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高效液相色谱法测定大麦虫磷脂酰胆碱含量
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摘　 要： 建立高效液相色谱法测定大麦虫体内磷脂酰胆碱含量的方法。 样品经甲醇提取、净化后，经高效液相色谱分

析。 采用外标法定量，磷脂酸胆碱标准溶液质量浓度在 ２５０～２ ０００ μｇ ／ ｍＬ 范围内呈良好的线性相关，相关系数为 ０．９９９
６，样品加标回收率在 ９７％～１０９％之间，相对标准偏差小于 ２．４％。 对不同生长阶段大麦虫体内磷脂酰胆碱含量测定结果

表明，大麦虫体内卵磷脂含量随个体重量的变化符合二项式曲线的变化规律，相关系数 Ｒ２ ＝ ０．８６５（Ｐ＜０．０１）。
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　 　 大麦虫（Ｚｏｐｈｏｂｓｍｏｒｉｏ Ｌ．）属于节肢动物门、
昆虫纲、鞘翅目、拟步甲虫科昆虫，俗称麦片虫、麦
谷虫或超级面包虫［１］，是国内刚开始试验养殖的

新型资源昆虫。 大麦虫具有繁殖速度快、食物转

化率高的特点，是尚未充分开发的可再生性生物

资源［２］。 近年来， 利用昆虫生产功能性食品、医
药品已经形成一定的科研基础，但对蛋白质类，如
抗菌肽、昆虫抗冻蛋白等［３］ 为主体功能性成分的

产品体系关注较多，对昆虫油脂、磷脂等脂质类产

品的研究相对较少［４，５］。
磷脂酰胆碱（ＰＣ）俗称卵磷脂，是生命的基础

物质，人类生命自始至终都离不开它的滋养和保

护。 磷脂酰胆碱存在于每个细胞之中，更多集中

在脑及神经系统、血液循环系统、免疫系统等重要

器官［６］。 大量研究表明， 磷脂酰胆碱具有提高记
忆［７］、增强免疫、保护肝肺［８～１１］、调节血脂、防治

糖尿病及延缓机体衰老等多种保健功能［１２，１３］，被
誉为与蛋白质、维生素并列的“第三营养素” ［６］。
大麦虫的干基油脂含量高达 ４８．９９％，且富含维生

素 Ｅ 和磷脂酰胆碱，无论是在量上还是质上都潜

藏着巨大的研究、开发和利用价值。 所以建立一

种快速、灵敏、有效的测定大麦虫中磷脂酰胆碱含

量的方法在大麦虫磷脂酰胆碱产品开发方面有重

要意义。
近年来，对保健品中磷脂酰胆碱的分析研究

报道较多，主要有分光光度法［１４～１８］、薄层色谱



法［１９，２０］、荧光分光光度法［２１］ 和高效液相色谱法

等［２２～２４］。 但关于大麦虫中磷脂酰胆碱的测定方

法的研究还未见报道。 本文建立了大麦虫中磷脂

酰胆碱含量的高效液相色谱法，可以满足实际样

品分析的要求，为开发大麦虫功能性油脂产品提

供了方法学基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

从虫卵孵出开始以麦麸和白菜（１∶２）为饲料

进行室内养殖，养殖室温度 ２０ ～ ２７℃，相对湿度

４５％～５５％，日光灯照明 １２ ｈ。 从卵孵出后 １４ ｄ
开始取样，之后每 ７ ｄ 取一次样品，共取出 １２ 组

样品（即分别取 １４ 日龄、２１ 日龄、２８ 日龄、３５ 日

龄、４２ 日龄、４９ 日龄、５６ 日龄、６３ 日龄、７０ 日龄、
７７ 日龄、８４ 日龄和 ９１ 日龄的大麦虫幼虫），每组

样品设 ３ 个重复，每个重复取样量约 ２ ｇ，取出后

停食 ２４ ｈ 后－２０℃冷冻待测。

１．２　 仪器及主要设备

Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 型高效液相色谱仪（美国）配有

二极管阵列检测器（ＰＤＡ） （Ｗａｔｅｒｓ ２９９８）和色谱

工作站；超纯水净化仪（６１１ ＸＷ⁃８０Ａ，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公

司）；超声萃取仪（昆山禾创超声仪器有限公司）；
０．２２ μｍ 微孔滤膜 （天津津腾科技有限公司）。

１．３　 试剂与标准品

磷脂酰胆碱 （ ９９％， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）；甲醇 （色谱纯）；磷酸 （分析纯）；１％ 磷酸

