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超高效液相色谱-串联三重四极杆质谱法快速 

测定热带水果饮料中的胭脂虫红 

刘超烽 1,2, 林志藩 1,2, 周玉玲 1,2* 

[1. 海南省食品检验检测中心, 海口  570314; 2. 国家市场监管重点实验室(热带果蔬质量与安全), 海口  570314] 

摘  要: 目的  基于超高效液相色谱-串联三重四极杆质谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, UPLC-MS/MS)建立测定热带水果饮料中胭脂虫红(以胭脂红酸计)的分析方法。方法  样品

经盐酸超声提取、乙腈稀释、过膜净化, C18 色谱柱分离, 以乙腈和 0.3%甲酸溶液为流动相, 梯度洗脱分离, 采

用串联三重四极杆质谱法对胭脂红酸进行检测和定量分析。结果  在 5~500 ng/mL 质量浓度范围内, 线性关

系良好, 相关系数在 0.999 以上, 方法测定低限为 50 μg/kg, 检出限为 10 μg/kg; 火龙果、百香果、西瓜、莲雾、

椰子 饮料样品在低 (1 mg/kg)、中 (5 mg/kg)、高 (25 mg/kg) 3 个浓度加标回 收率实验的回 收率范围 为

82.20%~104.11%, 相对标准偏差为 1.47%~2.43% (n=6)。结论  该方法分析速度快、准确度高、重复性好, 适

用于多种热带水果饮料中胭脂虫红含量的检测。 
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Rapid determination of carmine cochineal in tropical fruit drinks by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LIU Chao-Feng1,2, LIN Zhi-Fan1,2, ZHOU Yu-Ling1,2* 

(1. Hainan Institute for Food Control, Haikou 570314, China; 2. Key Laboratory of Tropical Fruits and  
Vegetables Quality and Safety for State Market Regulation, Haikou 570314, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid determination of carmine cochineal (calculated by 

carminic acid) in tropical fruit drinks by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(UPLC-MS/MS). Methods  After extracted by hydrochloric acid with ultrasound, purified by acetonitrile, and 

separated with membranes, the samples were separated on a C18 column, using acetonitrile and 0.3% formic acid 

solution as the mobile phase, and detected by triple quadrupole mass spectrometry after gradient elution separation. 

Results  Within the mass concentration range of 5–500 ng/mL, the linear relationship was good and the correlation 

coefficients were all above 0.999. The limit of quantitation were 50 μg/kg, the limit of detection were 10 μg/kg, the 

recoveries of dragon fruit, passion fruit, watermelon, lotus mist, coconut drink samples at low (1 mg/kg), medium 

(5 mg/kg) and high (25 mg/kg) ranged from 82.20% to 104.11%, and the relative standard deviations were 1.47% to 

2.43% (n=6). Conclusion  This method is suitable for the rapid determination of carmine cochineal in various tropical 
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fruit drinks during to the advantages including fast analysis speed, high accuracy and good repeatability. 

KEY WORDS: carmine cochineal; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; tropical 

fruit; drinks 
 
 

0  引  言 

胭脂虫红是一种源自南美洲的古老天然染料, 以胭

脂虫雌成虫干体(Dactylopius coccus Costa)为原料制得, 活

性成分为胭脂红酸(图 1)。胭脂虫红具有强烈的色泽度、优

异的色牢度、极强的稳定性和抗氧化性能, 因此, 其在纺

织、食品、化妆品、医药等领域均有广泛的应用[1‒4]。 
 

 
 

