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摘"要!目的"对目前尚未列入监控的禽蛋中类胡萝卜素着色剂#斑蝥黄和叶黄素$建立高效液相色谱检测方法"

通过优化测定条件及前处理方法!有效排除蛋黄中脂肪%蛋白质等带来的干扰" 方法"样品经正己烷超声提取!过

中性氧化铝柱净化!采用 ’3#色谱柱#8@$ AAe9(# AA!( "A$分离!用含 #@!7二丁基羟基甲苯的乙腈2甲基叔丁基

醚#& =9!010$和水溶液梯度洗脱!高效液相色谱法测定!外标法定量" 结果"在优化后色谱条件下!斑蝥黄和叶黄

素在 #@9#f!#@# AM,+浓度范围内!线性关系良好!相关系数#@$$#@%%% 3!方法检出限分别为 #@#9 和 #@#& AM,aM!

回收率为 &%@37f!#97!相对标准偏差##".$为 9@97f8@%7" 结论"该方法快速%准确%灵敏!适用于禽蛋中斑蝥

黄和叶黄素的同时测定"

关键词!禽蛋&类胡萝卜素&斑蝥黄&叶黄素&高效液相色谱

中图分类号!;!((""文献标识码!/""文章编号!!##82&8($#9#9#$#!2##8(2#(
!"#%!#@!3(%#,CDECF:D9#9#@#!@##&

!&(&-5+0,(+)0)%’,0(1,B,0(1+0,0*B,0(1)21.44+0&66/
3. H@$I1+612&-%)-5,0’&4+D<+*’1-)5,()6-,21.

’TGBdL1MWH1M" YT/B[THL" .GB[VIHJI" YGB[dL1M" U5/B’:R1:RI" +X5]IH1CR1" +X*H1MKRI
#TR1H1 4KL‘I1EIHJ’Q1>QKFLKdIOQHOQ’L1>KLJH1S 4KQ‘Q1>IL1" TR1H1 ’:H1MO:H8!###(" ’:I1H$
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""禽蛋是消费最为广泛的食品之一"具有橙红色
蛋黄的禽蛋深受广大消费者的喜爱"因此有养殖者
通过喂养含着色剂的饲料使蛋黄产生理想颜色以
迎合消费者的喜好’ 类胡萝卜素中斑蝥黄和叶黄
素是饲料中应用较广的能对禽蛋进行着色的添加
剂"在我国农业部第 9#8( 号公告-饲料添加剂品种
目录#9#!3$.中允许作为家禽饲料着色剂使用’ 但

斑蝥黄和叶黄素对禽体没有营养价值"其经肠道吸
收后仍保持原来的颜色和分子结构"并在蛋黄内沉

积而起到着色效果 ) !* "而人体过量摄入此类物质可

能带来健康威胁"如斑蝥黄会积累在视网膜上导致

视力减退等眼疾 ) 9* ’ 联合国粮食及农业组织和世

界卫生组织联合食品添加剂专家委员会规定斑蝥

黄每日允许摄入量为 #@#3 AM,aM*\) 3* "日本/肯定

列表制度0规定禽蛋中斑蝥黄的最大残留限量为
#@! AM,aM"而我国对动物源性食品中斑蝥黄和叶黄
素最大残留量尚无规定&因此"对禽蛋中斑蝥黄和
叶黄素进行监测是十分必要的’

目前斑蝥黄和叶黄素的测定方法主要有紫外
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可见分光光度法 ) 8* (高效液相色谱 #T4+’$法 ) (2$* (

