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Hilic 柱高效液相色谱法检测卵磷脂粉饮品中的 
磷脂酰胆碱 

颜方亮*, 李玉珍 
[捷通(广州)检测技术服务有限公司, 广州  510730] 

摘  要: 目的  建立亲水作用高效液相色谱法用于检测大豆卵磷脂粉饮品中的磷脂酰胆碱。方法  样品中的

磷脂酰胆碱用氯仿甲醇溶液(2:1, V:V)提取, 色谱柱为 XBridge Hilic BEH (250 mm×4.6 mm, 5 μm), 流动相以乙

腈和乙腈水溶液(2:1, V:V)进行梯度洗脱, 检测波长为 205 nm, 流量为 1.0 mL/min, 以峰面积为指标进行定量

分析。结果  大豆磷脂酰胆碱的保留时间为 18.04 min, 且在 0.009971~0.498600 mg/mL 范围内线性关系良好, 

相关系数 (r2)为 0.9994; 方法检出限为 7.5 µg/g, 测定结果的相对标准偏差为 1.18%, 加标回收率为

95.39%~99.52%, 样品溶液 24 h 内测定结果的相对标准偏差为 0.49%。结论  该方法使用亲水作用 Hilic 柱检

测大豆卵磷脂粉饮品中的磷脂酰胆碱, 前处理简单、快速、准确度高、分离度好、检测灵敏, 有效解决高效液

相法检测大豆磷脂酰胆碱需要经过氨基固相柱净化处理、分析时间长、操作复杂的问题, 适用于大批量检测

大豆卵磷脂粉饮品中的磷脂酰胆碱。 
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Determination of phosphatidylcholine in soybean lecithin powder by high 
performance liquid chromatography with Hilic column 

YAN Fang-Liang*, LI Yu-Zhen 
[Access (Guangzhou) Testing Technology Service Co., Ltd., Guangzhou 510730, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a hydrophilic high performance liquid chromatography for detecting 

phosphatidylcholine in soy lecithin powder beverages. Methods  Phosphatidylcholine in the sample was extracted 

using chloroform methanol solution (2:1, V:V), and the chromatographic column was XBridge Hilic BEH (250 

mm×4.6 mm, 5 μm). The mobile phase was gradient eluted with acetonitrile and acetonitrile aqueous solution (2:1, 

V:V), and the detection wavelength was 205 nm, with a flow rate of 1.0 mL/min. Quantitative analysis was performed 

using peak area as the indicator. Results  The results showed that the retention time of soybean phosphatidylcholine 

was 18.04 min, and there was a good linear relationship within the range of 0.009971–0.498600 mg/mL, with a 

correlation coefficient (r2) of 0.9994; the limit of detection of the method was 7.5 µg/g, the relative standard deviation 

of the determination result was 1.18%, the recovery rate of spiked solution was 95.39%–99.52%, and the relative 

standard deviation of the determination result within 24 hours of the sample solution was 0.49%. Conclusion  This 

method uses a hydrophilic Hilic column to detect phosphatidylcholine in soy lecithin powder beverages. The 
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pre-treatment is simple, fast, accurate, well separated, and the detection is sensitive. It effectively solves the problems 

of sample purification, long analysis time, and complex operation required for high performance liquid 

chromatography detection of soy lecithin choline. It is suitable for large-scale detection of phosphatidylcholine in soy 

lecithin powder beverages. 
KEY WORDS: phosphatidylcholine; high performance liquid chromatography; hydrophilic Hilic column 
 
 

