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摘　要 : 采用高效液相色谱法检测血液中苏丹红系列染料 (苏丹红Ⅰ～Ⅳ)。以镁试剂Ⅱ为内标 , 用乙腈直接

沉淀蛋白 , 采用 D iamonsil C18色谱柱为分析柱 , 流动相为甲醇 -水 (体积比 94 ∶6) , 流速 110 mL /m in, 检测

波长 480、520 nm。苏丹红 Ⅰ～Ⅳ的线性范围为 0102～410 mg/L, 相关性良好 ( r = 01999 7) , 检出限达

01004 mg/L, 4种物质的回收率均不低于 82%。
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Ab s trac t: A new HPLC method was developed by using Magneson Ⅱas internal standard to deter2
m ine Sudan dyes ( SudanⅠ, SudanⅡ, Sudan Ⅲ and Sudan Ⅳ) in blood samp les. The samp les

were extracted by acetonitrile, separated by a column of D iamonsil C18 with methanol - water (94 ∶6,

by volume) as mobile phase at a flow rate of 110 mL /m in and detected at wavelengths of 480 nm and

520 nm. The linear ranges of Sudan Ⅰ, Sudan Ⅱ, SudanⅢ and SudanⅣ ranged from 0102 mg/L

to 410 mg/L with a correlation coefficient of 01999 7. The lim its of detection (LOD ) were down to

01004 mg/L and the recoveries of the four analytes were not less than 82%.
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苏丹红系列染料是一类人工合成的偶氮类化合物 , 主要包括苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏

丹红Ⅳ、苏丹橙 B和苏丹红 7B , 其染色效果具有颜色鲜艳、时间持久的特点 , 在工业产品的染色上应

用很广。苏丹红在生物体内的代谢产物具有致癌、致突变作用 [ 1 - 2 ]
, 因此许多国家都已禁止其作为食

用色素使用 , 但仍有许多不法商家将苏丹红染料用于食品的着色。目前苏丹红的检测方法主要有高效

液相色谱法 [ 3 - 6 ]、液相色谱 -质谱法 [ 7 - 9 ]、气相色谱 -质谱法 [ 10 - 11 ]等 , 但均用于食品的检测 , 生物检

材中苏丹红的检测方法还未见有报道 , 且现有的食品中的检测方法是否适用于生物样品的分析也未见

有考察。本文以镁试剂Ⅱ作为内标 , 采用乙腈直接沉淀蛋白处理血液样品 , 运用高效液相色谱紫外检

测法进行分析 , 首次实现了对血液中苏丹红Ⅰ～Ⅳ的快速分析和准确定量 , 为苏丹红在体内的代谢动

力学以及分布情况研究提供了方法学基础。

1　实验部分

111　仪器与试剂

高效液相色谱仪 (美国 Agilent1100) ; 紫外可见分光光度计 (日本岛津 UV2260) ; 北京医用离心机

LD422 (北京医用离心机厂 ) ; 德国 Sartorious BS210S万分之一电子分析天平。

苏丹红Ⅰ～Ⅳ标准品均购自 Sigma公司 , 纯度分别为 98%、97%、95%和 91% ; 甲醇、乙腈 (色谱
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纯 , Fisher公司 ) ; 超纯水 (电阻率不小于 1812 MΩ ) ; 其它试剂均为分析纯。

112　标准品溶液的配制

准确称取苏丹红Ⅰ～Ⅳ标准品各 1010 mg, 分别用丙酮溶解定容至 1010 mL, 得质量浓度均为 110

g/L的苏丹红Ⅰ～Ⅳ储备液。再等体积混合得到苏丹红Ⅰ～Ⅳ混合使用液。准确称取镁试剂Ⅱ1010 mg,

用丙酮溶解定容至 10010 mL, 得质量浓度为 011 g/L的镁试剂Ⅱ丙酮液。

113　实验方法

11311　样品前处理　准确吸取血样 015 mL, 加入 30μL质量浓度为 011 g/L的镁试剂 Ⅱ丙酮液 (内

标 ) , 涡旋混匀 2 m in后加入 7 mL乙腈 , 混合振摇 3 m in, 离心 (3 000 r/m in) 10 m in后取出上清液 , 于

60 ℃水浴上通空气流挥干 , 残渣用 200μL甲醇溶解 , 高速离心 (112 ×10
4

r /m in) 10 m in后取上清液进

样分析。

11312　色谱条件　色谱柱 : D iamonsil C18 (150 mm ×416 mm, 5μm ) , 同样填料短柱为预柱 ; 流动相 :

