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摘要  目的：建立含量测定用的大豆磷脂酰胆碱、蛋黄磷脂酰胆碱对照品。方法：采用红外光谱、质谱、

核磁对原料进行结构确证，卡氏水分测定法测定水分，采用ICP-MS测定金属离子含量，采用HPLC-

ELSD标准曲线法测定纯度，以质量平衡法计算对照品含量。结果：红外光谱、质谱、核磁确证了大豆

磷脂酰胆碱、蛋黄磷脂酰胆碱对照品的结构；大豆磷脂酰胆碱、蛋黄磷脂酰胆碱水分测定结果分别为

2.2%，2.1%；大豆磷脂酰胆碱、蛋黄磷脂酰胆碱金属离子含量分别为0.03%，0.01%；纯度测定结果分别

为99.3%，95.6%；通过质量平衡法计算各对照品含量分别为97.1%，93.6%。结论：建立了大豆磷脂酰胆

碱和蛋黄磷脂酰胆碱对照品，可用作药用辅料磷脂含量测定用对照品。
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Excipients  Inspection
Luan Lin, Sun Huimin* (National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China)

Abstract  Objective:  To determine the reference substances of soybean phosphatidylcholine and egg yolk 
phosphatidylcholine for content determination. Methods: The structure of raw material was confirmed by IR, 
HPLC-MS, 1H NMR, and 13C NMR. The water contents were determined by Karl Fischer method. The contents 
of metal ion of phosphatidylcholines were measured by ICP-MS. The purity was determined by HPLC-ELSD 
standard curve method, and the content of reference substance was calculated by mass balance method. Results: 
The structures of reference substances of soybean phosphatidylcholine and egg yolk phosphatidylcholine were 
confirmed by IR, HPLC-MS, 1H NMR, and 13C NMR. The water contents of soybean phosphatidylcholine 
and egg yolk phosphatidylcholine were 2.2% and 2.1% respectively. The contents of metal ion of soybean 
phosphatidylcholine and egg yolk phosphatidylcholine were 0.03%, and 0.01% respectively. The purities of 
soybean phosphatidylcholine and egg yolk phosphatidylcholine were 99.3%, and 95.6% respectively. The 
contents of reference materials of soybean phosphatidylcholine and egg yolk phosphatidylcholine were 97.1%, 
and 93.6% respectively. Conclusion: The reference materials of soybean phosphatidylcholine and egg yolk 
phosphatidylcholine for the content determination of pharmaceutical excipients were successfully provided.
Keywords:  pharmaceutical excipients; phosphatidylcholine; soybean phosphatidylcholine; egg yolk 
phosphatidylcholine; standard material research and preparation
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磷脂通常指甘油磷脂，常作为乳化剂用于药

