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高效液相色谱法测定豆芽中 6-苄基腺嘌呤含量的
方法优化 

王雅楠, 黄  姗*, 刘春燕 
(河南省口岸食品检验检测所, 郑州  450003) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定豆芽中 6-苄基腺嘌呤(6-benzylaminopurine, 6-BA)含量的方法, 验证

6-BA 快速检测试纸条(胶体金法)的检测结果。方法  以 6-BA 含量为指标, 研究样品的浸泡超声时间, 离心转

速, 旋蒸温度, 流动相比例等测定条件对豆芽中 6-BA 测定结果的影响。以绿豆芽为试样, 对比高效液相色谱

法和 6-BA 快速检测试纸条(胶体金法)的检测结果。结果  6-苄基腺嘌呤在 0.04~1.0 μg/mL 的浓度范围内线性

关系良好, 定量限为 0.02 mg/kg, 回收率为 92.0%~106.2%, 相对标准偏差为 1.06%~2.31%。实际样品的检测结

果与快速检测试纸条(胶体金法)的结果与一致。结论  优化后的高效液相色谱法结果准确, 回收率较好, 适合

用于豆芽中 6-BA 的测定。也可用于 6-BA 快检设备盲样的定量和稳定性验证, 为快速有效测定豆芽中 6-BA

含量提供理论支撑。 
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Optimization of high performance liquid chromatography method for 
determination of 6-benzylaminopurine content in bean sprouts 

WANG Ya-Nan, HUANG Shan*, LIU Chun-Yan 
(Food Inspection and Testing Institute of Henan Province, Zhengzhou 450003, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 6-benzylaminopurine (6-BA) in bean 

sprouts by high performance liquid chromatography, and to verify the test results of the 6-BA rapid test strip 

(colloidal gold method). Methods  Using the 6-BA content as an index, the effects of the immersion ultrasonic time, 

centrifugation speed, spin temperature, and flow ratio on the measurement results of 6-BA in bean sprouts were 

studied. Mung bean sprouts were used as samples, and the results of high performance liquid chromatography and 

6-BA rapid detection test strips (colloidal gold method) were compared. Results  The 6-benzyl adenine had a good 

linear relationship in the concentration range of 0.04-1.0 μg/mL. The limit of quantification was 0.02 mg/kg, the 

recoveries were 92.0%-106.2%, and the relative standard deviations were 1.06%-2.31%. The test results of the actual 

samples were consistent with those of the rapid test strip (colloidal gold method). Conclusion  The optimized high 

performance liquid chromatography method has accurate results and good recovery rate, which is suitable for the 

determination of 6-BA in bean sprouts. It can also be used for the quantitative and stability verification of blind 

samples of 6-BA fast detection equipment, providing theoretical support for the rapid and effective determination of 

6-BA content in bean sprouts. 
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1  引  言 