图 1  胭脂红酸结构图 

Fig.1  Structure of carminic acid 
 

GB 2760—2014《食品安全国家标准 食品添加剂使用

标准》规定了胭脂虫红(以胭脂红酸计)用于乳制品、饮料、

熟肉制品、果酱、果冻、配制酒、复核调味料等食品中的

使用规范, 其中, 饮料类的最大使用量为 0.6 g/kg。在国际

环境中, 对胭脂虫红在食品中的使用要求各异: 俄罗斯禁

止添加使用; 日本禁止在鲜肉中添加使用; 美国允许在规

定的范围中使用。各国的标准限量可能较少出于安全性考

量, 因为在长期的使用和研究过程中, 胭脂虫红被证明是

一种极具安全性的天然染料[5‒6], 仅存在少许的急性过敏

病例见诸报道[7‒8]。但不法商贩违规使用胭脂虫红掩盖食品

本身的色泽及品质, 使消费者无法分辨产品的好坏, 最终

破坏市场秩序, 由此可见, 胭脂虫红在食品中的限量要求

可能更多出于市场监管的考量。目前, 食品中的胭脂虫红

在饮料中仅存在限值标准, 但并未出台相关的检验检测标

准, 这使得对于胭脂虫红的实际使用情况出现监管真空。

即便不法商贩超限量使用胭脂虫红, 监管部门也难以及时

获得精确有效的检验结果作为执法依据。 

热带水果的全产业链培育是海南省热带特色高效农业

近年的重点计划, 以火龙果为例, 鲜食火龙果为其主产业, 

火龙果饮料则是其重点衍生产业之一, 其他衍生产业包括

火龙果果酱､火龙果酵素､火龙果醋､火龙果酒､火龙果籽油､

火龙果凝胶汁面膜等。染料添加情况的监测是市场监管必不

可少的环节, 而胭脂虫红作为常见的天然染料之一, 亦是监

管重点。但目前专门以热带水果饮料作为基质的胭脂虫红检

测方法并未见于报道。因此, 建立一种针对热带水果饮料基

质的胭脂虫红检测方法对于监管的实施重要的意义。 

GB 1886.315—2021《食品安全国家标准 食品添加剂 

胭脂虫红及其铝色淀》在附录 A 中提供了胭脂虫红的相应

检验方法, 但此方法是针对作为食品添加剂的胭脂虫红及

其铝色淀本身的定性定量方法, 无法对复杂的食品基质中

胭脂虫红的含量进行测定。而近期报道的食品中胭脂虫红

检测的检验方法主要有高效液相色谱-紫外/二极管阵列检

测法[9‒16]、化学荧光法[17]、高效液相色谱-质谱法[18]、电泳

法[19]、分光光度法结合建模方案[20]、结合纳米材料、微芯

片、新型传感器等多种电化学方法[21‒26]。上述方法可分为

光学法、电化学法及质谱法 3 类, 其中, 紫外/二极管阵列、

化学荧光法及分光光度法等光学法的选择性较差, 因热带

水果饮料基质本身含有色素, 检测结果的准确性易受到干

扰; 电化学法中常需要使用自制的耗材, 包括纳米材料、微

芯片及新型传感器, 此类自制耗材均为实验室产品, 难以大

规模应用, 与目前迫切的监管需求不符。相较于光学法和电

化学法, 质谱法兼具高选择性及普适性, 更符合监管需求。 

胭脂虫红具有稳定的物理化学性质, 微溶于热水, 在

酸性溶液中溶解良好[1‒4]。因而, 目前主流的前处理方法是

采取高温酸解将胭脂虫红从基质中提取出来, 并结合固相

萃取法进行净化, 其中高温酸解常采用浓盐酸煮沸的方案, 

沸水容易造成溶液飞溅, 存在潜在的操作危险并可能导致

检测结果偏差[13‒16]。在净化步骤, 固相萃取法操作简便、

净化效率高, 但采用的固相萃取小柱一般为进口产品, 价

格高昂, 采用此类净化方案通常会增加检测成本。相较于

高温酸解方法 , 超声酸解避免了高温可能导致的负面影

响; 相较于固相萃取的净化过程 , 采取高倍乙腈稀释净

化的方案可以降低耗材成本 , 减少检测耗时。综上 , 本

研究基于胭脂虫红的物理化学性质及样品基质的特性 , 

拟采用超声酸解提取法作为前处理方法, 基于超高效液

相色谱 -串联三重四极杆质谱法(ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)
建立一种快速测定热带水果饮料中胭脂虫红含量的分析方