物制剂中，根据与3位磷酸侧链相连的X基团不

同，可分为磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰肌

醇、磷脂酰丝氨酸等等，其中磷脂酰胆碱（结构通

式见图1）为其主要成分。磷脂酰胆碱根据来源不

同，可分为大豆磷脂酰胆碱、蛋黄磷脂酰胆碱等。

不同来源磷脂酰胆碱中甘油1,2位的脂肪酸链组成

不同，蛋黄磷脂酰胆碱脂肪酸链（R1，R2）大多为

棕榈酸、油酸，其次为硬脂酸、亚油酸等；大豆磷

脂酰胆碱中脂肪酸链（R1，R2）大多为亚油酸，约

占50％ ，几乎不含C20以上的脂肪酸[1]。

《中国药典》在2010年版已收载大豆磷脂和

蛋黄卵磷脂标准，并先于其他各国对磷脂各成分含

量进行控制，同时研制磷脂对照品。本研究建立了

大豆磷脂酰胆碱和蛋黄磷脂酰胆碱对照品含量分析

方法，并详述了磷脂酰胆碱对照品的研制过程。

R1、R2 表示脂酰基的碳氢基。

图 1   磷脂酰胆碱通式

1   仪器与试药
安捷伦高效液相色谱仪（ELSD检测器）；电

子天平（Mettler Toledo，型号：XS205）；卡氏水

分测定仪（Mettler Toledo，型号：DL131）；红外

光谱仪（PE Spectrum 100红外光谱仪）；质谱仪

（QTRAPLC/MS/MS system，美国Sciex公司）；核

磁共振仪（Mereury plus 400NB Varian）。

三氯甲烷（分析纯，北京化工厂）；甲醇

（分析纯，北京化工厂）；无水甲醇（分析纯，

北京化工厂）；正己烷（色谱纯，Thermo Fisher 

Scienti f ic化学试剂公司）；异丙醇（色谱纯，

Thermo Fisher Scientific化学试剂公司）；甲醇（色

谱纯，Thermo Fisher Scientific化学试剂公司）；大

豆磷脂酰胆碱（批号：790622，北京欧亚康桥商贸

有限公司）；蛋黄磷脂酰胆碱（批号：EL9005，

上海艾韦特医药科技有限公司）；磷脂酰乙醇

胺（批号：RHI-MD051，上海艾韦特医药科技

有限公司）；磷脂酰肌醇（批号：069K5202，

SIGMA）；鞘磷脂（批号：0002，上海艾韦特医

药科技有限公司）；溶血磷脂酰胆碱（批号：

190025-201001，上海艾韦特医药科技有限公

司）；溶血磷脂酰乙醇胺（批号：RJE-SS241，上

海艾韦特医药科技有限公司）。

2   方法
2.1   红外光谱 

取样品适量，溶于乙醇中，涂于溴化钾片

上，采用红外光谱仪在4000～450 cm-1波长范围内

扫描。

2.2   质谱

取样品适量，溶于三氯甲烷-甲醇（2︰1）溶

液中，作为供试品溶液。采用电喷雾离子化质谱在

10～1000的质量范围内进行扫描。

2.3   核磁共振

取样品适量，溶于氘代氯仿中，作为供试品

溶液。采用400 MHz核磁共振仪扫描1H谱和13C谱。

2.4   水分测定

按照《中国药典》2015年版水分测定法（通

则0832 第一法 1 容量滴定法），以三氯甲烷-无水

甲醇（2︰1）为溶剂，测定7种对照物质原料的水

分含量。

2.5   纯度测定

采 用 A l l t i m a  S i l l i c a 硅 胶 柱 （ 2 5 0  m m ×

4.6 mm×5 μm）为色谱柱，以甲醇-水-冰醋酸-

三乙胺（85︰15︰0.45︰0.05，v /v）为流动相
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A，以正己烷-异丙醇-流动相A（20︰48︰32，

