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摘　 要： 本试验旨在建立简单、准确且较快速检测鸡蛋中叶酸含量的方法，并研究饲粮中添加

叶酸对鸡蛋叶酸含量的影响，以及 １ 个生物学产蛋年叶酸在鸡蛋中的富集规律。 试验方法：１）
基于高效液相色谱法，比较荧光检测器和紫外检测器的性能，比较超声、高温、酶解等提取方法

及其组合对蛋黄叶酸检测值的影响，确定最佳检测方法。 ２）选取 ３０ 周龄京红蛋鸡 ６４８ 只，随机

分为 ６ 组，每组 ６ 个重复，每个重复 １８ 只，分别饲喂在基础饲粮中添加 ０（对照组）、１、３、６、１２ 和

２４ ｍｇ ／ ｋｇ 叶酸的试验饲粮，试验期 ３５ ｄ，筛选生产富叶酸鸡蛋饲粮中叶酸适宜添加量。 ３）依据

筛选结果，在 １６ ０００ 只蛋鸡舍选 １０ 个监测点，于 ２０、２１、２２、２３、２４、２５、２７、２９、３３、３７、４１、４６、５０、
５５、６０ 周龄检测鸡蛋叶酸含量。 结果表明：１）荧光检测器的检出限和定量限低于紫外检测器，
峰面积和峰高极显著高于紫外检测器（Ｐ＜０．０１）。 高温和超声 ５ ｍｉｎ＋高温提取的蛋黄叶酸含量

检测值显著高于超声 ５ ｍｉｎ＋酶解和高温＋酶解（Ｐ＜０．０５）。 检测方法确定为超声 ５ ｍｉｎ 后 ９０ ℃
水浴 ５ ｍｉｎ 提取、荧光检测器检测，其精密度和稳定性的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为 ２．１５％和

０．５７％，回收率平均为 ９８．０１％。 ２）６ 和 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组鸡蛋叶酸含量极显著高于对照组和 １ ｍｇ ／ ｋｇ
组（Ｐ＜０．０１），与 ３ 和 ２４ ｍｇ ／ ｋｇ 组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 回归分析显示饲粮叶酸添加量与全蛋

叶酸含量存在极显著三次曲线关系（决定系数 ＝ ０．６７９；Ｐ＜０．００１）。 ３） ２０ ～ ６０ 周龄饲喂添加

７．５ ｍｇ ／ ｋｇ叶酸的饲粮，蛋黄叶酸含量在 ２３ 周龄趋于饱和。 ２０ ～ ３３ 周龄，全蛋叶酸含量从

３６．９ μｇ ／ 枚逐渐增加到 ８７．７ μｇ ／ 枚，之后基本稳定。 综上所述：１）本试验优化改进的检测鸡蛋

中叶酸含量的方法操作简单，准确性高，较快速。 ２） 从 ２０ 周龄起在京红蛋鸡饲粮中添加

７．５ ｍｇ ／ ｋｇ叶酸，２３ 周龄后蛋黄叶酸含量保持在 ５ μｇ ／ ｇ 以上，３３ 周龄后全蛋叶酸含量保持在

８５ μｇ ／ 枚以上。
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　 　 叶酸（ ｆｏｌａｔｅ）是指一类含有蝶酰谷氨酸结构的

水溶性维生素，也称为维生素 Ｂ９、维生素 Ｈ 等，主
要参与体内一碳单位代谢，与 ＤＮＡ 合成、氨基酸

转化、甲酸代谢、组氨酸分解、Ｓ －腺苷甲硫氨酸

（ＳＡＭ）合成及甲基化反应等有关，是生命体必需

物质之一［１］ 。 人体内没有叶酸合成相关酶，需要

通过食物或添加剂获取叶酸。 富含叶酸膳食主要

有绿色蔬菜、豆类食品、酵母、动物肝脏、蛋黄

等［２］ 。 鸡蛋营养丰富，氨基酸比例适合人体生理

需求，是餐桌常见食物。 功能性鸡蛋主要通过调

节微量元素、维生素、不饱和脂肪酸等在蛋鸡饲粮

中的科学配比进行饲喂而得到，其营养价值高于

普通鸡蛋。 其中，富叶酸鸡蛋在我国［３］ 及加拿

大［４］ 、美国［５］ 、欧洲［６－７］等地得到广泛研究和应用，
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但尚未有该产品的国标或行标来规范其生产。
　 　 鸡蛋叶酸含量随饲粮中叶酸添加量的增加而

