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高效液相色谱法测定食品中的黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2

奚星林，邵仕萍，徐娟，王岚，邹志飞，吴宏中，庞世琦

( 广东出入境检验检疫局检验检疫技术中心，广州 510623)

［摘要］ 目的:建立食品中黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2 含量的高效液相色谱测定方法，采用液质联用法定
性。方法: 样品中的黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2 用正己烷提取，中性氧化铝固相萃取柱净化，采用 C18 色谱
柱( 4． 6 mm × 250 mm，5 μm) 分离，以甲醇和水溶液为流动相梯度洗脱，二极管阵列检测器检测定量。结果:
黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2 标准曲线范围为 0． 5 mg /L ～ 10． 0 mg /L，回收率范围为 80． 3% ～ 95． 8%，相对标
准偏差为 1． 51% ～ 5． 75%。结论: 该法准确度高，分离效果好，结果稳定可靠，适合于食品中黄色 2G、奶油
黄和柑橘红 2 含量的测定。
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Determination of yellow 2G，butter yellow and citrus red 2 in foods by HPLC

XI Xing － lin，SHAO Shi － ping，XU Juan，WANG Lan，ZOU Zhi － fei，WU Hong － zhong，PANG Shi － qi
( Guangdong Entry － exit Inspection and Quarantine Technology Centre，Guangzhou 510623，China)

［Abstract］ Objective: To develop a method for the quantitative analysis of yellow 2G，butter yellow and citrus
Red 2 in foods and identification by liquid chromagraphy mass spectrometry． Methods: The target chemicals in
foods were extracted with hexane and purified with neutral alumina solid phase extraction column． The separation
was carried out on C18 column ( 4． 6 mm × 250 mm，5 μm) at 30℃ with MeOH + H2O as mobile phase． The flow
rate was 1． 0 ml． Diode － array detector was used for quantitative analysis． Results: There was good linear relation-
ship in the range of 0． 5 mg /L ～ 10． 0 mg /L for the three target chemicals． The recovery rate of the method were be-
tween 80． 3% and 95． 8% with RSDs of 1． 51% ～ 5． 75% ． Conclusion: The method is simple，accurate and suit-
able for the determination of yellow 2G，butter yellow and citrus Red 2 in foods．
［Key words］ HPLC; Liquid chromatography mass spectrum; Yellow 2G; Butter yellow; Citrus Red 2; Solid －
phase extraction

合成色素具有色泽鲜艳、着色力强、色调多、成本低
的特点，故为生产厂家广泛使用。合成色素是以苯、甲
苯、奈等化工产品为原料，经过一系列有机反应而制成，
合成的色素因混有中间产物而具有一定毒性。毒理学
及临床医学的发展证明，某些合成色素有慢性毒性或致
癌性。2004 年广东和香港等地水果市场相继发现“染色
橙”，含禁用及可能致癌的柑桔红 2 号色素。过去用于
人造奶油着色的奶油黄，早已被证实可以导致人和动物
患上肝癌，而其它种类的合成色素如橙黄能导致皮下肉
瘤、肝癌、肠癌和恶性淋巴癌等。各国对人工合成色素

在食品中允许使用的品种、范围和添加量作了严格的规
定，我国 GB /T 2760 － 2011《食品添加剂使用卫生标准》
明确规定食品中添加食用色素的范围和用量，在我国黄
色 2G、奶油黄和柑橘红 2 是不允许使用的。

色素的测定常用液相色谱法［1 ～ 8］，黄色 2G、奶油黄
和柑橘红 2 都是油溶性色素，检测柑橘红 2 有高效液相
色谱法［9］，但目前未查到食品中黄色 2G、奶油黄的检测
方法，也没有和柑橘红 2 含量同时检测的文献报道。本
文首次报道用正己烷提取色素，用中性氧化铝柱纯化，
反相高效液相色谱检测食品中黄色 2G、奶油黄和柑橘
红 2 含量，并用质谱定性。结果表明该方法专属性好，
重现性好，能有效的用于复杂基质的食品中黄色 2G、奶
油黄和柑橘红 2 的测定。

黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2 的结构式如下:
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1 试验条件
1． 1 仪器及条件

