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高效液相色谱-蒸发光散射法分析海参脑苷脂和 
神经酰胺的含量 

贾子才, 徐  杰*, 宋  雨, 李兆杰, 薛长湖 
(中国海洋大学食品科学与工程学院, 青岛  266003) 

摘   要 : 目的   建立了一种高效液相色谱-蒸发光散射检测方法 (high performance liquid chromatography 

coupled with evaporative light-scattering detection, HPLC-ELSD)同时分析海参中脑苷脂和神经酰胺含量的方法。

方法  以 TSKgel CN-80Ts柱为分离柱, 正己烷-异丙醇-二氯甲烷-甲醇为流动相, 采用梯度洗脱方式, 流速 1.0 

mL/min, 漂移管温度 50 ℃, 氮气流速 2.4 L/min。结果  在优化条件下, 18 min内完成分离, 脑苷脂的线性范

围为 2.5~250 µg/mL, 检出限为 0.5 µg/mL(S/N=3), 相关系数 R>0.99, 神经酰胺的线性范围为 5~150 µg/mL, 检

出限为 0.05 µg/mL(S/N=3), 相关系数R>0.99, 方法稳定性良好; 不同种海参中脑苷脂和神经酰胺含量存在较为

明显的差异, 含量范围分别为 0~4.44 mg/g和 0.24~2.21 mg/g。其中, 猪参的脑苷脂含量最高为 4.44 mg/g, 而白

底靴参的脑苷脂未能检出。阿拉斯加红参的神经酰胺含量最高为 2.21 mg/g, 而海地瓜神经酰胺含量最少。结

论  所建立的方法灵敏、准确、快速, 可应用于食品中脑苷脂和神经酰胺的同时定量分析。 
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Simultaneous quantitative analysis of cerebrosides and ceramides from sea 
cucumbers by high performance liquid chromatography coupled with 

evaporative light-scattering detection coupled with evaporative 
light-scattering detection 

JIA Zi-Cai, XU Jie*, SONG Yu, LI Zhao-Jie, XUE Chang-Hu 
(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266003, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a high performance liquid chromatography coupled with evaporative 

light-scattering detection (HPLC-ELSD) method for analyzing the contents of cerebrosides and ceramides 

simultaneously in sea cucumbers. Methods  The separation was performed on a TSK gel CN-80Ts column by 

using n-hexane-isopropanol-dichloromethane-methanol as the mobile phase at a flow rate of 1.0 mL/min. The 

temperature of drift tube was kept at 50 ℃ and the flow rate of nitrogen was 2.4 L/min. Seventeen sea 

cucumber species were selected as experimental subjects. Results  Under optimal conditions, effective 

separation of cerebrosides and ceramides was completed within 18 min. The linear range of the established 

cerebrosides calibration curve was 2.5~250 µg/mL, and the limit of detection was 0.5 µg/mL with a regression 
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correlation coefficient of 0.99. Meanwhile, the linear range of the established ceramides calibration curve was 

5~150 µg/mL, and the limit of detection was 0.05 μg/mL with a regression correlation coefficient of 0.99. 

There were obvious difference in cerebrosides and ceramides among these sea cucumber species. The 

cerebrosides content of Bohadschia marmorata was the highest, which was up to 4.44 mg/g, in contrast, that of 

Actinopyga mauritiana could not be detected. As for ceramides, the content of Parastichopus californicus was 

the highest, which was up to 2.21 mg/g, in contrast, Acaudina molpadioides had the lowest content. Conclusion  

The established method can provide essential data for development and utilization of sea cucumbers, which is 

sensitive, accurate and fast. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; evaporative light-scattering detection; ceramides; 

cerebrosides; sea cucumber 

 
 

