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实验技术与方法

高效液相色谱法测定卤制鸡肝中两种胆固醇氧化物
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（河北大学理化分析中心 河北省分析科学技术重点实验室，河北 保定　 ０７１００２）

摘　 要：目的　 建立一种可以分析测定鸡肝中 ７⁃酮基胆固醇和胆甾烯酮的方法。 方法　 样品与弗罗里硅土填料

混合研磨后装柱，乙腈为洗脱剂，萃取与净化一步完成。 无水乙醇为流动相，在 ２４０ ～ ２８５ ｎｍ 变波长条件下液相色

谱测定。 结果　 ２ 种胆固醇氧化物在 ０ ２５ ～ １００ μｇ ／ ｍｌ 范围内线性关系良好，ｒ 均 ＞ ０ ９９９ ３，方法检出限分别为

０ ０１５、０ ０４５ μｇ ／ ｇ。 优化条件下，组分在鸡肝样品中的平均回收率在 ７４ １％ ～ ９７ ０％ 之间，ＲＳＤｓ ＜ ５ ５７％ 。
结论　 该方法适合于鸡肝中胆固醇氧化物的测定。
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　 　 胆固醇是脊椎动物细胞的重要组分，几乎存在于

人体所有器官中。 少量的胆固醇对人体健康是必不

可少的，它不仅参与形成细胞膜，还是合成性激素、维
生素 Ｄ 以及胆汁酸的原料。 但胆固醇氧化产物具有

细胞毒性［１］，甚至具有致癌性和致突变性［２］；过量胆

固醇氧化物（ＣＯＰｓ）沉积在血管壁上，会诱发动脉粥

样硬化［３］和神经衰弱等慢性病。 因此，监测其在食品

中残留状况对人体健康具有重要意义。
胆固醇氧化物的主要分析方法是气相色谱法

（ＧＣ） ［４ － ５］、气相色谱⁃质谱联用法（ＧＣ⁃ＭＳ） ［６ － ７］，进
样检测前一般经过皂化、固相萃取净化以及衍生等

预处理步骤。 李楠［８］ 使用气液色谱法（ＧＬＣ）和气

象色谱⁃质谱联用法对水产加工制品中的胆固醇氧

化物进行了定性定量测定，并且对油脂的过氧化物

和胆 固 醇 氧 化 物 含 量 的 相 关 性 进 行 了 探 讨。
Ａｐｐｒｉｃｈ 等［９］同样使用气相色谱⁃质谱联用法，分别

以 α⁃胆甾烷和 １９⁃羟基胆固醇为内标物，测定了多

种胆固醇氧化物和植物甾醇氧化物，但前处理过程

复杂、耗时较长。 而有关液相色谱法测定卤制鸡肝

中胆固醇氧化物的方法鲜见报道。
本试验采用高效液相色谱法（ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ），以基质固相分散萃取

处理样品，变波长紫外检测了鸡肝中的 ７⁃酮基胆固

醇（２４０ ｎｍ）和胆甾烯酮（２８５ ｎｍ）。 考察了萃取剂

种类和用量、分散剂种类和用量等条件对萃取结果

的影响，结果令人满意。
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１　 材料与方法

１ １　 主要仪器与试剂

液相色谱仪（包括岛津 ＬＰ⁃１０ＡＴ 高压输液泵）、
ＳＰＤ⁃１０Ａ 紫外检测器、７７２５ｉ 手动进样阀、Ｎ⁃２０００ 双

通道色谱工作站（浙江大学智能信息工程研究所）、
手动过滤装置。

７⁃酮基胆固醇、胆甾烯酮标准品均购于美国

Ｓｉｇｍａ，甲醇、乙腈均为色谱纯，无水乙醇（分析纯）、
Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 分散剂（迪马科技）、卤制鸡肝购于当地超市。

标准储备溶液：准确称取 ７⁃酮基胆固醇和胆甾

烯酮标准品，无水乙醇溶解并定容，制成质量浓度

为 １ ｍｇ ／ ｍｌ 的标准储备溶液，４ ℃低温存放。
１ ２　 方法

１ ２ １　 样品处理

准确称取 １ ０ ｇ 样品，与 １ ５ ｇ Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 填料一同

放入研钵中，轻研至混合均匀。 将研磨均匀的混合

物装入 １０ ｍｌ 注射器内（底部放置一片有机滤膜），
用注射塞压实。 ８ ｍｌ 乙腈洗脱（流速约 １ ｍｌ ／ ｍｉｎ），
得到洗脱液 ６ ｍｌ。 取其中的 ２ ｍｌ 过 ０ ４５ μｍ 有机

