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　　摘要：建立了一种高效液相色谱测定水产品中斑蝥黄的方法。样品经乙腈萃取，用乙腈和水为流动相，用液相色
谱 －紫外检测器检测，采用外标法定量。该方法检出限为１０μｇ／ｋｇ；斑蝥黄质量浓度在０．０２～１０μｇ／ｍＬ时线性良好，
相关系数０．９９９４；不同浓度的加标回收率为９０．１％～９６．５％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为２．０％～４．２％（ｎ＝６）。该方法
简便、准确，精密度良好，消耗少，适用于水产品中斑蝥黄残留量的测定。
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　　斑蝥黄（ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ）化学名称 β－胡萝卜素 －４，４′－二
酮，亦称角黄素，分子式为Ｃ４０Ｈ５２Ｏ２。天然的斑蝥黄具有抗氧
化、消除自由基的作用，在生物体内的含量甚微。随着人工合

成斑蝥黄的工业化，其在饲料、食品、化工、医药等行业得到了

广泛的应用［１］。然而，近年来的研究结果表明，人体吸收斑

蝥黄后会积累在视网膜上，从而造成视力减退等眼疾。为此，

欧盟于２００３年出台法规将饲料中的斑蝥黄最高含量从原来
的８０ｍｇ／ｋｇ降低到２５ｍｇ／ｋｇ［２］。日本于２００６年５月２９日
实施的“肯定列表制度”规定：禽蛋和猪、牛、水产品等动物源

性食品中角黄素最大残留限量为０．１ｍｇ／ｋｇ。２００８年我国农
业部１１２６公告即《饲料添加剂品种目录》中规定，斑蝥黄被
允许添加在家禽养殖饲料中，而不允许在水产饲料中添加。

斑蝥黄重要用途之一是作为蛋黄着色剂饲喂产蛋家禽，使蛋

黄变成人们喜爱的橙红色，但不法商贩将着色剂超量饲喂家

禽现象依然存在。虽然在水产养殖中禁止使用斑蝥黄，但是

由于其具有较好的着色效果，喂养后的鱼类色泽更好、销售价

格更高，违规使用的现象较多。给水产品质量安全带来了隐

患。目前，斑蝥黄的检测方法主要有色谱法［３－６］、分光光度

法［７］、薄层色谱法［８］，但主要是针对饲料或者家禽类产品。

由于水产品的特殊性，在检测技术上要求更高。本研究设立

了水产品中斑蝥黄的高效液相色谱测定方法，有效消除了脂

类及其他杂质对待测物的干扰，降低了损耗，减少了有机溶剂

用量，提高了回收率、准确度和精密度。该方法满足水产品质

量安全检测的需要，对于应对日本肯定列表制度，克服技术性

贸易壁垒，增加出口，保护渔民和消费者权益具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｅｌａＰＤＡ液相色谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司），配

紫外检测器；电子天平（瑞士梅特勒公司），感量０．０００１ｇ；
ＳＫ３３００ＬＨ超声仪（上海科导仪器公司）；ＴＤＤ－４离心机（长
沙平凡仪器仪表有限公司）；Ｂ－４９０旋转蒸发仪（美国
ＢＵＣＨＩ公司）。

标准物质斑蝥黄，纯度≥９８％，由德国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公
司生产。乙腈为色谱纯，购自国药集团化学试剂有限公司。

滤膜：０．２２μｍ。
１．２　斑蝥黄标准溶液配制
１．２．１　标准贮备液　准确称取斑蝥黄标准物质１０ｍｇ（精确
到０．１ｍｇ），用乙腈溶解，转入容量瓶定容至１００ｍＬ，摇匀，配
成浓度为１００μｇ／ｍＬ的标准贮备液，４℃以下避光保存，有效
期３个月。
１．２．２　标准中间液　准确吸取斑蝥黄标准贮备液１．０ｍＬ于
１０ｍＬ容量瓶中，用乙腈稀释定容，摇匀，配成浓度为
１０．０μｇ／ｍＬ的标准中间液。临用前配制。
１．２．３　标准工作溶液　在室温下，分别取标准中间液０、１０、
２０、５０、１００、２００、５００、１０００μＬ，各置１０ｍＬ容量瓶中用乙腈
稀释定容，摇匀。该标准系列浓度分别为 ０、０．０１、０．０２、
００５、０．１０、０．２０、０．５０、１．００μｇ／ｍＬ。临用前配制。
１．３　样品前处理

称取５ｇ均质后的水产品样品于５０ｍＬ离心管中，加入
１０ｍＬ乙腈，超声提取２ｍｉｎ，匀浆提取３０ｓ，以４０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ。另取一支５０ｍＬ离心管加１０ｍＬ乙腈，洗涤匀浆刀
头１０ｓ，洗涤液移入前一离心管中，涡旋混合３０ｓ，超声提取
２ｍｉｎ，以４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；合并上清液，旋转蒸发至干，
用乙腈定容至１０ｍＬ，过０．２２μｍ滤膜，待上机分析。
１．４　色谱分析条件