增加，但并非呈线性增加，而是存在饱和期，达到

饱和期的饲粮叶酸添加量为 ２ ～ １６ ｍｇ ／ ｋｇ［３－６］ 。 不

同研究人员报道的鸡蛋叶酸含量结果差异较大，
普通鸡蛋叶酸含量为 １７．５ ～ ３５．０ μｇ ／枚，富叶酸鸡

蛋为 ４１ ～ ７５ μｇ ／枚，但总的来讲，富叶酸鸡蛋中叶

酸含量为普通鸡蛋的 ２ ～ ３ 倍［３－４，６，８－１０］ 。 这种差异

可能与原料类型及来源、蛋鸡品种及日龄、检测方

法等有关。 多数研究持续时间为 ３ ～ １４ 周［３－１１］ ，而
蛋鸡产蛋周期在 ５０ 周以上；我国居民消费鸡蛋多

以“个”为单位，而鸡蛋大小对全蛋叶酸含量有很

大影响。 因此，需要对全产蛋期鸡蛋叶酸含量进

行研究。
　 　 鸡蛋中叶酸的主要形式为 ５－甲基四氢叶酸

（５⁃ｍｅｔｈｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ，５⁃ＭＴＨＦ），是人和动物

体内的活性形式，且主要存在于蛋黄，蛋白中几乎

没有［６，１１］ 。 食品中叶酸测定的国标法［１２］ 规定，蛋
类样品叶酸提取采用高压水解加酶解方法，检测

方法采用微生物法，但整个检测过程至少需要 ５ ｄ
时间。 酶解法是利用蛋白酶、淀粉酶等使叶酸从

细胞中释放出来，随后利用大鼠血清等将多谷氨

酸变成可检测的单谷氨酸或去谷氨酸形式［１３－１５］ 。
酶解处理并不是对所有样品都适用，还可能会对

测定结果有负面影响［１６］ 。 蛋黄中蛋白质、脂肪含

量较高，超声处理可降低其粒径，增大溶解表面

积，促进其溶解性［１７］ ，是叶酸提取中常用的辅助方

法。 然而 超 声 可 能 对 叶 酸 结 构 有 一 定 的 破

坏［１８－１９］ ，需要严格控制时间。 蛋黄叶酸主要与蛋

白质结合［２０－２２］ ，高温可以使蛋白质变性，从而使叶

酸释放于提取液中［１８］ ，然而高温可降低叶酸稳定

性，需添加维生素 Ｃ 等进行保护［３］ 。 微生物检测

法实验室工作繁杂，标准范围较窄，重复性较差，
并不能准确评估食物中叶酸含量［２３］ 。 而高效液相

色谱法检测结果精确，分析速度快，操作步骤简

单，分 离 效 果 理 想， 逐 渐 成 为 主 要 的 检 测 手

段［１３，２４］ 。 针对叶酸检测，紫外检测器［２４－２５］ 和荧光

检测器［２６－２９］均有使用，但针对两者性能比较的报

道较少。
　 　 本试验通过比较荧光检测器和紫外检测器的

性能，研究超声、高温、酶解等提取方法对蛋黄叶

酸含量检测的影响，旨在优化改进基于高效液相

色谱法测定鸡蛋中叶酸含量的方法。 通过短期筛

选试验，确定生产富叶酸鸡蛋饲粮中叶酸的适宜

添加量，随后开展大群饲养的长期稳定性试验，确
定鸡蛋叶酸含量到达高峰的时间及稳定性，为蛋

鸡 １ 个生物学产蛋年生产稳定的富叶酸鸡蛋提供

理论和实践依据。

１　 材料与方法
１．１　 材料与试剂

　 　 ５⁃ＭＴＨＦ（标准品）购自加拿大 ＴＲＣ 公司；甲
醇（色谱级）购自美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司；抗坏血酸（纯度

９９．０％）、巯基乙醇（纯度 ９９．０％）、蛋白酶（ ｐｅｐｓｉｎ，
１ ∶３ ０００）、大鼠血清购自北京索莱宝科技有限公

司；α－淀粉酶购自上海易恩化学技术有限公司；其
他用于分离的试剂均为国产分析纯；水为 ４．５ Ｌ 规

格娃哈哈纯净水。
１．２　 仪器与设备

　 　 １２６０ 高效液相色谱仪配置荧光检测器和紫外

检 测 器 以 及 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８ 色 谱 柱

（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ，４ μｍ） （美国安捷伦科技有限

公司）、冷冻干燥机（美国 ＧＯＬＤ⁃ＳＩＭ 公司）、恒温

水浴锅（江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司）、
超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）、冷冻

离心机（盐城市安信实验仪器有限公司）、组织匀

浆仪（ ＩＫＡ Ｔ１０ ｂａｓｉｃ，德国 ＩＫＡ 集团）、电子天平

（ＢＳＡ２２４Ｓ⁃ＣＷ，德国赛多利斯集团）。
１．３　 高效液相色谱法检测蛋黄中叶酸方法优化

１．３．１　 标准溶液配制

　 　 准确称取 １０ ｍｇ ５⁃ＭＴＨＦ 标准品，用提取

液［１４］（ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐溶液，含 １％抗坏血酸、
０．１％巯基乙醇，ｐＨ ６．１）溶解后定容到 １００ ｍＬ，配
制成 质 量 浓 度 为 ０． １ ｍｇ ／ ｍＬ 标 准 品 储 备 液，
－２０ ℃保存。 将标准储备液稀释到 ０． １０、０． ２５、
０．５０、０．７５、１．００、５．００、１０．００ μｇ ／ ｍＬ 后存于棕色容

量瓶中，现配现用，用于绘制标准曲线。
１．３．２　 高效液相色谱参考条件

　 　 柱 温： ３５ ℃ ； 进 样 体 积： ２０ μＬ； 流 速：
０．４ ｍＬ ／ ｍｉｎ；流动相 Ａ：甲醇；流动相 Ｂ：ｐＨ ４． ５、
０．０３ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸盐缓冲液；采用梯度洗脱［２７］ ，如
表 １所示。 荧光检测条件：激发波长 ２９０ ｎｍ，发射

波长 ３６０ ｎｍ［２８］ ；紫外检测条件：２８０、２９０ ｎｍ［２５］ 。

９３８５
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表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

时间

Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ
流速

Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ／ （ｍＬ ／ ｍｉｎ）

流动相体积分数 Ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ ／ ％

流动相 Ａ Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ 流动相 Ｂ Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ

