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摘要!建立了适用于蛋黄卵磷脂!供注射用#中棕榈酸&棕榈油酸&硬脂酸&油酸&亚油酸&花生四烯

酸&二十二碳六烯酸含量测定的分析方法' 样品在具塞试管直接水浴加热甲酯化"正庚烷常温振荡

提取后进气相色谱仪在起始柱温 !#"[下进行分析"利用外标法计算 % 种脂肪酸的含量' 方法的

专属性&精密度&准确度&耐用性考察均符合规定"在一定的质量浓度范围内"% 种脂肪酸甲酯质量

浓度与峰面积具有良好的线性关系"相关系数均大于 "'(((' 该方法适用于蛋黄卵磷脂!供注射

用#中 % 种脂肪酸含量的测定'
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66蛋黄卵磷脂是从蛋黄中提取并精制得到的天 然磷脂混合物$主要成分为磷脂酰胆碱0# $21

$具有

较好的乳化&分散&消泡等特性$被广泛用于脂肪

乳&脂质体等特殊注射剂种09 $&1

# 当作为各类肠

外营养剂&载药脂肪乳辅料或产品中的蛋黄卵磷

脂用量达 #":或以上时$需考察蛋黄卵磷脂脂肪

酸含量#
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目前$国内暂无权威资料收录蛋黄卵磷脂脂肪

酸测定方法$而脂质类脂肪酸测定方法在'中国药

典+四部与hI3""('#&8)!"#&'食品安全国家标准

食品中脂肪酸的测定+均有收录# 但国标方法前处

理复杂$气相运行时间需 (" Q.,$测定效率低# '中

国药典+四部涉及脂质脂肪酸测定方法在大豆油&

橄榄油&山嵛酸甘油酯&月桂酰聚氧乙烯甘油酯&油

酸山梨坦&氢化大豆油&氢化蓖麻油等品种中均有收

录$其中大豆油脂肪酸测定方法与橄榄油&山嵛酸甘

油酯&氢化蓖麻油脂肪酸测定方法完全一致$说明该

法适用范围广$因此本文选择中国药典四部'大豆

油+脂肪酸项(下称!大豆油中典方法"*为参考$通

过适度优化$建立一种适用于蛋黄卵磷脂(供注射

用*脂肪酸含量测定方法$该方法经过方法学验证$

可应用到企业内控及小试研究中$为日后的分析工

作提供参考#

$%材料与方法

#'#6实验材料

蛋黄卵磷脂(供注射用*样品(批号 =2"#8#!"#&

=2"#8#!"!&=2"#8#!"2*$广州白云山汉方现代药业

有限公司#

棕榈酸甲酯(I7ID%!83$(('":*&硬脂酸甲酯

(h7ID(%2"$(('3:*&油酸甲酯(I7Ie(839D$(('":*&

亚油酸甲酯(I7ID2"%8$(8'3:*&花生四烯酸甲酯

(5AID%932$#""'":*标准品$5.0QT公司%棕榈油

酸甲酯((!%!""9&$(('":*&二十二碳六烯酸甲酯

(l((!"#3"$(('":*标准品$?>\HA公司%正庚烷&

甲醇&氢氧化钠&氯化钠&无水硫酸钠$均为分析纯$

广州化学试剂厂%#9:三氟化硼甲醇溶液$分析纯$

美国 5.0QT公司#

安捷伦 %8("?气相色谱仪(搭配 C=B检测器*$

赛默飞变色龙色谱工作站$岛津 ?\!!3YB电子天

平$明澈$B!9]D纯水)超纯水系统$5h<$3"" 型

恒温水浴锅$<Y5 $!& 氢气发生器$高纯氮气(纯

度
$

(('(((:*$干燥空气#

#'!6实验方法

#'!'#6色谱条件

?0.FO,;BI$Y?m毛细管色谱柱 ( 2" Qg

"'!3 QQg"'!3

!

Q*%载气为高纯氮气 (纯度
$

(('(((:*$恒流流速 #'" QA)Q.,%柱升温程序为初

始温度 !#"[$保持 #" Q.,$以 8[)Q., 速率升至

!3"[$保持 23 Q.,$共运行 3" Q.,%进样口温度

!&"[%检测器温度 !%"[%进样量 #

!

