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摘 要:目的: 建立固相萃取净化富集，分光光度法快速检测腐竹中禁用色素碱性橙的方法。方法: 样品经甲醇超声提

取，C18固相萃取柱萃取，以 20%甲醇溶液( V /V) 为清洗剂净化，80% 甲醇溶液( V /V) 为洗脱剂洗脱富集后，用分光光

度法进行测定。结果: 碱性橙在 2.0～10.0μg /mL 浓度范围呈现良好的线性关系，相关系数 R =0.9955; 在 2.0～8.0μg /mL
添加水平时回收率范围为 102.24%～84.15%，重复性实验平均回收率为 98.45%，相对标准偏差为 1.87% ( n = 5) 。结

论: 该法灵敏度高、重复性好，操作简便快速，结果准确，适用于腐竹中碱性橙的快速检测。
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碱性橙，俗名“王金黄”，化学名为 2，4－二胺基

偶氮苯。由苯胺重氮化后，与间苯二胺耦合而制得

( 分子式为 C12H12N4·HCl，分子量为 248.5，结构式见

图 1) ，为红褐色结晶性粉末或带绿色光泽的黑色块

状晶体，是一种偶氮类碱性染料，主要用于皮革制

品、纺织品及木制品的染色。美国卫生研究所化学

品健康与安全数据库资料表明: 摄取、吸入或皮肤接

触碱性橙可以导致急性和慢性中毒伤害。有确凿的

动物实验数据表明，碱性橙为致癌物质。根据我国

《食品添加剂使用卫生标准》( GB 2760 ) 及《食品卫

生法》等相关规定，被严禁作为食品添加剂使用
［1］。

由于碱性橙比其他水溶性染料如柠檬黄、日落黄等

更易于在豆腐以及海鱼上染色且不易褪色，因此一

些不法商贩用碱性橙对豆制品、黄鱼进行染色，使豆

皮和黄鱼的色泽光亮以次充好，以假冒真，欺骗消费

者，危害消费者的健康
［2－3］。目前，尚无检测食品中

碱性橙的国家标准，有不少关于食品中黄鱼、辣椒

粉、豆制品、红糖中检出碱性橙的报道
［4－8］，这些检测

方法多为液－液萃取、高效液相色谱或质谱检测，尚

未见运用固相萃取－分光光度法快速检测食品中碱

性橙的报道。固相萃取( Solid－Phase Extraction，简称

SPE) 是近年发展起来的一种样品预处理技术。它结

合了液－固萃取和柱液相色谱两种技术的优点，主要

用于样品的分离、纯化和富集，相对于传统的液液萃
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表 2 清洗剂的选择

