
!"#$$

李! 伟"，陈华勇"，!，张! 凯"，王永华#，杨! 博"

（!"华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 #!$$$%；
&"华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 #!$%’!）

摘( 要：目的：以正三十二烷为内标物，建立了鱿鱼油中胆固醇含量测定的气相色谱（)*）分析方法。方法：采用
$"#+,- . / 的氢氧化钾乙醇溶液在 %#0水浴锅中对油样皂化 1$+23，乙醚萃取，毛细管气相色谱法测定鱿鱼油中胆固
醇，讨论并确定了样品皂化的最佳条件。结果：利用该方法，胆固醇与杂质可以得到较好的分离和准确的定量。内标

法制定标准曲线相关系数大于 $"444，测得胆固醇含量为 &4"$! 5 $"#%+6 . 6。胆固醇的最低检出限为 &"&!36，加标回收
率在 4&"!’7 8!$&"’#7之间，其 9:; <#7（3 = 1）。结论：该法灵敏度高，分离效果好，定量准确，适用于鱿鱼油中胆固
醇的含量测定。
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( ( 胆固醇是一种具脂类性质的环戊烷多氢菲衍生
物，不溶于水，易溶于乙醚、石油醚、氯仿等溶剂。它

广泛存在于动物体内，是动物组织细胞不可缺少的

重要物质，不仅参与形成细胞膜，而且是合成胆汁

酸、维生素 ;以及甾体激素的原料。虾蟹类养殖中，
由于虾蟹类不能自身合成胆固醇，必须通过添加富

含胆固醇的饵料来提高虾蟹养殖的品质和产量［!>&］。

富含天然胆固醇的鱿鱼油是虾蟹养殖的一种重要的

饲料添加剂。鱿鱼油中胆固醇的准确测定，对饲料

添加剂的工业化生产有着重要的指导意义。目前，

胆固醇的测定已有诸多报道，采用的方法有比色法、

酶法、气相色谱法（)*）、液相色谱法和薄层层析法

等，涉及的基体有鸡蛋、奶茶、饼干、食用油等［1>%］。通

常，基体组成及其复杂程度对目标物的准确定量影

响较大。油样中胆固醇总量的准确测定取决于皂化

处理条件［T］。因此，本文详细探讨了皂化液浓度、皂

化时间、皂化温度及不同萃取剂对鱿鱼油中胆固醇

测定的影响，并采用正交实验确定了最优的皂化处

理条件，以三十二烷为内标物建立了胆固醇的气相

色谱分析法，该法快速、灵敏、准确，测试结果令人

满意。

"! 材料与方法
"<"! 材料与仪器
胆固醇标准品 ( 纯度 U 4%7，上海博奥生物科

技有限公司；正三十二烷内标标准品( 纯度 U 4T7，
美国 R?G,L VG6C32?L公司；无水乙醇、正己烷、石油醚
（重蒸馏，馏分为 1$8%$0）、氢氧化钾、氯化钠 ( 均
为分析纯。

气相色谱仪( TS4$R，带 PW; 检测器和自动进样
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器，美国 !"#$%&’公司；漩涡振荡器( 广州正一科技公
司；离心机，恒温水浴锅，氮吹仪，)*+, 圆底烧瓶，容
量瓶等玻璃仪器。

!"#$ 实验方法
-./.-( 标准储备液的配制( 分别准确称取 -**+" 和
-***+"正三十二烷内标物于 -**+, 容量瓶中，用正
己烷稀释至刻度，得到 -+" 0 +, 和 -*+" 0 +, 的内标
储备液。准确称取 )*+" 胆固醇于 )*+, 容量瓶中，
用 -+" 0 +,的内标储备液稀释至刻度，得到 -+" 0 +,
的胆固醇标准储备液。

