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保健胶囊中磷脂酰胆碱的 UPLC检测 

及质谱确证 
 

王斌，陈意光，温少楷，吴楚森，陈伟力，李洪燕，吴玉銮，罗海英 

（广州质量监督检测研究院，国家加工食品质量监督检验中心（广州），广州市食品安全检测技术重点实验室，广

州市食品安全风险动态监测与预警研究中心，广东广州 510110) 
摘要：建立了保健胶囊中磷脂酰胆碱的超高效液相色谱（UPLC）测定和超高效液相色谱-质谱/质谱（UPLC-MS/MS）确证方法。

样品经直接稀释或液液分配除杂，采用 BEH HILIC色谱柱分离，以甲醇和异丙醇为流动相进行等度洗脱，二极管阵列（PDA）检测

器进行定量分析，采用UPLC-MS/MS电喷雾离子源正离子（ESI+）-多反应监测（MRM）模式进一步确证。仪器检出限为 0.001 mg/mL，

线性范围在 0.005 mg/mL 到 0.100 mg/mL 之间。采用阴性大豆油进行添加回收实验，6个浓度水平的平均添加回收率为 83.3%，平均

相对标准偏差为 4.5%。用该方法测定标示值为 11.4 g/100 g的保健胶囊样品，平行测定检测结果分别为 8.93 g/100 g和 8.76 g/100 g，

相对标准偏差 3.02%和 0.60%。结果表明，该方法准确，快速，适用于保健胶囊中磷脂酰胆碱的检测和确证。 
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Abstract: A new method was established to detect phosphatidylcholine in health supplement capsules, using ultra-performance liquid 

chromatography (UPLC) and the result was further verified using UPLC-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). The capsule contents 

were diluted before being tested or went through liquid-liquid-partitiondepuration. The analytes were separated using a BEH HILIC column and 

isocratic elution with methanol and isopropanol as the mobile phase. The analyte quantitates were detected by a photodiode array (PDA) detector 

and further verified by UPLC-MS/MS operated using electrospray ionization cation (ESI+)-muti-reaction monitoring( MRM). The detection 

limit was 0.001 mg/mL and linear range was between 0.005 and 0.100 mg/mL. The mean addition recovery rate of 6 concentrations was 83.3%, 

with a mean, relative standard deviation of 4.5%. Health supplement capsule marked 11.4 g/100 g was tested using this method with parallel 

determination results of 8.93 g/100 g and 8.76 g/100 g and the relative standard deviation of 3.02% and 0.60%, respectively. The results showed 

that the method is accurate, fast, and suitable for the determination and verification of phosphatidylcholine in health supplement capsules.  

Key words: health supplement capsule; phosphatidylcholine; ultra-performance liquid chromatography; ultra-performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 

 

磷脂酰胆碱（phosphatidylcholine）是一类具有磷 
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脂酰胆碱基团的磷脂类化合物，其化学结构如图 1 所

示，具有亲水的酰基和疏水的高级脂肪酸链，是一种

两性分子。它是细胞膜的重要组成部分，对维持生物

膜正常功能有重要作用。磷脂酰胆碱也叫卵磷脂，大

脑通过卵磷脂传递信息，胎儿在生长发育中对磷脂酰

胆碱的需求很大。磷脂酰胆碱因具有促进神经传导、

http://baike.baidu.com/view/207491.htm
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促进脂肪代谢、降低血清胆固醇等优点，常作为乳化

剂、稳定剂和湿润剂广泛应用在食品、保健品、医药、

化妆品等领域
[1~4]

。 

目前食品中磷脂酰胆碱的分离、检测方法已有部

分文献报导。GB/T 21493-2008《大豆磷脂中磷脂酰胆

碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰肌醇的测定》[5]提供了一

种磷脂酰胆碱的高效液相色谱测定方法。方法采用

Si-60 液相色谱柱，大豆磷脂经正己烷-异丙醇混合溶

液稀释后直接供液相色谱测定。关明[6]、莫建光[7]、刘

狄[8]等分别报导了采用 C18、硅胶和 Tigerkin Diol 制

备柱等色谱柱分离检测磷脂酰胆碱的高效液相色谱方

法，但方法分析耗时长，溶剂消耗大。黄旋
[9]
等报导

了一种奶粉中磷脂酰胆碱的超高效液相色谱-质谱/质

谱测定方法，方法将磷脂酰胆碱甲酯化后进行测定，

前处理步骤复杂，甲酯化效率不易控制。V. Verardo
[10]

