
第 14 卷 第 15 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 14 No. 15 

2023 年 8 月 Journal of Food Safety and Quality Aug. , 2023 

 

                            

基金项目: 舟山科技计划项目(2021C31008)、舟山市公益类科技项目(2022C31050) 

Fund: Supported by the Science and Technology Planning Project of Zhoushan (2021C31008), and the Scientific Research Project of Zhoushan City 
(2022C31050) 

*通信作者: 余辉, 博士, 副教授, 主要研究方向为水产品加工与贮藏。E-mail: ahjnyh@163.com 

*Corresponding author: YU Hui, Ph.D, Associate Professor, Zhejiang Pharmaceutical University, No.666, Siming Road, Fenghua District, Ningbo 
315500, China. E-mail: ahjnyh@163.com 

 

分光光度法测定海捕虾中 4-己基间苯二酚 

施  进 1, 胡兴娟 1, 章伟锋 2, 周静峰 2, 袁高峰 3, 王芳菲 3, 余  辉 2* 

(1. 舟山海关综合技术服务中心, 舟山  316022; 2. 浙江药科职业大学食品学院, 宁波  315500;  

3. 浙江海洋大学食品与药学学院, 舟山  316022) 

摘  要: 目的  基于分光光度法建立检测海捕虾中 4-己基间苯二酚(4-hexylresorcinol, 4HR)的分析方法。

方法  用乙腈-二氯甲烷溶液提取 4HR, 经 Sep-Pak NH2 固相萃取柱净化, 4HR 与固蓝 RR 盐(fast blue RR salt, 

FBRR)在碱性介质中反应生成红色偶合产物, 进行比色定量。结果  本方法在 0~90 μg/mL 范围内具有良好的

线性, 相关系数 r2=0.9998, 其检出限和定量限分别是 1.019 μg/mL 和 3.087 μg/mL。3 个不同加标水平(0.5、

1.0、2.0 μg/g)的平均回收率为 86.30%~93.25%, 相对标准偏差为 1.57%~5.54%。本方法与现行标准 GB 

5009.280—2020《食品安全国家标准 食品中 4-己基间苯二酚残留量的测定》进行比对, 两种方法检测结果

无显著性差异(P>0.05)。结论  本法灵敏、准确可靠, 可用于海捕虾中 4HR 的分析检测。 
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Determination of 4-hexylresorcinol in marine-capture shrimp by 
spectrophotometric method 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of the content of 4-hexylresorcinol (4HR) 

in marine-capture shrimp by spectrophotometric method. Methods  The 4HR was extracted with acetonitrile- 

dichloromethane from sample. After purification by Sep-Pak NH2 solid-phase extraction column, the 4HR coupled 

with fast blue RR salt (FBRR) in alkaline medium, yielding red coupling product that could be quantified 

colorimetrically. Results  Good linearity was observed for 4HR in the range 0-90 μg/mL with a correlation 

coefficient of 0.9998. The limits of detection and limits of quantitation were 1.019 μg/mL and 3.087 μg/mL, 

respectively. The average recoveries were 86.30%‒93.25% and the relative standard deviations were 1.57%‒5.54% 

at 3 spiked levels of 0.5, 1.0, 2.0 μg/g. Meanwhile, compared with the current standard of GB 5009.280—2020 

National food safety standards-Determination of 4HR residues in foods, the results from 2 kinds of methods had no 

distinguishability (P>0.05). Conclusion  The new method is sensitivity, accuracy, credibility, which can be 
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applied for analysis and detection of 4HR residues in marine-capture shrimp. 

