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本文针对现有的高效液相色谱+蒸发光散射检

测器联用测定婴幼儿配方乳粉中胆碱含量的方法
进行优化"选用 5X’L)e"%% G>e阳离子交换柱"
并对流动相以及水相和有机相的比例进行改善"考
察了蒸发光散射检测器的使用条件"结果显示胆碱
的检测限为 * !</KB"线性相关系数#)$为 %.##, !"
加标回收率在 #*.#,b f!%%.#b之间"且 C!<日内和
C!<日间精密度良好"分别为 &.Y(b和 ".!&b* 本文
建立的高效液相色谱+蒸发光散射检测器联用测定
胆碱含量的方法操作简单’快速’样品分析时间短"
且目标峰峰形窄而对称"适用于对婴幼儿配方乳粉
中胆碱的测定*
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实验技术与方法
超高效液相色谱法同时测定食用植物油中的 * 种植物甾醇
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通信作者!赵榕$女$主任技师$研究方向为食品理化$U+K:9B$\cH=CVHC:41;C@

摘$要!目的$建立超高效液相色谱&7a\>’法测定食用植物油中 * 种植物甾醇&菜籽甾醇%豆甾醇%菜油甾醇%#+

谷甾醇’的方法! 方法$食用植物油样品经皂化后"用冰醋酸调节 O6r-.% fY.("乙醇定容后冷冻离心"取上清液

测定! 采用 U;FA:PADI9B>!, &!%% KKs&.! KK"!., !K’色谱柱"以甲醇作为流动相等度洗脱"使用二极管阵列检测

器在波长 &%( ;K下进行检测! 结果$方法的线性范围$#+谷甾醇%豆甾醇%菜籽甾醇为 &% f&%% !</KB#菜油甾醇为
!% f!%% !</KB"相关系数 )均大于 %.### #! 方法检出限& !/Mr"’$菜籽甾醇%豆甾醇%菜油甾醇%#+谷甾醇分别为
&".&%!,.,%!,.-%&"., !</<#定量限&!/Mr!%’分别为 YY.(%-&.,%-&.&%Y#.* !</<#* 种组分按高%中%低 " 个浓度水

平加标回收率为 ,*.Yb f!%%.Yb"相对标准偏差 C!<&& r-’均 h"b! 结论$本方法简便稳定"准确灵敏"适用于

食用植物油中 * 种主要植物甾醇的同时测定!
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$$植物甾醇广泛存在于天然植物中"如蔬菜’水
果’坚果 (!) * 植物油是人类植物甾醇的食源性来源
之一"其中菜籽甾醇’豆甾醇’菜油甾醇和 #+谷甾醇
是植物油中 * 种最主要的植物甾醇* 植物甾醇具有
广泛的生理活性"已被应用于食品’医药’化妆品等
相关领域 (&) * 因其与胆固醇相似的化学结构"可与
胆固醇在人体小肠内的吸收形成竞争 (") * 研究表
明 (*+-) "植物甾醇摄入量 & f" </天"可明显降低人体
血清中 !%b左右的低密度脂蛋白胆固醇 #\]\+>$
浓度"从而减小患冠心病的风险"阻止动脉粥样硬
化的发展"对人体健康有着积极作用&植物甾醇几
乎对人体无毒副作用"安全性好* !### 年美国食品
药品监督管理局批准植物甾醇及其酯使用+有益健
康,标签"&%%* 年欧盟允许其在特定食品中使用"
&%!% 年我国正式批准植物甾醇及其酯在食品中添
加* 植物甾醇作为食品中一种有益健康的功效成
分"建立一种方便快捷"灵敏准确的检测方法"以此
对相关产品做出合理评价是十分必要的*

目前植物甾醇的测定方法主要有分光光度
法 (Y) ’液相色谱法 (,) ’气相色谱法 (#) * 其中分光光
度法只能测定总甾醇含量"无法对不同种类的植物
甾醇进行分离鉴定"且灵敏度相对较差&普通高效
液相色谱法对 * 种主要植物甾醇 #菜籽甾醇’豆甾
醇’菜油甾醇和 #+谷甾醇$分离效果欠佳"特别是无
法分离豆甾醇和菜油甾醇这两种组分"影响准确的
定性及定量分析"同时采用传统液相色谱法对实际
样品测定的文献报道不多且背景干扰均较严重&气
相色谱法可以同时实现多种植物甾醇的分离和测
定* 国标 _L/R&(&&"!&%!% -动植物油脂 甾醇组

