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　　摘要：研究并建立了鸡饲料中角黄素、虾青素等５种类胡萝卜素的超高效液相色谱分析法。采用乙腈提取饲料样
品后，将提取液直接进行进样分析。色谱柱为ＷａｔｅｒｓＢＥＨＣ１８（１．７ｍ，２．１ｍｍ×１００ｍｍ）；流动相为０．１％甲酸水溶液

和０．１％甲酸乙腈溶液，采用梯度洗脱；检测波长４５０ｎｍ；流速 ０．２５ｍＬ／ｍｉｎ。结果表明，５种类胡萝卜素在 ５０～
５００ｎｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系，检测限为０．０１～０．１０ｍｇ／ｋｇ，定量限为０．０３～０．４０ｍｇ／ｋｇ，回收率８０％～１０５％，
精密度小于１５％，说明超高效液相色谱分析法操作简便，适宜用于测定鸡饲料中的类胡萝卜素。
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　　类胡萝卜素（ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ）是一类聚异戊二烯类天然色
素，广泛存在于植物、动物和微生物中，其分子结构中含有大

量的共轭双键，在分子链的末端具有线性或环状基团，末端基

团、含氧官能团以及氢化作用的强弱不同产生了大量结构不

同的类胡萝卜素，常见的有虾青素（ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ）、角黄素（ｃａｎ
ｔｈａｘａｎｔｈｉｎ）、β－阿朴 －８′－胡萝卜醛（β－ａｐｏ－８′－ｃａｒｏｔｅ
ｎａｌ）、β－隐黄素（β－ｃｒｙｐｔｏｘａｎｔｈｉｎ）、β－胡萝卜素（β－ｃａｒｏ
ｔｅｎｅ）等［１］。类胡萝卜素具有抑制多不饱和脂肪酸的氧化、改

善视力、提高免疫力、促进色素形成等重要的生物学功能，目

前常被添加到禽类或水产动物的饲料中来改善禽蛋产品或水

产品的色泽，使其具有诱人的颜色，从而提高产品的商业价

值。近年来，不法商家为了谋求经济利益超量使用类胡萝卜

素，使得某些产品中类胡萝卜素添加过量，而科学研究也发

现，过量食用类胡萝卜素对人体具有一定的副作用，特别是其

中的角黄素，因此，欧盟修正了角黄素的最大残留限量值为

１５ｍｇ／ｋｇ（除蛋鸡外的家禽肝脏）、３０ｍｇ／ｋｇ（蛋鸡蛋黄）［２］、
８ｍｇ／ｋｇ（产蛋母鸡用饲料）［３］。我国农业部第１１２６号公告
仅规定允许角黄素、虾青素、β－胡萝卜素等在家禽或水产动
物中使用，但未明确提出饲料中的允许限量［４］。因此，从源

头控制产品质量，建立饲料中类胡萝卜素的分析测定方法具

有重要意义。本研究采用高效液相色谱分析法测定三黄鸡饲

料中的类胡萝卜素类色素添加剂，以期建立鸡饲料中类胡萝

卜素的多种组分测定方法。

１　材料与方法

１．１　试验仪器
超高效液相色谱仪（ＵＰＬＣ）：ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙ超高效液相

色谱系统（含高压二元泵、自动进样器、柱温箱、ＴＵＶ紫外可
见波长检测器、Ｅｍｐｏｗｅｒ２数据处理系统）；ＫＳ５０１振荡器，
ＩＫＡ公司；Ｓｉｇｍａ３Ｋ３０离心机，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司。

１．２　材料与试剂
对照品：虾青素、角黄素、β－阿朴－８′－胡萝卜醛、β－隐

黄素、β－胡萝卜素，Ｓｉｇｍａ公司、Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司；色谱纯
乙腈，Ｆｉｓｈｅｒ公司；色谱纯甲酸，Ｔｅｄｉａ公司；分析纯乙腈，南京
化学试剂有限公司；化学纯２，６－二叔丁基对甲酚（ＢＨＴ），百
灵威公司；纯净水；ＰＴＦＥ（３０ｍｍ×０．４５μｍ）针式过滤器，Ｎａ
ｔｉｏｎａｌＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１．３　试验方法
１．３．１　对照品溶液的配置　取适量上述５种对照品，精确称
定后置于棕色容量瓶中，用含１％ＢＨＴ的丙酮溶解并稀释定
容，得１００ｇ／ｍＬ的对照品溶液，于－１８℃避光保存。
１．３．２　工作液的配置　取适量对照品溶液，用乙腈稀释，分
别制得５０、１００、１５０、２００、２５０、３７５、５００ｎｇ／ｍＬ的工作液。
１．３．３　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＢＥＨＣ１８柱，１．７μｍ，
２．１ｍｍ×１００ｍｍ；流动相 Ａ：０．１％甲酸水溶液；流动相 Ｂ：
０１％甲酸乙腈溶液；梯度洗脱：０→５ｍｉｎ，９０％ Ｂ→９０％ Ｂ，５
→６ｍｉｎ，９０％ Ｂ→９５％Ｂ，６→１３ｍｉｎ，９５％Ｂ→９５％Ｂ，１３→
１３５ｍｉｎ，９５％Ｂ→１００％Ｂ，１３．５→４０ｍｉｎ，１００％Ｂ→１００％Ｂ，
４０→４０．５ｍｉｎ，１００％Ｂ→９０％Ｂ，４０．５→４５ｍｉｎ，９０％Ｂ→９０％
Ｂ，流速０．２５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ；检测波长：
４５０ｎｍ。
１．３．４　工作曲线　按工作液浓度由小到大依次在ＵＰＬＣ进样
分析，以色谱峰面积对浓度作图，计算线性方程和回归系数。

