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卵磷脂类保健食品中 PE、PC的高效液相色谱测定

崔　蓉　王洪玮　许　辉　赵京辉

(北京大学公共卫生学院 ,北京　100083)

摘　要 :为准确快速地对卵磷脂保健食品中有效成分进行定量分析 ,我们建立了卵磷脂保健食品

中磷脂主要组分磷脂酰胆碱 (PC) 、磷脂酰乙醇胺 (PE)的高效液相色谱测定方法。方法的日间精密

度为 514 %～910 % ;PE、PC的加标回收率分别为 8310 %～10516 %和 8113 %～8610 % ,均可满足卫

生分析的要求。对 5 种卵磷脂保健食品中的 PC、PE的含量进行了测定 , PC、PE的含量分别为

1512 %～2412 %和 311 %～611 %。方法的样品前处理方法简单 ,且检测灵敏度高 ,分析速度快 ,适

于在国内推广使用。
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　　国内的保健食品市场上有许多卵磷脂保健食

品 ,但对卵磷脂保健食品中磷脂主要组分测定方法

的报道较少 ,国内仅查到两篇文章应用薄层色谱法

测定大豆磷脂。[1 ,2 ]国外对于磷脂分析测定的报导较

多 ,[3～6 ]但多为生物膜中磷脂的测定。

我们对卵磷脂保健食品中磷脂主要组分磷脂酰

胆碱 (PC) 、磷脂酰乙醇胺 (PE)的高效液相色谱测定

方法进行了研究 ,在选定的实验条件下 ,可准确快速

地完成上述 2种物质的定量测定。

1　材料与方法

111　仪器与试剂

Varian 5000液相色谱仪 ,UV2100紫外分光检测

器

PC含量为 99 % ,德国Merck公司食品 ; PE含量

为近似 98 % ,含 60 %缩醛磷脂 (PL) ,美国 Sigma公司

食品 ;磷脂酰丝氨酸 ( PS)含量≥99 % ,美国 Sigma公

司食品。

乙腈、甲醇为色谱纯 ;氯仿为保证试剂 ;85 %磷

酸、正己烷、异丙醇、丙酮、二氯甲烷均为国产分析

纯。

112　标准溶液的配制

准确量取 PC 250μL ,准确称取 PE 010250 g分

别置于 5 mL 容量瓶中 ,以 CHCl3 —MeOH(3∶2 ,体积

分数)溶解 ,定容至刻度 ,制成储备液 ,浓度分别为

510 mgΠmL 和 510 mgΠmL , - 20℃冰箱保存。使用时

取一定量的储备液 ,N2 吹干 ,以正己烷 - 异丙醇 (3∶

1 ,体积分数)溶解、定容至一定体积 ,配制应用液。

113　色谱条件

色谱柱为 MicroPak Si25 硅胶柱 (410 mm×1510

cm) ;柱温 :室温 ;流动相 :乙腈 - 甲醇 - 85 %磷酸

(100∶10∶016 ,体积分数) ,流速 110 mLΠmin ;紫外检

测器 ,检测波长 : 203 nm ;进样量 : 10μL (定量进样

管) 。

114　试样处理

准确称取约 30 mg 试样于 10 mL 带盖离心管

中 ,加入 810 mL丙酮 ,涡旋混合 3 min ,4 000 rΠmin离

心 5 min ,弃去上层液体 ,剩余残液用 N2 吹干 ,将得

到的混合磷脂用正己烷 - 异丙醇 (3∶1 ,体积分数)的

混合溶液溶解 ,定容至 5 mL ,用 0145μm针筒式微孔

滤膜过滤器过滤 , - 20℃冰箱保存 ,以备分析。

115　试样测定

取已处理好的试样溶液 10μL ,在与标准溶液测

定相同的色谱条件下进行分析 ,测定保留时间和峰

面积 ,外标法定量。

2　结果与讨论

211　色谱条件的选择

21111　流动相的选择 　文献报导测定磷脂类化合

物所用流动相有多种 ,
[5 ,7 ,8 ]我们应用文献中报导的

几种流动相对 PC和 PE分离进行了选择实验。结

果表明 ,以乙腈 - 甲醇为流动相时 ,PC、PE的保留时

间十分接近 ,2种组分无法分离 ;以正己烷 - 异丙醇

- 醋酸盐缓冲液作为流动相时 ,配制的流动相易出

现结晶 ,不宜使用 ;以乙腈 - 85 %磷酸 - 甲醇 (100∶

018∶10)的混合溶液作为流动相时 ,对混合标准溶液

进样分析 ,PE、PC分离良好。固定乙腈与甲醇的用

量 ,又进行了不同的 85 %磷酸用量对组分分离影响

的对比实验。结果见表 1。可见固定乙腈 - 甲醇用

量不变 ,组分的保留时间随磷酸比例的减少而增大。
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磷酸比例大 ,分析速度快 ,但相邻组分分离不太理

