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微波消解-可见分光光度法测定

禽蛋中卵磷脂含量

葛庆联，吴  敏，张小燕，唐梦君，蒲俊华，高玉时，陈宽维 *
(中国农业科学院家禽研究所，江苏 扬州      225003)

摘   要：建立一种快速测定禽蛋中卵磷脂含量的方法 - 微波消解分光光度法。禽蛋匀浆液经过无水乙醇处理，去除

其中磷蛋白对卵磷脂含量的干扰后，再采用微波消解法对禽蛋样品进行预处理后，用分光光度法于 400nm 波长处

测定卵磷脂含量。方法回收率均在 90% 以上，变异系数均低于 2%，具有良好的准确度与精密度。与传统方法相

比，该方法具有试剂用量少，操作简单，减少沾污，改善工作环境等优点，是一种有效、实用的方法。
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Microwave Digestion-Visible Spectrophotometric Determination of Lecithin in Eggs
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Abstract ：Microwave digestion coupled with visible spectrophotometry was used to establish an analytical method for the

determination of lecithin content in eggs. Eggs were homogenized and treated with ethanol to remove the phosphate protein,

Followed by microwave digestion. The detection of lecithin was spectrometriacally performed at 400 nm. The mean spike

recovery rates of the established method for lecithin in eggs from three species of poultry were above 90% with a coefficient of

variation of less than 2%. This method displayed excellent accuracy and precision, had many advantages over the conventional

method, such as less reagent consumption, ease of operation and low environmental pollution. Therefore, it might be an effective

and practical method.
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卵磷脂是一类具有特定功能含磷的极性类脂合物，

是天然的具有营养性和功能性的表面活性剂，是人、动

物和植物组织细胞膜的组成成分，具有防止动脉硬化、

改善神经组织、提高大脑活力的作用，被誉为“细胞

的保护神”和“血管清道夫”。因此测定禽蛋中的卵

磷脂具有实际意义[ 1 ]。

目前，卵磷脂的测定方法主要有光谱法[2-7]和色谱法[8-14]。

其中光谱法包括传统定磷法、紫外分光光度法和核磁

共振光谱分析法。定磷法操作复杂，容易造成损失，

而且耗时长，紫外分光光度法所用的波长短，容易受

溶剂的干扰，影响测定结果的准确性，核磁共振光谱

法和色谱法的仪器设备昂贵，维护费用高，不利于广

泛应用。

本实验结合实际，利用近年兴起的微波消解技术在

试样前处理中快速、分解完全、元素无挥发损失、酸

耗量少等优点[15]对禽蛋等样品进行前处理，以钒钼酸铵

分光光度法测定禽蛋中磷的含量，使用系数 25 将含磷量

换算为卵磷脂质量，旨在为禽蛋中软磷脂测定方法的建

立提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

禽蛋由农业部家禽品质监督检验测试中心(扬州)提供。

无水乙醇(分析纯)、浓硝酸(分析纯)、双氧水(分析
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纯)、磷脂酰胆碱    美国 Sigma 公司；钒钼酸铵显色

