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高效液相色谱法测定大豆磷脂类保健食品中 

磷脂酰胆碱含量 

刘彬丽, 唐亚利, 金绍明, 宁  霄, 曹  进* 

(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定大豆磷脂类保健食

品中磷脂酰胆碱含量的分析方法。方法  采用高效液相色谱仪、Kromasil 100-5-SIL 硅胶柱, 以流动相正己烷:

异丙醇:水=0.25:4:1(V:V:V), 流速为 0.5 mL/min, 检测波长为 207 nm, 柱温为 30 ℃, 进样量 10 μL, 进行检测。

结果  磷脂酰胆碱浓度为 0.1~2.0 mg/mL 时, 线性关系良好, 回归方程的相关系数 r2=0.9998, 相对标准偏差

(relative, standard deviation, RSD)为 0.50%, 平均回收率为 98.01%~98.73%。结论  该方法高效, 准确, 简便, 

适合于检测大豆磷脂类保健食品中磷脂酰胆碱的含量。 
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products by high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of phosphatidylcholine from soybean 

phospholipid health products by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The sample was tested 

by HPLC with Kromasil 100-5-SIL silica gel column. Mobile phase was n-hexane: isopropanol: water=0.25:4:1 

(V:V:V) with flow rate of 0.5 mL/min, the detection wavelength was 207 nm, column temperature was 30 ℃, and 

injection volume was 10 μL. Results  When the concentration of phosphatidylcholine was 0.1-2.0 mg/mL, the linear 

relationship was good. The correlation coefficient of regression equation was r2=0.9998, the relative standard 

deviation (RSD) was 0.50%, and the average recoveries were 98.01%-98.73%. Conclusion  This method is 

efficient, accurate and simple, which is suitable for detecting the content of phosphatidylcholine in soybean 

phospholipid health food. 
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1  引  言 

近年来, 随着人们物质生活水平的提高, 保健意识也

逐渐增强, 市场上随之出现了各式各样的保健品, 特别是

具有改善和增强大脑记忆功能的大豆磷酯类保健食品更是

品牌众多, 成为热销的保健食品。 

磷脂酰胆碱(phosphatidylcholine, PC)又俗称卵磷脂, 

是大豆磷脂类保健食品的主要成分, 磷脂酰胆碱的含量是
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评价大豆磷脂类保健食品质量的重要指标。目前, 文献报

道的保健食品中磷脂酰胆碱的含量测定方法较多, 如分光

光度法[1-4]、薄层色谱法[5-7]、液相色谱法[8-11]、液质联用法
[12]、核磁共振法[13]、红外光谱法[14]等。分光光度法和薄层

色谱法存在操作复杂、重复性差、容易受到其他因素干扰

的 缺 点 。 高 效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)分离效率高, 分析速度快, 重现性

好, 是目前检测磷脂酰胆碱含量应用最广泛的方法。文献

资料报道的常用流动相有正己烷/异丙醇/冰乙酸[15]、乙腈/

甲醇/水[16]、乙腈/甲醇/磷酸[17]等三元甚至多元等度或梯度

洗脱体系, 这种体系分析结果常出现峰延展拖尾, 分离度

不理想。 

本研究考察了大豆磷酯类保健食品中磷脂酰胆碱测

定的前处理方法和液相色谱条件, 考察了不同溶剂提取效

率, 以期建立更便捷、准确的方法, 对大豆磷脂类保健食

品的质量进行有效控制。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

Agilent 1260 高效液相色谱仪 (美国安捷伦公司 ); 

Kromasil 100-5-SIL 液相色谱柱 (瑞典 Kromasil 公司 ); 

KQ-700DE 超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ); 

