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力基因群"应该同时做好蜡样芽胞杆菌引起临床感
染的监测工作&!$ 个单态群中最常见的为 ]/!$4 和
]/!)("而来自食物中毒的 $ 株菌株构成两个单态群
]/!%) 和 ]/!55"说明这些 ]/型引起的食源性疾病
事件更应该加强关注)

本试验表明温州地区蜡样芽胞杆菌毒力基因携
带率较高"同时遗传关系具有多样性"说明应该深入
开展对食品和食源性疾病中分离到的蜡样芽胞杆菌
毒力基因携带情况以及基因分型特征等的研究)
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实验技术与方法
超高效液相色谱,串联质谱法测定禽蛋中 " 种色素残留

杨梅!张姮婕!陈红
!成都市食品药品检验研究院"四川 成都#(!’’%)$

收稿日期!"’!(,!",’"

作者简介!杨梅#女#主管药师#研究方向为食品中农兽药残留检测#>,?@AB’"’5’)6"(DXX&9R?

摘#要!目的#建立测定禽蛋中斑蝥黄和 !,阿朴,4,,胡萝卜素酸乙酯残留的定性和定量方法" 方法#采用固相

萃取技术处理样品!通过超高效液相色谱,串联质谱法#Y‘M.,1]71]$对禽蛋中的斑蝥黄和 !,阿朴,4,,胡萝卜素酸
乙酯进行分离和检测!通过考察方法的检测限%精密度%回收率等指标对方法学进行验证" 结果#斑蝥黄和 !,阿
朴,4,,胡萝卜素酸乙酯的检测限分别为 !%!’ !T7̂T!回收率在 5"*"+ -6!*6+之间!D.:在 %*(+ -5*!+# - l)$

之间" 结论#本法准确%快速%灵敏度高!可对禽蛋中斑蝥黄和 !,阿朴,4,,胡萝卜素酸乙酯残留进行快速分析"

关键词!超高效液相色谱,串联质谱法& 色素& 饲料添加剂& 斑蝥黄& !,阿朴,4,,胡萝卜素酸乙酯& 禽蛋& 残留&

检测
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##蛋黄的颜色是禽类日常摄入的类胡萝卜素和
叶黄素等脂溶性色素在卵形成期间沉积到蛋黄中
形成的"禽类自身没有合成这些色素的能力) 正常
情况下"禽蛋的蛋黄会显示出从黄色到橙色甚至红
色的色泽) 随着饲养管理技术的提高"动物生长速
度快"饲养周期短"导致动物产品中色素的自然沉
积降低"达不到健康和自然生长条件下的色泽 ’!( )

而消费者选购禽蛋时"常常认为蛋黄金黄色或红棕
色就是 3土鸡蛋4*3土鸭蛋4"营养价值会更好&因
此"为了改善动物产品的色泽"饲料着色剂加丽素
红*加丽素黄被广泛应用在我国蛋禽饲料和其他家
禽饲料中) 不法商贩将着色剂超量饲喂家禽"生产
蛋黄颜色鲜艳的3红心蛋4事件时有发生)

加丽素红*加丽素黄分别为 !’+ !" !2胡萝卜
素,%"%,二酮#又称斑蝥黄*角黄素$和 !’+ !,阿朴,
4.,胡萝卜素酸乙酯的粉剂) 农业部 "’%) 号公告
,饲料添加剂品种目录- ’"(规定"斑蝥黄和 !,阿朴,
4.,胡萝卜素酸乙酯允许添加在家禽饲料中) 联合
国粮农组织7世卫组织的食品添加剂联合专家委员
会#Z>.W3$制定的斑蝥黄可接受每日摄取量最大允
许值为 ’*’$ ?T7̂TKP’$( ) 日本 3肯定列表制度4

规定 ’%( %禽蛋和猪*牛*水产品等动物源性食品中斑
蝥黄最大残留限量为 ’*! ?T7̂T) 我国对动物源性
食品中斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯最大残
留限量并无规定)

饲料添加剂及饲料中斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝
卜素酸乙酯检测方法主要有紫外,可见分光光度
法 ’),(( *高效液相色谱法 ’5(等) 禽蛋中斑蝥黄残留
检测方法多为高效液相色谱法 ’4,!!(和液相色谱,质
谱法 ’!",!%( "动物源食品中 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙

酯残留检测鲜见报道) 本试验在总结文献基础上"
建立超高效液相色谱,串联质谱法测定禽蛋中的斑
蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯"该方法简便*灵
敏*快速"结果稳定可靠"适合于食品风险监测和了
解加丽素红*加丽素黄在禽蛋中的残留情况"为消
费者健康食用禽蛋提供一定的科学依据"对保护消
费者权益具有现实意义)

