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植物甾醇酯合成过程中的氧化变化规律
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摘要：旨在提高植物甾醇酯的产品品质，研究了反应温度、反应底物、氮气以及抗氧化剂等因素对植

物甾醇酯合成过程中氧化和脱水产物含量的影响。结果表明：植物甾醇酯中氧化和脱水产物水平

随着反应温度的升高、脂肪酸不饱和度的增加以及链长的缩短而显著增加；采用氮气保护措施能够

有效降低植物甾醇氧化产物的水平，而添加抗氧化剂则能够在减少植物甾醇氧化产物水平的同时

显著降低脱水产物的水平。综上，通过优化反应条件、氮气保护和添加抗氧化剂可有效控制植物甾

醇酯合成过程中的氧化和脱水产物的水平。
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　　植物甾醇（Ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｏｒｐｌａｎｔｓｔｅｒｏｌ）是植物中
的一种活性成分，在结构上与胆固醇相似。研究表

明，植物甾醇与许多慢性病的发生率较低有关，如冠

状动脉粥样硬化性心脏病、癌症、良性前列腺肥大

等，因此植物甾醇备受关注，在食品领域应用广

泛［１］。但植物甾醇溶解性差，通常将其与脂肪酸酯

化为植物甾醇酯，从而改善其油溶性和加工属性。

植物甾醇酯合成过程中会发生氧化和脱水，产生植物

甾醇氧化产物（ＰＯＰｓ）和脱水产物。ＰＯＰｓ包括７α－羟
基（７α－Ｈ）、７β－羟基（７β－Ｈ）、６β－羟基（６β－
Ｈ）、５α，６α－环氧（５，６α－Ｅ）、５β，６β－环氧（５，６β－
Ｅ）、三羟基（Ｔ）和７－酮基（７－Ｋ），这些氧化物已
被报道具有细胞毒性、促炎、致动脉粥样硬化及影响

胆固醇代谢等不良作用［２］，严重影响植物甾醇酯的

安全性。脱水植物甾醇是指植物甾醇分子中的羟基

和氢以水分子的形式被脱去产生的物质，易受热和酸

性条件的影响而产生。脱水植物甾醇主要以３，５－
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甾烯型为主，还包括２，５－甾烯型和４，６－甾烯型等
同分异构体［３］。此外，植物甾醇羟基衍生物也会发

生脱水反应，产生２，４，６－甾烯型脱水甾醇［４］。有

研究表明，３，５－胆甾二烯会导致小鼠胃瘤［５］，而３，
５－豆甾二烯能够抑制肠癌细胞增殖［６］，对其他细

胞可能具有毒性，因此脱水植物甾醇的安全性也可

能存在问题。

然而，目前有关植物甾醇酯化过程中的氧化变

化规律的研究较少［２，７－９］，目前主要关注的是植物

甾醇酯合成终点时的转化率和酯化率［１０－１６］。在同

一催化剂（ＮａＨＳＯ４）
［１０，１２］不同反应条件下植物甾醇

的转化率、酯化率和脱水率不同，但目前暂无反应条

件对植物甾醇酯化过程中氧化变化规律影响以及添

加抗氧化剂对氧化和脱水产物控制效果的研究。

因此，在保证植物甾醇酯转化效率的同时，本文

研究植物甾醇酯合成过程中反应条件（反应温度、植

物甾醇种类、脂肪酸种类、氮气、抗氧化剂）对植物甾

醇酯氧化和脱水产物的影响，以期为减少植物甾醇氧

化和脱水产物，提高植物甾醇酯产品品质提供参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

谷甾醇（９５％）、豆甾醇（９５％），本实验室自制；
ＢＳＴＦＡ＋ＴＭＣＳ（体积比９９∶１）硅烷化试剂、十二烷
基苯磺酸（ＤＢＳＡ），上海麦克林生化科技股份有限
公司；油酸、无水乙醚、丙酮、正己烷、吡啶、无水乙