KEY WORDS: spectrophotometric method; 4-hexylresorcinol; marine-capture shrimp 
 

 

0  引  言 

海捕虾具有高蛋白、低脂肪等特点, 是优质蛋白质的

来源之一。但是, 海捕虾一旦捕获后就开始褐变, 极其影

响其市场价值与消费者的接受度[1]。众所周知, 4-己基间苯

二酚(4-hexylresorcinol, 4HR)是一种能够抑制多酚氧化酶褐

变的物质, 已被广泛应用于食品、制药和化妆品等行业[2‒4]。

4HR 最早被发现能有效抑制虾类褐变 [5], 后来陆续发现

4HR 对果蔬褐变有抑制作用[6‒7], 甚至还有防腐效果[8]。 

尽管 4HR 被认为是安全的食品添加剂, 但其毒理学

数据仍不完善[9], 而且高 4HR 残留量会使虾肉产生令人不

愉快的味道[10‒11]。为确保虾的品质与安全性, 欧盟规定甲

壳类中 4HR 的最大残留限量为 2 mg/kg, 联合国粮食及农

业组织/世界卫生组织(Food and Agriculture Organization of 

the United Nations/World Health Organization, FAO/WHO)

和加拿大规定虾类产品中 4HR 的最大残留限量为 1 mg/kg。

1996 年, 我国就将 4HR 纳入 GB 2760 标准中, 并明确规定

鲜水产(仅限虾类)中 4HR 的最大残留限量为 1 mg/kg。当

前, 我国海捕虾主要采用撒保鲜粉与冰藏相结合方式来保

鲜与抑制褐变, 若保鲜粉中含有 4HR, 会造成部分虾肉中

4HR 含量超标, 可能会对人体产生一定危害[12]。考虑到保

鲜粉的使用不可避免, 有必要建立一种简捷的 4HR 检测方

法, 以便于对其残留的监测与控制。 

目前, 关于 4HR 检测方法主要分为 3 类: (1)基于分析

化学技术, 如电分析化学法[13‒15]、氧化还原滴定法, 前者

需要特制的电极且检出限高, 后者前处理步骤烦琐、试剂

种类多且消耗量大, 但因仪器设备及操作简单而被采纳为

AOAC 标准(AOAC 933.10), 用于测定药物中 4HR 含量; (2)

基于光谱技术, 如傅立叶变换红外光谱法, 但该方法的准

确度和精密度较差[16]; (3)基于色谱技术, 如薄层层析-光密

度法[17]、气相色谱-氢火焰离子化检测器法/质谱法[18‒19]、

高效液相色谱-紫外检测器法/二极管阵列检测器法/荧光检

测器法/串联质谱法[20‒23]、超高效液相色谱-荧光检测器法/

串联质谱法[24‒25]。其中, 高效液相色谱-荧光检测器法(high 

performance liquid chromatography with fluorescence detector, 

HPLC-FLD)作为一种灵敏度和准确度高的定性定量检测

技术, 被采纳于我国 GB 5009.280—2020《食品安全国家

标准 食品中 4-己基间苯二酚残留量的测定》, 用于虾蟹

中 4HR 残留量的分析检测。据调查, 因仪器价格贵、利

用率低、维护成本高以及对操作人员技术要求高等原因, 

当前仅有 5%水产加工企业购置了高效液相色谱仪。因此, 

急需建立一种操作简捷、仪器设备简单、结果准确可靠

的 4HR 分析检测方法, 以便于被水产加工企业和基层监

管部门应用。 

相比于其他 4HR 检测方法, 分光光度法因其仪器设

备简单、操作方便、实用性强等特点而更适于广泛应用。

常用于测定酚类化合物含量的分光光度法有: 酒石酸亚铁

比色法、4-氨基安替比林比色法、紫外分光光度法、福林

酚比色法、重氮偶合比色法等。酒石酸亚铁比色法需通过

经验系数计算而导致结果偏高, 4-氨基安替比林比色法适

于单羟基酚和邻甲苯酚的测定, 紫外分光光度法、福林酚

比色法和重氮偶合比色法因提取液中酪氨酸、色氨酸等物

质而影响结果准确性。重氮偶合比色法是基于酚类化合物

与重氮化合物的显色反应, 研究报道重氮化合物固蓝 B 盐 

(fast blue B salt, FBB)和固蓝 RR 盐(fast blue RR salt, FBRR)