!#材料与方法
!*!#材料
!*!*!#样品来源

从农贸市场和大型超市采集的鸡蛋*鸭蛋*鹌
鹑蛋样品共 $’ 份)
!*!*"#主要仪器与试剂

P@HGSE3.VYL/QY‘M.超高效液相色谱仪*
P@HGSE0GaR/V1] 串联质谱仪*]Gc,‘@̂ ]ABA9@固相
萃取柱#"’’ ?T"$ ?B$均购自美国 P@HGSE"1ABBA,V超
纯水器"均质器"涡旋混合器"超声波清洗器"高速
冷冻离心机"旋转蒸发仪"1/O,"4’’P多位氮气浓
缩仪#天津奥特赛恩斯仪器有限公司$)

斑蝥 黄 #.3]% )!%,54,$" 纯 度 64*$+" 德 国
_S&>;SGFEHRS:GSN?CU$"加丽素红 #!’+ !"!,胡萝
卜素,%"%,二酮$*加丽素黄#!’+ !,阿朴,4.,胡萝卜
素酸乙酯 $ 均购自法国 _]1 OJHSAHARF@B‘SR\J9HE
WS@F9G]3]"丙酮*乙腈*正己烷*三氯甲烷*甲酸均
为色谱纯"无水硫酸钠*""(,二叔丁基对甲酚#KU/$

均为分析纯"试验用水为超纯水)
!*"#方法
!*"*!#加丽素红*加丽素黄含量测定

按照 NK7/!465’!"’’$ ,饲料添加剂 !’+
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!"!2胡萝卜素,%"%,二酮#!’+斑蝥黄$- ’)(及 NK7/
"!)!(!"’’4,饲料添加剂 !’+ !,阿朴,4.,胡萝卜
素酸乙酯#粉剂$- ’((方法"测定购买的加丽素红*加
丽素黄中斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯的
含量)
!*"*"#对照溶液的配制

斑蝥黄对照储备液配制%精密称取斑蝥黄对照品
’*’! T"加入 ’*! TKU/"用甲醇,三氯甲烷#6w!"KRK$
溶解并定容至 !’’ ?B"浓度为 !’’ !T7?B" g"’ h

保存)

斑蝥黄对照系列溶液配制%临用时"取配制的
斑蝥黄对照储备液"用含 ’*!+甲酸的乙腈稀释制
成 )*"’*)’*!’’*"’’*! ’’’ FT7?B的系列溶液)

混合工作对照储备液配制%临用新制) 精密称
取加丽素红*加丽素黄各 ’*’! T置 ") ?B容量瓶中"

加入 ’*! TKU/"加 ! ?B(’ h水"超声 ) ?AF 后"加
!) ?B甲醇与 " ?B三氯甲烷"继续超声 ) ?AF"用甲
醇稀释至刻度"摇匀"过 ’*"" !?尼龙微孔滤膜"取
续滤液即得) 斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯
的浓度均为 %’ !T7?B)

混合系列工作对照溶液配制%临用时"取配制
的混合工作对照储备液"用含 ’*!+甲酸的乙腈稀
释制成含斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯分别
为 )*"’*)’*!’’*"’’*! ’’’ FT7?B的系列溶液)
!*"*$#样品前处理

禽蛋去壳后均质"取 !*’ T样品于 )’ ?B离心管
中"加入 ’*! TKU/和 ! ?B丙酮"涡旋 $’ E"加入
"’ ?B乙腈"涡旋 ! ?AF" 超声 # ")’ P" )$ ^Ub$
$’ ?AF"!’ ’’’ S7?AF 离心 ) ?AF"取上清液"加 !’ ?B

乙腈饱和的正己烷涡旋 ! ?AF"静置分层后弃去上层
正己烷层"下层溶液用 ) T无水硫酸钠脱水后于
%’ h减压蒸干) 取 ]ABA9@固相萃取柱 # "’’ ?T"
$ ?B$"用 $ ?B正己烷,丙酮#6w!"KRK$活化"残渣加
" ?B正己烷使溶解后将其转至 ]ABA9@固相萃取柱顶
部"收集流出液"用 ( ?B正己烷,丙酮#6w!"KRK$洗
脱"合并流出液"于 %’ h下氮气吹至近干) 用 ! ?B

含 ’*!+甲酸的乙腈溶解残渣"过 ’*"" !?尼龙微
孔滤膜"滤液待分析) 如样品溶液中目标物含量过
高#超出标准曲线范围$"应酌情稀释)
!*"*%#仪器条件

