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分光光度法测定鱿鱼生殖腺提取物中总磷脂 

袁延强，侯海荣，王希敏，何秋霞，韩利文，刘可春 
山东省科学院 生物研究所，山东 济南  250014 

摘  要：目的  建立鱿鱼生殖腺提取物中总磷脂的测定方法。方法  采用乙醇提取、正己烷萃取法得到鱿鱼生殖腺提取物，

浓硫酸–高氯酸法消化样品，抗坏血酸–钼蓝法测定无机磷的量，再乘以系数 26.31 折算成鱿鱼生殖腺提取物中总磷脂的量。

结果  磷在 0.2～1.0 μg/mL 线性关系良好（r＝0.999 9），平均回收率为 95.06%，RSD 为 1.09%。结论  该方法方便、快速、

准确度较高，可用于鱿鱼生殖腺提取物中总磷脂的测定。 
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Determination of total phospholipids in Ommastrephes bartrami gonad extracts 
by spectrophotometry 
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Abstract: Objective  To establish a method for determining the content of total phospholipids in Ommastrephes bartrami gonad 
extracts. Methods  Samples were extracted by ethanol and n-hexane, and the extracts were nitrified by oil of vitriol-perchloric acid 
method. The content of inorganic phosphorus was tested by ascorbic acid-molybdenum blue photometric method. The contents of total 
phospholipids were obtained by multipling a coefficient 26.31. Results  There was a good linear relationship of phosphonium in the 
range of 0.2—1.0 μg/mL (r＝0.999 9). The average recovery was 95.06%, and RSD was 1.09%. Conclusion  It shows that the 
improved method is convenient, rapid, and precise, and can be used as total phospholipids determination of O. bartrami gonad extracts.  
Key words: Ommastrephes bartrami gonad extracts; total phospholipids; oil of vitriol-perchloric acid method; ascorbic 
acid-molybdenum blue photometric method; spectrophotometry

近几年我国鱿鱼年产量已达 20 万吨以上。一般

来说，鱿鱼有 30%左右的头、足、内脏及表皮等废

弃物产生。对于这些废弃物，一般处理方法是就地

掩埋，这不但是对渔业资源的巨大浪费，而且还存

在着环境污染的隐患。磷脂是一类广泛存在于生物

界中的含磷脂类，在植物种子、动物血液、脏器、

蛋黄及细菌中与油脂并存，是生物细胞的构成物质，

也是生命的基础物质之一[1]。国内外的天然磷脂产

品仍以大豆磷脂为主，而蛋黄磷脂则在医药级的磷

脂产品市场上占有一定份额。水产类中富含的二十

二碳六烯酸/二十碳五烯酸（DHA/EPA）型磷脂在

生理活性方面超越蛋黄磷脂、大豆磷脂的优异特性

已经引起越来越多的关注。随着在分子水平上对

DHA/EPA 磷脂功能活性认识的不断深入，

DHA/EPA 磷脂在有益于健康方面将会得到更多的

开发利用，特别是 DHA/EPA 磷脂所具有的优异功

能特性，将使其在营养、制药及医学领域都有良好

的发展前景[2]。鱿鱼生殖腺中富含的卵磷脂类成分，

可作为提取磷脂的原料进行精深加工而大有潜力可

挖[2]。磷脂的测定方法有薄层色谱扫描法[3]、高效

液相色谱法[4]、紫外分光光度法[5]等。本实验采用

抗坏血酸–钼蓝法[6]测定了鱿鱼生殖腺提取物中总

磷脂，并对该方法的精密度、稳定性和准确性进行

了研究。 
1  材料 
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利仪器有限公司）、恒温水浴锅（金坛市文华仪器有

限公司）、电子分析天平（北京赛多利斯仪器系统有

限公司）。 
鱿鱼生殖腺样品（荣成名兰水产有限公司，批

号 20080910、20081001、20090105）。磷酸二氢钾、

钼酸铵、氢氧化钠、乙二胺四乙酸二钠盐、抗坏血

酸、98%浓硫酸、高氯酸、冰醋酸、95%乙醇、无

水乙醇、酚酞指示剂均为分析纯，水为去离子水。 
2  方法与结果 
2.1  相关试剂的配制 
2.1.1  抗坏血酸溶液的制备[7]  取抗坏血酸 15.00 
g、乙二胺四乙酸二钠盐 0.15 g、冰醋酸 6.0 mL，加

水溶解并定容于 150 mL 棕色量瓶中，放入冰箱中 4 
℃保存，作为抗坏血酸贮备液，备用。 
2.1.2  钼酸铵溶液的制备[8]  称取钼酸铵 30.00 g，
溶于 500 mL 去离子水中，置棕色密封塑料试剂瓶