法, 为热带水果饮料中胭脂虫红的监管提供技术和方法支

持, 为海南热带果蔬安全监管提供方法参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

热带水果饮料购于当地小贩, 由椰子、莲雾、百香果、火

龙果、西瓜 5 种海南本地常见热带水果为主要材料分别制得。 
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甲酸(色谱纯, 美国 Waters 公司); 甲醇(质谱纯)、乙

腈(色谱纯)(德国默克公司); 胭脂红酸(1000 μg/mL)、胭脂

红酸(纯度≥98%)标准物质(德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公

司); 盐酸(优级纯, 广州化学试剂厂); 0.22 μm 聚四氟乙烯

(polytetrafluoroethylene, PTFE)滤膜、0.22 μm 尼龙[nylon, 

化学名为聚酰胺(polyamide, PA)]滤膜、0.22 μm 聚醚砜 

(polyethersulfone, PES)滤膜(上海安谱实验科技股份有限公

司); 实验用水为超纯水, 取自 Milli-Q 超纯水机。 

1.2  仪器与设备 

XS204 万分之一电子分析天平(瑞士 Mettler Toledo 公

司 ); Multi ReaX 涡旋 振荡器 (德 国 HEIDOLPH 公司 ); 

SHZ-C 恒温振荡水浴锅 (上海龙跃仪器设备有限公司); 

SK7200B 35kHz 超声波清洗器(上海科导超声仪器有限公

司); 5804R 冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司); Xcelvap 氮吹

仪 /全自动平行浓缩仪 (美国 Horizon 公司 ); ACQUITY 

UPLC I-Class Plus/Xevo TQ-XS 超高效液相色谱-三重四极

杆质谱联用仪、Waters ACQUITY- UPLC®BEH C18 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)(美国 Waters 公司); Milli-Q 

IQ7000 超纯水机(德国 Merck 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  胭脂红酸标准溶液的配制 

准确量取适量胭脂红酸标准品溶液, 用初始流动相或

空白样品提取液稀释成 0.005、0.010、0.020、0.050、0.100、

0.200、0.500 μg/mL 的胭脂红酸标准工作液, 供 UPLC- 

MS/MS 测定, 标准工作曲线溶液在使用前进行配制。 

1.3.2  样品前处理 

称取(1 g±0.01 g)试样于 50 mL 具塞离心管中, 准确加

入 20 mL 0.2 mol/L 盐酸溶液, 涡旋混合 2 min, 混匀后超

声波提取 30 min, 将样品混合物在 4℃以 10000 r/min 离心

10 min, 取上清液 2 mL 转移至 50 mL 容量瓶中, 加乙腈

稀释至刻度线。取 5 mL 定容后的样液, 40℃水浴氮气吹

干, 加入 1 mL 90%乙腈+10%水溶液, 涡旋溶解残留物, 

经 0.2 μm PTFE 微孔滤膜过滤, 供 UPLC-MS/MS 测定。 

1.3.3  液相条件 

色谱柱型号: Waters ACQUITY-UPLC®BEH C18; 色

谱柱温度: 35.0℃; 流动相组成: A 为 0.3%甲酸溶液, B 为乙

腈, 洗脱程序见表 1。 
 

表 1  参考洗脱程序 
Table 1  Reference elution procedure 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

起始 90 10 

0.1 90 10 

1.0 5 95 

3.0 5 95 

4.0 90 10 

5.0 90 10 

1.3.4  质谱条件 

电 离 模 式 采 取 电 喷 雾 离 子 源 正 离 子 (electrospray 

ionization, ESI+)模式, 并通过多反应监测(multiple reaction 

monitoring, MRM)进行质谱数据的扫描与采集, 考虑到胭

脂红酸的稳定性较高, 采取 500℃的常用离子源温度, 并

采取配套的 550℃作为脱溶剂的温度, 脱溶剂期间以氮气

作为保护气, 同时, 经过调试, 获取的最佳毛细管电压为

3.5 kV, 胭脂虫红选择反应监测的母离子、子离子、锥孔电

压和碰撞能量则见表 2, 碰撞室中的保护气为氩气。 

 
表 2  胭脂红酸选择反应监测母离子、子离子、锥 

孔电压和碰撞能量 
Table 2  Parent ion, daughter ion, cone voltage and collision 

energy of carminic acid selective reaction monitoring 

化合物 
母离子
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

锥孔电压/V 碰撞能量/eV

胭脂红酸 493 
493>355* 20 25 

493>373 20 15 

注: *为定量离子。 

 
1.3.5  计算公式 

试样中胭脂红酸含量的计算按公式(1)计算:   𝑋=𝑐×𝑉×𝐷×1000𝑚×1000×1000    (1) 
式中: X 为试样中胭脂红酸的含量(mg/kg); c 为试样制备液

