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固相萃取－高效液相色谱化学发光法测定食品
中微量苏丹红染料

田欣欣，朱智甲＊，卢赛赛，郭　华
（东华大学化学化工与生物工程学院，上海２０１６２０）

摘　要：以Ｃ１８固相萃取（ＳＰＥ）小柱净化样品，富集苏丹红，并基于苏丹红Ⅰ～Ⅳ对鲁米
诺－ＫＩＯ４体系发光强度的增敏作用，建立了同时测定苏丹红染料的新方法。实验采用

Ｐｕｒｓｕｉｔ　Ｃ１８色谱柱（２５０×４．６ｍｍ，ｉ．ｄ．，５μｍ），以乙腈－水体系为流动相进行梯度洗脱，
在０．００１～０．５０μｇ／ｍＬ范围内，苏丹红Ⅰ～Ⅳ的浓度与发光强度呈良好的线性关系，
相关系数在０．９９８１以上，苏丹红Ⅰ～Ⅳ的检出限分别为０．３、０．２、０．３、０．２ｎｇ／ｍＬ，加
标回收率在９０．０％～９６．７％之间。该方法能有效地去除基质干扰，具有简单、快速、灵
敏的特点，适用于苏丹红染料的分析检测。
关键词：固相萃取；高效液相色谱；化学发光；鲁米诺；苏丹红染料
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苏丹红染料属于人工合成亲脂性偶氮化合物，包括Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ，主要应用于地板、油彩等工业品着
色，可被还原降解为芳香胺类物质而具有致癌性［１－２］，化学结构式如图１。由于苏丹红颜色鲜艳，价格低

图１　 苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的化学结构式
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　Ｓｕｄａｎ　ｄｙｅｓⅠ、Ⅱ、ⅢａｎｄⅣ

廉，常被非法添加于食品以提升外在色度。因此，建
立准确、灵敏的食品中苏丹红检测方法尤为重要。国
家标准（ＧＢ／Ｔ１９６８１－２００５）以氧化铝层析小柱提纯净
化苏丹红样品，采用高效液相色谱－紫外法测定苏丹
红，但灵敏度不高［３］。而文献报道的高效液相色谱
法［４－６］、气相色谱－质谱联用法［７－８］和高效液相色谱－质
谱联用法［９－１０］等方法的回收率和重现性均不理想。
本研究基于苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ对鲁米诺－

ＫＩＯ４ 体系发光强度的增敏作用，运用Ｃ１８固相萃取
（ＳＰＥ）小柱净化样品，富集苏丹红染料，建立了苏丹
红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的高效液相色谱－化学发光检测法
（ＨＰＬＣ－ＣＬ）。该法重现性好、灵敏度高、结果准确。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

Ｐｒｏｓｔａｒ高效液相色谱仪（美国，Ｖａｒｉａｎ公司），配备柱温箱、在线脱气、手动进样器以及二极管阵列检
测器；ＩＦＦＭ－Ｄ型流动注射化学发光分析仪（西安瑞迈电子科技有限公司）；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｑ超纯水器（美国，

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＫＱ２２００型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＲＥ－５２ＡＡ旋转蒸发仪（上海越磁
电子科技有限公司）；Ｂｏｎｄ　Ｅｌｕｔ　Ｃ１８ＳＰＥ小柱（５００ｍｇ，３ｍＬ，含碳量１７．４％，美国瓦里安公司）。
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苏丹红标准贮备液（０．１０ｍｇ／ｍＬ）：分别称取苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ标准品（Ｓｉｇｍａ公司）适量，用乙腈
溶解，转入１００ｍＬ容量瓶中，定容，使用时稀释到所需浓度。鲁米诺储备液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ）：准确称取鲁米
诺０．８８６０ｇ，溶于０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液，转入５００ｍＬ棕色容量瓶中定容，使用时稀释到所需浓度。
高碘酸钾储备液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ）：准确称取高碘酸钾０．５７５０ｇ，用水微热溶解，转入２５０ｍＬ容量瓶中定容，
使用时稀释到所需浓度。乙腈和甲醇为色谱纯；正已烷和甲酸为分析纯。实验用水为去离子重蒸水；流动
相经过滤脱气处理；样品溶液用０．４５μｍ滤膜过滤备用。

１．２　样品预处理［１１－１２］

１．２．１　辣椒粉样品的提取　称取红辣椒粉样品约３．００ｇ，置于１５０ｍＬ烧杯中，加入３０ｍＬ乙腈，用分散
乳化均质机匀浆（１６　０００ｒ／ｍｉｎ），超声萃取２０ｍｉｎ后，倾出上层乙腈溶液，再用３０ｍＬ乙腈超声萃取２次，
每次２０ｍｉｎ。合并乙腈萃取液，用旋转蒸发仪浓缩至近干，用少量乙腈溶解，并稀释至１０ｍＬ，加入１０ｍＬ
水，混匀待过柱。

