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高效液相色谱法测定玉米植物甾醇中

豆甾醇、菜油甾醇和 β－谷甾醇

刘景凡，孙　聪，梁少华

（河南工业大学 粮油食品学院，郑州 ４５０００１）

摘要：旨在为玉米植物甾醇的实际生产或深度开发利用奠定基础，建立了一种同时测定玉米植物甾

醇中豆甾醇、菜油甾醇和β－谷甾醇的高效液相色谱检测方法。采用 ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），二极管阵列检测器，检测波长２０５ｎｍ，甲醇－水（体积比９２∶８）为流动相进
行检测，外标法进行定量。结果表明：３种甾醇单体在１２５～２０００μｇ／ｍＬ质量浓度范围内线性关系
良好，检出限均不大于０．０７μｇ／ｍＬ；３种甾醇单体的峰面积和保留时间的相对标准偏差（ＲＳＤ）在
仪器精密度实验中介于０．２４％～１．２３％，在样品重复性实验中介于０．６１％ ～２．３８％，在日内稳定
性实验中介于０．１３％～２．９２％，在日间稳定性实验中介于０．６７％ ～３．４３％；３种甾醇单体的加标
回收率在７６．８６％～１０５．７４％之间，ＲＳＤ均小于５％。综上，该方法具有灵敏度高、准确性好、操作
简便、稳定性好的特点，可实现玉米植物甾醇中豆甾醇、菜油甾醇和β－谷甾醇的定量分析。
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　　近几年，随着玉米产业的飞速发展，我国玉米胚
芽油的产量显著提高，占植物油总产量的 ５％ ～
８％［１］。在玉米胚芽油脱臭过程中，回收的脱臭馏

出物占油脂总量的０．３％ ～０．６％。玉米胚芽油脱
臭馏出物中含有８％ ～１３％的甾醇［２］，可对其加以

利用，增加玉米胚芽油脱臭馏出物的附加值。植物

甾醇主要包括β－谷甾醇、菜油甾醇和豆甾醇等，具
有降胆固醇［３－４］、抑制肿瘤［５－６］、防治前列腺疾

病［７］、促进新陈代谢、抗氧化和生发养发等生理功

能，被广泛应用于化工、医药、食品等领域［８－１１］。

目前，关于植物甾醇的定量分析方法主要有毛

地黄皂苷法、Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ－Ｂｕｒｃｈａｒｄ比色法（Ｌ－Ｂ比
色法）、薄层色谱（ＴＬＣ）法、气相色谱（ＧＣ）法［１２－１３］、

高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法［１４－１５］、气相色谱 －质谱联
用（ＧＣ－ＭＳ）法［１６－１７］、液相色谱 －质谱联用（ＬＣ－
ＭＳ）法［１８］等。毛地黄皂苷法中所使用的毛地黄皂

苷价格昂贵且操作复杂；Ｌ－Ｂ比色法易受外界干
扰，误差较大；ＴＬＣ法操作复杂，数据可靠性差；ＧＣ
法和ＧＣ－ＭＳ法分辨率高，热稳定性好，但甾醇分子
中的极性羟基沸点高，难以汽化，因此在测定之前需

要对样品进行硅烷化处理，耗时长，且所用试剂毒性

大、成本高［１９］，此外，仪器运行对温度要求较高，易

分解或破坏待测组分［２０］；ＬＣ－ＭＳ法具有灵敏度
高、选择性强的特点，但仪器操作及维护烦琐，对操

作人员要求较高［１８］；ＨＰＬＣ法是一种常见的色谱技
术，不需要衍生化，可直接进样分析，操作简便、准确

度高，灵敏度好［１４］，但由于豆甾醇、菜油甾醇、β－谷
甾醇结构相似，易发生共洗脱效应，影响检测结果的

准确性，如Ｚｈａｎｇ等［２１－２２］以乙腈－异丙醇－水作为
ＨＰＬＣ流动相检测甾醇时发现豆甾醇和菜油甾醇产
生共洗脱效应，吕国提［２３］以１００％甲醇作为 ＨＰＬＣ
流动相检测时发现菜油甾醇和β－谷甾醇的色谱峰
无法较好地分离，从而影响各甾醇单体的准确定量。

因此，建立一种可准确测定玉米植物甾醇中的豆甾

醇、菜油甾醇和 β－谷甾醇的 ＨＰＬＣ检测方法具有
重要意义。本文构建了一种基于ＨＰＬＣ定量分析玉
米植物甾醇中豆甾醇、菜油甾醇和 β－谷甾醇的方
法，以期为玉米植物甾醇的实际生产或深度开发利

