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凝胶渗透色谱—高效液相色谱法测定预制菜中
5种荧光增白剂

李冰冰 1,2 王春蕾 1,2 黄珍珍 1,2 戴 丽 1,2 王 坤 1,2

（1. 盐城市疾病预防控制中心，江苏  盐城   224000； 2. 江苏省食品安全风险监测重点实验室，江苏  盐城   224000）

摘要：［目的］建立预制菜中 5 种荧光增白剂的凝胶渗透色谱结合高效液相色谱检测方法。［方法］预制菜样品均质后，经

乙腈超声提取，凝胶渗透色谱净化、复溶，过膜后进高效液相色谱仪测定。以乙腈—水为流动相，Waters Symnetry 

Shield RP-C18（4.6 mm×250 mm，5.0 µm）为色谱柱进行梯度洗脱。［结果］预制菜中 5 种荧光增白剂在 2~500 µg/L 范围

内线性关系良好，相关系数均>0.999；检出限为 0.016~0.233 µg/kg，定量限为 0.05~0.78 µg/kg。在低、中、高 3 个加标水

平下，5 种荧光增白剂回收率为 75.3%~97.1%，相对标准偏差（RSD）为 0.3%~5.0%。［结论］试验方法准确可靠，灵敏度

高，适用于预制菜中荧光增白剂含量测定。
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Determination of five fluorescent whitening agents in prepared dishes by 

gel permeation chromatography-high performance liquid chromatography
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Abstract: ［［Objective］］ To establish a method for the determination of five fluorescent whitening agents (FWAs) in prepared dishes using 

gel permeation chromatography combined with high-performance liquid chromatography (GPC-HPLC). ［［Methods］］ The prepared dish 

samples were homogenized, ultrasonically extracted with acetonitrile, purified and reconstituted by GPC, then filtered before being analyzed 

by HPLC. The separation was performed on a Waters Symnetry Shield PR-C18 column (4.6 mm×250 mm, 5.0 µm) using acetonitrile and 

water as the mobile phase with gradient elution. ［［Results］］ The five FWAs in the prepared dishes showed good linearity within the range of 

2~500 µg/L, with correlation coefficients greater than 0.999. The limits of detection (LODs) ranged from 0.016 to 0.233 µg/kg, and the 

limits of quantification (LOQs) ranged from 0.05 to 0.78 µg/kg. At three spiked levels (low, medium, and high), the recoveries for the five 

FWAs were between 75.3% and 97.1%, with relative standard deviations (RSDs) ranging from 0.3% to 5.0%. ［［Conclusion］］ The developed 

method is accurate, reliable, and highly sensitive, making it suitable for the determination of FWAs in prepared dishes.
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荧光增白剂（FWAs）是一类能吸收紫外光并激发出

蓝紫色荧光的化合物，被广泛用于造纸、纺织、塑料等行

业以提升产品白度和亮度［1-3］。由于其成本低廉、增白效

果显著，部分食品接触材料中可能违规添加该类物质。

荧光增白剂具有潜在的生物毒性，长期摄入可能对肝脏、

肾脏及生殖系统造成损害，甚至存在致癌、致畸风险［4-6］。
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因此，GB 9685—2016 明确规定 FWAs 禁止用于食品生产

