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摘要：研究了镰刀霉菌（Fusarium sp）JN158色素的提取条件、溶解特性和液相分离方法，实验结果
表明：该紫色素的最佳提取溶剂为纯乙酸；色素只能溶解于酸性的有机溶剂或有机酸中；色素的
最佳液相分离条件是：色谱柱，Phecda C18（5 μm，4.6 mm×250 mm）；柱温：25 ℃；DAD 检测器检
测波长：254 nm；流量：1.0 mL/min，进样量：10 μL，流动相 A，0.1% TFA 的乙腈（V：V），流动相 B，
0.1 % TFA 的蒸馏水（V∶V），梯度洗脱条件：流动相 A，0~3 min，2%增到 6%，3~3.1 min，6%增到
45%，3.1~28 min，45%增到 70%，28~32 min，70%增到 80%；分离得到 8 种色素，在酸性乙腈中，1
种呈现黄色，4 种呈现红色，3 种呈现橙色， 按出峰顺序，8 种色素的吸收峰分别为 508、458、456、
498、510、456、454、506 nm。
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Abstract： The conditions of extraction and separation and the dissolution characteristics on the
pigment of fusarium are studied. The results of Experimental show that the best extraction solvent of
the pigment is pure acetic. The pigment only can dissolve in organic acids and acidic organic
solvents. The best high-performance liquid separation conditions of the pigment are the followings：
the column is Phecda C18 （4.6 mm×250 mm，5 μm）. The temperature of the column is 25 ℃. The
detection wavelength of the DAD detector is 254 nm. The flow rate is 1.0 mL/min. The injection
volume is 1 μL. The mobile phase A is acetonitrile containing one-thousandth of trifluoroacetic
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色素一个比较宽泛的术语，日常生活中习惯把
食用色素称为色素，在人们的生活中有着重要的作
用；它可以改善物品和食品的颜色，是决定产品品
质的关键因素之一。 色素一般分为天然色素和合成
色素[1]。 天然色素主要来源于植物、动物和微生物等
[2]，植物色素主要来源于天然植物的根、茎、叶、花、
果实；动物色素来源于动物身体及组织器官内累积
的天然有色颗粒，例如昆虫、鱼类、鸟类及兽类等，
有着各式各样的颜色，包括保护色和警戒色；动植
物色素一般对身体无害，并且有许多还具有医疗保
健作用[3-4]；合成色素虽然色泽鲜艳、稳定性好、着色
力强，且易于溶解、调色、成本低，但是很多化学合
成色素具有毒性和致癌性 [5]，因此，很多合成色素被
禁用，逐渐被天然色素所取代[1]。 随着人民认识的提
高，人们对食品的安全问题关心的更多，因此，天然
色素对人们未来的生活将会起到更大的作用。
但是动植物色素的生产受到时间和空间等许

多因素的限制， 因此不能满足日益增加的需求量；
可是， 用微生物生产色素就不受那么多的因素影
响，可以一年四季连续不断的发酵生产，可以满足
日益增加的需求量，并且，微生物色素大部分具有
活性和医疗作用 [6]；因此，采用微生物生产天然色素
将逐渐成为天然色素来源的重要渠道 [7]；不过，现在
开发的微生物色素种类非常少，文献报道的也不多
[8-12]，相对于动植物色素的种类，现在迫切需要开发
新的微生物色素，以满足社会的需求。 着眼于微生
物生产色素的优势，作者对镰刀霉菌发酵产生的色
素进行了提取技术和分离技术方面的初步研究，色
素的分离方法主要有薄层层析法和色谱法 [13-14]，作
者用高效液相色谱法取得良好的分离效果，为进一
步研究镰刀霉菌色素提供了可靠的理论依据。