0  引  言 

磷脂酰胆碱[1](phosphatidylcholine, PC)是一种两性分

子, 由亲水的头部和疏水的尾部组成, 是磷脂的一种, 在
头部插有一个胆碱基团。PC 不但有亲水性, 也有一定的脂

溶性, 是生物膜的重要组成成分, 具有很好的乳化性能, 
能转化体内的胆固醇[2–3], 调节脂肪和脂质代谢[4–8], 保持

皮肤水分, 增强记忆力[9–11]等。 
正相色谱法[12]在磷脂酰胆碱检测[13–17]有很多的应用, 

GB 5009.272—2016《食品安全国家标准 食品中磷脂酰胆

碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰肌醇的测定》检测 PC 也是正

相色谱法, 其流动相中的正已烷对液相仪器有一定的损伤, 
样品前处理需要用氨基固相萃取柱净化, 操作复杂, 分析

时间长。高效液相色谱法的首选应该是反相色谱法, 文献

中也有不少反相色谱法[18–19]配置不同的检测器[20–24]来检

测 PC 的含量。但文献方法在实际检测中发现存在杂质色

谱峰干扰、测试结果重现性差等问题。 
卵磷脂粉饮品中 PC 大多数是由大豆类植物提取获得, 

因而也称大豆 PC[25]。由于饮品的配方成分比较复杂, 按照

反相色谱法使用不同浓度的乙醇水溶液萃取样品, 分离度

未能达到检测要求。 
近年研究中发现, 二酰胺基色谱柱(Hilic)对强极性化

合物的分离效果理想[26–27], 但应用于 PC 的检测很少, 考
虑到 PC 也具有亲水性, 本研究使用亲水作用色谱法搭配

紫外检测器来分离 PC。通过方法学的考察, 探索 Hilic 亲

水作用 [28–30]高效液相色谱法的优点或者特点 , 并建立

Hilic 柱高效液相色谱法检测卵磷脂粉饮品中 PC 的含量, 
可为 Hilic 亲水作用色谱分离研究提供更多的应用数据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大豆卵磷脂粉(市售); 磷脂产品(纯度 80%, 市售)。 
PC 标准品(纯度 99.7%, 中国食品药品检定研究所); 

甲醇、乙腈(色谱纯, 德国 MERCK 公司); 氯仿(分析纯, 广
州化学试剂厂)。 

1.2  仪器与设备 

Alliance 高效液相色谱仪 (配置紫外检测器 , 美国

Waters 公司 ); XPE205 分析天平(感量为 0.1 mg, 瑞士

METTLER 公司); Elma S180H 超声波水浴器(广东东南科

创科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准储备溶液的制备 
准确称取 PC 标准品 50 mg, 用甲醇溶解并定容到

50 mL, 质量浓度为 1.00 mg/mL, 在 4 ℃下保存, 备用。 
1.3.2  样品前处理 

精密称取约 0.1 g 大豆磷脂粉末于 25 mL 容量瓶中, 加
入 20 mL 萃取液-氯仿甲醇溶液(2:1, V:V)超声提取 20 min, 
冷却至室温, 萃取液定容, 混匀。通过 0.22 μm 膜过滤即得

样品溶液。 
1.3.3  制备标准工作溶液 

使用标准储备溶液按表 1 配制相应浓度的标准工作

溶液, 过 0.22 μm 有机滤膜过滤, 在 4 ℃下保存。 
 

表 1  标准工作溶液配制 
Table 1  Preparation of standard working solution 

序号 移取体积/mL 定容体积/mL 质量浓度/(mg/mL)

1 0.1 10 0.009971 

2 0.2 10 0.019940 

3 0.5 10 0.049860 

4 1.0 10 0.099710 

5 2.0 10 0.199400 

6 5.0 10 0.498600 
 

1.3.4  色谱分析条件 
色谱柱为有亲水作用的 XBridge Hilic BEH (250 mm× 

4.6 mm, 5 μm), 流动相 A 相为乙腈, B 相为乙腈水溶液(2:1, 
V:V), 按表 2 进行梯度洗脱, 检测波长为 205 nm, 流量为

1.0 mL/min, 进样量 10 μL。 
 

表 2  梯度洗脱设置 
Table 2  Gradient elution setting 

时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

0 1.0 100 0 
8 1.0 80 20 

12 1.0 55 45 
16 1.0 20 80 
20 1.0 0 100 
22 1.0 0 100 

24 1.0 100 0 

25 1.0 100 0 
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1.3.5  方法验证 
称取大豆卵磷脂粉样品, 按照色谱优化后的方法, 平