加工过程。

预制菜作为现代快节奏生活催生的新兴食品品类，

因便捷性、标准化特点迅速占据消费市场［7］。然而，其复

杂供应链涉及的多环节包装接触，如塑料容器、淋膜纸

盒、保鲜膜等，可能存在 FWAs 迁移污染食品，构成潜在的

安全隐患。目前，有关食品接触材料中 FWAs 研究较多，

但有关复杂基质的食品体系相关报道较少，主要集中于

食用油［8］、大米［9］、面粉［10］、菌菇［11］等。王春蕾等［12］和邱

月等［13］采用超高效液相色谱—串联质谱法（UPLC-MS/

MS）分别测定了现制饮料和火锅底料中的 FWAs，该仪器

在基层的低普及率限制了方法的推广。高效液相色谱—

荧光检测法（HPLC-FLD）具有高选择性、高灵敏度、操作

相对简单，特别适用于痕量荧光物质的定性与定量分

析［14-16］。传统前处理方法如液液萃取、固相萃取等难以

有效去除油脂、色素及蛋白质干扰，可能存在回收率低、

基质效应明显等缺陷。凝胶渗透色谱（GPC）具有依据分

子尺寸分离、高效去除大分子干扰物的特点。因此，二者

联用可望实现预制菜等复杂基质中多组分 FWAs 的精准

测定。

试验拟聚焦预制菜中 5 种高风险荧光增白剂，构建

GPC-HPLC/FLD 联用分析方法。通过优化 HPLC 分离条

件、筛选提取溶剂、确定 GPC 净化参数等突破基质干扰瓶

颈，建立一种灵敏、准确的检测体系，为监管部门提供科

学的技术支撑和参考价值。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

FWA140、FWA162、FWA199：纯度 ≥97.6%，坛墨质

检标准物质中心；

FWA135、FWA185：纯度≥91.3%，上海安谱璀世标准

技术服务有限公司；

乙腈、甲醇、乙酸乙酯、环己烷：色谱纯，安徽天地高

纯溶剂有限公司；

N，N-二甲基甲酰胺（DMF）：分析纯，国药集团化学试

剂有限公司；

预制菜：市售。

1.2　仪器与设备

高效液相色谱仪配置荧光检测器：Agilent 1260II 型，

美国 Agilent公司；

自 动 凝 胶 渗 透 色 谱 仪 ：J2 Accuprep 型 ，美 国 J2 

Scientific公司；

纯水仪：IQ 7000 Milli-Q 型，德国 Merck 公司；

高速冷冻离心机：ST 16R 型，美国 Thermo Scientific

公司；

涡旋振荡仪：Multi Reax 多点型，德国 Heidolph 公司；

超声仪：KQ-500DE 型，昆山超声仪器有限公司；

全自动氮吹浓缩仪：NE-24basic 型，深圳新锐精仪科

技有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　 标 准 溶 液 配 制　 称 取 FWA135、FWA140、

