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蛋黄胆固醇的分离及结构鉴定
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摘要：为探索快速、操作简单的鸡蛋黄中胆固醇的提取分离工艺，采用二元有机溶剂乙醇 －正己烷
混合溶剂萃取蛋黄中的油脂，以胆固醇含量为指标，通过单因素实验对蛋黄油萃取工艺条件进行优

化，利用硅胶色谱柱对蛋黄油中胆固醇进行分离纯化，并通过核磁共振（ＮＭＲ）进行结构鉴定。结
果表明：蛋黄油最佳萃取工艺条件为乙醇与正己烷体积比１∶１、液料比３∶１，在此条件下胆固醇含量
为２１．１４ｍｇ／ｇ，萃取率达１００％；蛋黄油经硅胶色谱柱梯度洗脱后可获得单一组分，经核磁共振氢
谱（１ＨＮＭＲ）和碳谱（１３ＣＮＭＲ）初步鉴定其分子结构为２７个碳原子组成的具有甾体母核的固醇。
综上，二元有机溶剂萃取结合硅胶色谱柱分离可快速制备蛋黄胆固醇。
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　　以雄烯二酮、脱氢表雄酮等为代表的甾体类
药物，是仅次于抗生素的第二大临床用药［１－２］。

合成上述甾体类药物的原料主要来源途径有动物

源胆固醇、植物源（含海藻类植物）甾醇和微生物

源麦角固醇。胆固醇、甾醇和麦角固醇分子结构

差异主要在于侧链取代基团的类型及构型、母核
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环上的共轭不饱和键的位置及数量等［３］。植物源

