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摘  要：建立液相31P-核磁共振光谱法快速检测鱼子酱食品中磷脂的分析方法。样品匀浆后氯仿和甲醇混合溶剂提

取其中的全脂，无需分离直接溶于氘代试剂后进行核磁分析。该方法回收率为96%～102%，相对标准偏差不超过

5%。采用本方法对4 种品牌鱼子酱食品检测均发现6 种磷脂组分存在，且圆鳍鱼籽中磷脂酰胆碱和溶血磷脂酰胆碱

总量均占总磷脂量的80%以上，而鲟鱼籽中磷脂酰肌醇含量远高于圆鳍鱼籽。其他3 种磷脂磷脂酰乙醇胺、鞘磷脂

和甘油磷脂酸在2 种取材的鱼子酱中含量相差不多。
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Abstract: An improved method for the determination of phospholipids in caviar by solution 31P-nuclear magnetic 

resonance (31P-NMR) was studied. The lipids in the sample were extracted with chloroform and methanol, dissolved in 

deuterated reagent and then analyzed by 31P-NMR without separation. The average recoveries of the established method 

were 96%–102%, with relative standard deviation (RSD) not exceeding 5%. Phospholipids of 4 commercial brands of 

caviar were analyzed and the relative distribution of phospholipid components was measured in mole percentage. It was 

found that phosphatidylcholine and lysophosphatidylcholine accounted for more than 80% of the total phospholipids in 

lumpfish roe, and phosphatidylinositol content in sturgeon roe was much higher than that of lumpfish roe. The contents of 

phosphatidylethanolamine, sphingomyelin and phosphatidic acid were similar in both fish roes. 
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鱼子酱被称作“黑色软黄金”，通常指由鲟鱼卵腌

渍而成的食品，但市场上买到的鱼子酱有可能出自圆鳍

鱼、鲑鱼、鳕鱼等鱼卵。鱼子酱含有丰富的磷脂、氨基

酸、ω-3系列多不饱和脂肪酸和微量元素等营养成分，

属国内外享有盛名的高档营养食品。鱼子酱中氨基酸和

ω-3系列多不饱和脂肪酸的存在情况已见报道[1-5]，但磷脂

（phospholipids，PLs）存在种类及含量鲜见报道[6]。而鱼

子酱中结合大量二十碳五烯酸和二十二碳六烯酸的PLs，

除具有普通磷脂的活化细胞、防止动脉硬化、改善神经组

织等功能外[7]，还具有独特的生理活性，如抗心律失常，
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预防冠心病等，故研究建立一套快速、灵敏、准确的鱼子