０ ０．４ ６ ９４
５ ０．４ ６ ９４
２０ ０．４ ２５ ７５
２５ ０．４ ２５ ７５
３０ ０．４ ６ ９４
３５ ０．４ ６ ９４

１．３．３　 样品准备

　 　 检测体系构建使用普通京红一号鸡蛋的蛋黄

冻干粉。 具体为：蛋黄分离后，用滤纸小心擦干表

面蛋清，混匀，于－８０ ℃冰箱冻存 １ ｄ 后，上机冷冻

干燥 ４８ ｈ（冷阱温度为－６０ ℃ ，真空度为 １０ Ｐａ），
于－２０ ℃冰箱保存备用。
１．３．４　 提取方法优化

　 　 准确称取 ０．５ ｇ 左右同一蛋黄冻干粉样品于

１５ ｍＬ 离心管中，加 ６ ｍＬ 提取液，匀浆。 之后以

超声、高温、酶解等方法及其组合进行叶酸提取，
每个处理进行 ６ 次重复，以选择适宜提取方法。
超声、高温、酶解提取的具体方法如下。
　 　 超声提取：４０ ℃ 、８０ Ｈｚ。
　 　 高温提取：９０ ℃水浴 ５ ｍｉｎ 后在冰水中冷却。
　 　 酶解提取采用“三酶法”，按文献［１２，１５，３０］
提供的方法，略有改动，具体如下：加 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 蛋

白酶溶液 １ ｍＬ，３７ ℃ 水浴 ３ ｈ（每隔 １ ｈ 摇匀 １
次）， 沸 水 浴 １０ ｍｉｎ 后 冰 水 冷 却 至 室 温， 加

２０ ｍｇ ／ ｍＬ淀粉酶溶液 １ ｍＬ、大鼠血清 ０． ３ ｍＬ，
３７ ℃水浴 ２２ ｈ，沸水浴 １０ ｍｉｎ 后冰水冷却至

室温。
　 　 样品经提取处理后，用提取液定容到 １０ ｍＬ，
１２ ０００ × ｇ、 ４ ℃ 离 心 ２５ ｍｉｎ 后 取 上 清 液， 过

０．２２ μｍ滤 膜，上 机 检 测。 整 个 过 程 需 要 避 光

操作。
１．３．５　 方法验证

　 　 从太谷区某超市购买白壳、粉壳和褐壳鸡蛋，
乌鸡蛋等不同类型鸡蛋各 １０ 枚，将每枚鸡蛋的蛋

黄分离后，立即用上述优化方法对新鲜蛋黄中叶

酸进行检测。
１．４　 叶酸富集规律试验设计

　 　 试验在太谷区兴民牧业有限公司进行。 添加

剂叶酸（纯度 ９９．８％）为河北某生物科技有限公司

生产。
　 　 试验鸡舍为半封闭式，采用阶梯式笼养模式，
每笼 ３ 只蛋鸡，试验期间自由采食和饮水，每日光

照 １６ ｈ，强度不少于 １５ ｌｘ ／ ｍ２。
１．４．１　 适宜添加量筛选试验

　 　 采用单因素试验设计，挑选初始体重一致的

健康 ３０ 周龄京红一号蛋鸡 ６４８ 只，随机分为 ６ 组，
每组 ６ 个重复，每个重复 １８ 只。 对照组饲喂基础

饲粮（表 ２），试验组在基础饲粮中分别添加 １、３、
６、１２、２４ ｍｇ ／ ｋｇ 叶酸。 第 ５ 周最后 １ 天每个重复

随机取 １０ 枚鸡蛋，将其蛋黄混匀于－８０ ℃冰箱保

存，进行叶酸含量检测。

表 ２　 基础饲粮组成及营养水平（风干基础）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｂａｓａｌ ｄｉｅｔ （ａｉｒ⁃ｄｒｙ ｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ ６４．５０
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ２１．００
棉籽粕 Ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｍｅａｌ １．００
亚麻仁饼 Ｌｉｎｓｅｅｄ ｍｅａｌ ２．００
石粉 Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ ９．６６
氯化钠 ＮａＣｌ ０．３０
ＤＬ－蛋氨酸 ＤＬ⁃Ｍｅｔ ０．１４
Ｌ－赖氨酸硫酸盐 Ｌ⁃Ｌｙｓ·Ｈ２ＳＯ４ ０．０４
氯化胆碱 Ｃｈｏｌｉｎｅ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ０．１０
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ １．００
植酸酶 Ｐｈｙｔａｓｅ （５ ０００ Ｕ ／ ｇ） ０．０２
多维 Ｍｕｌｔｉ⁃ｖｉｔａｍｉｎｓ１） ０．０４
多矿 Ｍｕｌｔｉ⁃Ｍｉｎｅｒａｌｓ２） ０．２０
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
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续表 ２

项目 Ｉｔｅｍｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ

营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ３）

代谢能 ＭＥ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） １１．０８
粗蛋白质 ＣＰ １６．４６
粗纤维 ＣＦ ３．００
粗脂肪 ＥＥ ２．８９
粗灰分 Ａｓｈ １２．６１
钙 Ｃａ ３．５１
总磷 ＴＰ ０．５０
有效磷 ＡＰ ０．２２
赖氨酸 Ｌｙｓ ０．７８
蛋氨酸 Ｍｅｔ ０．３９
蛋氨酸＋半胱氨酸 Ｍｅｔ＋Ｃｙｓ ０．６６
苏氨酸 Ｔｈｒ ０．５８
叶酸 Ｆｏｌａｔｅ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ０．３５