FWA162、FWA185 和 FWA199 各 1.0 mg，用 DMF 定容，得

各标准储备溶液（质量浓度 100 mg/L）；取 1 mL 各标准储

备溶液，用 DMF 定容，得混合标准中间溶液（质量浓度

1 mg/L）；分别取 2，5，10，20，50，100，200，500 µL 混合标

准中间溶液，用 DMF 定容，配成质量浓度为 2，5，10，20，

50，100，200，500 µg/L 标准系列工作溶液。

1.3.2　样品前处理　准确称取 2.00 g 均质后预制菜样品，

加 入 10 mL 乙 腈 ，超 声 提 取 10 min，6 000 r/min 离 心

5 min，上层清液转移至塑料离心管中，残渣加入 5 mL 乙

腈，超声复提 5 min，离心后合并上清液，氮吹至近干，加

入 5.0 mL 乙酸乙酯—环己烷混合物（V 乙酸乙酯∶V 环己烷=1∶

1）复 溶 ，用 凝 胶 渗 透 色 谱 仪（GPC）进 行 分 离 ，取 22~

34 min 洗脱组分，浓缩后用 1.0 mL DMF 复溶，过 0.22 µm

有机滤膜后上机检测。

1.3.3　 凝 胶 渗 透 色 谱 条 件　 GPC 净 化 柱 为 S-X3 Bio-

Beads（填料聚苯乙烯凝胶，400 mm×25 mm）；流动相为

乙酸乙酯—环己烷混合物（V 乙酸乙酯∶V 环己烷=1∶1）；等度洗

脱；流速 5 mL/min；进样量 5 mL；净化程序：弃去 0~22 min

的洗脱液，收集 22~34 min 的洗脱液；浓缩程序：40 ℃氮吹

浓缩 240 s，48 ℃氮吹浓缩 180 s，50 ℃氮吹浓缩 240 s，用

1.0 mL DMF 定容。

1.3.4　液相色谱条件　色谱柱为 Waters Symmetry Shield 

RP-C18 柱（4.6 mm×250 mm， 5.0 µm）；流动相 A 为乙腈，

流动相 B 为水；柱温 30 ℃ ；流速 1.0 mL/min；进样体积

10 µL；梯度洗脱程序：0~5.0 min，20% A；5.0~20.0 min，

20%~90% A；20.0~28.0 min，90% A；28.0~29.0 min，90%~

20% A；29.0~30.0 min，20% A；激发波长 365 nm，发射波

长 440 nm。

1.3.5　数据处理　基于Agilent OpenLab CDS Data Analysis

系统进行数据处理，通过 Excel 2019 软件进行数据分析与

可视化。

2　结果与分析

2.1　液相色谱条件优化

2.1.1　色谱柱的选择　基于 5 种 FWAs 的疏水性差异及

苯环取代基的结构特性，以乙腈—水为流动相，比较

Agilent HC-C18、Waters Spherisorb ODS2-C18、Waters 

ZORBAX Eclipse Plus-C18、Waters XBridge BEH-C18、

Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 和 Waters Symmetry 

Shield RP-C18 6 种色谱柱（4.6 mm×250 mm，5.0 µm）的分

离效果。由图 1 可知，以 RP-C18 柱（4.6 mm×250 mm，
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5.0 µm）作为分离载体时，分离度最高（R>1.0）、柱效稳定