清洗剂 10%甲醇 20%甲醇 30%甲醇 40%甲醇 50%甲醇 60%甲醇 70%甲醇 80%甲醇 90%甲醇 无水甲醇

洗脱率( % ) 0 0 0 0.23 0.46 44.65 39.41 0.23 1.14 0.91

取而言此法更能提高分析物的回收率，更有效地将

分析物与干扰组分分离，减少样品预处理步骤，操作

简单、快速，已广泛地应用于医药、食品、环境、商检、
化工等领域

［9－13］。本文提出采用固相萃取技术对样

品进行萃取净化处理，用分光光度法快速检测腐竹

样品中痕量碱性橙的方法，为食品安全检测提供可

借鉴的方法。

图 1 碱性橙结构式

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

碱性橙 分析纯，上海晶纯试剂有限公司; 甲

醇、乙醇、乙酸乙酯 分析纯，汕头市西珑化工股份

有限公司; 乙腈 色谱纯，美国飞试公司; 腐竹 市

售品。
UV－9100 型紫外可见分光光度计 北京瑞利分

析仪器公司; SIPORE SPE－C18 固相萃取柱 ( 500mg /
6mL) 大连思谱精工有限公司; KQ－100DE 型超声

波清洗器 昆山市超声仪器有限公司; BS110S 型电

子天平 北京赛多利斯仪器有限公司; 800 型离心机

上海手术器械厂。
1.2 实验方法

1.2.1 对照品贮备液的配制 精密称取碱性橙对照

品 0.2000g 置于 100mL 容量瓶中，加入无水乙醇适量，

超声使溶解，放冷并稀释至刻度，得浓度为 2mg /mL 的

溶液; 精密量取该溶液 10mL 置于 100mL 容量瓶中，

用 50%乙醇稀释至刻度，得浓度为 200μg /mL 的对

照品贮备液。
1.2.2 碱性橙标准曲线的建立 取 10μg /mL 碱性橙

乙醇溶液在 200～700nm 进行波长扫描，最大吸收波

长为 446nm。
分别精密量取橙性碱对照品贮备液适量，置于

100mL 容量瓶中，用蒸馏水稀释至刻度，配制成浓度

分别为 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0μg /mL 的碱性橙溶液。
以 水 为 参 比，在 446nm 处 测 定 吸 光 度，以 浓 度

