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分光光度法测定大豆卵磷脂中 

磷脂酰胆碱含量 

刘鹏莉, 张双灵, 魏玉良, 庄桂东, 于  丹, 迟玉森* 

(青岛农业大学食品科学与工程学院, 青岛  266109) 

摘  要: 目的  建立一种简单、准确的卵磷脂测定方法。方法  采用 KOH 溶液将磷脂酰胆碱中的胆碱游离, 加

雷氏盐反应后, 在波长 525 nm 处, 通过分光光度法测定胆碱的量。结果  该方法在 0.075～0.225 mmol 范围内

线性关系良好, 线性方程为 Y = 3.6457X+0.026, R2 = 0.9987, 方法的回收率在 95%～103%之间, 相对标准偏差

小于 1.0%, 待测液在 2.5 h 之内稳定, 能够满足检测要求。结论  本方法具有操作简单、准确性高、稳定性好、

抗干扰性强的优点, 可以用于卵磷脂产品中磷脂酰胆碱含量的测定。 
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Determination of phosphatidylcholine in soybean lecithin by  
spectrophotometry 
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 (College of Food Science and Engineering, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a simple and accurate method for determination of phosphatidylcho-

line. Methods  Free choline was obtained from phosphatidylcholine by alkaline hydrolysis and was deter-

mined by spectrohpotometry under the wavelength of 525 nm after reaction with Reinecke’s salt. Results  The 

method showed a good linearity over the range of 0.075m mol～0.225m mol,and the linear equation was Y = 

3.6457X+0.026 with R2=0.9987. The recoveries was in range of 95%～103%, and the relative standard devia-

tions (RSDs) were lower than 1%. The liquid was stable in 2.5h, which can meet the testing requirements. 

Conclusion  This method is simple, accurate, stable, and anti-interference, and it can be used for the determi-

nation of phosphatidylcholine from lecithin products. 
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卵磷脂被誉为与蛋白质、维生素并列的“第三营

养素”[1], 在日本和我国台湾省被称为“脑黄金”。大量

研究表明, 卵磷脂具有提高记忆[2]、增强免疫、保护

肝肺[3-6]、调节血脂、防治糖尿病及延缓机体衰老等

多种保健功能[7-10]。近年来随着人民生活水平的大幅

提高, 人们对自身健康日益重视, 对保健品的需求越

来越大。大豆卵磷脂保健品作为一种天然的功能性食

品, 一经问世就风靡全球。目前, 卵磷脂年总销量仅

次于复合维生素 VE, 与蛋白质并列第三, 被商家誉

为“黄金保健品”。  

目前, 卵磷脂保健品琳琅满目, 品牌众多, 已经

成为一种热门的保健食品。然而, 其市场上却存在一
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个严重的问题：卵磷脂测定方法很多, 甚至有些混

