物质具! " # +’($ * # !!) 的碎 片，但 保

留时间在 !$ (( $1/，因此基质对分析目标化合物苏

丹红%的测定没有干扰。

·.(%·
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图 !" 苏丹红!# "号的子离子扫描质谱图

!"#$ !" %&’#()*+ ,-&. /&,, ,0*-)+& 12 3’4&. 5*4!$"

图 %" 苏丹红!# "号的主要碎裂机理

!"#$ %" !+&#/*.)&)"1. /*-(&.",/, 12 3’4&. 5*4!$"

·$%$·
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图 !" （!）苏丹红!# "号标准品、（"）空白基质和（ #）加标样品的 $%$ 色谱图

&’() !" $%$ #*+,-!.,(+!-/ ,0（!）123!4 %53!$" /.!43!+3/，（"）"6!47 -!.+’#5/ !43（ #）/8’753 /!-865/

% ) !" 标准曲线与线性范围

# # 为了更好地检测食品中低浓度的苏丹红，配制

较低浓度 范 围 的 标 准 溶 液。 分 别 配 制 质 量 浓 度 为

$，!，"，$%，"% !! " # 的 混 合 标 准 溶 液，在“$& ’& !”节

的 $%#& 条 件 下 经 $%#&’() " () 的 (*( 方 式 检

测，得到各物质定量离子对的峰面积对其质量浓度

的标准曲线。从表 ! 的结果中可以看出苏丹红"(

#号的线性关系良好，! 均大于 %& ))*。

表 %" 苏丹红!# "测定的线性关系

9!"65 %" :’45!+ 5;2!.’,4/ 0,+ 123!4 %53!$"

+,-./01
#2,13 3-,!1 "

（!! " #）
#2,1-3 145-026, !

)57-, *17 " $ + "% " , *) 8 "!!)# - $$ 8 ’!.$ % 8 ))*’
)57-, *17 $ $ + "% " , !!% 8 ’*)# - *) 8 !%.) % 8 ))*.
)57-, *17 % $ + "% " , $’) 8 %%/# - $0’ 8 ** % 8 )))0
)57-, *17 # $ + "% " , $!% 8 .)’# - $’. 8 ’)0 % 8 ))).

"：91-: -31-；#：;-<< =6,=1,03-026,，!! " #8

% ) &" 灵敏度

# # 按国际 纯 粹 与 应 用 化 学 联 合 会（ >$%+&）的 定

义，检出限以信噪比 $ % & 1 0 计、定量限以 $ % & 1 $%
计，用 (-<<#/,? @’& $ 软件计算标准溶液的检出限

为 %& %" !! " #，定量限为 %& $ !! " #，加标实际样品的

检出限为 $% !! " :!，可以满足痕量分析的要求。图

’ 为 $ %%% !! " # 混 合 标 准 溶 液 在 相 同 色 谱 和 质 谱

系统下分别经 A-013< +=4520/ BCD &$* 超高效色谱

柱和常 规 &$* 色 谱 柱 分 离 的 色 谱 图。常 规 &$* 色 谱

柱的规 格 为 " !;，’& . ;; 2 !"% ;;（ +..01=E 公

司），C%#& 条 件 为 以 乙 腈’%& !F 甲 酸 水（ 体 积 比 为

)/3 0）为流动相，等度洗脱 !% ;2,。从实验结 果 可

知，常规色谱柱不仅分离时间长，而且对相同浓度样

品的响应值比 $%#& 柱低 $ ( ! 个数量级，峰面积小

’%F 左右，证 明 $%#& 柱 具 有 速 度 快、灵 敏 度 高 的

特点。

·*%/·
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图 !" （!）超高效液相色谱柱和（"）普通液相色谱柱测定苏丹红!# "号的对比

#$%& !" ’()*!+$,(- (. /01 21/1+)$-!/$(- (. 342!- 512 !$" 4,$-%（!）! 678’ 9(:4)-（’%& ，%’ ( #)，)’ % )) * +, ))）

!-2（"）! 9())(- ;78’ 9(:4)-（’%& ，+ #)，! & - )) * )+, ))）

) & +" 样品测定

) & + & %" 样品前处理条件的选择

! ! 由于鸭 蛋 黄 中 含 有 大 量 的 蛋 白 质 和 脂 肪 等 成

分，使用乙腈提取液直接上样容易出现基质干扰和

色谱柱堵塞等问题，因此考虑加水反沉淀蛋白质和

脂肪。实验中对比了乙腈提取液与水的体积比分别

为 $%& $，$%& ’，$%& ( 的效果。体积比为 $%& $ 时在冷

冻条件下不能明显分层，若以该溶液直接上样，其中

的脂肪可能造成色谱柱堵塞；而乙腈提取液和水的

体 积 比 为 $% & ( 时 各 物 质 的 回 收 率 比 $% & ’ 时 低

$%" 左右。因 此 选 用 乙 腈 提 取 液 与 水 的 体 积 比 为

$%& ’。加标样品的色谱图见图 ( !#。

) & + & )" 回收率和重现性实验

! ! 分别考 察 了 在 空 白 样 品 中 添 加 (%% $ %，’%% $ %，

$%% $ % #% & ’%苏丹红!#"号标准品的回收率，各添

加水平测定 ( 份平行样品，且每个样品进样 ( 次，计

算平均值，相 对 标 准 偏 差（ ()*）小 于 $)"，满 足 残

留分析要求，具体结果见表 (。

表 ." 鸭蛋黄中苏丹红的加标回收率及 53< 的测定（! * (）

=!":1 ." 519(>1+$1, !-2 53<, (. 342!- 512
$- 249? 1%% @(:?（! * (）

+,-./01
)23’14 &

（#% & ’%）

567,4 &
（#% & ’%）

(1#6819/ &
"

()* &
"

)74-, (14 ! $%% $ % +( $ , +( $ , - $ $
’%% $ % $,% $ , +’ $ % . $ )
(%% $ % ’.% $ % ). $ + $+ $ ,

)74-, (14 $ $%% $ % $%$ $ ( $%$ $ ( , $ ’
’%% $ % $"$ $ " +" $ + $ $ .
(%% $ % ’’. $ . +" $ " - $ )

)74-, (14 % $%% $ % .’ $ , .’ $ , , $ "
’%% $ % $%% $ , "% $ ’ $+ $ "
(%% $ % ’%. $ - .- $ % $’ $ ,

)74-, (14 " $%% $ % .( $ . .( $ . ( $ ’
’%% $ % $’’ $ . .$ $ ( " $ .
(%% $ % $)- $ ) .( $ ( ( $ ’

·-%+·
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!" 结论

# # 本方法采 用 超 高 效 液 相 色 谱!串 联 四 极 杆 质 谱

联用技术建立了鸭蛋黄中苏丹红染料含量的检测方

法。超高效 液 相 色 谱 的 快 速 和 高 分 辨 率 及 质 谱 的

"#" 检测模式，使该方法所得到的数据准确可靠，

标准目标物 的 检 出 限 可 低 达 $% $" !$ % &，实 际 样 品

中的目标物的检出限可达 &$ !$ % ’$，分析时间仅为

’ ()*。样品前处理方法简便，回收率及相对标准偏

差范围分别为 "$% !+ ( &$&% ’+ 和 &% )+ ( &*% "+，满

足残留分析要求。与传统液相色谱相比，极大地缩

短了分析时间并且提高了灵敏度，为高通量样品分

析提供了可靠的分析平台。
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