溶液。

１．４　 标准溶液

标准贮备液：准确称取磷脂酰胆碱标准品，用
甲醇溶解，终浓度为 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ。

工作曲线系列溶液：准确量取一定体积的标

准储备溶液，用甲醇稀释，得到标准物质质量浓度

分别为 ２５０、５００、１ ０００、１ ５００、２ ０００ μｇ ／ ｍＬ 标准

系列溶液。

１．５　 试验方法

１．５．１　 试液制备　 准确称取 １．０００ ｇ 冷冻大麦虫

幼虫于 ５０ ｍＬ 离心管中，加入 １０ ｍＬ 甲醇于离心

管中，然后在 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速下高速匀浆 ２ ｍｉｎ
后，超声提取 １０ ｍｉｎ（超声萃取仪中需放入适量

冰块，避免水温升高），于预冷过的 ４℃下的冷冻

离心机中以 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液通

过 ０．２２ μｍ 滤膜后上机测定。
１．５． ２ 　 色谱条件 　 色谱柱采用 ｚｏｒｂｏｘ Ｒｘ⁃ｓｉｌ
（５ μｍ，１５０ ｍｍ×２．１ ｍｍ ｉ．ｄ）；流速为 ０．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温为 ３０℃； 流动相为 甲醇 ∶ １％ 磷酸溶液

（５０ ∶１）等度洗脱；检测波长为 ２０５ ｎｍ；进样量为

２０ μＬ；数据采集时间 １０ ｍｉｎ。

２　 结果与分析

２．１　 色谱条件的选择

通过比较不同色谱柱对目标化合物的保留

性，以及色谱锋形状等参数，最终确定选择 ｚｏｒｂｏｘ
Ｒｘ⁃ｓｉｌ（５ μｍ，１５０ ｍｍ×２．１ ｍｍ ｉ．ｄ）色谱柱。 流动

相选择甲醇 ∶１％ 磷酸溶液（５０∶１）等度洗脱，目标

化合物有较好的峰形，色谱图如图 １ 所示。

图 １　 ５００ μｇ ／ ｍＬ 磷脂酰胆碱标准溶液色谱图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ５００ μｇ ／ ｍＬ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ．

２．２　 仪器方法的精密度实验

选择质量浓度 ５００ μｇ ／ ｍＬ 标准溶液重复进

样 ７ 针，计算保留时间和峰面积的相对标准偏差。
结果表明，磷脂酰胆碱保留时间为 ２．９８３ ｍｉｎ，变
异小于 ０．１％，峰面积的变异小于 １．５％，说明本方

法所选择的仪器条件有较好的测量精密度。

２．３　 工作曲线的测定

工作曲线系列溶液按照选定的色谱条件上

机，以浓度为横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲

线，线性方程为 ｙ＝ ２．７８４ｅ＋５＋１．１４８ｅ＋４，相关系数

Ｒ２ ＝０．９９９ ６。 结果表明，在 ２５０～２ ０００ μｇ ／ ｍＬ浓度

范围内呈良好的线性相关（图 ２）。
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图 ２　 磷脂酰胆碱标准曲线图

