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HPLC 同时测定大豆磷脂中磷脂酰胆碱和溶血磷脂酰胆碱含量 
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摘要：目的  建立同时测定大豆磷脂中磷脂酰胆碱(PC)和溶血磷脂酰胆碱(LPC)含量的方法。方法  采用高效液相色谱法，

色谱柱为 Phenomenex silica 柱(4.6 mm×150 mm，5 μm)，流动相为正己烷-异丙醇-水(5∶80∶20)，流速：0.7 mL·min1，

检测波长：206 nm，柱温：25 ℃。结果  PC 在 0.4~2.4 mg·mL1 内呈良好的线性关系，平均回收率为 99.4%，RSD 为

0.40%(n=6)；LPC 在 10~60 μg·mL1 内呈良好的线性关系，平均回收率为 98.0%，RSD 为 1.65%(n=6)。结论 本试验方法

简便、重复性好、专属性强，可作为大豆磷脂中 PC，LPC 的检测方法。 
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Determination of Phosphatidylcholine and Lysophosphatidylcholine in Soybean Phospholipids by HPLC 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for simultaneously determining phosphatidylcholine (PC), 
lysophosphatidylcholine (LPC) in soybean phospholipids. METHODS  The HPLC system consisted of a Phenomenex silica 

column(4.6 mm×150 mm, 5 μm), a mobile phase of n-hexane-isopropanol-water(5∶80∶20). The flow rate was 0.7 mL·min1. 

Column temperature was set at 25  and the wavelength of detector was set at 206℃  nm. RESULTS  The calibration curve was 

linear in the range of 0.42.4 mg·mL1 for PC and 1060 μg·mL1 for LPC, respectively. The average recovery for PC was 

99.4% and RSD was 0.40%(n=6). The average recovery for LPC was 98.0% and RSD was 1.65%(n=6). CONCLUSION  The 
method is simple, rapid and specially. It can be used for the determination of PC and LPC in soybean phospholipids. 
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卵磷脂是静脉注射乳剂中常用的乳化剂，根据

来源可分为大豆卵磷脂和蛋黄卵磷脂。其中大豆

卵磷脂的来源广泛、成本较低，产量远大于蛋黄

卵磷脂，因此被广泛应用于静脉注射乳剂中作为

乳化剂。大豆磷脂是一种混合磷脂，主要含有磷

脂酰胆碱(PC)、磷脂酰乙醇胺(PE)、磷脂酰丝氨酸

(PS)、磷脂酰肌醇(PI)等成分[1]。大豆磷脂在制备、

贮藏期间均会有部分PC降解产生LPC，LPC具有溶

血或改变细胞渗透性等作用，故对大豆磷酯中LPC

含量需进行严格控制。目前，国内文献报道卵磷

脂的含量测定方法有薄层扫描法、HPLC等[2-4]，也

有用HPLC-ELSD同时检测PC与LPC[5]。其中薄层

扫描法操作较繁琐，HPLC多采用含盐的流动相，

对色谱系统的寿命有一定影响，而HPLC-ELSD要

求较高，不利于普通实验室的日常检测。本试验

建立的HPLC，可使用普通的紫外检测器同时测定

大豆磷脂中PC与LPC的含量，该方法简单、准确、

重复性好，易于操作，为大豆磷脂的质量控制提

供了良好的定量检测方法。 

1  仪器与试药 

LC-20AT型高效液相色谱仪(日本岛津公司)，

ER-180A型电子天平(日本A&D公司)。异丙醇、正

己烷(色谱纯，德国Merck公司)，大豆磷脂(注射用，

德国Lipoid公司)，PC，LPC对照品(美国Sigma公司，

批号分别为068K5207，106K5202，纯度均>99%)。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

色谱柱为Phenomenex silica柱(4.6 mm×150 

mm，5 μm)，流动相为正己烷-异丙醇-水(5∶80∶

20)，流速：0.7 mL·min1，检测波长：206 nm，进

样量：10 μL，柱温：25 ℃。 

2.2  溶液制备 

2.2.1  对照品溶液的制备  精密称取PC，LPC对照

品适量，加溶剂正己烷-异丙醇(2∶1)溶解制成含PC
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和LPC分别为4 mg·mL1和100 μg·mL1的溶液。 

