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要
!

土鸡蛋供不应求!不法商贩为谋取暴利将斑蝥黄添加到饲料中制造假土鸡蛋!严重损害了消费者

权益%斑蝥黄和蛋黄本身的色素#叶黄素&玉米黄素&胡萝卜素$均为线性多烯分子!相似的结构和相近的分

子量使得它们被同时萃取&难以分离%斑蝥黄和蛋黄色素提取液的紫外
E

可见吸收光谱严重重叠!无法采用

传统光谱法检测%将紫外
E

可见分光光度法与一阶导数光谱法有机结合!经简单萃取而未分离的情况下!建

立了蛋黄中斑蝥黄的快速检测方法!有效排除了蛋黄中天然色素对斑蝥黄检测的干扰%首先用乙醇和氯仿

混合溶剂提取蛋黄中天然色素!用紫外
E

可见分光光度计对蛋黄提取液和标准斑蝥黄样品进行光谱扫描!然

后用
S%&

#

&:

软件对光谱做一阶导数处理!并用
J;

V

!D+:'EJB+%!

#

&:

#

方法对一阶导数光谱进行平滑去除噪声

处理%根据蛋黄提取液&标准斑蝥黄样品及两者混合物的一阶导数光谱特征和蛋黄提取液一阶导数光谱零

交叉点位置!确定
99>

!

9Q?

及
O<5

!

O?=:)

可作为斑蝥黄的检测波长%用蛋黄提取液和标准斑蝥黄样品混

合物的一阶导数光谱值对斑蝥黄浓度作图得工作曲线!考察了
99>

!

9Q?

!

O<5

及
O8O:)

!工作曲线的线性关

系及检测限!最终确定
O<5:)

为斑蝥黄的最佳检测波长)该波长下工作曲线的线性回归方程为
.^56557

57/o565557>5=

!

!

<

5̂6==<=

!线性范围为
5

!

7?6Q>

#

#

/

)a

_7

!检测限为
56O>

#

#

/

)a

_7

%为了验证该

方法在实际样品检测中的效果!取来自不同养殖场的三种鸡蛋样本进行添加回收实验!结果表明)当斑蝥黄

添加量为
7

!

O

#

#

/

)a

_7时!样品的平均回收率在
=Q69̀

!

75<6>̀

之间!相对标准偏差在
<6O8̀

!

O6Q?̀

之间%该方法无需复杂的样品前处理步骤&无需大型仪器&操作简单&结果准确!成本低!能用于检测蛋黄

中斑蝥黄含量%
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斑蝥黄#

N!:'(!W!:'(&:

!

NU

$!又称
$

E

胡萝卜素
E9

!

9

0

E

二

酮&角黄素等!分子式为
N
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T

O<

S

<
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7
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%根据农业部第
<59O

号

1饲料和饲料添加剂管理条例2!斑蝥黄作为人工合成着色

剂!被允许添加进家禽饲料中!以改变家禽肉质和蛋黄的颜

色*

<

+

%普通鸡蛋添加斑蝥黄后!蛋黄颜色会发生明显改变!

从浅黄色变为稍红的橘黄色!并且更加鲜亮*

8

+

%斑蝥黄为橙

红色色素!仅能使蛋黄颜色变美观!丝毫不会提高产品营养

价值*

9

+

%今年的
8

/

7O

消费者权益日!央视曝光添加了斑蝥

黄的普通鸡蛋被拿来冒充土鸡蛋!在各网络平台&商场上以

高价售卖!打着散养鸡!精细喂食!更高饲养成本的旗号!

价格甚至是普通鸡蛋的
<

倍%这种欺骗行为严重损害了消费

者的合法权益%斑蝥黄是一种可食用的着色剂!但不代表人

体可以大量食用%已有研究表明)过量的斑蝥黄被人体吸收

后累积在视网膜上!造成视力减退等眼疾!严重威胁人体健

康*

O

+

%日本于
<55Q

年实施的,肯定列表制度-规定)禽蛋中斑

蝥黄的最大残留限量为
567)

#

/

L

#

_7

!中国尚无斑蝥黄残

留限标准*

Q

+

%目前!食品中斑蝥黄的检测方法主要有高效液

相色谱法*

?

