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摘要!对蛋黄粉进行磷脂酰乙醇胺"C)$富集&分离纯化!采用单因素实验考察富集环节中丙酮%无

水乙醇配比&溶剂倍量&洗脱时间&洗脱次数对富集 C)含量的影响!并用正交实验进行优化#采用

气相色谱分析了纯化蛋黄磷脂酰乙醇胺的脂肪酸组成% 结果表明'C)富集的最优方案为溶剂丙

酮%无水乙醇配比 &i#&溶剂倍量 ! 倍&洗脱时间 # E&洗脱 ! 次!富集后C)含量达到 =!I!富集率

为 '"I#经硅胶柱层分离纯化后!C)纯度达 ((I#蛋黄磷脂酰乙醇胺骨架含有 ' 种脂肪酸!不饱和

脂肪酸含量为 ==3=!I!其中花生四烯酸含量达 #03/"I%

关键词!蛋黄粉#磷脂酰乙醇胺#富集#纯化#脂肪酸组成
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:.7W-58 W-+:XŴ-4:3N8;:VWE:X:458;-W-58X# WE:C)458W:8WV:,4E:; =!I# ,8; WE::8V-4E+:8WV,W:̂ ,X

'"I3JE:C)_7V-W[V:,4E:; ((I ,UW:V_7V-U-4,W-58 ][X-.-4,45.7+8 4EV5+,W5TV,_E[3JE::TT[5.f

_E5X_E,W-;[.:WE,85.,+-8:Xf:.:W58 458W,-8:; X:Z:8 f-8;X5UU,WW[,4-;X# ,8; WE:458W:8W5U78X,W7V,W:;

U,WW[,4-; ,̂X==3=!I# ,+58T̂ E-4E ,V,4E-;58-4,4-; 458W:8Ŵ ,X7_ W5#03/"I3
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<<天然磷脂主要由磷脂酰胆碱!C>")磷脂酰乙醇

胺!C)")磷脂酰肌醇!CR")磷脂酰丝氨酸!CB")磷

脂酸!CL")鞘磷脂!BA"等组成$ 天然磷脂作为重

要的天然表面活性剂#具有乳化)分散)润湿)速溶)

脱模等表面活性#可以广泛用于化工)食品)医药等

行业'# %&(

$ 目前#动植物来源的 C>以及部分植物

/$
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来源的 C)以其在磷脂中的含量较高而被大量研

究)利用#但对于其他含量少的成分如 CR)CB)CL)

BA以及蛋黄来源的C)等#因研究较少还不能很好

地开发利用$ C)是蛋黄磷脂中含量仅次于 C>的

一类磷脂#与 C>相比#C)含有更多的多不饱和脂

肪酸#其中C)含有的二十碳四烯酸!>!"i/"约为

C>的 = 倍#二十二碳六烯酸!>!!i0"约为C>的 !3=

倍#C)的动脉粥样硬化指数!LR"和血检形成指数

!JR"低于C>

'/ %=(

$ 目前市面上的磷脂类保健品中#

C)HC>的范围普遍为 !"3#I a&"I#在这类保健品

中脑磷脂具有改善智力)促进大脑发育的功效#提高

C)的含量保健增效显著'0 %'(

#从这点出发高蛋黄磷

脂酰乙醇胺含量的磷脂!以 C)HC>计算含量"具有

直接开发成营养价值更高的保健系列产品的潜力$

乙醇胺具有极性更大的头部结构#能够形成更稳定

的疏水或者亲水微囊#可以满足具有特殊载药功能

的脂质体)脂微球等的开发需求#因此开发高含量)

高纯度的C)具有重要意义$

合成C)以及大豆来源的 C)的提取已经有报

道#合成C)以粉末磷脂或C>为原料经脂肪酶c水

解及酯交换而得到#其脂肪酸组成难以与天然 C)

保持一致#大豆来源的 C)中油酸)亚油酸等不饱和

脂肪酸含量过高! k'"I"导致稳定性不如动物来

源的C)

