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高压液相色谱法测定林蛙油、中华绒螯蟹卵和 
鲫鱼卵中雌二醇的含量 

李  婷 1, 王  铮 1, 张海波 1, 金莉莉 1, 王秋雨 1*, 马玉珠 2 
(1. 辽宁大学生命科学院, 沈阳  110036; 2. 辽宁北方山奇生物科技有限公司, 沈阳  100010) 

摘  要: 目的  利用高压液相色谱法测定东北林蛙输卵管(林蛙油)、中华绒螯蟹卵(蟹黄)以及鲫鱼卵(籽)中雌二醇

的含量。方法  色谱柱为 Agilent Zorbax SB-C18柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm), 流动相为乙腈-水(63:37), 检测波长

280 nm, 流速 1.0 mL/min, 柱温 30 ℃, 进样量为 10 μL。结果  在 0.3∼10 μg/mL浓度范围内, 高压液相色谱图峰

面积与雌二醇浓度线性关系良好, 其回归方程为 Y=4203.8X-661.95, 相关系数 R=0.9991。林蛙油、中华绒螯蟹卵

和鲫鱼卵中雌二醇的含量分别为 3.00、0.42、0.54 μg/g。结论  超声波法可以有效提取样品中的雌二醇, 通过优

化所建立的方法对其具有良好的线性关系和回收率, 高压液相色谱峰型美观、分离效果好。 
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Estradiol concentration in Rana oviduct, ovum of Eriocheir sinensis and 
ovum of Crucian carp by high pressure liquid chromatography 

LI Ting1, WANG Zheng1, ZHANG Hai-Bo1, JIN Li-Li1, WANG Qiu-Yu1*, MA Yu-Zhu2 
(1. Life Science, Liaoning University, Shenyang 110036, China; 2. Bei Fang Shan Qi Biological Technology 

Co., Ltd. of Liaoning, Shenyang 100010, China) 

ABSTRACT: Objective  To determine the concentration of estradiol in Rana oviduct, ovum of Eriocheir si-
nensis and ovum of Crucian carp by high pressure liquid chromatography. Methods  The chromatographic 
column Agilent Zorbax SB-C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used. Chromatographic conditions were as fol-
lows: the mobile phase was acetonitrile-water (63:37), the detection wavelength was 280 nm, the flow rate was 
1.0 mL/min, column temperature was 30 , and ℃ sample amount was 10 μL. Results  A good linearity were 
obtained in the range of estradiol concentration 0.3∼10 μg/mL with the above condition. Its regression equation 
was Y=4203.8X-661.95 with the correlation coefficient R=0.9991. The estradiol concentration of Rana oviduct, 
ovum of Eriocheir sinensis and ovum of Crucian carp were 3.00, 0.42, 0.54 μg/g, respectively. Conclusion  
The estradiol in these samples could be extract effectively by ultrasonic method. The optimized method has a 
good relationship and recovery rate for estradiol, and its peak pattern and separating effect of HPLC was good. 
KEY WORDS: Rana oviduct; ovum; Eriocheir sinensis; Crucian carp; High pressure liquid chromatography; 
estradiol 
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1  引  言 

林蛙油(俗称哈士蟆油)是成熟雌性东北林蛙的
干燥输卵管, 是已载入《中药大词典》的珍贵滋补佳
品, 具有润肺生津、补肾益精等功效[1]。现代生物医

学实验证明其具有抗疲劳, 延缓衰老和增强免疫力
等作用[2]。林蛙油中所含的雌激素主要为雌二醇, 对
治疗一些女性妇科疾病、预防骨质增生[3]、调节体内

脂质代谢有一定功效, 但是过多摄入雌二醇, 也会导
致人体某些癌症的发生, 如乳腺癌、子宫内膜癌、
卵巢癌等[4]。中华绒螯蟹卵俗称蟹黄, 是螃蟹体内的
卵, 其中含有丰富的蛋白质、磷脂等, 营养丰富, 有
清热解毒、补骨活血、滋阴祛痰的功效, 而且对于
淤血、黄疸、腰腿酸痛和风湿性关节炎等有一定的

