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摘要：为了快速准确检测食品中的日落黄，本研究通过羰基二咪唑法，将日落黄与载体蛋白偶联，并使用紫外光谱进行鉴定，

结果显示日落黄检测抗原和免疫抗原成功合成；通过免疫小鼠制备了效价高达 1:64000 以上的抗日落黄单克隆抗体，研制了日落黄

ELISA 检测试剂盒。试剂盒性能检测分析结果显示，试剂盒标准曲线的线性检测范围为 62.50~1000 ng/mL，检测限为 1.50 ng/mL，检

测灵敏度 IC50值为 6.50 ng/mL；试剂盒中，用于检测的单克隆抗体对日落黄的交叉反应率为 100%，对诱惑红有弱交叉反应，反应率

为 2%，与其他 2 种色素添加剂未见交叉反应；检测市售果汁、水果罐头和果冻类样品的批内、批间回收率分别为 89.18%~101.13%、

87.69%~97.90%，且批内、批间试验的相对标准偏差均小于 10%，说明试剂盒具有良好的灵敏度和准确性，且操作方便快捷。本研究

应用免疫学方法成功地制备了日落黄酶联免疫试剂盒，并检测了水果类制品中添加的日落黄，为大批量测定食品中日落黄含量提供了

高效准确的实验方法。 
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Abstract: In order to detect quickly and accurately sunset yellow in food, the sunset yellow was coupled with a carrier protein by the 

carbonyl diimidazole method and ultraviolet spectroscopy was used for identification of sunset yellow in this study. The results showed that the 

antigen and immune antigen for sunset yellow detection were successfully synthesized. A monoclonal antibody with a titer of 1:64000 was 

prepared by immunizing mice and an ELISA kit was developed for detecting sunset yellow. The results of the kit’s detection and analysis 

performance showed that the linear detection range of the kit’s standard curve was from 62.50~1000 ng/mL with the detection limit being 1.50 

ng/mL and the detection sensitivity IC50 value as 6.50 ng/mL; the cross-reaction rate of the monoclonal antibody towards sunset yellow in this 

kit was 100%. A weak cross-reaction towards allure red (reaction rate: 2%) was found, with no cross-reactions towards other two color additives 

were detected. The intra-assay recoveries and inter-assay recoveries of the commercially available samples such as fruit juices, canned fruits and 

jellies were in the ranges of 89.18%~101.13% and 87.69%~97.90%, respectively, with the relative standard deviations of the intra-assay and 

inter-assay tests less than 10%. These results demonstrated that the ELISA kit was sensitive, accurate, convenient and fast. In this study, an 

immunological method was used to prepare successfully an ELISA kit for sunset yellow detection, and the sunset yellow added in fruit products 

was detected, which provides an efficient and accurate experimental method for large-volume detection of the sunset yellow content in food in 

large quantities. 
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日落黄（sunset yellow，SY）是一种水溶性的合

成着色剂，由于其颜色均匀性好、稳定性高、生产成 
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本低等诸多优点，因而被广泛用于食品工业中[1-4]，然

而食品中的 SY 含量必须严格控制，因为它会引起敏

感人群的过敏、腹泻，当 SY 在体内积聚时，会引起

肾脏和肝脏的损害[5]。因此，中国《食品添加剂使用

卫生标准》（GB 2760-2011）[6]对各种食品中的日落黄
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添加量进行了严格的规定。目前，用于测定食品中日