对 5-n-烷基间苯二酚具有高度特异性[26], 但是否对 4HR 具

有特异性却未知。因此, 本研究采用有机溶剂提取与固相

微萃取排除干扰物[27], 并筛选出对 4HR 具有特异性的重

氮化合物, 利用其与 4HR 的特异性显色偶合反应, 建立

4HR 分光光度检测方法, 同时, 根据 ICH 指南对该方法

进行验证[28], 并与现行标准 GB 5009.280—2020 比对, 以

期建立一套实用、方便、准确可靠的检测海捕虾中 4HR

的分析方法, 旨为海捕虾中 4HR 残留监控提供简单方便

的评价工具。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

哈氏仿对虾、中华管鞭虾(沈家门水产码头)。 

4HR 标准品(纯度≥98.0%, 美国 Sigma 公司); FBB、

FBRR、虾青素标准品(纯度 96%)、盐酸酪胺、L-酪氨酸、

L-组氨酸、盐酸组胺(生化试剂)、甲醇、乙酸、K2CO3、

HCl、Na2CO3、氨水、乙腈、二氯甲烷、正己烷、丙酮(分

析纯)(国药集团化学试剂有限公司); Sep-Pak NH2固相萃取

柱(500 mg、3 mL, 美国 Waters 公司); 乙腈(色谱纯, 美国

Sigma-Aldrich 公司)。 

1.2  仪器与设备 

ME204 型分析天平(精度 0.0001 g, 瑞士梅特勒-托利

多集团); Evolution 60S 型紫外可见分光光度计(美国热电

公司); IKA T18型高速分散机(德国 IKA集团); KQ-250B 型

超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); 5804R型高速冷

冻离心机(德国艾本德公司); Waters e2695 型高效液相色谱

仪带 2475 荧光检测器(美国 Waters 公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 

4HR 标准储备液: 用甲醇配制成 1.0 mg/mL 4HR 储备

液(m:V), 于‒18℃冰箱储存, 有效期 1 个月, 临用前用甲醇

将储备液稀释成标准工作溶液; FBB 储备液或 FBRR 储备

液: 用 1.0%乙酸甲醇溶液(V:V)配制成 0.05% FBB 储备液

或 0.05% FBRR 储备液(m:V), 4℃放置 7 d 后使用, 临用前

按储备液:1.0%乙酸甲醇溶液=1:5 (V:V)稀释成工作液; 对

硝基苯胺重氮盐(p-nitroaniline diazo salt, pNAD)工作液: 