乱。一些测定方法准确, 但是繁琐耗时, 设备投资高；

另一些方法虽然不繁琐, 但是不够准确[11-19]。这一问

题造成卵磷脂保健品的功效成分及其含量标注不明, 

使得消费者在购买卵磷脂产品时无法比较、难以选择, 

同时也造成了卵磷脂保健品市场的混乱, 阻碍了其

进一步发展。因此, 探索一种简单、准确的卵磷脂测

定方法来统一市场, 显得非常重要。 

目前 , 卵磷脂的检测方法有两类 , 一类是间接

法, 另一类是直接法。间接测定法常见的有钼蓝比色

法和重量法。钼蓝比色法测定原理是：卵磷脂中的磷

能与硫酸联氨和钼酸根形成一种有色复合物, 通过

测定其吸光度来确定磷元素的含量, 此含磷量即为

卵磷脂中的含磷量, 进行换算。实际上, 不仅卵磷脂, 

其他磷脂以及含磷物中的磷也都当做卵磷脂的磷计

算在内, 因此, 所测得的结果是产品中总磷脂。重量

法是利用油脂溶于丙酮而磷脂不溶于丙酮的性质 , 

用丙酮萃取样品, 称量丙酮不溶物的质量作为卵磷

脂的量, 结果更为粗糙。直接测定法主要有薄层色谱

法、高压液相色谱法及核磁共振法。薄层色谱法方便、

快速、直观, 但干扰因素较多、重复性差；高效液相

色谱法及核磁共振法计量准确, 但对操作人员技术

要求较高 , 而且耗时长、设备昂贵 , 限制了其应    

用[11-19], 此外, 由于磷脂酰胆碱分子中结合脂肪酸链

的不同, 造成了磷脂酰胆碱结构不固定, 分子量大小

不一, 换句话说, 磷脂酰胆碱并不是一种物质, 因此

无法确定其标准品。没有标准品, 也就难以用薄层色

谱和高压液相对其进行定量测定了。 

卵磷脂中的主要功能成分为磷脂酰胆碱, 磷脂

酰胆碱对人体的主要保健意义在于其能够为人体提

供胆碱, 胆碱与人体内的乙酰基结合为乙酰胆碱, 乙

酰胆碱是大脑的一种信息传递物质, 能够提高脑细

胞的活化程度, 提高记忆与智力水平。因此, 卵磷脂

产品中的胆碱才是卵磷脂保健功能的决定因素, 胆

碱含量的多少才是卵磷脂产品质量的关键指标,本研

究拟从此入手, 探索一种直接、特异性与卵磷脂功效

成分——胆碱反应的方法, 直接测定卵磷脂的有效成

分--胆碱的含量, 进一步计算出磷脂酰胆碱的含量。

原理是：将磷脂酰胆碱在碱性条件下水解, 游离出胆

碱, 游离的胆碱与雷氏盐反应生成粉红色复盐结晶
[20-26], 该结晶可溶于丙酮, 其丙酮溶液在 525 nm 处

有最大吸收, 利用分光光度度法对结晶的丙酮溶液

进行测定, 从而计算出磷脂酰胆碱的含量。 

1  材料与方法 

1.1  试剂和仪器 

标准品氯化胆碱、磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺购

自美国 sigma 公司；大豆卵磷脂(生物试剂, 磷脂酰胆

碱含量%=26%, 上海将来实业有限公司)；雷氏盐(分

析纯, 国药集团化学试剂有限公司)；丙酮、冰乙酸

均为分析纯, 购自莱阳市康德化工有限公司；氢氧化

钠、氢氧化钾均为分析纯, 购自天津市北方天医化学

试剂厂。 

TU-1810S 型紫外-可见分光光度计(北京普析通

用仪器有限责任公司)；AR1140 电子分析天平(奥豪

斯国际贸易(上海)有限公司)；电子调温万用电炉(龙

口市先科仪器公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  试剂配制 

雷氏盐溶液: 称取 2～3 g 雷氏盐, 加入 100 mL

水中, 搅拌 10 min, 过滤除去多余的盐, 当天配制。 

氯化胆碱标准储备液：精确称取干燥至恒重的氯

化胆碱标准品(含量≥99.5%) (0.1400±0.0002) g, 加

蒸馏水溶解, 定容至 100 mL, 摇匀, 配制浓度为 0.01 

mmol/mL, 保存在 4 ℃冰箱中, 有效期为一个月。 

1.2.2  最佳吸收波长的选择 

取氯化胆碱水溶液, 加 10 mL 雷氏盐溶液, 冰箱

静置析晶。滤取结晶, 用冰乙酸洗涤三次, 丙酮溶解。

用紫外-可见分光光度计在 400～800 nm 波长范围内

进行波长扫描。 

1.2.3  标准曲线的绘制 

准确吸取氯化胆碱标准储备液 5、10、15、20、

25、30、35 mL 分别置于 100 mL 烧杯中, 分别标号 1、

2、3、4、5、6、7, 加水至 40 mL, 各加入 10 mL 的

雷氏盐溶液, 混匀, 置冰箱 4 ℃静置 10 min, 得粉红

色结晶。滤取结晶, 用冰乙酸洗涤 3 次, 以丙酮溶取

结晶并定容至 25 mL 容量瓶中。以丙酮为空白对照, 

在 525 nm 处测定吸光度 A。 

1.2.4  样品测定 

称取 0.5 g 样品于 150 mL 锥形瓶中, 加 40 mL 

KOH 溶液, 搅拌至样品溶解, 电炉加热, 保持微沸, 

回流水解 5 h。水解液冷却后, 用冰乙酸调 pH 值至

5～6, 过滤, 滤渣用水洗涤多次, 合并滤液。 
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向滤液中加 10 mL 雷氏盐溶液, 混匀, 置冰箱中