落黄含量的方法众多，其中《食品中合成着色剂的测

定》（GB/T 5009.35-2003）[7]中指定的食品中合成着色

剂的检测方法为薄层色谱法，《食品安全国家标准食品

中合成着色剂的测定》（GB 5009.35-2016）[8]中用于食

品中合成着色剂的检验方法为高效液相色谱法，前者

检测方法较快，但准确度较差，后者灵敏且准确，但

时效性较差；除此之外，日落黄的检测方法还有示波

极谱法[9]、近红外光谱法[10]和紫外分光光度法[11]等，

这些方法均无法兼顾灵敏度和时效性的要求，因此迫

切需要建立新的检测体系，对食品中的日落黄进行快

速准确大批量的测定。 

酶联免疫法是将抗原抗体反应的高度特异性与酶

的高效催化作用相结合，发展建立起来的一种免疫分

析方法[12]。酶联免疫法具有操作简便、可大批量对食

品样品进行检测处理、不需要昂贵的仪器设备、灵敏

度高、特异性强等优点，目前在抗生素残留、食品兽

药残留、重金属污染、农药残留等方面均有广泛的应

用[13-16]。酶联免疫法检测食品添加剂一般采用商品化

的试剂盒，试剂盒具有操作简便、携带方便、检测效

率高、特异性强等优势，因此日落黄酶联免疫试剂盒

的研究拥有广阔的应用前景。本研究通过合成日落黄

的人工抗原及制备单克隆抗体，开发了用于检测食品

中日落黄的 ELISA 检测试剂盒，并测试了该试剂盒的

检测性能和特异性，检测了市售水果类制品中的日落

黄含量，结果显示回收率和精密度均达到了较高水平，

为研究用于测定食品添加剂的免疫学检测方法提供了

实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

卵清蛋白（OVA）、牛血清白蛋白（BSA）：北京

政博伟业生物科技有限公司；N,N'-羰基二咪唑（CDI）、

3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB）、弗氏完全佐剂、弗氏

不完全佐剂：美国 Sigma 公司；辣根过氧化物酶（HRP）

标记羊抗鼠 IgG：武汉云克隆科技股份有限公司；洗

涤缓冲液（PBST）：含 0.05% Tween-20 的 PBS；包被

缓冲液（CBS）：0.05 mol/mL，pH 9.6；检测溶液 A：

抗 SY 单克隆抗体；检测稀释液 A（PBS）：0.01 mol/L 

pH 7.4；检测溶液 B：辣根过氧化物酶（HRP）标记

羊抗鼠 IgG；检测稀释液 B：0.5% BSA 溶液；TMB

底物：0.01 g TMB 溶解于 1 mL 二甲亚砜（DMSO）

中；封闭液：100 mL PBS 中加入 1 g OVA；终止液：

2 M H2SO4；其它试剂均为国产分析纯。 

酶标仪（波长范围 450~630 nm）：武汉云克隆科

技股份有限公司；紫外分光光度计 UV2600：日本岛

津公司；高速离心机 KDC140-HR：安徽中科中佳科

学仪器有限公司；96 孔酶标板：美国 Corning 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  人工抗原合成及鉴定[17,18] 
本研究采用羰基二咪唑法合成人工抗原，其中免