１．３．５　样品处理　称取５ｇ鸡饲料样品，置于５０ｍＬ聚丙烯
离心管中，加入 ２０ｍＬ乙腈，高速振荡 ３０ｍｉｎ，５℃、
１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液，经０．４５μｍＰＴＦＥ微孔滤
膜过滤至进样瓶中，ＵＰＬＣ分析测定。

２　结果与分析

２．１　专属性分析
５种类胡萝卜素对照品溶液的色谱图见图１，空白饲料的

色谱图见图２，饲料中阳性添加的色谱图见图３，某批次真实
检出的饲料样品的色谱图见图４。
２．２　标准曲线

５种类胡萝卜素的标准曲线线性方程见表１。
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表１　５种类胡萝卜素的标准曲线

名称 线性方程 ｒ２

虾青素 ｙ＝１６９ｘ－２１９６ ０．９９９２
角黄素 ｙ＝１６１ｘ＋３３８ ０．９９９５
β－阿朴－８′－胡萝卜醛 ｙ＝６６９ｘ－８２６ ０．９９９７
β－隐黄素 ｙ＝１３３９ｘ－８３０ ０．９９９３
β－胡萝卜素 ｙ＝６５ｘ－２４４６ ０．９９１５

２．３　回收率与精密度
在３批不同的空白饲料中分别添加适量的对照品溶液，

制得０．６、１．０、２．０ｍｇ／ｋｇ的样品，分别平行测定３次，计算加
标回收率和精密度，结果见表２。
２．４　检测限和定量限

以信噪比大于３确定检测限，信噪比大于 １０确定定量
限，结果见表３。

表２　不同样品浓度的回收率与精密度测定结果

名称
回收率（％） 精密度（ＲＳＤ，％）

０．６ｍｇ／ｋｇ １．０ｍｇ／ｋｇ ２．０ｍｇ／ｋｇ ０．６ｍｇ／ｋｇ １．０ｍｇ／ｋｇ ２．０ｍｇ／ｋｇ
虾青素 ９９．６ ９８．１ ９８．４ ６．２ ５．７ ３．９
角黄素 １０４．１ １０３．３ １０２．０ ７．５ ５．３ ３．０
β－阿朴－８′－胡萝卜醛 ９６．３ ９７．６ ９５．８ ４．２ ３．９ ３．８
β－隐黄素 ９１．８ ９０．３ ９３．０ ７．８ ６．９ ８．６
β－胡萝卜素 ８４．４ ８９．５ ８３．７ １１．６ ９．８ ８．２

表３　检出限与定量限 　

名称 检出限（ｍｇ／ｋｇ） 定量限（ｍｇ／ｋｇ）
虾青素 ０．０３ ０．１０
角黄素 ０．０３ ０．１０
β－阿朴－８′－胡萝卜酸 ０．０１ ０．０３
β－隐黄素 ０．０３ ０．１０
β－胡萝卜素 ０．１０ ０．４０

２．５　实际样品的分析
对一些鸡饲料进行抽检，发现１例角黄素阳性样品，其色

谱图见图４，经计算角黄素含量为２．１ｍｇ／ｋｇ。

３　讨论

色素是食品添加剂的重要组成部分，合理使用色素能够

增强人们的食欲，但是色素种类繁多，来源复杂，目前对色素

的分析检测还很有限，由于各种原因，很多色素类食品添加剂

还没有检测标准。我国仅规定了饲料中着色剂的种类和使用

对象，并未明确规定允许使用量，因此建立色素的含量测定方

法对于进一步评估食品安全具有重要意义。类胡萝卜素种类

繁多，由于类胡萝卜素的稳定性较差，多数不能通过化学合

成，因此获取类胡萝卜素对照品的量有限，与外国文献报道

的［５］相比，国内学者目前尚不能获得某些类胡萝卜素的对照

品及其某些异构体。

类胡萝卜素类化合物对氧及光不稳定，需要贮存于充惰

性气体的遮光性容器内，因此在研究中，笔者结合相关文

献［６－７］，采用２，６－二叔丁基对甲酚（ＢＨＴ）作为抗氧剂，以含１％
ＢＨＴ的丙酮溶液作为溶剂，同时用棕色瓶充氮气低温保存。

根据类胡萝卜素类化合物的理化性质，可选择氯仿、丙

酮、乙腈等有机溶剂作为提取溶剂。其中乙腈为常用的提取

溶剂，经试验表明，提取效果好，并且可以与超高效液相色谱

的流动相有机结合，因此选择乙腈作为提取溶剂。

类胡萝卜素由于其结构中含有长链烯烃，在早期 ＨＰＬＣ
分析时期，多数研究者选择 Ｃ３０色谱柱作为分析柱

［８－９］，并采

用含乙酸乙酯等有机溶剂的混合有机溶剂作为流动相，分析

时间较长，色谱峰较宽，检测灵敏度不高。随着超高效液相色

谱（ＵＰＬＣ）的推出，ＵＰＬＣ以其亚２微米颗粒填料实现了分离
的超高效，同时，色谱峰尖锐、灵敏度提高，实践表明，ＵＰＬＣ

方法使用Ｃ１８柱可用于类胡萝卜素的分离测定
［１０］。
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