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【化学测定方法】

高效液相色谱分析市售皮蛋、咸蛋中的苏丹红
刘虹 , 谢承恩 , 曾远伟 , 黎大禹
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[摘要 ]　目的 :对广州市售咸蛋、皮蛋中的苏丹红染料进行分析。方法 :采用高效液相色谱 (HPLC)法等度洗脱。结果 :

苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ在 0132～2156 mg/L时其峰面积与进样质量浓度呈良好的线性关系 ,其线性相关系数为 019999、

019996、019995和 019997,加标样品测定的相对标准偏差 (RSD )为 116%、219%、214% 和 611% ( n = 6)。苏丹红Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ的最小检出限均为 10μg/kg。苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ回收率均为 90%～105%。结论 :这种等度洗脱的高效液相色谱

法测量苏丹红快速、灵敏、可靠、简便、重现性好。
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[ Abstract]　O bjective: To detect sudan dyes in saled egg and p reserved egg1M ethods:By reversed - phase high performance

liquid chromatography1Results: Sudan dyes have good linearity in the range from 0132 to 2156 mg/L, the correlation coefficients

are 019999, 019996, 019995 and 019997 respectively for four Sudan dyes1 The relative standard deviations of sp iked samp le are

116% , 219% , 214% and 611% ( n = 6) 1 The detection lim its of all four Sudan dyes are 10μg/ kg1 The average recovery of

four sudan dyes is 90% to 105% 1Conclusion: This method is rap id, sensitive, simp le, accurate and rep roducible1
[ Key words]　Salted egg; Preserved egg; Sudan dye Ⅰ; Sudan dye Ⅱ; Sudan dye Ⅲ; Sudan dye Ⅳ; H igh performance liquid

chromatography (HPLC)

　　苏丹红 ( Sudan dyes)是一种人工合成的偶氮类、油溶性的

化工染料 ,被广泛用于溶剂、油、蜡和汽油的增色以及鞋、地板

的增光 ,共分为苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ,都有致癌毒性 ,其中苏丹

红Ⅳ毒性最大 ,已被国际癌症研究机构列为三类致癌物之一 ,

禁止作为色素添加剂在食品和饲料中使用 ,而其残留在动物

体内对食用者的健康和生命安全都存在潜在的威胁 [ 1 ]。我们

应用高效液相色谱法 [ 2, 3 ]对市售咸蛋和皮蛋黄中的四种苏丹

红染料进行测定。

1　材料与方法

111　仪器

W aters 2695型高效液相色谱仪 , PDA检测器 ,自动进样

器 ,四元梯度泵 , M ILL IPORE公司的超纯水仪 , KQ - 50DB型

数控超声波清洗器。

112　试剂

苏丹红标准储贮备液 :分别精密称取 10 mg苏丹红 Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ溶于少量乙腈 ,移入 250 m l容量瓶中加乙腈至刻度 ,

混匀 ,每升含苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ各 40 mg,冰箱保存 ;苏丹红

标准使用液 :吸取标准储备液 011, 012, 014, 018, 116 m l,用乙

腈定容至 25 m l容量瓶 ,此标准系列的浓度为 0132、0164、

1128、2156 mg/L; 乙腈 (色谱纯 ) ;乙酸水 (165 + 1000)。

113　色谱条件

11311　色谱柱 　D iamond C18 415 ×250 mm 色谱柱 ,柱温

40℃;流动相 :乙酸水 (165 + 1000) :乙腈 (色谱纯 ) (10: 90) ,流

速 110 m l/m in,进样量 50μl。

11312　波长　经过扫描确定苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ在 500 nm

处有很好的吸收 ,采用 500 nm波长进行检测。

114　样品处理

准确称取蛋黄 510 g,加入 20 m l乙腈 ,搅匀 ,超声波提取

30 m in,离心 10 m in,吸取上清液过 0145μm滤膜 ,上机待测。

2　结果与讨论

211　标准曲线

在上述实验条件下 ,分别取苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ标准使用

液 ,以峰面积对含量绘制标准曲线 ,结果如下 :
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苏丹红Ⅳ线性方程及相关系数 :以 y = - 51324417e + 003x +

112069042e + 005, r = 019997, 式中 : x -浓度 ; y -峰面积

图 5　苏丹红Ⅳ标准曲线

212　精密度

在重复性条件下获得的两个独立测定结果的绝对差值不

得超过算术平均值的 10%。按此方法测定样品中苏丹红 Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ含量 ,平行测定 7份 ,以峰面积计算苏丹红Ⅰ的相对

标准偏差为 116% ;苏丹红Ⅱ的相对标准偏差为 219% ;苏丹红

Ⅲ的相对标准偏差为 214% ;苏丹红 Ⅳ的相对标准偏差为

611% ,满足实验要求。

213　回收实验

采用添加回收实验来考查方法准确度 ,测定食品中苏丹

红加标回收实验结果见下表 ,均在 9413%～10116%之间 ,准

确性很好。

表 1　食品中苏丹红Ⅰ加标回收实验结果

样品

名称

本底值

(mg/kg)

加标量

(mg/kg)