等开发了一种橄榄油中磷脂类化合物的液相色谱飞行

质谱检测方法，方法采用液液萃取和固相萃取等方式

提取磷脂酰胆碱，并通过飞行时间质谱仪对磷脂酰胆

碱的种类进行确定，但飞行时间质谱仪价格昂贵，方

法很难普及应用。 

本文针对大豆磷脂酰胆碱常规液相色谱分析耗

时长，无法确证的现状，开发了保健胶囊中磷脂酰胆

碱的 UPLC 测定方法，较常规液相方法缩短了 1/3 的

分析周期。采用 HILIC 高压色谱柱，优化流动相条件，

获得尖锐对称的色谱峰，方法信噪比较国标方法提高

10 倍。通过分析磷脂酰胆碱的质谱裂解过程，优化质

谱参数，建立了磷脂酰胆碱的 UPLC-MS/MS 确证方

法。该方法稳定性和重现性好，可实现保健胶囊中磷

脂酰胆碱的定量和确证。 

 

图 1 磷脂酰胆碱化学结构（R1，R2 为高级脂肪酸） 

Fig.1 Chemical structure of phosphatidylcholine (R1,R2：higher 

fatty acids) 

1  材料与方法 

1.1  主要试验仪器与试剂 

Acquity UPLC 超高效液相色谱仪（配 PDA检测

器）、Acquity UPLC-Xevo TQ MS 超高效液相色谱-串

联四极杆质谱仪、 Acquity BEH HILIC 色谱柱

（50mm×2.1mm，1.7 µm），均购自美国waters 公司；

Minishaker MS1 型漩涡混合器，德国 IKA 公司；

KDC-40 低速离心机，安徽中科中佳公司；Centrifuge 

5418 高速离心机，德国 Eppendorf 公司；Purelab plus

超纯水仪，美国 ELGA公司。正己烷、甲醇、异丙醇、

乙醇、氨水均为分析纯，广州化学试剂厂。大豆磷脂

酰胆碱标准品（纯度≥99%，Sigma 公司，Lot：

021M5208V）。 

大豆油购自广州超市；二批次大豆磷脂胶囊由保

健品生产企业提供，标示成份为大豆油和大豆磷脂，

标示大豆磷脂酰胆碱含量 11.4 g/100g。 

1.2  试验方法 

1.2.1  标准溶液和提取溶液的配制 

大豆磷脂酰胆碱标准溶液：称取大豆磷脂酰胆碱

100 mg 于 50 mL容量瓶中，用乙醇溶解定容，得到浓

度为 2.0 mg/mL的大豆磷脂酰胆碱标准溶液，-4℃保

存。 

样品提取溶液：用量筒分别量取 900 mL 乙醇和

100 mL混匀，静置备用。 

1.2.2  试样的提取 

1.2.2.1  磷脂酰胆碱含量在0.1 g/100 g 到 1.0 g/100 g

之间的样品 

称取混合均匀后的样品 0.1 g～0.2 g（精确到

0.0001 g）于 10 mL比色管中，依次加入 5mL样品提

取溶液，5 mL正己烷，涡旋混匀。1200 r/min 离心 2 

min，移去正己烷层（保留处于界面层的正己烷）。向

比色管中加入乙醇，定容至 10mL，涡旋混匀，过滤

后供 UPLC 测定。 

1.2.2.2  磷脂酰胆碱含量在 1.0 g/100g到 5.0 g/100g 之

间的样品 

称取 0.1 g~0.2 g（精确到 0.0001g）样品于 10 mL

比色管中，加入 5 mL 正己烷，涡旋混匀，加入正己

烷定容至刻度。准确移取 0.5 mL 溶液于另一 10 mL

比色管中。余步骤与 1.2.2.1“依次加入 5 mL 提取溶

液 UPLC 测定”相同。 

1.2.2.3  磷脂酰胆碱含量大于或等于5.0 g/100 g的样

品 

称取 0.1 g~0.2 g（精确到0.0001 g）样品，用乙