疫抗原（SY-BSA）的合成方法为：将 9 mg 日落黄标

准品和 11.5 mg CDI 混匀并溶解于 1 mL DMSO 中，于

25 ℃避光搅拌 5 h，而后逐滴加入 2 mL 浓度为 10 

mg/mL 的 BSA 溶液中，在室温下反应过夜（约 12 h），

然后用 PBS 缓冲液透析人工合成的抗原两天，期间换

液 4 次；并使用相同的方法合成检测抗原（SY-OVA）。

真空冷冻干燥透析后的免疫抗原（SY-BSA）和检测抗

原（SY-OVA），于-20 ℃冷冻保存备用。 

人工合成的抗原使用紫外光谱扫描法进行鉴定。

使用浓度为 0.01 mol/L，pH 为 7.4 的 PBS 分别配制浓

度为 0.5 mg/mL 的 BSA、SY、SY-BSA、SY-OVA 溶

液，并用 PBS 进行基线调零，在 200~700 nm 波长范

围内对以上 4 种溶液进行紫外光谱扫描，记录不同波

长下的吸光值，分析数据并组合紫外光谱图，利用组

合图分析 SY 是否与 BSA、OVA 偶联。 

1.2.2  单克隆抗体的制备及纯化[19] 
初免，将用 PBS 配成浓度为 1 mg/mL 的人工抗原

（SY-BSA）与等量的弗氏完全佐剂混合，乳化后采用

皮下多点注射免疫的方法免疫 6~8 周龄的雌性

BALB/C 小鼠，两周后进行第二次免疫，取 1 mg/mL

的 SY-BSA 与弗氏不完全佐剂，乳化后对进行过初免

的两只小鼠进行腹腔注射免疫，经过四次免疫和冲击

免疫后的小鼠检测其血清效价，取血清抗体效价大于

9 k 小鼠的脾细胞，与 SP2/0 骨髓瘤细胞按 5:1（数量

配比）比例融合，测定细胞上清液，筛选阳性孔，对

阳性孔进行亚克隆，筛选得到能够稳定分泌 SY 单克

隆抗体的细胞株；BALB/C 小鼠腹腔注射灭菌石蜡油，

0.5 mL/只，7 d 后注射稳定的单克隆杂交瘤细胞株，

待小鼠腹部隆起且基本不再变化时采集腹水，用

ProteinG 亲和层析法进行腹水纯化，于-20 ℃保存。 

1.2.3  单克隆抗体效价检测[20] 

采用棋盘滴定法检测单克隆抗体的效价，将 450 

nm处吸光值在 1.0 左右时的稀释浓度作为抗 SY 单克

隆抗体的工作浓度，酶标板依次用浓度为 0.125 

µg/mL、0.25 µg/mL、0.5 µg/mL、1 µg/mL 的检测抗原

（SY-OVA）包被，并通过间接竞争 ELISA 测定单克

隆抗体的效价。将用包被液稀释后的包被抗原以每孔
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100 µL 加入到酶标板中，4 ℃孵育过夜；弃去孔中液

体，每孔加入 300 µL PBST 洗涤缓冲液进行洗涤，5 

min 后弃去洗涤液，重复 3 次；加入用包被液稀释的

1% OVA 溶液，37 ℃封闭 1 h，然后用 PBST 洗涤液

洗涤 3 次；每孔加入浓度为 100 ng/mL 的 SY 标准品

50 µL，同时每孔加入用 PBS 缓冲液倍比稀释（1:4000、

1:8000、1:16000、1:32000、1:64000、1:128000、

1:256000）的单克隆抗体稀释液 50 µL，37 ℃下反应

1 h，然后用PBST洗涤液洗涤 4次；每孔加入按 1:2000

稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG（IgG-HRP）

100 µL，37 ℃反应 40 min，并用 PBST 洗涤液洗涤 5

次；每孔加入 100 µL TMB，约 8 min 后，每孔加入

50 µL终止液以终止反应；在450~630 nm波长范围下，

用酶标仪测定各孔吸光值，以分析抗原（SY-OVA）

和抗体的最佳反应浓度，同时分析当 pH 值为 5.0~9.0，

Na+离子浓度为 20~500 mmol/L，以及甲醇溶液浓度为

0~30%时 ELISA 反应的敏感性，以选择最佳的间接竞

争 ELISA 反应条件。 

1.2.4  间接竞争 ELISA 标准曲线的建立[21-24] 

在最佳的间接竞争 ELISA 反应条件下，纵坐标为

B/B0值（B是不同浓度SY标准品450 nm处的吸光值；

B0为未添加标准品时 450 nm 处的吸光值），横坐标为

SY 标准品浓度（0.4、1.2、3.7、11.1、33.3、100、300 

ng/mL）的对数值，绘制间接竞争 ELISA（ic-ELISA）

标准曲线并进行相关性分析。灵敏度用 IC50值表示，

表示标准品与检测抗原偶联时的半数抑制浓度；线性

范围代表最大信号值 20%~80%的抑制率（IC20~IC80）；

检测限由 IC10值计算得出。 

1.2.5  交叉反应分析[25] 

用日落黄检测试剂盒检测食品中常用的日落黄、

酒石黄、胭脂红和诱惑红，根据公式 1 计算交叉反应

率。 

50

50

= 100%
SY IC

IC


的
日落黄交叉反应率

其他化合物的
(1) 