中测得的胭脂红酸质量浓度(ng/mL); D 为稀释倍数, 本实

验中稀释倍数为 100 倍; V 为最终定容体积(mL); m 为试样

质量(g); 1000 为换算系数。计算结果保留 3 位有效数字。 

1.4  数据处理 

采用 MassLynx V4.2.lnk 软件对液质采集的原始数据

进行处理, 获取上机浓度、标准工作曲线等数据, 而后使

用 WPS 2021 软件对数据进行分析, 获取回收率、相对标

准偏差等结果。 

2  结果与分析 

2.1  样品前处理条件的优化 

2.1.1  提取方法的选择 

胭脂虫红的葡萄糖链为耐酸水解结构, 因此以往的提

取条件多为使用高浓度盐酸在高温条件(100℃水浴)下提

取[1‒2,9‒14], 本研究分别对超声辅助盐酸酸解提取与高温盐

酸酸解提取进行考察, 在盐酸浓度分别为 0.2、0.5、2.0 mol/L

的条件下, 对低(1 mg/kg)、中(5 mg/kg)、高(25 mg/kg) 3 种

添加浓度的样品进行超声及高温水浴各提取 30 min。经上

机测定, 以胭脂红酸的定量离子相应峰面积为参考数据指

标, 分析对比提取结果(图 2)。结果表明, 在超声辅助的条

件下, 低浓度(0.2 mol/L)盐酸即可获得较好的提取效果(相

对回收率>90%)。相较于常见的高温浓盐酸酸解, 超声辅助

低浓度盐酸酸解具有以下优点: 避免高浓度盐酸高温煮沸
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时可能导致的飞溅、爆炸风险, 实验过程安全性更高; 降

低易制毒、腐蚀性危险化学品盐酸的使用量, 实验过程更

加绿色、环保; 超声波辅助提取利用超声波独特的机械效

应、空化效应和热效应[27‒29], 可以使得植物细胞组织破壁

或变形, 使得目标成分提取更充分, 在中药有效成分提取

中已被广泛使用, 在本研究中, 这些效应可能是超声波辅

助提取在低浓度盐酸的条件下, 即可完成有效样品提取的

原因。综上, 本研究最终采用超声辅助低浓度盐酸酸解的

提取方案。 

 

 
 

图 2  高温振荡提取与超声辅助提取在各浓度盐酸条件下对椰子

基质中胭脂红酸的提取结果比较(n=6) 

Fig.2  Comparison of extraction results of cochineal acid in coconut 
matrix by high-temperature oscillation extraction and ultrasonic-assisted 

extraction under different concentrations of hydrochloric acid (n=6) 