A%分流进样$

分流比 3"c#%空气流速 2"" QA)Q.,%氢气流速 2"

QA)Q.,#

#'!'!6标准曲线的制作

#'!'!'#6单一标准品储备液的配制

分别精密称取棕榈酸甲酯标准品 !"" Q0&棕榈

油酸甲酯标准品 #" Q0&硬脂酸甲酯标准品 #"" Q0&

油酸甲酯标准品 !"" Q0&亚油酸甲酯标准品 #""

Q0&花生四烯酸甲酯标准品 #"" Q0&二十二碳六烯

酸甲酯标准品 #" Q0$以正庚烷溶解并定容至 #"

QA$得 % 种单一标准品储备液#

#'!'!'!6系列混合标准工作液的配制

取 #'!'!'# 单一标准品储备液$按表 # 以正庚

烷依次稀释成 & 个级别含 % 种标准品的系列混合标

准工作液#

表 $%F 个级别系列混合标准工作液质量浓度

组分
不同级别质量浓度)(Q0)QA*

# ! 2 9 3 &

棕榈酸甲酯 #'"" !'" 9'" #"'" #&'" !"'"

棕榈油酸甲酯 "'"3 "'# "'! ""'3 ""'8 "#'"

硬脂酸甲酯 "'3" #'" !'" "3'" "8'" #"'"

油酸甲酯 #'"" !'" 9'" #"'" #&'" !"'"

亚油酸甲酯 "'3" #'" !'" "3'" "8'" #"'"

花生四烯酸甲酯 "'!3 "'3 #'" "!'3 "9'" "3'"

二十二碳六烯酸甲酯 "'"3 "'# "'! ""'3 ""'8 "#'"

#'!'!'26标准曲线的绘制

取一定量表 # 中的系列混合标准工作液$按照

#'!'# 的色谱条件进行气相色谱分析$每个级别混

合标准工作液连续进样 2 次$以各组分质量浓度

(?*为横坐标$各组分峰面积均值(3*为纵坐标$绘

制标准曲线#

#'!'26样品的前处理

称取蛋黄卵磷脂(供注射用*样品 "'# 0$置于

!" QA具塞试管中$加 "'3 QEF)A氢氧化钠甲醇溶液

! QA$在 &3[水浴中加热 2" Q.,$加入 #9:三氟化

硼甲醇溶液 ! QA$在 &3[水浴中加热 2" Q.,$取出

放冷$精密加入正庚烷 9'" QA$密塞振摇 ! Q., 后$

将液体转移至分液漏斗中$加饱和氯化钠溶液 #"

QA$摇匀$静置使分层$取上层液$纯水洗涤 2 次$每

次 ! QA$经无水硫酸钠干燥后作为样品溶液$待测#

#'!'96脂肪酸含量的测定

取空白溶剂(正庚烷*&系列混合标准工作液&

样品溶液$按 #'!'# 色谱条件一次进样$记录色谱

图$根据保留时间定性$由标准曲线求得试样中 % 种

脂肪酸的质量浓度$外标法定量$% 种脂肪酸含量按

下式计算#

"f

*

gLg>

$g# """

g#"": (#*
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式中,"为样品中各脂肪酸的含量%

*

为样品溶

液中各脂肪酸甲酯的质量浓度$Q0)QA%L为样品溶

液加入正庚烷的体积$QA%$为样品质量$0%>为系

数$% 种脂肪酸对应的系数值参照 hI3""('#&8)