6-苄基腺嘌呤(6-benzylaminopurine, 6-BA), 是一种广

泛使用于植物生长培养基的细胞分裂素。它是第一个人工

合成的细胞分裂素。在一定剂量下具有抑制植物叶绿素、

核酸、蛋白质的分解和保绿防老的作用[1], 能够将氨基酸、

生长素、无机盐等向生长部位调运等多重效能[2]。豆芽是

大众颇为喜爱的一种食物, 6-BA 被广泛应用于豆芽从发芽

到收获的各个阶段。其高效、廉价和易于使用等优点, 可
用于提高豆芽的质量及产量, 以及豆芽的保鲜[3]。 

目前豆芽生产过程中使用该物质的安全性尚无确定

结论[4-6], 但有研究发现 6-BA 在斑马鱼中有致畸作用[7]。

有关部门开始重视 6-BA 的潜在安全隐患。卫生部办公厅

关于 GB 2760-2011《食品添加剂使用标准》有关问题的复

函[8]中指出: 6-苄基腺嘌呤等 23 种物质缺乏食品添加剂工

艺必要性, 不得作为食品用加工助剂的生产经营和使用。

根据此函, 国家质检总局宣布食品生产企业禁止使用 6-
苄基腺嘌呤[9]。2015 年国家食品药品监督管理总局, 农业

部, 国家卫生和计划生育委员会联合发布关于豆芽生产

过程中禁止使用 6-苄基腺嘌呤等物质的公告(2015 年第

11 号)[10], 限定豆芽中不得使用 6-BA, 目的是为了确保

豆芽使用安全。但事实上还是有少数商贩违规在豆芽中

使用 6-BA。因此建立一套快速有效的检验检测方法十分

必要并且迫在眉睫。 
现有的豆芽中 6-BA 检测方法高效液相色谱法[11]经过

实验验证色谱图分离度较差[12]。方法中很多细节描述不够

准确, 造成实际操作误差大。液相色谱-质谱联用法[13]经过

验证提取回收率较低[14-17]。对此, 袁文新等[18,19]采用高效

液相色谱法测定豆芽中 6-BA 含量, 但仅对固相萃取柱条

件进行了优化。本研究在此基础上对前处理条件和仪器条

件进行改进优化, 建立一套完整的高效液相色谱法(high 
performance liquid chromatography, HPLC)测定豆芽中

6-BA 含量, 为标准的改进提供参考依据, 并且可作为快

检评价中盲样的准确定量和稳定性研究方法, 依据快检

评价方法 [20]对快检设备进行验证评价, 确认快检产品的

检测结果, 为豆芽等农产品的食品安全快速检测提供有

效理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料、仪器与试剂 

2.1.1  仪  器 
UltiMate 3000 高效液相色谱仪(赛默飞世尔科技(中国)

有限公司); YR-600Plus 一体化便携式食品药品安全快速检

测系统(深圳市易瑞生物技术股份有限公司); ME204/02 型

电子分析天平、XPE205 型电子分析天平(瑞士梅特勒-托利

多公司 ); 4-16KS 高速冷冻离心机 (美国 Sigma 公司 ); 
KQ-500TDB 高频数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限

公司); EV 321 旋转蒸发仪(美国 Lab Tech 有限公司); 
Milli-Q IQ7000 超纯水仪(德国默克密理博公司)。 
2.1.2  材料与试剂 

6-苄基腺嘌呤对照品(纯度 99.20%, 北京坛墨质检科

技有限公司); 6-苄基腺嘌呤快速检测试纸条检测盒(深圳

市易瑞生物技术股份有限公司); 甲醇(色谱纯, 美国默克

公 司 ); C18 固 相 萃 取 柱 (500 mg/6 mL, 武 汉 ASPE 
Biotechnology 公司)。 

绿豆芽购自丹尼斯全日鲜超市。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液及其配制 
精密称量 6-苄基腺嘌呤标准物质 10.08 mg 溶于甲醇

中并定容至 100 mL, 摇匀, 得到标准储备液 100 g/mL。量

取标准储备液 1.0 mL 置于 100 mL 容量瓶中得到标准中间

液, 量取稀释后的标准溶液 0.4、0.8、1.0、2.0、4.0、8.0、
10.0 mL, 至 10 mL 容量瓶, 用甲醇定容至刻度, 摇匀。得

到标准曲线浓度分别为 0.04、0.08、0.10、0.20、0.40、0.80、
1.0 μg/mL。经 0.45 μm 有机滤膜过滤后待进样分析。 
2.2.2  测定方法 

将绿豆芽样品进行多次均质。称取均匀样品约 10.00 g 
(精确到 0.01 g)于 50 mL 离心管中, 加入 20 mL 甲醇, 超声

提取, 经高速冷冻离心机 10000 r/min 离心,上清液转入  
50 mL 梨形瓶中, 样品再次用 20 mL 甲醇超声提取 15 min, 
离心合并上清液, 用旋转蒸发仪浓缩至近干, 去除甲醇, 
残液待净化。将残液以 2 mL/min 流速通过预先活化的固相

萃取柱, 用少量水洗涤梨形瓶, 洗液过固相萃取柱, 再用 
5 mL 水洗涤固相萃取柱, 去除杂质后用甲醇洗脱并定容

至 5.0 mL, 混匀后经 0.45 μm 有机滤膜过滤, 作为待测液

供 HPLC 分析。 
2.2.3  前处理条件优化 

将样品加入甲醇后, 控制其他条件不变, 将浸泡超声

条件作为变量进行优化, 设定时间分别为 5、10、15、20、
25、30 min。控制其他条件不变, 将高速冷冻离心机转速

作为变量进行条件优化, 设定转速分别为 4000、6000、
8000、10000、12000 r/min。控制其他条件不变, 将旋转蒸

发仪温度作为变量进行条件优化, 设定温度为 35、40、45、
50、55、60 ℃。 
2.2.4  色谱条件和检测条件优化 

使用 C18 色谱柱(4.6 mm ×250 mm, 5 μm), 柱温 30 ℃, 
流动相使用甲醇-0.02 mol/L 乙酸铵溶液(45:55, V:V), 检测
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波长 269 nm, 流速 1.0 mL/min, 进样体积 10.0 μL。 
2.2.5  6-BA 快速检测试纸条和 YR-600Plus 一体化便携式