色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＣ１８液相色谱柱（２．１ｍｍ×
１００ｍｍ，１．９μｍ），流动相：Ａ相为乙腈，Ｂ相为水，梯度洗脱
程序见表 １；流速：２００μＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；样品盘温度
１５℃；进样量：２０μＬ；检测波长：４７５ｎｍ。

２　结果与分析

２．１　标准溶液色谱图
在“１．４”节规定的色谱条件下，斑蝥黄标准溶液的色谱

图如图１所示，浓度为２．００μｇ／ｍＬ。
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表１　流动相梯度洗脱程序

时间（ｍｉｎ） Ａ（％） Ｂ（％）
０ ９０ １０
０．５ ９０ １０
３ ９８ ２
９ ９８ ２
９．１ ９０ １０
１１ ９０ １０

２．２　标准曲线绘制
分别将各浓度标准工作溶液注入到液相色谱仪中（色谱

图参见图１），按“１．４”节色谱条件进行色谱分析，结果见表
２。以测得的峰面积为纵坐标，以标准溶液中斑蝥黄浓度为横
坐标，绘制标准曲线。斑蝥黄质量浓度在０．０１～１．００μｇ／ｍＬ
范围时，线性方程为 Ｙ＝－３３７１４＋４７１９９３２Ｘ，相关系数
０．９９９４，线性良好。色谱峰的保留时间７．６０ｍｉｎ。

表２　斑蝥黄标准溶液质量浓度与吸收峰面积

质量浓度（μｇ／ｍＬ） 峰面积

０．０１ ９０５１９
０．０２ １１８１７４
０．０５ １９２３１３
０．１０ ３６７５１３
０．２０ ８２７１７５
０．５０ ２３４０３２４
１．００ ４７０１４５７

２．３　样品测定
分别将样品溶液注入到液相色谱仪中，按“１．４”节色谱

条件进行色谱分析，记录色谱峰面积，从标准曲线中分别获得

样品溶液中斑蝥黄的含量，采用外标法定量。

２．４　空白试验
在相同试验条件下，与试样测定的同批做空白试验，除不

加试样外，其他条件相同。

２．５　结果计算与表示
２．５．１　结果计算　采用外标法定量，按下式计算样品中斑蝥
黄的含量：

Ｘ＝
Ｃ×Ｖ２
Ｖ１

×１０００。

式中：Ｘ为样品中目标物含量，μｇ／ｋｇ；Ｃ为试样溶液浓度，
μｇ／ｍＬ；Ｖ１为样品质量，ｇ；Ｖ２为定容体积，ｍＬ。
２．５．２　结果表示　结果保留３位有效数字并扣除空白值。
２．６　方法的准确度和精密度

进行加标回收和精密度试验，测试方法的准确度和精密

度。取空白水产品５ｇ，分别添加３个浓度水平的斑蝥黄标准
溶液，样品中斑蝥黄含量分别为１０、５０、１００μｇ／ｋｇ，按“１３”

节至“２．３”节所述的方法进行加标回收试验，每个浓度水平
重复 ６次，得到斑蝥黄回收率分别为 ９０．１％、９６５％、
９４７％，ＲＳＤ分别为２．０％、３．５％、４．２％。准确度和精密度
符合残留检测技术要求，适合水产品中斑蝥黄残留量测定。

表３　斑蝥黄标准溶液加标回收试验

加标量（μｇ／ｋｇ） 重复 测定结果（μｇ／ｋｇ） 回收率（％）
１０ Ⅰ ９．３１ ９３．１

Ⅱ ９．１１ ９１．１
Ⅲ ９．２１ ９２．１
Ⅳ ９．１３ ９１．３
Ⅴ ９．０５ ９０．５
Ⅵ ８．２７ ８２．７
平均 ９．０１ ９０．１

５０ Ⅰ ４８．５ ９７．０
Ⅱ ４６．８ ９３．６
Ⅲ ４８．４ ９６．８
Ⅳ ４９．５ ９９．０
Ⅴ ４８．９ ９７．８
Ⅵ ４７．５ ９５．０
平均 ４８．３ ９６．５

１００ Ⅰ ９１．４ ９１．４
Ⅱ ９２．９ ９２．９
Ⅲ ９１．２ ９１．２
Ⅳ ９６．９ ９６．９
Ⅴ ９９．１ ９９．１
Ⅵ ９６．７ ９６．７
平均 ９４．７ ９４．７

２．７　方法检出限
以空白水产品为基质加标，按照３倍信噪比（Ｓ／Ｎ≥３）估

算最低检出限，本方法检测限为１０μｇ／ｋｇ。

３　结语

本研究采用乙腈萃取，流动相为乙腈和水，萃取率高，出

峰快，峰形良好；该方法简便，准确度和精密度好，灵敏度高，

检出限低，满足水产品质量安全检测分析的要求。
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