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液相色谱 – 大气压化学电离串联质谱法

测定油脂中 9 种胆固醇氧化物
丁磊，周典兵，宋伟，吕亚宁，韩芳，郑平

( 合肥海关技术中心，食品安全分析与检测安徽省级重点实验室，合肥　230059)

摘要　建立一种准确测定油脂中 9 种胆固醇氧化物含量的同位素稀释液相色谱 – 串联质谱测定方法。向油脂

样品中加入无水乙醇和 60% 氢氧化钾溶液，在室温下避光皂化 22 h，使用乙醚 – 石油醚混合液（1∶1）作为提取溶液，

采用液 – 液萃取方式提取目标物，再使用硅胶柱进行净化，采用 5 mmol／L 乙酸铵溶液与甲醇 – 乙腈混合液（1∶1）

为双流动相梯度淋洗，使用 Agilent ZORBAX SB–C18 色谱柱分离，在大气压化学电离（APCI）正离子模式下，采用多

反应监测模式内标法定量测定。在 10～500 μg／L 范围内，9 种胆固醇氧化物的质量浓度与色谱峰面积线性良好，相

关系数（r2）均大于 0.995，检出限均为 0.5 mg／kg，在 1，5 mg／kg 两个添加水平时，加标回收率为 71.2%～94.4%，相

对标准偏差小于 10%（n=6）。该方法满足动植物油脂中胆固醇氧化物含量测定需要。
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Determination of 9 kinds of cholesterol oxides in fats and oils by liquid chromatography–atmospheric 
pressure chemical ionization tandem mass spectrometry

DING Lei, ZHOU Dianbing, SONG Wei, LYU Yaning, HAN Fang, ZHENG Ping
(Anhui Entry–Exit Inspection and Quarantine Bureau, Hefei　230059, China ；

Anhui Province Key Laboratory of Analysis and Detection for Food Safety， Hefei　230059， China)

Abstract　A new method of HPLC–MS／MS for the analysis of nine cholesterol oxides in oil was developed. 
The oil samples were saponified in dark for 22 h at room temperature by adding anhydrous ethanol and 60% potas-
sium hydroxide solution. With ether–petroleum ether solution (1∶1) as the extraction solution, liquid–liquid extraction 
method was used to extract the target substance, then silica gel column was used for purification, and 5 mmol／L am-
monium acetate and methanol–acetonitrile solution (1∶1) as the mobile phase, atmospheric pressure under the positive 
ion mode of APCI, the internal standard method of multi reaction monitoring mode was used for quantitative determina-
tion. The contents of nine cholesterol oxides had linear relationship with the chromatograph peak areas in the range of 
10–500 μg／L with the linear correlation coefficients (r2) more than 0.995, and the detection limits were all 0.5 mg／kg. 

At the addition level of 1 and 5 mg／kg, the recovery rates were 71.2%–94.4% with the relative standard deviation was less 
than 10% (n=6). This method is suitable for the accurate determination of nine oxides of cholesterol in oil.

Keywords　oil; cholesterol oxidation products; LC–MS／MS

胆固醇普遍存在于油脂、乳及乳制品以及蛋制

品等食品中，在光、热及氧作用下容易发生自氧化反

应，生成多种氧化产物。根据文献报道，大量的胆固

醇氧化产物存在于氧化修饰的低密度脂蛋白中，是

诱发动脉硬化症的主要原因，毒理学研究表明胆固

醇氧化物具有潜在的细胞毒性、致突变性及致癌性。

油脂是人们日常生活必需品，食用油脂的消费量巨

大，我国即是油脂生产大国又是油脂消费大国。随
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着人民生活水平显著提高，人们越来越重视油脂产