食品药品安全快速检测系统使用方法 
取约 2 g 搅碎后的样品加入到 50 mL 离心管中, 量取

并加入 8 mL YRDY 样品提取液(取自 6-BA 快检试剂盒), 
充分振荡混匀 , 即为待测液。在红色微孔中依次加入   
200 μL 待测液, 用一次性吸管上下抽吸 5~10 次混匀。在

20~40 ℃反应计时 3 min。取出试纸条, 插入上述红色微孔, 
20~40 ℃反应计时 6 min, 从微孔中取出试纸条, 轻轻刮去

试纸条下端吸水海绵, 并进行结果判读。找到 YR-600Plus
一体化便携式食品药品安全快速检测系统中 6-苄基腺嘌呤

检测界面, 放入试纸条, 点击读取结果, 进行结果判读。阴

性结果 R≥1.0, 阳性结果 R≤1.0。 

3  结果与分析 

3.1  前处理条件优化结果 

3.1.1  不同浸泡超声时间对 6-BA 含量测定的影响 
根据图 1 可知, 该实验以调整超声时间为单因素, 其

他条件不变, 豆芽在甲醇中浸泡超声 20 min 时达到最大提

取率, 超过 20 min 后, 6-BA 测得浓度逐渐趋于稳定, 因此

超声 20 min 可以使 6-BA 达到最大的溶解度。 
 
 

 
 
 

图 1  超声时间对豆芽中 6-BA 浓度的影响(n=3) 
Fig.1  Effect of ultrasound time on 6-BA concentration in bean 

sprouts(n=3) 
 

 
3.1.2  不同离心转速对 6-BA 含量测定的影响 

根据图 2 可知, 该实验以离心机转速为单因素, 其他

条件不变, 豆芽在 10000 r/min 条件下, 6-BA 测得浓度最高, 
离心转速超过 10000 r/min 时, 豆芽提取率并无明显增加。

因此离心转速为 10000 r/min 时 6-BA 提取率最高。 
3.1.3  不同旋蒸温度对 6-BA 含量测定的影响 

根据图 3 可知, 实验以旋转蒸发仪温度为单因素, 其
他条件不变, 豆芽在 50 ℃旋蒸条件下,6-BA 测得浓度最高, 
当旋蒸温度超过 55℃时, 样品较易沸腾冲出瓶口, 因此旋

蒸温度设定在 50 ℃可以使 6-BA 达到最大的提取率。 

 
 
 

图 2  离心转速对豆芽中 6-BA 浓度的影响(n=3) 
Fig.2  Effect of centrifugal speed on 6-BA concentration in bean 

sprouts(n=3) 
 
 

 
 
 

图 3  旋蒸温度对豆芽中 6-BA 浓度的影响(n=3) 
Fig.3  Effect of rotary steaming temperature on 6-BA concentration 

in bean sprouts(n=3) 
 
 

3.1.4  HPLC 上机条件的优化 
国标方法中给出甲醇-0.02 mol/L 乙酸铵溶液(1: 1,V:V)

的色谱条件, 经试验色谱图峰分离度不好, 目标物附近出

现双峰,  通过比较不同梯度条件, 柱温和流速条件下的

分离效果 , 确定最终的高效液相色谱条件为 , 流速     
1.0 mL/min, 流动相比例为甲醇-0.02 mol/L 乙酸铵溶液

(45:55, V:V), 柱温 30 ℃, 进样量 10 μL。见图 4, 图 5, 根
据光谱图可得 6-BA 最大吸收波长为 269 nm。 

3.2  方法学验证 

3.2.1  6-BA 标准曲线 
以 6-BA 标准品浓度为 X 轴, 样品峰面积为 Y 轴, 绘

制出标准曲线为 Y=0.8094X-0.0027, r2=0.9998。结果显示

6-BA 在快检评价浓度范围内线性良好。如图 6 所示。方法

定量限为 0.02 mg/kg。 
3.2.2  6-BA 加标回收精密度实验 

豆芽经检测全部为空白样品, 空白基质加标浓度分

为 0.1、0.2、0.5 mg/kg, 使用优化后条件每个浓度做 7 个

平 行 的 加 标 回 收 实 验 , 低 浓 度 加 标 回 收 率 达 到

92.0%~106.2%, 相对标准偏差(relative standard deviation, 
RSD)值为 1.06%~2.31%, 结果见表 1。 
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图 4  空白试样色谱图 
Fig.4  Blank sample chromatogram 

 

 
 