醇、氢氧化钾和无水硫酸钠均为分析纯，正己烷为色

谱纯，国药集团化学试剂有限公司；１９－羟基胆固
醇、５α－胆甾烷，上海源叶生物科技有限公司；ＳＰＥ
硅胶柱，北京百灵威科技有限公司；４种市售植物甾
醇酯产品，编号分别为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ。
１．１．２　仪器与设备

ＱＧＣ－１２Ｔ氮气吹干仪，上海泉岛公司；ＤＦ－
１０１ＳＺ集热式恒温加热磁力搅拌器，巩义市科华仪
器设备有限公司；ＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＸＬＳ气相色谱质谱
联用仪（ＧＣ－ＭＳ），ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；１２６０高
效液相色谱仪，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　植物甾醇酯的合成

参考张亚茹［１３］的植物甾醇酯合成工艺。依据

植物甾醇种类（豆甾醇、谷甾醇）和脂肪酸的不饱和

度（硬脂酸、油酸、亚油酸）、链长（月桂酸、软脂酸和

硬脂酸），选择不同的植物甾醇和脂肪酸（物质的量

比１∶１３）作为反应底物，向避光反应容器中加入反
应底物和催化剂 ＤＢＳＡ（植物甾醇物质的量的

２０％），加入一定量分子筛以去除反应产生的水分，
在反应过程中选择是否充入氮气或者添加０．０１％
不同种类抗氧化剂〔没食子酸（ＧＡ）、表没食子儿茶
素没食子酸酯（ＥＧＣＧ）、抗坏血酸棕榈酸酯（Ｌ－
ＡＰ）、维生素Ｅ（ＶＥ）〕，在不同温度（６０、７５、９０℃）下
反应１５０ｍｉｎ（预实验确定的反应终点），得到植物
甾醇酯，并对氧化和脱水产物含量进行测定。植物

甾醇酯转化率（Ａ１）的计算公式见式（１）。
Ａ１＝（Ｑ０－Ｑ１）／Ｑ０×１００％ （１）
式中：Ｑ０和Ｑ１分别为反应前和反应后体系中植

物甾醇的质量，ｇ。
１．２．２　ＰＯＰｓ含量的测定

参考胡银洲［１７］的方法，并稍作修改。称取１００
ｍｇ植物甾醇酯样品溶解于１．５ｍＬ二氯甲烷中，加
入２０μｇ的 １９－羟基胆固醇和 ５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ的
ＫＯＨ－乙醇溶液，涡旋１０ｍｉｎ，室温避光皂化１８ｈ，
加入５ｍＬ二氯甲烷和３．５ｍＬ水，涡旋１ｍｉｎ以提
取未皂化部分，离心去除水相保留有机相，重复 ３
次。氮气干燥有机相后，未皂化物用５ｍＬ正己烷复
溶。然后将少量无水硫酸钠上样到 ＳＰＥ硅胶柱，用
５ｍＬ正己烷活化ＳＰＥ硅胶柱后，将未皂化物上样到
ＳＰＥ硅胶柱，以１０ｍＬ正己烷－乙醚（体积比９∶１１）
和１０ｍＬ正己烷－乙醚（体积比７∶１３）淋洗，最后用
１０ｍＬ丙酮洗脱 ＰＯＰｓ并收集。氮气吹干，加入１００
μＬ吡啶和１００μＬＢＳＴＦＡ＋ＴＭＣＳ硅烷化试剂，室温
下避光反应１２ｈ。氮气吹干后再溶于１ｍＬ色谱纯
正己烷，过滤膜，待 ＧＣ－ＭＳ检测。ＰＯＰｓ生成抑制
率为先计算未加入抗氧化剂生成的 ＰＯＰｓ量与加入
抗氧化剂后生成的 ＰＯＰｓ量的差值，再计算其与未
加入抗氧化剂生成的ＰＯＰｓ量的比值。

ＧＣ条件：ＤＢ－５ＭＳ毛细管色谱柱（３０ｍ×
２５ｍｍ×２５μｍ）；进样口温度３００℃；分流比１０∶１；
进样量１μＬ；载气流速１ｍＬ／ｍｉｎ；升温程序为５０℃
保持１ｍｉｎ，以５０℃／ｍｉｎ升至２８０℃，以３℃／ｍｉｎ升
至３００℃，保持１０ｍｉｎ。

