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摘　要：为了解“全红”和“粉玉”瓯江彩鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ）体表组织中的差异色素，分别采用分光
光度法和高效液相色谱方法对两种体色瓯江彩鲤的皮肤、鳍条和眼睛中的差异色素进行鉴定。分光光度法测

定结果表明：“全红”皮肤中类胡萝卜素含量显著高于“粉玉”皮肤（Ｐ＜０．０５），而蝶啶色素不存在显著性差异
（Ｐ＞０．０５）。随后通过高效液相色谱法对这两种体色的皮肤、眼睛和鳍条中类胡萝卜素的种类和含量进行鉴
定，发现“全红”的皮肤、眼睛和鳍条中含有大量的以酯化形式存在的虾青素和黄体素，以及部分未知的类胡

萝卜素，而“粉玉”的这些组织中检测不到虾青素和黄体素等类胡萝卜素。“全红”鳍条中虾青素含量最高为

（２８．００±３．６１）ｍｇ／ｋｇ，而皮肤中的黄体素含量最高为（６２．３４±４．９３）ｍｇ／ｋｇ。研究表明：虾青素和黄体素等类
胡萝卜素是瓯江彩鲤红色体色的关键色素，蝶啶色素对红色没有作用，瓯江彩鲤白色体色存在类胡萝卜素的

缺失现象。
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　　红色作为动物中常见的体色之一，在动物的
择偶、交流、免疫和抗氧化等方面发挥着重要作

用［１３］。鸟类、家蚕和部分爬行类的研究认为，动

物体表的红色（包括黄色、橙色等渐变色）主要由

类胡萝卜素、蝶啶色素单独或者联合控制。鸟类

的羽毛颜色变化与类胡萝卜素密切相关，如金丝

雀（Ｓｅｒｉｎｕｓｃａｎａｒｉａ）的羽毛从黄色变至白色是由
于类胡萝卜素缺失引起［４］；羽毛由红色变至黄色

与酮类类胡萝卜素的含量相关［５］。雌性条纹高

原蜥蜴（Ｓｃｅｌｏｐｏｒｕｓｖｉｒｇａｔｕｓ）的黄色或橙色斑块是
由蝶啶色素决定，而与类胡萝卜素无关［６］。颈鳞

蜥蜴（Ｃｈｌａｍｙｄｏｓａｕｒｕｓｋｉｎｇｉｉ）的皱褶中色素包含
类胡萝卜素和蝶啶色素，其含量随地理环境变化

而变化，蝶啶色素主要以红色和橙色颜色存

在［７］。棕色蜥蜴（Ｎｏｒｏｐｓｓａｇｒｅｉ）和地表蜥蜴（Ｎ．
ｈｕｍｉｌｉｓ）的喉部垂肉中，后部红色区域色素主要为
蝶啶色素，而中部的黄色区域色素主要为类胡萝

卜素［８］。

鱼类拥有丰富的体色，红色是鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ
ｃａｒｐｉｏ）的一种重要体色突变色，例如我国的兴国
红鲤、玻璃红鲤、荷包红鲤和瓯江彩鲤等［９］。我

国对红鲤的遗传多样性研究［１０１１］较为深入，但对

于色素成分的研究较少。目前鱼类色素分析方

法主要包括：分光光度法、薄层色谱法和高效液

相色谱法等。王安利等［１２］应用薄层色谱法分析

了锦鲤的色素组分，发现其主要色素组分为杏黄

色或橙色；刘金海等［１３］应用分光光度法和薄层色

谱法分析了不同颜色金鱼皮肤的主要色素成分，

认为金鱼红色皮肤的主要成分为虾青素。还有

研究［１４］应用高效液相色谱法测得大黄鱼皮肤中

的主要色素为黄体素，并含有少量的角黄素、虾

青素和部分未知的色素；红小丑鱼皮肤中的主要

色素为虾青素和黄体素，鳍条中不含有黄体

素［１５］。同时，类胡萝卜素在动物体内存在的形式

也不同，例如：红小丑鱼［１５］和鲑鱼［１６］的类胡萝卜

素以游离态形式存在；金鱼［１７］和巴沙鱼［１８］中的
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类胡萝卜素主要以酯化形式存在，需要皂化水解