1  引  言 

海参是棘皮动物门 (Echinodermata)海参纲

(Holothuroidea)动物的总称, 自古就因其较高的食用

和药用价值而被列为“八珍”之首。海参中的鞘脂类

主要为脑苷脂和神经酰胺, 人们每日摄入的鞘脂类

主要也是脑苷脂、神经酰胺和鞘磷脂, 食物来源的脑

苷脂和神经酰胺是对人类健康十分重要的营养成分
[1]。目前关于鞘脂类的研究主要集中在陆生生物和微

生物[2-4], 海洋食品中鞘脂类含量的测定研究较少。

神经酰胺, 即 N-脂酰神经鞘氨醇, 其结构特征表现

为鞘氨醇部分多存在不饱和双键, 是一种广泛存在

于真核生物细胞中的信号传导物质, 作为一种脂质

分子以细胞膜的结构组成成分或胞内自由分子形式

存在[5,6]。脑苷脂又称酰基鞘氨醇己糖苷, 是一种中性

的鞘糖脂, 存在于细胞膜中的内源性活性化合物, 由

神经酰胺连接一分子的己糖构成, 是由神经酰胺通

过 C-1位上羟基与己糖通过 β糖苷键连接而成, 属于

神经鞘脂类[7]。其结构按其糖基组成可分为葡萄糖脑

苷脂 (glucosylceramide, GlcCer)、半乳糖脑苷脂

(galactocerebroside, GalCer)和胆碱磷酸脑苷脂三类, 

但通常脑苷脂泛指 GlcCer和 GalCer。 

近年来, 对于脑苷脂和神经酰胺的生物学活性

研究逐渐深入。有研究表明, 海参脑苷脂和神经酰  

胺具有多方面的生物活性, 如抗肿瘤[8,9]、免疫调节
[10,11]、抗菌抗病毒[12,13]、调控细胞生长及凋亡[14]、神

经保护[15]、缓解肝硬化[16]等。海地瓜神经酰胺脂质

体可显著抑制 S-180细胞的增殖活性, 且呈现出时间

和剂量效应关系; 海参脑苷脂和海星脑苷脂对于氧

化损伤的 PC12有保护作用[17]。 

有关脑苷脂和神经酰胺的定量检测方法报道不

多, 主要有高效薄层色谱法(UPTLC)[19, 20]和高效液

相色谱法(HPLC)[21, 22]。其中, 有先经水解使神经酰胺

变成鞘氨醇, 再用萘-2,3-二醛衍生, 采用反相高效液

相色谱法测定了鼠血中神经酰胺的含量的研究报   

道[21]; 徐杰等[23]利用高效液相色谱-蒸发光散射检测

方法(high performance liquid chromatography coupled 

with evaporative light-scattering detection, HPLC- 
ELSD)测定了水产品中脑苷脂的含量, 但是未能同

时测定水产品中神经酰胺的含量。本文以不同产地、

不同品种的海参为原料, 利用 HPLC-ELSD法同时测

定了不同海参的脑苷脂和神经酰胺的含量, 相对于

UPTLC 和 HPLC 而言, 实现了不同海参中脑苷脂和

神经酰胺快速灵敏的定量分析, 为海参鞘脂类物质

的营养价值研究和开发提供重要的数据支撑。 

2  材料和方法 

2.1  实验原料 

革皮氏海参(Pearsonothuria graeffei)、墨西哥参

(Holothuria mexicana)、猪参(Bohadschia marmorata)、

美 国 肉 参 (Isostichopus badionotus) 、 白 乳 参

(Bohadschia argus) 、 白 底 靴 参 (Actinopyga 

mauritiana)、叶瓜参(Cucumaria frondosa)、梅花参

(Thelenota ananas)、海地瓜(Acaudina molpadioides)、

秃 参 (Holothurim scabras) 、 阿 拉 斯 加 红 参

(Parastichopus californicus)、仿刺参 (Apostichopus 

japonicus, 产地: 蓬莱、牟平、威海、温州、獐子岛、

大连)等海参干品, 购自青岛市南山市场。 

2.2  试剂和材料 

半乳糖脑苷脂(来源于牛脑)和神经酰胺(来源于
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牛脊髓)对照品(美国 Sigma 公司), 结构见图 1; 二氯

甲烷、甲醇、正己烷、异丙醇(色谱纯, 德国 Merck

公司); 其他试剂均为国产分析纯; 实验用水均为实

验用水均为 Milli Q超纯水; TSKgel CN-80Ts柱(4.6 

mm×250 mm, 5 µm)(日本 TOSOH公司)。 

 