品的质量安全［1–3］。

目前，油脂氧化研究均集中在以过氧化值为指

标的抗氧化研究方面，以胆固醇氧化物为研究对象

的油脂氧化研究较少，所采用的研究方法有气相色

谱法、高效液相色谱法、气质和液质联用法等［4–5］，样

品前处理方法不同，多采用外标法进行定量，而采用

固相萃取并利用同位素稀释质谱法准确测定动植物

油脂中胆固醇氧化物含量的文献报道较少。笔者建

立了固相萃取 – 液相色谱 – 串联质谱法检测油脂中

胆固醇氧化物含量的测定方法。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

液相色谱 – 串联质谱仪：AB 4500 型，美国 AB
公司；

去离子水发生器：Milli–Q 型，美国密理博公司；

固相萃取装置：5982-9120 型，美国安捷伦科技

有限公司；

硅胶固相萃取柱：500 mg／(3 mL)，上海安谱实

验科技股份有限公司；

25- 羟基胆固醇、19R- 羟基胆固醇、22R- 羟基胆

固醇、22s- 羟基胆固醇、胆甾烷 -3，5，6- 三醇、7α- 羟

基胆固醇、7β- 羟基胆固醇、胆固醇 5α，6α- 环氧化

物、胆固醇 5β，6β- 环氧化物、氘 7-7α- 羟基胆固醇同

位素内标标准样品：纯度均大于 95%，加拿大多伦

多研究化学品公司；

胆固醇氧化物标准储备液：1 mg／mL，取胆固

醇氧化物标准样品适量，用无水乙醇溶解并定容，于

冰箱中 –20℃保存；

甲醇、无水乙醇和乙腈：色谱纯，美国天地有限

公司；

乙酸铵：色谱纯，美国安可化学；

正己烷、乙醚、石油醚、无水乙醇、氢氧化钾、无

水硫酸钠：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

实验用水为 Milli-Q 型去离子水发生器制备的

去离子超纯水。

1.2　仪器工作条件

1.2.1　色谱

色谱柱：Agilent Zorbox SB C18 型柱（100 mm× 
2.1 mm，1.8 µm，美 国 安 捷 伦 科 技 有 限 公 司）；柱

温：35 ℃；进 样 体 积：10 µL ；流 动 相：A 为 5 
mmol／L 乙酸铵水溶液，B 为乙腈 – 甲醇（1∶1），流

量为 0.3 mL／min，梯度洗脱程序见表 1。

表 1　梯度洗脱程序

时间／min
流动性体积分数／%

A B

0.00
1.00
5.00
7.00
9.00
9.01

10.00

50
50
35
20
10
50
50

50
50
65
80
90
50
50

1.2.2　质谱

离子源：大气压化学电离源（APCI）；扫描方式：

正离子扫描；雾化气温度：500℃；气帘气（CUR）压

力：0.24 MPa ；雾化气（GAS1）压力：0.31 MPa ；电

晕电流：4 μA ；碎片离子、驻留时间、去簇电压和碰

撞电压等参数见表 2。
表 2　多反应监测模式（MRM）参数

胆固醇
氧化物

质荷比（m／z） 驻留
时间／ms

去簇
电压／V

碰撞
电压／V母离子 子离子

25- 羟基
胆固醇

367.5
133.0
81.0

159.0

6
6
6

80
80
80

38
55
28

19R- 羟基
胆固醇

367.5
133.0
81.0

159.0

6
6
6

80
80
80

38
55
28

22R- 羟基
胆固醇

367.5
133.0
81.0

159.0

6
6
6

80
80
80

38
55
28

22s- 羟基
胆固醇

367.5
133.0
81.0

159.0

6
6
6

80
80
80

38
55
28

胆甾烷 -3，5，6-
三醇

367.5
133.0
81.0

159.0

6
6
6

80
80
80

38
55
28

7α- 羟基
胆固醇

385.5
133.0
81.0

367.5

6
6
6

80
80
80

40
55
15

7β- 羟基
胆固醇

385.5
133.0
81.0

367.5

6
6
6

80
80
80

40
55
15

胆固醇 5α，6α-
环氧化物

385.5
133.0
81.0

367.5

6
6
6

80
80
80

40
55
15

胆固醇 5β，6β-
环氧化物

385.5
133.0
81.0

367.5

6
6
6

80
80
80

40
55
15

氘 7-7α- 羟基
胆固醇

392.3
374.1
159.0
81.0

6
6
6

80
80
80

40
55
15

1.3　实验步骤

1.3.1　样品处理

称取 5 g 油脂样品（精确至 0.01 g）于磨口锥形

瓶中，加入 30 mL 无水乙醇和 10 mL 60% 氢氧化钾

溶液，混匀，室温下避光 22 h，至溶液呈澄清透明状
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态，得样品皂化液。