ＭＳ条件：离子源温度２３０℃，传输线温度３００℃，
电子能量７０ｅＶ，扫描离子范围（ｍ／ｚ）５０～６００。
１．２．３　脱水植物甾醇含量的测定

参考胡银洲［１７］的方法，并稍作修改。取２５ｍｇ
植物甾醇酯样品，加入２０μｇ的５α－胆甾烷作为内
标，溶于１ｍＬ正己烷，上样于已活化的 ＳＰＥ硅胶
柱，收集上样流出液，再用１０ｍＬ正己烷淋洗，收集
淋洗液，合并上样流出液和淋洗液，氮气吹干后溶于

１ｍＬ色谱纯正己烷，过滤膜，待 ＧＣ－ＭＳ检测。
ＧＣ－ＭＳ检测条件同１．２．２。脱水植物甾醇含量以
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当量胆甾烷表示［１７］，脱水率为脱水植物甾醇生成量

与原植物甾醇总量的比值。脱水植物甾醇生成抑制

率的计算方式参考１．２．２ＰＯＰｓ生成抑制率的计算。
１．２．４　数据分析

每组做３次平行实验，数据以“平均值 ±标准
差”表示。分别采用 ＳＰＳＳ２６和 Ｏｒｉｇｉｎ２０２４软件处
理数据和绘图。

２　结果与分析
２．１　植物甾醇酯合成反应条件对其氧化和脱水产
物的影响

２．１．１　反应温度
在反应底物为豆甾醇和油酸、反应时间１５０ｍｉｎ

的条件下，考察反应温度对植物甾醇酯氧化和脱水

产物含量的影响，结果如图１所示。

　　　　
注：不同字母代表同一指标在不同组别具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｉｎｄｅｘｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ
图１　反应温度对植物甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　由图１可知，随着反应温度升高，ＰＯＰｓ总量和
脱水植物甾醇总量增加，原因是温度升高促进了自

由基氧化反应和脱水反应的进行［１８］。在 ６０、７５、
９０℃下，ＰＯＰｓ总量分别为（２２８．１６±７．９０）μｇ／ｇ、
（２４１．８７±１３．６０）μｇ／ｇ、（３８５．９６±１５．５６）μｇ／ｇ，脱
水植物甾醇总量分别为（１０８５．１１±５４．５２）μｇ／ｇ、
（２４０２．２４±６１．４５）μｇ／ｇ、（３７７１．６５±１５５．４０）μｇ／ｇ。
由于６０℃下植物甾醇酯的转化率只有３６．８３％，而

７５℃和 ９０℃下的转化率则分别为 ９４．３１％和
９６．０４％，综合考虑转化率、氧化和脱水产物含量，
认为反应温度为 ７５℃时，植物甾醇酯产品品质
较好。

２．１．２　植物甾醇种类
在反应底物为油酸、反应温度７５℃、反应时间

１５０ｍｉｎ的条件下，考察植物甾醇种类对植物甾醇酯
氧化和脱水产物含量的影响，结果如图２所示。

　　　
图２　植物甾醇种类对植物甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｔｙｐｅｓｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　由图２可知，谷甾醇产生的ＰＯＰｓ总量和脱水植物
甾醇总量分别为（３７１．６３±８．５７）μｇ／ｇ、（２６８１．３３±
４２．９０）μｇ／ｇ，较豆甾醇的多，这与 Ｂａｒｒｉｕｓｏ等［１９］得