色谱条件%色谱柱%P@HGSE3.VYL/QY‘M.K>U
.!4色谱柱#"*! ??j)’ ??"!*5 !?$&柱温 %’ h&

进样量 ! !B&流速 ’*$ ?B7?AF&流动相 3为 ’*!+甲
酸"流动相 K为含 ’*!+甲酸的乙腈"梯度洗脱条件
见表 !) 在上述色谱条件下"斑蝥黄反式*顺式异构
体保留时间分别为 !*)"*!*5" ?AF"!,阿朴,4.,胡萝

卜素酸乙酯保留时间为 "*"4 ?AF) 斑蝥黄的量以
顺*反式异构体总量计)

表 !#梯度洗脱条件

/@CBG!#.RF\AHARF R:TS@\AGFHGBJHARF
时间7?AF 流动相 37+ 流动相 K7+
’*’ ) 6)
!*) ’ !’’
"*’ ’ !’’
"*! ) 6)
$*’ ) 6)

##质谱条件%离子源及扫描方式%电喷雾离子源
#>]L$"正离子模式"多反应监测#121$&电离电压
$*) ^i&离子源温度 !)’ h&脱溶剂气温度 )’’ h&

脱溶剂气流量 ))’ M7; #氮气$&锥孔反吹气流量
)’ M7;#氮气$&碰撞室压力 %*’! j!’ g$ ?C@S#碰撞
气为氩气$&离子条件见表 ")

表 "#斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯的 121条件

/@CBG"#1219RF\AHARF R:9@FH;@I@FH;AFG@F\

!,3cR,4.,9@SRHGFRA9GH;[BGEHES

分析物
母离子
7#ERS$

子离子
7#ERS$

锥孔电
压7i

碰撞能
量7i

斑蝥黄 )()*%

!,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯 %(!*"

!$$*" !4 $%
"’$*! !4 "’
!!6*" !4 $%
"!$*! !4 !(

!*"*)#定性和定量测定方法
如果样品溶液与标准曲线溶液检出的色谱峰

保留时间一致"并在扣除背景后的样品色谱图中"
各定性离子的相对丰度与浓度接近的同样条件下
得到的标准溶液谱图相比"其相对偏差在以下范围
内可以定性确认为与标准物质一致 #相对丰度 o
)’+时"相对偏差’"’+&相对丰度为 "’+ -)’+
时"相对偏差’")+&相对丰度为 !’+ -"’+时"相
对偏差’ $’+&相对丰度 m!’+时"相对偏差’
)’+$) 用混合系列工作对照溶液进行定量)

"#结果与分析
"*!#试验中涉及的工作对照品

本试验在国内外对照品供应商处均未能购买
到 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯 #.3]%!!’6,!!,!$对
照品"只能采用加丽素黄#按 !*"*! 折算含量后$作
为 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯工作对照品)

采用加丽素红#折算含量后$作为斑蝥黄工作
对照品#标准曲线斜率 $6!*)(5$"与直接采用斑蝥
黄对照品#标准曲线斜率 %’6*4("$测定结果基本一
致#斜率之比 o6)+$)
"*"#前处理方法的优化

现有的行业标准和相关文献中"禽蛋中斑蝥黄



超高效液相色谱,串联质谱法测定禽蛋中 " 种色素残留!!!杨梅"等 !!56## !

残留检测前处理一般采用两种方式"一是煮熟禽蛋
后提取 ’!’"!%( "二是生蛋黄冷冻干燥后提取 ’4( ) 这两
种方式都有不足"前者加热过程会引起类胡萝卜素
的降低 ’!!( "后者方法比较繁琐"增加了前处理时间
可能引起目标物的降解&因此"本试验采取禽蛋去
壳后均质直接使用)

禽蛋中含丰富的蛋白质*脂肪*维生素及矿物
质"选用丙酮作为蛋白变性剂"KU/作为抗氧剂"采
用乙腈提取"可以排除蛋白质及矿物质干扰) 禽蛋
中的脂肪主要是胆固醇与磷脂"正己烷脱脂和 ]ABA9@
固相萃取柱的两步净化可以较好的除去脂类干扰"
利于目标物的分离与离子化)
"*$#液相条件与质谱条件优化

根据化合物性质及文献 ’!",!%(报道"分别在正*
负离子模式下考察目标物响应) 结果表明"斑蝥黄
在正离子模式下’1pU( p响应非常强"!,阿朴,4.,
胡萝卜素酸乙酯在正*负离子模式下响应都较弱)