液相色谱2质谱法 ) )*等’ 其中紫外分光光度法灵敏
度较低&液相色谱2串联质谱法灵敏"但使用成本高&
T4+’仪普及率高"分析速度快"适合基层应用’ 此
外"禽蛋中含有大量的蛋白质(脂肪"若直接提取测
定会损伤色谱柱"且影响目标物的分离"因此有必
要对样品进行净化"常见的除脂方法有液液萃取
法(凝胶渗透色谱法(固相萃取法等’ 液液萃取法
和凝胶渗透色谱法所需时间长"耗费溶剂多’ 固相
萃取法是纯化脂溶性色素的有效方法 ) &* ’ 4w;GY
.G;BrBdGY等 ) %*以 ’!&为填料"利用基质固相分散
技术"对虹鳟鱼中的斑蝥黄等进行纯化"有效去除
杂质’ 李欢等 ) !#*采用氨基固相萃取小柱#+’2BT9$

纯化大黄鱼皮肤的类胡萝卜素"回收率达 &3@9&7f
%$@(&7&因此本试验建立禽蛋中斑蝥黄和叶黄素的
T4+’测定方法"通过固相萃取前处理消除禽蛋中
蛋白质(脂肪及其他杂质的干扰’ 建立的方法快
速(准确(灵敏"可用于禽蛋中斑蝥黄和叶黄素的同
时测定"对保护消费者权益有重要的现实意义’

!"材料与方法
!@!"主要仪器与试剂

/MIJQ1>!9## 高效液相色谱仪附二极管阵列
#d/d$ 检测器 #美国 /MIJQ1>$(超声波清洗仪(
6[+!$ 高速冷冻离心机(q<;6G2]涡旋混匀器’

斑蝥黄#3((9##3("!## AM,+"上海安谱实验科
技股份有限公司$"叶黄素#*9!8&("纯度$%&7"上
海源叶生物科技有限公司$"乙腈(甲基叔丁基醚(

正己烷(丙酮(二氯甲烷均为色谱纯"无水硫酸钠(
二丁基羟基甲苯#*T6$均为优级纯"其他试剂除特
别说明"均为分析纯’ 试验用水为经 0IJJI_LKQ处理
的一级水’ 中性氧化铝柱# (## AM"$ AJ"上海安谱
实验科技股份有限公司$"硅胶柱#(## AM"$ AJ"美
国 -R_QJEL$’
!@9"方法
!@9@!"样品前处理

取若干禽蛋除去蛋清"取蛋黄均质后取样’ 称
取 (@# M样品于 (# AJ离心管中"加入 #@! M*T6和
( AJ9# M,+硫酸钠溶液"涡旋 3# O’ 加入 9# AJ正
己烷超声提取 !( AI1"涡旋混匀" & ### K,AI1 离心
!# AI1#离心半径 !9( AA$"取上清液 !# AJ过中性
氧化铝柱#预先用 (@# AJ正己烷活化$"用 ( AJ正
己烷淋洗"再用 ( AJ二氯甲烷2甲基叔丁基醚#! =!"
010$洗脱"洗脱液氮吹至近干"用 !@# AJ初始流动
相溶液复溶"经 #@99 "A有机滤膜过滤后"待 T4+’
测定’

!@9@9"标准溶液配制
准确称取叶黄素标准物质于 !# AJ容量瓶中"

用二氯甲烷溶解定容’ 吸取斑蝥黄和叶黄素标准
储备液用 #@!7 *T6乙腈稀释制备成 !#@# AM,+标
准中间液"临用前"用初始流动相溶液稀释成相应
的标准曲线浓度’
!@9@3"仪器条件

色谱柱%’3#柱#8@$ AAe9(# AA"( "A$&柱温
3# g"流动相及梯度%/为含 #@!7 *T6的乙腈2甲
基叔丁基醚#& =9"010$溶液"*为水溶液&梯度洗脱
程序%#f$ AI1")(7/"$f!# AI1")(7f%%7/"!#f
!$ AI1" %%7/" !$ f!) AI1" %%7 f)(7/& !) f
9( AI1")(7/&流速 !@# AJ,AI1&进样量 !# "J&检测
波长%斑蝥黄8)3 1A"叶黄素 88) 1A’