行测定 6 次, 计算 PC 的相对标准偏差, 考察方法的重现性; 
根据大豆磷脂中 PC 的含量, 按本底值的 40%、60%、80%
共 3 个水平, 完成加标回收率实验, 从而计算和评估方法

的准确度。 

1.4  数据处理 

本研究检测数据的定性定量分析和目标物质色谱图

在沃特世 Empower 3 on WAT 12 软件中完成, 数据分析利

用 Microsoft Excel 365 进行数据录入及整理, 可视化图形

的绘制由 Minitab 21 软件完成。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的优化 

流动相洗脱条件为: A 相为乙腈, B 相为乙腈水溶液

(2:1, V:V), 按表 2 梯度洗脱, 色谱柱为硅胶柱 LiChro CART 
Si 60A 5 (250 mm×4.0 mm, 5 μm), 测定 PC 样品含量时, 目
标峰拖尾因子为 1.4, 峰宽不尖锐。色谱图如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  PC 供试样品的色谱图(1) 
Fig.1  Chromatogram of PC samples (1) 

 
流动相洗脱条件为: A 相为乙腈, B 相为乙腈水溶液

(2:1, V:V), 按表 2 梯度洗脱 , 色谱柱为有亲水作用的

Zic-cHilic (100 mm×4.6 mm, 3 μm), 测定 PC 样品含量时, 
峰高明显增加, 峰形比硅胶柱改善, 但目标峰附近有干扰

峰, 分离效果不佳。色谱图如图 2 所示。 
 

 
 

图 2  PC 供试样品的色谱图(2) 
Fig.2  Chromatogram of PC samples (2) 

流动相洗脱条件为: A 相为乙腈, B 相为乙腈水溶液

(2:1, V:V), 按表 2 梯度洗脱 , 色谱柱为有亲水作用的

XBridge Hilic BEH (250 mm×4.6 mm, 5 μm), 高效液相色

谱法在测定 PC 含量时, PC 标准品和供试样品的色谱图如

图 3 所示。标准品和样品峰型良好, 目标峰附近没有杂峰

或干扰峰出现。 
最终确定色谱柱为 : 有亲水作用的 XBridge Hilic 

BEH (250 mm×4.6 mm, 5 μm)。 

 

 
 

图 3  PC 标准品(a)和供试样品(b)的色谱图 
Fig.3  Chromatograms of PC standards (a) and samples (b) 

 
2.2  提取溶剂的选择 

有研究表明, 低碳醇适合提取 PC, 超声强化乙醇提

取[31]是可行的萃取方法, 但使用不同浓度的乙醇水溶液萃

取供试样品时, 测得 PC 峰附近有一定的干扰。按照 GB 
5009.272—2016 的前处理, 直接用氯仿提取样品, 用反相

色谱法进样分析可能存在问题。本研究配制不同浓度的氯

仿甲醇溶液来萃取样品, 以化合物响应值和峰形态为评价

标准, 发现当氯仿甲醇溶液=2:1 (V:V)时, 溶剂能极好地溶

解样品, 测出的目标峰分离度良好, 峰形也好, 回收率也

能达到检测要求。因此本研究选择氯仿甲醇溶液(2:1, V:V)
作为大豆卵磷脂粉饮品供试品的提取溶剂。 

2.3  方法学验证 

2.3.1  线性关系和检出限 
将表 1 溶液测得的 PC 峰面积(Y)为纵坐标, 质量浓度

(X, mg/mL)为横坐标绘制标准曲线(图 2), 得到回归方程为
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Y=1905354X–13127 (r2=0.9994), 表 明 PC 在 0.009971~ 
0.498600 mg/mL 范围内具有良好的线性关系。按照色谱仪 3
倍信噪比(S/N), 得出本方法的检出限为 7.5 µg/g, 比 GB 
5009.272—2016 方法检测 PC(检出限为 1.2 mg/g)的灵敏

度高。 

 

 
 