图 1  半乳糖脑苷脂和神经酰胺对照品结构图 

Fig. 1  The structures of GalCer and ceramide reference 
substances 

 

2.3  仪器与设备 

1100 高效液相色谱仪 (美国 Agilent 公司 ); 

2000ES 型 ELSD 检测器 (法国 Alltech 公司 ); 

Elix5+Milli-QA 超纯水系统(美国 Millipore 公司); 

FZ102 粉碎机(天津泰斯特仪器有限公司); AL204 电

子天平(瑞士梅特勒-托利多公司); T10 basic 分散机

(德国 IKA 公司); SB5200D 超声波清洗机(宁波新芝

生物科技有限公司); TDL-5-A 低速大容量离心机(上

海安亭科学仪器厂); DTU-1C 氮吹仪(日本 TAITEC

公司)。  

2.4  实验方法 

2.4.1  色谱条件 

流动相A: 正己烷: 异丙醇(99:1, v:v), 流动相 B: 

二氯甲烷 : 甲醇 (60:40, v:v); 色谱柱 : TSKgel 

CN-80Ts(4.6 mm × 250 mm, 5 µm); 柱温: 40 ℃; 流

速: 1 mL/min; 梯度洗脱(洗脱程序见表 1)。蒸发光散

射检测器: 雾化气为氮气, 流速 2.4 L/min, 漂移管温

度 50 ℃; 进样量: 20 µL。 
 

表 1  梯度洗脱程序表 
Table 1  Adjustable gradient elution program 

时间(min) 流动相 A(%) 流动相 B(%) 

0 100 0 

12 60 40 

15 40 60 

17 40 60 

18 100 0 

2.4.2  混合对照品溶液的配制 

准确称取半乳糖脑苷脂和神经酰胺对照品适量, 

分别加入甲醇溶解、定容, 配制成 500 µg/mL的混合

对照品储备液。吸取上述混合对照品储备液, 使用甲

醇逐级稀释, 得到 2.5、5、25、50、100、150、250 µg/mL

系列混合对照品溶液。其他浓度混合对照品溶液的配

制方法同上。4 ℃保存备用。 

2.4.3  样品溶液的配制 

每种海参各取 3 只 , 将每只海参粉碎为干粉

(100~200 目)后, 单独收集。准确称取每只海参干粉

约 0.1 g(精确度至 1×10-5 g)。分别加入 6 mL的氯仿: 

甲醇(2:1, v:v)匀浆 2 min, 超声浸提 15 min, 过滤, 反

复浸提 3遍。滤液氮吹至干, 加入 1 mL水超声成乳

浊液, 每次加入 2 mL正己烷萃取, 共萃取 3遍, 有机

相合并收集用氮气吹干。再加入 100 µL 的 4 mol/L

氢氧化钾溶液以及 1.0 mL甲醇, 放于 37 ℃水浴锅中

皂化 1 h, 再分散于 0.8 mL水中, 使用 2 mL氯仿萃取, 

萃取 3遍, 有机相用氮气浓缩至干, 得到海参脂质粗

提物, 加入色谱级甲醇溶解并定容至 10 mL。取 2.0 

mL 样品溶液用 0.22 µm 有机滤膜过滤后 , 待

HPLC-ELSD分析。 

2.5  方法学考察 

2.5.1  线性范围及检出限 

吸取 2.5~250 µg/mL 不同浓度的混合对照品溶

液各 20 µL, 按 2.4.1方法测定, 记录色谱峰面积。以

混合对照品浓度的自然对数值(lnX)为横坐标, 以峰

面积的自然对数值(lnY)为纵坐标, 绘制标准曲线。得

出对照品的回归方程、线性范围及检出限。 

2.5.2  精密度 

取 25 µg/mL的混合对照品溶液, 按 2.4.1方法测

定, 连续测定 6次, 记录其峰面积并计算相对标准偏

差(RSD)值。 

2.5.3  稳定性 

取 25 µg/mL的混合对照品溶液, 按 2.4.1方法测

定, 于 12 h内每 2 h测定一次, 记录其峰面积并计算

相对标准偏差(RSD)值。 

2.5.4  回收率 

精确称取 18份已测定出脑苷脂和神经酰胺含量

的海参干粉各 0.1 g(精确度至 1×10-5 g), 分别平行加

入 6份低、中、高质量浓度(5、50、200 μg/mL)的混

合对照品溶液各 2 mL, 再分别加入 4 mL氯仿, 其余

按 2.4.3 的方法操作, 制得 18 份 10 mL 加标样品溶
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液。按 2.4.1色谱条件测定, 3个加标水平的混合对照

