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Establishment of ELISA for Sudan I Residues in Food
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Abstract： Two sudanI hapten derivatives were synthesized by diazotization and the resulting
products were characterized by liquid chromatography-mass spectrum. The haptens were conjugated
with bovine serum albumin （BSA）and ovalbumin （OVA） respectively. UV spectrum and
electrophoresis confirmed the successful conjugation. The BSA conjugates were used to immunize
New Zealand rabbits for preparation of antibody while OVA conjugates were used as coating
antigen. Indirect competitive ELISA methods were developed. Various factors including coating
buffer，blocking solution，sample solution，antibody solution，reaction time and so on were optimized.
Under the optimum conditions，an inhibition curve was established with IC50 value of 3.0 ng/mL and
linear range 0.3~23.4 ng/mL. The limit of detection （LOD） was calculated as 0.1 ng/mL. Cross-
reaction tests showed that the antibody recognized para red well with cross-reactivity of 140% while

摘要： 为了检测食品中非法添加物苏丹红，采用重氮化法合成了 2 种苏丹红Ⅰ的衍生物，通过液
相色谱－质谱（LC/MS）鉴定后，分别将两种衍生物与载体蛋白牛血清白蛋白（BSA）以及卵清蛋白
（OVA）偶联制备完全抗原。 紫外光谱表征结果证明衍生成功。 将制备的 BSA络合物做为免疫原
免疫兔子，制备了多克隆抗体。采用方阵法确定了抗体和包被抗原的稀释比例。对影响酶免疫检
测方法（ELISA）的因素包括包被液，封闭液，样品稀释液，抗体稀释液，反应时间等进行了优化。
在最适反应条件下，以苏丹红质量浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标建立了抑制曲线，线性范围
为 0.3～23.4 ng/mL，苏丹红Ⅰ的半数抑制率（IC50）为 3.0 ng/mL，检测限（LOD）为 0.1 ng/mL。 交叉
反应测试表明，与对位红交叉反应率为 140％；与苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏丹红 G 的交叉反应率分
别为 1.1%，6.85%，6.5%；与苏丹红Ⅳ的交叉反应率<0.1%。 以辣椒粉为样本，在 5 ng/g 和 20 ng/g
添加水平下得到回收率分别为 90.4%和 96.0%，变异系数分别为 1.8%和 4.9%。
关键词： 苏丹红；酶免疫测定；多克隆抗体，辣椒粉
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little recognition to sudanⅡ（1.1%），sudan Ⅲ（6.85%），sudan G（6.5%） and sudan Ⅳ（less than
0.1%）. Fortified chili powder of two levels （5 ng/g and 10 ng/g） were tested using the developed
immunoassay. The recoveries were 90.4% and 96.0% with coefficients of variation 1.8% and 4.9%.
Keywords： SudanⅠ，ELISA，polyclonal antibody，chili powder

苏丹红类染料已被国际癌症研究机构将归为

三类致癌物，即动物致癌物。 肝脏是苏丹红作用的

主要靶器官， 此外苏丹红类物质还可引发膀胱、脾

脏 等 脏 器 的 肿 瘤， 同 时 苏 丹 红 还 具 有 遗 传 毒 性。
1995 年欧盟等国家禁止苏丹红作为食品添加剂 [1]，
频频发生的苏丹红事件， 给食品安全敲响了警钟。
我国也在 1996 年的《食品添加剂卫生标准》中明令