1.2.6  日落黄检测试剂盒的制备 
表1 日落黄检测试剂盒组成 

Table 1 Compositionofsunsetyellowdetectionkit 

试剂名称 数量 试剂名称 数量 

96 孔板 1 96 孔板覆膜 4 

标准品 2 标准品稀释液 1×20 mL 

检测溶液 A 1×120 µL 检测稀释液 A 1×12 mL 

检测溶液 B 1×120 µL 检测稀释液 B 1×12 mL 

试剂稀释液 1×300 µL 终止液 1×6 mL 

TMB 底物 1×9 mL 说明书 1 

洗涤液(30×) 1×20 mL   

将检测抗原（SY-OVA）用包被液稀释到终浓度

为 0.25 µg/mL，并以 100 µL/孔包被酶标板以制成固相

载体。37 ℃ 2 h 或者 4 ℃过夜；弃去孔中液体并控

干，加入用包被液稀释的浓度为 1%的 OVA 溶液，37 

℃封闭 1 h，PBST 洗涤液洗涤 3 次；控干后密封包装。

试剂盒组成见表 1。 

1.2.7  日落黄检测试剂盒对市售样品的检测 
从市场购买经 HPLC 检测不含 SY 的果汁饮料、

水果罐头和果冻样品，液体样品直接取样，固体及半

固体样品进行匀浆，将 SY 标准品分别加入到以上的

样品中，使终浓度分别为 900 ng/mL、300 ng/mL 和

100 ng/mL，将混合物均质混匀。用 5 mL PBS 浸提 3 

min，于 4 ℃ 10000 r/min 下离心 10 min，取上清液，

使用 ic-ELISA 法，用日落黄检测试剂盒进行检测，并

根据公式 2 计算回收率。 

/ %= 100%
SY

SY


检测到的 含量
回收率

添加的 标准品含量
       (2) 

2  结果与讨论 

2.1  人工抗原的紫外扫描鉴定 

人工抗原通过紫外光谱法鉴定。将 BSA、SY、

SY-BSA、SY-OVA 溶液在 200~700 nm 波长范围内进

行紫外光谱扫描。结果如图 1 所示，其中使用半抗原

SY 与载体蛋白 BSA 的紫外图谱作为对照。由图 1 可

知，BSA 在 280 nm 处有很强的特征吸收，SY 在 482 

nm 处有特征吸收，而 SY-BSA 在 485 nm 附近有宽吸

收峰，相对于 SY 半抗原的吸收峰有所蓝移，说明半

抗原 SY 和载体蛋白 BSA 成功偶联。SY-OVA 在 485 

nm 处也有宽吸收峰，且相对于 SY 半抗原的吸收峰也

出现了蓝移，说明检测抗原 SY-OVA 也成功合成。 

 
图1 BSA，SY，SY-OVA和 SY-BSA的紫外可见吸收光谱 

Fig.1 The UV-vis absorption spectra of BSA, SY, SY-OVA and 

SY-BSA, respectively 

2.2  单克隆抗体效价测定结果 
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图2 ELISA的棋盘免疫滴定 

Fig.2 Checkerboard titration of ELISA 

 

 

 
图3 pH值、有机溶剂和离子强度对ELISA敏感性的影响 

Fig.3 Effects of pH value, organicsolvent, and ionicstrength on 

ELISA sensitivity (n=3) 