4 ℃放置 10 min, 得粉红色结晶。过滤, 用冰乙酸洗

涤结晶 3 次, 再用丙酮溶解, 并定容至 25 mL。以丙

酮作空白对照, 在 525 nm 处测定溶液吸光度 A。按

下式计算样品中磷脂酰胆碱含量： 

磷脂酰胆碱含量(%)=
750

100
1000
n

m
´

´
´

 

n：标准曲线查得吸光度 A 对应的胆碱离子的物

质的量 

750：磷脂酰胆碱平均分子量 

m：大豆卵磷脂样品质量 

2  结果与讨论 

2.1  最佳吸收波长的选择 

由图 1 可知, 雷氏盐可以定量与胆碱反应, 形成

红色复合物, 从复合物在 400~800 nm 之间的吸收图

谱可以看出, 在 525 nm 处有一最大吸收峰, 因此选

择 525 nm 作为测定波长。 

 
图 1  雷氏盐胆碱复合物吸收图谱 

Fig.1  Absorption spectrum of Reinecke’s salt-choline com-
pound 

 

2.2  标准曲线的绘制 

卵磷脂的分子结构是磷脂酰胆碱, 1 mol 磷脂酰

胆碱中含有 1 mol 胆碱, 通过测定其中胆碱的量可以

计算出磷脂酰胆碱的量。1 mol 氯化胆碱中含有 1 mol

胆碱, 因此可以用氯化胆碱制作标准曲线, 其横坐标

氯化胆碱的物质的量即为磷脂酰胆碱的物质的量。 

以吸光度为纵坐标 ,  氯化胆碱的量为横坐标 , 

绘制标准曲线, 线性回归方程为 Y=3.6457X+0.026, 

R2=0.9987,线性范围为 0.075~0.225 mmol, 检出限

0.05 mmol。 

2.3  反应时间对雷氏盐胆碱复合物生成的影响 

准确称取 0.1000 g氯化胆碱标准品, 用蒸馏水溶

解, 定容到 100 mL。取 18 个小烧杯, 分为 6 组, 每

组 3 个。向 6 组小烧杯中分别加入 10 mL 氯化胆碱

溶液, 然后加入 10 mL 雷氏盐溶液, 混合均匀, 放置

在 4 ℃条件下, 分别静置 5, 10, 15, 20, 25, 30 min, 

过滤得到雷氏盐胆碱复合物结晶。 用冰乙酸洗涤结

晶 3 次, 用丙酮溶解结晶并定容至 25 mL。以丙酮作

为空白, 在 525 nm 波长处测定溶液吸光度。以吸光

度为指标, 考察反应时间对雷氏盐胆碱复合物生成

的影响。测定结果如表 1 所示。 
 

表 1  不同反应时间下测得的吸光度 
Table 1  Absorbance in different reaction time 

反应时间(min) 吸光度(n=3) 

5 0.287± 0.002 

10 0.287± 0.001 

15 0.286± 0.001 

20 0.288± 0.003 

25 0.287± 0.001 

30 0.287± 0.001 
 

根据表 2 方差分析所示结果, F＜F0.05(5, 12), 因

此反应时间对吸光度无显著影响, 实验过程中, 吸光

度不随时间的延长而发生变化。在实际操作过程中发

现, 两溶液混合后, 混合液中立刻有晶体析出, 反应

迅速。为了确保结晶完全, 我们选择静置时间为 10 

min。 

2.4  水解用碱液的种类对测定结果的影响 

卵磷脂的分子结构是磷脂酰胆碱, 必须将分子

中的胆碱基团水解下来, 才能用雷氏盐测定。胆碱的

碱性与氢氧化钠相近, 因此选用氢氧化钠及碱性更

强的氢氧化钾作为水解用碱液, 并比较了两种碱对

水解结果的影响。 

称取 0.5 g 样品 2 份, 分别向其中加入 40 mL 5  

表 2  反应时间的方差分析表 
Table 2  Analysis of variance for reaction time 

差异源 SS df MS F 值 P 值 F 临界值 

静置时间(组间) 