!"#&#

&%结果与分析

!'#6样品定量方法的选择

依据hI3""('#&8)!"#&$脂肪酸含量测定的

定量方法有 2 种$分别为峰面积归一化法&外标法&

内标法# 峰面积归一化法多用于高纯度的植物油类

(如大豆油&橄榄油等*定量$适用于相对定量0% $(1

%

其他成分较复杂的物质$样品中含有一定量的未甲

酯化成分$应进行绝对定量$外标法&内标法精

准0#" $##1

$更适合采用# 取批号 =2"#8#!"# 的样品$

按 #'!'2 方法制备样品溶液$分别按 2 种定量方法

在 #'!'# 色谱条件下测定(内标物选择山嵛酸甲

酯*脂肪酸含量$结果见表 !# 由表 ! 可看出$2 种定

量方法所得测定值各不相同# 考虑到需体现样品中

其他杂质的含量$需进行绝对定量$因此选择外标法

与内标法定量更合适$按上述条件对外标法和内标

法的脂肪酸回收率进行测定$对比两种定量方法的

准确度$结果见表 2# 由表 2 可看出$外标法的回收

率更合理$因此选择外标法作为定量方法#

表 &%' 种定量方法得到的脂肪酸含量对比 Z

定量方法 棕榈酸 棕榈油酸 硬脂酸 油酸 亚油酸 花生四烯酸 二十二碳六烯酸

峰面积归一化法 2"'8 #'9" #9'# !3'& #3'8 3'8 #'%

外标法 !"'8 "'(! "('9 #%'# ##'" 2'& #'!

内标法 #%'( "'%( "8'# #9'% "('9 2'# #'"

表 '%& 种定量方法的回收率对比 Z

定量方法 棕榈酸 棕榈油酸 硬脂酸 油酸 亚油酸 花生四烯酸 二十二碳六烯酸

外标法 #"#'# #"!'! (('9 (('! #"9'9 (8'3 #""'"

内标法 "(#'2 "(#'% 8('% 8('% "(9'9 (!'2 "(#'!

!'!6前处理方法考察

!'!'#6甲酯化加热方式考察

根据大豆油中典方法$甲酯化加热采用锥形瓶

及回流管进行$容器内表面积较大# 实验发现$样品

甲酯化样液只有 8 QA$容器内表面积大易造成目标

成分附着瓶壁$不利于样液转移# 因此$本实验采取

具塞试管直接水浴加热法$减少样液接触的容器内

表面积从而减少误差引入#

!'!'!6提取方式考察

根据大豆油中典方法$甲酯化完成后$精密加入

提取溶剂在 &3[加热提取一定时间$取出冷却至室

温后再振荡提取一定时间# 本方法去除加热步骤$

在加入正庚烷后室温振摇提取$通过对两种提取方

式分别进行准确度验证发现$二者回收率相当# 因

此$本实验选择加入正庚烷室温下振摇提取$既简化

实验过程$又节省了时间#

!'26起始柱温考察

取 #'!'!'! 中的第 2 级别混合标准工作液分别

在起始温度为 !#"[与 !2"[$其他条件不变的情

况下进样$记录色谱图$不同起始柱温色谱图对比结

果见图 ##

由图 # 可知$色谱条件的起始柱温采用 !#"[$

该温度能使各组分峰达到基线分离# 若以大豆油中

典方法的 !2"[为起始柱温$则无法完全实现基线

分离#

6注,#'棕榈酸甲酯%!'棕榈油酸甲酯%2'硬脂酸甲酯%9'油

酸甲酯%3'亚油酸甲酯%&'花生四烯酸甲酯%%'二十二碳六烯

酸甲酯# 下同

图 $%不同起始柱温色谱图对比

!'96样品专属性考察

按照 #'!'2 的方法$分别取纯水 "'# 0以及批

号=2"#8#!"# 的样品与 #'!'!'! 中的第 2 级别混合

标准工作液$制备空白溶液&样品溶液&对照溶液$并

将样品溶液与混合标准工作液按 #c# 混合$制备样

品加标溶液# 精密吸取上述溶液 #

!

A$按照 #'!'#

色谱条件进样检测$进行样品专属性考察$结果如图

! 所示#

39#
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由图 ! 可看出$本方法的样品的专属性符合

规定#

6注,?'空白溶液%I'对照溶液%7'样品溶液%B'样品加标

溶液#

图 &%样品专属性实验色谱图

!'36线性关系考察

按照 #'!'! 方法绘制标准曲线$得到 % 种脂肪

酸甲酯的标准曲线方程&相关系数(!

!

