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燕窝真假鉴定技术研究
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摘　要 :目的 　探索燕窝真假鉴定技术。方法 　分别利用紫外光谱法和氨基酸分析法鉴定燕窝真假 ,再用液相色

谱 - 串联质谱抽样确证所得结果。结果 　真燕窝在 280 nm 有最大紫外吸收。真燕窝氨基酸含量高 ,而掺杂银耳、

猪皮等的假燕窝氨基酸含量低。真燕窝的 Asp、Leu、Tyr、Glu、Val、Ser、Phe 比例偏高 ,而假燕窝的 Ile、Gly、Ala 比例偏

高。结论 　紫外光谱法和氨基酸分析法鉴定燕窝真假具有可行性。
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Methods to Identify True Edible Birdπs Nest
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Abstract : Objective 　To search for methods to discern the true edible birdπs nest from the false. Method　UV Spectrum and

amino acid analysis were used for the identification and then the results were confirmed by HPLC2MS2MS. Results 　The natural

edible birdπs nest had a peak absorption at 280 nm. The contents of amino acids in natural edible birdπs nest were higher than those

in the false birdπs nest made with white fungus and pigskin. The predominant amino acids in natural birdπs nest were Asp , Leu ,

Tyr , Glu , Val , Ser and Phe , but these in false birdπs nest were Ile , Gly and Ala. Conclusion 　The established methods were

feasible for the identification.
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　　燕窝是由雨燕科金丝燕及同属类的唾液或者绒

羽等混唾液凝结而成的巢窝。产地分布于东南亚一

带 ,中国、印尼、泰国、越南和马来西亚等。燕窝是一

种名贵中药 ,具有养阴润燥 ,补中益气 ,入胃补脾 ,化

痰止咳等功能 ,燕窝含有丰富的活性糖蛋白 ,钙、铁、

磷、碘及维生素等天然营养物和矿物质[1 ] 。燕窝是

一种安全有效的防止流感病毒的天然物 ,并且促进

细胞生长和加强免疫系统功能[2 ] 。

世界贸易统计每年收获总重量大约2 000 t的燕

窝。由于燕窝的营养价值和经济价值均较高 ,而且

消费者对其需求日益增长 ,因此市场上鱼目混珠的

现象较普遍 ,一些商贩通过染色、漂白 ,或以银耳、猪

皮、琼脂、果胶等掺假伪造。由此 ,完善燕窝真假鉴

别方法迫在眉睫[1 - 5 ] 。

1 　材料与方法

111 　仪器与试剂 　仪器 　2020 Digestor 电加热消化

仪 (瑞士 TETATOR 公司) 、KjeHec 1030 自动凯氏定

氮仪 (瑞士 TETATOR 公司) 、U - 3000 紫外光谱仪

(日本 HITACHI 公司) 、日立 L - 8500A 氨基酸分析

仪 (日本 HITACHI 公司) 、液相色谱 - 串联质谱 :

Waters 2695 Quattro Ultima
TM

Pt (美国 Waters 公司) 。

试剂 　pH 212 的柠檬酸钠缓冲液 　称取 1916 g

柠檬酸钠 (Na3 C6 H5O7·2H2O) 和 1615 ml 浓盐酸加水

稀释到1 000 ml ,用浓盐酸或 50 %的氢氧化钠溶液

调节 pH 至 212 ;17 种氨基酸混合标准品 ( TAKARA

KOHSAN CO1 ,LTD1 100 nmolΠml ) 、唾液酸标准品

(SIGMA 公司 , 99 %) 、催化剂 (315 g K2 SO4 + 014 g

CuSO4 ,瑞士 TETATOR 公司提供) 。

112 　样品采集与处理 　5 种真品燕窝购自北京某

药店 (其中血燕窝、黄燕窝、彩燕窝为优级 ;白燕窝和

燕片为次级) ;2 种市售燕窝购自某干货市场 ;猪皮、

银耳购自某菜市场。

用 SQ2119 多功能食品加工机将样品磨碎 ,

过筛。

113 　试样中蛋白质含量测定 　精确称取试样 200

mg ,加入催化剂 1 粒 ,加入 10 ml 浓硫酸 ,420 ℃电加

热消化 1 h ,至完全消化为淡绿色透明液体 ,放入
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KjeHec 1030 自动凯氏定氮仪中测定。