2.2.2  供试品溶液的制备  精密量取大豆磷脂20 

mg，置10 mL量瓶中，加溶剂正己烷-异丙醇(2∶

1)溶解，稀释至刻度，摇匀，0.45 μm微孔滤膜滤

过，滤液作为供试品溶液。 

2.3  色谱的定性与分离 

以正己烷-异丙醇-水(5∶80∶20)为流动相，大

豆磷脂中的PC，LPC能达到较好的分离效果。PC

的理论板数为1 803，LPC的理论板数为2 233。PC

的保留时间约为13 min，LPC的保留时间约为21 

min。色谱图见图1。 

 
图 1  高效液相色谱图 
APC；BLPC；C样品 

Fig 1  HPLC chromatograms 
APC; BLPC; Csample 

2.4  线性关系考察 

分 别 精 密 吸 取 PC 对 照 品 (4 mg·mL1) 和

LPC(100 μg·mL1)1，2，3，4，5，6 mL置于

10 mL量瓶中，加正己烷-异丙醇(2∶1)至刻度，

进样测定，以峰面积为纵坐标，对照品浓度为

横 坐 标 ， 进行线性回归。得 PC 回归方程为

Y=9 667 728X   13 280 ， r=0.999 9 ，线性范围为

0.4~2.4 mg·mL1；LPC回归方程为Y=2 962X539，

r=0.999 9，线性范围为10~60 μg·mL1。 

2.5  低检测限 

取“2.4”项下的PC对照品溶液(0.4 mg·mL1)

及LPC对照品溶液(10 μg·mL1)，在“2.1”色谱条

件下，经多步稀释后进样，记录色谱图，信噪比

约为3时，PC的 低检测限为20 ng，LPC的 低检

测限为10 ng。 

2.6  仪器精密度试验 

精密吸取对照品溶液，连续进样6次，按峰面

积计算，PC的RSD为0.56%，LPC的RSD为0.68%，

结果表明仪器精密度良好。 

2.7  重复性试验 

取同一批号供试品溶液，按“2.2.2”项下方

法平行制备6份，按“2.1”项下色谱条件进行测定，

根据峰面积计算各成分的含量，测得样品中PC，

LPC含量的RSD分别为0.67%和0.73%。 

2.8  稳定性试验 

取同一批号供试品溶液，分别于0，2，4，6，

8，10，12 h进样，根据峰面积计算PC、LPC的含

量，RSD分别为0.69%和0.85%，表明供试品溶液

在12 h内比较稳定。 

2.9  加样回收率试验 

取已知含量的大豆磷脂(批号：776115-2，PC

含量70.8%，LPC含量1.6%)供试品，精密称取10 

mg，6份，分别置于10 mL量瓶中，精密加入PC、

LPC对照品溶液适量，加正己烷-异丙醇(2∶1)定容

至10 mL，摇匀，即得。按上述色谱条件测定，结

果见表1。结果表明回收率符合规定。 

2.10  样品测定 

按上述方法对3批大豆磷脂样品进行含量测

定，结果见表2。 

3  讨论 

取PC，LPC对照品在200~400 nm内进行扫描，

发现在206 nm处，两对照品有相对较好的紫外吸

收，因此确定检测波长为206 nm。 
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表 1   PC 和 LPC 的回收率(n=6) 

Tab 1  The recovery of PC and LPC(n=6) 

成分 
已知量/ 

mg 

加入量/ 

mg 

测得总量/

mg 

回收率/ 

% 

平均 

回收率/%
RSD/%

PC 7.08 7.0 14.05 99.8 

 7.08 7.0 13.93 98.9 

 7.08 7.0 14.01 99.5 

 7.08 7.0 14.00 99.4 

 7.08 7.0 13.91 98.8 

 7.08 7.0 14.03 99.6 

99.4 0.40 

LPC 0.16 0.15 0.298 96.1 

 0.16 0.15 0.302 97.4 

 0.16 0.15 0.305 98.4 

 0.16 0.15 0.311 100.3 

 0.16 0.15 0.308 99.4 

 0.16 0.15 0.299 96.4 

98.0 1.65 

表 2  样品含量测定结果(n=3) 

Tab 2  Results of sample determination (n=3) 

批号 
PC含量/ 

mg·mL1 
RSD/%

LPC含量/ 

mg·mL1 
RSD/%

776115-2 1.416 1.32 0.032 0.52 

776121-1 1.424 0.84 0.030 0.92 

776129-1 1.428 0.73 0.034 1.12 

对流动相进行多种比例的测试，发现流动相

中正己烷-异丙醇-水的比例从(5∶70∶30)到(5∶

90∶10)，PC的保留时间为12.2~15.3 min；流速从

0.5~1.0 mL·min1，PC的保留时间为12.7~14.3 min；

柱温从25℃升高到30℃、35℃，PC的保留时间提

前至13.1 min和12.6 min；分离度均>1.5。在正己烷

-异丙醇-水(5∶80∶20)这一配比情况下，PC峰与

LPC峰具有很好的分离度，且主峰与杂质峰能够有

效分离。 

有文献报道用不同比例的正己烷-异丙醇-醋

酸盐的流动相系统可同时检测PE，PC，LPC，PI

及磷脂酸等成分[6]，本试验使用的流动相以水代替

醋酸盐，可延长色谱柱寿命，且使PC与LPC得到

更好的分离效果，但缺点是不便于同时检测其他

磷脂成分，且耗时稍长。 

本试验建立的HPLC可使用普通的紫外检测

器同时测定大豆磷脂中PC与LPC的含量，该方法

具有良好的线性关系、准确度和精密度，为制药

企业在大豆磷脂的质量控制方面提供方法简便、

质量可靠的定量检测方法。 
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