加入适量氘 7-7α- 羟基胆固醇内标溶液于锥形

瓶中，将样品皂化液全部转移至 250 mL 分液漏斗

中，加入 50 mL 去离子水和 40 mL 石油醚 – 乙醚

混合液（1∶1，下同），轻摇 2 min，静置至出现明显

分层。将下层水相转移至另外一只 250 mL 分液漏

斗中，再使用 20 mL 石油醚 – 乙醚混合液重复提取

一次，合并两次有机相。每次使用 100 mL 去离子

水洗涤提取液，直至提取液为中性，提取液过装有

10 g 无水硫酸钠的玻璃漏斗，承接于浓缩瓶中，于

45℃水浴中浓缩至干，用 5 mL 正己烷溶解，待净

化。

用 5 mL 正己烷活化硅胶固相萃取柱，将待净

化样品液全部转移至固相萃取柱中，使用 20 mL 含

有 0.5% 乙醚的正己烷溶液淋洗，再用含 15% 乙醚

的正己烷溶液 10 mL 洗脱，收集洗脱液于 45℃水浴

中，以氮气吹干，用 2 mL 无水乙醇定容，过 0.22 μm
有机微孔过滤膜，供液相色谱 – 串联质谱仪分析。

1.3.2　定量方法

用初始流动相配制胆固醇氧化物系列标准工

作溶液，将 1.3.1 净化处理后样品供液相色谱 – 串联

质谱仪分析，以色谱峰面积内标法定量。

2　结果与讨论

2.1　质谱条件优化

由于胆固醇氧化物分子结构中均含有三个环

己烷和一个环戊烷，稠合而成环戊烷多氢菲，还含有

长链烷烃，这种结构决定胆固醇氧化产物的极性较

弱，在常见的电喷雾源（ESI）下很难电离，而大气压

化学电离源（APCI）适合分析弱极性化合物，离子

产率较高，可以获得较高的响应值。

胆固醇氧化物均易失去 1 个或 2 个水分子，形

成分子离子峰。大气压化学电离条件下胆固醇氧化

物典型离子峰的相对强度见表 3。
表 3　胆固醇氧化物分子离子峰的相对强度

胆固醇氧化物
m／z

367.5 369.5 385.5  403.5

7α- 羟基胆固醇
7β- 羟基胆固醇

胆固醇 5α，6α- 环氧化物
胆固醇 5β，6β- 环氧化物

25- 羟基胆固醇
19R- 羟基胆固醇
22R- 羟基胆固醇
22s- 羟基胆固醇

胆甾烷 -3，5，6- 三醇

50
50
80
80
100
100
100
100
100

–
–
10
10
–
–
–
–
–

100
100
100
100
30
30
40
30
50

–
–

10
10
–
–
–
–
–

通过比较选择失去 1 和 2 个水分子的分子离

子峰响应值大小，7α- 羟基胆固醇、7β- 羟基胆固醇、

胆固醇 5α，6α- 环氧化物、胆固醇 5β，6β- 环氧化物

4 种物质选择失去 1 个水分子形成的分子离子作为

母离子，25- 羟基胆固醇、19R- 羟基胆固醇、22R- 羟

基胆固醇、22s- 羟基胆固醇、胆甾烷 -3，5，6- 三醇 6
种物质选择失去 2 个水分子形成的分子离子作为

母离子。

2.2　液相色谱条件优化

流动相的种类、梯度洗脱条件、柱温等液相色

谱条件直接影响目标化合物的检测灵敏度，特别是

液相色谱 – 串联质谱法，因为化合物需要在离子源

内进行电离，更容易受到溶剂的影响，所以液相色

谱 – 串联质谱法的基质效应较明显。

分别选择甲醇、乙腈、乙腈 – 甲醇混合液（1∶1，

下同）、0.1% 的甲酸水溶液和 5 mmol／L 乙酸铵水

溶液 5 种流动相，对色谱分离效果和定量结果进行

比较。结果发现：甲醇作为流动相，9 种胆固醇氧化

物的响应值比乙腈作为流动相高，因为甲醇的质子

亲和力比乙睛小，有利于大气压化学电离条件下胆

固醇氧化物结构中的羟基与氢离子结合，失去 1 个

或 2 个水分子形成分子离子峰；分别用 0.1% 的甲

酸水溶液和 5 mmol／L 乙酸铵水溶液两种溶液作

为水相进行对比，发现采集同样浓度下的胆固醇氧

化物，0.1% 的甲酸水溶液仪器背景响应值比含有 5 
mmol／L 乙酸铵水溶液要高；甲醇洗脱能力强于乙

腈，甲醇（含 0.1% 甲酸）为流动相时第一个色谱峰

对应的色谱保留时间为 1.3 min，分离较快，目标物

很容易受到基质干扰。通过比较保留时间、响应值、

背景干扰和洗脱能力，选择 5 mmol／L 乙酸铵水溶

液和乙腈 – 甲醇混合液作为流动相。

7.0 8.0 9.0 10.0

4
9

8

7

6

5

3

2

t min

1

图 1　9 种胆固醇氧化产物（质量浓度均为 100 ng／L）的

总离子流色谱图

2.3　样品皂化条件的选择

脂类物质中主要含有甘油三酯、甾醇、脂肪酸

等物质，在检测过程中需要对胆固醇氧化物样品进

行净化操作，所以胆固醇氧化物检测的关键是净化
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方法的选择。在文献［6–9］基础上，选择利用皂化