食疗效果[5]。鱼籽则为鱼卵, 蛋白质含量高, 也富有
胆固醇, 是人类大脑和骨髓的良好补充剂、滋长剂, 
鱼籽不仅具有促进发育、增强体质、健脑等作用, 而
且还可以起到乌发的作用, 使人焕发青春[6]。迄今文

献报道了多种测定雌二醇的HPLC方法, 但尚未见测
定蟹黄和鱼籽中雌二醇含量的报道。本文采用高压液

相色谱法测定林蛙油、螃蟹黄以及鲫鱼籽中雌二醇的

含量, 意在为林蛙油的食用安全性提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料、试剂与主要仪器 

林蛙油产于辽宁宽甸; 中华绒螯蟹、鲫鱼购于辽
宁沈阳北行农贸市场; 雌二醇、甲醇、乙腈为色谱纯, 
丙酮为分析纯, 购于北京鼎国昌盛生物技术有限责
任公司; 高压液相色谱仪 Waters e2695 Separations 
Module(沃特世科技有限公司 ); 检测器为 Waters 
2998 Phtodiode Array Detector(沃特世科技有限公司); 
工作站为 Empower(沃特世科技有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  色谱条件: 色谱柱为 Agilent Zorbax SB-C18 

(4.6 mm×250 mm, 5 μm), 流动相为乙腈-水(63:37)[7], 
检测波长为 280 nm, 流速为 1.0 mL/min, 柱温为
30 ℃, 进样量为 10 μL[8,9]。 
2.2.2  标准品溶液的制备: 精密称定干燥至恒重的
色谱级雌二醇 10 mg于 100 mL容量瓶中, 加入甲醇
使其溶解并定容至刻度, 摇匀, 配置成 100 μg/mL的
标准品溶液[10]。 

2.2.3  样品溶液的制备: 分别取烘干至恒重的林蛙
油、中华绒螯蟹卵和鲫鱼籽, 用研钵研细, 分别精密
称定 1.000、2.000、5.000 g样品置于锥形瓶中, 加入
50 mL丙酮, 浸泡 24 h后, 超声处理 40 min, 滤纸过
滤; 将滤渣重新置于 50 mL丙酮浸泡 24 h, 超声并过
滤(条件如上), 合并滤液, 使用旋转蒸发仪干燥, 用
1 mL的甲醇溶解, 即得到样品溶液[11]。 
2.2.4  标准品线性关系测定  将标准品溶液分别稀
释成 0.3、0.5、1、5、10 μg/mL, 进样 10 μL, 按照上
述色谱条件进行测定, 以雌二醇的质量为横坐标, 峰
面积为纵坐标, 绘制标准曲线, 得出回归方程及相关
系数。 
2.2.5  样品雌二醇含量的测定  分别将样品溶液经
色谱仪 10 μL进样, 同样按照上述色谱条件进行测定, 
根据同一保留时间下的出峰面积, 外标法计算样品
中雌二醇的含量。 

3  结果与分析 

3.1  线性关系 

雌二醇标准品溶液的高压液相色谱图见图 1。实
验测得雌二醇标准品溶液在 0.30∼10 μg/mL范围具有
良好的线性关系, 回归方程为 Y=4203.8X-661.95, 相
关系数 R=0.9991。 

3.2  样品中的雌二醇含量 

根据峰面积外标法计算样品中的雌二醇含量 , 
林蛙油、蟹黄和鱼籽的含量分别为 3.00、0.42、0.54 
μg/g, 高压液相色谱图分别见图 2、图 3、图 4。 

3.3  精密度试验 

精密吸取标准品溶液, 按上述色谱条件, 连续
进样 6次, 测定的峰面积 RSD平均值为 1.08%, 结果
表明仪器的精密度良好。 

3.4  重复性试验 

分别精密吸取样品溶液, 按上述色谱条件, 连
续各进样 3 次, 测得林蛙油、蟹黄和鱼籽的峰面积
RSD平均值分别为 1.78%、1.05%、0.83%, 表明分析
方法重复性好。 

3.5  回收率试验 

向 3份样品中分别加入 80%、100%、120%的雌
二醇标准品, 每添加一浓度重复 3次, 按 2.2.3步骤制
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备样品溶液, 再按上述色谱条件进样, 测定并计算回
收率[12], 结果如表 1所示。三个样品中雌二醇的回收
率 分 别 为 97.29∼103.31% 、 99.43∼102.39% 、