成和甾醇总量的测定 气相色谱法. (!%)即采用气相
色谱法分析测定动植物油脂中的甾醇组成"但该方
法需进行硅烷化衍生"样品预处理过程繁琐"需经
加热回流皂化"固相萃取"浓缩定容"薄层色谱分离
等步骤*

本研究采用超高效液相色谱 #7a\>$法"利用
7a\>高柱效’高灵敏度’低检出限等优势"针对市
售的各种食用植物油"建立一种便捷可靠的分析方
法"同时测定样品中的菜籽甾醇’豆甾醇’菜油甾醇
和 #+谷甾醇"取得良好效果&而且本方法将采用
-% p恒温摇床对食用植物油样品进行皂化"同时放
弃使用固液萃取’液液萃取等净化浓缩手段"直接
将已皂化样品加酸定容后冷冻离心"取上清液
7a\>测定* 方法可批量完成样品"重现性好"灵敏
度高"减少有机溶剂的使用*

!$材料与方法
!.!$主要仪器与试剂

‘:@CDI超高效液相色谱仪#配有 a])检测器"
美国 ‘:@CDI$’离心机’台式恒温振荡器*

豆甾醇标准品#)GL+%%%!#"(Y+!%%$’菜籽甾醇
标准 品 #)GL+%%%%&"(#+%&( $’ 菜 油 甾 醇 标 准 品
#)GL+%%%%"%Y&+%&( $’ #+谷 甾 醇 标 准 品 # )GL+
%%%!#&,(+%&($均购自美国 >4DAK:FCc"甲醇’乙醇均
为色谱纯"冰醋酸为分析纯"(%b #GE-$氢氧化钾
溶液"试验用水均为超纯水*
!.&$方法
!.&.!$标准溶液的配制

标准储备液的配制%准确称量菜籽甾醇’豆甾
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醇和 #+谷甾醇标准品各 %.%!% % <" 菜油甾醇
%.%%( % <"分别置于 !%.% KB的容量瓶中"均使用乙
醇溶解定容* 菜籽甾醇’豆甾醇和 #+谷甾醇浓度
!.% K</KB"菜油甾醇浓度 %.( K</KB*

标准系列%准确吸取 * 种植物甾醇标准储备液
各 !.% KB混合"乙醇定容至 (.% KB"以此作为混合
标准储备液* 准确吸取混合标准储备液 !%%’&(%’
(%%’Y(% !B分别于 !%.% KB容量瓶中"乙醇定容至
刻线* 得到菜籽甾醇’豆甾醇和 #+谷甾醇标准系列
浓度为 &.%’(.%’!%.%’!(.%’&%.% !</KB&菜油甾醇
标准系列浓度为 !.%’&.(’(.%’Y.(’!%.% !</KB*
!.&.&$样品前处理

准确称量 %.(%% f".%%% <左右食用植物油样
品于 (% KB塑料离心管中"加入 !( KB乙醇混匀"再
加入 (.% KB(%b氢氧化钾溶液"置于恒温振荡器中
-% p振荡 ! 4 使其完全皂化"取出后放置室温"加入
冰醋酸调节 O6r- f,"待其冷却后用乙醇定容至
(%.% KB刻度* 再放入冰箱冷藏室 & 4 后取出"
!% %%% D/K9; 离心 !% K9;"将上清液转移至 (%.% KB
离心管中乙醇定容至刻度"混匀后上机测定*
!.&."$定性及定量

分别取标准和样品溶液各 & !B进样"7a\>测
定"以保留时间和扫描光谱图定性"外标法定量*
!.&.*$液相色谱条件

色谱柱%U;FA:PADI9B>!, # !%% KKs&.! KK"
!., !K$&流动相为甲醇&检测波长 &%( ;K&流速
%." KB/K9;&柱温 "( p&进样体积 & !B*