禁止在食品工业中使用苏丹红［2］。 然而，但由于苏丹

红染料价廉易得，色泽鲜亮持久等特点，印度等一

些国家在加工辣椒粉的过程中还容许添加苏丹红

I。我国 2005 年在对全国 18 个省、市、区可能含有苏

丹红的食品展开专项检查后发现， 在 30 多家生产

企业的 88 种食品及食品添加剂含有违禁添加物苏

丹红[3-8]。 关于苏丹红的检测方法，国内外常用的是

高效液相色谱法， 高效液相－质谱联用法、 气相色

谱－质谱联用法等[9-16]。做为一种快速检测技术，酶免

疫检测方法具有廉价、高通量、灵敏的优点。 作者通

过对苏丹红Ⅰ的结构改造，制备了抗原和兔源多克

隆抗体。 在此基础上，建立了辣椒粉中苏丹红Ⅰ的

ELISA 测定方法。

1.1 材料与试剂

苏丹红Ⅰ，苏丹红Ⅱ，苏丹红Ⅲ，苏丹红Ⅳ，2-
萘 酚 ， 对 氨 基 苯 丁 酸 ，N，N-二 环 己 基 碳 二 亚 胺

（dicyclohexylcarboimide，DCC）， 福氏完全佐剂和不

完全佐剂等均：购自 Sigma 公司；苏丹红 G ，对位红

和聚乙烯醇（PVA）：购自上海晶纯试剂有限公司；聚

乙二醇（PEG）：购自国药集团化学试剂有限公司；聚

乙烯吡咯烷酮（PVP），酪蛋白：购自北京拜尔迪生物

技术有限公司；牛血清蛋白（Bovine serum albumin，
BSA），卵清白蛋白（Ovalbumine，OVA）：购自上海伯

奥生物科技公司； 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG （HRP-IgG）：购自康成生物工程公司；四甲基联

苯胺（TMB）：购自华美生物工程公司。

1.2 仪器与设备

石英自动双重纯水蒸馏器：金坛市荣华仪器制

造有限公司产品；ZD-9556 水平摇床： 太仓科教器

材厂产品；Costar96 孔 8×12 可拆酶标板： 购自上海

吉泰生物科技有限公司；Multiska Mks 酶标仪以及

可调试移液器为：Thermo Labsystems 公 司 产 品；电

子天平 AB104-N：购自上海 Metller Toledo Group；U
–3000 紫 外 扫 描 仪： 购 自 日 本 岛 津 公 司 ；DHG-
9070A 型电热恒温鼓风干燥箱： 购自上海精宏实验

设备有限公司；RJ-LD-IIB 低速离心机：购自无锡市

瑞 江 分 析 仪 器 有 限 公 司 ； 液 相 色 谱 －质 谱 仪

（WATERS MALDI SYNAPT Q-TOF MS）：购自美国

waters 公司，采用电喷雾（ESI）离子源。
1.3 半抗原合成

取对氨基苯丁酸（PAPA）179.2 mg，加入 4 mL 1
mol/L 的盐酸，再加入 NaNO2，至淀粉试纸变蓝，4 ℃
反应 30 min，得到 A 液。 取 2-奈酚 144.2 mg，溶解

在无水乙醇中，得到 B 液。 把 A 液缓慢滴加入 B 液

中，溶液立即变红色，用 NaOH 调 pH 8~9 左右，产

生大量絮状沉淀，室温反应 1 h，离心取沉淀，烘干，
备用，即得苏丹红衍生物 H-1，另外，用对氨基苯甲

酸（PABA）代替对氨基苯丁酸，按照上述合成途径，
制备苏丹红衍生物 H-2。 将产物进行液相色谱－质

谱鉴定。
1.4 完全抗原合成

以 BSA 载体蛋白为例，首先活化载体蛋白。 取

无水乙二胺 67 mL，加双蒸水，再加入 6mol/L HCL
50 mL，冰浴冷却至 25 ℃，调 pH 至 4.7，加入 BSA 5
g，溶于 25 mL 纯水中，加入 EDC 1.8 g，维持原温度

和 pH， 搅拌反应 2 h， 加入 4 mol/L 醋酸缓冲液 30
mL，终止反应，在 4 ℃纯水中透析，冻干，保存备用。

称取半抗原 34.2 mg，溶解在 2 mL 二甲基甲酰

胺（DMF）中，调 pH 在 8~9，加 入 DCC 25 mg，NHS
21 mg，室温反应 12 h，离心取上清。 将活化后的蛋

白 30 mg 溶解在 2 mL 0.05 mol/L 的碳酸盐缓冲液
[16]中。将半抗原溶液上清缓慢滴加到蛋白溶液中，缓
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慢搅拌，过夜反应。然后，将将反应液装入透析袋，4
℃下用 0.01 mol/L 的 NaHCO3 溶液中透析 3 d。 透析

后溶液经离心取上清液，分装后，在－20 ℃下保存。
按照上述方法，制备 OVA 的络合物。
1.5 抗体制备和鉴定

将制备的完全抗原（BSA 偶联物）做为免疫原

免疫新西兰大白兔，动物免疫的方法参考文献。 在

第 5 次免疫后 10 天，心脏采血，分离血清，用间接

酶联免疫方法（ELISA）测试血清。 将 OVA 偶联物做

为包被抗原，用方阵法测定抗原抗体的最佳稀释比
[17]。 采用以下的 ELISA 操作过程[18]：
1.5.1 包被 将包被抗原用包被缓冲液 （0.05 mol/
L，pH 9.6 的碳酸盐缓冲液）作系列稀释后，按列包