高效液相色谱仪( waters e2695 型) ，配备二极管阵
列检测器; 色谱柱: Ultimate C18 柱 ( 5μm，4． 6 mm ×
250 mm) ; 流速: 1． 0 ml /min; 柱温: 30℃ ; 检测波长:
350 nm、410 nm和 514 nm;进样量: 10 μl。固相萃取装
置( Suplco公司) 。
1． 2 试剂与材料

黄色 2G( 纯度 98% ) 、奶油黄( 纯度 98% ) 和柑橘红
2( 纯度 90% ) 均购自 Sigma公司，甲醇( 色谱纯) ，其他试
剂均为分析纯。层析用中性氧化铝 ( 100 目 ) : 用前于
105℃烘 2 h，取下置干燥器中冷至室温，装入玻璃瓶中
密闭放置 24 h。

固相萃取柱:取 5 ml 塑料注射器管，下端口塞入小
块脱脂棉，装入处理好的氧化铝约 3 cm高，压实，放置备
用。

标准储备溶液:准确称取黄色 2G、奶油黄和柑橘红
2 标准品 10． 0 mg，置于 100 ml容量瓶中，用少量甲醇溶
解，并用甲醇定容至刻度，混匀，该溶液浓度为
100 μg /ml。

标准系列:根据需要移取适量标准储备液，用甲醇
稀释 配 制 0． 50 mg /L、1． 00 mg /L、3． 00 mg /L、
5． 00 mg /L、7． 00 mg /L和 10． 0 mg /L系列标准溶液。
1． 3 实验方法

准确称取样品 2 g，加入 10 ml 正己烷，振荡 1 min，
以 4000 r /min离心 10 min，分离出上层清液，残渣加入
10 ml正己烷，重复提取一次，合并两次提取液，混匀，供
固相萃取净化。用 5 ml正己烷活化洗层析柱，用滴管将
上清液加入层析柱中，萃取过程中流动相速度稳定控制
在 5 ml /min ～ 8 ml /min。用 10ml正己烷淋洗洗层析柱，
待洗柱的流出液无色时，加入 5 甲醇，收集洗脱液，置于
50℃水浴中，氮气流下吹干。用 1 ml 甲醇溶解残渣，振
荡，经 0． 45 μm滤膜过滤，供液相色谱测定。
1． 4 测定

在本实验条件下，分别对标准系列和样液进样分
析。以待测物色谱峰的峰面积对其浓度绘制标准标准
曲线。以二极管阵列检测器的光谱图进行定性分析。

2 结果和讨论
2． 1 提取条件的选择
2． 1． 1 提取溶剂 根据有关资料介绍，黄色 2G 溶于乙
腈、丙酮、三氯甲烷、吡啶和热乙醇，微溶于水。奶油黄
溶于醇、醚、三氯甲烷、苯、石油醚和无机酸，不溶于水;
柑橘红 2 溶于甲醇、芳烃类溶剂，不溶于水。选择正己
烷、乙腈、甲醇为提取溶剂，结果表明，正己烷的提取效
果最佳。
2． 1． 2 净化方式的选择 液 －液分配、聚酰胺吸附法
和 SPE小柱净化是实验室常用的色素检测净化手段。
本实验采用聚酰胺粉吸附净化时，3 种色素损失严重。
HLB固相萃取柱适用于水溶性色素净化。我们试验用

自制氧化铝柱净化，回收率在 80% ～ 95%之间。
2． 2 色谱条件的选择
2． 2． 1 检测波长的选择 黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2
色谱峰的吸收波长分别为 350 nm、410 nm 和 514 nm。
故分别选择这三个波长为奶油黄、黄色 2G 和柑橘红 2
的检测波长。
2． 2． 2 流动相的选择 分别考察甲醇 －水、乙腈 －水、
甲醇 －乙酸铵溶液、乙腈 －乙酸铵溶液等流动相系统对
于待测物的色谱峰形的影响。结果表明，以甲醇 －水和
甲醇 － 0． 02 mol /L乙酸铵溶液流动相，两者没有明显区
别，以甲醇 －水更为简便。随着甲醇比例的增加，洗脱
能力逐渐增强，兼顾到合适的保留时间和良好的色谱峰
形，最终选择甲醇初始比例为 80%。20 min升至 100%，
2 min后恢复到 80%。