甲醇 -水体积比为 94 ∶6, 流速 110 mL /m in; 柱温 : 25 ℃; 检测波长 : 480 nm (用于苏丹红Ⅰ、Ⅱ的

检测 ) , 520 nm (用于苏丹红Ⅲ、Ⅳ的检测 ) ; 进样量 : 20μL。

图 1　空白血液添加苏丹红染料的色谱图
Fig11　Chromatogram of blank blood

sp iked with Sudan Ⅰ- Ⅳ standards
1. magneson Ⅱ ( internal standard) , tR =

3133 m in; 2. SudanⅠ, tR = 5182 m in;

3. SudanⅡ, tR = 9176 m in; 4. Sudan

Ⅲ, tR = 13187 m in; 5. Sudan Ⅳ,

tR = 26164 m in

2　结果与讨论

211　结　果

21111　色谱图　在同一色谱条件下 , 苏丹红Ⅰ～Ⅳ以及内标均

能达到完全分离 , 且内源性杂质不干扰测定。色谱图见图 1。

21112　线性关系与检出限　取数份 015 mL的空白血液 , 分别

加入不同体积 2510 mg/L苏丹红Ⅰ～Ⅳ混合使用液 , 配制成苏丹

红Ⅰ～Ⅳ质量浓度均分别为 0102、011、012、110、210、310、

410 mg/L的血液添加样品 , 每个浓度点平行添加 5份 , 再于每

份血液中添加 30μL质量浓度为 011 g/L的镁试剂Ⅱ丙酮液 (内

标 ) , 按上述的前处理及色谱条件分析样品。

分别以苏丹红Ⅰ～Ⅳ的峰面积与内标峰面积比值 y对苏丹红

的质量浓度 x (mg/L)作线性回归 , 各回归方程的相关系数 ( r)均

为 01999 7, 相关性良好。4种物质的检出限均达 01004 mg/L

(S /N≥3)。线性关系及检出限见表 1。

表 1　血液中苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ含量的线性关系及检出限 ( n = 5)

Table 1　L inear regressions and lim its of detection of Sudan Ⅰ- Ⅳ in blood samp les( n = 5)

Compound
L inear range

ρ/ (mg·L - 1 )
L inear regression equation3 Correlation coefficient r

L im it of detection

ρ/ (mg·L - 1 )

SudanⅠ 0102～410 y = 01269 4x + 01001 2 01999 7 01002

Sudan Ⅱ 0102～410 y = 01174 8x + 01001 7 01999 7 01004

Sudan Ⅲ 0102～410 y = 21493 9x + 01060 4 01999 7 01002

Sudan Ⅳ 0102～410 y = 11954x + 0102 01999 7 01004

　　3 x: the content of Sudan dyes; y: the peak area ratio of Sudan dyes to internal standard

21113　回收率与精密度　取数份 015 mL的空白血液 , 分别加入不同体积 2510 mg/L的苏丹红Ⅰ～Ⅳ

的混合使用液 , 配制成苏丹红各组分的质量浓度均为 011、110和 310 mg/L的血液添加样品 , 每个浓

度点平行添加 6份 , 再于每份血液中加入 30μL质量浓度为 011 g/L的镁试剂Ⅱ丙酮液 (内标 ) , 按上

述的前处理及色谱条件分析样品。测得回收率及精密度见表 2。4种物质的平均回收率均不低于 82% ,

计算所得的日内 RSD小于 7% , 日间 RSD小于 12% , 满足生物检材的检测要求。
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表 2　血液中苏丹红Ⅰ～Ⅳ的方法回收率及精密度 ( n = 6)

Table 2　Recoveries and p recisions of Sudan Ⅰ- Ⅳ in blood samp les( n = 6)