*及线性范

围$结果见表 9# 由表 9 可看出$在相应质量浓度范

围内$% 种脂肪酸甲酯质量浓度与对应的峰面积的

线性关系良好$相关系数(!

!

*大于 "'(((#

表 D%线性关系考察结果

组分 标准曲线
!

!

线性范围)

(Q0)QA*

棕榈酸甲酯 3f2%(C&%?$&8'28 "'((( & "#'" b!"'"

棕榈油酸甲酯 3f2%2C3(?$9'"( "'((( % "'"3 b#'""

硬脂酸甲酯 3f28%C&3?$29'2( "'((( & ""'3 b#"'"

油酸甲酯 3f2(#C(3?$&%'#% "'((( & "#'" b!"'"

亚油酸甲酯 3f2%2C&!?$2!'!! "'((( & ""'3 b#"'"

花生四烯酸甲酯 3f299C2&?q"'9# "'((8 & "'!3 b3'""

二十二碳六烯酸甲酯 3f23#C8#?$!'3& "'((( 8 "'"3 b#'""

!'&6精密度实验

取批号=2"#8#!"# 的样品$按 #'!'2 方法处理$

按 #'!'# 色谱条件进行分析$进行重复性与中间精

密度实验$其均值与相对标准偏差(e5B*见表 3#

由表 3 可知$本方法精密度良好#

表 E%精密度实验结果#$YF$

实验 项目 棕榈酸 棕榈油酸 硬脂酸 油酸 亚油酸 花生四烯酸 二十二碳六烯酸

重复性
含量): !"'8 "'(! ('9 #%'# ##'" 2'& #'!

e5B): "#'! "#'# "'3 ""'! ""'9 #'2 "'3

中间精密度
含量): !#'& "'(2 ('( #%'& ##'2 2'3 #'!

e5B): ""'9 ""'8 #'# ""'3 "#'! #'" "'8

!'%6准确度验证

取批号=2"#8#!"# 的样品$按照本文建立的方

法对 % 种脂肪酸进行加标回收率实验$回收率均值

见表 2$% 种脂肪酸回收率 e5B依次为棕榈酸

#'(:&棕榈油酸 #'8:&硬脂酸 "'&:&油酸 #'!:&

亚油酸 "'&:&花生四烯酸 "'%:&二十二碳六烯酸

#'#:$符合准确度要求#

!'86溶液稳定性实验

取批号=2"#8#!"# 的样品$按 #'!'2 方法制备

样品溶液 # 份$分别在 "&!&9&&&8&#!&#8&!9&2& J

内$将溶液在 #'!'# 色谱条件下反复进样$% 种脂肪

酸峰面积 e5B均小于 2:$说明溶液稳定性在 2& J

内保持良好#

!'(6系统耐用性考察

通过改变不同的氮气流速&不同的进样口)检测

器温度&同一型号不同批号的色谱柱共 9 个单因素

条件$分别进行 % 种脂肪酸含量测定$比较 9 个因素

及原始条件下 % 种脂肪酸含量的测定结果# 结果发

现$9 个单因素条件下得到的 % 种脂肪酸含量的

e5B均小于 2:$表明条件微小变动对各组分含量

测定结果影响不大#

!'#"6样品测定

取蛋黄卵磷脂(供注射用*样品 2 批$按 #'!'2

方法进行处理$在 #'!'# 色谱条件下测定其中的 %

种脂肪酸含量$每批样品平行制备 2 份样品$结果见

表 &# 由表 & 可知$蛋黄卵磷脂(供注射用*中棕榈

酸&油酸&亚油酸&硬脂酸含量较高# 计算每批次 %

种脂肪酸的 e5B$结果发现$每批次 % 种脂肪酸的

e5B均小于等于 !:$数据符合精密度要求$表明该

方法可用于蛋黄卵磷脂(供注射用*% 种脂肪酸含量

的测定#

表 F%' 批蛋黄卵磷脂#供注射用$脂肪酸含量测定结果#$Y'$ Z

批号 棕榈酸 棕榈油酸 硬脂酸 油酸 亚油酸 花生四烯酸 二十二碳六烯酸

=2"#8#!"# !"'8 "'(" ('9 #%'# ##'" 2'& #'!