分析原因"可能是斑蝥黄含有两个羰基"易在正离
子模式下电离"而 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯为中
性分子"不易电离&因此本试验在流动相中加入适
量甲酸"并增加 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯驻留时
间来提高其在正离子模式下的响应)
"*%#方法学验证
"*%*!#检测限*定量限及线性范围

取阴性样品 !*’ T" 分别加 入不同 体 积的
"’ FT7?B混合工作对照溶液制备成浓度为 !*"*!’*
"’ !T7̂T的加标样品"涡旋混匀"避光静置 $’ ?AF
使其接触充分"按 !*"*$ 样品前处理法制备) 以信
噪比#.R@$*$ 时的检出浓度作为检测限#Me_$"
以 .R@*!’ 时的检出浓度作为定量限#MeV$) 结果
表 明" 斑 蝥 黄 MeV 远 小 于 日 本 肯 定 列 表
’*! ?T7̂T的限度要求) 斑蝥黄*!,阿朴,4.,胡萝卜
素酸乙酯在线性范围内"峰面积与检测浓度之间的线
性关系良好"见表 $) " 种分析物的 121图见图 !)

表 $#斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯的 Me_*MeV及线性
/@CBG$#Me_*MeV@F\ BAFG@SR:9@FH;@I@FH;AFG@F\ !,3cR,4.,9@SRHGFRA9GH;[BGEHES

分析物
Me_

7#!T7̂T$
MeV

7#!T7̂T$
线性范围
7#!T7̂T$

线性方程 相关系数

斑蝥黄 ! " ) -! ’’’ "l$6!*)(5+g!()*%! ’*666 (

!,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯 !’ "’ "’ -! ’’’ "l!!*455)+p$5*"5$4 ’*66! (

注%前 " 个图为斑蝥黄"后 " 个图为 !,阿朴,4f,胡萝卜素酸乙酯)

图 !#" 种分析物#浓度为 )’ FT7?B$的 121图
WATJSG!#1219;SR?@HRTS@?ER:9@FH;@I@FH;AFG@F\

!,3cR,4.,9@SRHGFRA9GH;[BGEHES

"*%*"#精密度与回收率
称取同一来源的阴性样品 !) 份"每份 !*’ T"分

别添加混合工作对照溶液"制成低*中*高 $ 种浓度
水平的加标样品各 ) 份"按 !*"*$ 样品前处理法制
备后带入标准曲线计算) 结果表明本方法重复性
与回收率均较好"结果见表 %)

表 %#斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸
乙酯的精密度及回收率#- l)$

/@CBG%#‘SG9AEARFE@F\ SG9RaGSAGER:9@FH;@I@FH;AFG@F\
!,3cR,4.,9@SRHGFRA9GH;[BGEHES

分析物
添加浓度
7#!T7̂T$

回收率
7+

均值
7+

D.:
7+

斑蝥黄

!,阿朴,4.,胡萝卜素
酸乙酯

!’ 5$*4 -4$*" 56*$ )*$
"’’ 5"*6 -4(*$ 55*( 5*!

! ’’’ 5’*’ -55*( 5"*" %*(
)’ 5"*" -4)*6 56*6 (*"
"’’ 4%*’ -!’!*) 6!*6 (*4

! ’’’ 5(*) -46*4 4!*) (*"

"*)#实际样品测定
按照本试验方法对 $’ 份禽蛋样品进行 " 种饲

料着色剂残留测定"结果见表 )) 结果表明本方法
####表 )#实际样品中斑蝥黄和 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯的测定结果

/@CBG)#2GEJBHER:9@FH;@I@FH;AFG@F\ !,3cR,4.,9@SRHGFRA9GH;[BGEHES\GHGS?AF@HARF

样品 总样品份数
斑蝥黄 !,阿朴,4.,胡萝卜素酸乙酯

检出数
7份

检出率
7+

最高值
7#?T7̂T$

检出数
7份

检出率
7+

最高值
7#?T7̂T$

鸡蛋 "" !4 4!*4 $*"6 5 $!*4 ’*46
鸭蛋 ) % 4’*’ $*$5 ’ ’*’ ’*’’
鹌鹑蛋 $ $ !’’*’ ’*!% ’ ’*’ ’*’’
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适用于禽蛋中饲料着色剂残留的检测)

$#小结
本试验采用超高效液相色谱,串联质谱法建立

了禽蛋中 " 种饲料着色剂检测方法"样品前处理采
用乙腈提取"正己烷脱脂和固相萃取两步净化"方
法专属性好*检测限低*回收率高"满足国内外对禽
蛋中饲料着色剂最大残留限量要求)
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