后才能鉴定出来。

瓯江彩鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ）是我国
瓯江彩流域的一种地方性养殖对象，拥有“全红”

（全身均为红色）、“粉玉”（全身均为白色）、“大

花”（红色体表镶嵌大块黑色斑块）、“粉花”（白

色体表镶嵌大块黑色斑块）等多种体色［１９］，是进

行鱼类体色研究的良好材料。本实验室对瓯江

彩鲤的体色表型遗传规律与分子遗传机制进行

了初步研究，发现红色对于白色为显性，两者符

合孟德尔遗传规律［２０］。然而，目前尚未对其色素

组成及其含量进行研究与分析。本文以瓯江彩

鲤“全红”和“粉玉”体色这一孟德尔性状为对象，

应用分光光度法和高效液相色谱法，对瓯江彩鲤

红、白体色皮肤和组织中色素组成进行鉴定与分

析，以期为瓯江彩鲤的体色遗传变异研究以及后

续选育提供相关依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
本实验所用的“全红”和“粉玉”两种体色样

本来源于２０１５年经“全红”和“粉玉”杂交家系所
产生的Ｆ２分离群体，实验鱼饲养于浙江龙泉省级
瓯江彩鲤良种场，规格为５月龄，每种体色各取３
尾用于色素差异分析。

１．２　分光光度法测定皮肤中类胡萝卜素和蝶啶
色素总量

参照条纹高原蜥蜴［６］、棕色蜥蜴和地表蜥蜴

中色素提取方法［８］，以丙酮和甲基叔丁基醚

（ＭＴＢＥ）分别对皮肤中总类胡萝卜素和叶黄素进
行提取，以 ｐＨ＝２．０的 ３０％酸化乙醇和 １％的
ＮＨ４ＯＨ 溶 液 分 别 对 蝶 啶 色 素 （主 要 为

Ｄｒｏｓｏｐｔｅｒｉｎｓ）进行提取。
在紫外分光光度计（ＵＶ２０００，上海优尼科，中

国）中进行吸光值的测定。总类胡萝卜素的测定

波长为４４７ｎｍ，空白对照组为正己烷溶液，消光
系数为２５００［６］。ｐＨ＝２．０的３０％酸化乙醇提取
的蝶啶色素测定波长为 ４９０ｎｍ，空白对照组为
ｐＨ＝２．０的 ３０％酸化乙醇溶液，消光系数为
２５１００［６］。叶黄素测定时以 ＭＴＢＥ为空白对照，
测定波长 ４４７ｎｍ，消光系数为 ２５５０［８］。１％的
ＮＨ４ＯＨ溶液提取的蝶啶色素测定时，以 １％的
ＮＨ４ＯＨ溶液为空白对照，测定波长４９０ｎｍ消光

系数为１００００［８］。
提取的相关色素含量计算公式为

Ｃ＝Ａ×Ｋ×ＶＥ×Ｇ （１）

式中：Ｃ为类胡萝卜素或蝶啶色素含量，ｍｇ／ｋｇ；Ａ
为吸光值；Ｋ为常数，１０４；Ｖ为提取液体积，ｍＬ；Ｅ
为摩尔消光系数；Ｇ为样品质量，ｇ。
１．３　高效液相色谱技术（ＨＰＬＣ）测定不同组织
中类胡萝卜素种类和含量

１．３．１　虾青素和叶黄素标准溶液的配制
虾青素标准品购于Ｃａｙｍａｎｃｈｅｍｉｃａｌ公司，纯

度大于９８％，型号ＣＡＴＮＯ．４７２６１７；黄体素标准
品购于 ＣＦＷ  Ｌａｂｓ公司，纯度大于 ９０％，型号
ＣＡＴＮＯ．Ｌ０４４６０ＣＮ。为减少实验误差，直接将１
ｍＬ甲醇溶液（ＨＰＬＣ级别）加至购买的标准品中，
超声波辅助溶解充分后，将标准溶液稀释至工作

液浓度，随后加入０．１ｇＢＨＴ，充入氮气密封后，
－４０℃避光保存。虾青素标准品工作液浓度的
梯度依次为２．５、２５、１００、２５０、５００ｎｇ／ｍＬ。黄体
素标准品工作液浓度的梯度依次为１０、５０、２５０、
５００、１０００ｎｇ／ｍＬ。
１．３．２　ＨＰＬＣ分析条件及标准品线性方程