想。本实验确定乙腈 - 甲醇 - 85 %磷酸的配比为

100∶10∶016 (体积分数) 。结果可参见图 1。

表 1　流动相配比的选择

乙腈 - 甲

醇 - 85 %磷酸

保留时间　min

PS PE PL PC

100∶10∶1. 2 2. 285 2. 829 4. 116 5. 206

100∶10∶1. 0 2. 325 2. 966 4. 229 5. 407

100∶10∶0. 8 2. 449 3. 247 4. 596 5. 600

100∶10∶0. 6 2. 641 3. 508 4. 858 5. 991

100∶10∶0. 4 3. 061 4. 271 6. 214 8. 014

21112　流速的选择

在已选定的流动相配比下 ,固定检测波长为

203 nm ,改变流速分别为 018、110、112、115 mLΠmin。

实验结果表明 ,流速的增大可缩短分析周期 ,但相邻

组分的分离度有所降低。本实验选择流速为 110

mLΠmin。

212　试样预处理条件的选择

21211　萃取分离

文献报导用于磷脂萃取的多为有机溶剂直接萃

取。[9 ]我们在研究中发现 ,用有机溶剂直接萃取 ,在

已选定的色谱条件下进行分析 ,所得的溶剂峰为较

宽的超载峰 ,因 PS的保留时间较短 ,因此宽的溶剂

峰易遮掩 PS的色谱峰 ,使溶剂峰与 PS的色谱峰无

法分离。故选择丙酮作为溶剂溶解试样 ,使试样中

与磷脂共存的易溶于丙酮的物质与磷脂分离弃去 ,

然后用适当的溶剂溶解磷脂进行分析测定。同时对

丙酮的用量 ,试样的萃取方式 ,涡旋萃取时间以及离

心时间进行了选择。

丙酮用量的选择 　称取约 30 mg试样 ,在试样

管中分别加入 210、410、610、810 mL 丙酮 ,充分振摇

混匀 ,4 000 rΠmin离心 10 min ,倾出上层液体 ,用 N2

吹干残液 ,加入正己烷 - 异丙醇 (3∶1 ,体积分数)混

合溶液溶解试样管中的剩余物质 ,在选定的色谱条

件下 ,进样 10μL ,分析测定。结果见表 2。结果表

明 ,加入不同量的丙酮 ,试样溶液进样所得的色谱峰

的峰面积与试样质量的比值 (AΠM)其相对标准偏差

在 10 %之内。但丙酮量的增大 ,可使溶剂与 PS的

色谱峰的分离有所改善 ,故选择丙酮的用量为 810

mL。

不同萃取方式的选择 　固定其它实验条件不

变 ,分别在试样中分 1次、2次、3次加入丙酮 810 mL

进行比较实验。分 2次加入丙酮 810 mL ,即每次加

入 410 mL ,第一次加入 410 mL丙酮后 ,充分振摇 ,离

心后 ,倾出上层液体 ,再加入丙酮 410 mL ,振摇 ,离

心后 ,倾出上层液体 ,用 N2 吹干残液 ,加入正己烷 -

异丙醇 (3∶1 ,体积分数)混合溶液溶解试样管中的剩

余物质 ,待测。分 3次加入丙酮 810 mL ,即为分 3次

分别加入 310、310、210 mL 丙酮 ,处理方法同上。在

相同色谱条件下测定 ,结果见表 3。表中结果可见 ,

分 2次、3次加入丙酮 ,试样 AΠM明显减少 ,说明分

次加入丙酮 ,可引起 PE、PC的损失 ,故选择 1 次加

入丙酮 810 mL萃取分离试样。

表 2　丙酮用量的选择

测定次数

n

丙酮加入量

mL

AΠM　AUΠmv·g

PE PC

3 2. 0 2. 54×107 5. 08×107

3 4. 0 2. 60×107 4. 95×107

3 6. 0 2. 99×107 5. 72×107

3 8. 0 3. 07×107 5. 77×107

表 3　不同萃取方式选择的结果

测定次数

n
萃取方式

AΠM　AUΠmv·g

PE PC

3 1次加入丙酮 810 mL 1. 27×108 2. 25×108

3 2次加入丙酮 810 mL 1. 01×108 1. 75×108

3 3次加入丙酮 810 mL 0. 74×108 1. 52×108

　　涡旋萃取时间的选择 　固定其它实验条件不

变 ,在试样中加入 810 mL 丙酮 ,改变涡旋时间分别

为 1、2、3、5、7 min。结果表明 ,涡旋时间的不同对溶

剂峰宽窄的影响不明显 ,本实验选择涡旋时间为 3

min。

离心时间的选择 　固定其它分析条件不变 ,在

试样中加入 810 mL 丙酮 ,涡旋 3 min ,4 000 rΠmin离

心。改变离心时间 ,结果见表 4。表中可见 ,不同的

离心时间下 ,试样 AΠM差异无显著性 ,本实验选择

离心时间为 5 min。

表 4　离心时间的选择

测定次数

n

离心时间

min

AΠM　AUΠmv·g

PE PC

3 5 2. 90×108 4. 62×108

3 10 2. 76×108 4. 65×108

3 20 2. 92×108 5. 00×108

21212　磷脂的溶解

文献报导用于磷脂溶解的多为不同比例混合的

氯仿 - 甲醇溶液 ,
[5 ,10 ,11 ]也有报导用正己烷一异丙醇

(3∶1 ,体积分数)溶解磷脂。[5 ]我们应用上述几种溶

剂系统溶解磷脂 ,在相同的实验条件下进样分析。

实验结果表明 ,用正己烷 - 异丙醇 (3∶1 ,体积分数)