到的豆甾醇产生的 ＰＯＰｓ较少的结果一致。因此，
豆甾醇作为反应底物时，植物甾醇酯氧化和脱水程

度较低，产品品质较好。

２．１．３　脂肪酸不饱和度
在反应底物为豆甾醇、反应温度７５℃、反应时

间１５０ｍｉｎ的条件下，考察脂肪酸不饱和度对植物

甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响，结果如图 ３
所示。

由图３可知，ＰＯＰｓ含量随着脂肪酸不饱和度的
增加而增加。在以硬脂酸、油酸和亚油酸为反应底

物时，ＰＯＰｓ总量分别为（１９２．２７±１１．４５）μｇ／ｇ、
（２４１．８７±１３．６０）μｇ／ｇ、（５３９．２０±３３．５７）μｇ／ｇ，这
是因为不饱和脂肪酸中的碳碳双键易发生自由基氧

化反应，并引发植物甾醇氧化［８］。其中，在以亚油

酸为反应底物时，７β－Ｈ甾醇氧化物的含量最高，这
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可能是因为７β－Ｈ甾醇氧化物随着氧化程度增加更
易生成。随着脂肪酸不饱和度的增加，脱水植物甾醇

总量也不断增加，分别为（１５８３．０４±２９．４４）μｇ／ｇ、
（２４０２．２４±６１．４５）μｇ／ｇ、（３００２．６５±１８２．９７）μｇ／ｇ，

这可能是因为脂肪酸作为植物甾醇的油基质，脂肪

酸的酸性越强使得植物甾醇产生更多的脱水植物甾

醇。因此，硬脂酸作为反应底物时，植物甾醇酯氧化

和脱水程度较低，产品品质较好。

　　　　
图３　脂肪酸不饱和度对植物甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｕｎｓａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．１．４　脂肪酸链长
在反应底物为豆甾醇、反应温度 ７５℃、反应

时间１５０ｍｉｎ的条件下，考察脂肪酸链长对植物

甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响，结果如图 ４
所示。

　　　　
图４　脂肪酸链长对植物甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｉｎｌｅｎｇｔｈｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　由图４可知，随脂肪酸链长的缩短，ＰＯＰｓ总量
增加。当硬脂酸、软脂酸和月桂酸作为反应底物时，

ＰＯＰｓ总量分别为（１９２．２７±１１．４５）μｇ／ｇ、（２３８．８５±
１２．１３）μｇ／ｇ、（２９２．５９±７．０３）μｇ／ｇ，这可能是因为
硬脂酸、软脂酸、月桂酸熔点不同，分别为 ６７～
７２℃、６１～６２．５℃、４４～４６℃，脂肪酸在 ７５℃下处
于液态，熔点越低则流动性更高，氧气更容易与植物

甾醇接触，产生更多自由基氧化［７］。随着脂肪酸链

长的缩短，脱水植物甾醇总量不断增加，分别为

（１５８３．０４±２９．４４）μｇ／ｇ、（１８４０．３４±２１．９７）μｇ／ｇ、

（２２５３．９５±８１．０７）μｇ／ｇ，这可能是因为碳链越短，
脂肪酸的推电子效应越弱，酸性增强，使得脱水植物

甾醇含量增加。因此，硬脂酸为反应底物时，植物甾

醇酯氧化和脱水程度较低，产品品质较好。

２．１．５　氮气
在反应底物为豆甾醇和油酸、反应温度

７５℃、反应时间 １５０ｍｉｎ的条件下，考察氮气对
植物甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响，结果如

图５所示。

　　　　
图５　氮气对植物甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响
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　　由图５可知，充氮可以降低 ＰＯＰｓ含量，但不能
减少脱水植物甾醇含量，在充氮条件下，ＰＯＰｓ和脱
水植物甾醇的总量分别为（９６．４５±３．０４）μｇ／ｇ和
（２４７４．１３±７７．１１）μｇ／ｇ。这与Ｓｈｉ等［１０］的充氮能

够控制ＰＯＰｓ的产生，但不能控制脱水植物甾醇含
量的研究结果一致。

２．１．６　抗氧化剂
在反应底物为豆甾醇和油酸、反应温度７５℃、

反应时间１５０ｍｉｎ、不充氮气的条件下，考察４种抗
氧化剂对植物甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响，

结果如图６所示。

　　　　
　注：Ｃｔｒｌ为不添加抗氧化剂的对照组

Ｎｏｔｅ：Ｃｔｒｌ．ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｕｔａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
图６　抗氧化剂对植物甾醇酯氧化和脱水产物含量的影响