图 5  6-BA 色谱图 
Fig.5  6-BA chromatogram 

 
表 1  6-BA 加标回收率 

Table 1  Recovery rates of 6-BA  

添加量/(mg/kg) 
测定回收率/% 

平均值/% RSD% 
1 2 3 4 5 6 7 

0.1 95.0 98.0 96.0 92.0 97.0 94.0 98.0 95.7 2.31 

0.2 104.0 102.5 103.0 104.5 102.0 105.0 104.0 103.6 1.06 

0.5 103.0 103.8 105.0 106.2 103.0 104.8 105.6 104.5 1.20 
 
 

 
 

图 6  6-BA 浓度标准曲线图 
Fig.6  Standard curve for 6-BA concentration 

 

3.3  优化方法与 6-BA 快速检测胶体金法的结果对比 

根据 6-BA快速检测试纸条和YR-600Plus一体化便携

式食品药品安全快速检测系统使用方法, 以及本实验优化

后的 HPLC 检测方法检测豆芽空白样品, 空白基质和不同

浓度的加标样品检测结果见表 2。快检结果与优化后检测

方法对比, 结果一致。 
 

表 2  6-BA 快检设备结果评价表 
Table 2  Results evaluation form of 6-ba quick inspection 

equipment 

实验

序号
称样量/g 添加量 

/(mg/kg) 

本实验优化 
方法测定结果 

/(mg/kg) 

6-BA 快检

系统检测 
结果 

0-1 10.2251 0 N.D. 阴性(-) 

0-2 10.3234 0 N.D. 阴性(-) 

0-3 10.1524 0 N.D. 阴性(-) 

0-4 10.2522 0 N.D. 阴性(-) 

0-5 10.2564 0 N.D. 阴性(-) 
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续表 2 

实验 
序号 

称样量/g 添加量 
/(mg/kg) 

本实验优化 
方法测定结果 

/(mg/kg) 

6-BA 快检

系统检测 
结果 

0-6 10.3756 0 N.D. 阴性(-) 

0-7 10.3158 0 N.D. 阴性(-) 

1-1 10.0515 0.1 0.104 阳性(+) 

1-2 10.3789 0.1 0.099 阳性(+) 

1-3 10.2757 0.1 0.105 阳性(+) 

1-4 10.9884 0.1 0.098 阳性(+) 

1-5 10.6996 0.1 0.107 阳性(+) 

1-6 10.9681 0.1 0.106 阳性(+) 

1-7 10.4497 0.1 0.102 阳性(+) 

2-1 10.0324 0.2 0.198 阳性(+) 

2-2 10.6594 0.2 0.210 阳性(+) 

2-3 10.5364 0.2 0.203 阳性(+) 

2-4 10.0267 0.2 0.209 阳性(+) 

2-5 10.3627 0.2 0.198 阳性(+) 

2-6 10.0667 0.2 0.205 阳性(+) 

2-7 10.5349 0.2 0.202 阳性(+) 

注:N.D.表示未检出。 

 

4  结  论 

现行的豆芽中 6-BA 检测方法国家标准为 GB/T 
23381-2009《食品中 6-苄基腺嘌呤的测定 高效液相色谱

法》[11]。液相色谱-质谱联用法为浙江省地方标准 DB33/T 
625.3-2007(2016)《无公害豆芽 第 3 部分: 6-苄基腺嘌呤残

留量和 4-氯苯氧乙酸钠残留量的测定》[13]。经过对比, 液
相色谱-质谱联用法测定 6-BA 的回收率, 在样品浓度小于

0.1 mg/L 浓度点时最大回收率为 75%[14-17], 低于高效液相

色谱法的测定结果。本实验以 6-BA 含量为指标, 研究豆芽

样品的浸泡超声时间, 离心转速, 旋蒸温度, 流动相比例

等测定条件对豆芽中 6-BA 测定结果的影响。经过优化后, 
建立了条件准确, 回收率高, 提取效果较好的高效液相色

谱方法。以绿豆芽为试样, 高效液相色谱法测定豆芽中

6-BA 含量, 测定的最佳条件为超声提取 20 min, 离心转速

10000 r/min, 旋蒸温度 50 ℃, 流动相比例为 , 甲醇 -   
0.02 mol/L 乙酸铵溶液(45:55,V:V)。在此条件下, 豆芽中

6-BA 加 标 回 收 率 达 到 92.0%~106.2%, RSD 值 为

1.06%~2.31%。优化后的高效液相色谱法结果准确, 回收率

较好 , 适合用于豆芽中 6-BA 的测定 , 实验中所用到的

6-BA 快检试剂盒(胶体金法)与之结果一致, 该实验可用于

6-BA 快检设备盲样的定量和稳定性验证, 为快速有效测

定豆芽中 6-BA 含量提供理论支撑。 
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