性最好（RSD＜0.5%，n=5）、峰对称性及响应强度表现最

佳，可满足复杂基质中多组分 FWAs 的同步分析需求，因

此 选 用 Waters Symmetry Shield RP-C18 柱（4.6 mm×
250 mm，5.0 µm）为色谱柱。

2.1.2　流动相的优化　在乙腈—水流动相体系下，考察

洗 脱 程 序（TD1：0~5.0 min，30% A；5.0~20.0 min，30%~

90% A；20.0~25.0 min，90% A；25.0~26.0 min，90%~30% 

A；26.0~30.0 min，30% A。 TD2：0~5.0 min，30% A；5.0~

35.0 min，30%~90% A；35.0~40.0 min，90% A；40.0~

42.0 min，90%~30% A；42.0~47.0 min，30% A。 TD3：0~

5.0 min，30% A；5.0~21.0 min，30%~90% A；21.0~

26.0 min，90%~30% A；26.0~28.0 min，30% A；28~29 min，

30%~90% A；29.0~31.0 min，90% A；31.0~32.0 min，90%~

30% A；32.0~37.0 min，30% A）对 FWAs 分离度的影响。

由图 2 可知，当乙腈体积分数为 20%，15 min 内体积分数

由 20% 线性提升至 90%（对应梯度斜率约为 4.67%/min）

时，分离效果最佳，此条件下，5 种 FWAs 的分离度（R）

均>1.5，满足良好分离的要求；同时，理论塔板数均超过

5×104，表明色谱柱效能优异。基于上述优化结果，最终

确定的洗脱程序为 TD4：0~5.0 min，20% A；5.0~20.0 min，

20%~90% A；20.0~28.0 min，90% A；28.0~29.0 min，90%~

20% A；29.0~30.0 min，20% A。

2.1.3　检测波长的选择　通过对 5 种 FWAs 混合标准溶

液进行全光谱扫描，以确定各目标化合物的最大激发波

长和最大发射波长。由表 1 可知，5 种 FWAs 的最大激发

波 长 集 中 在 360~376 nm，最 大 发 射 波 长 分 布 在 434~

469 nm。为了在单次分析中兼顾所有 FWAs 的最大响应，

且考虑到实际检测的兼容性与信号强度，最终选择激发

波长 365 nm，发射波长 440 nm 作为荧光检测器的检测条

件。在此条件下，所有目标 FWAs 均表现出较高的荧光响

应信号，从而确保方法的检测灵敏度和适用性。

2.2　提取溶剂的选择

基于 5 种 FWAs 的极性特征及后续渗透凝胶色谱

（GPC）净化步骤对提取液兼容性的要求，评价了甲醇、乙

腈、乙酸乙酯、环己烷、乙酸乙酯—环己烷混合物 5 种提取

溶剂的提取效率。由图 3 可知，乙腈的提取效率（90.1%~

104.8%）显著高于其他溶剂。此外，在提取过程中，乙腈

表现出优异的沉淀能力，能有效去除预制菜样品中的脂

质和蛋白质组分，减少 GPC 后续净化负担。因此，采用乙

腈作为提取溶剂。

图 2　流动相不同梯度比对

Figure 2　Comparison of different gradient ratios of the 

mobile phase

表 1　5种荧光增白剂的最大激发波长和发射波长

Table 1　Maximum absorption excitation wavelength and 

emission wavelength of the 5 FWAs

化合物

FWA162

FWA140

FWA199

FWA135

FWA185

最大激发波长/nm

370

376

370

360

365

最大发射波长/nm

469

465

440

437

434

图 1　不同色谱柱比较

Figure 1　Comparison of different chromatographic columns
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2.3　凝胶渗透色谱分离条件优化