醇逐级稀释 5000 倍以上后供 UPLC 测定。 

1.2.2.4  供 UPLC-MS/MS测定的样品 

以上供 UPLC 测定的溶液，10 倍稀释后可用于

UPLC-MS/MS 进行确证分析。 

1.2.3  色谱条件 

色谱柱：BEH HILIC 50 mm×2.1 mm，1.7 µm；

http://search.cnki.com.cn/Search.aspx?q=author:莫建光
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流动相：甲醇+异丙醇=3+2，并用氨水调节pH=8；流

速：0.3 mL/min，等度洗脱；进样体积：2 µL；柱温：

30 ℃；检测器：PDA检测器，扫描波长 190~250 nm，

定量波长 205 nm。 

1.2.4  质谱条件 

离子源：电喷雾离子源，正离子模式（ESI+），

毛细管电压：1.5 kV；离子源温度：150 ℃；脱溶剂气

温度：350 ℃；脱溶剂气流量：650 L/h；扫描方式：

多反应监测模式（MRM）；锥孔电压：40 V；监测离

子对（m/z）：756.4/184、86；758.4/184、86；760.4/184、

86；780.4/184、84；782.4/184、86；784.4/184、86；

786.4/184、86；788.5/184、86。离子碎片m/z=184 的

碰撞能均为 30 V，离子碎片 m/z=86的碰撞能均为 45 

V。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件的优化 

2.1.1  液相色谱柱的选择 

GB/T 21493-2008采用Si-60色谱柱对磷脂酰胆碱

进行分离，黄旋等
[9]
报道了一种采用 BEH C18 色谱柱

进行分离的方法。因超高效液相色谱柱具有柱效高、

节省时间、提高分辨率等优点，本实验采用超高效液

相色谱柱进行预实验，考察了 HSS T3 和 BEH C18 两

款色谱柱对大豆磷脂酰胆碱的分离效果，如图2a 和图

2b 所示，两款色谱柱对磷脂酰胆碱都有较好的分离效

果，但不同的磷脂酰胆碱类化合物有不同的色谱保留

时间，难以定量。同时，连续进样多针后，化合物保

留时间均往前漂移，重现性较差。因此，本方法未选

择 BEH C18 和 HSS T3 色谱柱作为分离磷脂酰胆碱的

色谱柱。 

Grzegorz Kiełbowicz
[11]

等采用 HILIC 色谱柱对磷

脂酰胆碱进行分离，获得良好的分离效果。BEH HILIC 

色谱柱填料为无键合相的亚乙基桥联硅胶，具有极低

的柱流失，因在不同的流动相下体现不同的特性而被

广泛应用。在本方法的条件下，亲水的磷酸胆碱基团

与 BEH HILIC 柱填料键合相作用明显，化合物呈现峰

型尖锐对称的单峰（如图 2c），光谱图无明显杂质峰

（如图 3），因此本方法选择 BEH HILIC 柱对磷脂酰

胆碱进行分离。 

2.1.2  流动相的优化 

典型HILIC柱对极性化合物的保留能力与流动相

密切相关。低有机相比例（高水相比例）时在色谱柱

上没有保留。当流动相的有机相比例足够高（50%或

以上）时，极性化合物才会有保留。试验考察了乙腈

水和甲醇水两种流动相体系，提高水相比例，磷脂酰

胆碱的色谱保留时间缩短，峰型展宽；提高有机相比

例，保留时间延长，连续多次进样时，柱压持续升高，

磷脂酰胆碱色谱保留时间漂移延后，因此，本文未采

用有机相-水相体系作为流动相。 

 

 