Ｆｉｇ．６　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　由图６可知，ＥＧＣＧ、Ｌ－ＡＰ和 ＶＥ对 ＰＯＰｓ的抑
制效果较好，抑制率分别为 ３３．８４％、３５．０８％、
３４．１０％。此外，ＥＧＣＧ、Ｌ－ＡＰ和 ＶＥ对脱水植物甾
醇也有一定抑制作用，抑制率分别为 ４１．５２％、
４２．１４％和３７．６５％，Ｌ－ＡＰ效果最优。其原因可能
是抗氧化剂能够提高催化剂对酯化反应的选择性，

减少脱水反应的进行，但这一解释仍需进一步验证。

２．２　低氧化和脱水水平的植物甾醇酯合成条件
优化

为验证优化反应条件所制备的植物甾醇酯产品

品质，将其与４种市售植物甾醇酯的氧化和脱水产
物含量进行比较。由于市售植物甾醇酯中的脂肪酸

有饱和与不饱和的区别，因此根据优化反应条件制

备了饱和植物甾醇酯———硬脂酸豆甾醇酯和不饱和

植物甾醇酯———油酸豆甾醇酯。硬脂酸豆甾醇酯的

制备条件：反应温度７５℃，反应时间１５０ｍｉｎ，不使
用抗氧化剂和氮气。油酸豆甾醇酯的制备条件：反

应温度７５℃，反应时间１５０ｍｉｎ，添加０．０１％ Ｌ－ＡＰ
抗氧化剂且充氮的别备条件。将最优反应条件下制

备的植物甾醇酯与市售植物甾醇酯进行比较，结果

如表１所示。
由表１可知，不使用抗氧化剂和氮气的条件下所

制备的硬脂酸豆甾醇酯的 ＰＯＰｓ含量为（１９２．２７±
１１．４５）μｇ／ｇ，脱水植物甾醇含量为（１５８３．０４±
２９．４４）μｇ／ｇ，脱水率为０．４９％，低于绝大部分市售
产品。而在添加０．０１％Ｌ－ＡＰ抗氧化剂且充氮的
条件下，油酸豆甾醇酯的ＰＯＰｓ含量为（９６．４５±３．０４）

μｇ／ｇ，脱水植物甾醇含量为（１３９０．０３±３０．９５）μｇ／ｇ，
脱水率为０．４３％，较市售产品和硬脂酸豆甾醇酯的
氧化和脱水产物含量更低。

表１　不同植物甾醇酯产品中氧化和脱水产物含量比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒｓ μｇ／ｇ

植物甾醇酯 ＰＯＰｓ总含量 脱水植物甾醇

总含量

Ａ品牌 １３５６．１９±４８．７９ ３３５６．４８±１３７．４１
Ｂ品牌 ５９２．５５±２５．９５ １４２５．２６±２２．８１
Ｃ品牌 ４３８．３３±３．５４ ２７３６．４７±３５．５６
Ｄ品牌 ３６３８．０８±３２．８９ ５５１９．６３±１８３．９３
硬脂酸豆甾醇酯 １９２．２７±１１．４５ １５８３．０４±２９．４４
油酸豆甾醇酯 ９６．４５±３．０４ １３９０．０３±３０．９５

３　结　论
通过研究植物甾醇酯化过程中的反应条件（反

应温度、反应底物种类、氮气、抗氧化剂）对氧化和

脱水产物含量的影响发现，随着反应温度的升高、脂

肪酸不饱和度的增加和链长的缩短，反应产物中的

氧化和脱水产物含量增加，谷甾醇较豆甾醇产生的

氧化和脱水产物更多，氮气仅能够有效抑制 ＰＯＰｓ
的产生，而抗氧化剂则能同时减少氧化和脱水产物

的生成。因此，通过优化植物甾醇酯合成工艺，可有

效控制植物甾醇酯中氧化和脱水产物水平，对提高

植物甾醇酯产品品质具有重要意义。
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