甾醇虽然是目前甾体类药物生产的主要原料，但

其提取工艺烦琐，生产成本和产品价格相对较高，

市场供应不稳定［４］。微生物源麦角固醇是利用微

生物作为基盘细胞，生物合成甾醇，虽然在技术上

已具备可行性，但目前尚未实现工业化生产，供应

量有限［５－６］。

近些年来，随着我国家禽养殖、蛋制品加工规模

的日益扩大，利用现代生物技术促进蛋制品的高值

化生产加工，对促进传统农业的产业升级具有重要

的意义［７－８］。从鸡蛋中分离纯化胆固醇、磷脂、溶

菌酶等高附加值成分，可有效提高鸡蛋价值。鸡

蛋中的胆固醇含量丰富，而且主要集中在蛋黄中，

新鲜鸡蛋黄含有３０．６％的脂质（主要由胆固醇、磷
脂和脂肪酸酯组成）［９］，是分离制备胆固醇的优良

原料［１０－１１］。

从蛋黄中分离胆固醇的第一步是从蛋黄中萃取

蛋黄油，然后再从蛋黄油中分离胆固醇。当前从蛋

黄中萃取蛋黄油的研究报道中，围绕超临界 ＣＯ２萃

取工艺的研究报道较多［１２－１３］。但该技术对设备依

赖度高，操作复杂，生产成本高，一定程度上制约了

其在工业化生产中的推广普及。因此，建立操作简

单、成本低廉的蛋黄胆固醇快速制备技术，仍有其实

际应用价值，如不仅有助于实现蛋黄的高值化利用，

还可延伸蛋制品深加工产业链，为下游生物制药提

供稳定的原料供应途径。本文以具有良好食品安全

性、价格低廉的乙醇与正己烷混合溶剂为萃取剂从

鸡蛋黄中萃取蛋黄油，对萃取工艺进行优化，利用硅

胶色谱柱从蛋黄油中快速分离蛋黄胆固醇，并经核

磁共振（ＮＭＲ）分析初步鉴定其分子结构，以期为操
作简单、能够快速获得高纯度胆固醇的工艺提供技

术参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料

新鲜鸡蛋，福建吉百年食品有限公司；胆固醇标

准品、硫酸铁铵、磷酸、冰醋酸、硫酸、正己烷、石油

醚、乙酸乙酯、甲醇、乙醇、氘代氯仿等，均为分析纯，

上海麦克林生化科技有限公司；铁矾贮备液和铁矾

显色液，参照ＧＢ５００９．１２８—２０１６《食品安全国家标
准 食品中胆固醇的测定》要求配制。

正相柱层析硅胶〔５０～７５μｍ（２００～３００目）〕、
ＧＦ２５４薄层层析硅胶，青岛海洋化工有限公司；硅胶
层析柱（１５ｍｍ×１５０ｍｍ）；ＪＮＭ－ＥＣＺ６００Ｒ／Ｓ１型
核磁共振仪，日本ＪＥＯＬ公司。

１．２　实验方法
１．２．１　鸡蛋黄中脂肪和胆固醇含量的测定

脂肪含量的测定参照 ＧＢ５００９．６—２０１６《食品
安全国家标准 食品中脂肪的测定》第一法（索氏抽

提法）；胆固醇含量的测定参照ＧＢ５００９．１２８—２０１６
《食品安全国家标准 食品中胆固醇的测定》第三法

（比色法），标准曲线线性回归方程为ｙ＝２．５５１４ｘ－
０．０１８７（Ｒ２＝０．９９９８；ｘ为胆固醇的质量；ｙ为５７０
ｎｍ下的吸光度）。
１．２．２　蛋黄油的萃取

蛋黄油的萃取参照魏作君等［１４］的方法，并略作

修改。将鸡蛋打碎，分离蛋清和蛋黄，称取一定量的

蛋黄，按一定液料比加入萃取剂（乙醇与正己烷混

合溶剂），涡旋振荡混匀后，置于摇床上２２０ｒ／ｍｉｎ、
室温下振荡 ４５ｍｉｎ，于 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５～１０
ｍｉｎ，收集液相（液相分为上下两层，上层主要是正
己烷及其萃取物，下层主要是乙醇及其萃取物，分别

收集），并利用旋转蒸发仪回收溶剂。上层液相旋

转蒸发后的残留物即为蛋黄油，测定其胆固醇含量

（结果以蛋黄中的含量计算）。

１．２．３　蛋黄油中胆固醇的色谱柱分离纯化
称取５０ｍｇ蛋黄油溶于１ｍＬ三氯甲烷中，然后

转移到硅胶色谱柱中，依次用５０ｍＬ石油醚、体积比
分别为１００∶１、８０∶１、６０∶１、４０∶１、２０∶１、１０∶１、８∶１、
５∶１、２∶１的石油醚 －乙酸乙酯溶液和甲醇以 ５．０
ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行梯度洗脱，按照１ｍＬ／管的体积
分步收集洗脱液。各管洗脱液进行薄层层析〔以石

油醚－乙酸乙酯（体积比１０∶１）为展开剂〕展开，显
色，将具有相同比移值（Ｒｆ值）的洗脱液合并，其中不
同体积比的石油醚 －乙酸乙酯中只有体积比１００∶１
的洗脱液中含有胆固醇，且由其共收集到５个具有
不同Ｒｆ值的洗脱液。将洗脱液用旋转蒸发仪回收
溶剂，收集残余物。

１．２．４　薄层层析鉴定
用石油醚溶解 １．２．３中的残余物并定量为 １

ｍｇ／ｍＬ；用乙酸乙酯配制质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的胆
固醇标准溶液。将胆固醇标准溶液和石油醚溶解液

分别用毛细管点样到硅胶板上（重复点样 ３～４
次），以石油醚－乙酸乙酯（体积比１０∶１）为展开剂
进行薄层层析，显色，对照胆固醇标准溶液的 Ｒｆ值
对残余物进行定性。