１．２．２　辣椒油样品的提取　准确称取２．００ｇ辣椒油于带盖的聚四氟乙烯离心管中，加入１０ｍＬ乙腈，加
盖涡动提取２ｍｉｎ，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上层乙腈溶液；同样步骤再提取两次，合并三次提取液。
取１０ｍＬ提取液于离心管中，加入１０ｍＬ水，混匀待过柱。

１．２．３　固相萃取柱净化富集　Ｃ１８ＳＰＥ小柱依次用５ｍＬ甲醇、５ｍＬ水预洗，然后将上述待处理液上样，
再用１２ｍＬ正已烷洗脱，收集洗脱液，在４０℃水浴中旋转浓缩至干，加入０．５ｍＬ乙腈溶解残渣，过０．４５

μｍ 滤膜后测定。

１．３　色谱条件

图２　实验装置示意图
Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ａｐｐａｒａｔｕｓ
Ａ：ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ，Ｂ：Ｌｕｍｉｎｏｌ，Ｃ：ＫＩＯ４，Ｇ：ＮａＯＨ，Ｐ１：
ＨＰＬＣ　ｐｕｍｐ，Ｐ２：ｐｅｒｉｓｔａｌｔｉｃ　ｐｕｍｐ，Ｓ：ｓａｍｐｌｅ，Ｖ：７７２５ｉ
ｖａｌｖｅ，Ｅ：ＨＰＬＣ　ｃｏｌｕｍｎ，Ｄ：ＨＰＬＣ　ＵＶ－ｖｉｓ　ｄｅｔｅｃｔｏｒ，Ｆ：
ｆｌｏｗ　ｃｅｌｌ，Ｗ：ｗａｓｔｅ，ＰＭＴ：ｐｈｏｔｏｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒ　ｔｕｂｅ．

色谱柱：Ｐｕｒｓｕｉｔ　Ｃ１８色谱柱（２５０×４．６ｍｍ　ｉ．ｄ．，５μｍ）；
梯度淋洗条件（按体积分数）：乙腈∶水＝９０∶１０，０～４ｍｉｎ，
乙腈∶水＝１００∶０，４～２０ｍｉｎ，乙腈∶水＝９０∶１０，２０～２５
ｍｉｎ；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃；进样体积：２０μＬ：检
测波长：４７８ｎｍ。

１．４　操作步骤
用蠕动泵分别将 ＫＩＯ４、ＮａＯＨ 和Ｌｕｍｉｎｏｌ溶液送入

发光分析系统，同时打开高压泵，待基线稳定后，准确吸取

２０μＬ样品溶液进样，经色谱柱分离并经检测后，进入流
通池发生反应产生发光，经光电倍增管检测得到发光强度

Ｉ，△Ｉ＝ＩＳ－Ｉ０（ＩＳ为样品发光强度，Ｉ０为空白发光强度，实
验装置示意图见图２。

图３　Ｌｕｍｉｎｏｌ浓度对发光强度的影响
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｌｕｍｉｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２　结果与讨论

２．１　色谱条件的优化
考察了甲醇－水、乙腈－水以及甲醇－水（含甲酸）和乙腈－水（含甲酸）体系对样品分离的影响，发现乙腈－

水体系不仅溶解性好，而且柱压低，故选择乙腈－水体系作为流动相，并优选了梯度洗脱条件，结果如１．３
节。考虑分离效率以及与发光反应的匹配，本文选择的最
佳流速和柱温分别为１．０ｍＬ／ｍｉｎ和３５℃。

２．２　化学发光检测条件的选择

２．２．１　鲁米诺溶液浓度的选择　在１．０×１０－７～１．０×

１０－４　ｍｏｌ／Ｌ范围内，考察了发光试剂鲁米诺溶液浓度对发
光强度的影响，结果见图３。从图３可知，当鲁米诺溶液浓
度超过５．０×１０－６　ｍｏｌ／Ｌ，发光强度达到最大且趋于稳定，

因此本文选择的鲁米诺溶液浓度为５．０×１０－６　ｍｏｌ／Ｌ。

２．２．２　氢氧化钠溶液浓度的选择　在０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ～
０．１ｍｏｌ／Ｌ范围内考察了氢氧化钠溶液浓度对发光强度
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的影响，结果发现当氢氧化钠溶液浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ效果最佳。

２．２．３　蠕动泵流速的选择　在０．１～３．０ｍＬ／ｍｉｎ流速范围内，考察了蠕动泵流速对发光强度的影响。
结果显示，当流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ时，发光强度最大，故本文选择０．３ｍＬ／ｍｉｎ作为蠕动泵流速。