1.1 材料与仪器
1.1.1 菌种 镰刀霉菌（Fusarium sp）JN158 菌株，
作者实验室筛选并保藏。
1.1.2 培养基 PDA 斜面培养基（g/L）：土豆 200，
葡萄糖 20，琼脂 20，pH 自然；种子培养基（g/L）：土
豆 200，葡萄糖 20，pH 自然；液态发酵培养基（改造
的高氏培养基） （g/L）：葡萄糖 20，蛋白胨 1，氯化钠
0.5，磷酸氢二钾 0.5，硫酸镁 0.5，硫酸亚铁 0.01，pH
自然。
1.1.3 试剂 蒸馏水，乙酸，三氟乙酸，盐酸，氢氧
化钠，甲醇，乙醇，乙酸乙酯，石油醚，乙醚，苯甲醇，
甲苯，吡啶，氯仿，二甲亚砜，葡萄糖，氯化钠，磷酸
氢二钾等均为分析纯试剂。
1.1.4 仪器 高速冷冻离心机 ：HITACHI 公司产
品；PB-10 pH 计： 赛多利斯科学仪器有限公司产
品 ； 冷冻干燥机 EZ585Q： 美国 FTS 公司产品 ；
Agilent1200 液相色谱仪：美国安捷伦公司；722 分光
光度计：上海第三分析仪器厂。
1.2 实验方法
1.2.1 菌体的发酵与色素的提取 在超净台内，从
试管斜面上挑取一块菌落到含有种子培养基 50 mL
的 250 mL 的三角瓶中， 放入 200 r/min、30 ℃的摇
床中培养 48 h，按照 6%的接种量接到 30 L 的气升
式发酵罐中（装液量 20 L），通气量为 30 L/min，培
养 80 h。发酵液冷冻离心机离心 10 min得到蓝色菌
体（8 000 r/min，4 ℃），菌体冷冻干燥后，加入 5 倍
体积的乙酸溶液浸提 5 h， 浸提液以 8 000 r/min，4
℃离心 10 min，取上清液，菌体再用乙酸溶液浸提
几次，直至无色素溶出，合并上清液，真空浓缩至膏
状， 依次加 10 倍体积的乙酸乙酯、 丙酮各洗涤 3
次，以 8 000 r/min离心 10 min，去除脂类物质，取上
清液真空浓缩至膏状， 再冷冻干燥得到色素粗品，

材料与方法1

acid. The mobile phase B is distilled water containing one-thousandth of trifluoroacetic acid. The
gradient elution program is that：mobile phase A，0~3 min，2%~6%；3~3.1 min，6%~45%；3.1~28
min，45%~70% ；28~32 min，70%~80%. Eight kinds of pigments are obtained，and four kinds of
pigments are red，three orange，one yellow in acidic acetonitrile. In accordance with the order of the
peaks，their maximum absorption peaks are 508、458、456、498、510、456、454、506 nm respectively.
Keywords： Fusarium，pigment，extraction，separation
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保藏备用。
1.2.2 提取剂的选取 取干燥菌体 16 份 ， 每份
0.500 g，研钵粉碎后，放入 150 mL 干净的烧杯中，
再分别加入蒸馏水、pH=12 的氢氧化钠、pH=2 的盐
酸、 无水乙醇、pH=2 的无水乙醇、pH=12 的无水乙
醇、丙酮、无水乙醚、三氯甲烷、乙酸乙酯、石油醚、
甲苯、苯甲醇、二甲亚砜、乙酸、三氟乙酸溶液 50 mL
到 150 mL 的烧杯中， 用保鲜膜封闭， 放到 30 ℃，
200 r/min 的摇床中浸提，两天后观察浸提液颜色。
1.2.3 色素最大吸收波长的测定 准确称取一定
量色素溶解于乙酸中，用紫外分光光度计对之进行
全波长扫描。
1.2.4 色素溶解性验证 分别准确称量色素样品
14 份，每份 0.100 g，放入 20 mL 的试管中，分别加
入蒸馏水、pH=2 的氢氧化钠、pH=12 的盐酸、 无水
乙醇、pH=2 的无水乙醇、pH=12 的无水乙醇、氯仿、
pH=2 的氯仿、pH=12 的氯仿、乙酸乙酯、pH=2 的乙
酸乙酯、pH=12 的乙酸乙酯、乙酸、三氟乙酸 15~20
mL 的试管中，试管振荡 2 min 后静置 30 min，观察
溶液的颜色。
1.2.5 色素的 HPLC 分离 分离条件 ： 色谱柱 ，
Phecda C18（5 μm，4.6 mm×250 mm）；柱温，25 ℃；
DAD检测器检测波长，254 nm；流量，1.0 mL/min；进
样量，10 μL。流动相 A是含体积分数 0.1 % TFA的
乙腈，流动相 B 是含体积分数 0.1 % TFA（氟乙酸）
的蒸馏水，梯度洗脱程序见表 1。

表 1 流动相梯度程序
Table 1 Gradient program of mobile phase

2.1 镰刀霉菌最佳培养时间的选择
以改造后的高氏培养基为基础培养基对镰刀

霉菌进行液体发酵培养，每日定时取样测定紫色素
产量、菌体干质量和 pH 值，结果如图 1。
在发酵过程中，发酵效果的优劣与培养基组成

和菌体自身的生理性状有关。 随着培养时间的延
长，菌体生物量会逐渐增加，但是，菌体繁殖到一定
程度后，由于营养物质消耗和代谢产物积累，菌体
逐渐趋于老化，菌体会自溶。
由图 1 可知，菌体培养的第 2 天，才有紫色素