=2"#8#!"! !#'! #'"" ('3 #%'2 ##'2 2'3 #'!

=2"#8#!"2 !#'9 "'(" ('8 #%'! #"'( 2'3 #'!
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081 刘云$ 丁霄霖$ 胡长鹰'分光光度法测定天然维生素H

总含量0 1̂'粮油食品科技$ !""3$ #2(9*, 9% $9('
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0#"1 李书国$陈辉$李雪梅$等'电化学分析法测定植物油

中的D

H

0 1̂'食品科学$ !""8$ !((2*, 2&( $2%2'

0##1 严婉盈$ 冼燕萍$ 林晓佳$ 等'固相萃取$气相色谱)

质谱法同时测定植物油中胆固醇和维生素 H0 1̂'中

国酿造$ !"#%$ 2&(8*, #&8 $#%!'

0#!1 张艳海$张大伟$曹莹$等'在线二维反相色谱法快速

测定D

?B

制剂中 D

?

&D

B

的含量0 1̂'分析测试学报$

!"#&$ 23(#*, !8 $29'

0#21 赵孔祥$ 娄婷婷$ 何佳$ 等'同位素稀释)液相色谱 $

串联质谱测定婴幼儿配方乳粉中脂溶性维生素0 1̂'

分析测试学报$ !"#3$ 29(#!*, #2%! $#2%&'

0#91 姜波$ 胡文忠$ 刘长建$ 等'<\A7法同时测定植物油

中维生素?和不同构型维生素 H含量0 1̂'食品工业

科技$ !"#3$ 2&(2*, 2!" $2!2'

0#31 乔坤云'<\A7分析测定葡萄籽油中的维生素 ?和维

生素H0 1̂'仪器仪表与分析监测$ !""!(2*, !! $!2'

0#&1 王晖$刘红河$尹江伟'<\A7用于食品中维生素?和维

生素H的测定0 1̂'中国热带医学$ !""&(3*, 83& $83%'

0#%1 陈春晓$ 刘红河$ 康莉$ 等'强化食品中维生素 ?和

维生素H的反相高效液相色谱同时测定法0 1̂'职业

与健康$ !""3(8*, ##2" $##2!'

0#81 刘莹$刘丽兰$王艳超$等'固相萃取$在线二维快速

同时测定食品中维生素 ?&B和 9 种维生素 H异构体

的含量0 1̂'中国标准化$ !"#((#8*, #%3 $#%%'

0#(1 郑熠斌$黄百芬$任一平$等'正相高效液相色谱法测

定食物中 8 种 D

H

异构体及 D

?
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0!#1 李武林$李雪敏$李根容$等'超高效合相色谱快速检

测塑料制品中的 #3 种邻苯二甲酸酯0 1̂'色谱$ !"#&$

29(8*, %(3 $8""'
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HMTFXT;.E, T,` +EQKTN.ZE, E_ MTN.EXZ ZOKTNT;.E,

;O+J,.VXOZ_EN;JOT,TF1Z.ZE_+FEZOF1$NOFT;Ò +EQKEX,`Z
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进展和方法建立0 1̂'广东化工$ !"!"$ 9%(&*,#"2 $#"3'

0!91 吴轲$ 孙涵潇$ 祝捷$ 等'常见食用植物油中维生素 H

异构体含量调查研究0 1̂'中国油脂$ !"#($ 99(#"*,
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'%结%论

本研究以大豆油中典方法为参考依据$分别对

定量方法&前处理方法&色谱条件进行优化与考察$

以优化的条件进行线性&精密度&准确度&稳定性&耐

用性的考察$证实该方法适用于蛋黄卵磷脂(供注

射用*中 % 种脂肪酸含量的测定# 笔者也将本方法

进行了拓展$将其应用于蛋黄卵磷脂粗品&脱油蛋黄

粉等样品的脂肪酸含量测定中$均能达到较好的精

密度与准确度$为日后工艺研究及产品脂肪酸来源

考察$提供了可靠的分析与控制手段#
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