被 96 孔酶标板，100 μL/孔，于 4 ℃冰箱放置过夜。
1.5.2 封闭 取出过夜包被的酶标板回升至室温，
每孔加入 200 μL PBST 洗涤液（含有 0.05% tween-
20，0.01 mol/L ，pH 7.4 磷酸盐缓冲液），水平摇床上

振荡 3 min，用力甩掉洗液并在吸水纸上拍干，继续

洗涤 3 次。 用封闭缓冲液（含有 0.5% BSA 的 PBST
溶液）封闭酶标板，200 μL/孔，于 37℃温育 箱 内 温

育 2 h 后取出酶标板，洗涤 4 次，37 ℃烘干待用。
1.5.3 ELISA 测定 取封闭好的酶标板，对照孔中

添加测定液（含有体积分数 20％甲醇的磷酸盐缓冲

液）50 μL/孔，测试孔中添加用样本测定液系列稀释

的 苏 丹 红 标 准 溶 液 （0.1，0.2，0.5，1，2，5，10，20，50
ng/mL），50 μL/孔；每个浓度设置 5 个重复。 然后每

孔添加抗体溶液，50 μL/孔， 放置于 37 ℃ 30min 孵

育。 之后，弃去微孔板中的溶液，采取上述洗涤方法

洗涤微孔板，拍干。 加入酶标记抗体 HRP-IgG 溶液

（1∶3 000 稀释），100 μL/孔，37 ℃ 30min 孵育。 反应

结束后，弃去微孔中溶液，洗涤微孔板 4 次，拍干。
加入底物液 100 μL/孔[60 mg TMB 溶于 100 mL 乙

二醇；底物缓冲液（0.933 g 柠檬酸+3.68 g Na2HPO4·
12H2O+18 μL 体积分数 30% H2O2，用超纯水定容至

100 mL； 将两种溶液在使用前按照 1∶5 的体积比混

匀）。 将酶标板放置于暗处反应 15 min，之后，加终

止液（2 mol/L 硫酸溶液），50 μL/孔。 用酶标仪测定

各个孔在 450 nm 波长下的吸光值 A450，求出各浓度

的 B/B0 值［B 校正值为 A 实测值（均值）－A 空白值

（均值）；B0 为标准溶液为 0 ng/mL 时，即阴性对照孔

的校正值］；建立以 B/B0 为纵坐标，苏丹红质量浓度

为横坐标的抑制曲线。 半数抑制率 （IC50） 为达到

50%最大吸光值（Amax）所需的苏丹红浓度。
1.6 ELISA 检测方法的优化 对包被液 （分别用

pH 7.4 的 PBS 缓冲液、pH 8.0 的 Tris-HCL 缓冲液、
pH 9.6 的 CBS 缓冲液）、 封闭液 （在 0.05 mol/L 的

CBS 溶液中分别加入质量分数 0.1%，0.2%，0.5%的

明胶、酪蛋白，聚乙烯吡咯烷酮 PVP、聚乙二醇 PEG
等）、 抗体稀释液 （在 PBST 溶液中加入质量分数

0.1%，0.2%，0.5%的明胶，BSA）、 样品稀释液（PBS、
PBST、10%甲醇 PBS、PBST+2%PVP、PBST+2%PEG、
PBST+2%OVA）、反应时间（30 min、45 min、60 min）
进行优化， 选择 Amax 吸光值在 1.5~1.8 之间，IC50 最