+

&高效液相色谱
E

串联质谱法*

>

+

&反相高效液相色

谱法*

=E75

+和超高效液相色谱
E

串联质谱法*

77

+

%尽管这些方法

具有高灵敏度&高特异性等优点!但也存在设备要求高&前

处理过程复杂&成本高&耗时长等缺点!无法普及和推广%

因此!发展简单&低成本&高灵敏度快速检测蛋黄中斑蝥黄

的方法!对于消除食品安全隐患具有十分重要的意义%



导数光谱亦称微分光谱!是紫外吸收光谱派生的一个分

支!目前文献报道的最高为四阶导数光谱%导数光谱法对复

杂组分可不经分离而直接测定!方法简便&快速&准确!近

年来在药物制剂分析中得到广泛应用*

7<E78

+

%食品安全分析由

于对灵敏度要求比较高!导数光谱法经常无法满足要求%但

斑蝥黄作为着色剂添加到蛋黄中的量是非常可观的!有文献

报道)普通鸡蛋每
755

#

干蛋黄粉中总类胡萝卜素含量为

96O)

#

"而色度达到
7O

的红心蛋每
755

#

干蛋黄粉中总类胡

萝卜素含量高达
=6<O)

#

*

79

+

%蛋黄中含水量在
9>̀

左右!那

么色度
7O

的红心蛋中斑蝥黄的添加量为每
755

#

蛋黄中斑

蝥黄含量约
<69?)

#

!如此大含量的斑蝥黄用紫外
E

可见分光

光度计可以满足测量要求%

本文将紫外
E

可见分光光度法与一阶导数光谱法有机结

合!解决了斑蝥黄和蛋黄提取液两者吸收光谱严重重叠而引

起的干扰问题!实现了复杂基质中斑蝥黄的快速&灵敏检

测%

7

!

实验部分

,-,

!

仪器与试剂

H\E7=55

双光束紫外
E

可见分光光度计#北京普析通用仪

器有限公司$"

K2J<<92

电子分析天平#赛多利斯科学仪器有

限公司$"

T+!"I$%D+

台式高速冷冻离心机#力康生物科技公

司$"

aUE955

迷你离心机#其林贝尔仪器制造有限公司$"

HTdEN

台式恒温振荡器#上海隆拓仪器设备有限公司$%

新鲜鸡蛋#市售$"斑蝥黄标准品购于上海源叶试剂公

司"甲醇&乙醇&乙腈&石油醚和氯仿等#分析纯!国药集团

化学试剂有限公司$%

,->

!

样品前处理及标准液的配制

新鲜鸡蛋敲开!分出蛋清保留蛋黄部分!用玻璃棒搅拌

均匀!量出体积%以体积比为
8n7

的乙醇和氯仿混合溶剂作

为提取剂!料液比为
7n9

!在室温条件下进行提取!离心分

离!每次提取
O)&:

!提取
8

次!提取液用化学定性分析滤纸

过滤一次%

斑蝥黄标准品
O)

#

!用氯仿溶解并定容至
O)a

!配成

浓度为
7)

#

/

)a

_7标准储备液%使用前用乙醇和氯仿混合

溶剂稀释成不同浓度的标准液!保证最终溶液里乙醇和氯仿

体积比为
<n7

!用于建立标准曲线%

,-B

!

检测方法及数据处理

量取提取液体积!运用紫外
E

可见分光光度计在波长为

<55

!

>55:)

范围内!光谱带宽
7:)

!间隔
7:)

的条件下

进行光谱扫描%扫描前两次校正基线!第一次用空气校正!

第二次用体积比为
8n7

的乙醇和氯仿的混合溶剂校正%

获得的紫外
E

可见吸收光谱!运用
S%&

#

&:

软件对其求一

阶导数!并使用
J;

V

!D+:'EJB+%!

#

&:

#

方法对一阶导数光谱进

行平滑处理%确定测量斑蝥黄含量的波长!获得标准曲线及

回归方程%

,-D

!

添加回收实验

选取新鲜鸡蛋蛋黄#已验证无斑蝥黄$作为添加回收实验

样品%前处理方法)称取均质后蛋黄液
8

份!每份各
76555

)a

!置于
8

个
7O)a

离心管中!分别添加
76555

!

86555

和

O6555

#

#

斑蝥黄标准品!静置
75)&:

后分别加入
9)a

体积

比为
8n7

的乙醇和氯仿的混合溶剂!充分振荡均匀!室温提

取
O)&:

!然后以
O555%

/

)&:

_7的转速离心
O)&:

!分出提

取液%提取
8

次!合并提取液%提取液用化学定性分析滤纸

过滤一次!保留待测%

<

!

结果与讨论

>-,

!