　 　 １）多维为每千克饲粮提供 Ｍｕｌｔｉ⁃ｖｉｔａｍｉｎｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｅｒ ｋｇ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｅｔ：ＶＡ １４ ４００ ＩＵ，ＶＤ３ ５ ４００ ＩＵ，
ＶＫ３ ３．２ ｍｇ，ＶＥ ３２ ｍｇ，ＶＢ１ ２．４ ｍｇ，ＶＢ２ １０ ｍｇ，ＶＢ６ ４ ｍｇ，
ＶＢ１２ ０．０２５ ｍｇ，烟酸 ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄ ４８ ｍｇ，Ｄ－泛酸钙 Ｄ⁃ｃａｌ⁃
ｃｉｕｍ ｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ １４ ｍｇ，生物素 ｂｉｏｔｉｎ ０．１６ ｍｇ。
　 　 ２）多矿为每千克饲粮提供 Ｍｕｌｔｉ⁃ｍｉｎｅｒａｌｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｅｒ ｋｇ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｅｔ：Ｃｕ （ａｓ ｃｏｐｐｅｒ ｓｕｌｆａｔｅ） ８ ｍｇ，Ｆｅ
（ａｓ ｆｅｒｒｏｕｓ ｓｕｌｆａｔｅ ） ５０ ｍｇ， Ｍｎ （ ａｓ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｓｕｌｆａｔｅ ）
１００ ｍｇ，Ｚｎ （ａｓ ｚｉｎｃ ｓｕｌｆａｔｅ） ９０ ｍｇ，Ｉ （ａｓ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ）
０．４ ｍｇ，Ｓｅ （ ａｓ ｓｏｄｉｕｍ ｓｅｌｅｎｉｔｅ） ０．３６ ｍｇ，Ｃｏ （ ａｓ ｃｏｂａｌｔｏｕｓ
ｓｕｌｆａｔｅ） ０．２６ ｍｇ。
　 　 ３）粗蛋白质、粗灰分、粗纤维、粗脂肪、钙、总磷、叶酸

为实测值，其余为计算值。 ＣＰ， Ａｓｈ， ＣＦ， ＥＥ， Ｃａ， ＴＰ ａｎｄ
ｆｏｌａｔｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｖａｌｕｅｓ．

１．４．２　 富叶酸鸡蛋叶酸含量的长期稳定性研究

　 　 根据 １．４．１ 结果，选择 １６ ０００ 羽蛋鸡舍，从 ２０
周龄起，在蛋鸡饲粮中添加 ７．５ ｍｇ ／ ｋｇ 叶酸，至 ６０
周龄。 在鸡舍内选择 １０ 个监测点，兼顾鸡舍上、
下，前、后，南、北等。 分别于 ２０、２１、２２、２３、２４、２５、
２７、２９、 ３３、 ３７、 ４１、 ４６、 ５０、 ５５、 ６０ 周 龄 ０９： ００—
１０：００，每个检测点取 １０ 枚鸡蛋，称重后，分离蛋

黄与蛋清，蛋黄称重混匀后立即进行叶酸含量

检测。
１．５　 数据与分析

　 　 数据使用 ＳＰＳＳ ２６．０ 软件进行统计分析。 采

用单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）和 Ｄｕｎｃａｎ
氏法进行组间多重比较和差异显著性分析。 方法

优化数据以平均值和标准差表示，叶酸富集数据

以平均值和总体标准误表示。 回归分析以叶酸添

加量为变量，全蛋叶酸含量为因变量，进行线性、
二次、三次等曲线估算。 Ｐ＜０．０５ 为差异显著，Ｐ＜
０．０１ 为差异极显著。 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行

绘图。

２　 结果与分析
２．１　 检测器性能比较与选择

　 　 以标准液叶酸含量为横坐标（Ｘ），所对应荧光

检测器、紫外检测器峰面积（重复进样 ３ 次的平均

值）为纵坐标（Ｙ）分别进行标准曲线绘制。 将浓度

为 ０．１０ μｇ ／ ｍＬ 的标准溶液，按 １．３．２ 中的色谱条

件测试 ３ 次，信噪比为 １０∶１ 时的相应浓度为定量

限（ＬＯＱ），信噪比为 ３：１ 时的相应浓度为检出限

（ＬＯＤ）。 按照 １．３．２ 中色谱条件，连续 １０ ｄ，每天

检测 １ 次 １ μｇ ／ ｍＬ 标准液，记录峰面积、峰高、半
峰宽，比较检测器检测结果的稳定性，如表 ３ 所

示。 结果显示，在 ０ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ，荧光检测器、紫外

检测器 ２８０ ｎｍ 和紫外检测器 ２９０ ｎｍ 这三者所得

标准曲线的相关系数均达到 ０．９９９。 荧光检测器

峰面积和峰高均极显著高于紫外检测器 （ Ｐ ＜
０．０１），约是紫外检测器的 ３．５ 倍。 紫外检测器在

２９０ ｎｍ 时峰面积极显著高于在 ２８０ ｎｍ 时 （ Ｐ＜
０．０１），两者峰高无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。 三者半

峰宽无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 荧光检测器的检出限

和定量限远低于紫外检测器，表明其灵敏度更高。
后续试验选用荧光检测器。
２．２　 提取方法对检测结果的影响

　 　 由表 ４ 可知，样品匀浆后未进行任何处理和

采用 Ｂ 提取方法未检出蛋黄叶酸。 只对 Ｃ ～ Ｇ 提

取方法进行分析，结果显示：蛋黄叶酸含量检测值

以 Ｄ 提取方法最高，Ｃ 提取方法次之，再次为 Ｅ 提

取方法，Ｆ 和 Ｇ 提取方法最低。 Ｃ 和 Ｄ 提取方法

的检测值显著高于 Ｆ 和 Ｇ 提取方法（Ｐ＜０． ０５）。
后续试验选用 Ｄ 提取方法，即超声 ５ ｍｉｎ 后 ９０ ℃
水浴 ５ ｍｉｎ 进行蛋黄叶酸提取，随后及时检测。
５⁃ＭＴＨＦ标准品和蛋黄样品色谱图如图 １ 所示。
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表 ３　 检测器性能比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
项目
Ｉｔｅｍ