产生，这是因为，该色素是菌体的次级代谢产物；随
着菌体的生长，紫色素的产量就越来越多。 当培养
到第 4 天时，紫色素的产量达到最大，之后色素产
量开始下降，同时，菌体的干质量浓度也开始下降，
这是因为营养基本上被消耗完， 菌体开始自溶，菌
体内的物质跑到发酵液中；色素产量下降，可能是
因为菌体自溶导致色素与许多物质（氧气）发生相
互作用，色素本身结构发生了变化。 在整个发酵过
程中，由于菌体的快速生长，使得葡萄糖被利用而
产酸，所以发酵液的 pH值略呈现下降趋势。

图 1 镰刀霉菌 JN158 生长曲线与色素的产量曲线
Fig. 1 Growth curve of Fusarium sp.JN158 and

production curve of pigment

2.2 色素最佳提取时间的选择
在 100 mL 的烧杯中， 用 50 mL 乙酸在 200 r/

min 条件下浸提每克干燥菌体，每 2 h 测量吸光值，
吸光度随浸提时间的变化如图 2。

图 2 吸光度随浸提时间的变化曲线
Fig. 2 Absorbance curve with the extraction time

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/%

0.00 2.0 98.0

3.00 6.0 94.0

3.10 45.0 55.0

28.00 70.0 30.0

32.00 80.0 20.0

结果与讨论2
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从图中可知，吸光度随着浸提时间的增加而增
大，当浸提时间超过 10 h时，吸光度变化不大，也就
是色素达到了溶解平衡，因此，以后选择 12 h 为浸
提时间。
2.3 pH对镰刀霉菌素色泽变化的影响
镰刀霉菌色素，在酸性介质中呈深紫红至紫红

色，并随 pH 的增大，亮度增加，在酸性 pH 值范围，
色泽具有相对的稳定性，在碱性条件下，镰刀霉菌
色素形成蓝色沉淀， 这与有的色素会随着 pH 的变
化而颜色也随之变化不同[13]，这说明，酸碱对色素的
结构变化起到很大的作用，但是，在酸性条件下，色
素的结构不会随着酸性强度的改变而发生很大的

变化。
2.4 色素提取剂的选取和溶解性验证

30 ℃条件下，溶剂浸提两天后试验结果见表 2。
表 2 不同溶剂的提取结果

Tab. 2 Extraction results of different solvents

由表 2 的实验结果可知， 乙酸、 三氟乙酸和
pH=1 的无水乙醇对色素有一定的提取能力， 其余
的溶剂都没有。 这表明，该色素的溶解性很独特，因
为， 国内文献上报道的色素提取剂一般就是蒸馏
水，甲醇，乙醇，乙酸乙酯，醚类等，而在本实验中这
些溶剂都不能从菌体中提取到色素，足见该色素溶
解的独特性。 因为乙酸比乙醇价格便宜，三氟乙酸
具有毒性，因此，作者选乙酸作为提取剂。
色素溶解性验证实验结果见表 3。
由实验结果可知，色素可以溶解于酸性的有机

溶剂或有机酸，不能溶解于其余的溶剂。 这表明，影
响色素溶解效果的因素主要有两个，第一个，溶液
必须是有机溶剂；第二，有机溶剂必须是酸性。 很可
能是因为酸性改变了色素的空间结构，使之能溶解

在有机溶剂中， 而碱性环境使色素结构又发生变
化，变成原来的空间结构。 可以用这个特点，对色素
进行多次萃取。

表 3 不同溶剂的溶解结果
Table 3 Dissolution results of different solvent

2.5 色素的最大吸收波长
经全波长扫描得到色素的最大吸收波长是 510nm。

图 3 紫色素可见光吸收光谱
Fig. 3 Absorption spectrum of purple pigment in visible

light wavelength

2.6 色素的 HPLC分离
2.6.1 洗脱程序的选择 通过多次试验，找到色素
分离的最佳梯度洗脱程序（见表 1）；其中，以质量分
数 0.1% TFA 的体积分数 45%乙腈作为流动相的色
素分离图谱见图 4， 用最佳洗脱程序分离得到的分
离图谱见图 5。