98.36∼100.76%, RSD分别为 1.81%、1.47%、1.33%。 

4  讨论与结论 

在样品前处理过程中, 考虑到雌二醇不溶于水、
溶于丙酮、微溶于乙醇, 所以本实验选择用丙酮作为
提取溶剂[13]。鉴于超声波提取法方便且节省时间, 从
而选择用超声波提取法提取样品中的雌二醇。 

在本实验的色谱条件选择中, 由于乙腈和甲醇
的溶剂截止波长分别为 190 nm和 205 nm, 刘娟等[11]

发现蛤蟆油中雌二醇在 205 nm处有最大吸收峰, 修
丽华等[10]发现其在 280 nm波长处也有较强的吸收峰, 
为了排除溶剂峰对实验结果的影响, 最终选择 280 
nm 作为雌二醇的吸收波长。本研究经过多次摸索, 
尝试用乙腈和水作为流动相洗脱样品中的雌二醇[14], 
发现用乙腈作为流动相比甲醇的出峰效果好、分离完

全, 所以确定选择用乙腈和水作为流动相进行检测, 
更细化了流动相的比例, 最终选择乙腈-水的比例为 

 

图 1  雌二醇标准品溶液高压液相色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatogram of estradiol 

 

图 2  林蛙油样品高压液相色谱图 
Fig. 2  HPLC chromatogram of Rana oviduct 
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图 3  螃蟹黄样品高压液相色谱图 
Fig. 3  HPLC chromatogram of Eriocheir sinensis ovum 

 

图 4  鱼籽样品高压液相色谱图 
Fig. 4  HPLC chromatogram of Crucian carp ovum 

 
 
63:37。通过此分析方法, 三个样品中的雌二醇均得到
了很好的分离且回收率也满足要求, 从而为蟹黄及
鱼籽中雌二醇含量的测定提供了一定的理论依据 , 
具有广阔的应用前景。 

对于林蛙油中雌二醇含量的测定, 王丽兰[15]等

对哈士蟆油成分分析中, 通过从脂溶性物质中提取
雌二醇, 测定其含量为 52.3±5.89 pg/100 mg, 陈晓平
等[16]通过放免法测得林蛙油中雌二醇含量为 25.03 
μg/g。近期刘娟[11]等和李坚等[13]使用高压液相色谱法

测定林蛙油中雌二醇的含量, 结果分别为 3.6 μg/g和 
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表 1  样品的雌二醇回收率测定结果 
Table 1  Recoveries of estradiol in three samples 

样品 样品中雌二醇含量 (μg/g) 加入量 (μg/g) 测得量 (μg/g) 平均回收率 (%) 

林蛙油 3.0012 2.409 5.2635  

林蛙油 3.0084 3.008 6.2156 99.64 

林蛙油 3.0003 3.600 6.4904  

蟹黄 0.4236 0.336 0.7553  

蟹黄 0.4205 0.420 0.8498 100.98 

蟹黄 0.4196 0.504 0.9457  

鱼籽 0.5421 0.432 0.9581  

鱼籽 0.5413 0.541 1.0756 99.50 

鱼籽 0.5409 0.648 1.1979  

 
0.2271 mg/g。本文通过改进高压液相色谱条件, 对产
于辽宁宽甸的林蛙油中雌二醇进行了精确测定, 结
果为 3.00 μg/g, 与刘娟[11]的报道相似。 

林蛙油是营养价值极高的保健营养品, 但是民
间以及文献曾报道雌二醇可以引发癌症 [17,18], 使得
社会上部分人食用时出现担忧。本文比较了林蛙油、

蟹黄和鱼籽中的雌二醇含量, 实验结果表明, 三种样
品中均含有一定量的雌二醇。我们认为虽然林蛙油中

雌二醇含量相对较高, 但由于日常林蛙油食用量较
小, 按照成人(60 kg体重)食用林蛙油 3 g/日, 换算成
雌二醇的量约为每日摄入 9.00 μg, 相当于食用蟹黄
和鱼籽约 18 g。雌二醇为天然雌激素, 生物活性高, 
口服无效, 虽然在胃肠道迅速吸收, 但在肝脏很快被
代谢[19-21]。 
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