液相色谱机器型号为ＡＣＱＵＩＴＹＵＬＰＣ ＢＥＨ
Ｃ１８１．７μｍｃｏｌｕｍｎ（２．１×５０ｍｍ），进样体积为
２μＬ。样品通过紫外可见光二极管阵在４７５ｎｍ
处检测虾青素，黄体素的检测波长为４４５ｎｍ，洗
脱条件为等度洗脱，流动相为甲醇和水的混合溶

液（Ｖ∶Ｖ＝９０∶１０），流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为４０
℃。

以虾青素和黄体素标准品峰面积为纵坐标，

以对应的浓度（ｎｇ／ｍＬ）为横坐标，分别绘制虾青
素和黄体素的标准曲线。

１．３．３　类胡萝卜素的提取、皂化与测定
取眼睛、皮肤和鳍条组织，参照鲑鱼中色素

提取方法对其类胡萝卜素进行提取［１６］，皂化处理

方法根据鸟类视网膜中类胡萝卜素皂化方法［２１］。

高效液相色谱分析时，将干燥后的样本重新溶解

于２ｍＬ甲醇（ＨＰＬＣ级别）中，充分溶解后，通过
０．２２μｍ的注射器式有机过滤膜过滤，随后上机
测定类胡萝卜素种类及含量。

１．４　数据处理
实验结果用平均值 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

表示。应用ＳＰＳＳ１７．０进行数据分析，统计学显

８５８
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著性（Ｐ＜０．０５）通过单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）
和邓肯多重检验（Ｄｕｎｃａｎ’ｓｔｅｓｔｓ）进行分析，皮尔
逊相关系数（Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）通过
双变量相关性（Ｂｉｖａｒｉａｔｅｃｏｒｒｅｌａｔｅａｌｇｏｒｉｔｈｍ）进行
分析。

２　结果

２．１　分光光度法测定两种体色皮肤中类胡萝卜
素和蝶啶色素含量

分光光度法测定的“全红”皮肤中总类胡萝

卜素［（７９．０３±２．４４）ｍｇ／ｋｇ］和叶黄素［（２３．８３±

４．５０）ｍｇ／ｋｇ］的含量均显著的高于“粉玉”皮肤
中的总类胡萝卜素［（２４．３７±３．４１）ｍｇ／ｋｇ］和
叶黄素［（４．４９±１．０７）ｍｇ／ｋｇ］的含量（Ｐ＜
０．０５）。用１％ ＮＨ４ＯＨ溶液提取的蝶啶色素（果
蝇蝶蛉１）在“全红”和“粉玉”皮肤中的含量分别
为（４．９３ ±０．７３）ｍｇ／ｋｇ和（４．７５ ±１．３８）
ｍｇ／ｋｇ；用ｐＨ＝２．０的３０％酸化乙醇提取的蝶啶
色素（果蝇蝶蛉２）在“全红”和“粉玉”皮肤中的
含量分别为（５．２９±１．０３）ｍｇ／ｋｇ和（５．２１±
１．０７）ｍｇ／ｋｇ，这两种方法提取的蝶啶色素在两
种体色间均没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。见图１。

Ｄｒｏｓｏｐｔｅｒｉｎｓ１表示由１％ ＮＨ４ＯＨ溶液提取的果蝇蝶蛉，Ｄｒｏｓｏｐｔｅｒｉｎｓ２表示由ｐＨ＝２．０３０％酸化乙醇溶液提取的果蝇蝶蛉。不同

的字母表示具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）

Ｄｒｏｓｏｐｔｅｒｉｎｓ１ｍｅａｎｓｐｔｅｒｉｄｉｎｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙ１％ ＮＨ４ＯＨ，ａｎｄＤｒｏｓｏｐｔｅｒｉｎｓ２ｍｅａｎｓｐｔｅｒｉｄｉｎｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙａｃｉｄｉｆｉｅｄｐＨ＝２．０３０％

ｅｔｈａｎｏｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｏｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎｓｔａｎｄｆｏｒａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

图１　“全红”和“粉玉”皮肤总类胡萝卜素、叶黄素和蝶啶色素的含量比较
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｏｔａｌｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ，ｘａｎｔｈｏｐｈｙｌｌｓａｎｄｄｒｏｓｏｐｔｅｒｉｎｓｉｎＷＲ（ｂｌａｃｋｂａｒｓ）