114 　紫外光谱法检测[6 ] 　精确称取试样 50 mg ,溶

解于 50 ml 水 ,用带有冷却水的消化瓶煮沸 1 h ,离

心 15 min (4 000 rΠmin) 。取上清液进行紫外光谱分

析 (设定波长 280 nm) 。

115 　试样中氨基酸组成测定[7 ] 　精确称取试样 50

mg ,溶解于 20 ml、6 molΠL的盐酸溶液中 ;放在 110 ℃

的烘箱中水解 24 h ,取出冷却 ;过滤于 50 ml 的容量

瓶中 ,用去离子水定容至刻度 ;吸取 1 ml 放在小坩

锅中 ,置于真空干燥器中 60 ℃干燥 ;残余物用 1 ml、

pH 212 的柠檬酸钠缓冲液溶解 ,稀释 3 倍 ,用日立 L

- 8500A 氨基酸分析仪测定。

116 　唾液酸含量测定 (确证实验) 　试样经过酸解

等处理后 ,用 Waters 2695 Quattro Ultima
TM

Pt测定。

色谱条件为色谱柱 XTerra MS C18 ,211 mm ×150

mm , 5μm ;流动相为 A :乙腈 10 % ,B :水 90 % ;流速 :

012 mlΠmin ; 电离模式 : ESI + ; 数据类型 : SIR 或

MRM ;操作类型 :多反应监测 ;锥孔电压 :3510 V ;碰

撞电压 :810 eV。

2 　结果与讨论

211 　蛋白质含量测定结果

表 1 　燕窝、猪皮、银耳的氮及蛋白质

血燕窝 黄燕窝 彩燕窝 白燕窝 燕片 市售燕窝 1 号 市售燕窝 2 号 猪皮 银耳

含氮量 ( %) 9166 10117 9141 9165 9135 7151 5146 5145 1155

蛋白质含量 (gΠ100 g) 60138 63156 58181 60131 58144 46194 34113 34106 9169

　　表中数据说明 ,购自药店的 5 种真品燕窝蛋白

质含量高 ;2 种市售燕窝的蛋白质含量均低于真品

燕窝 ;猪皮、银耳的蛋白质含量低 ,银耳最低。因此 ,

燕窝的总蛋白质含量 ,可以作为鉴别燕窝真假的参

考指标。

212 　紫外光谱检测结果 　真品燕窝中含有高含量

酪氨酸、苯丙氨酸 ,此 2 种氨基酸在 280 nm 有最大

紫外吸收 ,因而 280 nm 为燕窝特征吸收峰。实验证

明购自药店的 5 种真品燕窝在 280 nm 均有一较强

吸收峰 (图 1) ;市售 2 种燕窝和掺假物质 (银耳、猪

皮)在 280 nm 附近均没有较强吸收峰 (图 2) 。因此 ,

燕窝的紫外图谱 ,可以作为鉴别燕窝真假的参考指

标之一。

11 血燕窝　21 黄燕窝　31 彩燕窝　41 白燕窝　51 燕片

图 1 　血燕窝 ,黄燕窝 ,彩燕窝 ,白燕窝 ,燕片紫外图谱

213 　样品中的氨基酸组成规律 　5 种真品燕窝 ,2

种市售燕窝 ,猪皮、银耳氨基酸含量及配比关系分别

列于表 2 和表 3。其中必需氨基酸包括亮氨酸、赖

氨酸、苯丙氨酸、苏氨酸、色氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸

11 猪皮　21 银耳　31 市售燕窝 1 号　41 市售燕窝 2 号

图 2 　猪皮 ,银耳 ,市售燕窝紫外图谱

和缬氨酸 ;鲜味氨基酸包括谷氨酸和天门冬氨酸 ;支

链氨基酸包括缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸 ;芳香氨基

酸包括酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸。

表 2、3 显示 ,市售 2 种燕窝和猪皮、银耳的各氨

基酸含量 ,氨基酸总量均低于真品燕窝 ;真品燕窝的

Asp、Leu、Tyr、Glu、Val、Ser、Phe 比例偏高 ; 猪皮的

Glu、Gly、Ala、Arg 比例偏高 ;银耳的 Glu、Ile、Arg 比例

偏高 ;市售 1 号燕窝的 Glu、Ile 比例高于真品燕窝 ,

具备银耳典型的氨基酸配比 ;市售 2 号燕窝的 Glu、

Gly、Ala 比例高于真品燕窝 ,具备猪皮典型的氨基酸

配比。

214 　抽样测定唾液酸 (确证) 　唾液酸是燕窝中具

有生物活性的主要成分 ,含量高达 10 %。

首先对唾液酸标准品进行分析 ,确定其特征离

子。然后抽取血燕窝、白燕窝、市售燕窝 1 号和猪

皮、银耳进行质谱确证。结果表明血燕窝、白燕窝的

唾液酸含量高 ;市售燕窝 1 号的唾液酸含量低 ;猪
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　　　　　 表 2 　燕窝、猪皮、银耳的氨基酸含量 mgΠg