品溶液的平均回收率和 RSD。 

2.5.5  样品中脑苷脂和神经酰胺含量的测定 

取 2.4.3的样品溶液各 20 µL, 按 2.4.1色谱条件

测定海参样品中脑苷脂和神经酰胺的含量。采用外标

法根据峰面积分别计算各物质的含量。 

2.6  统计分析方法 

所有试验数据用 SPSS 19.0 进行分析 , 采用

Duncan多重比较对数据之间的显著性进行对比。 

3  结果与讨论 

3.1  色谱条件的优化 

由于所研究的脑苷脂和神经酰胺均为两性化合

物, 因此可采用正相和反相两种色谱法进行分析。本

实验筛选ZORBAX SB-C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)、

TSKgel CN-80Ts (4.6 mm×250 mm, 5 μm)、ZORBAX 

Rx-SIL (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 3种不同类型的色谱

柱。其中, ZORBAX SB-C18以 98%的甲醇-水为流动

相, 分析 GalCer 和神经酰胺对照品, 发现峰形复杂, 

无法确定目标峰的位置; ZORBAX Rx-SIL为正相柱, 

以正己烷-异丙醇-二氯甲烷-甲醇为流动相, 峰形明

显改善, 但在目标峰左右两侧各出现一未知峰, 影响

到积分计算。最后, 确定出基线平稳、分离效果最佳

的 TSKgel CN-80Ts柱作为分析用柱。 

选择 3 种不同溶剂系统组成的流动相对样品进

行分析, 即正己烷-四氢呋喃-甲醇-甲基叔丁基醚(溶

剂系统Ⅰ)、正己烷-四氢呋喃-氯仿-乙醇(溶剂系统Ⅱ)、

正己烷-异丙醇-二氯甲烷-甲醇(溶剂系统Ⅱ)、从而优化

出最佳的流动相组成。使用溶剂系统Ⅰ时, 溶剂峰与样

品峰重合, 并且分析时间较长; 而使用溶剂系统Ⅱ时, 

基线噪音过大, 只有使用溶剂系统Ⅲ时符合分离要求, 

因此本实验选用溶剂系统Ⅲ作为流动相。 

由于脑苷脂的紫外吸收比较弱, 不适合采用紫

外检测器测定。示差折光检测器对工作环境要求很苛

刻, 要求恒温、恒流速, 且无法采用梯度洗脱, 检测

灵敏度也不够高。ELSD检测器能对无紫外或紫外末

端吸收的大分子有机化合物进行检测, 且不受溶剂

的影响, 是神经酰胺和脑苷脂含量测定的理想检测

器。漂移管温度和雾化气体流量是影响 ELSD目标峰

响应值的两个重要因素。经过反复实验, 最终选择

ELSD的碰撞器关闭、漂移管温度 50 ℃、雾化气为

氮气、流速 2.4 L/min。 

3.2  标准曲线、线性范围及检出限 

吸取 2.5~250 µg/mL 不同浓度混合对照品溶液

各 20 µL, 按 2.4.1方法测定, 记录峰面积。对于ELSD

检测器, 浓度跟峰面积不成线性, 分别取自然对数后

成线性。根据结果绘制标准曲线, 横坐标为混合对照

品浓度的自然对数值(lnX), 纵坐标为峰面积的自然

对数值(lnY)。结果见图 2和表 2。 

 

图 2  混合对照品对照品的HPLC-ELSD色谱图(25 µg/mL) 

Fig. 2  HPLC-ELSD chromatogram of mixed reference 
solution(25 µg/mL) 