Mettler AL204 电子天平(瑞士梅特勒公司)。 

正己烷、异丙醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 磷脂酰

胆碱标准品(纯度≥99%, 美国 sigma 公司)。 

大豆磷脂软胶囊样品 2 批(市售)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液配制 

(1)标准储备液配制 

精密称取磷脂酰胆碱标准品 20 mg, 置于 10 mL 容量

瓶中 , 加正己烷溶解并定容至刻度 , 制成浓度为 2.0 

mg/mL 的储备液, 摇匀待用。 

(2)标准工作液配制 

精密量取上述标准储备液适量, 配制成浓度为 0.1、

0.5、1.0、1.5、2.0 mg/mL 的标准工作液。 

将磷脂酰胆碱标准工作液, 经 0.45 μm 有机微孔滤膜

过滤, 高效液相色谱分析, 记录色谱图, 以磷脂酰胆碱浓

度为横坐标(X), 峰面积为纵坐标(Y), 绘制标准曲线, 得到

回归方程。 

2.2.2  样品前处理 

准确称取样品 0.1 g 于 10 mL 容量瓶中, 加正己烷溶

解并定容, 超声提取 30 min, 用 0.45 μm 有机微孔滤膜过

滤, 滤液放入进样瓶中, 上机测定。 

2.2.3  色谱条件 

Kromasil 100-5-SIL 色 谱 柱 (4.6 mm×250 mm,   

4.6 μm), 流动相为正己烷 :异丙醇 :水=0.25:4:1(V:V:V), 

流速设为 0.5 mL/min, 检测波长为 207 nm, 柱温为 30 ℃, 

进样量 10 μL。 

3  结果与分析 

3.1  提取溶剂选择 

本研究考察了不同溶剂下的提取效率。分别采用正己

烷, 正己烷-异丙醇-乙酸水(8:8:1, V:V:V)、甲醇、氯仿、甲

醇-氯仿(1:1, V:V)超声提取。结果表明, 用正己烷超声提取

和甲醇超声提取, 效率较高, 2 种方法提取率无明显差异, 

但因甲醇提取会产生较大的溶剂峰, 影响色谱分析, 故选

择正己烷超声提取。结果见表 1。 

 
表 1 提取溶剂的选择 

Table 1 Selection of extraction solvent 

提取溶剂 提取效率/% 

正己烷 92.3 

甲醇 90.8 

正己烷-异丙醇-乙酸水(8:8:1, V:V:V) 85.7 

氯仿 79.3 

甲醇-氯仿(1:1, V:V) 82.9 
 

3.2  色谱条件优化 

本研究考察了正相和反相两大类流动相体系: 1)甲醇-

乙腈-酸, 色谱图基线不稳, 干扰分析, 很难达到有效分离, 

因为甲醇、乙腈在 200~210 nm 有吸收, 而磷脂酰胆碱的检

测波长也多在 200~210nm 范围内, 因此影响检测效果。2)

正己烷-异丙醇-酸(即 GB 5009.272-2016 方法[18]), 这种体系

虽能分离磷脂酰胆碱, 但色谱峰对称性差, 峰形严重拖尾。

本研究尝试采用正己烷-异丙醇-水为流动相, 通过调整三者

比例, 当正己烷:异丙醇:水=0.25:4:1 (V:V:V)时, 色谱图基线

平稳, 磷脂酰胆碱与基质中干扰物能完全分离, 且无拖尾现

象, 整个分析时间只需 9 min, 而国标方法中磷脂酰胆碱的

保留时间为 30 min, 相比国标条件大大缩短了分析时间, 提

高了效率, 减少了流动相的使用量, 降低了成本。磷脂酰胆

碱标准品色谱图及样品色谱图分别见图 1、图 2。 

3.3  线性关系 

按 2.2.1 配制的磷脂酰胆碱标准溶液绘制曲线, 磷脂

酰胆碱的标准曲线方程为 Y=8236X-89.774, 相关系数

r2=0.9998, 表明磷脂酰胆碱浓度在 0.1~2.0 mg/mL 范围内

具有良好的线性关系。 

3.4  精密度 

精密称取 6 份样品, 按 2.2.2 方法处理样品并测定, 计

算磷脂酰胆碱的含量及相对标准偏差 (relative standard 

deviation, RSD), 计算结果见表 2。6 份样品的 RSD 值为

0.50%, 表明该方法具有良好的精密度。 
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图 1  磷脂酰胆碱标准品色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of phosphatidylcholine standard solution 
 
 

 
 

图 2  样品色谱图 

Fig. 2  Chromatograms of sample 
 
 

表 2  精密度实验结果(n=6) 
Table 2   The precision of the experiment (n=6) 

序号 称样量/g 含量/(g/100 g)
平均含量
/(g/100 g) 

RSD/%

1 0.1120 15.79 

15.76 0.50 

2 0.1008 15.68 

3 0.1150 15.88 

4 0.1089 15.71 

5 0.1037 15.69 

6 0.1123 15.81 

3.5  回收率 

磷脂酰胆碱在高中低 3 个不同水平下回收率测定结

果见表 3, 回收率为 98.01%~98.73%, RSD为 1.73%~2.25%, 

说明该方法准确性良好。 

3.6  实际样品测定 

用本方法对市售 2 批次大豆磷脂软胶囊中的磷脂酰

胆碱含量进行了测定, 样品的检测结果见表 4, 其磷脂酰

胆碱含量均大于其标示量。 
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表 3  加样回收实验结果 (n=3) 
Table 3   Results of recovery tests (n=3) 

序号 加标量/mg 测得量/mg 回收率/% 
平均回

收率/%
RSD/%

1 14.05 13.78 98.08 

98.01 1.78 2 14.05 13.52 96.23 

3 14.05 14.01 99.72 

4 17.56 17.03 96.98 

98.73 1.73 5 17.56 17.35 98.80 

6 17.56 17.63 100.40 

7 21.07 20.54 97.48 

98.34 2.25 8 21.07 20.37 96.68 

9 21.07 21.25 100.85 

 
 

表 4  2 批大豆磷脂软胶囊样品测定结果 
Table 4  Content of 2 batches of phosphatidylcholine in health 

food 

样品编号 
磷脂酰胆碱平均含量

/(g/100 g) 

产品中磷脂酰胆碱 

标示量/(g/100 g) 

1 15.76 14 

2 14.12 8 

 

4  结论与讨论 

保健食品具有特定的保健功能, 随着生活水平的提

高, 保健品的消费市场越来越广阔。但近年来不法商家在

追逐利益最大化的诱惑下, 无视保健食品的质量, 严重影

响了保健品市场的管理。本研究通采用国标方法, 优化了

样品提取溶剂和液相色谱条件, 结果表明, 以正己烷作为

溶剂进行超声提取, 样品提取率较高; 以正己烷:异丙醇:

水=0.25:4:1(V:V:V)为流动相时, 磷脂酰胆碱色谱峰与基质

峰能完全分离, 且峰型良好分析时间短, 大大提高了分析

效率, 降低了成本。本研究建立的 HPLC 法测定大豆磷脂

类保健品中磷脂酰胆碱含量, 具有样品处理方法简便, 精

确度和回收率高, 分析时间短, 分离效果好等优势, 因此

可应用性强, 对控制大豆磷脂类保健品的质量具有重要意

义。 
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