误差(组内) 

5.61×10–6 

2.33×10–5 

5 

12 

1.12×10–6 

1.94×10–6 
0.577143 0.717036 3.105875 

总和 2.89×10–5 17     
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mol/L 氢氧化钠溶液及 5 mol/L 氢氧化钾溶液, 电炉

加热水解 2 h, 水解过程保持微沸。水解液冷却后, 用

冰乙酸调 pH 值至 5～6, 过滤, 水洗滤渣。向滤液中

加入 10 mL 雷氏盐溶液, 混匀, 静置 10 min, 过滤。

冰乙酸洗涤结晶 3 次, 用丙酮溶解结晶并定容至 25 

mL。以丙酮作空白, 在 525 nm 处测定吸光度。 
 

表 3  碱液种类对测定结果的影响 
Table 3  Effect of alkali on the determination of  

phosphatidylcholine 

碱液种类 NaOH KOH 

磷脂酰胆碱含量(%) (n=3) 14.46±0.13 19.31±0.07 

 
由表 3可以看出, 氢氧化钾的水解效果优于氢氧

化钠。由表 4 检验结果知, 由于| t |＞“t 双尾临界”, P

双尾＜0.05, 所以两平均值之间存在显著差异, 可以

判断, 氢氧化钾的水解效果显著优于氢氧化钠, 因此

选择氢氧化钾作为碱解用碱。 

2.5  水解时间对卵磷脂测定结果的影响 

水解时间会对胆碱的游离程度产生影响, 从而

影响测定结果。水解时间过短, 卵磷脂水解不完全, 

水解时间过长, 游离的胆碱被破坏。实验考察了不同

水解时间对测定值的影响, 结果如表 5。 

由表 5 可见, 随着水解时间的延长, 测得样品中

磷脂酰胆碱含量逐渐增加, 水解 4h, 测得的磷脂酰

胆碱含量达到 25.67%, 与样品已知磷脂酰胆碱含量

相符。继续延长水解时间, 磷脂酰胆碱变化平稳。当

水解时间超过 6h, 测得的磷脂酰胆碱含量下降, 这

可能是因为游离出的胆碱在碱和热的作用下被破坏。 

对第 4、5、6 组数据进行方差分析见表 6。 

对第 3、4 组数据进行方差分析见表 7。 

对第 6、7 组数据进行方差分析见表 8。 

根据表 6 方差分析结果, F＜F0.05(2,6), 三组数据

之间不存在显著性差异, 表 7 及表 8 结果显示, F＞

F0.05(1,4), 表明第 3、4 组数据, 及第 6、7 组数据间

存在显著差异。因此, 将水解时间控制在 4～6 h 之

内。 

2.6  其他组分的干扰及消除 

大豆卵磷脂的主要组成成分为磷脂酰胆碱(PC)、

磷脂酰乙醇胺(PE)和磷脂酰肌醇(PI)。其中, 磷脂酰

肌醇在制取的过程中很容易去除, 在最终的卵磷脂

产品中不存在, 而磷脂酰乙醇胺在乙醇中的溶解度 
 

表 4  成对双样本均值分析表 

Table 4  Paired two-samples mean analysis table 

 平均 方差 观测值 假设平均差 df t Stat P(T≤t) 双尾 t 双尾临界 

变量 1 14.46 0.0175 3 0 2 –68.695 0.000212 4.302653 

变量 2 19.30667 0.004433 3      
 

表 5  水解时间对磷脂酰胆碱测定结果的影响 

Table 5  Effect of hydrolysis time on the determination of phosphatidylcholine 

水解时间(h) 磷脂酰胆碱含量(%) 平均值(%) SD 

1 16.08 17.15 16.64 16.62 0.54 

2 19.91 19.89 20.74 20.18 0.49 

3 22.47 21.74 22.77 22.33 0.53 

4 25.89 25.98 25.13 25.67 0.47 

5 25.39 25.97 25.83 25.73 0.30 

6 25.87 25.86 24.77 25.50 0.63 

7 21.34 21.31 22.04 21.56 0.41 

8 20.67 20.61 21.23 20.84 0.34 
 

表 6  方差分析表 

Table 6  Variance analysis table 

差异源 SS df MS F 值 P 值 F 临界值 

组间 0.084689 2 0.042344 0.179088 0.840342 5.143253 

组内 1.418667 6 0.236444    

总计 1.503356 8     
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表 7  方差分析表 
Table 7  Variance analysis table 

