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直接皂化一比色法测定鸡蛋黄中胆固醇含量
何春玫

(广西农业职业技术学院，广西南宁530007)

摘 要：采用正交实验优化各项技术参数，建立了直接皂化一比色法测定鸡蛋黄中胆固醇含量的分析方法。结果表明，鸡蛋蛋

黄中胆同醇提取的最优工艺条件为：料液比为l：10(W：V)，提取时间为1 h，提取温度为35。C，挥干温度为65℃。测得每100 g鸡蛋

蛋黄的胆固醇含簧为1 609 mg；回收率为95．41％。RSD为3．77％。此方法操作简单、快速、准确。
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Analysis of cholesterol in egg yolk by direct

saponification-colorimetric method

HE Chun-mei

(Guan移i Agricultural Vocational蒯Technical Institute，Nanning 530007，China)

Abstract：Orthogonal experiment wag used to optimize technical parameters for the establishment of direct saponification—

colorimetric method for measuring cholesterol content in egg yolk．The results showed that the optimum technical conditions were as

follows：ratio of egg yolk and petroleum ether l：10(W：V)，extractive time 1 II，extractive temperature 35。C and volatilized temperature 65。C．

The recovery Was 95．41％，and RSDWas 3．77％．The method for measuring cholesterol content in egg yolk Was simple。fast and accurate．
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鸡蛋是营养最丰富的食品之一。然而蛋黄的高胆同醇

含量也引起广泛的关注。据最新报道，每个大鸡蛋含有213

mg胆固醇Iu，蛋黄的胆同醇含量大约为9．21—22．8 m一。

目前对食品胆固醇含量测定的方法主要有化学比色

法、酶测定法和色普法等。酶测定法的特点是敏感、专一、

快速，并能实现自动化分析，但酶法技术要求较高，不适合

作为常用的检测方法；色谱法(如薄层层析法、气象色谱法

和液相色谱法)对试剂和仪器要求高，且仪器维护费用也

相当昂贵．普通实验室难以承受．且操作步骤也较复杂。难

以推广应用：而化学比色法简单易行、重现性好。在一般实

验搴就可以进行。因此。我们借鉴硫磷铁显色剂比色法直

接测定血清胆固醇的方法，对鸡蛋蛋黄中胆固醇总含量测

定方法进行探讨，采用正交实验优化各项技术参数，建立

了直接皂化一比色法测定鸡蛋黄中胆固醇含量的分析方

法。

1材料与方法

1．1试验材料

主要仪器：VIS一7220型可见分光光度计．北京瑞利分

析仪器公司；AL204电子天平，梅特勒一托利多仪器(上海)

有限公司；恒温水浴箱，上海安亭科学仪器厂。

主要试剂：胆同醇原液：称取干燥恒重结晶胆固醇

100 mg．用甲醇溶解后移入100 mL容量瓶定容，贮存于

密闭棕色瓶内．置于4℃冰箱保存；铁贮存液：称取三氯化

铁2．5 g，溶于87％浓磷酸钠并定容至100 mL，贮存于密
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闭棕色瓶，常温下保存；硫磷铁显色剂：吸取贮存液8 mL。