v/v）为流动相B，按表1进行梯度洗脱，流速：

1 mL·min-1，柱温为40 ℃，采用蒸发光散射检测

器（参考条件：漂移管温度为72 ℃；载气流量为

每分钟2.0 mL）。

精密称取大豆磷脂酰胆碱适量，加三氯甲烷-

无水甲醇（2︰1）溶解，并稀释制成每毫升含大豆

磷脂酰胆碱50、100、150、200、300、400μg的自

身对照溶液，取20μL进样，作标准曲线。另精密

称取大豆磷脂酰胆碱适量，置容量瓶中，加三氯甲

烷-无水甲醇（2︰1）溶解，并稀释成每毫升含大

豆磷脂酰胆碱50 mg的供试品溶液，取20μL进样，

测定杂质含量，计算大豆磷脂酰胆碱纯度。

称取磷脂酰乙醇胺、磷脂酰肌醇、溶血磷脂

酰乙醇胺、磷脂酰胆碱、鞘磷脂、溶血磷脂酰胆

碱对照品适量，加三氯甲烷-无水甲醇（2︰1）

溶解稀释至一定浓度，作为系统适应性溶液，取

20μL进样，各峰间的分离度均符合要求，磷脂酰

胆碱色谱峰理论塔板数大于1500。另精密称取蛋

黄磷脂酰胆碱0.15 g，置25 mL容量瓶中，加三氯甲

烷-甲醇（2︰1）溶解并稀释至刻度，作为供试品

溶液。以保留时间确定杂质成分为胆固醇、鞘磷

脂。取胆固醇、鞘磷脂对照品配制成浓度范围均为

50～400μg·mL-1的标准曲线溶液。分别取供试品

溶液和标准曲线溶液各20μL进样分析。

3   结果
3.1   大豆磷脂酰胆碱

3.1.1   红外光谱

测定值（cm-1）：2924，2854，1738，1466，

1247，1091；文献值[2]（cm-1）：2925，2854，

1739，1466，1230，1070。测定值与文献值基本

一致。

3.1.2   质谱

测定值（m /z）：782.7为 [PC-36∶4]峰， 

784.7为[PC-36∶3]峰， 786.7为 [PC-36∶2]峰，

758.8为 [PC-34∶2]峰。由图谱可知，分子类型为 

[PC-36∶4]和 [PC-34∶2]的磷脂酰胆碱含量较大。

文献值[3-4]（m/z）： 782.6为 [PC-36∶4]峰，784.7

为 [PC-36∶3]峰，786.7为 [PC-36∶2]，758.7为 

[PC-34∶2]峰。测定值与文献值基本一致。

3.1.3   核磁

1）氢谱

测定值：5.29，4.39，4.22，4.12，3.94，

3.60，3.17 ppm；文献值[5-6]：5.20，4.40，4.31，

4.13，3.94，3.83，3.39 ppm。测定值与文献值基本

一致。

2）碳谱

测定值：174.80，174.50，71.83，71.74，

67.45，64.89，64.84，63.687，60.48，60.44，

54.68  ppm；文献值[5-6]：173.55，173.19，70.62，

70.55，66.34，63.36，63.32，63.03，59.37，

59.32，54.36  ppm。测定值与文献值基本一致。

3.1.4   水分

     大豆磷脂酰胆碱水分测定结果为2.2%。

3.1.5   金属离子 

采用ICP-MS测定本品18种金属离子总含量，

结果为0.03%。

3.1.6    纯度

大豆磷脂酰胆碱标准曲线为lgA=1.446lgC－

表 1   梯度洗脱程序

时间 /min 流动相 A 比例 /% 流动相 B 比例 /%

0 10 90

20 30 70

35 95 5

36 10 90

41 10 90
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0.410 （r=0.9996），用标准曲线计算供试品中杂

质含量，以100%扣除杂质含量，得到大豆磷脂酰

胆碱纯度，结果为99.3%，色谱图见图2。

空白 系统适应性

大豆磷脂酰胆碱

PE
PC

SPM LPCPI LPE

PC
 杂质 

图 2   大豆磷脂酰胆碱纯度测定

3.1.7   含量

以质量平衡法计算本品含量：

大豆磷脂酰胆碱含量=(100%-水分-金属离

子）×HPLC纯度（自身对照法） =（100%-2.2%-

0.03%）×99.3%=97.1%

3.2   蛋黄磷脂酰胆碱

3.2.1   红外光谱

测定值（cm-1）：3010，2923，2853，1736，

1467，1378，1247，1171，1091，968；文献值[7]

（cm-1）：3011，2924，2852，1737，1467，

1381，1240，1174，1090，970。测定值与文献值

基本一致。

3.2.2   质谱

测定值（m/z）：760.6为 [PC-16∶0/18∶1+H]+ 

峰，782.6为[PC-18∶2/18∶2+H]+峰，786.6为 [PC-

18∶0/18∶2+H]+峰，810.6为 [PC-18∶0/20∶4+H]+

峰。由图谱可知，分子类型为 [PC-16∶0/18∶1]

的磷脂酰胆碱含量较大，测定结果与文献报道相

符[8-9]。

3.2.3   核磁

1）氢谱

测定值：5.21，4.37，4.15，4.12，3.99，

3.89，3.39 ppm；文献值[5-6]：5.20，4.40，4.31，

4.13，3.94，3.83，3.39  ppm。测定值与文献值基本

一致。

2）碳谱

测定值：173.54，173.15，70.29，66.28，

63.69，62.78，59.60，54.50 ppm；文献值[5-6]：

mAU mAU

mAU

t/min t/min

t/min
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173.55，173.19，70.62，66.34，63.36，63.03，