按 AOAC 957.07 方法制备, 现用现制。 

1.3.2  显色剂的筛选 

分别吸取 200 μL 0~50 μg/mL 4HR 标准工作液于试管

里, 依次加入 150 μL 10% K2CO3 (m:V)溶液、2 mL FBB 或

FBRR 工作液, 涡流混匀, 暗处静置 15 min, 于 300~800 nm

范围内间隔 1 nm 进行波长扫描。 

分别吸取 200 μL 0~50 μg/mL 4HR 标准工作液于试管

中, 依次加入 150 μL HCl 溶液、390 μL 10% K2CO3、600 μL 

pNAD 工作液和 400 μL 纯水, 涡流混匀, 暗处静置 15 min, 

于 300~800 nm 范围内间隔 1 nm 进行波长扫描。 

1.3.3  比色条件的确定 

以吸光值为指标, 用 200 μL 40 μg/mL 4HR 标准工作

液来确定比色条件。基本比色条件: 依次向盛 4HR 标准工

作液的试管中加入 150 μL 10% K2CO3 溶液、2 mL FBRR

工作液, 涡流混匀, 暗处静置 15 min, 于 473 nm 测其吸光

值。考察 4℃下 FBRR 储备液的储存时间 (7~32 d)对

4HR-FBRR 偶合产物生成量(吸光值)的影响, 选择合适的

储存时间; 考察碱化剂种类(10% K2CO3 溶液、10% Na2CO3

溶液、氨水)对 4HR-FBRR 偶合产物生成量的影响, 选择合

适的碱化剂 ; 考察两种光照条件 (黑暗处、光亮处 )对

4HR-FBRR 偶合产物生成量及其稳定性的影响, 选择合适

的偶合反应条件; 考察不同浓度 FBRR 工作液(FBRR 储备

液:1.0%乙酸甲醇溶液=1:1~1:15, V:V)对 4HR-FBRR 偶合产

物生成量的影响, 选择合适浓度的 FBRR 工作液。 

1.3.4  干扰物及其消除 

各干扰物(酪氨酸、组氨酸、组胺、酪胺、虾青素)用

80%甲醇溶液(V:V)配制成 40 μg/mL 干扰物溶液, 各吸取

200 μL上述干扰物溶液于试管中, 再按1.3.3基本比色条件进

行偶合反应, 于 300~800 nm 范围内间隔 1 nm 进行波长扫描。 

用乙腈-二氯甲烷溶液(7:3, V:V)将虾青素和 4HR 配制

成 40 μg/mL 溶液, 考察虾青素和 4HR 在固相萃取柱上的

解吸附特性。600 μL 虾青素或 200 μL 4HR 上述溶液在平

衡好的 Sep-Pak NH2 固相萃取柱上进行分步洗脱。洗脱条

件: 洗脱速度 1 mL/min, 洗脱顺序为正己烷、甲醇丙酮溶

液(1:1, V:V), 洗脱体积 6 mL, 收集各洗脱组分, 分别命名

为虾青素-1 或 4HR-1、虾青素-2 或 4HR-2。各洗脱组分于

45℃氮气吹干, 残留物分别用 200 μL 甲醇超声溶解, 再按

1.3.3 基本比色条件进行偶合反应和测定吸光值。 

1.3.5  方法验证 

(1)线性范围、检出限和定量限 

分别吸取 200 μL 0~90 μg/mL 4HR 标准工作液于试管

中, 按 1.3.3 基本比色条件进行偶合反应和测定吸光值, 重

复 3 次实验。最终, 获得 4HR 质量体积浓度-吸光值回归方

程及相关系数 r2。根据 ICH 指南 [28], 检出限 (limit of 

detection, LOD)和定量限(limit of quantitation, LOQ)分别为

3.3s/b、10s/b, 其中 s 为 20 次试剂空白值的标准偏差, b 为

标准曲线回归方程的斜率。 

(2)精密度与准确度 

取中华管鞭虾可食部分 , 组织捣碎成匀浆 , 称取

10.00 g 匀浆于 100 mL 螺口塑料离心管, 依次加入一定体积

的 100 μg/mL 4HR 标准工作液、30 mL 乙腈-二氯甲烷溶液, 

12000 r/min 均质 2 min, 旋紧盖后超声 10 min, 10000 r/min

离心 5 min, 上清液移入 100 mL 蒸馏瓶中, 残渣重复上述

操作 1 次, 合并上清液于 45℃旋转蒸发至近干。向蒸馏瓶

中加入 2.5 mL 二氯甲烷 , 超声溶解 , 溶液转至已活化

Sep-Pak NH2 固相萃取柱, 重复操作 2 次。待溶液近干后, 按

1.3.4 洗脱条件进行洗脱、收集(甲醇丙酮溶液)、浓缩和复溶, 

再按 1.3.3 基本比色条件进行偶合反应和测定吸光值。 

1.3.6  样品测定 

从市场中各抽取 15 批次的中华管鞭虾(1#~15#样品)和

哈氏仿对虾(16#~30#样品), 分别采用 1.3.5(2)的分光光度法

和现行标准 GB 5009.280—2020 的 HPLC-FLD 对其 4HR 含

量进行测定。 

1.4  数据处理 

结果用平均值 ±标准偏差表示 , 采用 IMB SPSS 

Statistic 19.0 软件的 Duncan 检验对数据进行方差分析, 显

著水平为 P<0.05, 利用 OriginLab Origin 2021 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  显色剂的筛选与检测波长的确定 