加浓硫酸至刻度100 mL；10％氢氧化钾溶液：称取10 g

氢氧化钾先溶解再定容至100 mL；无水乙醇、石油醚、甲

醇等；以上试剂均为分析纯。

1．2试验方法

1．2．1 鸡蛋黄胆固醇的提取和测定 参考吴卫平等131的方

法，取1个鸡蛋去蛋清，将蛋黄打碎。准确称取3 g蛋黄匀

液。置于25 mL比色管内，加蒸馏水溶解并定容至刻度摇

匀。得到蛋黄稀释液。准确吸取1 mL蛋黄稀释液于50

mL烧杯中，加入3 mL 10％氢氧化钾溶液及10 mL无水

乙醇溶液搅匀，在60℃水浴直接皂化1 h(每隔15 min搅

拌1次)后取出，冷却后置于一定温度下水浴。加入一定量

石油醚溶剂，用玻璃棒搅拌匀。萃取一段时间．吸取上清液

于分液漏斗中，用蒸馏水重复冲洗3次，量取上清液总体

积后再吸取0．5 mL于小烧杯。置水浴锅60℃下挥干．残渣

加入2 mL甲醇溶液和2 mL硫磷铁显色剂。加硫磷显色

剂时，要沿壁慢慢加入，等其与甲醇分层后，立即摇匀，以

便产生足够热量(>80。C)使显色完全。冷却至室温后，以溶

剂代替蛋黄稀释液作空白，用分光光度计在550 rim波长

下比色。按照以下公式计算胆固醇含量：

蛋黄中胆同醇含量(mg，1009)=鱼鱼罨妻铲
式中，C为提取液中胆固醇的浓度(I山g／mL)．V为提取液体

积(mL)，W为蛋黄匀液质量(g)。

1．2．2标准曲线绘制取浓度为1 mg／mL的胆同醇原液。

在临用时用甲醇稀释成O．04 mg／mL胆固醇标准母液。吸

取胆固醇标准母液0、0．4、0．8、1．2、1．6、2．0 mL(相当于胆

固醇0、16、32、48、64、80仙g)分别移入25 mL比色管，用

甲醇定容至2 mL，再沿管壁缓慢加入2 mL硫磷铁显色
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剂，迅速摇匀，冷却至室温后，以甲醇作空白用分光光度计

在550 nnl波长处测定吸光度，绘制标准曲线。结果见图

1，标准液胆固醇浓度在0—20 p,g／mL的范围时符合郎伯一

比尔定律，线性回归方程为y=o．0286x-0．0071，R2_-0．9991。
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1．2．3 显色荆用量试验 准确称取3 g蛋黄匀液，按