图 4 乙腈为流动相的色素分离图谱
Fig. 4 Chromatogram map of pigment with 45%

acetonitrile as mobile phase

试剂 颜色

蒸馏水 无色

pH=12 NaOH 无色

pH=2 HCl 无色

无水乙醇 无色

颜色 试剂

无色 三氯甲烷

无色 乙酸乙酯

无色 石油醚

无色 甲苯

pH=2无水乙醇 无色红色 苯甲醇

pH=12无水乙醇 无色 二甲亚砜 无色

丙酮 无色 乙酸 红色

无水乙醚 无色 三氟乙酸 红色

试剂 颜色

蒸馏水 红色

pH=12 NaOH 无色

pH=1 HCl 无色

无水乙醇 红色

颜色 试剂

无色 pH=2氯仿

无色 pH=12氯仿

无色 乙酸乙酯

无色 pH=2乙酸乙酯

pH=2无水乙醇 无色红色 pH=12乙酸乙酯

pH=12无水乙醇 无色 乙酸 红色

氯仿 无色 三氟乙酸 红色
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图 5 最佳梯度程序的色素分离图谱
Fig. 5 Chromatogram map of pigment with the best

gradient elution program

比较两张图谱， 可知： 单一用体积分数 0.1%
TFA 的体积分数 45%乙腈作为流动相不能把极性
物质与弱极性的色素成分分开，这是因为，45%的乙
腈洗脱能力太强， 导致极性成分与色素一起被冲
出；可是，梯度洗脱程序中，开始 3 min 内，用体积分
数 2%~6%的乙腈先把极性成分冲出来，也就是图 4
中前 6 min 的成分，图 3 中前 5 min 的成分，而这样
的洗脱强度不会对色素的吸附产生多大的影响，然
后，直接适当加强洗脱强度，这样弱极性的成分就
可以分开， 实现了极性成分与弱极性成分的分离，
同时也实现的弱极性成分之间的分离。
2.6.2 流动相的选择 把梯度洗脱程序中的乙腈
换成甲醇分离色素得到的图谱见图 5。
比较图 5 和图 6 可知：两者都实现了极性成分

与弱极性成分的分离，但是，用甲醇作为流动相没
有实现色素成分较好的分离，这个与流动相和色素
成分之间的相互作用有很大的关系，不同的流动相
适合不同成分的分离，所以，选择乙腈作为分离色
素的流动相。

图 6 甲醇为流动相的色素分离图谱
Fig. 6 Chromatogram map of pigment with methanol as

mobile phase

2.6.3 色素成分的分析 图 5 中， 使用的是 DAD
检测器，得到以下色素成分信息（表 5、图 7、图 8）。

表 5 色素成分信息
Table 5 Information of pigment from Fig.4

图 7 16.792 min 色素的吸收图谱
Fig. 7 Absorption spectrum of the pigment of 16.792

minute in 200~700 nm

图 8 23.220 min 色素的吸收图谱
Fig. 8 Absorption spectrum of the pigment of 23.220

minute in 200~700 nm

表 5 可知： 该镰刀霉菌色素共有 8 种成分，其
中，4 种红色，3 种橙色，1 种黄色； 其中 23.220 min
的色素成分将近占到色素总量的一半，11.792 min
的色素含量次之，12.107 min 和 14.205 min 的色素
含量相近，33.048 min 和 34.733 min 的色素含量相
近；11.129 min、23.220 min、34.733 min 的色素成分
在 508 nm 附近有最大吸收峰， 说明这几个色素成
分很可能有共同的结构 ，12.107、14.205、27.579、

保留时间/min 吸收波长/nm

11.129 218，252，274，508

12.107 224，265，292，458

14.205 222，251，290，456

16.792 230，262，315，498

面积/% 颜色

4.049 红色

4.517 红色

4.626 黄色

17.958 红色

23.220 228，254，274，51048.272 红色

27.579 7.694 橙色 224，292，456

33.048 6.800 橙色 224，284，290，454

34.733 6.084 橙色 228，253，276，506
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33.048 min 的色素成分在 456 nm 附近有最大吸收
峰， 说明这几个色素成分很可能有共同的结构，
16.792 min的色素成分在 498 nm有最大吸收峰；一
般黄酮类物质在 255 nm 和 355 nm 附近有最大吸
收峰，但是，这 8 种色素成分在 355nm 附近没有吸
收峰，说明，该色素不是黄酮类物质[14-15]。

研究了镰刀霉菌（Fusarium sp）JN158 色素的提
取条件、溶解特性和液相分离方法，选用乙酸作为
提取剂，选择 4 d 作为发酵时间，选择 12 h 作为浸
提时间；该色素只能在酸性的有机溶剂或有机酸中