测量值

(mg/kg)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

样品 01646 0134 01985 9917 9714

01975 9618

0164 11258 9516

11266 9619

1192 21540 9816

21505 9618

表 2　食品中苏丹红Ⅱ加标回收实验结果

样品

名称

本底值

(mg/kg)

加标量

(mg/kg)

测量值

(mg/kg)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

样品 01658 0134 01985 9612 9719

01984 9519

0164 11281 9713

11272 9519

1192 21501 9610

21537 9719

(下转第 2870页 )

8482 中国卫生检验杂志 2009年 12月 第 19卷 第 12期　Chinese Journal of Health Laboratory Technology, Dec 2009; Vol 19　No 12



图 3　本法 -参考法测定值回归曲线

216　干扰试验

在本法测定条件下 ,胆红素少于 20 mg/dL、甘油三酯少于

750 mg/dL、血红蛋白少于 100 mg/dL、抗坏血酸少于 4 mg/dL

对 37 U /L腺苷脱氨酶测定无干扰。

3　讨论

血清 ADA的测定方法已经发展了五代 ,目前最常用的测

定方法为测定氨生成速率 [ 7 ]及有色醌生成速率 [ 8 ]的连续监测

法 ,这两种方法可实现血清 ADA的自动化分析 ,方便、快捷 ,但

检测时依赖价格昂贵的全自动生化分析仪 ,在基层实验室无

法开展应用 ,且前者在测定血清 ADA含量时易受内源性氨的

干扰。本文在测定有色醌生成速率 [ 8 ]的连续监测法的基础

上 ,建立了以盐酸胍为反应终止剂、嘌呤核苷磷酸化酶 -黄嘌

呤氧化酶 -过氧化物酶 ( PNP - XTO - POD ) 偶联的可见光匀

相终点法 ,该法灵敏快速 ,抗胆红素、甘油三酯、血红蛋白及维

生素 C干扰能力强 ,且不受内源性氨干扰 ,使用普通的分光光

度计即能完成测试 ,检测结果可与全自动生化分析仪相媲美 ,

特别适合在基层实验室开展使用。

在 PNP - XTO - POD偶联可见光匀相终点法测定血清

ADA中 ,酶反应终止液的 pH值及盐酸胍浓度对检测结果的准

确与否有着重要影响。本法工作液一的 pH值控制在 pH718

±015,在此 pH值下 ADA的活性得以完全发挥 ;加入工作液二

后 , pH值控制在 pH 815 ±015,酶反应得以很大程度抑制。酶

反应终止液中的盐酸胍为一种蛋白酶抑制剂 ,它的加入使酶

反应得到有效抑制。实验必须选择合适的盐酸胍浓度 ,浓度

过小 ,不能完全抑制血清 ADA的继续反应 ;浓度过大则易使显

色不稳定。试验结果表明 , 40 g/L的盐酸胍能达到理想效果。

实验还考察了 B rij聚氧乙烯月桂基醚系列、Tween失水山

梨醇聚氧乙烯系列、TrionX - 100、乳化剂 OP、聚氧乙烯烷基

醚、聚氧乙烯苯基醚、聚氧乙烯 -聚氧丙烯聚醚等不同类型非

离子型表面活性剂对测定体系的影响 ,试验结果表明 ,在 R1

中加入 TrionX - 100和 Tween - 80可使反应灵敏度增加 ,显色

稳定期延长 ,并使 PNP、XTO、POD等酶的稳定性显著 ,尤其以

012% Tween - 80、011% TritonX - 100的混合溶液效果最佳。
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表 3　食品中苏丹红Ⅲ加标回收实验结果

样品

名称

本底值

(mg/kg)

加标量

(mg/kg)

测量值

(mg/kg)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

样品 01638 0134 01980 10016 10116

01983 10115

0164 11297 10310

11293 10213

1192 21580 10111

21593 10112

表 4　食品中苏丹红Ⅳ加标回收实验结果

样品

名称

本底值

(mg/kg)

加标量

(mg/kg)

测量值

(mg/kg)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

样品 01642 0134 01980 9914 9413

01958 9219

0164 11230 9119

11233 9213

1192 21479 9517

21437 9315

214　干扰实验

试剂空白测定结果显示试剂在食品中苏丹红测定均少于

最低检出限。

215方法最低检出限

按三倍信噪比计 ,得最低检出限为 10μg/kg。

216　测定结果

对广州市售的 162份皮蛋、咸蛋进行分析测量 ,均未检出

苏丹红。

[参考文献 ]

[ 1 ]黄曙海 ,庞维群 1苏丹红染料毒性研究及食品中苏丹红检测方法

简述 [ J ]1广西预防医学 , 2005, 11 (6) : 380 - 3831

[ 2 ] GB /T19681 - 20051食品中苏丹红染料的检测方法 -高效液相色

谱法 [ S]1

[ 3 ]仲岳桐 ,陈春晓 ,徐锦洪 ,等 1食品中苏丹红一号的检测方法研究

[ J ]1中国卫生检验杂志 , 2007, 17 (2) : 265 - 2671
(收稿日期 : 2009 - 08 - 26)

0782 中国卫生检验杂志 2009年 12月 第 19卷 第 12期　Chinese Journal of Health Laboratory Technology, Dec 2009; Vol 19　No 12