低的条件作为最佳操作条件。
1.7 交叉反应测定

在最佳操作条件下， 测定 ELISA 体系对苏丹

红Ⅰ，苏丹红Ⅱ，苏丹红Ⅲ，苏丹红Ⅳ，对位红等类

似物的 IC50 值，按照以下公式：交叉反应率（CR%）=
苏丹红ⅠIC50 值/类似物 IC50 值 ×100% 计算交叉反

应率。
1.8 辣椒粉中苏丹红的 ELISA 测定

分别称取阴性辣椒粉 1 g，按照 5、20 ng/g 两个

水平进行样本添加试验，同时设定空白对照。 加入

甲醇 5 mL 萃取，混匀，超声 10 min，离心去上清，收

集清液。 然后在剩余物中再加入 5 mL 甲醇重复提

取 一 次，离 心 去 上 清，合 并 两 次 提 取 液，用 氮 气 吹

干，然后用 ELISA 样品稀释液溶解残渣，采用上述

建立的 ELISA 方法进行检测，并计算回收率。

2.1 半抗原的鉴定

2.1.1 半抗原 H-1 的鉴定 图 1 是 提 纯 后 的 1-
[（4-丁酸苯）偶氮]-2-萘酚（即 H-1，相对分子质量

为 324）的色谱－质谱表征图。 在总离子图，即图 1
（a）中能看到分别在 6.15 min 和 5.26 min 有 2 个吸

收峰，苏丹红特征吸收 485 nm 下有特征紫外吸收。
经过质谱图比较，5.26 min 处 为 苏 丹 红 母 体 物 质，
6.15 min 处为目标物质（H-1）。如图 1（b）中所示，在

正离子检测模式下，在 6.15 min 处，得到分子离子

峰 m/z 325（M+1）的碎片，分析分子碎片符合衍生物

的结构特征，液相图、质谱图相互应证表明半抗原

衍生化成功。
2.1.2 半抗原 H-2 的鉴定 图 2 是 提 纯 后 的 1-
[（4-甲酸苯） 偶氮]-2-萘酚 （H-2， 相对分子质量

材料与方法2
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292）的质谱图，在总离子图，图 2（a）中能看到分别

在 4.2 min 和 2.45 min 有 2 个吸收峰，其中 4.2 min
处峰为目标物质 H-2 的色谱峰；2.45 min 处的色谱

峰为母体物质。 在负离子检测模式下，如图 2（b）所

示，得到 m/z 291（M-1）的分子离子峰碎片，分析分

子碎片符合衍生物的结构特征，液相图、质谱图相

互应证表明半抗原衍生化成功。

图 1 半抗原 H-1 的质谱鉴定结果

Fig. 1 Identification of the H-1by LC/MS

图 2 半抗原 H-2 的色谱－质谱鉴定

Fig. 2 Identification of the hapten H-2 by LC/MS

2.2 完全抗原的合成和鉴定

2.2.1 紫外鉴定 以半抗原 H-1 （SUDAN-PABA）
的偶联物鉴定为例，从图 3 可见，苏丹红衍生物的

特征吸收波长在 485 nm，BSA 活化物（CBSA）的特

征吸收波长为 278 nm， 偶联产物 SUDAN-PAPA-
CBSA 分别在 278 nm 和 485 nm 都有特征吸收峰，
在紫外扫描图中表现出各自光谱迭加的性质，证明

偶联结合实验的成功。 计算得抗原溶液的蛋白浓度

为 6.05 mg/mL，根据苏丹红的特征吸收峰，计算出

苏丹红半抗原的摩尔数量， 因而得到偶联率 15.6。
同样地，从图 4 可见-OVA 偶联产物分别在 278 nm
和 485 nm 都有特征吸收峰，证明偶联成功。 计算偶

联率为 10.4。 采用上述方法同样测定了 H-2 衍生物

（H-2-BSA，H-2-OVA 的 偶 联 率 分 别 为 17.3 和

11.2）

图 3 完全抗原 SUDAN-PAPA-CBSA 的紫外扫描图谱

Fig. 3 Identification of the SUDAN-PAPA-CBSA by UV

图 4 完全抗原 SUDAN-PABA-OVA 的紫外扫描图谱

Fig. 4 Identification of the SUDAN-PABA-OVA by UV

2.2.2 电泳表征 以 H-1（SUDAN-PABA）的 BSA
偶联物鉴定为例，如图 5 所示，分别将 BSA 和偶联

物进行 SDS-PAGE 电泳，电泳方向是由上至下。 从

图中可以看出免疫原的迁移速度相比 CBSA 的速度

要慢，进一步证明偶联成功。
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图 5 免疫原电泳图

Fig. 5 SDS-PAGE of BSA conjugates

2.3 抗体的鉴定

以 OVA 偶联物做包被原， 用包被缓冲液系列

稀释成 1∶1 000、1∶2 000、1∶4 000、1∶8 000、1∶16 000、
1∶32 000，兔抗血清系列稀释成 1∶1 000、1∶2 000、1∶4
000、1∶8 000、1∶16 000、1∶32 000 和 1∶64 000，进行方