1．2．1试验流程在60℃水浴皂化l h后．按1：10料液比加

入石油醚提取1 h，将提取液0．5 mL在60℃下挥干，残渣

加入2 mL甲醇溶液再分别沿壁慢慢加入1．0、1．5、2．0、

2．5、3．0、3．5 mL硫磷最色剂，等与其甲醇分层后，立即摇

匀．以便产生足够热量(>800C)使显色完全。冷却至室温

后。以溶剂作空白用分光光度计于550 nm波长下比色．

以确定显色剂最佳用量。

1．2．4稳定性试验准确称取3 g蛋黄匀液，按1。2．1试

验流程在60℃水浴皂化1 h后，按1：10料液比加入石油

醚提取1 h。将提取液0．5 mL在60℃下挥干，残渣加入2

mL甲醇溶液再加入2 mL硫磷显色剂。冷却至室温后，以

溶剂作空白用分光光度计于550 nm波长下每隔15 min

测1次．分别测定O．25、0．5、O．75、1、1．25、1．5、1．75、2、2．25

h的吸光度。

1．2．5单因素试验 (1)料液比的影响。准确称取3 g蛋

黄匀液，按1．2．1试验流程在60℃水浴皂化l h后，分别

按料液比(W：V)1：6、l：8、l：10、l：12、l：14加入石油醚，在

30℃下水浴浸提1 h。将提取液在600C下挥干后进行测

定，计算胆固醇含量，确定最佳料液比。

(2)提取温度的影响。准确称取3 g蛋黄匀液，按

1．2．1试验流程在60℃水浴皂化l h后．加入10 mI。石油

醚分别在25℃、35℃、45℃、55℃下水浴浸提1 h，将提取液

在60℃下挥干后进行测定。计算胆固醇含量，确定最佳提

取时间。

(3)提取时间的影响。准确称取3 g蛋黄匀液，按1．2．1

试验流程在60℃水浴皂化1 h后，加入10 mL石油醚分别

在30℃下水浴浸提O．5、1．0、1．5、2．0 h，将提取液在60℃下

挥干后进行测定，计算胆固醇含量，确定最佳提取时间。

(4)挥干温度的影响。准确称取3 g蛋黄匀液，按

1．2．1试验流程在60℃水浴皂化l h后．按1：10料液比加

入石油醚在30℃下水浴浸提l h。将提取液分别在50℃、

55℃、60℃、65℃、70℃下挥干后进行测定．计算胆固醇含

量．确定最佳挥十温度。

1．2．6正交实验根据单因素试验结果．选择对鸡蛋中胆

固醇提取有影响的因素最佳水平附近的3个水平，采用正

交实验设计。进行工艺优化。

1．2．7精密度和重复性试验(1)精密度试验。随机取同

一品种1～2个鸡蛋，除蛋清，取蛋黄液匀浆，按照1．2．1试

验流程，进行5次平行试验，每隔5 rain在分光光度计下

测1次，定量测定胆固醇含量，计算相对标准偏差RSD，考

察试验的精密度。

(2)重复性试验。准确称取6份鸡蛋黄浆样，按1．2．1

方法提取胆同醇，分别测定各提取液吸光度A跚，定量测

定胆同醇含量，计算RSD，考察试验的重复性。

1．2．8回收率试验准确称取已测定胆固醇含量的蛋黄

液0．15 g，共5份，各加入2．5 mL胆固醇标准原液．按

1．2．1方法测定胆固醇含量，计算回收率及RSD。评价试验

方法的准确度。

2结果与分析

2．1波长的选择

吸取胆固醇标准溶液2 mL，操作同试验方法。然后在

不同的波长下(460—640 am)以甲醇溶液和硫磷铁显色剂

作空白进行测定各吸光度，结果见表l，胆固醇在550 nm

处有最大吸光度，所以本试验选用550 nm的波长。

裹1 胆固醇标准溶液在不同波长下的吸光度

波长(nm) 吸光度 波长(nm) 吸光度

460 0．375 560 0．524

480 0．414 580 0．412

500 0．454 600 0．350

520 0．462 620 0．275

540 0．489 640 0，247

550 0．568

2．2显色剂用量试验

在同一试验条件下，显色剂用量为1．0、1．5、2．0、2．5、

3．0、3．5mL时，吸光义分别为0．236、0．360、0．524、0．507、

0．516、0．499。可见，显色剂用量在2～3．5 mL范围内测定结

果变化不大．取2．0 mL为最佳。因此本试验选择显色剂用

量取2．0 mL。

2．3稳定性试验

将胆固醇提取液在自然光条件下，每隔15 min测定

1次溶液吸光度，结果见图2。由图2可知，提取液中胆同

醇的吸光度在0．25 h内随测定时间逐渐变小。2 h内吸光
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图2显色时间对胆固醇测定的影晌
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度变化较小，但2 h后吸光度开始明显下降。因此，加入

显色剂冷却至室温后的2 h内必须比色完毕。

2．4单因素试验

2．4．1料液比的影响 以料液比l：6、l：8、1：10、l：12在相

同工艺下提取鸡蛋胆同醇并测定含量，结果见图3。可见，

胆固醇的提取量随着提取溶剂量的增加而增大，当料液

比达到10 mL后再增加溶剂量埘胆固醇的提取量影响不

大．因此可选择料液比为1：10进行提取，以减少溶剂的使

用。
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图3料液比对蛋黄胆固醇提取的影响

2．4．2提取时间的影响 鸡蛋浆液经0．5、1．0、1．5、2．0 h

提取后．测得胆固醇含量结果见图4。由图4可见，在

0．5 h内．胆固醇的提取量随提取时间的延长而增大，提

取1 h后胆同醇含量是提取2 h的103％，说明胆同醇的

提取过程在1 h内已基本完成。为减少提取引起的误差，

本试验提取时间采用l h。
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图4提取时间对蛋黄胆固醇提取的影响

2．4．3提取温度的影响 鸡蛋浆液经在25℃、35℃、45℃、

55℃下水浴浸提1 h后，测得胆固醇含量结果见图5。由

图5可知。随提取温度的提高，胆固醇提取量先增大后减

小。35。C时达最大，在55℃下提取l h后已基本挥发干。为

减少提取温度引起的误差．本试验提取温度采用35℃。
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图5提取温度对蛋黄胆固醇提取的影响

2．4．4挥干温度的影响 将胆同醇提取液分别在50％、

55。C、60℃、65。C、70。C下挥干后，测得胆固醇含量结果见图

6。南图6可知，随着挥干温度升高，胆固醇提取量先增大

后减小。60℃时提取量最大，因此本试验挥干温度采用

60℃。
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图6挥干温度对蛋黄胆固醇提取的影响

2．5正交实验设计

通过单因素试验结果可知，在鸡蛋蛋黄胆同醇提取过

程中，料液比、提取时间、提取温度和挥干温度对鸡蛋中胆

固醇的提取效果均有较大影响。选择以上4个因素的最佳

水平附近的3个水平进行正交实验，以确定鸡蛋蛋黄胆固

醇提取最佳工艺条件。正交实验因素水平设计见表2。

表2 L。(34)正交实验因素水平

水平
凶素

A B C D

f壑壅些：里!Y 2 f堡壁堕回：堕2 1堡塑望堕：羔!!堡±塑鏖：羔!
l 1：8 1．O 25 55

2 1：lo 1．5 35 60

3 l：12 2．0 45 65

从正交实验结果和极差分析结果(表3)可以看出，本

试验研究的4个因素均对鸡蛋胆固醇的提取效果有影

响，其影响程度主次顺序是：C(提取温度)>A(料液比)>

D(挥干温度)>B(萃取时间)。以提取量高为选择标准，最

佳丁艺组合是A2B，C：D，，即料液比为l：10，提取时间为1

h。提取温度为35℃、挥干温度为65℃，测得每100 g鸡蛋

表3正交实验结果分析

力

l

l
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黄胆同醇含量为l 609 mg。而单因素试验综合结果却显