 
图 2 大豆磷脂酰胆碱标准溶液在不同色谱柱下的超高效液相

色谱图 

Fig2 UPLC of phosphatidylcholine from soybean using different 

columns 

注：a：BEH C18 色谱柱，b：HSS T3 色谱柱，c：BEH HILIC

色谱柱。 

异丙醇的洗脱能力比水弱，将流动相的中的水用

异丙醇代替，由于流动相极性降低，HILIC 柱对磷脂

酰胆碱的保留能力增强。甲醇与异丙醇比例为 3:2 时，

磷脂酰胆碱与样品中的杂质可以实现有效分离。用氨

水调节流动相 pH=8，可以促进磷脂酰胆碱离子化，

改善色谱峰型。同时由于小分子量的甲醇和异丙醇的

“润湿”作用，使磷脂酰胆碱中高级脂肪酸基团有效
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延展，连续进样多针，色谱柱柱压无显著变化，化合

物保留时间未出现漂移，色谱分析周期仅为 4.0 min，

节省了溶剂，提高了分析效率。 

 

图 3 大豆磷脂酰胆碱的光谱图 

Fig3 Spectrogram of phosphatidylcholine from soybean 

2.2  质谱条件的优化 

大豆磷脂酰胆碱是含有不同脂肪酸基团的磷脂

酰胆碱化合物的混合物。采用电喷雾离子源正离子

（ESI+）模式对大豆磷脂酰胆碱进行全扫描（全扫描

质谱图见图 4），得到质荷比（m/z）为610.3、684.2、

756.6、758.6、760.6、780.6、782.6、784.6、786.6、

804.6、806.6、832.3 的分子离子峰，其中响应最高的

m/z=758.6 是典型的大豆磷脂酰胆碱化合物的分子离

子峰。应用 MS tune 软件，对m/z=758.6 进行轰击，

可以得到相对丰度最高的子离子碎片 m/z=184。

m/z=184的基团在二级质谱中的裂解途径如图5所示，

其中磷酸胆碱（m/z=184）是磷脂酰胆碱类化合物共

有的结构基团。 

 
图 4 大豆磷脂酰胆碱标准溶液全扫描质谱图 

Fig.4 Full scan mass spectrum of reference Phosphatidylcholine 

from soybean 

通过对产生磷酸胆碱碎片m/z=184的所有母离子

进行全扫描（parent scan），可以获得产生磷酸胆碱的

磷脂酰胆碱类化合物母离子信息。m/z=184 的母离子

全扫描质谱图如图6所示，可见m/z=756.4、m/z=758.4、

m/z=760.4 、 m/z=780.4 、 m/z=782.4 、 m/z=784.4 、

m/z=786.4、m/z=788.5 为大豆磷脂酰胆碱中产生碎片

离子 m/z=184的母离子。 

 

图 5 磷脂酰胆碱在二级质谱中的裂解途径 

Fig.5 Main fragmentation pathways of phosphatidylcholine in 

tandem mass spectrometry 

 
图 6 碎片离子 m/z184 的母离子扫描质谱图 

Fig.6 Parent ion mass spectrometry scan of the fragment with 184 

m/z 

应用 Masslynx 软件对大豆磷脂酰胆碱离子对的

多反应监测（MRM）条件进行优化。结果显示各磷脂

酰胆碱类化合物中响应最强碎片的均为 m/z=184 和

m/z=86。锥孔电压和碰撞能也较为接近。为了方便，

本文将锥孔电压统一为 40 V，m/z=184 和 m/z=86 碰

撞能均分别统一为 30 V和 45 V。 

2.3  保健胶囊中磷脂酰胆碱的确证 

保健胶囊中除含有大豆油和大豆磷脂外，还添加

了帮助人体消化吸收的成分，在对磷脂酰胆碱进行定

性时，容易对 UPLC 产生干扰，影响定性定量的准确

性。串联质谱可提供磷脂酰胆碱结构信息，在定性确

证方面更有针对性，因此，本方法将 UPLC-MS/MS

法作为胶囊中磷脂酰胆碱的确证方法。由于磷脂酰胆

碱中高级脂肪酸含碳量和碳碳双键的不同导致质谱图

中质荷比的差异，如 m/z=758.4 对应 PC 34:2，

m/z=760.4 对应PC 34:1 等[12]。因此，本文将“1.2.4 质

谱条件”中的 8 对监测离子对作为大豆磷脂酰胆碱的

定性离子，分析样品时与大豆磷脂酰胆碱标准物质进

行比对，可实现对保健胶囊中大豆磷脂酰胆碱的确证。 

2.4  前处理条件的选择和优化 

Vilas V. Patil
[13]采用丙酮萃取大豆磷脂中的磷脂

酰胆碱，并通过冷冻干燥的方式对磷脂酰胆碱进行分
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离和提纯，效果良好，但方法耗时长，实验条件要求