 
图2显示, 半乳糖脑苷脂和神经酰胺对照品的峰

形好, 实现了良好的分离, 且分析时间短, 可以用于

两者含量的同时测定。表 2表明, 半乳糖脑苷脂和神

经酰胺对照品标准曲线的线性相关系数均大于 0.99, 

说明在线性范围内对照品浓度的对数和峰面积的对

数呈正相关, 满足分析要求, 且半乳糖脑苷脂和神经

酰胺对照品的检出限分别为 0.5 µg/mL和 0.05 µg/mL, 

具有较高的灵敏度。 
 

表 2  混合对照品的回归方程及检出限 
Table 2  Regressing equation and detection limit of mixed reference solution 

鞘脂种类 线性范围(µg/mL) 线性方程 R 检出限(µg/mL) (S/N = 3)

半乳糖脑苷脂 2.5~250 lnY = 1.848lnX + 1.153 0.999 0.5 

神经酰胺 5~150 lnY = 1.1829lnX + 7.4665 0.994 0.05 
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3.3  精密度 

取 25 µg/mL 的混合对照品溶液, 按方法 2.5.2, 

计算得半乳糖脑苷脂和神经酰胺对照品的 RSD 分别

为 3.33%和 5.49%。说明仪器精密度良好, 可以满足

分析要求。 

3.4  稳定性 

取 25 µg/mL的混合对照品溶液, 按方法 2.5.3计

算得半乳糖脑苷脂和神经酰胺对照品的 RSD 值分别

为 1.92%和 2.31%。说明样品在 12 h内稳定, 满足分

析要求。 

3.5  回收率 

按照 2.5.4 的方法, 计算得三个加标水平的脑苷

脂和神经酰胺的平均回收率分别为 93.83%和 94.58%, 

RSD分别为 4.93%和 3.12%。结果见表 3。 

 
表 3  方法回收率实验结果(n=6) 

Table 3  Recovery rate for cerebrosides and ceramides in 
sea cucumber(n=6) 

化合物 
样品 

基质
(µg/mL) 

加标浓度(µg/mL) 平均回

收率
(%) 

RSD(%)
1 10 40 

脑苷脂 40.53 41.42 49.96 79.82 93.83 4.93 

神经酰胺 16.46 17.37 26.14 54.75 94.58 3.12 

 

3.6  样品测定 

将 2.4.3中制得的样品溶液取 20 µL, 按 2.4.1色

谱条件测定各海参样品中脑苷脂和神经酰胺的含量, 

结果见图 3(以猪参为例)通过外标法利用峰面积计算, 

结果见表 4。 

 

图 3  猪参样品中脑苷脂和神经酰胺的 HPLC-ELSD色谱图 

Fig. 3  HPLC-ELSD chromatogram of cerebrosides and 
ceramides from sea cucumber Bohadschia marmorata 

以猪参为代表, 列出了其脑苷脂和神经酰胺的

HPLC-ELSD 色谱图, 根据标准品的保留时间, 判定

样品中脑苷脂和神经酰胺的样品峰, 并通过峰面积

计算出各组分含量。色谱图显示样品中脑苷脂和神经

酰胺分离效果好。 

不同种海参样品中两种鞘脂成分的含量见表 4。

结果表明不同种类海参中脑苷脂含量存在较为明显

的差异, 其中猪参的脑苷脂含量最高为 4.44 mg/g, 

而白底靴参的含量极低, 未能检出。不同种类海参中

神经酰胺含量也存在较为明显的差异, 其中阿拉斯

加红参的神经酰胺含量最高为 2.21 mg/g, 而海地瓜

含量最低。其中, 革皮氏海参、美国肉参、白乳参、

叶瓜参、梅花参、海地瓜等六种海参的脑苷脂含量与

徐杰等 [23]所测的结果无明显差异。Sugawara 等 [24]