9"结果与分析
9@!"色谱条件的优化

在化学合成的类胡萝卜素着色剂中"反式构
型比顺式更为稳定"且着色效果更佳 ) !!* "因此人为
添加的斑蝥黄和叶黄素主要为反式异构体’ 研
究 ) !9*表明斑蝥黄和叶黄素在动物体内经消化(吸
收(血液运输和肝脏代谢后"其分子几何异构体无
明显变化"因此本试验以全反式斑蝥黄和叶黄素
为待测物’

目前斑蝥黄和叶黄素的测定常采用正相色谱
法 ) !32!8* ’ 而在类胡萝卜素的测定中"研究者常采用
长碳链的反相色谱柱如 ’3#(U0’2_HEa 硅胶柱通过
增强固定相与类胡萝卜素分子的作用来改善类胡
萝卜素的保留时间(峰形及分离类胡萝卜素同分异
构体 ) !(* ’ 本方法考察了 ’3#(U0’2_HEa 硅胶柱和
’!&柱对斑蝥黄和叶黄素的分离效果’ 发现 3 种色
谱柱均对叶黄素和斑蝥黄有很好的分离能力"但考
虑到如玉米等为饲料可能带入的其他类胡萝卜素
的干扰"故选用 ’3#色谱柱’ 此外"通过 T4+’2d/d

检测器对斑蝥黄和叶黄素进行光谱扫描"以确定最
大吸收波长"结果表明斑蝥黄的最大吸收波长为
8)3 1A"叶黄素为 88) 1A’

加入适量甲基叔丁基醚有助于斑蝥黄和叶黄
素的洗脱’ 比较甲基叔丁基醚的浓度对分离效果
的影响’ 分别添加 #7( !#7( 9#7( 3#7( 8#7(
(#7甲基叔丁基醚于乙腈中"试验发现添加甲基
叔丁基醚有助于改善两种类胡萝卜素的峰形"但
甲基叔丁基醚含量过高"色谱噪声会增大"甲基叔
丁基醚浓度为 9#7时峰形最好"因此在含 #@!7
*T6的乙腈溶液中加入 9#7的甲基叔丁基醚作为
流动相#图 !$ ’
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图 !"斑蝥黄和叶黄素标准色谱图
.IMRKQ!"’:KLAH>LMKHALFEH1>:HcH1>:I1 H1S

cH1>:L_:WJJOO>H1SHKSO

9@9"前处理方法的优化
9@9@!"样品的处理

目前对蛋黄的取样方式"主要采用煮熟后取
蛋黄部分和冷冻后取样’ 前者在加热过程类胡萝
卜素会分解或转化导致类胡萝卜素的损失 ) !$* "后
者操作繁琐"亦可能导致待测物的降解"因此本试
验采用去壳后直接取蛋黄使用’ 此外"研究 ) !)*认
为只有游离态的类胡萝卜素才能被禽类吸收"斑
蝥黄和叶黄素经肠道吸收后在蛋黄中仍以游离态
存在"因此测定禽蛋中斑蝥黄和叶黄素不需皂化
处理’

此外"禽蛋富含蛋白质(脂肪"直接提取测定会
带来干扰’ 有文献采用乙腈提取"乙腈饱和的正己
烷除脂 ) !&* "但试验发现脂溶性的斑蝥黄和叶黄素会
进入正己烷层"造成损失&因此"样品提取后进行固
相萃取净化’
9@9@9"提取溶液的选择

斑蝥黄和叶黄素为脂溶性化合物"考察了正己
烷(二氯甲烷(二氯甲烷2正己烷#! =!"010$(二氯甲
烷2丙酮#& =9"010$对斑蝥黄和叶黄素的提取效果’
结果发现 8 种溶剂均能把斑蝥黄和叶黄素提取出
来"但考虑到后续固相萃取处理采用了正相萃取
柱"二氯甲烷(二氯甲烷2正己烷#! =!"010$(二氯甲
烷2丙酮#& =9"010$均出现/穿透0现象"因此采用正
己烷作为提取液’
9@9@3"固相萃取条件的优化