差异源 SS df MS F 值 P 值 F 临界值 

组间 16.7334 1 16.7334 67.11257 0.001209 7.708647 

组内 0.997333 4 0.249333    

总计 17.73073 5     
 

表 8  方差分析表 

Table 8  Variance analysis table 

差异源 SS df MS F 值 P 值 F 临界值 

组间 23.24602 1 23.24602 81.5173 0.000834 7.708647 

组内 1.140667 4 0.285167    

总计 24.38668 5     
 

与磷脂酰胆碱相差不大, 不容易去除。磷脂酰乙醇胺

在碱性条件下水解游离出乙醇胺, 乙醇胺与雷氏盐

反应生成粉红色复盐结晶, 对磷脂酰胆碱的测定造

成干扰。 

称取 100 mg 磷脂酰胆碱标准品 2 份, 加入锥形

瓶中, 编号 1, 2, 向 2 号瓶中加入 50 mg 磷脂酰乙醇

胺标准品。按 1.2.4 节方法水解并将水解液与雷氏盐

溶液反应得到粉红色结晶。用蒸馏水洗涤结晶 3 次, 

用丙酮溶解结晶并定容至 25 mL, 测定丙酮溶液的吸

光度, 结果如表 9 所示。 

表 9  磷脂酰乙醇胺对测定结果的影响 

Table 9  Effect of phosphatidyl ethanolamine  
on the results 

编号 1 2 

吸光度 (n=3) 0.512 ± 0.003 0.780 ± 0.005 

 
由表 9 可以看出, 2 号测定结果明显高于 1 号, 说

明磷脂酰乙醇胺确实会对磷脂酰胆碱的测定造成   

干扰。 

干扰的消除：称取 100 mg 磷脂酰胆碱标准品 3

份, 加入锥形瓶中, 编号 1, 2, 3, 向 2 号、3 号锥形瓶

中加入 50 mg 磷脂酰乙醇胺标准品。按 1.2.4 节方法

水解, 并将水解液与雷氏盐溶液反应得粉红色结晶。

过滤, 1 号、2 号结晶用冰乙酸洗涤 3 次, 3 号结晶用

蒸馏水洗涤 3 次, 洗涤后的结晶用丙酮溶出, 并定容

至 25 mL。以丙酮作空白对照, 在 525 nm 处测溶液

吸光度 A。结果如表 10 所示。 

乙醇胺与雷氏盐反应生成复盐, 该复盐溶于冰

乙酸, 而雷氏盐胆碱复合物不溶于冰乙酸, 因此, 用

冰乙酸洗涤结晶可以消除磷脂酰乙醇胺的干扰。由表

10 结果可以看出, 2 号结晶用冰乙酸洗涤后, 测定结

果与 1 号相近, 与 3 号测定结果有很大差别, 表明冰

乙酸洗涤结晶可以消除磷脂酰乙醇胺的干扰。 
 

表 10  冰乙酸洗涤结晶对测定结果的影响 

Table 10  Effect of washing crystallization with glacial 
acetic acid on the results 

编号 1 2 3 

吸光度 0.513±0.006 0.517±0.289 0.787±0.004 

 

2.7  重复性实验结果 

取 0.5 g 卵磷脂样品 6 份, 按 1.2.4 节方法水解 5 

h, 测定雷氏盐胆碱复合物吸光度。结果如表 11 所示。 
 

表 11  重复性实验结果 
Table 11  Repeatability experimental results 

实验号 吸光度 RSD(%) 

1 0.640 

2 0.649 

3 0.653 

4 0.645 

5 0.655 

6 0.648 

0.840 

 