59.37，54.36 ppm。测定值与文献值基本一致。

3.2.4   水分

     蛋黄磷脂酰胆碱水分测定结果为2.1%。

3.2.5   金属离子

采用ICP-MS对本品18种金属离子总含量进行

测定，结果为0.01%。

3.2.6   纯度

胆 固 醇 标 准 曲 线 为 l g A = 1 . 5 7 7 l g C － 0 . 2 7 1 

（r=0.9990）；鞘磷脂标准曲线为lgA=1.640lgC－

0.647（r=0.9985），用标准曲线计算供试品中杂质

胆固醇和鞘磷脂的含量，以100%扣除杂质含量，

得到蛋黄磷脂酰胆碱纯度，结果为95.6%，色谱图

见图3。

空白 系统适应性

蛋黄磷脂酰胆碱

PC

杂质 2

杂质 1

mAU mAU

mAU

PE

PC

SPM LPCPI
LPE

图 3   蛋黄磷脂酰胆碱纯度测定

3.2.7   含量

以质量平衡法计算本品含量：

蛋黄磷脂酰胆碱含量=（100%-水分-金属

离子）×HPLC纯度=（100%-2.1%-0.01%）×

95.6%=93.6%

4   讨论
4.1   对照品原料的选择

大豆磷脂和蛋黄卵磷脂的主要成分磷脂酰胆

碱是甘油1,2位的脂肪酸链组成不同成分的混合

物，考察不同来源对其色谱行为（包括保留时间

和响应因子）的影响。1）取浓度相当的大豆磷脂

酰胆碱、蛋黄磷脂酰胆碱连续进样（n=6）后，对

2组保留时间作双侧t-检验（α=0.01），结果无显

著性差异。即来源不同的磷脂酰胆碱保留时间无

显著性差异。2）分别选用sigma公司已知纯度的大

豆磷脂酰胆碱和蛋黄磷脂酰胆碱制作相同浓度范

围为63～509μg·mL-1的标准曲线，结果分别为

lgA=1.446lgC－0.410（r=0.9996），lgA=1.382lgC－

0.257（r=0.9990），采用这2条标准曲线对同一批

磷脂进行含量测定，测定结果相差30%。故须分别

t/min t/min

t/min
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研制大豆来源和蛋黄来源的磷脂酰胆碱对照品，分

别用于大豆磷脂和蛋黄卵磷脂的含量测定。

4.2   结构确证

4.2.1   红外光谱

天然大豆磷脂酰胆碱和蛋黄磷脂酰胆碱是由

脂肪酸链组成不同的磷脂酰胆碱分子形成的混合

物，但其基本结构一致，都是由甘油骨架、脂肪

酸链、磷酸基团和胆碱组成，因此在红外图谱解

析中，不论脂肪酸链如何变化（碳链长短、不饱

和键的数量），一些固定的特征吸收峰不会变。

如3013 cm-1为胆碱头基CH3伸缩振动吸收峰[10]，

3011 cm-1为脂肪酸链中HC=伸缩振动吸收峰，

2924 cm-1为脂肪酸链上CH2不对称伸缩振动吸收

峰，2852 cm-1为脂肪酸链上CH2对称伸缩振动吸

收峰，1738～1740 cm-1为C=O伸缩振动吸收峰，

1465～1467 cm-1为脂肪酸链上CH2弯曲振动吸收

峰，1378～1381 cm-1为脂肪酸链上CH3弯曲振动

吸收峰[11-12]，1200～1250 cm-1为P=O伸缩振动吸收

峰[13]，1174～1197 cm-1为C-O不对称伸缩振动吸收

峰，1084～1090 cm-1为PO2
-不对称伸缩振动吸收

峰。大豆磷脂酰胆碱和蛋黄磷脂酰胆碱均具有上

述特征吸收峰，可以确证基本骨架结构。

4.2.2   质谱和核磁

对于混合物，核磁只能确证其骨架结构，可

作为红外的佐证。磷脂酰胆碱脱去一条脂肪酸链变

为溶血磷脂酰胆碱，红外光谱和核磁共振不能对两

者进行区分，质谱刚好填补了这个空白。有文献报

道，采用电喷雾电离质谱进行磷脂酰胆碱分子类型

的分析[14-15]，但经电离，磷脂酰胆碱分子中脂肪酸

链易断裂，生成游离的脂肪酸碎片，使得磷脂酰胆

碱与溶血磷脂酰胆碱难以辨别。因此，本研究采用

高分辨电喷雾飞行时间质谱，使整个分子带电荷，

对混合物中不同分子类型进行有效确证。

4.3   纯度测定方法的选择

大豆磷脂酰胆碱采用自身对照法测定纯度，

即以大豆磷脂酰胆碱做标准曲线，测定杂质含量，

以100%扣除杂质含量得到纯度。由于大豆磷脂酰

胆碱纯度高于99.0%，采用此法引入的误差在可接

受的范围内。但蛋黄磷脂酰胆碱纯度低于99.0%，

以自身作对照测定杂质，测定纯度为90.1%，由于

响应因子的差异，测定纯度误差较大。如先确定杂

质成分，再以相应成分的对照品做标准曲线测定杂

质含量，继而再以100%扣除杂质得到纯度，结果

为95.6%。因此，本研究采用后一种方法作为蛋黄

卵磷脂纯度的测定方法。
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