考察了硅胶柱和中性氧化铝柱对蛋黄中斑蝥
黄和叶黄素的净化效果’ 结果表明硅胶柱对斑蝥
黄有较好的吸附效果"回收率达 !#$7"但对叶黄
素的保留稍弱"目标物能穿透柱体’ 而中性氧化
铝柱对这两种类胡萝卜素有较好的吸附效果"能
对样品进行较好的净化"因此"选用中性氧化铝柱
对斑蝥黄和叶黄素进行净化’ 采用 (@# AJ二氯甲
烷2甲基叔丁基醚 # ! =!"010$ 洗 脱"回 收 率 为
%3@97f!#97’

9@3"方法性能
9@3@!"方法线性范围及检出限

在确定最佳测定条件下"按 !@9@3 色谱条件"以
浓度为横坐标(峰面积为纵坐标进行线性回归’ 斑
蝥黄和叶黄素在 #@9#f!#@# AM,+浓度范围线性关
系良好"相关系数 @$ #@%%% 3’ 以仪器信噪比
#"1-$为 3 时所对应的标准溶液浓度为仪器检出
限"根据前处理方法"方法的检出限分别为 #@#9(
#@#& AM,aM#表 !$’

表 !"方法线性范围"回归方程及检出限

6ĤJQ!"+I1QHKKH1MQ" KQMKQOOIL1 QiRH>IL1 H1S SQ>QE>IL1 JIAI>

LF>:QAQ>:LSO

名称
线性范围
,#AM,+$ 回归方程

相关
系数 @

检出限
,#AM,aM$

斑蝥黄 #@9#f(@# Hj!9@3)!4s#@3(8$ #@%%% ) #@#9

叶黄素 #@(#f!#@# Hj(@)9%4h#@(839 #@%%% 3 #@#&

9@3@9"方法回收率及精密度
在空白样品及阳性样品中分别添加 3 个水平的

混合标准溶液"每个添加浓度平行测定 $ 次’ 按
!@9@! 进行前处理并分析"计算回收率和相对标准
偏差##".$’ 两种类胡萝卜素的回收率为 &%@37f
!#97"#".为 9@97f8@%7"结果表明建立的方法
重复性好"回收率结果理想"见表 9’

表 9"方法的回收率和 #".#6j$$

6ĤJQ9"0Q>:LS KQEL‘QKIQOH1S KQJH>I‘QO>H1SHKS SQ‘IH>IL1O

待测物
本底

,#AM,aM$
添加水平
,#AM,aM$

回收率
,7

#".
,7

斑蝥黄

叶黄素

Bd

(@#(

Bd

(@%(

#@9 %$@3 8@&
#@8 %&@) 8@9
#@& !#9 3@9
9@( %%@( 8@%
(@# !#! 3@3
!#@# %)@9 3@8
#@( %9@& 8@8
!@# %%@! 9@9
9@# %&@3 3@&
3@# &%@3 8@9
$@# %%@8 8@!
!9@# %&@$ 9@&

注%Bd为未检出

9@8"实际样品检测
采用本试验建立的方法对市售鲜鸡蛋(鸭蛋和

鹅蛋共 & 份样品进行测定"均检出叶黄素"9 份样品
同时检出叶黄素和斑蝥黄’ 叶黄素浓度为 3@9) f
)@3! AM,aM"而斑蝥黄含量为 (@#(f&@3) AM,aM’

另一方面"玉米饲料含有玉米黄素(叶黄素(!&胡
萝卜素("&胡萝卜素(!&隐黄素("2隐黄素(环氧二氢
胡萝卜素和堇菜黄素等多种类胡萝卜素"叶黄
素(玉米黄素为主要成分"且互为同分异构体"因此
玉米黄素是对禽蛋中叶黄素测定结果干扰的主要
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因素 ) !%* ’ 为排除玉米饲料本身含有的其他类胡萝
卜素对结果的干扰"将玉米样品按同样前处理步骤
处理后测定’ 图 9H可以看出玉米和禽蛋样品各组
分色谱峰分离良好"峰形尖锐"无明显干扰峰存在’
此外发现这两种样品均含有叶黄素峰及未知峰"通
过特征光谱辅助鉴别这两个峰具有类似的特征光

