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实验技术与方法
高效液相色谱+蒸发光散射检测器联用法测定

婴幼儿配方乳粉中胆碱的含量
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摘$要!目的$建立一种以高效液相色谱+蒸发光散射检测器联用测定婴幼儿配方乳粉中胆碱含量的方法!

方法$样品以 5X’L)e"%% G>e阳离子交换柱&*.- KKs&(% KK"( !K’分离"用三乙胺水溶液+乙腈&,%l&%"-E-’

作为流动相洗脱"蒸发光散射检测器检测! 结果$胆碱的检测限为 * !</KB"线性相关系数&)’为 %.##, !"加标回

收率在 #*.#,b f!%%.#%b之间"且日内精密度&C!<日内 ’和日间精密度&C!<日间 ’分别为 &.Y(b和 ".!&b! 结论$

本方法操作简便%回收率高%准确度好%可缩短试验时间且目标峰峰形窄而对称"适用于对婴幼儿配方乳粉中胆碱

的测定!
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$$胆碱#24AB9;C$是一类强有机碱"以游离态和结
合态胆碱形式广泛存在于生物体中* 胆碱的吸湿
性较强"暴露于空气中可迅速吸潮* 胆碱易与盐酸
反应生成更稳定的氯化胆碱结晶盐* 胆碱耐热性
强"具有较理想的稳定性"在食品加工的过程中损
失量小"在干燥条件下"可以长时间储存在食物中"
其含量几乎不变*

胆碱是人体所需的重要营养物质"有促进大脑

发育’增强记忆力等功效* 缺乏胆碱可能会导致脂
肪肝’肝硬化以及引发肾’胰腺病变’记忆紊乱和生
长障碍等疾病或危害* 成人可以从蛋黄’动物肝
脏’大豆’绿色蔬菜等膳食中摄取胆碱"对婴幼儿而
言"婴幼儿主要从母乳或者配方乳粉中摄入胆碱"
为了避免婴幼儿胆碱的摄入量过高"国家标准对婴
幼儿配方乳粉中胆碱的添加量有明确的规定
#,%% f! (%% K</J<$ (!) *

胆碱的传统检测方法为高氯酸非水滴定法 (&) "
但是此方法被证明对掺杂的三甲胺类物质无法鉴
别* 现行国家标准 _L(*!".&%!&%!"-婴幼儿乳粉
和乳品中胆碱的测定. (")的胆碱检测方法是酶比色
法和雷氏盐分光光度法* G:;Q+k92C;@C[等 (*)利用
酶的荧光方法对胆碱进行检测"试验发现"酶比色
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法的检测限较高"但是由于酶的价格较高"存在成
本问题&雷氏盐分光光度法操作繁琐"分析时间长"

而且在样品前处理时易造成样品损失"所以在实际
应用上具有一定的局限性* 近几年有通过高效液
相色谱+串联质谱法 (()以及离子色谱法 (-+#)测定胆碱
的报道"这些方法具有质谱成本较高’离子色谱的
普及性不高’通用性较差等不足"随后出现了高效
液相色谱+蒸发光散射检测器联用法#6a\>+U\G]$

测定婴幼儿配方乳粉中胆碱的含量的相关报道 (!%) "

此方法操作简单’通用性好"但是峰性较宽’灵敏度
不高* 本文在采用高效液相色谱+蒸发光散射检测
器联用法检测胆碱的含量基础上"通过优化流动相
和仪器条件’蒸发光散射检测器的相关参数"取得
了较为理想的结果*

!$材料与方法
!.!$材料
!.!.!$样品

采集市售婴幼儿配方乳粉样品 #简称乳粉样
品$共 , 份"其中 ! 段乳粉 ! 份"& 段乳粉 ( 份"" 段
乳粉 & 份*
!.!.&$主要仪器与试剂

岛津 &%)R高效液相色谱仪#配岛津 U\G]+\R[[
低温型蒸发光散射检测器"日本岛津 $’5X’L)e
"%%+G>e阳离子交换柱#*.- KKs&(% KK"( !K&美
国 )<9BC;@$’a6G+">O6计*

氯化胆碱对照品 #!%%!*Y"中国食品药品检定
研究所$"乙胺水溶液’二乙胺’三乙胺’乙酸铵’冰
醋 酸’ 盐 酸 均 分 析 纯" 6a\> 级 乙 腈 # 瑞 典
X2C:;O:J$"试验用水为超纯水*
!.&$方法
!.&.!$样品预处理和标准溶液的配制

乳粉样品预处理%准确称取乳粉样品 (.%% <于
&(% KB锥形瓶中"加入 "% KB! KAB/\的盐酸溶液&置
于 Y% p烘箱中反应 " 4"每隔 ! 4 晃动一次锥形瓶"