荧光检测器
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ

紫外检测器 ２８０ ｎｍ
ＵＶ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ２８０ ｎｍ

紫外检测器 ２９０ ｎｍ
ＵＶ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ２９０ ｎｍ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

标准曲线 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ Ｙ＝ ２６５．１Ｘ＋４．７４４ Ｙ＝ １４２．３Ｘ＋７．６１４ Ｙ＝ １４６．８Ｘ＋５．４９８
相关系数 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０．９９９ ６ ０．９９９ ９ ０．９９９ ７
检出限 ＬＯＤ ／ （μｇ ／ ｍＬ） ０．００１ ４ ０．０７ ０．０５
定量限 ＬＯＱ ／ （μｇ ／ ｍＬ） ０．００４ ５ ０．２３ ０．１７
峰面积 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ／ （ＬＵ·ｓ） ４４８．６１±１８．５８Ａ １２０．０１±４．１４Ｃ １３４．９２±３．８８Ｂ ＜０．００１
峰高 Ｐｅａｋ ｈｅｉｇｈｔ ／ ＬＵ １４．５２±１．９１Ａａ ４．０７±０．４８Ｂｂ ４．５４±０．５３Ｂｂ ＜０．００１
半峰宽 Ｈａｌｆ⁃ｐｅａｋ ｂｒｅａｄｔｈ ／ ｍｉｎ ０．２２３±０．０２２ ０．２１２±０．０２４ ０．２１３±０．０２３ ０．６６７
　 　 同行数据肩标无字母或相同字母表示无显著差异（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示有显著性差异（Ｐ＜０．０５），不同大写字
母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｏｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０． ０５）， ａｎｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｅｘ⁃
ｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１） ．

表 ４　 提取方法对检测结果的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ

样品叶酸提取方法 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ 叶酸含量 Ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｇ）
Ａ：未处理 Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ
Ｂ：超声 １０ ｍｉｎ Ｓｏｎｉｃａｔｅ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ
Ｃ：高温（９０ ℃水浴 ５ ｍｉｎ） Ｗａｔｅｒ ｂａｔｈ ａｔ ９０ ℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ４．３０４±０．１９９ａ

Ｄ：超声 ５ ｍｉｎ＋高温 Ｓｏｎｉｃａｔｅ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ４．３２２±０．１３３ａ

Ｅ：超声 １０ ｍｉｎ＋高温 Ｓｏｎｉｃａｔｅ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ３．８９２±０．２７８ａｂ

Ｆ：超声 ５ ｍｉｎ＋酶解 Ｓｏｎｉｃａｔｅ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ３．６９４±０．０７４ｂ

Ｇ：高温＋酶解 Ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ３．７４４±０．３３３ｂ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ０．０４３

　 　 同列数据不同小写字母表示显著差异（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。 表 ８ 同。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｔａｂｌｅ ８．

图 １　 ５⁃ＭＴＨＦ 标准品和蛋黄样品色谱图

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ５⁃ＭＴＨＦ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｙｏｌｋ ｓａｍｐｌｅ
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２．３　 精密度、回收率和稳定性

　 　 用 ２．１ 和 ２．２ 中确定的方法，检测同一蛋黄冻

干粉 样 品 中 叶 酸 含 量， 并 在 样 品 中 加 １ μｇ
５⁃ＭＴＨＦ标准品，进行回收率测定，重复测定 ８ 次，

结果如表 ５ 所示。 样品回收率平均为 ９８．０１％，相
对标准偏差（ＲＳＤ）为 ４．４２％，同一样品检测结果

ＲＳＤ 为 ２．１５％。 上述结果表明优化的检测方法精

密度和回收率均能满足检测要求。

表 ５　 精密度与回收率试验

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ

项目

Ｉｔｅｍｓ
检测值

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ
相对标准偏差

ＲＳＤ ／ ％

样品叶酸含量 Ｓａｍｐｌｅ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｇ） ３．９７９±０．０８６ ２．１５
加标样品叶酸含量 Ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｇ） ５．８５４±０．０６９ １．１８
回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ９８．０１±４．３３ ４．４２

　 　 由于样品处理与检测不能完全同步，随后进

行了稳定性试验。 样品提取后立即检测（０ ｄ）以

及 １、２ ｄ（４ ℃保存）后进行检测，每次 ３ 个重复。
由表 ６ 可知，连续 ３ ｄ 的检测结果差异很小，稳定

性较高。

表 ６　 稳定性试验

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

时间
Ｔｉｍｅ ／ ｄ

叶酸含量
Ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｇ）

０ ４．１８５±０．００６
１ ４．１８６±０．０５１
２ ４．１７６±０．００８
相对标准偏差 ＲＳＤ ／ ％ ０．５７１

２．４　 方法验证

　 　 对市场常见的鸡蛋类型蛋黄叶酸含量进行检

测，用于验证方法可行性，结果如表 ７ 所示。

２．５　 鸡蛋中叶酸富集规律

　 　 由 表 ８ 可 知， 蛋 鸡 饲 粮 中 添 加 叶 酸 １ ～
２４ ｍｇ ／ ｋｇ可以极显著提高蛋黄和全蛋叶酸含量

（Ｐ＜０．０１），但并非随着饲粮叶酸添加量的增加而

直线上升，在 ６ ～ １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组达到最高值后，在
２４ ｍｇ ／ ｋｇ组呈现下降的趋势。 本试验中，叶酸添