１．２．５　核磁共振（ＮＭＲ）分析
收集并合并上述与胆固醇标准品具有相同 Ｒｆ

值的洗脱液（石油醚与乙酸乙酯体积比为１００∶１的
部分洗脱液），用旋转蒸发仪回收溶剂，制备固态蛋
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黄胆固醇样品。将１０ｍｇ蛋黄胆固醇固体样品转移
到核磁管中，用氘代氯仿（ＣＤＣｌ３）溶解并配制成质
量浓度为１６．６７ｍｇ／ｍＬ的溶液，进行核磁共振碳谱
（１３ＣＮＭＲ，１５０ＭＨｚ）和氢谱（１ＨＮＭＲ，６００ＭＨｚ）测
定，并解析其结构式。

２　结果与分析
２．１　鸡蛋黄中脂肪和胆固醇含量

经测定，鸡蛋黄中的脂肪含量为２８．７３ｇ／１００ｇ，
略低于谢绿绿［１５］的实验结果（３２．６６～３４．４１ｇ／１００ｇ）。
鸡蛋黄中的胆固醇含量为 ２．１５ｇ／１００ｇ，高于
Ｂａｔｋｏｗｓｋａ等［１６］报道的鸡蛋黄中的胆固醇含量（１．２
ｇ／１００ｇ）。鸡蛋黄中胆固醇的含量与母鸡品种、饲
喂母鸡的饲料等多种因素有关［１５－１６］。

２．２　蛋黄油的萃取工艺条件优化
２．２．１　液料比

在萃取剂乙醇与正己烷体积比为１∶１，液料比
分别为１∶１、２∶１、３∶１和４∶１下，按１．２．２方法萃取
蛋黄油，探究液料比对蛋黄胆固醇萃取效果的影响，

结果如图１所示。

图１　液料比对蛋黄胆固醇萃取效果的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｑｕｉｄｔｏｍａｔｅｒｉａｌｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｆｒｏｍｅｇｇｙｏｌｋ

　　由图１可以看出，当液料比为３∶１时，蛋黄胆固
醇的含量最高，为２０．２７ｍｇ／ｇ。
２．２．２　萃取剂乙醇与正己烷体积比

在液料比为３∶１，乙醇与正己烷体积比分别为
３∶１、１∶１、１∶３下，按１．２．２方法萃取蛋黄油，探究乙
醇与正己烷体积比对蛋黄胆固醇萃取效果的影响，

并与单一乙醇或正己烷萃取进行比较，结果如图２
所示。

由图２可以看出，当乙醇与正己烷体积比为
１∶１时，蛋黄胆固醇含量最高，为２１．１４ｍｇ／ｇ，胆固
醇萃取率达到１００％，胆固醇含量显著高于石油醚－
丙酮（体积比 ６∶１）萃取体系的萃取效果（１３．９４
ｍｇ／ｇ）［１７］。乙醇与正己烷（体积比１∶１）组成的复合
萃取剂的萃取效果显著优于单一乙醇（５．０１ｍｇ／ｇ）
或正己烷（０．０８４ｍｇ／ｇ）作为萃取剂的萃取效果。

图２　乙醇与正己烷体积比对蛋黄胆固醇萃取效果的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏｏｆｅｔｈａｎｏｌｔｏｎ－ｈｅｘａｎｅｏｎｔｈｅ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｆｒｏｍｅｇｇｙｏｌｋ

　　综上，在乙醇与正己烷体积比 １∶１、液料比
３∶１条件下，按照１．２．２方法提取蛋黄油，并以其为
原料进行胆固醇的分离。

２．３　蛋黄油中胆固醇的硅胶色谱柱分离结果
按１．２．３方法对蛋黄油中胆固醇进行色谱柱分

离，获得５个不同Ｒｆ值的洗脱液（体积比１００∶１的
石油醚－乙酸乙酯）回收溶剂后的残余物，按１．２．４
方法进行定性，并与甲醇洗脱液的残余物样品进行

比较，结果见图３。

　注：１．胆固醇标准品；２～５．石油醚 －乙酸乙酯（体积比

１００∶１）洗脱液；６．甲醇洗脱液

　Ｎｏｔｅ：１．Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｓｔａｎｄａｒｄ；２－５．Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒ－ｅｔｈｙｌ