将酶标板用浓度为 0.125 µg/mL、0.25 µg/mL、0.5 

µg/mL、1 µg/mL 的检测抗原（SY-OVA）包被，通过

间接竞争 ELISA 法测定纯化后的抗体效价，选取吸光

值为 1.0 时对应的最高稀释倍数作为该抗体的检测效

价。棋盘滴定检测结果如图 2 所示，当检测抗原浓度

为 0.125 µg/mL 时，抗 SY 的单克隆抗体效价为

1:32000，而当检测抗原浓度分别为 0.25 µg/mL、0.5 

µg/mL、1 µg/mL 时，抗 SY 单克隆抗体效价均可达

1:64000 以上，因此，间接竞争 ELISA 反应的检测抗

原 SY-OVA 最佳反应浓度为 0.25 µg/mL，证明 SY 单

克隆抗体制备成功，同时也进一步证明 SY 与载体蛋

白 BSA、OVA 成功偶联。 

同时，在检测抗原浓度为 0.25 µg/mL 的条件下，

分析了 pH 值为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0，Na+离子浓

度为 20、50、100、200、500 mmol/L 以及甲醇浓度为

0、5%、10%、20%、30%时在 PBS 溶液中间接竞争

ELISA 反应的敏感性。IC50代表标准品与检测抗原偶

联时的半数抑制浓度，B0/IC50值是评价不同因素对间

接竞争 ELISA 反应灵敏度的重要参数。图 3 最上面的

图显示，pH 值在 5.0~9.0 范围内升高时，B0/IC50值先

升高后降低，当 pH 值为 7.0 时，B0/IC50值最大；图 3

中间的图显示，有机溶剂甲醇对 ELISA 反应的敏感性

有着显著影响，甚至可抑制抗 SY 抗体和检测抗原

SY-OVA 的结合；图 3 最下面的图显示，Na+浓度为

100 mmol/L 时，B0/IC50值最大，当 Na+浓度升高时，

B0/IC50值显著降低，表明较高的 Na+浓度 ELISA 反应

的敏感性有严重影响。综上所述，ELISA 反应在 pH

为 7.0、Na+浓度为 100 mmol/L，无有机溶剂的 PBS

缓冲液中具有最高的灵敏度，适合在此反应条件下来

检测样品和建立间接竞争 ELISA 标准曲线。 

2.3  间接竞争 ELISA标准曲线的建立 

 
图4 SY的竞争抑制曲线和标准曲线 

Fig.4 The competitive inhibition curve and calibration curve in 

the line arrange (inset) for SY (n=3) 

根据棋盘滴定法的结果，将酶标板用浓度为 0.25 

μg/mL 的 SY-OVA 包被，并将 SY 单克隆抗体以

1:32000 稀释上样，优化的间接竞争 ELISA 标准曲线

如图 4 所示。结果显示，间接竞争 ELISA 抑制曲线线

性良好，回归方程式为 y=-0.3937x+0.8201（R2= 
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0.9979），IC50值为 6.50 ng/mL，经计算得出标准曲线

的线性检测范围为 62.50~1000 ng/mL，检测限为 1.50 

ng/mL，相比于金一萍[26]文献中报道的紫外分光光度

计检测日落黄，本研究中的检测限 1.50 ng/mL 显著低

于紫外的检测限 0.10~0.60 μg/mL，且样品中的杂质对

紫外检测的影响较大，易造成实验结果不准确，而本

文所制备的单克隆抗体效价高、灵敏度高、特异性强，

因此可进一步用于制备日落黄检测试剂盒。 

2.4  交叉反应分析结果 

表2 抗 SY抗体与SY及其他食用色素的交叉反应 

Table 2 Cross-reactivity of anti-SY antibody with SY and other fooddyes 

食用色素 分子结构 IC50/(ng/mL) 交叉反应/% 

日落黄 

 

6.50 100 

酒石黄 

 

NR <0.01 

胭脂红 

 

NR <0.01 

诱惑红 

 

512.53 2 

注：NR：无反应。 

表3 食品样品中SY含量的回收率分析 

Table 3 Recovery analysis of the SY spiked in food samples 

ELISA 

含量/(ng/g) 回收率/%  含量/(ng/g) 回收率/% 样品 加标/(ng/g) 