图 1 黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2 标准品色谱图

2． 2． 3 柱温的选择 对不同的柱温( 25℃ ～ 40℃ ) 进行
考察。结果表明，当柱温为 35℃时，待测物的保留时间
和色谱峰形最为理想。
2． 2． 4 色谱柱的选择 分别考察了 Kromasil C18 ( 5 μm，
250 mm × 4． 6 mm i． d． ) 、Sulpeco C18 ( 5 μm，250 mm ×
4． 6 mm i． d． ) 、Ultimate C18 ( 5 μm，250 mm × 4． 6 mm i．
d． ) 等不同色谱柱条件下待测物的色谱峰形。结果表
明，Ultimate C18 ( 5 μm，250 mm × 4． 6 mm i． d． ) 作为色谱
柱，色谱峰形最为尖锐。
2． 3 标准曲线及方法的定量限

根据本方法所确定的实验条件，取 0． 50 mg /L、
1． 00 mg /L、3． 00 mg /L、5． 00 mg /L、7． 00 mg /L 和
10． 0 mg /L系列标准溶液进样，以峰面积对浓度作图。
结果表明，待测物在 0． 50 mg /L ～ 10． 0 mg /L 范围内，线
性方程和线性相关系数见表 2。当样品中的待测物超过
此线性范围时，可适当加大样品的稀释倍数。按信噪比
为 3 计算方法的检出限，按信噪比为 10 计算方法的定量
限。

表 2 线性方程和线性相关系数

名称 线性方程
线性相关
系数( r)

检出限
( mg /kg)

定量限
( mg /kg)

黄色 2G Y = 4． 63e + 04 － 3． 74e + 03 0． 9996 1． 0 5． 0

奶油黄 Y =8． 08e + 04 － 6． 97e + 03 0． 9996 1． 0 5． 0

柑橘红 2 Y = 2． 58e + 04 － 2． 72e + 03 0． 9997 1． 0 5． 0

2． 4 方法的抗干扰能力
在 10． 0 μg /L待测物标准溶液中加入等量的苏丹红

Ⅰ、苏丹红、苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏丹红Ⅳ甲醇溶液，上
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机测定，发现苏丹红色素对黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2
测定不造成干扰，分离效果见图 2。

1． 黄色 2G，2．奶油黄，3．柑橘红 2 ，4．苏丹红Ⅰ，5．苏丹红，
6．苏丹红Ⅱ，7．苏丹红Ⅲ，8．苏丹红Ⅳ

图 2 待测 3 种色素与苏丹红色素分离色谱图
2． 5 方法回收试验

选用复杂基质的香肠和辣椒油为样品做回收率试
验，设置 3 个添加浓度，每个添加浓度进行 6 次试验。回
收率结果见表 3 和表 4。

表 3 香肠中黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2 回收率和精密度
试验结果( n =6)

样品名称
试样本底
( mg /kg)

添加水平
( mg /kg)

平均测定值
( mg /kg)

平均回收率
( % )

RSD
( % )

黄色 2G ND 1． 0 0． 803 80． 3 3． 95

2． 0 1． 698 84． 9 5． 75

5． 0 4． 515 90． 3 5． 09

奶油黄 ND 1． 0 0． 904 90． 4 2． 63

2． 0 1． 884 94． 2 1． 51

5． 0 4． 58 91． 6 3． 09

柑橘红 2 ND 1． 0 0． 945 94． 5 2． 76

2． 0 1． 792 89． 6 2． 69

5． 0 4． 515 90． 3 3． 92

注: ND代表未检出

表 4 辣椒油中黄色 2G、奶油黄和柑橘红 2 回收率和精密度
试验结果( n =6)

样品名称
试样本底
( mg /kg)

添加水平
( mg /kg)

平均测定值
( mg /kg)

平均回收率
( % )

RSD
( % )

黄色 2G ND 1． 0 0． 812 81． 2 5． 35

2． 0 1． 606 80． 3 4． 44

5． 0 4． 23 84． 6 4． 68

奶油黄 ND 1． 0 0． 935 93． 5 3． 45

2． 0 1． 916 95． 8 2． 17

5． 0 4． 51 90． 2 3． 52

柑橘红 2 ND 1． 0 0． 848 84． 8 4． 59

2． 0 1． 808 90． 4 4． 50

5． 0 4． 295 85． 9 5． 37

注: ND代表未检出

2． 6 质谱确认
电喷雾离子源 ( ESI) ; 扫描方式: 正离子扫描 /负离

子扫描; 检测方式: 多反应监测模式 ( MRM ) ; 气帘气:
15 L /min; GS1 雾化气: 60 L /min; GS2 辅助加热气:
70 L /min; CAD 碰撞气: Medium; 辅助加热气温度:
500℃ ;喷雾电压: 5000 V。黄色 2G 化合物采用负离子
模式，柑橘红 2 和奶油黄化合物采用正离。在分别获得
每个化合物的分子离子峰( 母离子) 后，进行二级质谱
( 子离子) 扫描，优化碰撞能量，从中选出两个丰度比较
高的子离子分别作为定性和定量离子，从而建立多反应
监测( MRM) 模式的质谱方法。各种色素的质谱分析参
数见表 5。

