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超临界流体色谱法分析大豆磷脂
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摘要：采用以 9:! 为流动相的超临界流体色谱方法，以含 " ; "(<（体积分数）三乙胺的乙醇作为改性剂，对具有重要

生物功能的大豆磷脂组成进行分析，获得了大豆磷脂提取物中 % 个重要组分的定性结果，并讨论了流动相组成、操

作温度和压力对分离的影响。对其中有代表意义的磷脂酰胆碱（=9）进行了外标法定量分析，在 =9 质量浓度为

" ; "!" > ? @ A " ; "’( > ? @ 时具有较好的线性关系，=9 加样回收率为 &% ; ’<（ ! B (），重现性好。此方法可用于实际样

品的分析。
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! 前言

磷脂是生物膜的基本组成成分，又是脂质的载

体，具有重要的生物功能，在医药、化妆品、食品和饲

料工业等方面都是重要的研究对象。磷脂有许多

种，其中最重要的有以下 % 种：磷脂酰胆碱（F/84#
F/,G-HI. 7/8.-5J，=9），磷 脂 酰 乙 醇 胺（F/84F/,G-HI.
JG/,58.,+-5J，=*），磷脂酰丝胺酸（F/84F/,G-HI. 4JK#
-5J，=L），磷脂酰肌醇（F/84F/,G-HI. -584-G8.，=M），磷

脂酸（F/84F/,G-H-7 ,7-H，=D），溶血性磷脂酰胆碱

（.I48#F/84F/,G-HI. 7/8.-5J，@I48#=9）。其中 =9 因为

具有良好的乳化功能而被广泛地应用于食品、医药、

轻工等方面。

从大豆中提取的磷脂粗品组分多而复杂，且含

有多种非有效成分 中性脂类，从而增加了分离

和纯化大豆磷脂的难度。目前分析大豆磷脂主要采

用薄 层 色 谱（ N@9）和 高 效 液 相 色 谱（O=@9）法。

N@9 法设备简单，操作方便，是定性分析磷脂的传

统方法，但定量费时费力［$］，且难于定量分析单个

的磷脂组分［!］。O=@9 法具有快速、易于自动化等

特点，但所用的流动相组成复杂，往往要采用梯度洗

脱，从而引起基线漂移［)，E］，给定量分析带来困难。

超临界流体色谱（LP9）因其测定过程高效快速，温

度条件温和，非常适合于分析天然活性物质［(］，并

且易于放大到制备规模，已成为越来越重要的制备

分离手段，但用超临界流体色谱分离磷脂的报道目

前还较少［%］。本文采用超临界流体色谱法对大豆

磷脂进行分离和定量测定，为进一步放大到制备规

模探索条件。

" 实验部分

" # ! 仪器与试剂

所用 LP9 装置由本实验室设计组装而成［(］。

Q/J8HI5J 进样器配有 $"!@ 的定量管，LFJ7GK, $""
可变波长紫外检测器为美国 NL= 公司产品，色谱信

号由色谱工作站记录。无水乙醇、三乙胺均为国产

分析纯试剂。=9，=*，=M 标准品购自 L->+, 公司。

大豆磷脂分别为本实验室超临界流体抽提萃取物和

北京化学试剂公司产品。

" # " 色谱条件

参考文献［!，’，C］所报道的内容，本实验所用色

谱柱选择 LF/JK-48KR 9$C $"!+（中科院大连化学物

理研究所），!(" ++ S E ; % ++ -; H ; 不锈钢柱；流动

相为超临界 9:! 和改性剂（体积比为 $" T $），其中改

性剂为含 " ; "(<（体积分数）三乙胺的乙醇溶液；流

动相流速为 $ ; $ +@ ? +-5 A $ ; ) +@ ? +-5；柱温为 )"
U A %" U；压力为 !" V=, A )" V=,；进样体积为

$"!@；经紫外扫描，选择检测波长为 !$E 5+。

" # $ 混合标准溶液和样品溶液的制备

称取各磷脂标准品适量，加入同一容量瓶中，加

乙醇至刻度，配成标准品的混合溶液，其中每一标准

品的质量浓度均在 " ; ! > ? @到 $" ; " > ? @ 之间；分别

称取两种大豆磷脂样品 $ ; " >，并各自配成质量浓度

约为 (" > ? @ 的乙醇溶液。

$ 结果与讨论

$ # ! 色谱峰归属

以 =*，=M 和 =9 标准品确定图 $ 中的 !，)，’ 号

峰分别为 =*，=M 和 =9，与文献图谱［)，&，$"］比较确定
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!，"，# 号峰分别为 $%，$& 和 ’()*+$,。其中标准品

的谱图（图 -+.）中峰 - 为溶剂峰，粗品的谱图（图 -+
/）中峰 - 则为中性脂（包括胆固醇、甘油脂等）和溶

剂的合峰。从图 - 可以看出各化合物按极性从小到

大顺序洗脱。

图 ! 磷脂的超临界流体色谱图
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5 % 6 流动相组成对分离的影响