图 4  PC 标准曲线 
Fig.4  Standard curve of PC 

 
2.3.2  重复性实验 

按实验方法要求, 制备供试品样品 6 份, 并检测样品

中PC含量, 结果见表3。样品含量的相对标准偏差为1.18%, 
说明该方法重复性良好, 适用于检测饮品中 PC 含量。 

 
表 3  PC 含量 

Table 3  PC content 

测定次数 PC 含量/(mg/g) 相对标准偏差/% 

1 60.49 

1.18 

2 61.34 

3 60.15 

4 61.92 

5 60.24 

6 61.31 

平均值 60.91  

 
2.3.3  准确度 

按实验方法要求, 制备供试品样品 9 份, 加入低、中、

高 3 个水平的加标溶液, 由表 4 可知, PC 的回收率为

95.39%~99.52%, 回收率的相对标准偏差为 1.29%, 平均回

收率为 97.65%, 都能达到检测的要求。采用这个方法检测

卵磷脂粉饮品中 PC 含量具有较好的准确度。 
2.3.4  稳定性实验 

按实验方法要求, 制备供试品样品, 分别于 0、2、4、
8、12、24 h 进样, 通过比较峰面积的大小变化来评价样

品溶液的稳定性, 检测结果见表 5。平均值为 5337566, 
相对标准偏差为 0.49%, 表明该样品溶液在 0~24 h 内较

为稳定, 符合《中国药典》2020 版 9101 分析方法验证指

导原则。 

表 4  准确度结果(n=3) 
Table 4  Results of accuracy (n=3) 

PC 
加标量

/mg 

PC 
本底值

/mg 

PC 
测定值

/mg 

PC 
回收率 

/% 

平均 
回收率 

/% 

PC 的相对

标准偏差
/% 

 6.2312 8.7573 97.15    
2.6002 8.5060 11.0390 97.42    

 7.3625 9.8427 95.39    
 7.9678 11.8130 98.59    

3.9002 6.6592 10.4196 96.41  97.65 1.29 
 7.7722 11.6538 99.52    
 7.2646 12.3980 98.71    

5.2003 7.6743 12.7420 97.45    
 8.3225 13.4276 98.17    

 
 

表 5  样品溶液的稳定性 
Table 5  Stabilities of sample solution 

时间/h 峰面积 平均值 相对标准偏差/%

0 537457   

2 536340   

4 533311 5337566 0.49 

8 530884   

12 532758   

24 531785   

 
2.3.5  实际样品测定 

用本方法对 3 个厂家 4 种大豆磷脂产品中 PC 含量进

行测定。由表 6 可知, 不同大豆磷脂样品中测得 PC 的含量

与 COA 相差不大, 说明该方法可用于大豆磷脂中的 PC 的

检测, 结果准确。 

 
表 6  大豆磷脂中 PC 的测定结果 

Table 6  Determination results of PC in soybean phospholipids 

样品编号 PC 含量/% PC 平均含量/% COA 值/%

厂家 1 产品 18.10 
18.22 18.16 16.60 

厂家 2 产品 78.46 
80.86 79.66 80.80 

厂家 3 产品 a 31.86 
31.91 31.88 35.65 

厂家 3 产品 b 22.38 
22.23 22.30 21.84 

注: 厂家质量报告(certificate of analysis, COA)。 
 

3  结  论 

本研究建立了 Hilic 柱高效液相色谱法检测大豆卵磷

脂粉饮品中的 PC。该方法使用有亲水作用的 Hilic 柱分离

PC, 氯仿甲醇溶液(2:1, V:V)作为提取溶剂, 乙腈-水二元

体系作为流动相, 超声处理即可上机检测, 不需要过氨基
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固相萃取柱净化样品 , 提高了检测效率。相比 GB 
5009.272—2016, 目标峰的保留时间大大提前, 缩短了检

测时间。经过方法学考察, 目标峰峰形良好, 分离度、线

性关系和重复性都能满足检测的要求, 检出限为 7.5 µg/g, 
相 比 国 标 方 法 , 灵 敏 度 更 高 , 加 标 回 收 率 在

95.39%~99.52%之间, 准确度较高, 实际检测值与产品出

厂检测报告值比对结果差异不大。本研究结果可丰富卵磷

脂中 PC 的检测方法, 为 PC 的高效检测提供参考。 
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