用奠定基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

玉米植物甾醇，西安国邦实业有限公司；植物甾

醇混合标准品（９８．０％），美国 Ｓｉｇｍａ公司；甲醇、异
丙醇（色谱级），美国ＶＢＳ有限公司。

Ｗａｔｅｒｓ１５２５高效液相色谱仪、２９９８二极管阵列

检测器，美国Ｗａｔｅｒｓ有限公司；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＳＡ２２４Ｓ型分
析天平，赛多利斯科学仪器有限公司；ＨＺＴ－Ａ２０００
电子天平，郑州华志科学仪器有限公司；ＸＷ－８０Ａ
涡旋振荡器，海门市其林贝尔仪器制造有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　标准溶液的配制

准确称取１０ｍｇ植物甾醇混合标准品于５ｍＬ
容量瓶中，加异丙醇溶解并定容，配制成 ２０００
μｇ／ｍＬ的标准储备液，用异丙醇稀释成质量浓度分
别为１０００、５００、２５０、１２５μｇ／ｍＬ的标准工作溶液。
１．２．２　样品溶液的制备

称取１０ｇ玉米植物甾醇于三颈烧瓶中，加入９０
ｍＬ无水乙醇，在搅拌条件下加热回流３０ｍｉｎ，趁热
过滤后，将滤液快速转移至制冷加热循环器，在搅拌

速率５０ｒ／ｍｉｎ的条件下以０．４℃／ｍｉｎ的速率降温
至２５℃，养晶２ｈ后，将样品迅速转移至布氏漏斗
中抽滤，加入适量的４℃无水乙醇快速冲洗，至无液
滴滴下时结束，氮吹干燥。称取一定量的上述干燥

样品溶解于异丙醇中，用０．２２μｍ聚丙烯滤膜过滤
后，转移至样品瓶中待ＨＰＬＣ测定。
１．２．３　ＨＰＬＣ条件

ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ）；色谱柱温度３０℃；流速１ｍＬ／ｍｉｎ；等度洗脱，流
动相为甲醇－水（体积比９２∶８）；进样量１０μＬ；二极管
阵列检测器；检测时间２５ｍｉｎ；检测波长２０５ｎｍ［２３］。
２　结果与讨论
２．１　流动相的选择

本实验考察了不同体积比甲醇－水作为流动相
时对豆甾醇、菜油甾醇和 β－谷甾醇的色谱峰峰形
及分离效果的影响。结果显示：使用１００％甲醇洗
脱时峰形窄且对称，分析时间短，但３种甾醇单体
未分离开；随着甲醇中水添加比例的增大，３种甾
醇单体的色谱峰逐渐分离，检测时间延长，当甲醇

与水体积比为９２∶８时，３种甾醇单体完全分离，柱
效较高，峰形对称，其色谱图见图１。

图１　豆甾醇、菜油甾醇和β－谷甾醇的色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ，
ｃａｍｐｅｓｔｅｒｏｌａｎｄβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ
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２．２　方法线性关系和检出限、定量限
将按１．２．１方法配制的不同质量浓度的植物甾

醇标准工作溶液，按１．２．３色谱条件进行检测，以豆
甾醇、菜油甾醇和β－谷甾醇的质量浓度（ｘ）为横坐

标，以其对应的峰面积（ｙ）为纵坐标，绘制标准曲
线，基于响应值标准偏差（Ｓ）和标准曲线斜率（Ｍ）
法计算检出限和定量限，以３倍 Ｓ／Ｍ作为检出限，
１０倍Ｓ／Ｍ作为定量限，结果见表１。

表１　３种甾醇单体的保留时间、线性方程、检出限和定量限
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ，ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｉｍｉｔｓｏｆｔｈｒｅｅｓｔｅｒｏｌｍｏｎｏｍｅｒｓ

组分 保留时间／ｍｉｎ 线性方程 相关系数 检出限／（μｇ／ｍＬ） 定量限／（μｇ／ｍＬ）
豆甾醇 １６．７６ ｙ＝４５３３．７ｘ－１０９．６ ０．９９９５ ０．０１ ０．０４
菜油甾醇 １８．４０ ｙ＝４４０８．１ｘ＋４５９４．２ ０．９９９０ ０．０５ ０．１７
β－谷甾醇 ２１．２２ ｙ＝４４４３．３ｘ＋６１４７．１ ０．９９９１ ０．０７ ０．２４