高，不适宜推广使用。本文针对保健胶囊中磷脂酰胆

碱含量的不同，采用乙醇逐级稀释和液液萃取方式进

行提取。实验表明，磷脂酰胆碱含量大于或等于 5.0 

g/100g 的样品，用乙醇稀释 5000 倍或以上，杂质对

检测的干扰可以忽略不计。磷脂酰胆碱含量低于 5.0 

g/100g的样品则采用液液分配的方式除杂。液液萃取

是精制磷脂酰胆碱常用的提取手段，其中乙醇和异丙

醇等醇类是良好的萃取剂[14]。本文采用乙醇水混合溶

液作为萃取剂，优化后的萃取剂对磷脂酰胆碱的平均

回收率为 83.3%。保健胶囊内容物的主要成份为大豆

油，采用油溶性的正己烷可以有效去除大部分的油脂。

除去正己烷的时，保留处于提取液和正己烷溶液界面

的正己烷残留可以避免实验结果偏低。 

2.5  线性关系、检出限和定量限 

分别移取适量标准储备液于 10 mL容量瓶中，乙

醇配制浓度为 0 mg/mL、0.005 mg/mL、0.010 mg/mL、

0.020 mg/mL、0.050 mg/mL、0.100 mg/mL的标准工

作液。将上述标准工作溶液由低浓度到高浓度依次供

UPLC 测定，以峰面积-浓度作图，得到工作标准曲线，

线性回归方程为 y=2.423e
-4
x+0.8180 ，相关系数

r
2
=0.9996。以 3 倍和 10 倍性噪比（S/N）作为 UPLC

方法的检出限和定量限，得检出限为 0.001 mg/mL，

定量限为 0.003 mg/mL。 

2.6  方法回收率与相对标准偏差 

表 1 阴性大豆油中磷脂酰胆碱的加标回收率及精密度(n=7) 

Table 1 Recoveries and accuracy for phosphatidylcholine in 

negative soybean oil (n=7) 

Added Recovery RSD 

(g/100g) (%) (%) 

0.1 88.9 3.9 

0.5 87.4 4.3 

1 82.1 3.5 

2 84.9 6.3 

5 79.6 3.4 

10 76.7 5.8 

市售大豆油为精炼大豆油，成分与保健胶囊内容

物相似，经本实验方法进行处理，选取磷脂酰胆碱浓

度低于检出限的阴性大豆油进行加标回收实验。采用

标准加入法，加标浓度覆盖低、中、高 3 个不同磷脂

酰胆碱含量范围。方法的平均加标回收率（n=7），相

对标准偏差如表 1 所示，实验结果表明，本方法满足

定量检测的要求。 

2.7  样品测定结果 

测定了由保健品胶囊企业提供的二批次样品，样

品标示含量为 11.4 g/100 g。同一批次样品平行测定三

次，取平均值。二批次样品测定结果分别为 8.93 g/100 

g，8.76 g/100 g。相对标准偏差分别为 3.02%、0.60%，

检测方法精密度满足要求。 

3  结论 

本文建立了保健胶囊中磷脂酰胆碱的UPLC测定

和 UPLC-MS/MS 确证方法。保健胶囊中磷脂酰胆碱

通过 BEH HILIC 柱进行分离，甲醇异丙醇混合溶液等

度洗脱，峰型对称尖锐，便于定量。磷脂酰胆碱的超

高效液相色谱-质谱/质谱方法，可对样品中的磷脂酰

胆碱进行定性确证。该方法前处理简单，检测限低于

现行国标，准确性和精密度满足测定要求，适用于保

健胶囊中磷脂酰胆碱的检测和确证。 
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