 
2.1.2  针式滤膜的选择 

目前, UPLC-MS/MS 通常会在样液上机前使用微孔滤

膜进行过滤, 以防止大粒径杂质堵塞色谱柱及污染液质系

统。微孔滤膜的代表性材质有: 尼龙、PTFE 和 PES 等。

本研究分别使用 3 种滤膜(规格均为 0.22 μm)对胭脂红酸

标 准 工 作 液 (10 μg/mL) 进 行 过 滤 , 而 后 将 滤 液 进 行

UPLC-MS/MS 检测(n=6), 最终计算获得胭脂红酸在 3 种滤

膜中的通过率, 其中, 尼龙滤膜的通过率为 67.6%, PES 滤

膜的通过率为 85.4%, PTFE 滤膜的通过滤为 96.3%。由此

可见, 3 种材质的滤膜均对胭脂红酸具有吸附作用, 其中尼

龙滤膜吸附效应最严重, PTFE 滤膜吸附作用最小。其中, 尼

龙材质在结构上是一类分子主链上含有重复酰胺基团

(-NHCO-)的高聚化合物, 由于其中含有具有强极性的酰胺

基团, 易于含 F、O 和 N 的物质形成氢键, 亲水性良好[30‒31]。

而胭脂红酸含有羧基(-COOH)和大量羟基(-OH)结构, 容

易与尼龙上的酰胺基团因相互作用力而结合, 从而导致严

重的吸附作用。而 PTFE 材质在结构上与聚乙烯(polyethylene, 

PE)类似, 但 PE 中的氢原子完全被氟原子取代, 整体结构为

无支链的长链状, 由于 C-F 键具有强键能, 因而其具有优异

的化学稳定性, 并表现出明显的化学惰性[32], 同时, 由于

C-F 键结构高度对称, PTFE 有着较强的疏水性。由于这些

性质, PTFE 材质的滤膜对含羧基的胭脂红酸的吸附明显较

少, 具体表现为优秀的目标化合物通过率。PES 分子结构

中主要由砜基、醚基和次苯基组成, 既无强极性基团, 也

无强疏水性及化学惰性, 因此其对于胭脂红酸的亲和性

介于尼龙材质与 PTFE 材质之间, 胭脂红酸通过率一般。

综合以上结果与分析, 本研究最终选择采用 PTFE 材质的

滤膜。 

2.2  热带水果饮料的基质效应 

在 UPLC-MS/MS 分析中, 目标分析物的响应峰面积

除了与其本身浓度高低直接相关外, 还受到样液中其他组

分的影响, 这些其他组分对于目标化合物响应的影响被统

称为基质效应。其中, 基质效应分为增强效应和抑制效应。

本研究考察了胭脂红酸在 5 种热带水果饮料中的基质效应, 

其中评价指标为空白基质提取液配制的工作溶液所制标准

工作曲线和初始流动相配制的工作溶液所制标准工作曲线

之间的斜率比, 若比值等于 1, 表明无基质效应, 若比值大

于 1, 则表明基质存在增强效应, 而当比值小于 1, 则表明

基质存在抑制效应, 当比值处于 0.8~1.2 之间时为弱基质

效应, 当比值小于 0.5 或大于 1.5 时为强基质效应, 当比值

处于两者之间时为中等基质效应。由表 3 可知, 5 种热带水

果饮料基质的基质效应分别为: 火龙果(0.95)、莲雾(0.93)、

西瓜(0.93)、百香果(0.97)、椰子(0.95), 表明基质存在较弱

的抑制效应。故本研究的各类样品均可选择流动相配制的

工作溶液所制标准工作曲线进行定量计算。 

2.3  方法学验证 

2.3.1  线性关系及范围 

以 初 始 流 动 相 配 制 成 的 胭 脂 红 酸 标 准 工 作 溶 液

(5~500 ng/mL)进行测定, 并绘制标准工作曲线, 其中横坐

标为质量浓度(X, ng/mL), 纵坐标为胭脂红酸定量离子的

响应峰面积 Y 绘制标准曲线, 曲线方程为 Y=1425.69X+ 

1019.91 (r2=0.9999)。同样, 对胭脂红酸以空白基质提取液

配制的标准工作溶液进行同样操作, 可获得空白基质标准

工作曲线, 结果见表 3。综合分析可知, 在一定质量浓度范

围内(5~500 ng/mL), 胭脂红酸在初始流动相及空白基质中

的线性关系均十分良好, 其中相关系数均可达到 0.999 以

上 , 因此以线性方程对样品中的胭脂红酸进行定量是准

确、可靠的。 

2.3.2  检出限和测定低限 

GB 27404—2008《试验室质量控制规范食品理化检

测》附录 F 对方法测定低限提出了相关的要求, 本方法根

据该标准方法并结合国家标准对胭脂红酸限值的要求, 进

行上机测试后计算得到本方法的测定低限为 50 μg/kg, 经计

算验证, 该方法符合国家标准要求, 适用于热带水果饮料中
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胭脂虫红的检测。按照信号峰 3 倍信噪比(S/N=3)的原则, 经