由于超临界 ,Q> 对极性物质的溶解能力较差，

在对极性化合物进行分析时往往需在其中加入极性

有机溶剂（称改性剂或携带剂），以增加流动相的溶

解能力，但只用乙醇作改性剂时，分离效果难以令人

满意（见图 >）。当在乙醇中加入极少量的强极性物

质时，分 离 能 力 有 很 大 提 高，并 对 峰 形 有 较 大 改

善［"］。本实验采用加入 = C ="D三乙胺的乙醇作改

性剂。

图 6 仅以乙醇作改性剂时大豆磷脂的色谱图

"#$% 6 71*23-,2$*-3 2/ 4289)-: .)+#,1#:
’4#:$ 2:.8 ),1-:2. -4 ,1) 320#/#)*

Q1954 7*23818*2) .) 82 R8K 0 - 0

容量因子 #$可以衡量化合物在固定相上保留

值的大小。如图 M 所示，改性剂在流动相中的含量

对分离的影响是非常明显的，即较高的改性剂浓度

可缩短分析时间，但降低了相邻组分的分离选择性。

随着改性剂在流动相中的比例的提高，流动相的溶

解能力加强，溶质的保留时间变短，在改性剂含量达

到 M=D时已不能将 $L 与 $N 有效分离。

图 5 7;6 中改性剂的体积分数 ! 对 "#值的影响

"#$% 5 <//)+, 2/ ,1) 320#/#)* =2.’3) (*2(2*,#2: ! 2: "#
Q1954 7*23818*2) .) 82 R8K 0 - 0

5 % 5 温度对分离的影响

一般情况下，温度的升高一方面会使溶质在固

定相上吸 G脱附加快，从而使溶质保留时间缩短；另

一方面会使流动相的密度减小，而使溶解能力减弱，

溶质保留时间延长。保留时间的表观改变是两方面

综合效果的体现。

如图 ! 所示，在 >" I$.，M= H S @= H时，升高

温度会使各种磷脂的保留时间缩短。但随着温度的

升高，这种影响越来越小，表明温度对流动相密度减

小的影响在逐渐增大。值得指出的是，在 M= H（低

于流动相的临界温度）时也可以把各磷脂分开，表明

在近临界状态下，超临界流体色谱也有良好的分离

能力。

图 > 温度对 "#值的影响

"#$% > <//)+, 2/ ,)3()*-,’*) 2: "#
Q1954 7*23818*2) .) 82 R8K 0 - 0

5 % > 压力的影响

在二氧化碳和乙醇的体积流量比一定的情况

下，尽管系统压力的升高引起了流动相中乙醇含量

的微量减少，但流动相组成的微弱变化没有掩盖压

力对溶质保留值的影响趋势（见图 "），即升高压力

减小了溶质的保留值，表明压力对溶质的保留时间

的影响比较明显。
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图 ! 压力对 !"值的影响

"#$% ! &’’()* +’ ,-(../-( +0 !"
!"#$% &’()*"*’(+ ,+ *( -*. / 0 /

1 % ! 23标准曲线

准确称取 12 3. 45 标准品置于 02 36 容量瓶

中，用乙醇定容。再用乙醇稀释，得到浓度分别为

02 3. 7 6，18 3. 7 6，82 3. 7 6，98 3. 7 6 和 022 3. 7 6
的系列标准溶液。以上溶液均需新鲜配制。

外标峰面积定量法测定 45 含量。结果表明当

进样量为 02!6 时，在 45 质量浓度在 2 : 212 . 7 6 ;
2 : 298 . 7 6 范围内，峰面积 ! 与 45 的含量 "（!.）

呈良好的线性关系：! < 0 : 0=9 2" > 2 : 22? @，# <
2 : AAA ?。最低检出量为 2 : 1!.（信噪比为 B : 8）。

1 % 4 23加样回收与重现性实验

取 2 : 0 . 大豆磷脂，精确称定，以乙醇定容为 02
36，平分为两份，其中一份加入 1 3. 45 标准品。

用超临界流体色谱测定两份样品中的 45 含量，计

算加样回收率为 A@ : 9C（ $ < 8）。其相对标准偏差

（DEF）为 1 : =C（ $ < 8）。

1 % 5 应用

分别对本实验室的大豆磷脂超临界流体抽提萃

取物和北京化学试剂公司的大豆磷脂产品进行了外

标法测定。其中本实验室的萃取物中 45 含量为

8BC（质量分数），北京化学试剂公司的大豆磷脂中

45 含量为 B?C（质量分数）。

6 结论

采用超临界流体色谱法，在适当的色谱条件下，

分离了 @ 种极性不同的磷脂，并对其中有代表意义

的 45 进行了定量分析。本方法快速、简便、重现性

好，可用于超临界流体萃取大豆磷脂过程中 45 含

量的监测以及磷脂产品的分析测定。
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