由表 11 可知, 重复性时验的 RSD 值小于 1%, 

证明新建立的测定方法重复性好, 方法具有较高的

稳定性, 可以满足检测要求。 

2.8  雷氏盐胆碱复合物丙酮溶液稳定性实验结

果 

取 0.5 g卵磷脂样品加入到 150 mL锥形瓶中, 按

1.2.4 节方法水解 5 h, 测定雷氏盐胆碱复合物丙酮溶

液的吸光度, 每隔 30 min 测定一次。结果如表 12   

所示。 
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表 12  稳定性实验结果 

Table 12  Stability experimental results 

丙酮溶液放置时间(min) 吸光度(n=3) 

0 0.657±0.002 

30 0.657±0.001 

60 0.656±0.001 

90 0.658±0.003 

120 0.656±0.004 

150 0.656±0.002 

 
由表 13 方差分析结果可以看出, F＜F0.05(5,12), 

在实验考察的时间范围内, 丙酮溶液放置时间对测

定结果无显著影响, 因此, 雷氏盐胆碱复合物的丙酮 

溶液在 2.5 h 之内有良好的稳定性。 

2.9  准确度实验结果 

平行称取 6 份大豆卵磷脂样品(磷脂酰胆碱含量

=26%), 每份约 0.2 g, 分别加入磷脂酰胆碱标准品 50 

mg。按 1.2.4 节方法测定磷脂酰胆碱含量, 计算回  

收率。 

由加标回收率实验结果可以看出, 该方法的回

收率在 95%～103%之间, RSD值为 2.30%, 由此可知, 

本方法具有较好的准确度, 可靠性高。 

2.10  本实验方法与高压液相色谱法比较 

取 0.5 g 大豆卵磷脂样品(磷脂酰胆碱含量为 

 
表 13  丙酮放置时间的方差分析表 

Table 13  Analysis of variance for placed time of acetone 

差异源 SS df MS F 值 P 值 F 临界值 

静置时间(组间) 

误差(组内) 

8.78×10–6 

5.77×10–5 

5 

12 

4.39×10–6 

3.84×10–6 
1.141618 0.345538 3.68232 

总和 6.64×10–5 17     

 
表 14  加标回收率实验 

Table 14  Recovery experimental results 

样品量/g 
样品中含量 

/mg 

标准品 

加入量/mg 
测得值/mg 回收率/% 平均回收率/% RSD(%) 

0.1982 51.45 50.00 99.26 95.62 

0.1993 51.74 50.00 99.79 96.10 

0.1892 49.12 50.00 100.48 102.72 

0.1989 51.63 50.00 100.95 98.64 

0.1997 51.84 50.00 100.79 97.90 

0.1898 49.27 50.00 98.89 99.24 

98.37 2.30 

 
26%), 分别采用本方法及高压液相色谱法测定磷脂

酰胆碱含量, 每种方法测定 6 次, 比较测定结果。 

由检验结果知, 由于| t |＜“t双尾临界”, P双尾＞

0.05, 所以两平均值之间无显著差异, 因此可以判断, 

新方法与高压液相色谱法正确度是一致的。 

表 15  本方法与高压液相色谱法测定结果比较 

Table 15  Comparation between the new method  
and HPLC 

 新方法 高压液相色谱法

磷脂酰胆碱含量(%) (n=6) 25.67±0.29 25.99±0.01 

 

 
表 16  成对双样本均值分析表 

Table 16  Paired two-samples mean analysis table 

 平均 方差 观测值 假设平均差 df t Stat P(T<=t) 双尾 t 双尾临界 

变量 1 25.672 0.08498 6 0 5 -2.567 0.0502 2.571 

变量 2 25.985 0.00011 6      
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3  结  论 

用碱解法处理样品, 通过测定游离出的胆碱的

量来检测磷脂酰胆碱含量, 操作简便, 抗干扰性强。

经方法学验证, 具有较高的精密度和稳定性, 回收率

在 95%～103%之间, 测定结果准确、可信, 适用于测

定卵磷脂制品中磷脂酰胆碱含量。 

通过测定卵磷脂中胆碱含量的多少, 计算出磷

脂酰胆碱的含量。该方法的建立, 不仅能够准确地测

定出产品中磷脂酰胆碱的含量, 统一卵磷脂的测定

标准, 而且能够衡量出卵磷脂产品保健功能的优劣。 
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