酱中PLs检测方法对此类产品开发利用提供了技术指导。

目前PLs检测国标采用的是钼蓝比色法[8-10]，此法所

用仪器价格低，原理简单，但只能检测PLs总量，无法对

PLs各组分进行定性定量分析，且非磷脂磷会造成干扰。

高效液相色谱（high performance liquid chromatography，

HPLC）法是国内外分析PLs各组分含量应用最广泛

的方法 [6,11-17]，王琦等 [6]采用HPLC-蒸发光散射检测器

（evaporative light scattering detector，HPLC-ELSD）对几

种水产品卵及生殖腺中PLs组成进行分析，能同时检测到

7 种PLs组分存在。但由于HPLC对待测样品纯度要求较

高，需经过复杂的样品前处理过程，不利于含量低的样

品检测。薄层色谱（thin layer chromatography，TLC）法

也是分析PLs常用的方法[18-20]，其设备简单，操作方便，

便于直接观察各PLs组分的存在。双向薄层色谱的应用，

更加改善了PLs的分离度[21]，但TLC测量重复性较差，薄

层板不能重复使用，且无法实现自动化操作。31P-核磁共

振光谱（31P-nuclear magnetic resonance，31P-NMR）法是

近期发展起来新的PLs检测方法，不同PLs组分的磷酸根

上所连基团不同，导致不同PLs组分在磁场中的化学位移

不同，从而用来分析各种PLs的组成和含量[22-24]，尤其应

用于复杂脂类样品，不需要预先分离直接进行分析，同

时31P-NMR法具有不破坏样品的优点，更适用于生物样品

的测定。实验采用液相31P-NMR内标法对不同品牌的鱼子

酱脂类提取物中PLs进行定性定量分析，可同时检测7 种

磷脂组分。且本法具有简单、快速、准确度高，减少有

机溶剂用量等优点，适应用于其他PLs类相关样品的分析

检测。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

鱼子酱  市购；氯仿、甲醇（均为分析纯）  

国药集团化学试剂有限公司；氘代氯仿、氘代甲醇 美国 

CIL公司；标准品：磷脂酰胆碱（phosphatidylcholines，

PC）、溶血磷脂酰胆碱（lysophosphatidylcholine，

LPC）、鞘磷脂（ sph ingomye l in，SM）、磷脂酰

乙醇胺（phosphatidylethanolamine，PE）、磷脂酰

甘油（phosphat idyl  g lycero l，PG）、磷脂酰肌醇

（phosphatidylinositol，PI）、甘油磷脂酸（phosphatidic 

acid，PA）、辛烷基磷酸胆碱（octylphosphocholine，

Cho-8，内标） 美国Sigma公司。

Bruker AV400核磁共振波谱仪 瑞士Brüker公司；

Vortex-genie 2涡旋振荡器 美国Scientific Industries 

公司；MISTRAL 2000台式离心机 日本Sanyo公司；

AB204型电子天平 瑞士Mettler Toledo公司。

1.2 方法

1.2.1 核磁条件的选择

液相31P-NMR检测磷的灵敏度较低，为保证低PLs

含量的提取液核磁分析得到理想的图谱，通过改变仪器

的扫描次数、弛豫时间和脉冲角度降低检出限。本实验

采用AV400核磁共振波谱仪，采用标准腔5 mm的BBO探

头，观察频率161.98 MHz，谱宽65 789.5 Hz，90°脉冲

角，脉冲宽度17.000 0 μs，采样时间0.498 1 s，延迟时间

1.500 0 s，扫描次数2 048，测定温度为296.2 K。以氘代

氯仿-氘代甲醇（2∶1，V/V）溶液为溶剂溶解脂类，以正

辛烷基磷酸胆碱为内标，利用标准品的化学位移对鱼子

酱样品中磷谱峰定性分析，对不同磷脂谱峰进行积分，

用于定量计算样品中PLs含量。

1.2.2 PLs标准溶液的配制

用分析天平准确称取PLs各标准品，以氯仿-甲醇

（2∶1，V/V）溶液氘代溶剂溶解配制各单标质量浓度

均为5.00 mg/mL的混标贮备液，分别移取不同体积贮

备液配成不同质量浓度的工作溶液。内标辛烷基磷酸

胆碱同样用氯仿-甲醇（2∶1，V/V）溶液氘代溶剂配成 

1.00 mg/mL储备液。

1.2.3 鱼子酱样品中全脂的提取

准确称取匀浆处理后样品2.0 g于具塞离心管中，

全脂提取参照经典方法 [25]进行，加入3 mL氯仿-甲醇

（1∶2，V/V）溶液，涡旋提取2 min后，加入1 mL氯仿，

涡旋提取1 min，最后加入1 mL蒸馏水涡旋振荡30 s，

3 000 r/min离心8 min，转移出下层氯仿层，重复用1 mL

氯仿提取2 次，合并氯仿层。微氮气流挥干溶剂，加

入100 μL内标溶液和500 μL氯仿-甲醇（1∶2，V/V）溶

液氘代溶剂，涡旋混合5 s，转移到5 mm核磁管中用于
31P-NMR分析，采用内标法定量。

2 结果与分析

2.1 PLs的31P-NMR分离检测

从图1A可以看出，7 种PLs的分离效果良好，且内标

Cho-8的加入不影响PLs的定性和定量分析。根据图1A中

各磷谱峰化学位移可确定6 种磷脂的存在，以往有关鱼

卵磷脂成分检测的文献[2,6]报道中只确定5 种磷脂，未

检测到PA存在。由图1B可看出，此鱼子酱样品PLs中所

占比例最大的PC，PE和LPC含量较高，SM、PI和PA含

量较低，几种鱼子酱样品均未检测到PG存在。化学位移

在－0.84处出现一未知峰，有可能是其他未标定的磷脂谱

峰，有待进一步探讨。另外，由于对鱼子酱样品全脂提

取时，采用转移出氯仿层，可能会导致在氯仿中溶解度

小的磷脂被漏检。
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图 1 PLs标准品（A）、鱼子酱脂类提取物（B）31P-NMR谱图

Fig.1 31P-NMR spectra of PLs standards (A) and lipids extracted  

from caviar (B)

2.2 PLs线性方程、相关系数及检出限

本方法在0.05～2.5 mg/mL范围内线性良好，方法检

出限采用信噪比不小于3时对应的磷脂溶液质量浓度。各

磷脂组分的线性方程、相关系数及检出限见表1，满足微

量组分测定的要求。

表 1 各磷脂组分的线性方程、相关系数和检出限

Table 1 Regression equations, correlation coefficients and detections 

limit for PLs

组分 线性方程 相关系数（R2） 检出限/（mg/mL）
PC Y=2.500 1x＋0.135 5 0.989 8 0.01

LPC Y=1.785 8x＋0.028 8 0.993 6 0.02
SM Y=2.731 4x＋0.051 3 0.995 2 0.02
PE Y=2.275 6x＋0.176 5 0.980 1 0.01
PI Y=2.797 6x＋0.062 4 0.984 8 0.01
PA Y=2.684 3x＋0.026 6 0.992 8 0.02
PG Y=2.843 2x＋0.015 3 0.998 4 0.01