　　由表１可知，在该检测条件下豆甾醇、菜油甾
醇、β－谷甾醇的出峰时间分别为 １６．７６、１８．４０、
２１．２２ｍｉｎ，分离效果较好。３种甾醇单体的检出限
为０．０１～０．０７μｇ／ｍＬ，定量限为０．０４～０．２４μｇ／ｍＬ。
豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇在１２５～２０００μｇ／ｍＬ
质量浓度范围内线性相关系数均大于０．９９，线性关
系良好，能够满足分析的要求，可用于豆甾醇、菜油

甾醇、β－谷甾醇的定量分析。
２．３　仪器精密度

制备２ｍＬ５２４μｇ／ｍＬ的植物甾醇标准溶液，按
１．２．３色谱条件重复进样６次，分别记录豆甾醇、菜
油甾醇和β－谷甾醇的保留时间和峰面积，并计算
豆甾醇、菜油甾醇和 β－谷甾醇的保留时间和峰面
积的相对标准偏差（ＲＳＤ），结果如表２所示。

表２　仪器精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（ｎ＝６）

组分
平均

峰面积

ＲＳＤ峰面积／
％

平均保留

时间／ｍｉｎ
ＲＳＤ保留时间／
％

豆甾醇 ７８１２７９ １．２３ １６．７６ ０．２５
菜油甾醇 ３２５１５３５ ０．７３ １８．４０ ０．２４
β－谷甾醇 ５３１２７５５ ０．６９ ２１．２２ ０．２５

　　由表２可知，豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的峰
面积和保留时间的 ＲＳＤ分别为０．６９％ ～１．２３％和
０．２４％～０．２５％，均小于 ５％，表明该方法对豆甾
醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的定量分析具有良好的精

密度，可靠性高。

２．４　样品重复性
按１．２．２方法制备待测样品溶液，按１．２．３色

谱条件重复进样６次，分别记录豆甾醇、菜油甾醇和
β－谷甾醇的保留时间和峰面积，计算豆甾醇、菜油
甾醇和β－谷甾醇的保留时间和峰面积的 ＲＳＤ，结
果如表３所示。

表３　样品重复性（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ３　Ｓａｍｐｌｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ（ｎ＝６）

组分
平均

峰面积

ＲＳＤ峰面积／
％

平均保留

时间／ｍｉｎ
ＲＳＤ保留时间／
％

豆甾醇 ３９３４８２ ２．３８ １６．９９ ０．６１
菜油甾醇 １５８６２０６ １．０６ １８．６３ ０．６５
β－谷甾醇 ２５８０８９４ １．３４ ２１．４７ ０．７１

　　由表３可知，豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的峰
面积和保留时间的 ＲＳＤ分别为１．０６％ ～２．３８％和
０．６１％～０．７１％，均小于 ５％，说明该方法对豆甾
醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的分离及定量影响较小，
样品在进样时误差小、准确性高。

２．５　样品稳定性
２．５．１　日内稳定性

按１．２．２方法制成５００、１０００、１５００μｇ／ｍＬ质量
浓度的样品溶液，在同一天每隔２ｈ重复进样６次，
分别计算豆甾醇、菜油甾醇和β－谷甾醇的保留时间
和峰面积的ＲＳＤ，考察日内稳定性，结果如表４所示。

表４　日内稳定性（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ４　Ｉｎｔｒａ－ｄａｙｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ｎ＝６）

组分 质量浓度／（μｇ／ｍＬ） 平均峰面积 ＲＳＤ峰面积／％ 平均保留时间／ｍｉｎ ＲＳＤ保留时间／％
５００ １８８５９１ ２．９２ １６．７４ ０．２６

豆甾醇 １０００ ４０８３８７ ２．３０ １６．７５ ０．１３
１５００ ６８８８０３ ２．１９ １６．７４ ０．２３
５００ ８００４６３ １．５２ １８．３４ ０．２５

菜油甾醇 １０００ １６８６４６９ １．３７ １８．３６ ０．１３
１５００ ２９０６７７３ １．０７ １８．３７ ０．２５
５００ １２９２９２６ ２．５０ ２１．１０ ０．２６

β－谷甾醇 １０００ ２７２７３７５ １．００ ２１．１３ ０．１４
１５００ ４７２１９２０ ０．３８ ２１．１７ ０．２４
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　　由表４可知，豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的峰
面积和保留时间的 ＲＳＤ分别为０．３８％ ～２．９２％和
０．１３％～０．２６％，均小于５％，表明该方法在１２ｈ内
对豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的检测结果较为
准确。