阵测试，以阳性血清的 A450 nm≥阴性血清的 2.1 倍作

为抗血清的效价，测定结果可知 H-1-BSA 和 H-2-
BSA 兔血清的效价为 64 000。

根据 ELISA 检测的要求， 选择吸光值在 1.5~
1.8， 同时阳性血清的 A450 nm≥阴性对照孔的 2.1 倍

做为最适工作浓度，则兔血清最佳稀释比例为 1∶16
000；包被抗原稀释度为 1∶4 000。
2.4 ELISA 参数的优化

2.4.1 包被液的选择 试验中比较了 3 种常用包

被 液 ：0.01 mol/L CBS、0.01 mol/L PBS 以 及 0.01
mol/L Tris-HCl 对 ELISA 关键指标 IC50 和最大吸光

度值（Amax）的影响，Amax/IC50 愈高愈佳。从表 1 可以看

出，就 Amax 而言，碳酸盐缓冲液包被时最高，其次

为 PBS 溶液和生理盐水。 3 种包被液对 IC50 的影响

变化很大。 采用 Tris-HCl 缓冲液时，Amax/IC50 值远

大于另外两者。 因此，TRIS-HCl 缓冲液做为本试验

后续用包被溶液。
表 1 包被溶液的优化

Table 1 Optimization of coating buffer

2.4.2 封闭液的选择 在 0.05 mol/L 的 CBS 溶 液

中分别加入质量分数 0.1%，0.2%，0.5%的明 胶、酪

蛋白、PVP、PEG。从表 2 看到，当使用质量分数 0.5%
明胶进行封闭时， 所测定的 IC50 最低， 且 Amax/IC50

最高， 所以选择含有质量分数 0.5%明胶的 CBS 溶

液做为封闭液。
表 2 封闭液的优化

Table 2 Optimization of blocking solution

2.4.3 样品稀释液的选择 分 别 选 择 PBS、PBST、
质量分数 10%甲醇 PBS、PBST+质 量 分 数 2%PVP、
PBST+质 量 分 数 2%PEG、PBST+质 量 分 数 2%PVA
做为样品稀释液，从表 3 看出，总体来讲采用 PBST
溶液体系的比 PBS 体系的效果好。 当采用 PBST+质

量分数 2%PVP 的做为样品稀释液时 IC50 最低，Amax/
IC50 最高，所以选择 PBST+质量分数 2%PVP 的做为

样品稀释液。
表 3 样品稀释液的优化

Table 3 Optimization of sample solution

2.4.4 抗体稀释液的选择 在 PBST 溶液中加入质

缓冲液类型
最大吸光

度值 Amax

半数抑制率

IC50（ng/mL）
Amax/IC50

比值

PBS 缓冲液 1.69 10.1 0.167
CBS 缓冲液 2.22 19.2 0.115

Tris-HCl 缓冲液 1.560 5.6 0.278

溶液类型

（质量分数）
最大吸光

度值 Amax

半数抑制率

IC50（ng/mL）
Amax/IC50

比值

明胶 0.5% 1.63 5.7 0.29

明胶 0.2% 0.95 6.9 0.14

明胶 0.1% 0.72 8.0 0.09

PEG0.5% 1.60 7.6 0.21

PEG0.2% 1.16 12.3 0.09

PEG0.1% 2.62 16.7 0.17

PVP0.5% 1.55 6.8 0.23

PVP0.2% 1.92 8.1 0.24

PVP0.1% 1.74 9.0 0.19

酪蛋白 0.5% 2.06 34.2 0.06

酪蛋白 0.2% 1.92 31.3 0.06

酪蛋白 0.1% 1.99 22.5 0.09

溶液类型
最大吸光

度值 Amax

半数抑制率

IC50（ng/mL）
Amax/IC50

比值

PBS 1.718 68.9 0.025

质量分数10%
甲醇 PBS 1.962 55.5 0.035

PBST 1.558 34.2 0.045

PBST+质量分数

2%PVP 1.902 4.9 0.388

PBST+质量分数

2%PEG 1.269 10.2 0.124

PBST+质量分数

2%PVA 1.410 38.4 0.036
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量分数 0.1%，0.2%，0.5%的明胶，BSA，从表 4 可知，
抗体稀释液用 PBST+0.2%BSA 的条件下，IC50 最低，
Amax/IC50 最高， 所以选择 PBST+质量分数 0.2%BSA
作为抗体稀释液。