血燕窝 黄燕窝 彩燕窝 白燕窝 燕片 市售燕窝 1 号 市售燕窝 2 号 猪皮 银耳

天门冬氨酸 (Asp) 41149 48193 44131 26170 31152 24169 20136 11159 4107

苏氨酸 (Thr) 31111 30117 34180 24189 24168 22134 16125 5161 4101

丝氨酸 (Ser) 30174 35170 32143 29142 34122 27117 22123 8183 2108

谷氨酸 ( Glu) 36184 35126 40116 32179 26134 27130 18129 26184 5130

甘氨酸 ( Gly) 15150 14171 15192 13100 13114 11104 8153 47129 2106

丙氨酸 (Ala) 13115 14179 15117 14161 13125 12182 9152 24198 3163

胱氨酸 (Cys) 12119 8119 10183 13122 6140 8113 6147 1156 0199

缬氨酸 (Val) 35123 32154 34108 29137 26161 26130 20113 8107 3124

蛋氨酸 (Met) 10131 4117 9155 14163 3103 6158 3173 7178 2175

异亮氨酸 ( Ile) 28189 18112 20183 4131 20171 25147 5157 0117 5118

亮氨酸 (Leu) 45178 45148 34139 25192 20116 23118 13133 8171 2171

酪氨酸 (Tyr) 45169 35164 27148 67152 55134 50183 26177 6162 4108

苯丙氨酸 (Phe) 41176 33194 37168 28175 28127 24186 13105 7164 2131

赖氨酸 (Lys) 21182 13141 21181 33102 17178 19130 13137 15135 3179

组氨酸 (His) 16113 15170 19168 19178 15152 23193 14146 5194 3126

精氨酸 (Arg) 34158 33174 26199 30133 28155 26172 13153 25103 4198

脯氨酸 (Pro) 37104 38156 35154 52163 16125 6151 11156 16141 1162

必需氨基酸 214190 177183 193114 160189 141124 148103 85143 53133 23199

氨基酸总量 498125 459105 461165 460189 518184 367117 237115 228142 56106

必需Π总量 ( %) 43113 38174 41184 34191 27122 40132 36102 23135 42180

鲜味氨基酸 78133 84119 84147 59149 57186 51199 38165 38143 9137

支链氨基酸 109190 96114 89130 59160 67148 74195 39103 16195 11113

芳香氨基酸 87145 69158 65116 96127 83161 75169 39182 14126 6139

表 3 　氨基酸在燕窝、猪皮、银耳中的构成比 %

血燕窝 黄燕窝 彩燕窝 白燕窝 燕片 市售燕窝 1 号 市售燕窝 2 号 猪皮 银耳

天门冬氨酸 8133 10166 9160 5180 6108 6172 8159 5107 7126

苏氨酸 6124 6157 7154 5140 4176 6108 6185 2146 7115

丝氨酸 6117 7178 7102 6138 6160 7140 9137 8183 3171

谷氨酸 7139 7168 8170 7111 5108 7144 7171 11175 9145

甘氨酸 3111 3120 3145 2182 2153 3101 3160 20170 3167

丙氨酸 2164 3122 3129 3117 2155 3149 4101 10194 6148

胱氨酸 2145 1178 2135 2187 1123 2121 2173 0168 1177

缬氨酸 7107 7109 7138 6137 5113 7116 8149 3153 5178

蛋氨酸 2107 0191 2107 3117 0158 1179 1157 3141 4191

异亮氨酸 5180 3195 4151 0194 3199 6194 2135 0107 9124

亮氨酸 9119 9191 7145 5162 3189 6131 5162 3181 4183

酪氨酸 9117 7176 5195 14165 10167 13184 11129 2190 7128

苯丙氨酸 8138 7139 8116 6124 5145 6177 5150 3134 4112

赖氨酸 4138 2192 4172 7116 3143 5126 5164 6172 6176