批内 a  批间 b 

100 101.13±0.67 101.13  97.69±15.61 97.69 

300 267.54±42.61 89.18  269.84±0.94 89.95 果汁饮料 

900 820.22±35.83 91.14  891.98±2.62 89.11 

100 97.29±16.74 97.29  90.23±12.14 90.23 

300 275.01±21.19 91.67  268.28±59.68 89.43 水果罐头 

900 858.08±96.76 95.34  881.14±106.42 97.90 

100 98.81±23.57 98.81  93.33±19.81 93.33 

300 276.54±47.93 92.18  292.02±67.09 97.34 果冻 

900 836.21±86.34 92.91  789.17±36.33 87.69 

注：a：批内分析为 1 d 内 4 次重复测定；b：批间分析为分开的 3 d 测定的样品含量，每次 3 个重复。 

对抗 SY 单克隆抗体与 SY 及其它三种食用色素

（酒石黄、胭脂红、诱惑红）的交叉反应进行分析，

表 2 的结果显示抗 SY 单克隆抗体与日落黄的反应率

为 100%，对诱惑红有弱交叉反应，其交叉反应率为

2%，推测是因为日落黄和诱惑红的分子结构较相似所

致；而其对酒石黄和胭脂红无交叉反应，说明了制备
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的日落黄试剂盒对 SY 具有较高的特异性，可用于 SY

的特异性检测分析，相关研究[27]表明高效液相色谱法

检测日落黄的准确度及分离度均较高，但由于检测时

间长及不能现场检测等缺点限制了其应用，而酶联免

疫法高效、快速及可大批量检测的优点使得其非常适

合对食品添加剂等微量物质的检测。 

2.5  加标样品 SY回收率检测 

使用间接竞争 ELISA 法检测添加了 SY 标准品的

果汁饮料、水果罐头和果冻样品中 SY 含量，计算出实

际样品中的 SY 回收率。结果显示 SY 的回收率和精密

度均达到了较高水平。数据结果如表 3 所示。 

经检测分析，SY 的批内、批间回收率分别为

89.18%~101.13%、87.69%~97.90%，且批内、批间试验

的相对标准偏差均小于 10%。结果表明，制备的日落

黄检测试剂盒对 SY 分析的回收率较高，可准确用于分

析样品中的 SY 含量；已有文献[20]报道用于测定肉类食

品中色素胭脂红酸的 ELISA 检测试剂盒，此试剂盒加

标回收率结果显示各类样品的加标回收率均较高，且

批内、批间相对标准偏差基本小于 10%，且 HPLC 法

检测与 ELISA 检测结果相关性分析显示，两种检测方

法在胭脂红酸的检测结果上具有较高一致性，相关系

数为 0.927，证明 ELISA 试剂盒用于检测食品中的添加

剂具有准确性和普遍性。 

3  结论 

合成具有免疫原性的人工抗原是建立食品添加剂

免疫分析法的第一步，良好的人工抗原才能刺激机体

产生免疫应答，从而得到高效的特异性抗体，为后续

研究打好基础。日落黄属于小分子物质，无法使机体

产生抗体，本文将日落黄与载体蛋白 BSA 及 OVA 偶

联制备了免疫抗原与检测抗原，用 SY-BSA 免疫小鼠

获得了抗 SY 单克隆抗体，通过棋盘滴定法测定了单

克隆抗体的效价达 1:64000 以上，同时探究了间接竞

争 ELISA 反应的最佳条件为 pH 7.0、Na+浓度 100 

mmol/L 及无有机溶剂的 PBS 缓冲液，建立了检测 SY

的 ic-ELISA 方法，其中 IC50为 6.50 ng/mL，线性范围

为 62.50~1000 ng/mL，检测限 IC10为 1.50 ng/mL。本

方法具有良好的特异性，除了与诱惑红有 2%的弱交

叉反应外，与其他两种色素的交叉反应均小于 0.01%；

通过对加标样品的 SY 进行检测发现其批内、批间回

收率分别为 89.18%~101.13%、87.69%~97.90%，且批

内、批间试验的相对标准偏差均小于 10%，说明试剂

盒检测性能和重复性较好，可用于食品中日落黄的检

测。本研究通过制备日落黄酶联免疫试剂盒对快速准

确测定食品中日落黄含量具有重要意义，为食品中违

法或超量添加日落黄的监督检验提供了科学的方法，

具有较高的实际应用价值。 
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