在碱性介质中, 重氮盐与间苯二酚发生偶合反应生成

显色偶合产物, 该方法对微量 5-烷基间苯二酚具有较高的

专一性和灵敏度[26], 是否适于 4HR 的检测还有待验证。因

此, 考察了 FBB、FBRR、pNAD 3 种重氮盐与 4HR 偶合反

应溶液的光谱特性。如图 1 所示, FBB 和 FBRR 与 4HR 偶

合反应溶液均在 400~550 nm 范围有一吸收峰, 表明反应

生成了 4HR-FBB 和 4HR-FBRR 偶合产物且在 400~550 nm

范围有吸光值; 而 pNAD 与 4HR 偶合反应溶液却无明显吸

收峰, 说明反应未生成 4HR-pNAD 偶合产物或者该偶合产

物在可见光范围内无吸光值。另外, 随着 4HR 浓度的减小, 

4HR-FBB 的最大吸收波长由 465 nm 降至 440 nm; 而

4HR-FBRR 的最大吸收波长则稳定在 471~473 nm 范围。

因此, 选择 FBRR 和 473 nm 作为后续实验的显色剂与检测

波长。 



88 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 14 卷 
 
 
 
 
 

 

 
 

注: A: FBB; B: FBRR; C: pNAD。 

图 1  3 种显色剂与不同质量浓度 4HR 的偶合反应溶液的紫外可见吸收光谱图 

Fig.1  Ultraviolet-visible absorption spectra of coupled reaction solutions of different mass concentration of 4HR with 3 kinds of color 
developing agents 

 

2.2  比色条件的确定 

2.2.1  储存时间 

尽管较低 pH 可使重氮盐储备液具有很强的稳定性[29], 

但储存过程中储备液难免不受到光照、温度等因素的影响。

因此, 考察 FBRR 储备液的储存时间对 4HR-FBRR 偶合产物

生成量的影响, 结果如图 2 所示。图 2 反映出, 在 7~31 d 储

存期内 4HR-FBRR 偶合产物的生成量无显著变化(P>0.05), 

表明 4℃下 FBRR 储备液性质较稳定, 且有效期可达 1 个月。 
 

 
 

注: 图中不同小写字母表示组内差异显著(P<0.05), 下同。 

图 2  储存时间对 4HR-FBRR 偶合产物生成量的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of storage time of FBRR stock solution on the 
generation of 4HR-FBRR coupling products (n=3) 

 

2.2.2  碱化剂 

碱化剂不仅对 4HR 与 FBRR 的偶合反应及其反应速率

起着关键作用, 而且也影响着偶合产物的稳定性[29]。因此, 

考察了 3 种 pH 相近的碱化剂溶液对 4HR-FBRR 偶合产物生

成量及其稳定性的影响, 结果见图 3。由图 3 可知, 当反应

时间不大于 30 min, 10% Na2CO3 溶液与氨水两种碱化剂的

4HR-FBRR 偶合产物生成量比 10% K2CO3 溶液的高, 这与

SAMPIETRO 等[30]的结果不同, 可能原因是这两种碱化剂

会使更多 4HR 变成带负电荷的亲核酚氧基离子, 从而攻击

亲电的重氮离子生成更多 4HR-FBRR 偶合产物。进一步延

长反应时间, 10% K2CO3 溶液的 4HR-FBRR 偶合产物生成量

无显著变化(P>0.05), 表明 K2CO3 对 4HR-FBRR 偶合产物的

稳定性无显著影响, 这与张珺等[31]的结果相似; 而其他两种

碱化剂的 4HR-FBRR 偶合产物生成量则显著减小(P<0.05), 

说明这两种碱化剂会降低 4HR-FBRR 偶合产物的稳定性。

综上所述, 后续实验采用 10% K2CO3 溶液作为碱化剂。 
 

 
 

图 3  碱化剂种类对 4HR-FBRR 偶合产物生成量及其 

稳定性的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of basifying reagent types on the generation and 
stability of 4HR-FBRR coupling products (n=3) 

 

2.2.3  光照条件 

重氮盐经曝光后会分解生成无色物质和氮气[29]。研究

显示, 光照极大降低FBB与 5-烷基(C15:0)间苯二酚的偶合

产物生成量[26], 而对 FBRR 与橄榄醇的偶合产物生成量却

无显著影响[32]。因此, 考察了两种光照条件对 4HR-FBRR

偶合产物稳定性的影响, 结果见图 4。图 4 显示, 在初始

120 min 内, 黑暗处的 4HR-FBRR 偶合产物生成量较光亮处

的高, 但无显著差异(P>0.05), 表明光照条件对 4HR-FBRR
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偶合产物的稳定性无显著影响, 这与 SAMPIETRO 等[30]的