组氨酸 3124 3142 4126 4129 2199 6152 6110 2160 5182

精氨酸 6194 7135 5185 6158 5150 7128 5171 10196 8188

脯氨酸 7143 8140 7170 11142 3113 1177 4187 7118 2189
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皮、银耳的唾液酸含量极低。用液相色谱 - 串联质

谱法所得结论与紫外光谱法和氨基酸分析法一致。

唾液酸的测定可以作为鉴别燕窝真假的重要指标

之一。
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液相色谱 - 线性离子阱质谱法检测草鱼中孔雀石绿、
结晶紫及其代谢产物

吴学立1 ,2 　吴永宁2 　赵云峰2 　袁宗辉1

(11 华中农业大学动物医学院 ,湖北 　武汉 　430070 ;

21 中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100050)

摘　要 :目的 　建立鱼中的孔雀石绿 (MG) 、结晶紫 ( GV) 及其代谢物无色孔雀石绿 (LMG) 、无色结晶紫 (LGV) 的测

定方法。方法 　使用液相色谱线性离子阱串联质谱技术和同位素稀释技术 ,McIlvaine 缓冲液和乙腈提取 ,OASIS

MCX SPE柱净化 ,洗脱液在选择反应检测模式 (SRM)下测定。结果 　方法的检出限 CCα为 0103～0105μgΠkg ,定量

限 CCβ为 0105～0109μgΠkg。5 个不同加标水平鱼样中 4 种目标化合物的平均回收率为 8417 %～10511 % , RSD 为

113 %～1419 %( n = 5) 。结论 　本方法定量准确可靠 ,可用于鱼样品中孔雀石绿、结晶紫及其代谢物的测定。

关键词 :着色剂 ;孔雀石绿 ; 龙胆紫 ;同位素标记 ; 色谱法 ,液相 ;光谱分析 ,质量

Determination of Malachite green , Gentian Violet and Their Euco2Metabolites in Grasscarp by

Liquid Chromatography2Linear Ion Trap Mass Spectrometry

WU Xue2li , WU Yong2ning , ZHAO Yun2feng , YUAN Zong2hui

(School of Veterinary Medicine , Huazhong Agricultural University , Hubei Wuhan 430070 , China)

Abstract : Objective 　A method has been developed for the determination of malachite green , gentian violet and their leuco2
metabolites in fish using isotope dilution by liquid chromatography2linear ion trap mass spectrometry. Method 　After extraction

using McIlvaine buffer and acetonitrile , the extract was purified on an OASIS MCX SPE column. The effluent was analysed by LC

- MSΠMS in the select reaction monitoring (SRM) mode. Result 　An averaged decision limits (CCα) and detection capability

(CCβ) of method were 0103～0105μgΠkg and 0105～0109μgΠkg respectively. The average recoveries of five different fortified

fish samples were in the range of 8417 %～10511 % ; RSDs were in the range of 113 %～1419 %. Conclusion 　The established

method is suitable for the determination of Malachite green , Gentian violet and their leuco2metabolites in grasscarp.

Key word : Coloring Agents ; Malachite Green ; Gentian Violet ; Isotope Labeling ; Spectrum Analysis , Mass ; Chromatography ,

liquid
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