Compound
Added

mA /μg

Found

m F / (μg,Mean±SD)
Recovery

R /%

Intra2day RSD

sr /%

Inter2day RSD

sr /%

Sudan Ⅰ 01050 01046 ±01004 94 616 10

0150 0141 ±01037 82 518 814

115 113 ±0111 87 413 714

Sudan Ⅱ 01050 01042 ±01002 8 84 219 12

0150 0141 ±01024 82 514 918

115 113 ±01054 87 414 916

Sudan Ⅲ 01050 01041 ±01041 82 519 12

0150 0147 ±0128 94 514 717

115 115 ±0185 100 412 512

Sudan Ⅳ 01050 01046 ±01037 92 518 12

0150 0146 ±0124 92 511 810

115 114 ±0167 93 411 513

212　讨　论

21211　样品的处理　血液等生物样品与食品、工业品相比 , 具有内源性活性成分更多更复杂、物质

的化学结构和存在状态易发生变化的特点。本实验根据血液样品及苏丹红本身的特性 , 采用乙腈直接

沉淀蛋白法对样品进行处理 , 有效地去除了血液中的内源性杂质 , 且得到 4种组分的回收率均不低于

82% , 避免了国标法 [ 12 ]中过活性氧化铝柱回收率不稳定、操作复杂、耗时长以及多种有机溶剂提取污

染较严重的缺陷 , 满足实际工作中的分析要求。

21212　色谱条件的优化　用紫外可见分光光度计对苏丹红Ⅰ～Ⅳ丙酮溶液分别进行扫描 , 得到的光谱

图显示 , 苏丹红Ⅰ～Ⅳ的最大吸收波长分别为 480、496、502和 516 nm。综合 4种物质以及内标镁试剂

Ⅱ的紫外吸收情况 , 选择 480 nm为苏丹红Ⅰ和Ⅱ的检测波长 [ 13 ]
, 520 nm为苏丹红Ⅲ和Ⅳ的检测波长。

文献报道在流动相中加入 011% (体积分数 , 下同 )甲酸能将各待检物分开 , 本研究显示 , 当流动

相为甲醇 -水 (体积比 94 ∶6)和甲醇 - 011%甲酸水溶液 (体积比 94 ∶6)时 , 各组分的分离情况没有明

显差别 , 考虑到酸性物质对色谱柱的损害 , 本实验采用甲醇 -水 (体积比 94 ∶6)作为流动相 , 4种物

质以及杂质分离较好。文献 [ 12 - 14 ]大多选择乙腈和甲酸的混合溶液梯度洗脱分离苏丹红Ⅰ～Ⅳ, 本

实验采取等度洗脱 , 使 4种物质均达到了基线分离 , 避免了梯度洗脱基线漂移以及耗时长的缺点。且

本实验流动相中的有机溶剂采用甲醇 , 节约了成本。

图 2　苏丹红Ⅲ灌胃后大鼠血液
提取物进样的色谱图

Fig12　Chromatogram of rat blood

extract after the intragastric

adm inistration of Sudan Ⅲ
1. Magneson Ⅱ ( internal

standard) ; 2. Sudan Ⅲ

本方法的检出限达 01004 mg/L, 灵敏度比欧盟法的 01013 mg/L
[ 15 ]以及文献报道的 0102 mg/L

[ 3 ]均高。

21213　内标的选择　根据苏丹红系列染料的理化性质以及光谱吸收特性 , 实验曾考察用橙黄 G以及

甲基红作为内标。研究发现 , 橙黄 G与苏丹红Ⅱ在同一色谱条件下不能达到完全分离 , 重新调整流动

相比例会使分析时间过长 ; 甲基红与溶剂峰无法分开。镁试剂Ⅱ与苏

丹红均含有偶氮萘酚结构 , 结构比较相近 , 且理化性质相似 , 在本实

验的色谱条件下 , 出峰时间适宜。结合提取效率及检测条件进行反复

筛选 , 最后选择以镁试剂 Ⅱ作为内标 , 提高了方法的准确度和精密度。

21214　适用性考察　将本方法应用于动物组织器官中苏丹红的检测 ,

以 510 mg/kg剂量的苏丹红 Ⅰ～Ⅳ分别灌胃大鼠 , 处死后取大鼠的组

织脏器 , 在大鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、脑、血液和尿液中

均检出了苏丹红 , 且杂质不干扰测定。以苏丹红Ⅲ灌胃后大鼠血液提

取物的结果色谱图 (见图 2)为例 , 计算得灌胃大鼠血液中苏丹红 Ⅰ～

Ⅳ的含量分别为 01729、01517、01413、01463 mg/L。

本实验对大鼠的灌胃剂量为 510 mg/kg, 该剂量高于人体每天从

食物中摄取的苏丹红含量。实验中曾考察过用更低剂量灌胃大鼠 , 但

所采集的血样中苏丹红的含量极微 , 难于检测到 , 可能由于苏丹红在

体内代谢的原因所致 , 为考察方法的适用性 , 用此高浓度剂量灌胃大
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鼠 , 对本检测方法的可行性进行了初步的考察。鉴于各文献资料对苏丹红在体内的代谢动力学情况未

见有报道 , 在后续的实验中 , 本课题组将对苏丹红在体内的代谢和分布做进一步的详细考察。
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