梯度稀释得出检出限为 10 μg/kg, 均远低于 GB 2760—2014

的限值范围。 

 
表 3  胭脂红酸空白基质标准工作曲线方程 

Table 3  Standard working curve equation of carminic acid in 
blank matrix 

基质种类 线性方程 相关系数(r2) 

火龙果 Y=1350.03X+2758.79 0.9995 

百香果 Y=1320.99X+1970.61 0.9993 

西瓜 Y=1331.49X+2169.63 0.9993 

莲雾 Y=1375.91X+2059.11 0.9991 

椰子 Y=1350.82X+2181.60 0.9997 

 
2.3.3  加标回收率及精密度 

本方法灵敏度较高, 测定低限为 50 μg/kg, 但考虑到

胭脂虫红的国家标准限值和实际使用情况往往偏高, 本方

法设置了以下 3 个加标浓度, 分别为 1、5、25 mg/kg, 通

过于火龙果、百香果、西瓜、莲雾、椰子饮料空白基质样

品中加入适量的胭脂红酸标准溶液, 即可获得相应的加

标样品。结果显示, 5 种热带水果饮料基质的综合回收率

范 围 为 82.20%~104.11% (n=6), 相 对 标 准 偏 差 范 围 为

1.47%~2.43% (n=6), 由此可知, 本方法具有良好的回收率

以及精密度, 是一个能够满足预设需求的检验方法。 

2.4  实际样品测试 

GB 2760—2014《食品安全国家标准食品添加剂使用

标准》中规定了饮料中胭脂虫红作为染色剂的使用范围和

最大使用量, 本研究在热带水饮料样品上选择了火龙果、百

香果、西瓜、莲雾、椰子 5 种具有代表性的样品, 并以本研

究方法为标准进行了定量定性检测, 结果显示, 随机采购的

热带水果饮料样品中均未检出胭脂虫红的有效成分。 

3  讨论与结论 

本研究基于 UPLC-MS/MS 建立了一种热带水果饮料

中胭脂虫红天然染料的快速检测方法, 针对热带水果饮料

中的胭脂虫红, 仅需 5 min 内即可完成上机检测, 方法回

收率为 82.20%~104.11%, 相对标准偏差为 1.47%~2.43%, 

检出限 10 μg/kg, 测定低限 50 μg/kg, 本方法速度快、准

确 度 高 、 精 密 度 好 、 灵 敏 性 强 。 由 于 本 研 究 采 取 的

UPLC-MS/MS 灵敏性较强, 而胭脂虫红在实际使用中的质

量浓度一般较高, 可能导致实际检测中出现样品浓度超过

标准曲线上限的情况, 遇到此类情况需要对样品进行进一

步的稀释, 再按本方法进行测定。相较于以往研究中对食品

中的胭脂虫红检测所常采取高效液相色谱-紫外可见分光光

度计联用方案, 此类方案抗干扰性弱, 当样品中存在与胭脂

红酸结构相近的化合物时, 易导致错误结果, 而本研究采取

的 UPLC-MS/MS 具有高选择、抗干扰能力强; 相较于常见

的光学法及电化学法具有更快的检验速度､更高的灵敏度､

更强的选择性及更广泛的普适性; 同时, 高温浓盐酸酸解是

以往研究中大多数研究人员采用的方法, 本研究通过采取

超声辅助低浓度盐酸酸解, 提高了提取方法的安全性, 大大

降低了方法的盐酸消耗, 从而使得方法更加绿色环保。在实

际应用中, 本方法能够满足国家标准中对于饮料类的胭脂

虫红限值需求, 可以作为热带水果饮料中胭脂虫红日常大

规模动态监测的检验检测依据, 为弥补市场监督空白提供

了技术支撑。在未来, 本研究将着力于在此次研究的基础上

进行多方向扩展, 分别是使得方法对于更多食品基质能够

兼容, 以及在检验天然染料胭脂虫红的同时能够检测更多

种天然及人工合成的染料, 例如易与胭脂虫红混淆的胭脂

红染料, 最终达到降低检验成本、提高检测效率的目的。 
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