溶解磷脂 ,所得色谱图的溶剂峰较窄 ,且溶剂峰与

PS、PE、PL、PC分离较好。故选择正己烷 - 异丙醇

(3∶1 ,体积分数)作为磷脂的溶剂。

2. 3　方法的评价
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21311　校正曲线制作

在已选定的色谱条件下 ,将配好的标准溶液系

列应用液进样分析 ,以待测物质 PC、PE、PS的浓度

为横坐标 ,峰面积为纵坐标 ,绘制校正曲线。回归直

线方程及相关系数见表 5。由表中数据可见 ,PE、PC

在各自标准系列浓度范围内线性关系良好 ,可以满

足上述物质的定量分析的要求。

表 5　PC、PE的回归方程及相关系数 mgΠmL

物质名称 浓度范围 回归方程 相关系数

PC 0. 2～3. 0 y1 = 2. 25×104 + 1. 31×106 x 0. 9995

PE 0. 05～1. 0 y2 = 1. 49×105 + 3. 41×106 x 0. 9997

2. 3. 2　检测限

检测限以 3倍噪声水平所相当的待测物质的量

计算 , PC的检测限为 012μg ; PE的检测限为 0105

μg。

21313　精密度

在校正曲线线性范围内 ,取高、低 2种浓度的试

样溶液 ,1 d内相同条件下 ,每种浓度的试样溶液取

6个平行样 ,测定试样溶液中的 PC和 PE ,考察日内

精密度。以相对标准偏差表示 ,日内精密度为

511 %～712 % ,均小于 10 % ,符合卫生分析的要求。

在校正曲线线性范围内 ,取高、低 2种浓度的试

样溶液 ,相同条件下 ,每种浓度每天取 3个平行样 ,

测定试样溶液中的 PC和 PE ,连续测定 6 d ,考虑日

间精密度 ,结果见表 6。表中可见 ,日间精密度为

514 %～910 % ,均小于 10 % ,方法的重视性好 ,符合

卫生分析的要求。

表 6　PC、PE测定的日间精密度

浓度

mgΠmL
测定次数 �x ±s RSD %

PC 0. 608 6 0. 608±0. 045 7. 4

1. 66 6 1. 660±0. 090 5. 4

PE 0. 111 6 0. 111±0. 010 9. 0

0. 427 6 0. 427±0. 034 8. 0

21314　准确度 　采用加标回收率的测定方法评价

方法的准确度。在离心管中分别加入高、低 2种浓

度的 PC、PE的混合标准液 ,N2 吹干 ,称取约 510 mg

的试样加入到已加标的离心管中 ,每种浓度取 3个

平行样 ,同时作 2份试样空白 ,按试样的处理方法处

理 ,最后用正己烷 - 异丙醇 (3∶1 ,体积分数)的混合

溶液溶解 ,稀释至 2150 mL ,在已选定的色谱条件

下 ,进样 10μL ,分析测定 ,计算加标回收率。结果见

表 7、8。表中可见 PE、PC 的加标回收率分别为