剂：称取偏钒酸铵 1.25g，加水 200mL 加热溶解，冷却

后再加入 250mL 硝酸，另称取钼酸铵 25g，加水 400mL
加热溶解，冷却，将两种溶液混合，用水定容至

1 0 0 0 mL，避光保存，若生成沉淀，则不能继续使用。

磷标准溶液配制：精确称取 105℃干燥的磷酸二氢钾(优
级纯)0.2195g 溶解于水中，定量转入 1000mL 容量瓶中，

加硝酸 3mL，用水稀释至刻度，摇匀，即为 50μg/mL
的磷标准溶液。所用水均为超纯水。

1.2 仪器与设备

MARS 自动压力微波消解仪    美国 CEM 公司；

Lambda 型紫外 - 可见光分光光度计   美国 PE 公司；旋

转蒸发仪    瑞士 Buchi 公司；超纯水仪    美国 Millipore
公 司 。

1.3 方法

1.3.1 样品的制备

取 2～3 枚禽蛋，去壳，将蛋黄和蛋白于匀浆机中

充分混匀，装入清洁容器内，作为全蛋试样。若测蛋

黄含量，则取 2～3 枚禽蛋，去壳和蛋清，用滤纸吸干

蛋黄表面的蛋清，将蛋黄于匀浆机中充分混匀，装入

清洁容器内，作为蛋黄试样。

1.3.2 样品的预处理

称取 10g已经制备好的样品置于 50mL离心管中，加

入 30mL 无水乙醇，充分搅拌约 3min，离心，将乙醇

溶液收集于 250mL 旋转蒸发圆底磨口瓶中。沉淀物再以

无水乙醇洗涤两次(方法同上)，合并乙醇提取液，并旋

转蒸发至干。

准确称取 0.3000g蒸发干的样品于聚四氟乙烯消解罐

中，加入硝酸 4 m L、双氧水 1 m L，静置 5 m i n，旋紧

密封盖，将罐放入微波炉内，在一定温度和时间下进

行消解。消解完毕，取出消解罐冷却后，将消解液转

移 5 0 m L 容量瓶中，用水定容、摇匀待侧。

1.3.3 标准曲线的绘制

准确吸取磷标准液 0、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0、
10.0mL(相当于磷含量 0、50、100、200、300、400、
500μg)，分别置于 50mL 容量瓶中，加入 10mL 钒钼酸

铵显色剂，定容、摇匀，静置 1 0 mi n 后，在可见分光

光度计 400nm 波长处测定吸光度[16]。以测出的吸光度对

磷含量做标准回归方程为 Y=0.08628X，相关系数 r=0.9998。

1.3.4 样品的测定

移取 10.0mL 消解液于 50mL 容量瓶中，加入钒钼酸

铵显色剂 10mL，用水稀释到刻度、摇匀(同时以钒钼酸

铵显色剂为样品空白)，静置 10min 以上，用 1cm 比色

皿在波长 400nm 处测定其吸光度，在工作曲线上查得样

品溶液中的磷含量。

1.3.5 样品含量计算

                    25×X× 5
磷脂 /% ＝——————× 100
                        m×106

式中：X 为依据回归方程计算出的试样中的磷含

量 /μg；m 为禽蛋质量 / g；5 为样品稀释倍数；2 5 为

磷换算成磷脂系数。

1.3.6 仪器工作条件

按照仪器说明书要求，称样量为 0 . 3 g，自动压力

微波消解仪的消解程序见表 1。

步骤 消解时间 /min 功率 /W 消解温度 /℃
1 1 800 120
2 5 800 160
3 15 800 190

表 1 自动压力微波消解仪的消解程序

Table 1   Digestion procedures of automatic pressure microwave
digestion system

2 结果与分析

2.1 消解液组成体系的确定

常用的有机样品消解液多为混合体系，主要有：

HNO 3+H 2O 2+HF、HNO 3+H 2O 2、HNO 3+HCl+H 2O 2、

H C l + H N O 3。高氯酸与有机物混合易爆炸，硫酸在高

压、高温下易损坏消解罐，且形成不溶性化合物，盐

酸氧化性相对较弱，故选用硝酸和双氧水对样品进行消

解。消解液应在消解前一次性加入。

2.2 微波消解加酸量的选择

试验号 HNO3 用量 /mL H2O2 用量 /mL 卵磷脂含量 /%
1 1(3.0) 1(1.0) 2.57
2 2(4.0) 2(2.0) 2.69
3 3(5.0) 3(2.5) 2.93
4 4(6.0) 4(3.0) 2.81
5 1 2 2.59
6 2 3 2.78
7 3 4 2.89
8 4 1 2.86
9 1 3 2.65
10 2 4 2.76
11 3 1 2.92
12 4 2 2.90
13 1 4 2.70
14 2 1 2.62
15 3 2 2.94
16 4 3 2.84
k1 2.63 2.74
k2 2.71 2.78
k3 2.92 2.80
k4 2.85 2.79
R 0.29 0.06