反应，将甘油三酯在碱性条件下转化为水溶性盐类，

水溶性盐类溶于水相中，胆固醇氧化物等不被皂化

的物质溶于有机相中，从而实现胆固醇氧化物与甘

油三酯等皂化物分离。过高的皂化温度会增加胆固

醇被氧化和胆固醇氧化物被再次氧化的可能性，故

目前多采用冷皂化，即在室温或略高于室温下进行

皂化。

选择葵花籽油和猪油作为研究对象，将其置于

250 mL 具塞烧瓶中进行皂化，优化皂化时间，两种

不同油脂皂化时间优化数据相似。选择动物油脂样

品量为 0.5 g，植物油脂样品量为 2 g，加入 30 mL 无

水乙醇和 10 mL 60% 的氢氧化钾溶液，混匀，分别

设置皂化时间为 12，18，20，22，24 h，观察发现 22 h
后溶液呈澄清透明状态，同时通过比较在植物油脂

中添加胆固醇氧化物的总体平均回收率，选择皂化

时间为 22 h。

2.4　样品净化条件的选择

目前，胆固醇氧化物多采用硅胶固相萃取柱净

化，参考文献［10–14］，分别选择含有 0.5%，15% 乙

醚的正己烷溶液为洗脱液，从进样开始分段收集溶

液，进样体积为 5 mL，淋洗液和洗脱液体积均为 20 
mL，每 5 mL 收集一次，胆固醇氧化物在进样和淋洗

过程中没有析出，在前 10 mL 洗脱液中胆固醇氧化

物全部析出，因此固相萃取净化条件选择为淋洗液

20 mL，洗脱液 10 mL。

2.5　线性范围与检出限

配制一系列不同浓度的胆固醇氧化物标准工

作溶液，在 1.2 仪器工作条件下进行测定，以胆固醇

氧化物的质量浓度（X，μg／L）为自变量、定量离子

色谱峰面积（Y）为因变量进行线性回归，计算线性

方程。

9 种胆固醇氧化产物的线性范围、线性方程、相

关系数列于表 3。
表 3　胆固醇氧化物线性范围、线性方程、相关系数

胆固醇氧化物 线性范围／(μg · L–1) 线性方程 相关系数

25- 羟基胆固醇

19R- 羟基胆固醇

22R- 羟基胆固醇

22s- 羟基胆固醇

胆甾烷 -3，5，6- 三醇

7α- 羟基胆固醇

7β- 羟基胆固醇

胆固醇 5α，6α- 环氧化物

胆固醇 5β，6β- 环氧化物

10～500
10～500
10～500
10～500
10～500
10～500
10～500
10～500
10～500

Y=245X+1 996
Y=149X+179

Y =178X+1304
Y=490X–465
Y=195X+665
Y=909X+46.8
Y =680X+1483
Y=451X+496
Y=400X+405

0.995 6
0.998 7
0.996 7
0.998 7
0.997 6
0.997 0
0.997 8
0.998 5
0.997 8

由表 3 可知，在 10～500 μg／L 范围内，胆固醇

氧化物的质量浓度与定量离子的色谱峰面积成良好

的线性关系，相关系数均大于 0.995。

根据 GB／T 27417–2017 选择测得分析物最低

浓度值的方法确定方法的检出限和定量限。9 种胆

固醇氧化产物的检出限均为 0.5 mg／kg，定量限均

为 1.0 mg／kg。