'$ %((

%蛋黄来源的磷脂 C)含量 #=I左右#

'"I为 C>#商业上使用的蛋黄磷脂产品多为以 C>

为主要成分的卵磷脂或者高纯磷脂酰胆碱#C)往往

在C>生产的过程中作为杂质进行控制'#"(

$ 本文以

各种磷脂在不同溶剂中溶解度的差异'##(及代玲莉

等'#!(发现的混合溶剂提取实验作为理论依据#利用

丙酮%无水乙醇复合溶剂洗脱的方法对蛋黄粉中的

C)进行富集#并参照磷脂的硅胶柱层析分离纯化方

法'##(

#对富集后的 C)进行纯化以及脂肪酸组成分

析#为蛋黄来源高含量 C)的开发利用提供技术

参考$

:;材料与方法

#3#<实验材料

蛋黄粉!珠海物美科技有限公司"%蛋黄磷脂酰

乙醇胺标准品!!= +T#($I"%无水乙醇)丙酮)三氯

甲烷%色谱纯甲醇和乙腈!B-T+,公司"%氧化铝%工

业硅胶$

RlL%MF#" 旋转蒸发仪%h,W:VX!=&= 高效液

相色谱仪!美国沃特斯公司"%LZ,84:RR/"" AM9

核磁共振波谱仪!瑞士 FV7f:V公司"%R\CV:XW-T:%

!# 傅里叶红外分光光度计%cd%#"#X集热式恒温

加热磁力搅拌器%@>'$("O气相色谱仪!美国安捷

伦公司"$

#3!<实验方法

#3!3#<蛋黄粉前处理

蛋黄粉经 & a= 倍量醇提#收集滤液%加入 ! 倍

量中性氧化铝#在 !" a&"D下搅拌吸附 ! E#过滤#

固体经丙酮脱油后得到吸附C)的氧化铝$

#3!3!<洗脱富集

取上述氧化铝吸附物 #"" T#加入一定倍量丙

酮%无水乙醇搅拌洗脱后#过滤#重复几次洗脱操

作#过滤#加入无水乙醇搅拌解吸附C)#滤液浓缩得

到富含C)的提取物$ 富集率 g!富集后醇提物含

固量bC)含量"H!富集前醇提物含固量 bC)含

量" b#""I$

#3!3&<分离纯化

取上述C)提取物 ! T#经少量三氯甲烷溶解后

进行硅胶柱分离#湿法上样并以三氯甲烷 %甲醇

!&i#"洗脱#以市售C)为对照品薄层色谱监控洗脱

情况#收集目标组分#浓缩得到C)样品$

#3!3/<C)含量分析

采用液相色谱分析 C)含量$ Q->EV5X_E:V:#""

cR?Q色谱柱!!=" ++b/ ++#=

!

+"%流动相L为正

庚烷%异丙醇!0=i##/"#流动相 F为正庚烷 %异丙

醇%水!&#i0!i#!"#等度洗脱#流速 #3" +QH+-8$

柱温 /"D#进样量 #"

!

Q!! +TH+Q"#蒸发光散射检

测器#蒸发管温度 ==D#氮气流量 !3" QH+-8$

#3!3=<脂肪酸组成分析

取上述纯化C)样品 "3# T#置 =" +Q锥形瓶中#

加 "3= +5.HQ氢氧化钠甲醇溶液 ! +Q#在 0=D水浴

中加热回流 &" +-8#放冷#加 #=I三氟化硼甲醇溶

液 ! +Q#在 0=D水浴中加热回流 &" +-8#放冷#加庚

烷 / +Q#继续在 0=D水浴中加热回流 = +-8 后#放

冷#加饱和氯化钠溶液 #" +Q#摇匀#静置分层#取上

层液#用水洗涤 & 次#每次 ! +Q#上层液经无水硫酸

钠干燥后#用微孔滤膜过滤#备用$

采用气相色谱分析脂肪酸组成$ 色谱条件&

FCe%'" 毛细管脂肪酸分析柱!&"3" +b!="

!

+#

"3!=

!

+"%柱温 #("D%进样口温度 !#"D%氢火焰

离子化检测器温度 &""D%氮气流速 #3! +QH+-8%

氢气流速 &" +QH+-8%空气流速 /"" +QH+-8$

#;结果与分析

!3#<洗脱富集单因素实验

!3#3#<丙酮 %无水乙醇配比对富集后 C)含量

影响

在丙酮%无水乙醇加入量 ! 倍)洗脱时间 # E)

洗脱 ! 次的条件下#考察丙酮 %无水乙醇配比对富

=$
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集后C)含量的影响#结果见图 #$

图 :;丙酮A无水乙醇配比对富集后NH含量影响

<<由图 # 可看出#随着丙酮 %无水乙醇配比的增

加#富集后C)含量呈现出先增加后减少的趋势#丙

酮%无水乙醇配比为 &i# 时#C)含量达到最大$ 因

此#丙酮%无水乙醇配比选择 &i#$

!3#3!<溶剂倍量对富集后C)含量影响

在丙酮 %无水乙醇配比 &i#)洗脱时间 # E)洗

脱 ! 次的条件下#考察溶剂倍量对富集后 C)含量

的影响#结果见图 !$

图 #;溶剂倍量对富集后NH含量影响

<<由图 ! 可看出#随着溶剂倍量的增加#富集后

C)含量呈现显著增加趋势#到了 ! 倍量后趋于平

缓$ 从效益考虑#溶剂倍量选择 ! 倍$

!3#3&<洗脱时间对富集后C)含量影响

在丙酮%无水乙醇配比 &i#)溶剂倍量 ! 倍)洗

脱 ! 次的条件下#考察洗脱时间对富集后 C)含量

的影响#结果见图 &$

图 <;洗脱时间对富集后NH含量影响

<<由图 & 可看出#随洗脱时间的延长#富集后 C)

含量呈现显著增加趋势#洗脱时间 # E后C)含量趋

于平缓$ 从效率出发#洗脱时间选择 # E$

!3#3/<洗脱次数对富集后C)含量影响

在丙酮%无水乙醇配比 &i#)溶剂倍量 ! 倍)洗

脱时间 # E的条件下#考察洗脱次数对富集后C)含

量的影响#结果见图 /$
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图 =;洗脱次数对富集后NH含量影响

<<由图 /可看出#随着洗脱次数的增加#富集后C)

含量增加#在洗脱次数 !次时C)含量显著增加#之后

C)含量基本没有变化$ 故选择洗脱次数 !次$

!3!<正交实验

为考察多因素综合效应#以丙酮%无水乙醇配比

!L")溶剂倍量!F")洗脱时间!>")洗脱次数!c"为

因素#以富集后C)含量为指标#进行正交实验$ 正交

实验因素与水平见表 ##正交实验设计与结果见表 !$

表 :;正交实验因素与水平

水平 L F >HE c

# &i# # # #

! =i# ! ! !