表 4 抗体稀释液的优化

Table 4 Optimization of antibody solution

2.4.5 反应时间优化 加入抗血清后， 设置在 37
℃分别选择孵育时间 30，45，60 min， 结果表明，随

着时间的增加，最大吸光度值 Amax 随之增加，然而

半数抑制率IC50 （ng/mL） 并无改善。 因此将 30 min
做为抗血清捕获抗原的最佳孵育时间。 同样地，加

入酶标记抗体后，优化孵育时间（30、45、60 min），结

果表明，无论是最大吸光度值 Amax 还是增半数抑制

率 IC50（ng/mL） 均无无改善，因此酶标记抗体识别

抗血清的反应时间亦优化为 30 min。
2.5 标准抑制曲线

以 B/B0 为纵坐标，以苏丹红Ⅰ标准溶液浓度的

对数值为横坐标作图，得到苏丹红Ⅰ的标准抑制曲

线，如图 6 所示，IC50 为 3.0 ng/mL，线性范围为 0.3～
32.4 ng/mL， 以产生 20％的抑制时的苏丹红Ⅰ质量

浓度 x 为检测限，计算为 0.1 ng/mL。

图 6 ELISA 标准曲线

Fig. 6 Standard curve of ELISA

2.6 交叉反应

在最优化的条件下，分别测定该方法对苏丹红

Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏丹红Ⅳ、苏丹红 G 和对位红 5 个物

质的半数抑制率，结果如表 5 所示。 从表 5 可知，该

抗体对苏丹红Ⅰ的特异性较好，对苏丹红Ⅱ、Ⅲ、G
有一定的识别能力，但交叉率均小于 10%。 与苏丹

红Ⅳ几乎没有交叉反应（<0.1%），可能的原因在于

苏丹红Ⅳ在苯环对位还有一个苯环， 邻位还有甲

基，影响了与抗体的结合能力。 由于对位红和苏丹

红Ⅰ有共同的苯环偶氮结构，该抗体表现出对对位

红较好的识别能力，交叉反应率达到了 140%。
表 5 交叉反应率测定

Table 5 Determination of the cross-reactivity

2.7 实际样品添加回收率

由表 6 可见，采用本方法，辣椒粉中苏丹红Ⅰ

的回收率在 5 ng/g 的添加水平下为 90.4%， 变异系

数为 1.80%。 在 20 ng/g 的添加水平下为96%，变异

系数为 4.9%；回收率分别为和变异系数均满足残留

检测要求。

溶液类型
最大吸光

度值 Amax

半数抑制率

IC50（ng/mL）
Amax/IC50

比值

PBST+质量分数 0.5%BSA 1.85 4 0.46

PBST+质量分数 0.2%BSA 1.78 3 0.59

PBST+质量分数 0.1%BSA 1.80 6 0.30

PBST+质量分数 0.5%明胶 0.90 3.8 0.24

PBST+质量分数 0.2%明胶 0.78 3.7 0.21

PBST+质量分数 0.1%明胶 0.97 3.6 0.27

药物 结构式
半数抑制

率IC50/
（ng/mL）

交叉

反应
率/%

苏丹

红Ⅰ
3.0 100

苏丹

红Ⅱ
27 1.10

苏丹

红Ⅲ
43.78 6.85

苏丹

红Ⅳ
1 315.8 ＜0.1

苏丹

红 G 45.8 6.5

对位

红
2.1 140
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通过对苏丹红Ⅰ结构进行改造，制备了两个苏

丹红衍生物，将其做为半抗原，分别制备了免疫原

和包被抗原。 通过免疫大白兔获得了兔源多克隆抗

体，抗体的效价为 1∶16 000。 通过对影响 ELISA 测

定的因素包括包被溶液、封闭溶液、样品稀释液以

及抗体稀释液等进行优化， 建立了苏丹红的 ELISA
测定方法，线性范围为 0.3～23.4 ng/mL。 交叉反应表

明，作者所制备的抗体除了对苏丹红Ⅰ和对位红染

料具有较好的亲和性之外，对其他苏丹红染料的识

别性较差，交叉反应率均在 10％以下。 通过测试辣

椒粉的添加样本，表明该方法适用于食品中苏丹红

Ⅰ的快速筛查。

结 语3

样品 回收率/% 变异系数/%

辣椒粉
90.40
96.00

1.80
4.90

添加质量

分数/（ng/g）

5
20

实测质量

分数/（ng/g）

4.4 4.5 4.5 4.6 4.6
19.6 19.5 19.6 17.4 19.0

表 6 辣椒粉样本添加回收率结果

Table 6 Recovery results of in chili powder samples
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