加量为 ３ ～ ２４ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ４ 个组的蛋黄叶酸及全蛋

叶酸含量无显著差异（Ｐ＞０．０５），但 ６ ｍｇ ／ ｋｇ 组全

蛋叶酸含量比 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 组提高 ８．５％，与 １２ ｍｇ ／ ｋｇ
组差异很小，考虑到生产成本问题，需在理论上估

测生产富叶酸鸡蛋的蛋鸡饲粮叶酸适宜添加量。
　 　 对全蛋叶酸含量进行回归分析，结果如表 ９
所示。 结果显示，在 ０ ～ ２４ ｍｇ ／ ｋｇ 叶酸添加量范围

内，全蛋叶酸含量对饲粮叶酸添加量的响应呈二

次和三次曲线变化，且三次曲线的决定系数高于

二次曲线，因此选择三次曲线的回归模型计算鸡

蛋中叶酸富集量最高时对应的蛋鸡饲粮叶酸添加

量，确定 ７．５ ｍｇ ／ ｋｇ 为适宜添加量。

表 ７　 常见蛋类叶酸含量

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｉｎ ｃｏｍｍｏｎ ｅｇｇｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
蛋黄叶酸含量

Ｙｏｌｋ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｇ）
全蛋叶酸含量

Ｗｈｏｌｅ ｅｇｇ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／个）

乌鸡蛋 Ｓｉｌｋｉｅ ｅｇｇｓ ２．９４２±０．２３５ ４９．２０±４．４７
白壳鸡蛋 Ｗｈｉｔｅ ｓｈｅｌｌ ｅｇｇｓ ２．４２７±０．３１３ ４２．３９±７．４６
粉壳鸡蛋 Ｐｉｎｋ ｓｈｅｌｌ ｅｇｇｓ ２．９７７±０．６６３ ４９．４８±７．３４
褐壳鸡蛋 Ｂｒｏｗｎ ｓｈｅｌｌ ｅｇｇｓ ２．２８２±０．４３６ ３８．８０±７．４０

２．６　 富叶酸鸡蛋在蛋鸡产蛋期叶酸含量稳定性

　 　 从 ２０ 周龄产蛋开始，在基础饲粮中添加叶酸

７．５ ｍｇ ／ ｋｇ，至 ６０ 周龄，定期检测鸡蛋叶酸含量，测

定结果如图 ２ 所示。 结果显示，蛋黄叶酸含量在

２３ 周龄趋于稳定，在 ２５ 周龄达到最高值，在 ２５ ～
６０ 周龄，蛋黄叶酸含量有较小波动，且随着日龄增
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加，略有下降，但整体保持在 ５ μｇ ／ ｇ 以上。 全蛋叶

酸含量随着日龄的增加而增加，在 ３３ 周龄以后，
蛋重和蛋黄重增加幅度较小，全蛋叶酸含量基本

稳定，即每个鸡蛋可提供 ８５ μｇ 以上的叶酸。

表 ８　 饲粮中添加叶酸对鸡蛋叶酸含量的影响

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｅｇｇｓ

叶酸添加量

Ｆｏｌａｔｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌｓ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
蛋黄叶酸含量

Ｙｏｌｋ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｇ）
全蛋叶酸含量

Ｗｈｏｌｅ ｅｇｇ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／个）

０ １．５８９Ａａ ２７．６３Ａａ

１ ２．７２０Ｂｂ ４４．４４Ｂｂ

３ ３．６６６ＢＣｃ ５７．９２ＢＣｃ

６ ４．０３０Ｃｃ ６２．８９Ｃｃ

１２ ３．８９３Ｃｃ ６３．５５Ｃｃ

２４ ３．２９６ＢＣｃ ５６．６１ＢＣｃ

ＳＥＭ ０．１５４ ２．５０２
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜０．００１ ＜０．００１

表 ９　 全蛋叶酸含量与饲粮叶酸添加量的回归模型

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｅｇｇｓ ａｎｄ ｄｉｅｔａｒｙ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ

回归模型

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ１）
决定系数

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ Ｒ２

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
叶酸添加量

Ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２）

Ｙ＝ ４６．３０＋０．７７Ｘ ０．１８５ ０．００９
Ｙ＝ ３６．８８＋４．７８Ｘ－０．１７Ｘ２ ０．５６４ ＜０．００１ １３．５～ １４．５
Ｙ＝ ３１．０２＋１０．８３Ｘ－０．９６Ｘ２＋０．０２３Ｘ３ ０．６７９ ＜０．００１ ７．５～ ８．５

　 　 １） Ｙ 为全蛋叶酸含量（μｇ ／枚），Ｘ 为饲粮叶酸添加量（ｍｇ ／ ｋｇ）。 Ｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｗｈｏｌｅ ｅｇｇ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ （μｇ ／ ｅｇｇ）； Ｘ ｉｎｄｉ⁃
ｃａｔｅｄ ｄｉｅｔａｒｙ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ．
　 　 ２） 根据回归方程计算的鸡蛋中叶酸富集量最大时的叶酸添加量范围。 Ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｄｉｅｔ
ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｉｎ ｅｇｇｓ．

图 ２　 生产周期内富叶酸鸡蛋蛋重、蛋黄重及叶酸含量

Ｆｉｇ．２　 Ｅｇｇ ｗｅｉｇｈｔ， ｙｏｌｋ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｅｇｇｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅ

３　 讨　 论
３．１　 检测条件及提取方法的优化

　 　 叶酸本身具有荧光性［１４］ ，不需要任何衍生方

法即可用荧光检测器进行检测，具备更低的检测

限［１６］ ，干扰峰较少［２７］ 。 叶酸在紫外 ２１０ ～ ３００ ｎｍ
均有吸收，在 ２８０［２４］ 和 ２９０ ｎｍ［２５］ 峰形较好、检测

灵敏度高。 本试验中，荧光检测器在检出限、定量

限、峰型等方面均优于紫外检测器。 试验过程中，
蛋黄样品检测液中叶酸含量在 ０． １２５ μｇ ／ ｍＬ 以
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上，远高于荧光检测器的定量限，满足检测要求。
　 　 对蛋黄样品只进行超声处理时不能达到检出

限，表明超声处理虽然能够使提取液与样品更好

地接触，但不能释放叶酸。 本试验中，超声 １０ ｍｉｎ
后高温提取的检测结果低于超声 ５ ｍｉｎ，表明超声

可能对叶酸结构有一定的破坏［１８－１９］ ，因此需要严

格控制超声时间。 酶解处理也能释放叶酸，而本

试验中酶解处理后的检测结果显著低于高温处

理，可能与样品中干扰物质有关，使叶酸没有完全

释放［１６］ ，也可能与处理时间较长使少量叶酸氧化

降解有关。
　 　 Ｈｏｅｙ 等［６］ 利用微生物法测得鸡蛋中叶酸含

量为 ０．６０ μｇ ／ ｇ，折合到 １ 个鸡蛋（蛋重 ５０ ～ ７０ ｇ）
为 ３０ ～ ４０ μｇ；Ｊａｓｔｒｅｂｏｖａ 等［３１］ 利用高效液相色谱

法测得蛋黄中叶酸含量为 ２．２６ μｇ ／ ｇ，折合到 １ 个

鸡蛋（蛋黄重 １５ ～ ２０ ｇ） 为 ３５ ～ ４５ μｇ ／枚；梁敏

慧［１５］利用液质联用（ＬＣ⁃ＭＳ）法测得鸡蛋中叶酸

含量为 ０．８２３ μｇ ／ ｇ，折合到 １ 个鸡蛋为 ４１ ～ ５７ μｇ；
杨艳［３］利用 ＬＣ⁃ＭＳ 法测得鸡蛋中叶酸含量约为

３６ μｇ ／枚。 本试验利用优化的方法测得不同类型

鸡蛋中叶酸含量有差异，可能与蛋鸡品种、饲粮组

成、叶酸添加等有关，但总体在 ３９ ～ ４９ μｇ ／枚，与
前人研究结果基本一致，说明方法可行。 此方法

准确性高，与国标法［１２］ 相比，操作简单，检测时间

缩短。
３．２　 生产富叶酸鸡蛋饲粮叶酸适宜添加量及生产

周期内鸡蛋叶酸含量的稳定性

　 　 饲粮中添加的叶酸经肠道吸收后，在肠上皮

细胞经二氢叶酸还原酶的作用转化为四氢叶酸后

经门静脉进入肝脏，转化为各种形式参与机体物

质代谢，其中 ５⁃ＭＴＨＦ 从肝细胞进入血液后，随血

液循 环 到 机 体 各 个 组 织 器 官 发 挥 重 要 作 用。
５⁃ＭＴＨＦ转运至鸡卵巢后，经胞吞作用进入卵黄而

达到富集作用［２］ 。 已有研究显示，鸡蛋中叶酸含

量随着饲粮中叶酸添加量的增加而增加，但到达

一定量后不再增加［３－８，１１］ ，与本试验结果一致。 叶

酸在肠道吸收受到限制可能是导致鸡蛋中叶酸含

量存在平台期的一个因素［３２］ 。 不同品种蛋鸡对叶

酸的敏感度可能不同。 白莱航鸡饲粮中添加

２ ｍｇ ／ ｋｇ叶酸时，蛋黄叶酸含量达到饱和［５］ ；海兰

Ｗ３６、海兰 Ｗ９８、海兰 ＣＶ２０ 生产富叶酸鸡蛋时，
饲粮中叶酸适宜添加量均为 ４ ｍｇ ／ ｋｇ［３－４，３３］ ；海兰

褐蛋鸡饲粮中添加 １６ ｍｇ ／ ｋｇ 叶酸时鸡蛋叶酸含

量最高，且达到平台期［６］ 。 本试验以京红蛋鸡为

研究对象，蛋黄叶酸含量在饲粮叶酸添加量为

３ ｍｇ ／ ｋｇ时趋于饱和，在叶酸添加量为 ６ ｍｇ ／ ｋｇ 时

达到最高。 但为追求最大生产效益，根据统计学

分析结果，选择 ７．５ ｍｇ ／ ｋｇ 作为生产富叶酸鸡蛋的

饲粮叶酸适宜添加量。 蛋黄自形成到从卵巢排出

需要 １０ ｄ 左右，因而蛋黄中叶酸富集并达到平衡

需要一定时间。 Ｈｏｅｙ 等［６］ 研究显示，饲粮添加叶

酸第 ３ 周，鸡蛋叶酸含量达到饱和；Ｄｉｃｋｓｏｎ 等［３３］

研究表明，蛋鸡高峰期 （ ２５ ～ ２８ 周龄） 饲喂添加

４ ｍｇ ／ ｋｇ叶酸饲粮 ４ 周后，全蛋及蛋黄叶酸含量达

到最高值，随后每 ８ 周进行 １ 次检测（共 ５ 次）的

结果差异较小，与本试验结果基本一致。 ３３ 周龄

后每枚鸡蛋可提供叶酸 ８５ μｇ 以上，根据国家卫生

健康委员会推荐的居民膳食营养素参考摄入量［３４］

计算，可满足幼儿至正常成人叶酸推荐量的 ５０％ ～
２０％。

４　 结　 论
　 　 ① 基于高效液相色谱法对叶酸含量进行检

测，荧光检测器性能优于紫外检测器。 蛋黄叶酸

的提取方法以超声 ５ ｍｉｎ 后 ９０ ℃水浴 ５ ｍｉｎ 效果

最好。
　 　 ② 从 ２０ 周龄起在京红蛋鸡饲粮中添加

７．５ ｍｇ ／ ｋｇ叶酸，２３ 周龄后蛋黄叶酸含量保持在

５ μｇ ／ ｇ以上，３３ ～ ６０ 周龄全蛋叶酸含量保持在

８５ μｇ ／枚以上。
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ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｉｎ ｙｏｌｋｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ
ｓｏｎｉｃａｔｅ， ｈｅａｔ ｔｒｅａｔ （ｗａｔｅｒ⁃ｂａｔｈ ａｔ ９０ ℃ ）， ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ． ２） Ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｄｉｅｔａｒｙ
ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ ｆｏｌａｔｅ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｅｇｇｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｆｅｅｄｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｌａｓ⁃
ｔｅｄ ｆｏｒ ３５ ｄａｙｓ． Ｓｉｘ ｈｕｎｄｒｅｄ ａｎｄ ｆｏｒｔｙ⁃ｅｉｇｈｔ Ｊｉｎｇｈｏｎｇ ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎｓ （３０ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ） ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ６ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ６ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １８ ｈｅｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｒｅｐｌｉｃａｔｅ． Ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎｓ ｉｎ ｏｎｅ ｇｒｏｕｐ （ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ） ｗａｓ ｆｅｄ ａ ｂａｓａｌ ｄｉｅｔ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｄｉｅｔ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ １，
３， ６， １２ ａｎｄ ２４ ｍｇ ／ ｋｇ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ３） Ｇｉｖｅｎ ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｅｓｔ， ａ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｅｘｐｅｒｉ⁃
ｍｅｎｔ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｙ ｆｅｅｄｉｎｇ １６ ０００ ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎｓ （２０ ｔｏ ６０ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ） ｗｉｔｈ ７．５ ｍｇ ／ ｋｇ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅ⁃
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｅｔ， ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｉｎ １０ ｅｇｇ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｐｏｉｎｔｓ ａｔ ２０， ２１， ２２， ２３， ２４，
２５， ２７， ２９， ３３， ３７， ４１， ４６， ５０， ５５ ａｎｄ ６０ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １） ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ） ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ （ＬＯＱ） ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ
ａｎｄ ｐｅａｋ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ （ＵＶ） ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｏｒ （Ｐ＜０．０１） ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｙｏｌｋ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｏｎｉｃａｔｅ ｆｏｒ ５
ｍｉｎ＋ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｓｏｎｉｃａｔｅ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ＋ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｈｅａｔ
ｔｒｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ＋ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｆｏｌａｔｅ ｆｒｏｍ ｙｏｌｋ ｗａｓ ５ ｍｉｎ ｏｆ ｓｏｎｉ⁃
ｃａｔｅ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ５ ｍｉｎ ｏｆ ９０ ℃ ｗａｔｅｒ ｂａｔｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ． Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ （ＲＳＤ） ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ２．１５％ ａｎｄ ０．５７％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｖｅｒａｇｅｄ ９８．０１％． ２） Ｔｈｅ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｅｇｇｓ ｏｆ ６ ａｎｄ １２ ｍｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １ ｍｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０１）， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ３ ａｎｄ ２４ ｍｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＞０．０５） ． Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａｎ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔ ｃｕｂｉｃ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｅｔａｒｙ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｗｈｏｌｅ ｅｇｇ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ （ｄｅｔｅｒ⁃
ｍｉｎａｔｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ＝ ０．６７９； Ｐ＜０．００１） ． ３） Ａｄｄｉｎｇ ７．５ ｍｇ ／ ｋｇ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｏ ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎ ｄｉｅｔ ｆｒｏｍ ２０ ｔｏ ６０ ｗｅｅｋｓ
ｏｆ ａｇｅ， ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｉｎ ｙｏｌｋ ｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｂｅ ｓａｔｕｒａｔｅｄ ａｔ ２３ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌａｔｅ ｉｎ
ｗｈｏｌｅ ｅｇｇ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ３６．９ μｇ ／ ｅｇｇ ａｔ ２０ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ ｔｏ ８７．７ μｇ ／ ｅｇｇ ａｔ ３３ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ， ｔｈｅｎ
ｒｅｍａｉｎｅｄ ｓｔａｂｌｅ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ： １） ｔｈｅ ｅｇｇ ｆｏｌａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ｔｏ
ｏｐｅｒａｔｅ， ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒａｐｉｄ． ２） Ｄｕｅ ｔｏ ａｄｄ ７．５ ｍｇ ／ ｋｇ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｏ ｄｉｅｔ ｆｒｏｍ ２０ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ，
ｔｈｅ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｙｏｌｋ ｒｅｍａｉｎｓ ａｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ５ μｇ ／ ｇ ｆｒｏｍ ２３ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｗｈｏｌｅ
ｅｇｇ ｒｅｍａｉｎｓ ａｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ８５ μｇ ／ ｅｇｇ ｆｒｏｍ ３３ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２１， ３３
（１０）：５８３８⁃５８４８］
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８４８５