-././ ( 样品处理 ( 称取鱿鱼油样品约 /**+" 于
)*+,圆底烧瓶中，加入 -+1$ 0 , 的 234 乙醇溶液
5.*+,及 -*+" 0 +, 的正三十二烷内标液 *.-+,，振荡
混匀，接上冷凝管，置于 6)7水浴中皂化 8*+#&（每隔
)+#&振荡一次）后取出，经流水冷却后，加入 -*+, 乙
醚，旋涡混匀 -+#&，加入 8+, 饱和食盐水，旋涡混匀
-+#&。取上层乙醚萃取液 -.)+,于 /+,离心管中，加
入少量无水硫酸钠，旋涡混匀 -+#&，离心分离。取上
清约 -+,，按选定色谱条件进样分析，内标法定量。
-./.8( 分析方法( 色谱柱：49:) 毛细管色谱柱，8*+
; *.8/++ ; *./)!+；载气：氮气；柱流速：/+, 0 +#&
（恒流）；氢气：8*+, 0 +#&；空气：8)*+, 0 +#&；尾吹气：
/*+, 0 +#&；柱温：/**7保持 -+#&，以 -*7 0 +#& 升到
8**7，保持 8+#&；进样口温度：/)*7；检测器温度：
8**7；分流比：/*<-；进样量：-!,。
-./.5( 单因素实验 ( 考察不同萃取剂、温度、时间、
234乙醇液浓度对鱿鱼油中胆固醇总量测定的
影响。

-./.)( 正交实验 ( 在单因素实验的基础上，设计了
,=（8

5）正交实验，确定油样最优处理条件，实验设计

见表 -。
表 -( 正交实验因素水平表

水平

因素

!温度
（7）

>时间
（+#&）

? 234浓度
（+1$ 0 ,） @萃取剂

- )* 8* *.- 乙醚

/ 6) 5) *.) 正己烷

8 A* 6* - 石油醚

#$ 结果与讨论
#"!$ %&分离
取 -./.- 中 -+" 0 +, 的胆固醇标准储存液 -+,，

按 -././ 中样品处理方法处理，并用上述 B? 条件进
行分析，胆固醇与内标正三十二烷的分离结果见图

-。由图 - 可以看出，胆固醇先于正三十二烷出峰，
二者保留时间接近，且能达到基线分离。

#"#$ 样品前处理条件
/./.-( 萃取剂的选择( 文献报道能有效萃取胆固醇
的常见溶剂有正己烷、石油醚和乙醚［8:5］。本文以鱿

鱼油样品皂化后胆固醇的检出量作为指标，对以上

三种萃取剂进行了对比。在 -././ 的处理条件下，测
得的结果见表 /。从表 / 可以看出，对于鱿鱼油样
品，8 种萃取剂对胆固醇的提取效果差异不大，其中
乙醚的提取效果最佳，石油醚略大于正己烷。

图 -( 胆固醇标准品气相色谱图
注：-.胆固醇；/.正三十二烷。

表 /( 胆固醇提取效率的比较

称样量（"） 萃取剂 胆固醇含量（+" 0 "）
/**.-/ 正己烷 -6.--
/**.65 石油醚 -6.C*
/*-.-* 乙醚 -C.C5

/././( 皂化条件的优化( 鱿鱼油中胆固醇通常以游
离态和胆固醇酯两种形式存在，油样皂化完全与否

将直接影响胆固醇总量的测定［C］。通常，皂化效果与

碱液浓度、皂化时间和皂化温度有关。本文以乙醚

为萃取剂，单因素实验考察了不同皂化温度、皂化时

间以及 234乙醇液浓度对胆固醇总量测定的影响。
在 -+1$ 0 ,的 234乙醇液，皂化时间 6*+#& 时，

考察了不同温度（)*、6)、A*、=)7）对胆固醇总量测
定的影响，结果见图 /。从图 / 可以看出，不同温度
对胆固醇测定值影响较大，6)7时测定的胆固醇含
量最高。皂化本身为水解反应，从化学热力学的角

度来看，该反应为放热反应，温度太高将不利于反应

的进行，温度太低则会降低反应速率。

图 /( 不同温度对皂化的影响

在 -+1$ 0 ,的 234乙醇液，皂化温度为 6)7时，
考察了不同时间（)、-)、8*、5)、6*+#&）对胆固醇总量
测定的影响，结果见图 8，从图 8 可以看出，皂化时间
在 8*D5)+#&左右，胆固醇测定值可达到最高。

图 8( 不同时间对皂化的影响

在皂化温度 6)7，时间 8*+#& 时，考察了不同
234乙醇液浓度（*、*.-、*.)、-、/+1$ 0 ,）对胆固醇总
量测定的影响，结果见图 5。从图 5 可以看出，234
乙醇液浓度在 *.-D*.)+1$ 0 , 时，胆固醇测定值较高，
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表 !" 方法添加回收率实验结果