2.3 精密度和回收率结果

在已知PLs含量的鱼子酱样品中添加3 个水平的标准

品溶液，同1.2.3节方法进行全脂提取，氘代溶剂溶解后

进行31P-NMR分析，利用线性方程计算各磷脂组分的含

量，平行测定5 次，计算其加标回收率和精密度。由表2

可以看出，各磷脂化合物在不同水平添加量条件下回收

率为96%～102%，相对标准偏差不超过5%，完全满足微

量分析对方法准确度的要求。此方法可用于其他相关样

品中磷脂的定性和定量分析。

2.4 鱼子酱样品中PLs的检测结果

表 3 鱼子酱样品中PLs的检测结果

Table 3 Contents of PLs in caviar determined by 31P-NMR

鱼子酱样品
总磷脂中各磷脂组分的含量/%

PC LPC SM PE PI PA

A（圆鳍鱼籽） 76.9 8.1 2.5 7.6 2.1 2.8

B（圆鳍鱼籽） 74.6 8.9 3.3 8.4 2.8 2.0

C（鲟鱼籽） 68.6 3.4 4.9 8.5 11.8 2.8

D（鲟鱼籽） 69.3 2.9 4.7 8.9 11.3 2.9

从超市选择4 种品牌的黑鱼子酱进行测定，结果见

表3。几种鱼子酱中均含有丰富的磷脂，圆鳍鱼籽和鲟鱼

籽腌渍的鱼子酱所含磷脂种类相同，均能检测到6 种磷脂

的存在，但各磷脂含量不尽相同。圆鳍鱼籽中PC和LPC

总量均占总磷脂量的80%以上，而鲟鱼籽中PI含量远高于

圆鳍鱼籽。其他3 种磷脂SM、PE和PA在2 种取材的鱼子

酱中含量相差不多。由于不同磷脂具有不同生理功能，

消费者应根据自己的需求选择鱼子酱产品。

3 结 论

本实验建立了一套操作简便、回收率高、准确度高

的液相31P-NMR测定鱼子酱食品中磷脂的方法。采用氯仿

和甲醇混合溶剂提取鱼子酱食品中全脂，无需分离，挥

干溶剂后溶于氘代氯仿-甲醇（2∶1，V/V）溶液中，直接

用于液相31P-NMR分析。应用本方法对市场上4 种品牌的

鱼子酱进行检测，均检测到6 种磷脂组分（PC、LPC、

SM、PE、PI和PA）的存在，但不同取材和不同品牌的

鱼子酱中各磷脂含量不尽相同。由于不同磷脂具有不同

生理功能，消费者应根据自己的需求选择鱼子酱产品。

本方法同样适用于磷脂相关食品的检测分析。

表 2 加标回收率和精密度

Table 2 Results of recovery and precision tests

添加量/（mg/g）
PC LPC SM PE PI PA

0.05 0.25 0.50 0.05 0.25 0.50 0.05 0.25 0.50 0.05 0.25 0.50 0.05 0.25 0.50 0.05 0.25 0.50

测定量/
（mg/g）

1 0.047 0.23 0.50 0.049 0.26 0.48 0.048 0.25 0.49 0.048 0.25 0.51 0.048 0.24 0.48 0.048 0.27 0.48

2 0.052 0.24 0.51 0.048 0.25 0.50 0.047 0.23 0.47 0.048 0.24 0.52 0.051 0.25 0.49 0.048 0.26 0.51

3 0.051 0.26 0.52 0.048 0.26 0.49 0.049 0.24 0.50 0.046 0.24 0.49 0.052 0.26 0.52 0.047 0.24 0.48

4 0.049 0.25 0.48 0.047 0.27 0.51 0.052 0.24 0.48 0.048 0.23 0.52 0.048 0.23 0.50 0.049 0.27 0.48

5 0.048 0.24 0.52 0.048 0.24 0.48 0.051 0.26 0.47 0.049 0.23 0.52 0.048 0.24 0.48 0.048 0.25 0.49

平均值 0.049 0.24 0.51 0.048 0.26 0.49 0.049 0.24 0.48 0.048 0.24 0.51 0.049 0.24 0.49 0.048 0.26 0.49

加标回收率/% 98 96 101 96 102 98 98 96 101 96 96 102 98 96 98 96 102 98

相对标准偏差/% 4.2 4.7 3.3 1.5 4.4 2.7 4.2 4.8 3.0 2.3 3.5 2.6 4.0 4.8 3.4 1.5 5.0 2.7

注：磷脂中脂肪酸链均按C18计算。
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