２．３　标准曲线和检出限
用苏丹红Ⅰ～Ⅳ标准工作液配制０．００１～０．５０μｇ／ｍＬ苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ标准系列溶液，各取２０

μＬ，按选定的色谱和发光反应条件测定发光强度△Ｉ（峰面积），每个浓度重复测定３次，以浓度为横坐标，
峰面积为纵坐标绘制标准曲线，线性回归方程与相关系数见表１。从表１可知，在１．０ｎｇ／ｍＬ～０．５０μｇ／

ｍＬ范围内，发光强度与浓度呈现良好的线性关系。以信噪比的３倍计算苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的检出限，
结果列于表１。

表１　方法的线性范围、回归方程、相关系数和检出限
Ｔａｂｌｅ　１　Ｌｉｎｅａｒ　ｒａｎｇｅ，ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｔｈｏｄ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　Ｌｉｎｅａｒ　ｒａｎｇｅ（μｇ／ｍＬ） Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔ（ｎｇ／ｍＬ）

ＳｕｄａｎⅠ ０．００１～０．５０ △Ｉ＝６．５５×１０６ｃ＋３３５．７　 ０．９９８１　 ０．３
ＳｕｄａｎⅡ ０．００１～０．５０ △Ｉ＝９．４６×１０６ｃ＋２４８．７　 ０．９９８６　 ０．２
ＳｕｄａｎⅢ ０．００１～０．５０ △Ｉ＝８．６７×１０６ｃ＋１３５．８　 ０．９９８３　 ０．３
ＳｕｄａｎⅣ ０．００１～０．５０ △Ｉ＝９．１５×１０６ｃ＋１８５．６　 ０．９９８２　 ０．２

２．４　回收率和精密度试验
向阴性辣椒粉样品中，分别加入低、中、高３种质量浓度的苏丹红混合标准溶液，进行５次重复测定，

计算标准相对偏差（ＲＳＤ）和回收率，结果见表２。

表２　方法的回收率和精密度（ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝５）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　 Ｂａｓｉｃ　ｖａｌｕｅ（μｇ／ｋｇ） Ａｄｄｅｄ（μｇ／ｋｇ） Ｆｏｕｎｄ（μｇ／ｋｇ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％） ＲＳＤ（％）

ＳｕｄａｎⅠ ０　 ０．０２　 ０．０１８　 ９０．０　 ３．１４
０　 ０．２０　 ０．１９１　 ９５．５　 ２．１８
０　 ２．００　 １．８２２　 ９１．１　 ３．６１

ＳｕｄａｎⅡ ０　 ０．０２　 ０．０１９　 ９４．６　 ２．８３
０　 ０．２０　 ０．１９３　 ９６．７　 ３．０５
０　 ２．００　 １．８３４　 ９１．７　 ３．４１

ＳｕｄａｎⅢ ０　 ０．０２　 ０．０１８　 ９０．０　 ３．０７
０　 ０．２０　 ０．１８５　 ９２．５　 ２．６７
０　 ２．００　 １．８７６　 ９３．８　 ２．８９

ＳｕｄａｎⅣ ０　 ０．０２　 ０．０１９　 ９５．０　 ３．０５
０　 ０．２０　 ０．１８９　 ９４．５　 ２．８１
０　 ２．００　 １．９０２　 ９５．１　 ３．１５

２．５　样品分析
准确移取已处理的红辣椒油样品（阴性）溶液２０μＬ进样分析三次，测定发光强度平均值，以回归曲线

定量，测定结果见表３。
表３　辣椒油样品测定结果（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｃｈｉｌｉ　ｏｉｌ　ｓａｍｐｌｅ（ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　 Ｂａｓｉｃ　ｖａｌｕｅ（μｇ／ｋｇ） Ａｄｄｅｄ（μｇ／ｋｇ） Ｆｏｕｎｄ（μｇ／ｋｇ） ＲＳＤ（％）

ＳｕｄａｎⅠ ０　 ０．２５　 ０．２４３　 ２．４４
ＳｕｄａｎⅡ ０　 ０．２５　 ０．２５１　 ２．０３
ＳｕｄａｎⅢ ０　 ０．２５　 ０．２４７　 ２．８３
ＳｕｄａｎⅣ ０　 ０．２５　 ０．２４１　 ２．５１

３　结论

本文以Ｃ１８ＳＰＥ小柱净化样品，富集苏丹红染料，并基于苏丹红Ⅰ～Ⅳ对鲁米诺－ＫＩＯ４体系发光强度的
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增敏作用，建立了同时测定苏丹红Ⅰ～Ⅳ的新方法。该方法能有效地去除基质干扰，具有简单、快速、灵敏
的特点，适用于食品中苏丹红残留的快速筛查和分析检测。
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