标准添加量（#$）
称样量（#$）

%&’ (&’ )&’
%’’&*% %’’&(! %’’&)* %’’&+! %’’&%% %’’&), %’’&%- %’’&!% %’’&,*

本底含量（#$ . $） %-&/( %/&%* %/&() %/&)* %-&/, %/&(% %-&/% %/&(- %/&))
加标测定值（#$ . $） (,&-/ (-&-% (-&(/ )!&)- )(&// ))&%( )-&)- )/&%- )/&-!
回收率（0） -/&+) /+&*/ /’&!/ *’,&)/ *’’&%, //&+’ /,&/’ //&,! *’%&)*
平均回收率（0） /%&*) 1 (&!) *’%&)! 1 )&(, *’’&’% 1 %&%,

234浓度增大，胆固醇测定值降低。这可能是由于
高浓度的 234 乙醇液时生成的钾皂较多，并形成胶
束包裹了一定含量的胆固醇。

图 )" 不同 234浓度对皂化的影响

%&%&(" 正交实验结果" 结果表明，56 7 58 7 59 7 5:，

皂化温度对油样中胆固醇得率影响最大，其次是萃

取剂和 234 乙醇液浓度，皂化时间对油样中胆固醇
得率影响最小，最佳条件为：’&!#;< . = 234 乙醇液，
+!>水浴中皂化 (’#?@，乙醚为萃取剂，该结果与单
因素实验基本吻合。

表 (" 正交实验结果

实验号 6 : 9 8 胆固醇含量

（#$ . $）
* * * * * %!&!%
% * % % % %%&/+
( * ( ( ( %’&/’
) % * % ( %+&/,
! % % ( * %!&--
+ % ( * % %)&!)
, ( * ( % %(&%*
- ( % * ( %!&%,
/ ( ( % * %!&!%
2* %(&*%, %!&%(( %!&**’ %!&+)’
2% %!&,/, %)&,’( %!&*!’ %(&!,’
2( %)&++, %(&+!( %(&((’ %)&(-’
5 %&+,’ *&!-’ *&-%’ %&’,’

!"#$ 标准工作曲线与检测限
将 *&%&* 中胆固醇标准储存液用 *#$ . #=的内标

液稀释成一系列浓度不同的标准溶液，浓度分别为

’&’!、’&*、’&%、’&)、’&+、’&-#$ . #=。各浓度标准溶液均
取 *#=，通氮气流吹干，然后按 *&%&% 中样品处理方法
处理，进 A9检测，以标准物与内标物的质量比为横坐
标，对应峰面积比为纵坐标，制作内标标准曲线，见图

!。从图 !可以看出，当胆固醇浓度在 ’&*B*#$ . #=范
围内，其线性回归方程 C D ’&!+/EF’&’’!/，相关系数
5% D ’&///%。按信噪比为 ( 计算检出限，该方法胆固
醇的最低检出限为 %&%*@$。

!"%$ 方法精密度研究
称取鱿鱼油 + 份（每份约 %’’#$），每份样品加

入 ’&*#=的 *’#$ . #=内标液，按 %&%&( 得到的最优方

图 !" 胆固醇检测标准曲线图
注：C D 6胆固醇 . 6内标；E D #胆固醇 . #内标，#内标 D *#$。

法处理，胆固醇的测定结果见表 )。从表 ) 可以看
出，最优条件下胆固醇的含量为 %/&’* 1 ’&!+#$ . $，相
对标准偏差为 *&/(0（@ D +）。