表 2 微波消解正交试验结果

Table 2   Experimental scheme and results of orthogonal array design
for optimizing microwave digestion conditions

..
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选择本实验样品消解过程中影响消解效果的两个因

素 HNO3 和 H2O2 的使用量，进行 2 因素 4 水平正交试验，

结果见表 2 。

由表 2 分析可知，样品消解过程中 HNO3 的使用量

为主要影响因素，其次是 H2O2 用量，最优消解液为 5mL
HNO3 和 2.5mL H2O2。

2.3 精密度和回收率

2.3.1 精密度实验

随机取同一品种的 2～5 个蛋打碎匀浆混匀，做 7 次

平行实验，对其结果进行误差分析，结果见表 3 。

禽蛋
卵磷脂含量/% 标准 变异

样品1 样品2 样品3 样品4 样品5 样品6 样品7 平均值 差 /% 系数 /%
鸡蛋 2.98 2.92 2.88 3.02 2.87 2.95 2.97 2.94 0.054 1.86
鸭蛋 3.82 3.80 3.92 3.78 3.68 3.80 3.83 3.80 0.071 1.87
鸽蛋 4.65 4.70 4.72 4.60 4.82 4.60 4.71 4.68 0.077 1.65

表 3 卵磷脂含量测定结果

Table 3   Results of determining lecithin content in eggs by this method

样品 本底值 /% 加标量 /g 测定值 /% 回收率 /%

鸡蛋
2.926 0.010 2.9352 92.00
2.926 0.020 2.9445 92.50

鸭蛋
3.801 0.010 3.8101 91.00
3.801 0.020 3.8196 93.00

鸽蛋
4.705 0.010 4.7142 92.00
4.705 0.020 4.7231 90.50

表 4 样品的回收率

Table 4   Recovery rates for lecithin in eggs

卵磷脂含量 /%
项目

样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 平均值
RSD/%

微波法 2.96 3.05 2.98 3.02 3.00 1.34
传统法 2.93 2.76 2.86 2.92 2.87 2.72

表 5 传统定磷法和微波法实验结果对比分析

Table 5   Comparative analysis of results of determining lecithin content
in eggs by this method and the conventional method

由表 3 可以得出，7 次平行实验求得卵磷脂含量的平

均值为鸡蛋 2.94%、鸭蛋 3.80%、鸽蛋 4.68%，变异系数

均低于 2%，这表明实验具有很好的重复性，精密度高。

2.3.2 回收率实验

取已知卵磷脂含量的全蛋液做回收率实验，分别加

入磷脂酰胆碱标准品 0.010g 和 0.020g，结果见表 4。

从表 4 可以看出，经过实验所建立的蛋中卵磷脂含

量的微波消解测定方法的回收率均在 90% 以上，说明此

方法是可靠的。

2.3.3 微波法与传统定磷法测定结果比较

取鸡蛋全蛋样品，用传统定磷法[2]与微波法分别进

行平行测定，结果见表 5 。

通过微波消解法与传统方法的测定结果进行对比(表
5)可知，样品在微波消化期间，基于消化瓶内压力的缘

故，会产生较高的温度而得到较好的消化结果，使样

品的消解可以进行得更精确、彻底。另外，密闭微波

消解仪器通过温压控制可以保证消解的质量，保证反应

一致的平行性和重复性。因此，微波消解法作为一种

新兴的先进的样品预处理方法，其应用前景必定是十分

广阔的。

3 结  论

3.1 在样品预处理过程中，应加入适量 H2O2，以减少

高压罐中的氮气产生量及升高温度时加速样品的消解。

通过正交试验，考察了 HNO3 用量和 H2O2 用量对磷脂含

量的影响，得出最优加酸量为 HNO3 5mL、H2O2 2.5mL。
3.2 本研究采用微波消解分光光度法测定禽蛋中的卵磷

脂，改进了样品的前处理和样品中脂质的提取，操作

简单，试剂用量少，准确度高。为禽蛋中卵磷脂含量

的测定提供了一种新方法。同时进行了回收率实验，结

果令人满意。
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