ａｎｄＷＷ （ｗｈｉｔｅｂａｒｓ）ｓｋｉｎｏｆＯｕｊｉａｎｇｃｏｌｏｒｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ

２．２　高效液相色谱法测定两种体色不同组织中
类胡萝卜素种类和含量

２．２．１　虾青素和黄体素标准品的线性方程和线
性范围

高效液相色谱结果显示，虾青素和黄体素标

准品的出峰时间分别为０．７４８ｍｉｎ和１．２６２ｍｉｎ
（图２ａ、２ｅ）。以虾青素和黄体素标准品峰面积为
纵坐标，以对应的浓度（ｎｇ／ｍＬ）为横坐标，分别绘
制虾青素和黄体素的标准曲线，其线性方程、线

性范围和相关系数如表１所示。

表１　虾青素和黄体素的线性方程和线性范围
Ｔａｂ．１　Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎａｎｄ
ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎａｎｄｌｕｔｅｉｎ

成分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

线性方程

Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ

线性范围

Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／
（ｎｇ／ｍＬ）

相关系数

Ｒ２

虾青素

Ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ ｙ＝０．００５４ｘ－０．１３３４ ２．５～５００ ０．９９９９

黄体素

Ｌｕｔｅｉｎ ｙ＝０．０１６２ｘ－１．５５６５ １０～１０００ ０．９９９８
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２．２．２　不同组织中类胡萝卜素的种类和含量
高效液相色谱分析发现，未经皂化的提取物

中检测不到虾青素和黄体素，皂化后可以成功检

测到虾青素和黄体素，说明瓯江彩鲤的虾青素和

黄体素主要以酯化形式存在。经 ０．２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ／甲醇溶液成功鉴定出了“全红”眼睛、皮肤

和鳍条中的虾青素（图 ２ｂ～ｄ），经 ０．０２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ／甲醇溶液成功鉴定出了“全红”眼睛、皮肤
和鳍条中的黄体素（图２ｆ～ｈ）。分析还发现鳍条
中可能含有更多的未知的类胡萝卜素（图 ２ｇ、
２ｈ）。

（ａ）虾青素标准品的色谱图；（ｂ）、（ｃ）和（ｄ）分别为眼睛、皮肤和鳍条中虾青素的色谱图；（ｅ）为黄体素标准品的色谱图；（ｆ）、（ｇ）和

（ｈ）分别为眼睛、皮肤和鳍条中黄体素的色谱图

（ａ）ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｓｔａｎｄａｒｄｓ；（ｂ），（ｃ）ａｎｄ（ｄ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｉｎｓｋｉｎａｎｄｆｉｎｔｉｓｓｕｅｓ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｅ）ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｌｕｔｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄｓ；（ｆ），（ｇ）ａｎｄ（ｈ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｌｕｔｅｉｎｉｎｓｋｉｎｓａｎｄｆｉｎｔｉｓｓｕｅｓ

图２　虾青素和黄体素的标准品与“全红”眼睛、鳍条和皮肤中虾青素和黄体素的色谱图
Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎａｎｄｌｕｔｅｉｎｉｎｓｔａｎｄａｒｄ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｅｙｅ，ｆｉｎａｎｄｓｋｉｎｔｉｓｓｕｅｓ

　　在“全红”的眼睛、皮肤和鳍条组织中均检测
到了虾青素和黄体素；在“粉玉”的眼睛、皮肤和

鳍条中未能检测到虾青素和黄体素。“全红”鳍

条中虾青素含量为（２８．００±３．６１）ｍｇ／ｋｇ，显著

的高于皮肤［（１１．５７±２．２７）ｍｇ／ｋｇ］和眼睛
［（１．５７±２．２７）ｍｇ／ｋｇ］中虾青素的含量（Ｐ＜
０．０５）。“全红”皮肤和眼睛中黄体素含量分别为
（６２．３４±４．９３）ｍｇ／ｋｇ和（５６．００±６．７４）ｍｇ／ｋｇ，
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二者之间并无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但均显著
的高于“全红”鳍条中黄体素的含量［（４６．４９±