&$结果与分析
&.!$样品制备方法的优化

目前文献报道大多采用加热回流的方法对样
品进行皂化"装置相对繁琐"在实际工作中不利于
大批量样品的处理* 皂化后样品多采用溶剂#正己
烷’乙醚’石油醚等$萃取’固相#中性氧化铝$萃取’
薄层色谱法等方法进行净化’浓缩* 样品制备过程
费时耗力"操作复杂* 本研究重点针对样品皂化方
法和提取方法进行探究优化"极大地简化了试验操
作"缩短分析时间"大幅提高效率的同时减少有机
试剂的使用"绿色环保*
&.!.!$皂化条件的优化

植物甾醇通常以游离型和酯化型两种形式存
在"油性样品中各种脂肪酸干扰样品测定"损伤色
谱柱"因此样品制备过程中需对样品进行皂化*
考虑到加热回流皂化装置繁琐"本方法采用恒温
振荡器皂化* 缩短室温皂化所需时间"简化试验
操作"皂化效果良好’稳定* 分别对比室温过夜皂

化’恒温振荡器 -% p皂化 !’&’* 4 样品测定结果"
室温过夜皂化样品测定含量偏低"恒温振荡器
-% p皂化 !’&’* 4 样品测定含量无明显差异"据
此确定本方法采用恒温振荡器 -% p振荡皂化! 4"
见表 !*

表 !$不同皂化条件样品测定结果#& r-"K</<$

R:MBC!$’CI=B@IA3I:KOBCFC@CDK9;:@9A; N9@4 F933CDC;@

I:OA;9392:@9A; 2A;F9@9A;I
皂化条件 菜籽甾醇 豆甾醇 菜油甾醇 #+谷甾醇
室温过夜 %.&#! %.!%" !.%" !.,#
-% p"! 4 %.*-! %.!&! !.&( &.*,
-% p"& 4 %.*(# %.!&" !.&* &.*-
-% p"* 4 %.*-" %.!&% !.&( &.*,

&.!.&$样品提取方法的优化
对比溶剂萃取法和本研究使用的样品制备方

法"用溶剂萃取需反复多次提取"需要大量溶剂"对
环境造成污染"操作比较繁琐* 而本研究采用恒温
摇床 -% p皂化 ! 4"冰醋酸调 O6近中性"乙醇定
容"冰箱冷藏 & 4 待皂化液沉淀完全"!% %%% D/K9;
离心 !% K9; 后将上清液转出至 (%.% KB离心管中用
乙醇定容"然后上机测定*
&.&$液相色谱条件的优化

本方 法 通 过 试 验 最 终 选 择 U;FA:PADI9B>!,
#!%% KKs&.! KK"!., !K$色谱柱作为分析柱* 以
甲醇+水作为流动相体系"再分别以甲醇+水 ##-l*"
-E-$’甲醇+水##,l&"-E-$’甲醇作为流动相进行试
验"确定以甲醇作为流动相"在此条件下菜籽甾醇’豆
甾醇’菜油甾醇’#+谷甾醇分离情况良好"满足定量分
析要求"见图 !’&* 相比于传统液相色谱法"本方法改
善豆甾醇与菜油甾醇分离效果的同时"大大缩短了样
品的分析时间"快速有效*

图 !$标准色谱图
E9<=DC!$>4DAK:@A<D:KA3I@:;F:DF

&."$回归方程及检出限结果
取 !.&.! 配制的标准系列上机测定"分别以

* 种组分的浓度为横坐标"响应值为纵坐标绘制标
准曲线"结果表明 * 种植物甾醇在浓度范围内与响
应值呈良好的线性关系"结果见表 &*
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图 &$样品色谱图
E9<=DC&$>4DAK:@A<D:KA3I:KOBC