反应完毕后取出冷却到室温&将酸水解后的样品摇
匀"用漏斗和定量滤纸过滤至 (% KB容量瓶中"用超
纯水反复冲洗锥形瓶多次"洗涤液一并过滤到容量瓶
中"定容至 (% KB"用 %.&& !K孔径滤膜过膜后待测*

胆碱标准储备液的配制%将氯化胆碱标准品置
于 !%( p烘箱中加热 " 4 至质量恒定&快速并准确
称取 %.%*( % <氯化胆碱的标准品于 (% KB容量瓶
中"用超纯水溶解并定容至 (% KB"配成浓度为
%.# K</KB的氯化胆碱标准液* 用超纯水对储备液
进行梯度稀释"配制成浓度为 &%’ (%’ !%%’ &%%’
"%% !</KB的标准工作溶液*

!.&.&$仪器条件
色谱柱%5X’L)e"%%+G>e#*.- KKs&(% KK"

( !K$阳离子交换柱&流动相 )%"% KKAB/\三乙胺
水溶液"用冰醋酸调节至 O6r-"流动相 L%乙腈"流
动相比例 )lLr,%l&%#-E-"下同$"等度洗脱&流速
!.% KB/K9;"进样量 &% !B* 雾化气为氮气"漂移管
温度 *% p"压力 "!% Ja:"增益值设为 ,*
!.&."$回收率试验

准确称取已知胆碱含量的 (.%% <乳粉样品于
&(% KB锥形瓶中"加入 "% KB! KAB/\的盐酸溶液"

分别加入低’中’高 " 个水平的胆碱标准品进行回收
率试验"按照 !.&.! 对样品进行预处理"进行液相
分析*

&$结果与分析
&.!$流动相的优化
&.!.!$流动相的选择

本文选用阳离子交换柱"以离子交换实现对胆
碱的分离* 离子交换分离是基于流动相离子和样
品离子之间对固定相有效交换容量的竞争"故分离
结果与流动相离子的选择"即流动相的组成有关*

分别以浓度为 "% KKAB/\"O6r- 的三乙胺’二
乙胺’乙胺水溶液为流动相 )"乙腈为流动相 L"以
(%’!%% !</KB的胆碱标准溶液进行分析* 对 " 种
不同流动相条件下胆碱的保留时间以及峰形进行
比较"胆碱半峰宽从小到大排序为三乙胺’二乙胺’

乙胺"由此说明三乙胺作为流动相时"胆碱的峰形
较窄且对称性较好"能缩短胆碱在阳离子交换柱上
的保留时间"从 !(.!!& K9; 减少到 Y.%#! K9;#当胆
碱浓度为 (% !</KB时 $"从 !(.%*& K9; 减少到
Y.%#, K9;#当胆碱浓度为 !%% !</KB时$"见表 !*

表 !$不同流动相条件下胆碱色谱图的参数对比

R:MBC!$>AKO:D9IA; A324DAK:@A<D:KO:D:KC@CDI:@F933CDC;@

KAM9BCO4:ICKAF939CD2A;F9@9A;I

胆碱浓度
/#!</KB$

流动相
保留时间
/K9; 峰宽 半峰宽

拖尾
因子

(%

!%%

三乙胺 Y.%#! %.(!Y %.!-* !."%%

二乙胺 #.(%% %.((* %.&%- !.***

乙胺 !(.!!& %.,&( %."%, !.*,#

醋酸铵 !(.,%% %.#Y( %."&( !.Y!%

三乙胺 Y.%#, %.(%* %.!Y, !.*#%

二乙胺 #.(%& %.-Y( %.&&( !.*%-

乙胺 !(.%*& !.!%* %."*& !.Y*"

醋酸铵 !(.-#( !.&%# %.*%!( !.,%*

$$将三乙胺的水溶液与已报道过的醋酸铵水溶
液对比 (!%) "相对于醋酸铵而言"三乙胺用做流动相
时"胆碱的保留时间缩短了约一半"分析周期更短"

而且峰形更对称* 其原因是本研究选用强阳离子
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交换柱"它的固定相是在硅胶微粒上键合了磺酸基
团"根据离子交换的机理"由于三乙胺比醋酸铵更
易与磺酸基结合"比醋酸铵有更强的竞争力"从而
能更快的将胆碱洗脱下来"缩短胆碱的保留时间*

由于三乙胺的挥发性大于醋酸铵盐的挥发性"在
U\G]检测时"因流动相挥发性的增加"从而减低了
基线背景响应值"也提高了目标物胆碱的检测灵敏
度"见图 !*

注%)1三乙胺&L1二乙胺&>1乙胺&]1醋酸铵

图 !$不同流动相条件下胆碱标准液#(% !</KB$色谱图
E9<=DC!$>4DAK:@A<D:KA324AB9;C#(% !</KB$:@F933CDC;@KAM9BCO4:ICKAF939CD2A;F9@9A;I