结果相似。另外, FBRR 储备液曝光 6 h 后会分解成无色溶

液。因此, 为避免 FBRR 分解而影响结果准确性, 应先暗

处偶合反应 15 min。 
 

 
 

注: 图中不同大写字母表示组间差异显著(P<0.05), 图 7 同。 

图 4  光照条件对 4HR-FBRR 偶合产物稳定性的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of light intensities on the stability of 4HR-FBRR 
coupling products (n=3) 

 

2.2.4  FBRR 工作液浓度 

理论上, 1 分子 FBRR 可与 2 分子 4HR 发生偶合反应, 

而偶联上的 1 分子 4HR 也可与 2 或 3 分子 FBRR 发生聚合

反应[33]。因此, 考察了 FBRR 工作液浓度对 4HR-FBRR 偶

合产物生成量的影响, 结果见图 5。由图 5 可看出, 随着

FBRR 工作液浓度的增大, 4HR-FBRR 偶合产物生成量也

逐渐升高; 当浓度大于 0.0083% (FBRR 储备液:1.0%乙酸

甲醇溶液=1:5, V:V)时, 进一步增大浓度, 4HR-FBRR 偶合

产物生成量却无显著差异(P>0.05), 表明 4HR 与 FBRR 偶

合反应已达平衡。因此, FBRR 储备液与 1.0%乙酸甲醇溶

液的体积比为 1:5 较适宜。 
 

 
 

图 5  FBRR 工作液浓度对 4HR-FBRR 偶合产物生 

成量的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of concentration of FBRR working solution on 
 the generation of 4HR-FBRR coupling products (n=3) 

2.3  干扰实验 

为排除虾肉中是否存在影响检测结果的干扰物, 考察

了几种干扰物与 FBRR 的反应溶液的光谱特性, 结果见图

6。图 6 显示, 仅虾青素与 FBRR 的反应溶液在 400~550 nm

处有吸收峰, 证实虾青素-FBRR 偶合产物的生成[34], 且该

物质吸收峰与 4HR-FBRR 吸收峰基本重合, 从而影响 4HR

检测结果的准确性。因此, 为消除虾青素的影响, 考察了

虾青素和 4HR 在氨基固相萃取柱上的吸附与解吸附特性, 

结果见图 7。由图 7 可知, 虾青素经正己烷可完全洗脱, 而

此时 4HR 则完全吸附于萃取柱上, 4HR 经甲醇丙酮溶液可

完全洗脱。虾肉样品中含有一定量的虾青素, 势必会影响

检测结果的准确性。因此, 在样品前处理中需纳入氨基固

相萃取柱净化处理。 
 

 
 

图 6  干扰物与 FBRR 反应溶液的紫外可见吸收光谱图 

Fig.6  Ultraviolet-visible absorption spectra of interferences and 
FBRR reaction solutions 

 

 
 
 

图 7  虾青素和 4HR的氨基固相萃取柱的吸附与解吸附特性(n=3) 

Fig.7  Adsorption and desorption characteristics of Sep-Pak NH2 
SPE column for astaxanthin and 4HR (n=3) 

 

2.4  方法验证 

2.4.1  线性范围、检出限和定量限 

本方法采用外标法定量分析, 配制 4HR 系列标准工
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作溶液, 以 4HR 质量浓度(X, μg/mL)为横坐标, 吸光值