膜，滤液用微氮气流浓缩至干，甲醇定容至 １００ μｌ。
１ ２ ２　 色谱条件

色谱柱：迪马 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ 柱（２５０ × ４ ６ ｍｍ，
５ μｍ）；柱温为室温；以甲醇为流动相，流速 １ ０
ｍｌ ／ ｍｉｎ；在 ０ １ ～ １２ ｍｉｎ 检测波长为 ２４０ ｎｍ，１２ ～
２０ ｍｉｎ检测波长为 ２８５ ｎｍ；进样量为 ２０ ０ μｌ。 保留

时间定性，峰面积外标法定量。

２　 结果与分析

２ １　 波长和流动相的选择

本试验考察了 １９０ ～ ２９０ ｎｍ 紫外检测器直接测

定的情况，在 ２４０ ｎｍ 处，７⁃酮基胆固醇响应较大，但
是胆甾烯酮响应极小；２８５ ｎｍ 处胆甾烯酮响应最

大，但 ７⁃酮基胆固醇无响应。 故采用变波长模式，
０ １ ～ １２ ｍｉｎ 选择 ２４０ ｎｍ；１２ ～ ２０ｍｉｎ 选择 ２８５ ｎｍ
为最佳检测波长。 考察了不同比例的甲醇⁃乙醇体

系、甲醇⁃乙腈⁃水体系作为流动相的出峰情况，均有

样品基质杂峰的干扰。 而采用纯甲醇可避开样品

杂质峰的干扰，故选择纯甲醇为流动相，两组分保

留情况如图 １ 所示。
２ ２　 分散剂的选择及用量

基质固相分散萃取是样品与固体填料（既是分

散剂又是吸附剂）通过研磨充分混合装柱，使样品

中的被测目标化合物与填料充分接触，再用适当洗

脱剂净化洗脱的过程。 故分散剂的种类与用量是

影响萃取效率的重要因素之一。
本试验考察了中性氧化铝、红色硅藻土、白色

注：１ 为 ７⁃酮基胆固醇； ２ 为胆甾烯酮

图 １　 标准溶液色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

硅藻土、Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 作为基质固相分散剂对 ７⁃酮基胆固

醇和胆甾烯酮净化及洗提效果的影响。 结果表明，
中性氧化铝和红色硅藻土作为分散剂处理样品时，
干扰严重、回收率差。 而 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 作为分散剂，无干

扰峰，回收率也相对理想。 所以试验选择 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 作
为基质固相分散剂。

鸡肝样品保持 １ ０ ｇ 不变，加入待测组分标准

品各 １０ μｇ（下同），当分散剂 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 为 １ ５ ｇ 时，两
种胆固醇氧化物的峰面积最大，所得回收率最高。
结果见图 ２。

图 ２　 分散剂用量对回收率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

２ ３　 洗脱剂的选择

一般对油脂较多的样品进行处理时，会在提

洗前用正己烷或石油醚进行净化，减少油脂杂质

峰。 但试验过程中发现，正己烷会造成待测组分

的损失，且杂质峰变化不大。 故考察了甲醇、二氯

甲烷、乙醇和乙腈作为洗脱剂，直接提洗二组分的

情况。 经试验确定，乙腈的洗提效果最好，二组分

回收率相对较高，杂质峰不干扰测定。 故选择乙

腈直接洗脱。
２ ４　 洗脱剂体积的选择

洗脱剂体积对待测组分回收率影响很大。 本

试验考察了洗脱剂体积在 ５ ～ ９ ｍｌ 范围内二组分的

提洗情况，如图 ３ 所示，洗脱剂体积从 ５ ～ ８ ｍｌ，二组

分峰面积逐渐增大，９ ｍｌ 时峰面积明显减小，故最

终确定洗脱剂乙腈的体积为 ８ ｍｌ。
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图 ３　 洗脱剂体积对回收率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

２ ５　 线性方程、相关系数及检出限

取适量标准储备溶液混合后用无水乙醇逐级

稀释，配成系列浓度的工作溶液。 以峰面积对质量

浓度绘制标准工作曲线，在 ０ ２５ ～ １００ μｇ ／ ｍｌ 范围

内 ７⁃酮基胆固醇和胆甾烯酮的线性关系良好。 两

组分的仪器检出限分别为 ０ ０５ 和 ０ １５ μｇ ／ ｍｌ，方法

的检出限与仪器检出限、取样量、进样量和样品制

备富集倍数有关，计算结果见表 １。

表 １　 线性方程、相关系数和方法检出限

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｎｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ

组分 线性方程 ｒ 检出限
／ （μｇ ／ ｇ）

７⁃酮基胆固醇 ｙ ＝ １１３８６ ８ｘ ＋ １２１１２ ３ ０ ９９９ ３ ０ ０１５
胆甾烯酮 ｙ ＝ ２５７６９ ８ｘ ＋ ９８６４ ３３ ０ ９９９ ９ ０ ０４５