8310 %～10516 %和 8113 %～8610 % ,可满足卫生分

析的要求。

表 7　PE的加标回收率 mg

试样中 PE的量 加入 PE的量 测得值 回收率 %

0. 323 0. 10 0. 408 85. 0

0. 273 0. 10 0. 365 92. 0

0. 313 0. 10 0. 415 102. 0

0. 305 0. 30 0. 622 105. 6

0. 240 0. 30 0. 490 83. 3

0. 259 0. 30 0. 508 83. 0

表 8　PC的加标回收率 mg

试样中 PC的量 加入 PC的量 测得值 回收率 %

1. 13 0. 50 1. 56 86. 0

1. 20 0. 50 1. 62 84. 0

1. 00 0. 50 1. 42 84. 0

1. 20 1. 50 2. 48 85. 3

1. 18 1. 50 2. 45 84. 7

1. 09 1. 50 2. 31 81. 3

21315　试样溶液的稳定性实验 　按照试样处理的

方法制备试样溶液 , - 20℃冰箱保存 ,分别于 1、3、7

d测定试样溶液中的 PE和 PC ,以第一天的测定值

为基准 ,求测定结果的相对偏差。测定结果的相对

偏差皆在 10 %以内 ,故处理后的试样溶液 , - 20℃

冰箱内保存可稳定一周。结果见表 9。

表 9　试样溶液的稳定性实验结果

天数
浓度 mgΠmL 相对偏差 %

PE PC PE PC

1 0. 351 1. 39 0. 0 0. 0

3 0. 366 1. 47 4. 3 5. 8

7 0. 375 1. 49 6. 8 7. 2

214　试样测定

用本文建立的方法对 5种卵磷脂保健食品中的

PC、PE含量进行了测定 ,结果见表 10。色谱图可参

见图 2。

表 10　卵磷脂保健食品中 PC、PE含量的测定 %

样　品 PC PE

1号 24. 2 6. 1

2号 16. 4 3. 1

3号 17. 9 5. 0

4号 17. 1 3. 7

5号 15. 2 4. 6

3　结论

本文建立了卵磷脂保健食品中磷脂主要组分磷

脂酰胆碱 (PC) 、磷脂酰乙醇胺 (PE)的高效液相色谱

测定方法。采用丙酮萃取分离试样 ,剩余残液用 N2

吹干 ,以正己烷 - 异丙醇 (3∶1)的混合溶液溶解待测

磷脂组分。试样前处理方法简单。且具有结果准确
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可靠 ,检测灵敏度高 ,分析速度快等优点 ,适于国在

内推广使用。

图 1　标准色谱图

11PE　21PC

图 2　样品色谱图

11PE　21PC
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