溶解；色素在酸性条件下为红色，色素的颜色随着
pH 的改变不会发生颜色的很大变化； 用高效液相
色谱法实现了色素的良好分离，选择乙腈作为流动
相，找到了较好的梯度洗脱程序，分离得到 8 种色
素成分及自的吸收波长，其中，4 种红色，3 种橙色，
1种黄色，且该色素属于黄酮类物质。
从色素的溶解性可知， 该色素的性质非常特

殊，有文献报道，有的色素在碱性条件下能溶解而
在酸性条件沉淀[18]，而该色素的溶解性与之相反，也
没有文献报道这样溶解性的色素，说明其结构应该
很特殊，该色素的结构正在研究中。

结 语3
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美国有关组织请求 FDA 降低肉品中莱克多巴胺的限量
据美国食品安全新闻网报道，近日美国多家组织请求 FDA 降低肉品中莱克多巴胺（瘦肉精）的限量，并研究该药物对

人体以及动物健康构成的潜在影响。

该请愿行动发生的前几天，俄国对含有莱克多巴胺的美国牛肉采取了零容忍政策，该药物加剧了美俄贸易争端，令美

国损失约 5 亿美元。
请愿书声称，FDA 需要做更彻底的工作评估莱克多巴胺的潜在影响———一种 β 受体激动剂, 能加快动物饲料转化为

肌肉的速度。目前美国 FDA 制定的牛肉中莱克多巴胺的限量为 30 ppb。去年夏天，对于牛肉和猪肉，食品法典委员会采用
了 10 ppb 的限量。

［信息来源］Food Safety NEWS. FDA Petitioned to Lower Ractopamine Limits for Meat, Review Health Impacts [EB/OL].
(2012-12-21). http://www.foodsafetynews.com/2012/12/fda-petitioned-to-lower-ractopamine-limits-for-meat-review-animal-
health-impact.

卫生部关于批准蛋白核小球藻等 4 种新资源食品的公告
2012 年 11 月 12 日，根据《中华人民共和国食品安全法》和《新资源食品管理办法》有关规定，卫生部批准蛋白核小球

藻、乌药叶、辣木叶为新资源食品，变更新资源食品蔗糖聚酯的食用量，公布梨果仙人掌（Opuntia ficus-indica(Linn.)Mill，米
邦塔品种）为普通食品。 生产经营上述食品应当符合有关法律、法规、标准规定。

［信息来源］ 中华人民共和国卫生部. 关于批准蛋白核小球藻等 4 种新资源食品的公告 （卫生部公告 2012 年第 19
号）[EB/OL]. (2012-12-14). http://www.moh.gov.cn/publicfiles/business/htmlfiles/mohwsjdj/s7891/201212/56519.htm.

欧盟制定非人类食用动物副产品及其制品的相关条例

11 月 24 日，欧盟委员会发布针对非人类食用动物副产品及其制品的（EU）No 1097/2012 号条例，对之前发布的（EU）
No 142/2011 条例进行了修改，扩大了免于注册登记的非人类食用动物副产品及其制品的经营者范围，同时对非人类食用
动物副产品及其制品运输时需随附的商业文件格式及在欧盟成员国间运输非人类食用动物副产品及其制品的申请表格

式进行了修订。 该条例预计将在 2012 年 12 月 14 日正式生效。
欧盟历来重视非人类食用动物副产品及其制品的安全性。 过去发生的口蹄疫、牛海绵状脑病（BSE）和饲料二恶英等

事件，已经表明不正确地使用某些非人类食用动物副产品及其制品会对公众和动物健康、食品和饲料链的安全以及消费

者的信心产生消极的影响，降低消费者对动物源产品安全性的信心。因此欧盟已陆续出台了（EC） No 1069/2009、（EU） No
142/2011 和（EU） No 749/2011 等一系列法规条例，从工厂注册，体系管理，产品追溯等方面对非人类食用动物副产品及其
制品的收集，运输，处理，使用及出售进行了规范。 此次出台的（EU）1097/2012 号条例，是欧盟为了更科学合理有效地监管
非人类食用动物副产品及其制品而对之前法规进行的补充和完善。

［信息来源］WTO 检验检疫信息网. 欧盟制定非人类食用动物副产品及其制品的相关条例
[EB/OL]. (2012-12-24). http://www.wtociq.gov.cn/wto1/show.jsp?cid=282&aid=39204.
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