ａｃｅｔａｔｅ（ｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏ１００∶１）ｅｌｕａｔｅ；６．Ｍｅｔｈａｎｏｌｅｌｕａｔｅ

图３　不同溶剂洗脱液脱溶后的薄层层析结果

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆ

ｅｌｕａｔｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ

　　由图３可知：仅在５号样品中获得与胆固醇标
准样品具有相同Ｒｆ值的单一组分；在甲醇洗脱液样
品中，虽检测到与胆固醇标准品具有类似Ｒｆ值的化
合物，但考虑到该化合物为甲醇洗脱物，与胆固醇具

有强烈疏水性的性质差异较大，因此后续实验中未

对该化合物进行深入研究。５号样品经气相色谱
（检测方法参考文献［１８］，采用高温色谱柱，省去皂
化步骤）进一步分析发现，其仅显示一个对称色谱

峰。因此，后续将此样品进行ＮＭＲ分析。
２．４　蛋黄胆固醇的结构解析

用核磁共振检测上述样品的碳谱和氢谱。在
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１３Ｃ－ＮＭＲ（１５０ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）谱中（图 ４ａ），共检出
２７个碳信号，包括：５个甲基，即 δＣ１１．９（Ｃ－１８）、
１９．５（Ｃ－１９）、１８．８（Ｃ－２１）、２２．７（Ｃ－２６）和２２．９
（Ｃ－２７）；１１个亚甲基，即δＣ３７．３（Ｃ－１）、３１．７（Ｃ－
２）、４２．４（Ｃ－４）、３６．３（Ｃ－７）、２１．２（Ｃ－１１）、３９．９
（Ｃ－１２）、２３．９（Ｃ－１５）、２８．３（Ｃ－１６）、２９．８（Ｃ－
２２）、２４．４（Ｃ－２３）和３９．６（Ｃ－２４）；８个次甲基，即
δＣ７１．９（连氧，Ｃ－３）、１２１．８（ｓｐ

２杂化的烯烃，Ｃ－
６）、３２．０（Ｃ－８）、５０．２（Ｃ－９）、５６．８（Ｃ－１４）、５６．２
（Ｃ－１７）、３５．９（Ｃ－２０）和２８．１（Ｃ－２５）；以及３个
季碳，即 δＣ３６．６（Ｃ－１０）、４２．４（Ｃ－１３）和 １４０．９
（ｓｐ２杂化，Ｃ－５）。在１Ｈ－ＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）
谱中（图４ｂ），可以观察到如下的氢信号：δＨ０．６８（ｄ，
Ｊ＝２．２Ｈｚ，３Ｈ，Ｈ３－１８），０．８６（ｏ，３Ｈ，Ｈ３－２６），

０．８７（ｏ，３Ｈ，Ｈ３－２７），０．９１～０．９３（ｏ，４Ｈ，Ｈ３－２１／
９α），０．９７～１．０１（ｏ，６Ｈ，Ｈ－１α／１４α／２２ｂ／Ｈ３－１９），
１．０５～１．１８（ｏ，６Ｈ，Ｈ－１２α／１５β／１７α／２３ｂ／２４ａ／２４ｂ），
１．２５～１．３７（ｏ，４Ｈ，Ｈ－１６β／２０／２２ａ／２３ａ），１．４１～
１．５７（ｏ，７Ｈ，Ｈ －２β／７α／８β／１１α／１１β／１５α／２５），
１．８３～１．８４（ｏ，３Ｈ，Ｈ－１β／２α／１６α），１．９６～２．０２
（ｏ，２Ｈ，Ｈ－７β／１２β），２．２５（ｄ，Ｊ＝１１．９Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ－
４β），２．３１（ｔ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ－４α），３．５２（ｍ，１Ｈ，
Ｈ－３α），５．３０（１Ｈ，—ＯＨ）和 ５．３６（ｄ，Ｊ＝５．１Ｈｚ，
１Ｈ，Ｈ－６）。其中，在低场区δＨ５．３６为一个烯氢质子
信号，δＨ３．５２为连氧次甲基氢信号，δＨ５．３０羟基氢信
号，δＨ０．６８、０．８６、０．８７、０．９１和δＨ１．０１为５个甲基氢
质子信号。结合核磁共振谱数据并与文献［１９］比
较，推测出该化合物为胆固醇，结构式如图５所示。