表 5 待测物标准物质的主要特征离子

待测物 Q1 Q3 去簇电压 DP 碰撞能量 CE

黄色 2G 257． 9 210． 9 /226． 9 － 80 － 31 / － 30

奶油黄 226． 1 77． 0 /120． 0 60 40

柑橘红 2 309． 2 138． 1 /153． 2 80 40 /38

3 结论
本文首次利用液相色谱检测食品中黄色 2G、奶油

黄和柑橘红 2 色素的含量，并确定了质谱法鉴定的条
件。实验表明，该方法具有简便、快捷、灵敏、准确、重现
性好等特点，满足实际检测工作的需要。
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尘肺病患者外周血中 SDC － 2 基因的表达变化
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［摘要］ 目的:测定尘肺病患者外周血中 SDC － 2 基因的表达水平，探讨检测该指标作为尘肺病相关生物标
志物的可行性。方法:分别用酶联免疫吸附试验( ELISA) 和实时定量 RT － PCR方法，对 77 例尘肺病患者和
162 例健康体检者外周血中 SDC － 2 基因的表达变化进行测定。结果: 尘肺病患者血清 SDC － 2 的浓度为
42． 37 ± 19． 32 pg /ml，健康对照组为 37． 08 ± 6． 24 pg /ml，两组之间的差异没有统计学意义( F = 3． 278，P =
0． 074) ;矽肺患者血清 SDC － 2 的浓度水平高于煤工尘肺患者，但两者未有统计学差异 ( F = 0． 803，P =
0． 377) ;不同影像分期尘肺病患者血清中 SDC － 2 的浓度水平差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ;尘肺病患者肺
功能损害程度与血清 SDC － 2 浓度没有相关性( r = － 0． 159，P = 0． 361) ; SDC － 2 基因转录水平的变化趋势
与其血清浓度的变化趋势基本一致。结论: SDC － 2 基因的表达变化作为尘肺病相关血液学生物标志物可
能是不可行的。
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［Abstract］ Objective: To detect the expression change of syndecan － 2 gene in peripheral blood from the patients
with pneumoconiosis，and explore the feasibility of the index as a potential biomarker of pneumoconiosis． Methods:
Human peripheral blood samples of 77 patients with pneumoconiosis and 162 healthy subjects were collected，and
the changes of SDC － 2 gene expression were measured by enzyme － linked immunosorbent assay ( ELISA) and real
－ time RT － PCR． Results: The SDC － 2 concentrations in serum of the patients with pneumoconiosis were higher
than those of the healthy subjects ( 42． 37 ± 19． 32 pg /ml vs． 37． 08 ± 6． 24 pg /ml) ，but the difference was not ob-
vious ( F = 3． 278，P = 0． 074) ． The serum SDC － 2 concentrations of patients with silicosis were higher than those
of coal workers with pneumoconiosis，but there was no statistical difference ( F = 0． 803，P = 0． 377 ) ． The serum
SDC － 2 concentrations had no significant difference among different stages of pneumoconiosis ( P ＞ 0． 05) ． The in-
creased SDC － 2 levels were not associated with the degree of respiratory impairment ( r = － 0． 159，P = 0． 361) ．
Change trend of SDC － 2 gene in transcription level was essentially consistent with the change in serum concentra-
tion． Conclusion: The expression change of SDC － 2 gene as a hematological biomarker of patients with pneumoco-
niosis was not feasible．
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多配体蛋白聚糖 － 2 ( Syndecan － 2，SDC － 2 ) 是一
种跨膜蛋白聚糖，属于硫酸乙酰肝素蛋白聚糖类( Hepa-
ran － sulfate proteoglycans，HSPG’s) 的多配体蛋白聚糖
家族成员，可通过跨膜蛋白或以脱落蛋白的形式结合多
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