７．２６）ｍｇ／ｋｇ，Ｐ＜０．０５］。见图３。

不同的字母表示具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｏｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎｓｔａｎｄｆｏｒａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

图３　“全红”和“粉玉”的眼睛、皮肤和鳍条中虾青素和黄体素的含量
Ｆｉｇ．３　Ｃｏｎｃｅｎｔｓｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎａｎｄｌｕｔｅｉｎｉｎｔｈｅｅｙｅｓ，

ｓｋｉｎｓａｎｄｆｉｎｓｉｎＷＲａｎｄＷＷ Ｏｕｊｉａｎｇｃｏｌｏｒｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ

３　讨论

动物红色组织中沉积的主要色素为类胡萝

卜素和／或蝶啶色素，二者具有相似的光谱特性，
均可产生红色、橙色和黄色等一系列颜色。蝶啶

色素可由动物自身合成［２２］，如果蝇红色眼睛中色

素为蝶啶色素，主要成分为红色的果蝇蝶蛉［２３］。

雌性高原蜥蜴（Ｓｃｅｌｏｐｏｒｕｓｖｉｒｇａｔｕｓ）独有的颈部红
色斑块的主要色素成分为果蝇蝶蛉，增加饮食中

的类胡萝卜素并不能影响其橙色斑块的颜色［６］。

在孔雀鱼中，橙色斑块与其择偶等密切相关，当

类胡萝卜素不足时，通过蝶啶色素合成量上升来

增加其橙色斑块的颜色［２４］。与蝶啶色素不同，动

物自身不能合成类胡萝卜素，只能从外界食物中

获得。当类胡萝卜素吸收过程受阻时皮肤会呈

现白色［４］；类胡萝卜素分解受到抑制时，动物体

表及部分组织中就会出现类胡萝卜素的沉积，例

如鸡皮肤的黄色［２５］，人类视网膜中的黄斑色

素［２６］，羊脂肪组织的黄色［２７］。类胡萝卜素的选

择性吸收过程也会影响动物的颜色，例如在家蚕

的突变体中，Ｓｃｒｂ１５突变体选择性的吸收 β胡萝
卜素，而Ｃａｍｏｅ２突变体主要吸收黄体素［２８］。目

前在鲤的颜色变种中，皮肤色素的鉴定多为分光

光度法或薄层层析法鉴定类胡萝卜素的含

量［２９３０］，蝶啶色素含量的鉴定未见相关报道。本

实验通过分光光度法分别对“全红”和“粉玉”不

同颜色皮肤中的蝶啶色素和类胡萝卜素进行了

鉴定，结果发现，“全红”和“粉玉”皮肤中差异色

素以类胡萝卜素为主，蝶啶色素在“全红”和“粉

玉”皮肤中并没有差异，说明类胡萝卜素可能是

造成瓯江彩鲤红、白体色分化的关键色素，但哪

些类胡萝卜素参与瓯江彩鲤红色的形成过程仍

未知。

ＨＰＬＣ可以鉴定鱼类皮肤中类胡萝卜素的种
类和含量，如 ＨＰＬＣ鉴定红小丑鱼中的虾青素和
黄体素［１５］，鲑鱼中的虾青素、黄体素和玉米黄质

等［１６］，巴沙鱼中的黄体素和玉米黄质等［１８］。但

在鲤的颜色变种中，还未见 ＨＰＬＣ对类胡萝卜素
种类和含量鉴定的相关报道。类胡萝卜素在海

水鱼类体内主要以游离态形式存在，如红小丑

鱼［１５］和鲑鱼［１６］，而在淡水鱼类体内主要以酯化

形成存在［３１］，如金鱼［１７］和巴沙鱼［１８］。本实验以

０．２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ／甲醇溶液和０．０２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ／
甲醇溶液分别对瓯江彩鲤红色组织中的类胡萝

卜素进行了皂化过程，成功对虾青素和黄体素等

类胡萝卜素进行了测定，结果说明瓯江彩鲤红色

组织中类胡萝卜素主要以酯化形式存在。综上

所述，“全红”和“粉玉”瓯江彩鲤体表的差异色素

以虾青素和黄体素等类胡萝卜素为主，在体内以

酯化形式存在，为下一步瓯江彩鲤的红、白体色
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研究提供基础。
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