& 'i# & & &

表 #;正交实验设计与结果

实验号 L F > c C)含量HI

# # # # # !03("

! # ! ! ! =!30"

& # & & & =&3#"

/ ! # ! & !03/"

= ! ! & # /=3$"

0 ! & # ! /$3="

' & # & ! !!3$"

$ & ! # & /#3'"

( & & ! # /!3&"

+

#

//3!" !=3&' &(3"& &$3&&

+

!

/"3!& /03'" /"3/& /#3&"

+

&

&=30" /'3(' /"3=' /"3/"

, "$30" !!30" "#3=/ "!3('

由表 ! 可以看出#影响富集后 C)含量的主次

顺序为FkLkck>#即溶剂倍量 k丙酮 %无水乙

醇配比k洗脱次数 k洗脱时间#最佳因素水平组合

为L

#

F

&

>

&

c

!

#即丙酮%无水乙醇配比 &i#)溶剂倍量

& 倍)洗脱时间 & E)洗脱次数 ! 次#但是考虑到 ! 倍

溶剂量与 & 倍溶剂量)洗脱时间 # E与 & E的极差非

常小#与单因素曲线趋势相符#且从效率与经济效益

0$
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出发#选取丙酮 %无水乙醇配比 &i#)溶剂倍量 !

倍)洗脱时间 # E)洗脱次数 ! 次为最优方案$ 在该

方案下#富集后 C)含量达到 =!I!高于文献'#&(

报道的 /=D下大豆粉末中富集的C)含量 /$3/!I"#

富集率为 '"I$

!3&<C)的分离纯化

在最优条件下洗脱富集)收集组分#分离纯化后

得到C)纯化样品 "3'$ T#以 #3!3/ 液相条件进样检

测#C)纯度检测结果如图 = 所示$

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

!"/min

PE#$%&

PE'(&

44

图 >;NH纯化样品#:# 6MQ6O$与标准品

## 6MQ6O$液相色谱图

<<从图 = 可以看出#C)纯化样品与 C)标准品具

有一致的保留时间#按照面积归一化法计算纯度达

到 ((I#高于C)标准品!($I"$

!3/<蛋黄磷脂酰乙醇胺脂肪酸组成

蛋黄磷脂酰乙醇胺经甲酯化处理#采用气相色谱

对其甘油酯骨架上的脂肪酸组成进行分析#通过标准

品对照和数据库检索对其脂肪酸组成进行定性分析#

并按照面积归一化法进行定量分析#结果见表 &$

表 <;蛋黄磷脂酰乙醇胺脂肪酸组成及含量

脂肪酸 含量HI

棕榈酸 #/3=&

硬脂酸 !(3(/

油酸 #'3"&

亚油酸 "(3"(

花生四烯酸 #03/"

二十碳五烯酸 "'3=0

二十二碳六烯酸 "=3//

由表 & 可知#从蛋黄粉中分离纯化得到的磷脂

酰乙醇胺中共分析鉴定出 ' 种脂肪酸#主要包括硬

脂酸)油酸)花生四烯酸)棕榈酸)亚油酸等 ' 种组

分$ 不饱和脂肪酸含量为 ==3=!I#其中花生四烯

酸含量达到 #03/"I$ 与文献'#/(报道相比#其具

有促进婴幼儿大脑与神经发育功能的花生四烯酸含

量高出近 #"I#揭示了 C)作为脑磷脂具有神经营

养功效的物质基础$

<;结;论

蛋黄粉经醇提和氧化铝吸附后#上清液为高含

C>醇溶液#可以进一步作为 C>的生产原料#开发

成市售的卵磷脂 $")($ 等产品#固体部分为吸附C)

的氧化铝#经精制富集后可以得到富含 C)的样品$

本研究通过对富集步骤关键因素的分析#得出最优

方案为丙酮%无水乙醇配比 &i#)溶剂倍量 ! 倍)洗

脱时间 # E)洗脱 ! 次#洗脱后 C)含量显著提高到

=!I#富集率为 '"I#实现了蛋黄粉中低含量C)的

有效富集#对于高含量 C)产品的开发具有重要意

义$ 采用硅胶柱层析法对富集的磷脂酰乙醇胺进行

分离纯化#获得了高纯度的蛋黄磷脂酰乙醇胺#纯度

为 ((I$ 蛋黄来源的磷脂酰乙醇胺骨架上主要含

有 ' 种脂肪酸#不饱和脂肪酸含量为 ==j=!I#其中

花生四烯酸含量达 #03/"I$
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