谱#图 9^$"将其与已有报道 ) 9#*比较"推测该未知峰
可能为玉米黄素峰’ 此外"’3#色谱柱亦被证实是分

离叶黄素和玉米黄素的有效手段 ) 9!* &因此玉米饲料
基质引入的其他类胡萝卜素对禽蛋中的叶黄素测
定无明显干扰"本方法适用于禽蛋中叶黄素和斑蝥
黄的同时测定’

图 9"样品色谱图#H$和光谱图#^$

.IMRKQ9"’:KLAH>LMKHA#H$ H1S O_QE>KLMKHAO#^$ LF>:QOHA_JQO

3"小结
本试验建立了固相萃取2T4+’同时测定禽蛋

中斑蝥黄和叶黄素的方法’ 采用中性氧化铝柱对
这两种类胡萝卜素进行净化"获得简单(快捷的前
处理方法&同时对 T4+’分离检测条件进行优化’
斑蝥 黄 和 叶 黄 素 的 检 出 限 分 别 为 #@#9 和
#@#& AM,aM"回收率为 &%@37f!#97"#".为 9@97
f8@%7’ 方法灵敏(可靠"适用于禽蛋中斑蝥黄和
叶黄素的同时测定’
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实验技术与方法
转基因甜菜 [6-*))品系特异性实时荧光聚合酶链式反应检测方法建立

刘二龙 !!卢丽 9!吕英姿 !!蒋湘 !!李嘉琪 !!夏柔菲 !

!!D黄埔海关技术中心"广东 广州"(!#)3#$ 9D广州海关技术中心"广东 广州"(!#$93#

摘"要!目的"为实现转基因甜菜 [6-*)) 的标识管理!建立其品系特异性实时荧光聚合酶链式反应#4’;$检测

方法" 方法"针对 [6-*)) 的 3k端外源插入片段与甜菜基因组 dB/之间的邻接区序列设计引物和探针!建立
[6-*)) 品系特异性实时荧光 4’;检测方法!并对该方法的特异性%灵敏度和重复性进行检测" 结果"建立的
[6-*)) 检测方法特异性强!定量限#+<p$为 !$ 拷贝!扩增效率为 !#97!重复性测试结果相对标准偏差##".$介

于 #@9!7f!@$$7之间" 结论"建立的实时荧光 4’;方法可应用于 [6-*)) 的鉴定检测"

关键词!转基因甜菜 [6-*))&实时荧光聚合酶链式反应&品系特异性
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""甜菜是一种重要经济作物"目前美国和加拿大
%(7以上种植的甜菜均为转基因甜菜’ 目前上市的
转基因甜菜品系共有三个%[6-*))(6!9#2) 和T)2!"
其中仅T)2! 获得我国农业部批准用于糖(甜菜浆及
加工原料’

转基因甜菜 [6-*)) #以下简称 [6-*))$是由
诺华公司和孟山都公司研发的具抗草甘膦除草剂
特性的甜菜品系"商品名为%X1qIMLK60 ORMHK̂QQ>’
!%%&!9##8 年间"陆续在美国(日本(加拿大(澳大
利亚(菲律宾被批准作为食品或饲料用途 ) !* ’

[6-*)) 经农杆菌转入 (GN&DG5G5(B;A)和修饰过
的 394三个外源基因研发而成"B;A)基因来自大肠
埃希菌的 "&葡萄糖醛酸酶作为筛选标记"(GN&DG5G5
和 394基因均为草甘膦除草剂耐受基因"(GN&DG5G5
基因编码 (&烯醇式丙酮酰莽草酸&3&磷酸合成酶"对