注%)1-%l*%&L1Y%l"%&>1,%l&%

图 &$!% !</KB胆碱在不同有机相与水相比例下的色谱图
E9<=DC&$>4DAK:@A<D:KA324AB9;C#!% !</KB$N9@4 F933CDC;@ODAOAD@9A; A3AD<:;92KAM9BCO4:IC@A:S=CA=IKAM9BCO4:IC

&.!.&$流动相中水相与有机相比例的优化
在 &.!.! 部分的条件下"对水相与有机相的

比例进行考察"本研究考察了三乙胺水溶液和乙
腈比例为 -%l*%’Y%l"%’,%l&% 时的试验结果"图 &
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为 !% !</KB胆碱在不同水相与有机相比例下的色
谱图* 水相和有机相的比例会对胆碱的保留时间
和峰形造成影响"相关参数见表 &"三乙胺水溶液
和乙腈比例为 ,%l&% 时"胆碱的保留时间为 Y.(,,
K9;"与比例为 -%l*% 时相比"提前了 &.,Y- K9;&
半峰宽和拖尾因子从比例为 -%l*% 到 ,%l&% 逐渐
减小"说明三乙胺水溶液和乙腈比例为 ,%l&% 时
的胆碱的峰形更窄"对称性也更好* 故本研究选
择三乙胺水溶液和乙腈流动相比例为 ,%l&%*

表 &$不同比例流动相条件下的胆碱色谱图的参数对比
R:MBC&$>AKO:D9IA; A324DAK:@A<D:KO:D:KC@CDIN9@4 F933CDC;@

ODAOAD@9A; A3AD<:;92KAM9BCO4:IC@A:S=CA=IKAM9BCO4:IC
胆碱浓度
/#!</KB$

流动相
比例

保留时间
/K9; 峰宽 半峰宽

拖尾
因子

!% -%l*% !%.*-( %.(%% %.&"( !.*!-
!% Y%l"% ,.--Y %.(%% %.!#- !.&(,
!% ,%l&% Y.(,, %.*&( %.!(# !.&&,

&.&$蒸发光散射检测器参数的优化
雾化器的气体压力’漂移管的温度以及增益

值都会对检测器的响应造成影响* 根据 U\G]的
使用手册"本课题组考察了 "!%’""%’"(% Ja:的气
体压力条件下胆碱的响应情况"结果显示响应变
化不明显&本课题组随后考察不同温度 # *%’-%’
,% p$对试验的影响"发现温度越高"响应越低&
考察增益值分别为 -’,’!%’!& 时的响应变化情
况"响应变化同样不明显* 冯埃生等 (!!) 对影响
U\G]性能的因素进行考察"发现漂移管温度对基
线水平以及噪声大小的影响没有一定的规律可
循* 温度过低可能造成流动相的挥发不完全"导
致基线水平较高&温度过高则可能会使噪音增大*
另外"提高气体压力"随着气体流速增大"溶质粒
子体积变小"散射光能力变弱"从而使响应值减
小* 故本试验中选取"!% Ja:’*% p’增益值为 ,
作为仪器使用条件*
&."$方法验证

试验直接测定的是氯化胆碱的含量"折算成胆
碱的含量* 胆碱含量 #!</<$ r氯化胆碱含量
#!</<$$(J胆碱 #</KAB$/J氯化胆碱 #</KAB$)*
&.".!$线性方程及检测限

将 &%’(%’!%%’&%%’"%% !</KB的标准工作溶液
在 !.&.& 的仪器条件下测定对应峰面积"以适量浓
度的常用对数值为横坐标"以峰面积常用对数值为
纵坐标进行回归分析* 线性回归方程 1r!.(-#"9
m".!&YY"相关系数#)$为 %.##, !* 本研究中"以信
噪比等于 !% 为定量限#!EMr!%$"测得定量限为 !%
!</KB&以信噪比等于 " 为检测限#!EMr"$"测得检
测限为 * !</KB*

&.".&$回收率和精密度
对 ! 种已知含量的样品进行加标回收试验"

每组加标浓度做 " 组平行样"每个样品连续分析
" 次"结 果 如 表 " 所 示" 平 均 回 收 率 范 围 在
#*.#,b f!%%.#%b之间"表明本方法加标回收
率高"相对标准偏差 #C!<$ 在 %.Y%b f!."#b
之间* 同时用此已知含量的样品考察方法的精
密度"一日内"将已知含量样品制备 - 组平行样"
每组样品连续分析 " 次"测得 C!<日内 r&.Y(b&
另连续六日制备该已知含量的 ! 种样品进行测
定"每 个 样 品 连 续 分 析 " 次" 测 得 C!<日间 r
".!&b"见表 * *