表 )" 方法精密度研究

编号 * % ( ) ! +
胆固醇含量

（#$ . $） %/&)* %/&() %-&,! %-&+* %-&%( %/&,*

平均值（#$ . $） %/&’* 1 ’&!+
变异系数（0） *&/(

!"&$ 方法添加回收率
本实验在鱿鱼油样品中加入胆固醇标准液，设

置 *’、*!、%’#$ . $三个浓度的添加水平。按 %&%&( 的
最优方法处理，先测定样品中胆固醇的本底含量，再

分别测定添加胆固醇标准后，样品中胆固醇的含量，

并计算添加回收率，结果见表 !。从表 ! 中可以得
知，方法添加回收率在 -/0B**’0之间，说明方法具
有较高的准确度。

#$ 结论
鱿鱼油中胆固醇通常以游离态和胆固醇酯两种

形成存在，油样皂化完全与否将直接影响胆固醇总

量的测定。本文从单因素条件分别考察了萃取剂、

234乙醇液浓度、皂化时间和温度对胆固醇总量测
定的影响，并通过正交实验设计确定了最优的油样

处理条件；此外，还建立了以正三十二烷为内标物的

胆固醇 A9 . GH8分析方法，该方法灵敏、准确。在最
优条件下：采用乙醚为萃取液、’&!#;< . = 234 乙醇
液、皂化温度 +!>、皂化时间 (’#?@ 时，测定的胆固
醇总量为 %/&’* 1 ’&!+#$ . $。
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表 !" 线性关系、相关系数、检测限和定量限

项目名称 线性范围（!# $ %&） 相关系数 ’! 线性方程 检测限（!# $ %&） 定量限（!# $ %&）
()
&()
*()

+,-.-/-,.-+
+,!01/!,01+
+,+-1/+,-1+

+,..2.
+,..31
+,...-

4 5 26,-078 9 -,1700
4 5 -.!,-18 9 -7,2+
4 5 !-+,-08 9 -6,+!-

+,+2
+,+7
+,++2

+,-.
+,!6
+,+-1

图 0" &()的质谱图（% $ :2!+）

图 6" *()的质谱图（% $ :!23）

!"#$ 线性关系、检测限和定量限
准确称取标准品 () -,.-%#，&() !,01%# 和 *()

6,0+%#于 !2%&容量瓶，用甲醇定容，适量稀释至 ()
的最终浓度为 +,-.-、+,03!、+,716、-,-61、-,2!3、
-,.-+!# $ %& 的标准系列溶液，&() 的最终浓度为
+,!01、+,67!、+,.66、-,6-1、-,333、!,01+!# $ %& 的标准
系列溶液，*() 的最终浓度为 +,+-1、+,+0!、+,+16、
+,+.1、+,-!3、+,-1+!# $ %& 的标准系列溶液。进样
-+!&，经超高效液相色谱;质谱仪测定，以浓度为横
坐标，峰面积为纵坐标进行回归分析，绘制标准曲

线，线性范围、相关系数和线性方程如表 !。
将 ()、&() 和 *() 标准溶液逐级稀释后，可以

测得其最低检测限（< $ =&0）和最低定量限（< $ =&
-+），检测限和定量限如表 !。
!"%$ 回收率和精密度
在已知 ()、&()和 *()含量的空白豆酱样品中

添加不同量的 ()、&() 和 *() 标样，作加样回收率
实验，平均回收率为 .0,!>/.7,3>，相对标准偏差为
-,2>/0,2>，测定的结果如表 0。
!"&$ 实际样品的检测
应用本法测定不同批次的豆酱样品，可以检测

到 ()的检出浓度为 -+/-1%# $ ?#，&() 和 *() 的检
出浓度均处在 -+/!+!# $ ?#范围内。

表 0" 加样回收率测定结果（@ 5 0）

项目名称
添加浓度

（!# $ ?#）
平均回收率

（>）
’<A
（>）

()

&()

*()

0,3!
--,61
-.,-+
6,7!
-6,-1
!0,1+
+,-1
+,63
+,3+

.0,7

.2,1

.6,-

.2,2

.6,-

.2,0

.0,!

.2,2

.7,3

!,0
!,!
-,1
-,2
0,-
0,2
-,.
!,1
!,2

’$ 结论
本实验采用超高效液相色谱;质谱联用的方法

测定豆酱中 ()、&()和 *()含量，具有操作方便、样
品处理简单、分析时间短、方法准确、灵敏度高、精密

度高、重现性好的优点。通过对仪器色谱条件和质

谱条件各项参数的优化，用 B)CDEF4 D(&) GHI
IE&E)色谱柱，在 -+%J@的时间里将 ()、&() 和 *()
这三种极性差别悬殊的物质有效分离和检测，有效

地监控豆酱中 ()的降解反应。
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