示，A：B2C：D：组合的提取效果更好，但挥干温度和萃取时

间的影响较小。

2．6精密度和重复性试验

2．6．1 精密度试验随机取同一品种l一2个鸡蛋打碎除

蛋清．匀浆蛋黄液。按照1．2．1试验流程，进行5次平行试

验．每隔5 min用分光光度计测1次，结果见表4。由表4

可知．5次平行试验可测得每100 g鸡蛋黄中胆固醇含量

平均值为l 598 mg，相对标准偏差RSD为1．27％，说明

试验精密度较高。

表4精密度和重复性分析

胆固醇含量(mg／1009)序号、甄厦万而—————i虱萌『
l 1592 1593

2 1598 1618

3 1607 1625

4 160l 1612

5 1592 1624

6 1603

平均值 1598 1613

RSD(％) 1．27 2．09

2．6．2重复性试验准确称取6份鸡蛋黄浆样。按1．2．1

方法提取胆固醇，分别测定各提取液吸光度A斓，结果见

表4。由表4可知。6次重复试验测得每100 g鸡蛋黄中胆

固醇平均含量为l 613 mg，相对标准偏差RSD为2．09％，

说明试验重复性较好。

2．7加标回收率测定试验

准确称取已测定胆固醇含量的蛋黄液5份(每100 g

113

鸡蛋黄胆同醇含量为l 648 mg)进行回收试验，测得平均

回收率为95．41％，RSD为3．77％，方法准确度较好(表5)。

袭5加标回收率测定

称样鼍样品中胆固醇标准品加测得总 回收平均回收RSD

(g) 含量(mg) Ati毒(mg)含量(mg)率(％) 率(％)(％)

3结语

本试验将比色法改进后定量测定鸡蛋黄中胆固醇含

量，样品处理比已有的方法简单、准确。通过采用正交实验

优化了料液比、萃取时间、提取温度和挥干温度等条件，确

定鸡蛋蛋黄中胆固醇提取的最优工艺条件为料液比

l：10、提取时间l h、提取温度为35℃、挥干温度为65℃。

测得每100 g鸡蛋黄胆固醇含量为1 609 mg。此方法的

优点是：取样量少、直接皂化就可测定、操作程序简单、仪

器要求不高、精密度高和准确度。是一种鸡蛋黄胆固醇可

行、有效、快速的测定方法。
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中科院植物研究所在高等植物光合作用捕光色素蛋白
转运的分子机制研究中取得重要进展

高等植物叶绿体是进行光合作用的细胞器。叶绿体有

2 500～3 000个蛋白．95％以上的蛋白是由核基冈编码的。核基

因编码的叶绿体蛋白首先在细胞质中合成，并通过叶绿体内外

被膜和类囊体膜转运通道运输到叶绿体内．从而行使功能。但是

一些关键的参与光合作用光能吸收和转化的色素蛋白复合物如

何通过特异的转运机制进入叶绿体，还远没有得到揭示。

捕光色素蛋白复合物是光合膜蛋白中含量最高的色素蛋白

复合体，它在光能吸收、传递、激发能在两个光系统中均衡分配

具有重要作用。不仅如此，它在光能有效耗散光保护中也具有重

要功能。但是，捕光色素蛋白如何转运到叶绿体内并实现其功能

的机制还不清楚。

中科院植物研究所张立新研究组及其合作者最近研究发现

了高等植物光合作用捕光色素蛋白被膜转运途径分选进入类囊

体膜转运途径的重要转运蛋白LTD。LTD是随着光合生物捕光

色素蛋白出现后特异进化而来的，其功能在于识别捕光色素蛋

白特异性的T14基序。从而协助捕光色素蛋白的叶绿体跨内膜

转运，并转运到信号颗粒识别转运途径上，确保捕光色素蛋白的

精确定位和组装成功能复合物。

这一发现不仅对于植物如何实现光能有效吸收和利用具有

重要的意义。而且加深了对叶绿体蛋白转运机制的认识。

该成果于近日在国际著名期刊《自然一通讯》在线发表

(Nature Communications．2：277 doi： l 0．1038／ncommsl278

(2011))。该项研究工作得到科技部、国家自然科学基金委和中国

科学院太阳能行动计划的资助。

万方数据