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ．

２．４　 方法的回收率及精密度试验

选用已知磷脂酰胆碱含量的大麦虫样品，分
别以 １．０ ｇ ／ ｋｇ、４．０ ｇ ／ ｋｇ 和 ８．０ ｇ ／ ｋｇ 质量浓度梯度

加入磷脂酰胆碱标准品，每梯度做 ３ 个重复，以外

标法定量，测定加标回收率及方法的重复性（见
表 １），色谱图如图 ３ 所示。 结果表明，加标回收率

在 ９７％～１０９％之间、相对标准偏差小于 ２．４％，说
明此方法的回收效率和精密度可以满足实际样品

的检测需求。

２．５　 不同生长阶段大麦虫磷脂酰胆碱含量比较

选择幼虫至成虫不同生长阶段的大麦虫，分

表 １　 回收率实验结果（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ （ｎ＝ ３） ．

化合物 样品中磷脂酰胆碱含量（ｇ ／ ｋｇ） 加标量（ｇ ／ ｋｇ） 回收量（ｇ ／ ｋｇ） 回收率 相对标准偏差

磷脂酰胆碱 １０．０１

１．０ １０．９８ ９７％ １．０２％

４．０ １４．６８ １０９％ ２．４０％

８．０ １８．６７ １０８％ ２．０３％

图 ３　 大麦虫样品磷脂酰胆碱色谱图

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｉｎ
Ｚｏｐｈｏｂｓｍｏｒｉｏ Ｌ．

成 １２ 组，每组设 ３ 个重复。 １ 组日龄最短，个体

重量最小，１２ 组日龄最长，个体重量最大。 分

别测定 １２ 组大麦虫磷脂酰胆碱含量，结果见

图 ４。
由实验结果可见，不同个体重量的大麦虫体

内磷脂酰胆碱含量在 ８．６５～１４．８０ ｇ ／ ｋｇ 之间，在大

麦虫幼虫生长的前期和中期，随着日龄的增长、体
重的增加，大麦虫体内磷脂酰含量呈降低的趋势，

图 ４　 大麦虫体重与其体内磷脂酰胆碱含量的关系

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｚｏｐｈｏｂｓｍｏｒｉｏ Ｌ．

在达到 ０．６４ ｇ 时磷脂酰胆碱含量最低（８．６５ ｇ ／ ｋｇ），
但在大麦虫幼虫生长的后期，其体内磷脂酰胆碱

的含量略有回升。
利用 ＳＰＳＳ 软件对体重与磷脂酰胆碱含量间

的关系进行回归分析结果显示，体重与磷脂酰胆

碱含量间呈显著相关，其变化规律符合二项式曲

线，相关系数 Ｒ２ ＝ ０． ８６５，Ｐ ＜ ０． ０１，结果如表 ２
所示。
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表 ２　 体重与磷脂酰胆碱含量间的关系回归分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ．

方程
模型汇总

Ｒ２ Ｆ ｄｆ１ ｄｆ２ Ｓｉｇ．

参数估计值

常数 ｂ１ ｂ２
二项式曲线 ０．８６５ ２８．７８１ ２ ９ ０．０００ １３．７７３ －１６．５５８ １３．４６０

　 注：因变量为磷脂酰胆碱含量，自变量为体重。

３　 讨论

大麦虫是一种新型资源昆虫，其体内富含多

种功能性成分，日益受到食品、饲料以及医药加工

领域的关注。 磷脂酰胆碱是大麦虫体内一个功能

性活性成分，其检测方法的研究和含量的测定，对
大麦虫资源的功能开发是非常必要的。 本研究采

用高效液相色谱法测定大麦虫体内磷脂酰胆碱的

含量。 研究中对色谱条件进行了优化，其线性范

围、线性相关等参数可满足生大麦虫体内磷脂酰

胆碱含量的检测需求，方法的回收率和精密度好，
前处理方法简单易行。

本研究采用所建立的方法对不同生长阶段大

麦虫体内磷脂酰胆碱含量进行了测定。 结果表

明，大麦虫体内磷脂酰胆碱含量随个体重量的变

化符合二项式曲线的变化规律，相关系数 Ｒ２ ＝
０􀆰 ８６５（Ｐ＜０．０１）， 在体重为 ０．０２ ｇ 时有最高值

１４􀆰 ８０ ｇ ／ ｋｇ，在体重达到 ０．６４ ｇ 时磷脂酰胆碱含

量最低为 ８．６５ ｇ ／ ｋｇ，但在大麦虫幼虫生长的后期

略有回升，在体重为 ０．８２ ｇ 时磷脂酰胆碱含量为

９．５１ ｇ ／ ｋｇ，此时将大麦虫幼虫加工成产品，可以使

产品具有较高的磷脂酰胆碱含量。 另外，磷脂酰

胆碱是重要的生命基础物质之一，监测磷脂酰胆

碱在体内含量的变化对于指示大麦虫的生长发育

状况也有着重要意义。
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