针对预制菜样品基质复杂，所含蛋白质、脂质及色素

等大分子物质可能会干扰 FWAs 检测的问题，引入凝胶渗

透色谱（GPC）技术进行深度净化，以实现 FWAs 与干扰物

的有效分离。GPC 基于分子排阻效应，通过色谱柱填料

的孔径筛分机制，依据相对分子质量大小差异进行分离，

相对分子质量较大的干扰物质如蛋白质、脂质、色素等在

柱外体积处优先洗脱，而相对分子质量较小的 FWAs 则进

入填料孔隙被保留，从而延迟洗脱。此原理有效避免了

传统液液萃取（LLE）或固相萃取（SPE）中因吸附竞争或

共萃取导致的回收率损失与基质效应等问题。此外，采

用的在线 GPC 系统集自动化进样、馏分收集、在线浓缩为

一体，可避免离线净化中溶剂挥发与交叉污染风险。

为优化 GPC 净化条件，以实现目标 FWAs 的高效回

收与复杂基质干扰物的有效排除，对 GPC 的洗脱行为和

收集窗口进行了系统性考察。由图 4 可知，5 种 FWAs 在

21~35 min 的洗脱窗口内完全流出。为评估大分子物质

对 FWAs 收集的潜在干扰，选取具有代表性的高脂肪、高

蛋白的红烧肉预制菜作为空白基质，在与标准品相同的

GPC 条件下进行洗脱试验，并于 254 nm 处记录其吸收信

号。样品中大量的蛋白质、脂质等主要大分子干扰物在

9~24 min 流出，此洗脱时间与 FWAs 的洗脱窗口存在差异

但也有重叠。结合 FWAs 标准品与空白基质中大分子干

扰物的洗脱行为，为保证 FWAs 最大回收率的同时，最大

限度减少基质干扰，最终确定 GPC 的收集窗口为 22~

34 min。此收集窗口不仅能确保 5 种 FWAs的累积回收率

均达到 90% 以上，还能高效避免大分子化合物的干扰。

此外，为验证 GPC 净化方法的稳定性和精密度，进行了连

续 5 次的重复测定。结果显示，5 种 FWAs 的回收率相对

标准偏差（RSD）均＜5%，证明 GPC 净化方法在预制菜基

质中对于 FWAs分析的适用性、高回收率以及稳定性。

2.4　GPC在不同预制菜基质中的应用效果

为评估 GPC 前处理方法的适用范围，选取招牌红烧

肉、萝卜丝肉丸以及清脆双笋 3 种典型的预制菜进行考

察，其分别代表高脂高蛋白、复合菜肴和植物基质，通过

对比净化前后的 HPLC-FLD 色谱图来评估 GPC 的净化性

能。由图 5 可知，3 种基质的样品提取液在净化前均表现

出高且不稳定的荧光背景及大量复杂杂峰，相比之下，经

GPC 方法净化后，所有样品的色谱基线均变得平稳、洁

净，基质干扰得到彻底去除。结果表明，该方法具有一定

的基质耐受性，其净化效能不易受样品中脂肪、蛋白质等

主要成分的影响。原因在于，该前处理方法所依赖的分

子排阻色谱原理主要依据分子尺寸而非化学亲和性进行

分离，因此能稳定地将小分子的目标物（FWAs）与大分子

的基质干扰物有效分离。因此，试验方法展现出广泛的

适用性，可为不同种类预制菜中 FWAs 的检测提供可靠的

前处理技术支持。

2.5　线性关系、相关系数、检出限与定量限

使用 DMF 将混合标准溶液稀释成系列标准溶液，用

高效液相色谱仪进行检测。以标准工作溶液质量浓度为

横坐标，各化合物峰面积为纵坐标绘制标准曲线，5 种荧

光增白剂在 2~500 µg/L 质量范围内线性良好，相关系数

均>0.999。以加标基质的 3 倍信噪比（S/N=3）为检出限，

10 倍信噪比（S/N=10）为定量限，按照 GB/T 27417—2017

方法计算，5种荧光增白剂检出限为 0.016~0.233 µg/kg，定量

限为 0.05~0.78 µg/kg（见表 2）。

图 3　不同提取溶剂提取效率的比较

Figure 3　Comparison of the extraction efficiency in 

different extraction solvents

（a） 累积回收率—时间曲线图 （b） 空白基质中大分子物质紫外洗脱谱图（254 nm）

图 4　基于 FWAs 与基质干扰物洗脱行为的 GPC 收集窗口优化

Figure 4　Optimization of the GPC collection window based on the elution behaviors of FWAs and matrix interferences
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2.6　回收率与相对标准偏差

由表 3 可知，6 次平行测试的平均回收率为 75.3%~

97.1%，相对标准偏差（RSD）为 0.3%~5.0%，表明试验方法

的回收率和稳定性均符合要求。

2.7　方法的实际应用

选 取 市 售 的 20 份 预 制 菜 进 行 测 定 ，结 果 检 出

FWA135 共 2 份（0.76~0.78 µg/kg），FWA140 共 4 份（1.00~

2.10 µg/kg），FWA162 共 4 份（1.04~5.83 µg/kg），FWA185

共 2 份（0.52~0.80 µg/kg），FWA199 共 3 份（0.97~

1.60 µg/kg）。该检测结果表明，FWAs 污染的主要来源可

能是生产供应链中的无意迁移，而非非法添加。尽管样

品检出率高，且种类多达 5 种，但所有检出质量浓度均处

于 0.52~5.83 µg/kg 的痕量范围，不符合非法添加通常导致

的单一、高浓度模式。因此推测，某类食品接触材料（如

包装袋、标签）含有不同类型的 FWAs，在加工和贮藏过程

中向预制菜中发生了迁移。

3　结论

结果表明，试验建立的凝胶色谱—高效液相色谱法

测定预制菜中 5 种荧光增白剂，5 种目标物可以达到较好

的分离度、准确度、精密度；方法的线性良好，稳定准确，

灵敏度高，该方法可扩展至预制菜中其他添加剂的定量

研究。目前，该方法只测定了 5 种荧光增白剂，后续可增

加荧光增白剂的种类，提高检测效率。
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