(Y)为纵坐标, 绘制标准工作曲线, 并采用最小二乘回归

法计算获得 4HR 质量浓度-吸光值回归方程及相关系数

(r2), 如图 8 所示。在 0~90 μg/mL 范围内, 4HR-FBRR 吸

光值与 4HR 质量浓度的关系符合朗伯-比尔定律, 标准工

作曲线的回归方程为 Y=0.00937X+0.06128, 相关系数

r2=0.9998, 表明线性回归模型可信, 适用于 4HR 的定量分

析。连续测定 20 次试剂空白吸光值, 求出标准偏差, 最终获

得本方法的LOD和LOQ分别为1.019 μg/mL和3.087 μg/mL。

当称样量为 10.00 g 时, HPLC-FLD 的 LOD 和 LOQ 分别

为 0.0091 mg/kg 和 0.0228 mg/kg, 新方法 LOD 和 LOQ 分

别为 0.0204 mg/kg 和 0.0617 mg/kg, 可用于海捕虾中 4HR

的分析检测。 

2.4.2  精密度和准确度 

方法日内精密度为日内系列重复测定结果的相对标

准偏差。从表 1 可看出, 相对标准偏差为 1.57%~5.54%, 平

均加标回收率为 86.30%~93.25%, 符合 GB/T 274175— 

2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》相关要

求, 而且随着 4HR 加标量增大, 方法日内精密度、回收率

和准确度均随之升高。方法日间精密度为连续 6 d 测定

1.0 μg/g 加标量样品的检测结果的相对标准偏差, 日间精

密度(n=6)为 5.78%。由此可知, 本方法重复性良好、精密

度和准确度高, 可满足虾肉中 4HR 定量分析要求。 

2.5  与现行标准比对 

采用本研究的分光光度法和现行标准 HPLC-FLD 对

市售 30 份虾肉中 4HR 进行分析检测, 结果显示, 仅有 1

份中华管鞭虾(7#样品)和 2 份哈氏仿对虾(19#样品、28#样

品)中检出含有 4HR(表 2), 但均未超出 GB 2760—2014

《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》规定的最大

限量, 其余样品均未检出 4HR; 分光光度法检测结果的

相对偏差为 3.31%~14.9%, HPLC-FLD 的相对偏差为

1.66%~8.80%。另外, 分光光度法检测结果比 HPLC-FLD

要高, 但无显著性差异(P>0.05), 表明两种方法的检测结

果有较好的一致性。本分光光度法具有操作简便、快捷(实

验时间约 2 h)、设备简单等优点, 可用于海捕虾中 4HR

残留的日常检测。 
 

 
 

图 8  标准工作曲线(n=3) 

Fig.8  Standard working curve (n=3) 

 
表 1  方法的精密度、准确度和回收率(n=6) 

Table 1  Precisions, accuracies and recoveries of 4HR in spiked samples (n=6) 

参数 
4HR 加标量/(μg/g) 

0.5 1.0 2.0 

4HR 含量范围/(μg/g) 0.393~0.468 0.883~0.946 1.821~1.901 

4HR 平均回收量/(μg/g) 0.432 0.914 1.865 

标准偏差/% 2.39 2.11 2.93 

相对标准偏差/% 5.54 2.30 1.57 

平均加标回收率/% 86.30 91.37 93.25 

 

 
表 2  两种检测方法比对结果(n=3) 

Table 2  Comparison results of 2 kinds of detection methods (n=3) 

方法 
4HR 含量/(mg/kg) 

相对标准偏差/% 
7#样品 19#样品 28#样品 

分光光度法 0.682±0.036a 0.528±0.039a 0.429±0.032a 3.31~14.9 

HPLC-FLD 0.673±0.017a 0.522±0.017a 0.432±0.019a 1.66~8.80 

注: 同列中相同字母标记表示无显著性差异(P>0.05)。 
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3  结  论 

本研究建立了海捕虾中 4HR 的分光光度检测方法, 

4HR 质量浓度在 0~90 μg/mL 范围内, 其吸光度与其质量

浓度符合朗伯-比尔定律, 相对标准偏差为 1.57%~5.54%, 

平均加标回收率为 86.30~93.25%, LOD 和 LOQ 分别为

1.019 μg/mL 和 3.087 μg/mL, 该方法重复性好、精确度和

准确度高。同时, 与现行标准 GB 5009.280—2020 比对, 两

种方法的检测结果无显著性差异(P>0.05)。本方法仪器设

备简单、操作简便、快捷(约 2 h)、稳定性好(180 min 内), 适

用于海捕虾中 4HR 的定性定量分析要求, 为海捕虾日常质

量监督及其 4HR 相关检测标准提供了技术支撑。 
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