表 "$回收率结果#& r"$

R:MBC"$’CI=B@IA3DC2APCDH

本底值
/#K</!%% <$

加标量
/#K</!%% <$

测定值/#K</!%% <$

第一次 第二次 第三次

平均回收
率/b

C!<
/b

!!-.-* #% &%Y.*" &%Y."# &!%."& !%%.#% !."#

!!-.-* !&% &"*.(& &"(.#, &"*.&& #,.&" %.Y%

!!-.-* !(% &(#.!! &(Y.Y- &(#.!! #*.#, %.Y*

表 *$精密度试验结果#& r-$

R:MBC*$’CI=B@IA3ODC29I9A;

组别
测定值/#K</!%% <$

第一次
#日$

第二次
#日$

第三次
#日$

第四次
#日$

第五次
#日$

第六次
#日$

平均值
/#K</!%% <$

C!<
/b

日内 !!!."# !%,.#& !!".(- !!*.&& !!-.%" !!*.,Y !!".!- &.Y(

日间 !!"."! !%,.-" !!%.** !!-.%# !!#.&, !!(."- !!".,( ".!&

&.*$实际样品测定
从某超市随机购买 , 种婴幼儿配方乳粉"每个

样品做 " 个水平试验"每个样品测定 " 次* 样品前
处理后进行液相分析"图 " 为某配方乳粉样品的色
谱图* , 种乳粉相应的含量结果如表 ( 所示"低于
_L!*,,%!&%!&-食品安全国家标准食品营养强化
剂使用标准. (!)的规定限值*

图 "$某配方乳粉样品的色谱图
E9<=DC"$>4DAK:@A<D:KA3A;CI:KOBC
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表 ($样品测定结果
R:MBC($]C@CDK9;:@9A; A324AB9;C9; DC:BI:KOBCI

样品序号 标示值/#K</!%% <$ 测定值/#K</!%% <$

! #- !*%.Y-

& #- !&#.,%

" ,% !&-.#"

* !"(.! !*,.Y%

( ,% !*&.,"

- ,( !!*.!Y

Y ,( !!-.-*

, !%( !"#.,*

"$小结
本文针对现有的高效液相色谱+蒸发光散射检

测器联用测定婴幼儿配方乳粉中胆碱含量的方法
进行优化"选用 5X’L)e"%% G>e阳离子交换柱"
并对流动相以及水相和有机相的比例进行改善"考
察了蒸发光散射检测器的使用条件"结果显示胆碱
的检测限为 * !</KB"线性相关系数#)$为 %.##, !"
加标回收率在 #*.#,b f!%%.#b之间"且 C!<日内和
C!<日间精密度良好"分别为 &.Y(b和 ".!&b* 本文
建立的高效液相色谱+蒸发光散射检测器联用测定
胆碱含量的方法操作简单’快速’样品分析时间短"
且目标峰峰形窄而对称"适用于对婴幼儿配方乳粉
中胆碱的测定*
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实验技术与方法
超高效液相色谱法同时测定食用植物油中的 * 种植物甾醇

赵海燕"詹未"李兵"吴国华"赵榕
!北京市疾病预防控制中心"北京$!%%%!"#
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作者简介!赵海燕$女$高级工程师$研究方向为食品检验$U+K:9B$H:;dQ4:A4:9VI9;:12AK

通信作者!赵榕$女$主任技师$研究方向为食品理化$U+K:9B$\cH=CVHC:41;C@

摘$要!目的$建立超高效液相色谱&7a\>’法测定食用植物油中 * 种植物甾醇&菜籽甾醇%豆甾醇%菜油甾醇%#+

谷甾醇’的方法! 方法$食用植物油样品经皂化后"用冰醋酸调节 O6r-.% fY.("乙醇定容后冷冻离心"取上清液

测定! 采用 U;FA:PADI9B>!, &!%% KKs&.! KK"!., !K’色谱柱"以甲醇作为流动相等度洗脱"使用二极管阵列检测

器在波长 &%( ;K下进行检测! 结果$方法的线性范围$#+谷甾醇%豆甾醇%菜籽甾醇为 &% f&%% !</KB#菜油甾醇为
!% f!%% !</KB"相关系数 )均大于 %.### #! 方法检出限& !/Mr"’$菜籽甾醇%豆甾醇%菜油甾醇%#+谷甾醇分别为
&".&%!,.,%!,.-%&"., !</<#定量限&!/Mr!%’分别为 YY.(%-&.,%-&.&%Y#.* !</<#* 种组分按高%中%低 " 个浓度水

平加标回收率为 ,*.Yb f!%%.Yb"相对标准偏差 C!<&& r-’均 h"b! 结论$本方法简便稳定"准确灵敏"适用于

食用植物油中 * 种主要植物甾醇的同时测定!
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