样品处理条件的确定

蛋黄中的色素主要包括叶黄素和玉米黄素!还含有少量

黄体素&胡萝卜素及核黄素等%叶黄素&玉米黄素和斑蝥黄

均为线性多烯分子&且分子量接近!相似的结构使得它们通

常被同时被提取&很难分离*

7O

+

%但它们各自的结构特点)叶

黄素和玉米黄素为含有羟基的黄色系类胡萝卜素"而斑蝥黄

是含有羰基的红色系类胡萝卜素%又使得它们在不同溶剂中

的溶解能力不同%为了便于肉眼观察蛋黄色素提取效率!试

图寻找一种能同时提取蛋黄色素和斑蝥黄的溶剂%为了提取

蛋黄中天然色素!分别选用甲醇&乙醇&乙腈&石油醚和氯

仿作为溶剂!实验发现)乙醇能最快最大量的将蛋黄色素萃

取出来%同时试验了斑蝥黄在甲醇&乙醇&乙腈&石油醚和

氯仿中的溶解度!发现斑蝥黄在氯仿中溶解能力最强%选用

乙醇和氯仿的混合溶剂作为蛋黄色素提取剂%因氯仿环境毒

性较大!尽量少用的原则!考察了混合提取剂中氯仿的最小

用量!实验结果表明)氯仿的体积含量至少为四分之一时!

提取效率满足要求%当用混合提取剂处理蛋黄液时!蛋黄即

时褪色!每次提取时间
O

分钟足够!蛋黄中的天然色素和斑

蝥黄均为线性多烯结构!容易发生氧化!提取温度不宜高!

选择室温且提取出来的色素低温避光保存!避免发生氧化%

>->

!

测定波长的选择

三次蛋黄提取液的紫外
E

可见吸收光谱见图
7

中曲线
0

!

1

!

2

!不同浓度斑蝥黄的紫外
E

可见吸收光谱见图
7

中曲线
3

!

4

!

5

!蛋黄提取液和斑蝥黄两者的吸收光谱在波长
<>5

!

Q55

:)

范围内严重重叠!因此无法采用传统紫外
E

可见分光光度

法直接测定蛋黄中斑蝥黄含量%蛋黄提取液和斑蝥黄!尽管

两者的紫外
E

可见吸收光谱严重重叠!但是振幅和最大吸收

峰位置有差别)蛋黄提取液最大吸收强度在
O<5:)

!而斑蝥

黄的最大吸收强度在
O>5:)

"蛋黄提取液的最大吸收峰位

于
99>:)

!而斑蝥黄的最大吸收峰和蛋黄提取液的最大吸

收峰的亚峰重合!位于
9?9:)

%振幅和吸收峰位置的微小差

别使得可以采用导数光谱法对所得数据进行处理以消除蛋黄

提取液对斑蝥黄检测的干扰%

!!

通过一阶导数光谱法处理图
7

的
Q

条谱线!得到一阶导

数光谱如图
<

%由图
<

中曲线
0

!

1

!

2

可知)在波长
99>

!

9Q?

!

9?9

和
O<5:)

处三次蛋黄提取液的一阶导数光谱交叉于
5

点!在
O<5:)

后蛋黄提取液的一阶导数光谱与基线重合&

无吸收"由图
<

中曲线
3

!

4

!

5

可知)不同浓度斑蝥黄的一

阶导数光谱在波长
9?9

及
O>5:)

处交叉于
5

点!

O>5:)

后

无吸收%综合分析发现)斑蝥黄和蛋黄提取液混合物的一阶

导数光谱在
9?9:)

都交叉于
5

点!在
99>

!

9Q?

及
O<5

!

O?=

>8O8
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:)

处蛋黄提取液的一阶导数光谱交叉于
5

点!而斑蝥黄的

一阶导数光谱值处于非
5

交叉点%当在某一波长时)物质

#一$的一阶导数光谱交叉于
5

点!而物质二的一阶导数光谱

处于非
5

交叉点!此波长下两者混合物的一阶导数光谱值与

物质一无关!只与物质#二$浓度正相关%因此!

99>

!

9Q?

及

O<5

!

O?=:)

可作为斑蝥黄的检测波长%蛋黄提取液除了包

含叶黄素和玉米黄素等天然色素外!还含有其他易溶于溶剂

的蛋黄组分!蛋黄提取液为多种物质的混合物!但可以扫出

吸收光谱!蛋黄提取液和斑蝥黄的吸收光谱的振幅和吸收峰

存在微小差异可以采用导数光谱法对所得光谱进行处理以消

除蛋黄提取液中色素对斑蝥黄检测的干扰!实现不分离情况

下的快速检测%

图
,

!

蛋黄提取液和斑蝥黄的紫外
S

可见吸收光谱

0

!

1

!

2

分别为第一&二&三次蛋黄提取液"

3

!

4

!

5

为斑蝥黄标准液!

浓度分别为
7

!