２．５．２　日间稳定性
移取５００、１０００、１５００μｇ／ｍＬ质量浓度的样品

溶液，每隔２４ｈ测定１次，共测６次，分别计算豆甾
醇、菜油甾醇和 β－谷甾醇的保留时间和峰面积的
ＲＳＤ，考察日间稳定性，结果如表５所示。

表５　日间稳定性（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ５　Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ｎ＝６）

组分 质量浓度／（μｇ／ｍＬ） 平均峰面积 ＲＳＤ峰面积／％ 平均保留时间／ｍｉｎ ＲＳＤ保留时间／％

５００ １８９７２５ ２．３２ １６．９８ ０．６７

豆甾醇 １０００ ４０４８８４ １．７１ １６．９８ ０．９３

１５００ ６９３１８３ ２．５６ １７．００ ０．７１

５００ ８０８０９９ １．４６ １８．６０ ０．７１

菜油甾醇 １０００ １６９９８０２ １．９１ １８．６１ ０．９０

１５００ ２９２４３０８ １．５５ １８．６６ ０．７０

５００ １２９１４１７ ３．４３ ２１．３９ ０．７４

β－谷甾醇 １０００ ２７４１９４２ １．９８ ２１．４４ ０．９３

１５００ ４７４４９２９ ２．１２ ２１．５１ ０．７３

　　由表５可知，豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的峰
面积和保留时间的 ＲＳＤ分别为１．５５％ ～３．４３％和
０．６７％～０．９３％，均小于５％，表明该方法在６ｄ内
对豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的检测结果较为
准确。

２．６　方法加标回收率和精密度
移取一定量１．２．２处理后的玉米植物甾醇样

品，分别添加３个水平的植物甾醇混合标准品，按照
１．２．３色谱条件测定各甾醇的含量，计算样品的加
标回收率及其ＲＳＤ，结果见表６。

表６　加标回收实验结果（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ６　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ（ｎ＝３）

组分 本底值／（μｇ／ｍＬ） 加标水平／（μｇ／ｍＬ） 测定值／（μｇ／ｍＬ） 回收率／％ ＲＳＤ／％

３４．９５ １３．６８ ４７．８６ ９４．３７ ４．０９

豆甾醇 ３４．９５ ２４．６３ ５３．８８ ７６．８６ １．７０

３４．９５ ３２．８４ ６９．０１ １０３．７１ １．５８

１３２．３３ ５６．８４ １９２．４３ １０５．７４ ４．０４

菜油甾醇 １３２．３３ １０２．３１ ２２５．９７ ９１．５３ ２．６７

１３２．３３ １３６．４１ ２５７．１９ ９１．５３ ４．３７

２２２．８１ ９１．１９ ３０７．１１ ９２．４４ ４．１８

β－谷甾醇 ２２２．８１ １６４．１４ ３６６．４２ ８７．４９ ４．３６

２２２．８１ ２１８．８６ ４０８．４６ ８４．８３ ４．２０

　　由表６可知，玉米植物甾醇样品中３种甾醇单
体的加标回收率在 ７６．８６％ ～１０５．７４％之间，ＲＳＤ
均小于５％，表明该方法测定豆甾醇、菜油甾醇、β－
谷甾醇时受其他成分干扰较小，精密度好，准确

度高。

３　结　论
本实验建立了玉米植物甾醇中豆甾醇、菜油

甾醇、β－谷甾醇的 ＨＰＬＣ测定方法。以甲醇 －水
（体积比９２∶８）为流动相，外标法定量测定样品中
植物甾醇的含量。在１２５～２０００μｇ／ｍＬ的质量浓

度范围内，豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的线性关
系良好，检出限为 ０．０１～０．０７μｇ／ｍＬ，定量限为
０．０４～０．２４μｇ／ｍＬ，加标回收率在 ７６．８６％ ～
１０５．７４％之间，ＲＳＤ均小于５％。在仪器精密度、
样品重复性、日内稳定性、日间稳定性实验中，豆

甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇的峰面积和保留时间
的 ＲＳＤ均小于５％。综上，该方法具有灵敏度高、
准确性好、操作简单、稳定性好的特点，可用于玉

米植物甾醇中豆甾醇、菜油甾醇和 β－谷甾醇的定
量分析。
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