报道了 48种日本产的可食植物中脑苷脂的含量, 经

对比, 植物中脑苷脂含量远远低于海参中脑苷脂的

含量。 

近年来, 随着人民生活水平的提高和保健意识

的增强, 海参的营养保健作用得到了广泛重视, 已成

为我国重要的经济水产品。相比于其他经济作物, 海

参中脑苷脂含量丰富。不同海参中的脑苷脂和神经酰

胺含量各异, 总体上神经酰胺的含量低于脑苷脂的

含量, 且二者含量不存在明显的相关性。此外, 靴参

中不含脑苷脂, 但含有少量的神经酰胺; 叶瓜参脑苷

脂高于仿刺参, 但神经酰胺比蓬莱、獐子岛等地的仿

刺参含量低。从种类看, 刺参科海参与海参科海参在

脑苷脂和神经酰胺含量上没有高低之分, 具体含量

还与海参的生长环境、生长方式等有关; 从种属看, 

同属于白尼参科的猪参和白乳参的脑苷脂的含量差

异极其显著(P<0.001), 神经酰胺含量有显著差异

(P<0.05)。本文共测定了六种不同产地的仿刺参的脑

苷脂和神经酰胺的含量, 可知不同产地仿刺参的脑苷

脂和神经酰胺含量存在差异。温州仿刺参的脑苷脂的

含量与和神经酰胺含量与其他北方仿刺参相比存在

极其显著的差异(P<0.001)。此外蓬莱仿刺参和牟平

仿刺参虽属同一海域, 但在脑苷脂和神经酰胺含量

上也有明显差异(P<0.001), 推测可能是由于生长方式

等情况造成; 从地域分布看, 阿拉斯加红参和叶瓜参

同属于寒带水域生长, 脑苷脂和神经酰胺含量均较高, 

可能因其生长环境温度低, 压强大, 生长周期长从而导

致营养成分的富集, 而属于热带海域的几种海参如 
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表 4  不同种类海参中脑苷脂和神经酰胺的含量 
Table 4  The contents of cerebrosides and ceramides from different sea cucumber species 

样品编号 种属 海参名称 
脑苷脂含量 

(mg/g) 
神经酰胺含量 

(mg/g) 
总含量 
(mg/g) 

1 

海参科 

蓬莱仿刺参 2.82±0.08 1.52±0.01 4.34 

2 牟平仿刺参 1.88±0.27 1.27±0.02 3.15 

3 威海仿刺参 2.23±0.12 1.21±0.04 3.44 

4 辽宁盘锦仿刺参 1.79±0.04 1.57±0.02 3.36 

5 獐子岛仿刺参 2.15±0.05 1.46±0.03 3.61 

6 温州仿刺参 1.27±0.04 0.89±0.06 2.16 

7 美国肉参 3.96±0.23 1.58±0.09 5.54 

8 梅花参 0.72±0.02 0.36±0.01 1.08 

9 阿拉斯加红参 3.94±0.04 2.21±0.13 6.15 

10 墨西哥参 1.04±0.02 0.87±0.06 1.91 

11 

刺参科 

白乳参 0.78±0.01 0.66±0.05 1.44 

12 猪参 4.44±0.10 1.92±0.27 6.36 

13 革皮氏海参 1.28±0.04 0.92±0.05 2.20 

14 靴参 n.d. 0.46±0.02 0.46 

15 秃参 2.02±0.01 1.05±0.11 3.07 

16 瓜参科 叶瓜参 4.05±0.17 1.38±0.12 5.43 

17 尻参科 海地瓜 0.42±0.02 0.24±0.01 0.66 

注: n.d.为未检出。 

 
白乳参、梅花参的脑苷脂和神经酰胺含量普遍较低; 

靴参被认为是品质较好的海参, 但经检测其脑苷脂

含量低于检出限, 未能检出, 远低于某些低值海参如

海地瓜中含量, 这为低值海参的高值化利用提供了

理论依据。 

4  结  论 

本文建立了一种对不同海参脑苷脂和神经酰胺

同时定量的 HPLC-ELSD方法, 该方法简便、快速、

灵敏、准确, 能够满足定量分析的要求。结果表明, 不

同种海参中脑苷脂和神经酰胺含量存在较为明显的

差异, 与海参的种类、生长环境、生长方式等存在相

关性, 为后续海参鞘脂类物质的营养价值研究和产

品开发提供重要的数据支撑。该方法的建立为水产品

鞘脂类的开发利用奠定了基础。同时, 该方法也可以

应用于其他食品中脑苷脂和神经酰胺含量的同时定

量分析。 
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