&.*$回收率和精密度试验
准确称取植物甾醇含量相对较低的大豆油样

品 !.%%% <左右作为本底"分别按高’中’低 " 个浓
度水平"平行加标试验#& r-$"试验方法如上所述"
方法的回收率见表 "*

对同一样品平行取样 - 份"按本方法进行测定"
结果显示该方法重现性良好"C!<均小于 "b* 结
果见表 **
&.($实际样品的测定

选取 , 种市售食用植物油样品进行测定"其中
玉米胚芽油 " 份"大豆油 ! 份"菜籽油 ! 份"橄榄油
! 份"香油 ! 份"葵花籽油 ! 份* 结果见表 (*

表 &$方法的线性范围’回归方程及检出限
R:MBC&$\9;C:DD:;<C" B9;C:DCS=:@9A;I:;F B9K9@IA3FC@C2@9A; A3@4CKC@4AF

组分 线性范围
/#!</KB$ 回归方程 相关系数

)
定性检出限
/#!</<$

定量检出限
/#!</<$

菜籽甾醇 &.% f&%.% 1r*.-YCm%%"9m!.&%Cm%%" %.### # &".& YY.(
豆甾醇 &.% f&%.% 1r(.-,Cm%%"9m(."(Cm%%" %.### # !(., *Y.*
菜油甾醇 !.% f!%.% 1r(.-(Cm%%"9m".*&Cm%%" %.### # !(.- *-.,
#+谷甾醇 &.% f&%.% 1r*.*%Cm%%"9m-.*#Cm%%" %.### # &"., Y#.*

表 "$方法的回收率#& r-$

R:MBC"$’C2APCDHA3@4CKC@4AF

组分
本底值
/#K</<$

加标量
/#K</<$

测定均值
/#K</<$

平均回
收率/b

C!<
/b

菜籽甾醇

豆甾醇

菜油甾醇

#+谷甾醇

! %.&(% %.&"- #*.* &.!
! %.(%% %.*," #-.- ".Y
! !.%%% %.##( ##.( !.#
%.*,% %.&(% %.&(* !%!.- !.*
%.*,% %.(%% %.*#Y ##.* %.,
%.*,% !.%%% %.#&& #&.& !.Y
%.((, %.&(% %.&&# #!.- &.*
%.((, %.(%% %.*YY #(.* ".(
%.((, !.%%% %.#&& #&.& &."
!.&*, %.-%% %.(*" #%.( !.&
!.&*, !.&%% !.!*# #(., %.Y
!.&*, &.*%% &.""Y #Y.* %.#

注%!表示未检出

表 *$方法的精密度#& r-$

R:MBC*$aDC29I9A; A3@4CKC@4AF

组分
测定值/#K</<$

! & " * ( -
C!<
/b

菜籽甾醇 %.*-- %.*Y& %.*Y% %.*-" %.*(Y %.*(% !.Y
豆甾醇 %.!&& %.!&% %.!&! %.!&* %.!!Y %.!!* ".%
菜油甾醇 !.&*& !.&(" !.&** !.&", !.&"% !.&,& !.*
#+谷甾醇 &.*-& &.*Y- &.*,& &.*,- &.*Y% &.*Y, %."

表 ($实际样品的测定结果#K</<$

R:MBC($’CI=B@IA3I:KOBCFC@CDK9;:@9A; 3ADO4H@AI@CDABI2A;@C;@

样品 菜籽甾醇 豆甾醇 菜油甾醇 #+谷甾醇
玉米胚芽油 ! %.*-! !.&!- *.%,&
葵花籽油 ! %."Y% %.,Y" !.,#&
玉米胚芽油 ! %.-!, !."-, ".#-,
大豆油 ! %.*&! %.,Y, &.*Y-
香油 ! %.*,% %.((, !.&*,
玉米胚芽油 ! %.((Y !.*,& *.#!-
橄榄油 ! %.!"% %.((& %.#"%
菜籽油 %.*-" %.!&% !.&*, &.*Y-

注%!表示未检出

"$小结
本方法便捷稳定"灵敏可靠"极大地简化了样

品前处理的方法"样品测定获得良好效果* 适用于
同时测定食用植物油中 * 种植物甾醇 #菜籽甾醇’
豆甾醇’菜油甾醇’#+谷甾醇$的含量*
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