C( μg /mL) 为横坐标，吸光度 ( A) 为纵坐标，绘制标

准曲 线，得 回 归 方 程: A = 0.0808C，相 关 系 数 R
=0.9955。
1.2.3 样品溶液的制备 取腐竹样品，研成细粉，精

密称取 2g 置于 100mL 容量瓶中，加入 40mL 甲醇，超

声处理 30min，用甲醇定容。精密量取该溶液 10mL
置于 100mL 容量瓶中，加 50% 甲醇稀释至刻度。再

分别精密量取此液适量置于 100mL 容量瓶中，用水

稀释至刻度，可配制成相应浓度的样品溶液，备用。
1.2.4 试样的处理 将固相萃取柱用 5mL 甲醇活化

( 5mL ×2) ，5mL 水平衡后( 5mL × 2 ) ，将样品溶液注

入固相萃取柱，分别用 20% 的甲醇水溶液( V /V) 清

洗( 5mL × 3 ) ，80% 的甲醇水溶液( V /V) 洗脱 ( 5mL

×4) ，收集洗脱液，加水定容至 20mL，备用。

2 结果与讨论

2.1 固相萃取条件的选择

2.1.1 洗脱剂的选择 将固相萃取柱用甲醇活化

( 5mL × 2 ) ，用 水 平 衡 ( 5mL × 2 ) 。精 密 量 取

10.0μg /mL的碱性橙对照品溶液 5mL，分别注入 3 支

固相萃取柱中进行吸附后，分别用无水乙醇、乙腈、
甲醇洗脱( 5.00mL × 2 次) ，分别收集洗脱液并用水

定容至 10mL，按 1.2.2 方法分别测定吸光度，计算浓

度和洗脱率，结果见表 1。实验结果表明，三种洗脱

剂中甲醇的洗脱能力最强，故选甲醇做洗脱剂。
表 1 洗脱剂种类的选择

洗脱剂 无水乙醇 乙腈 甲醇

洗脱率( % ) 85.00 77.51 88.22
2.1.2 清洗剂浓度及清洗次数的选择 以碱性橙溶

液作为上样液，选择适当的溶剂作清洗液，以达到除

去实际样品腐竹中的干扰物，而又不使目标化合物

碱性橙被洗脱的目的。将 C18固相萃取柱用甲醇活化

( 5mL × 2 ) ，用 水 平 衡 ( 5mL × 2 ) 。精 密 量 取

10.0μg /mL碱性橙对照品溶液 5mL 注入固相萃取柱，

萃取两次，收集萃取后的滤液。再依次用 5mL 10%～
90% 甲醇水溶液 ( V /V) 和甲醇连续清洗，分别收集

各清洗液，加水稀释至 10mL。按 1.2.2 方法分别测定

吸光度，计算浓度和洗脱率，结果见表 2。
实验结果表明，清洗至第四次时甲醇水溶液的

浓度为 40%，此时目标物碱性橙已开始被洗下，因此

清洗剂中甲醇的浓度应小于 40%。采用 20%甲醇作

清洗剂清洗三次时，总回收率为 0，证明碱性橙不受

清洗过程的影响，依然可保留在萃取柱中。
2.1.3 洗脱剂浓度及洗脱次数的选择 由表 2 可看

出，洗脱剂为 60%甲醇时已有 44.65% 的碱性橙被洗

脱，为此，以 60%甲醇和 80%甲醇为洗脱剂做对比实

验，以确定洗脱剂浓度和洗脱次数。
将 C18固相萃取柱用甲醇活化( 5mL ×2) ，用水平

衡( 5mL × 2 ) 。分别精密量取 10.0μg /mL 碱性橙溶

液 5mL 注入固相萃取柱，萃取两次，收集滤液。分别

用 20%甲醇清洗( 5.00mL × 3 次) ，收集各次清洗液。
一支萃取柱用 80% 甲醇洗脱 ( 5.00mL × 5 次) ，另一

支萃取柱用 60%甲醇洗脱( 5mL ×5 次) ，收集各次洗

脱液，分别加蒸馏水稀释至 10mL，按 1.2.2 方法分别

测定吸光度，计算浓度和洗脱率，结果见表 3。
表 3 60%甲醇和 80%甲醇溶液的洗脱效率

柱 1 柱 2

次数
回收率
( % )

总回收率
( % )

次数
回收率
( % )

总回收率
( % )

60%
甲醇

洗脱

1 8.95
2 34.68
3 25.95
4 10.51
5 4.25

84.34
80%
甲醇

洗脱

1 84.12
2 4.25
3 0.89
4 0.45
5 0.45

90.16
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表 4 固相萃取程序验证

萃取程序 提取液 萃取后滤液 20% 甲醇清洗液 80% 甲醇洗脱液 乙酸乙酯洗脱液

吸光度 0.031 0.001 0.001 0.001 0.027

表 5 加标回收实验结果

加标量( μg /mL)
2 4 6 8

对照液 加标液 对照液 加标液 对照液 加标液 对照液 加标液

回收率( % ) ( 20%甲醇清洗) 0 0 0 0 0 0 0 0
回收率( % ) ( 80%甲醇洗脱) 100.00 98.98 101.74 102.24 89.93 90.36 86.97 84.15

表 7 固相萃取柱使用寿命实验结果

使用次数 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
回收率( % ) 100.00 100.00 100.65 101.31 100.65 101.97 100.65 100.00 101.96 99.35