75

和
<5

#

#

/

)a

_7

01

2

-,

!
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图
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蛋黄提取液和斑蝥黄的一阶导数光谱

0

!

1

!

2

分别为第一&二&三次蛋黄提取液"

3

!

4

!

5

为斑蝥黄标准液!

浓度分别为
7

!

75

和
<5

#

#

/

)a

_7

01

2

->
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$的一阶导数光谱
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标准曲线与检测限

通过对斑蝥黄标准系列的光谱扫描曲线*见图
8

#

!

$+进

行一次微分得一阶导数光谱*见图
8

#

.

$+!利用此光谱获得一

阶导数光谱曲线上
99>

!

9Q?

!

O<5

和
O8O:)

处的特征值%以

斑蝥黄的浓度为横坐标!以一阶导数光谱绝对值为纵坐标!

建立工作曲线!见图
9

#

!

$%在
5

!

7>

#

#

/

)a

_7范围内四条

曲线均符合线性关系!回归方程和线性系数见图
9

#

.

$%按照

A\4JN

建议!根据空白溶液基线噪声信号的
8

倍#

8

"

评判标

准$对应的待分析物的浓度!四条直线的检出限分别为
<658

!

767<

!

56O>

和
768O

#

#

/

)a

_7

%

O<5:)

波长下的一阶导数光

谱对应的标准曲线斜率最大&线性系数较高&检出限最低%

因此
O<5:)

条件下可获得最优工作曲线!以此进行后续实

验%

>-D

!

样品的添加回收测定

分别来自不同养殖场的三个新鲜鸡蛋样本!首先按照建

立的方法进行斑蝥黄含量检测!实验结果表明)被检的鸡蛋

样本不含有斑蝥黄%用此不含斑蝥黄的鸡蛋样本做添加回收

实验!实验结果见表
7

!样品的回收率在
=Q69̀

!

75<6>̀

之

=8O8
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间!相对标准偏差
<6O8̀

!

O6Q?̀

之间!说明建立的方法能

检测蛋黄中残留的斑蝥黄!并且检测的准确度和精密度良

好!符合检测要求%

线性回归方程 相关系数
!

<

99>:) . 5̂6555QO>7/_56555OO<= 56==55

9Q?:) . 5̂6555<=58/o56557<Q5 56==9<

O<5:) . 5̂6557575/o565557>5= 56==<=

O8O:) . 5̂6555?9</_565555Q?79 56==57

#

.

$

图
D

!

蛋黄提取液中斑蝥黄的标准曲线#

6

$及线性回归方程#

?
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结
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论
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基于紫外
E

可见吸收光谱及一阶导数光谱技术!构建了

蛋黄中斑蝥黄残留的快速检测方法%通过对蛋黄提取液和斑

表
,

!

样品的加标回收实验#

$XN

$

36?@",

!

9567'6&'S6''"'&"=%<"&

#

":

;

"&1H"75(

%854"(6H

;

@"(

#

$XN

$

序号
添加量

'

#

#

平均回收量

'

#

#

平均回收率

'

`

02R

'

`

76555 56=?O =?6O O69<

样本
7 86555 865>9 75<6> 96Q=

O6555 O65?= 7576Q 868>

76555 56==9 ==69 O6Q?

样本
< 86555 <6=9Q =>6< O657

O6555 O6779 75<68 <6=?

76555 76578 75768 96>>

样本
8 86555 <6>=< =Q69 9659

O6555 96>O7 =?65 <6O8

蝥黄标准溶液的紫外
E

可见吸收光谱进行一阶导数处理!根

据两者一阶导数光谱
5

及非
5

交叉点的位置特征!确定斑蝥

黄检测波长为
99>

!

9Q?

及
O<5

!

O?=:)

!根据工作曲线的线

性关系和检测限!最终确定
O<5:)

为最优检测波长%在优

化实验条下!斑蝥黄的一阶导数光谱绝对值与斑蝥黄浓度在

5

!

7?6Q>

#

#

/

)a

_7范围内呈良好的线性关系!检出限
56O>

#

#

/

)a

_7

%为了验证该方法在实际样品中的检测效果!取

三个养殖场的鸡蛋样本进行了添加回收实验!平均回收率在

=Q69̀

!

75<6>̀

之间!相对标准偏差
<6O8̀

!

O6Q?̀

!说

明建立的方法能检测蛋黄中残留的斑蝥黄!并且检测的准确

度和精密度良好!符合检测要求%这种方法无需复杂的样品

前处理&无需大型仪器设备!且灵敏度高&操作简单&成本

低&检测时间短!建议在食品安全分析中广泛推广和使用%
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