　　
图４　蛋黄胆固醇的１３ＣＮＭＲ（ａ）和１ＨＮＭＲ（ｂ）谱图

Ｆｉｇ．４　１３ＣＮＭＲ（ａ）ａｎｄ１ＨＮＭＲ（ｂ）ｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｆｒｏｍｅｇｇｙｏｌｋ

图５　ＮＭＲ鉴定的蛋黄胆固醇分子结构式
Ｆｉｇ．５　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｆｒｏｍ

ｅｇｇｙｏｌｋｉｎｆｅｒｒｅｄｆｒｏｍＮＭＲｓｐｅｃｔｒａ

３　结　论
本研究以鸡蛋黄为原料，采用乙醇 －正己烷混

合溶剂萃取其中的油脂，以胆固醇含量为指标，采用

单因素实验对萃取工艺条件进行优化，利用硅胶柱

层析对蛋黄油中胆固醇进行分离纯化，并通过 ＮＭＲ
进行结构鉴定，得到以下结论。

（１）蛋黄油最佳萃取工艺条件为乙醇 －正己烷
体积比１∶１、液料比３∶１，在此条件下胆固醇含量为
２１．１４ｍｇ／ｇ，胆固醇萃取率达１００％。上述萃取体
系即使在室温下，其黏度适中，上下相自动分离明

显，同时胆固醇主要分布于上相（正己烷）中，萃取

效果良好，因此本文未对温度这一参数进行优化

（如加热可进一步提高胆固醇的溶解度等）。后续

研究工作中，有必要对萃取时间进行进行优化（如

超声波辅助萃取，有可能进一步缩短萃取时间）。

（２）相对传统的从各类油脂中分离纯化单一组
分的胆固醇（或胆固醇酯），常常涉及酯化、皂化、多

次萃取及蒸馏等复杂工艺，甚至最后还需要利用重

结晶等方法去杂，费时费力，利用硅胶柱层析对蛋黄

油中胆固醇进行分离纯化，可快速获得满足结构鉴

定用纯度的适量蛋黄油胆固醇，可操作性强，且操作

简单。

（３）基于ＮＭＲ，初步鉴定出蛋黄胆固醇分子结
构中共有２７个碳原子，具有甾体母核结构，Ｃ３具有
羟基侧链，Ｃ１０、Ｃ１３和Ｃ２０具有甲基侧链，Ｃ１７具有异辛
基侧链，Ｃ５和Ｃ６之间有一个不饱和键。第１０位、第
１３位和第２０位的碳原子为手性碳原子，因此与上
述３个碳原子连接基团的构象类型还有待进一步深
入分析。

后续可利用生物技术修饰、改造胆固醇分子，以
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进一步拓展胆固醇的应用领域，并推动蛋黄油的高

值化利用，如利用脂肪酶对胆固醇３号位置的羟基
进行酯化得到产物胆固醇酯，其脂溶性远高于胆固

醇自身。胆固醇酯可作为护肤品原料，发挥稳定剂、

柔润剂和保水剂的功能。利用胆固醇羟化酶和胆固

醇氧化酶等生物催化剂，将胆固醇转化为肾上腺皮

质激素、孕激素和雄性激素等药物合成的中间体，如

雄甾－４－烯 －３，１７－二酮（ＡＤ）、雄甾 －１，４－二
烯－３，１７－二酮（ＡＤＤ）和９α－羟基雄甾－４－烯－
３，１７－二酮（９α－ＯＨＡＤ）等。
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