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摘要：建立了凝胶净化系统与高效液相色谱－蒸发光散射检测器结合对食用油脂中胆固醇含量测
定的方法。结果表明：胆固醇质量浓度在２～２００μｇ／ｍＬ范围内，胆固醇质量浓度的对数与峰面积
对数线性关系良好，相关系数为０．９９８９，检出限为１０ｍｇ／ｋｇ，回收率为９４．０１％ ～１０３．８０％，相对
标准偏差为１．１２％～７．２５％。该方法可有效减少烦琐的前处理过程对样品中胆固醇含量造成的
损失，避免检测过程中出现溶剂响应和溶剂峰干扰，方法简单、可行、有效。
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　　胆固醇又称胆甾醇，是动物组织细胞不可缺少
的重要物质，其不仅参与形成细胞膜，而且是合成胆

汁酸、维生素Ｄ以及甾体激素的原料［１－２］。但过多

摄入胆固醇，会引起高胆固醇血症、心肌缺血、心绞

痛、脑软化、脑梗塞、冠心病等［３－４］，严重者会导致急

性心肌梗塞甚至猝死。

食用油脂主要分为动物油脂、植物油脂和动植

物混合油脂，由于自然界中的胆固醇主要存在于动

物性食物之中，植物性食物中只存在结构上与胆固

醇十分相似的物质———植物固醇，故本方法只研究

动物油脂和动植物混合油脂。食用油脂中胆固醇测

定常见于比色法、酶催化法、气相色谱法、液相色

谱－紫外检测法、液相色谱－质谱法［５－７］，前处理方

法普遍采用皂化、提取与浓缩的方法，其前处理过程

烦琐，易造成胆固醇损失，影响检验结果的准确

性［８］。本文采用凝胶净化系统进行前处理结合高

效液相色谱－蒸发光散射检测器测定的方法相较于
传统检测方法简化了皂化与提取过程，充分利用了

凝胶净化系统预分离与净化功能［９］，又发挥了蒸发

光抗干扰能力强的特点，可有效减少因烦琐的前处
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理过程导致的胆固醇损失，还可有效改善重现性低

与溶剂干扰问题，方法简单有效。

１　材料与方法
１．１　实验材料

本实验所用动物油脂样品为攀枝花市食用动物

油脂生产企业送检样品，动植物混合油脂样品为攀

枝花市餐饮企业中抽检样品。

乙酸乙酯（色谱纯）、环己烷（色谱纯）、甲醇（色

谱纯）、胆固醇标准物质（纯度９９．６％），中国计量科
学研究院。

Ｕ３０００型双三元液相色谱仪，美国赛默飞世尔
科技有限公司；ＧＰＣＣｌｅａｎｕｐ８００全自动凝胶净化系
统；２０００ＥＳ型蒸发光散射检测器，美国奥泰科技有
限公司；ｍＬＩＮＥ单道手动移液器，芬兰百得实验仪
器（苏州）有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　样品前处理

分别称取０．５ｇ（精确至０．０１ｇ）动物油脂样品
和动植物混合油脂样品于不同容量瓶中，用乙酸乙

酯－环己烷（１∶１）溶液［１０－１１］分别定容至１０．０ｍＬ，
经凝胶色谱装置净化（凝胶色谱柱 Ｂｉｏ－ＢｅａｄｓＳ－
Ｘ３（２０ｍｍ×３００ｍｍ），流动相为乙酸乙酯 －环己烷
（１∶１），流速５ｍＬ／ｍｉｎ，流出收集时间２５ｍｉｎ，检测
波长２０５ｎｍ，进样量５．０ｍＬ），收集流出液，氮吹至
近干，用无水乙醇定容至５．０ｍＬ，溶液过０．４５μｍ
有机滤膜，收集滤液于进样瓶中，待液相色谱测定。

１．２．２　标准溶液配制
胆固醇标准储备液（１．０ｍｇ／ｍＬ）：准确称取胆

固醇标准品０．０５ｇ（精确至０．１ｍｇ），用无水乙醇溶
解并定容至５０ｍＬ。

胆固醇标准使用液（２００μｇ／ｍＬ）：吸取胆固醇
标准储备液１０ｍＬ，用无水乙醇定容至５０ｍＬ。

胆固醇标准工作液：分别吸取胆固醇标准使用

液１０、２５、５０、２５０、５００、１０００μＬ于１．５ｍＬ进样瓶
中，用移液管再分别吸取无水乙醇 ９９０、９７５、９５０、
７５０、５００、０μＬ，该标准系列工作液的质量浓度分别
为２、５、１０、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ。
１．２．３　高效液相色谱条件

ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇，柱温３５℃，流速１．０
ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１０μＬ［９］。蒸发光散射检测器条件：
漂移管温度７０℃，雾化器气体流量２．５Ｌ／ｍｉｎ，工作模
式，不分流模式（撞击器关闭）［１２］，信号放大系数１。
２　结果与分析
２．１　标准曲线的线性范围和检出限

因蒸发光散射检测器响应值与粒子质量（浓

度）成双对数关系［１３－１４］，故以标准溶液质量浓度的

自然对数（Ｘ）为横坐标，以相应峰面积的自然对数
（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，其线性回归方程为
Ｙ＝１．３５２Ｘ＋４．３８８，相关系数 Ｒ２＝０．９９８９，线性范
围２～２００μｇ／ｍＬ。本方法采用３倍信噪比所对应
质量浓度为仪器检出限，计算出３倍信噪比所对应
质量浓度为０．５μｇ／ｍＬ，按本方法计算方法检出限
为１０ｍｇ／ｋｇ。
２．２　回收率及精密度实验