2.6　加标回收试验

选择未检出胆固醇氧化物的市售葵花籽油脂

样品，平行称取 6 份，分别进行 1，5 mg／kg 两个添

加水平的加标回收试验，每份样品重复测量 6 次，计

算平均值和相对标准偏差，试验结果列入表 4。由

表 4 数据可知，9 种胆固醇氧化物的平均加标回收

率为 71.2%～94.4%，测量值的相对标准偏差均小于

10%，方法的精密度、准确度满足测量技术要求。
表 4　胆固醇氧化产物加标回收试验结果

胆固醇
氧化物

加标量／
(mg · kg–1)

测定值／
(mg · kg–1)

平均
回收率／%

RSD／
%

25- 羟基
胆固醇

1
5

0.72，0.68，0.76，0.68，0.75，0.718
3.72，3.86，3.51，4.12，4.31，3.904

71.8
78.1

5.28
8.12

19R- 羟基
胆固醇

1
5

0.71，0.82，0.91，0.79，0.86，0.818
4.6，4.8，4.1，5.0，5.12，4.72

81.8
94.4

9.20
8.49

22R- 羟基
胆固醇

1
5

0.72，0.71，0.83，0.72，0.86，0.768
4.42，4.62，4.12，4.81，4.88，4.57

76.8
91.4

9.27
6.76

22s- 羟基
胆固醇

1
5

0.76，0.85，0.91，0.83，0.91，0.852
4.02，4.62，，4.29，4.62，5.08，4.53

85.2
90.6

7.35
8.81

胆甾烷 –
3，5，6- 三醇

1
5

0.68，0.64，0.77，0.81，0.72，0.724
3.81，4.02，3.48，4.06，4.29，3.93

72.4
78.6

9.40
7.75

7α- 羟基
胆固醇

1
5

0.78，0.91，0.95，0.88，0.96，0.896
3.87，4.26，4.41，4.99，4.26，4.36

89.6
87.2

8.07
9.32

7β- 羟基
胆固醇

1
5

0.82，0.72，0.82，0.84，0.82，0.804
3.78，3.52，3.99，4.02，4.38，3.94

80.4
78.8

5.94
8.07

胆固醇 5α，
6α– 环氧化物

1
5

0.76，0.81，0.71，0.72，0.67，0.734
4.23，4.05，3.99，4.66，4.62，4.31

73.4
86.2

7.25
7.29

胆固醇 5β，
6β– 环氧化物

1
5

0.66，0.73，0.72，0.68，0.77，0.712
4.26，4.43，4.78，3.78，4.36，4.32

71.2
86.4

6.07
8.34

3　结语

建立固相萃取 – 液相色谱 – 串联质谱法检测油

脂中胆固醇氧化物含量的测定方法，本方法的建立

有利于促进油脂中胆固醇氧化产物研究，提高油脂

产品品质，保障油脂产品质量安全。
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