由 表 3 结 果 可 以 看 出，在 碱 性 橙 浓 度 高 达

10.0μg /mL 的情况下，60% 甲醇和 80% 甲醇为洗脱

剂的总回收率分别为 84.34% 和 90.16%。而 80% 甲

醇在进行第一次洗脱时已将 84.12% 的目标化合物

洗脱，洗脱至第四次时回收率已达 89.71%，其洗脱

效率明显优于 60%甲醇。
因此可确定固相萃取条件为: 以 20% 的甲醇溶

液作为清洗剂，清洗三次; 以 80% 的甲醇溶液作为洗

脱剂，洗脱四次。
2.2 加标回收实验

取已粉碎的腐竹样品 2g，精密称定，置于锥形瓶

中，精密加入 40mL 甲醇，摇匀，超声处理 30min，以

1000r /min 离心 20min，取上清液作为提取液备用。
取提取液 5mL 注入固相萃取柱中，分别收集萃取后

的滤液、清洗液、洗脱液，并用乙酸乙酯继续洗脱并

收集洗脱液，分别在 446nm 下测定吸光度，结果见

表 4。
实验结果表明，腐竹提取液中所含的基质组分

绝大部分被保留在萃取柱中，在甲醇溶液的清洗、洗
脱程序中不受影响，而继续用弱极性溶剂乙酸乙酯

可将这些杂质组分除去。证明在清洗、洗脱过程中，

可将基质组分与目标物碱性橙分离，而不影响碱性

橙的测定，从而验证了萃取程序的可行性。
取碱性橙对照品 0.2g 和腐竹样品粉未 1.0g，精

密称定，置于容量瓶中，按 1.2.3 方法制备成含碱性

橙浓度 分 别 为 2.0、4.0、6.0、8.0μg /mL 的 加 标 样 品

溶液。
取八支固相萃取柱，精密量取上述加标样品溶

液及相同浓度的碱性橙对照品溶液各 5mL，分别注

入萃取柱，按 1.2.4 方法进行试样处理，按 1.2.2 方法

分别测定吸光度，计算浓度和回收率，结果见表 5。
由表 5 可知，在碱性橙浓度相同的情况下，碱性

橙对照品溶液和加标样品液所得到的回收率很相

近。说明加标溶液中的腐竹中强极性物质会在上样

过程中随滤液流出柱子; 而弱极性强保留成分不受

洗脱步骤的影响未被洗下，不会干扰目标物碱性橙

的测定，因此进一步验证了本文固相萃取分离，富集

法的可行性。由表中还可看出，随着上样浓度的增

大，碱性橙的回收率降低，说明可能存在柱超载。故

上样浓度在 2～6μg /mL 之间较为适宜，以确保洗脱

完全。
2.3 精密度实验

精密量取 4.0μg /mL 碱性橙对照品溶液 5mL，注

入固相萃取柱，按 1.2.4 进行实验，平行测定五次，回

收率分别为 100.00%、100.60%、100.60%、100.00%、
100.60%，平均回收率为 100.36%，RSD 为 0.33%，表

明该方法精密度良好。

2.4 重复性实验

取碱性橙对照品 0.2g 和腐竹样品 2g，精密称定，

置于 100mL 容量瓶中，按 2.2 方法制备 5 份含碱性橙

4μg /mL 的加标样品溶液，分别对洗脱液进行测定，

结果见表 6。
表 6 重复性实验结果

实验次数 1 2 3 4 5
加入值( μg /mL) 4.00 3.99 4.00 4.01 4.01
测定值( μg /mL) 3.97 4.01 3.98 3.86 3.88

回收率( % ) 99.25 100.50 99.50 96.26 96.76
由表 6 结果可知，重复性实验的平均回收率为

98.45%，RSD 为 1.87%，表明该方法的重复性良好。
同时，在重复性实验中发现，在碱性橙浓度较低

情况下，清洗 1 次、洗脱 2 次即可将目标物与基质分

离和富集。

2.5 固相萃取柱使用寿命实验

用一支固相萃取柱，取加标水平为 4μg /mL 的样

品溶液 5mL，按 1.2.4 进行试样处理，按 1.2.2 测定吸

光度。对一支固相萃取柱进行多次重复实验 ( 固相

萃取柱可用 9∶1 的甲醇 /冰醋酸( V /V) 再生) ，计算各

次的回收率，结果见表 7。
实验结果表明，在加标水平 4μg /mL 的情况下，

固相 萃 取 柱 重 复 使 用 10 次，回 收 率 在 99.35%～
101.97%之间，变化很小，均接近 100%。因此，可以

判定 SIPORE SPE－C18 固相萃取柱 ( 500mg /6mL) 至

少可以重复使用十次。

2.6 实际样品测定

取市售腐竹样品 2g，精密称定，按 1.2.3 方法制

备样品溶液，按 1.2.4 方法进行试样的处理，收集洗脱

液，按 1.2.2 方法测定吸光度，实验结果见表 8。
由表 8 可知，所测定的腐竹样品中没有发现目

标化合物碱性橙。虽然未找到阳性样品，但所建立

的固相萃取条件能将目标化合物与杂质分离，本文

研究的分离检测方法具有可行性。

3 结论

3.1 本文建立了固相萃取净化、分离、富集，可见分
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表 8 样品测定结果

腐竹来源
清洗次数及相应的 ABS 值 洗脱次数及相应的 ABS 值

1 2 3 1 2 3 4
民大菜市 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

利克隆超市 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
西乡塘市场① 0.001 0.000 0.001 0.002 0.001 0.000 0.001
西乡塘市场② 0.000 0.001 0.001 0.001 0.000 0.000 0.000

西大菜市 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001

光光度法快速检测食品禁用色素碱性橙的方法，该

方法灵敏度高，精密度和重复性好，结果准确。
3.2 对 C18固相萃取柱进行了使用寿命测试，回收率

均接近 100%，表明此 C18 固相萃取柱经再生处理后

至少可以重复使用十次。
3.3 在固相萃取条件的选择中，当碱性橙浓度在

2～8μg /mL范围内，以 20%甲醇水溶液作清洗剂清洗

三次净化，以 80%的甲醇水溶液作洗脱剂洗脱四次富

集，回收率在 84.15%～102.24%。在浓度为 4μg /mL 的

加标水平下，重复性实验的平均回收率为 98.45%，

相对标准偏差为 1.87% ( n = 5) ，结果良好。
3.4 为保证检测结果的准确性，避免出现柱超载现

象的发生，实验中碱性橙上样浓度应小于 6μg /mL。
3.5 虽然在所购卖的腐竹样品中未发现含碱性橙的

阳性样品，但本文所建立的方法依然可作为快速检

测腐竹中碱性橙的依据。
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