分别称取同一均匀动物油脂样品（胆固醇含量

０．５５ｇ／ｋｇ）０．５０ｇ共１８份，将样品分成３组，按低、
中、高３个加标量加入标准溶液于３组样品中，将３
组样品按照１．２．１方法进行前处理后其样品溶液中
胆固醇含量分别达到３２．５、８７．５、１７７．５μｇ／ｍＬ，进
行６样本平行分析，计算回收率与精密度，测定结果
见表１。动植物混合油脂样品（胆固醇含量 ０．２６
ｇ／ｋｇ）回收率及精密度实验与动物油脂样品回收率
及精密度实验方法相同，加标后样品溶液中胆固醇

含量分别达到１８．０、７３．０、１６３．０μｇ／ｍＬ，测定结果
见表２。

从表１、表２可以看出，动物油脂样品线性范围
内加标回收率可达９４．７８％ ～１０３．８０％，相对标准
偏差（ＲＳＤ）在１．５７％ ～７．２３％之间；动植物混合油
脂样品线性范围内加标回收率可达 ９４．０１％ ～
９８８１％，相对标准偏差（ＲＳＤ）在 １．１２％ ～７．２５％
之间。

表１　动物油脂样品胆固醇含量测定回收率及
精密度实验结果

样品本底值／
（μｇ／ｍＬ）

加标量／
（μｇ／ｍＬ）

测定值／
（μｇ／ｍＬ）

ＲＳＤ／％ 平均回

收率／％

２７．５ ００５

０３２．３９１１
０３２．５６４１
０３２．３８６３
０３３．２５６７
０３３．０６３８
０３２．４７６５

７．２３ １０３．８０

２７．５ ０６０

０８９．９９４７
０８８．６４７１
０８５．３３４９
０８６．００２４
０８７．９２９３
０９０．７０７６

３．５２ １０１．００

２７．５ １５０

１７０．００００
１７１．０１４７
１６８．３７００
１７０．３５４８
１７２．３３６９
１６５．９７４４

１．５７ ９４．７８
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表２　动植物混合油脂样品胆固醇含量测定
回收率及精密度实验结果

样品本底值／
（μｇ／ｍＬ）

加标量／
（μｇ／ｍＬ）

测定值／
（μｇ／ｍＬ）

ＲＳＤ／％ 平均回

收率／％

１３．０ ００５．０

０１７．５５３３
０１７．９９２９
０１７．７５９０
０１８．１４８９
０１７．５４１５
０１７．２０６９

７．２５ ９４．０１

１３．０ ０６０．０

０７１．９６８４
０７２．９７８９
０７０．８４６７
０７２．８９１３
０７１．９３６５
０７３．１００２

１．４７ ９８．８１

１３．０ １５０．０

１５５．９５００
１５６．３３１１
１５７．６４５９
１６０．３３５４
１５７．３５６４
１５６．３３５８

１．１２ ９６．２２

２．３　讨论
本方法检出限达到１０ｍｇ／ｋｇ，相较于国家标准

方法ＧＢ５００９．１２８—２０１６《食品安全国家标准 食品
中胆固醇的测定》具有更低的检出限；由于蒸发光

散射检测器固有特性，检测中不会出现类似紫外检

测器或者二极管阵列检测器中负溶剂峰现象，其色

谱峰峰形对称，干扰较小。标准溶液系列线性相关

系数可达 ０．９９８９，超过国家标准 ＧＢ／Ｔ２７４０４—
２００８对检测方法确认的要求，同采用国家标准方法
使用容量瓶为定容容器配相同质量浓度的标准溶液

进行对比，其峰响应值相近程度达到９９．７％以上。
采用乙酸乙酯－环己烷溶液直接提取结合凝胶

净化系统处理方法相较于采用传统皂化、提取、浓缩

前处理方法，凝胶系统因具有净化与预分离作用，减

少了杂质干扰，也减少了过多操作步骤造成的成分

损失与误差［１５］，提高了样品加标回收率，样品检测

重现性更好，ＲＳＤ也在国家标准 ＧＢ／Ｔ２７４０４—２００８
对检测方法确认的控制范围内。

３　结　论
利用凝胶净化结合高效液相色谱－蒸发光散射

检测器测定食用油脂中胆固醇含量的方法检出限为

１０ｍｇ／ｋｇ，测定食用油脂时回收率可达９４．０１％ ～
１０３．８０％；对于低含量的样品测定时精密度在
７５％以内，检测中不会出现溶剂峰干扰。前处理过
程采用乙酸乙酯－环己烷溶液直接提取结合凝胶净

化系统的方法可简化传统胆固醇测定中前处理过

程，有利于提高工作效率，降低系统误差。

通过实验验证，该方法不仅适用于食用油脂中

胆固醇含量测定，同样也适用于包含动物性食品、动

植物混合性食品胆固醇含量测定，并具有与食用油

脂中胆固醇含量测定相近的检出限、回收率以及

ＲＳＤ。另外，本方法可以作为胆固醇含量常用检测
方法的一种补充，对于同时具有蒸发光散射检测器

与紫外检测器或者二极管阵列检测器的实验室可以

扩展仪器故障排查的方式与实验室内部仪器、方法

比对方式。关于社会普遍关注的餐饮行业是否使用

回收油脂或“地沟油”，可利用本方法检测其胆固醇

含量进行间接筛查与判别。
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