２ ６　 加标回收率、精密度

分别在 １  ０ ｇ 样品中加入标准品 ２、６、１０ μｇ，按
照 １ ２ 处理方法，在最优条件下测定两组分的回收

率，平行测定 ６ 次，结果见表 ２。

表 ２　 鸡肝样品回收率和精密度（ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

组分
样品本
底值

加入量
／ μｇ

测定量
／ μｇ

平均回收
率 ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

７⁃酮基胆固醇 未检出 ２ １ ９３ ９６ ５ ２ ３４
６ ５ ８２ ９７ ０ ５ ５７

１０ ９ ４９ ９４ ９ ２ ７０
胆甾烯酮 未检出 ２ １ ６４ ８２ ０ １ ６６

６ ５ １４ ８５ ７ ４ ０８
１０ ７ ４１ ７４ １ ４ ５０

２ ７　 实际样品测定

分别取卤制鸡肝、卤制鸡心样品各 １ ０ ｇ，按照

１ ２ 处理方法，在最佳萃取条件和色谱条件下进行

测定，７⁃酮基胆固醇和胆甾烯酮均未检出，测定实际

样品色谱图见图 ４ ～ ７。 本试验对卤制鸡心样品也

进行了测定，初步表明该方法也适用于其他卤制

品，但有待于进一步评价。

注：１ 为 ７⁃酮基胆固醇； ２ 为胆甾烯酮

图 ４　 鸡肝样品加标色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｉｋｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒ

图 ５　 鸡肝实际样品色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒ

注：１ 为 ７⁃酮基胆固醇； ２ 为胆甾烯酮

图 ６　 鸡心样品加标色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｉｋｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｈｅａｒｔ

图 ７　 鸡心实际样品色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｃｋｅｎ ｈｅａｒｔ

３　 小结

本试验建立了基质固相分散⁃高效液相色谱紫

外变波长检测鸡肝中 ２ 种胆固醇氧化物的方法，样
品处理技术集均化、提取、净化于一体，操作简单快

速，适合于鸡肝中胆固醇氧化物的测定。
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第 ４６ 届国际食品添加剂法典委员会会议在香港召开

　 　 ２０１４ 年 ３ 月 １７ 日至 ２１ 日，第 ４６ 届国际食品添加剂法典委员会（ＣＣＦＡ）会议在香港举行。 来自 ５６ 个成

员国和 １ 个成员组织（欧盟）及 ３４ 个国际组织的 ２６０ 余名代表参加了本届会议。 中国作为 ＣＣＦＡ 主持国，会
议由国家食品安全风险评估中心承办，香港食物安全中心协办。 国家食品安全风险评估中心总顾问、ＣＣＦＡ
主席陈君石院士全程主持会议。 国家卫生计生委副主任陈啸宏、香港食物及卫生局局长高永文出席开幕式

并致辞。
中国派出来自国家卫生计生委、质检总局、工信部、粮食局、中国商业联合会、食品添加剂配料协会、香

港食物环境卫生署、澳门民署的 ２３ 名代表组成的中国代表团参加会议，国家食品安全风险评估中心刘金峰

主任任代表团团长。 此外，另有来自香港食物环境卫生署、行业协会、企业的 ６０ 余名代表列席会议。
陈啸宏副主任在致辞中指出，中国主持 ＣＣＦＡ 会议以来，与 ＣＣＦＡ 各成员国坦诚合作，认真负责推动各

项工作。 ＣＣＦＡ 成员国和观察员人数平稳上升，先后完成了食品工业用加工助剂和香料的使用等法典标准，
审议通过了大量食品添加剂标准，国际食品添加剂通用法典标准取得显著进展，对维护消费者健康发挥了

积极作用。 他介绍，２０１３ 年中国完成了近 ５０００ 个食品标准的清理，目前正在抓紧开展食品安全国家标准整

合工作，到 ２０１５ 年底基本形成中国食品安全标准体系。 他表示，中国与各国紧密合作，积极参与国际食品安

全标准工作，为维护食品安全、促进国际贸易做出贡献。
本次会议将重点研究食品添加剂法典通用标准（ＧＳＦＡ）、食品添加剂编码系统（ ＩＮＳ）、联合国粮农组织 ／

世界卫生组织食品添加剂联合专家委员会（ＪＥＣＦＡ）优先评估的食品添加剂名单、食品添加剂质量规格标准

等相关内容。 中国作为 ＣＣＦＡ 主持国，将认真参与各项议题的讨论，并以会议为平台，积极开展与相关各方

在食品添加剂管理领域的交流与合作。

国家食品安全风险评估中心

二〇一四年三月十八日