中，备用。 
2.1.3  硫酸溶液的制备  取浓硫酸 260 mL，缓缓加

入到 200 mL 水中，同时搅拌，冷却后加水至 500 
mL，混匀，作为调节酸度的硫酸溶液，备用。 
2.1.4  氢氧化钠溶液的制备  称取氢氧化钠 50 g，
溶于 100 mL 去离子水中，即得。 
2.2  磷标准溶液的制备 
    精密称取干燥至恒定质量的磷酸二氢钾 439.3 
mg，置 100 mL 量瓶中，加水溶解并稀释至刻度；

精密量取 1 mL置 100 mL 量瓶中，加水稀释到刻度，

即得质量浓度为 10 μg/mL 的磷标准溶液。 
2.3  供试品溶液的制备 

称取冷冻干燥的鱿鱼生殖腺样品 100 g，粉碎，

加入 1 000 mL 无水乙醇，30 ℃搅拌提取 3 h；滤过，

滤液回收乙醇，再加入正己烷 200 mL 和 95%乙醇

40 mL 溶解，静置分层；取正己烷层，回收正己烷，

提取物置－20 ℃冰箱保存，备用。称取鱿鱼生殖腺

提取物适量，制成质量浓度为 0.8 mg/mL 的无水乙

醇溶液，即得。 
2.4  检测波长的选择 

精密量取 0.5 mL 磷标准溶液（空白以同体积蒸

馏水代替）置于 10 mL 刻度试管中，补水至 5 mL，
摇匀；依次加入 1.00 mL 硫酸溶液、1.00 mL 钼酸

铵溶液、0.60 mL 抗坏血酸溶液，补水至 10 mL，
加塞混匀，迅速放入 70 ℃水浴中显色 30 min；冷

水中冷却 10 min。以蒸馏水为参比，在 500～900 nm
波长每隔 10 nm 测定吸光度值。结果在 820 nm 处

有最大吸收，故选择 820 nm 作为检测波长。 
2.5  线性关系考察 

分别精密量取磷标准溶液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0 mL，置于 10 mL 刻度试管中，补水至 5 mL，摇

匀；依次加入 1.00 mL 硫酸溶液、1.00 mL 钼酸铵

溶液、0.60 mL 抗坏血酸溶液，补水至 10 mL，加

塞混匀，迅速放入 70 ℃水浴中显色 30 min；冷水

中冷却 10 min，制成质量浓度分别为 0、0.2、0.4、
0.6、0.8、1.0 μg/mL 系列磷标准溶液。以 0 μg/mL
磷标准溶液为参比，在 820 nm 波长处测定吸光度

值，以磷的质量浓度为横坐标（X），吸光值为纵坐

标（Y）进行线性回归，得回归方程 Y＝0.83 X＋

0.013 5（r＝0.999 9），结果表明磷在 0.2～1.0 μg/mL
线性关系良好。 
2.6  稳定性试验 

分别精密量取 0.2、0.6、1.0 mL 磷标准溶液（空

白以同体积蒸馏水代替）置于 10 mL 刻度试管中，

补水至 5 mL，摇匀；依次加入 1.00 mL 硫酸溶液、

1.00 mL 钼酸铵溶液、0.60 mL 抗坏血酸溶液，补水

至 10 mL，加塞混匀，迅速放入 70 ℃水浴中显色

30 min；冷水中冷却 10 min。以蒸馏水为参比，分

别于 0、1、2、3、4 h 在 820 nm 波长处测定吸光度

值。结果 RSD 分别为 0.43%、0.30%、0.68%，表明

显色物质在 4 h 内稳定。 
2.7  重现性试验 

取批号为 20080910 的样品，制备 6 份供试品溶

液，分别精密量取 0.3 mL（空白以同体积无水乙醇

代替）置于 10 mL 刻度试管中，置电炉上挥干溶剂；

加入 4 滴浓硫酸后加热炭化，再滴入 3 滴高氯酸消

化 40 min 至无色澄清[9]；冷却后补水至 2 mL，加入

1 滴酚酞，用氢氧化钠溶液中和至溶液显红色，缓

慢滴加稀硫酸使红色消失，补水至 5 mL，摇匀；依

次加入 1.00 mL 硫酸溶液、1.00 mL 钼酸铵溶液、

0.60 mL 抗坏血酸溶液，补水至 10 mL，加塞混匀，

迅速放入 70 ℃水浴中显色 30 min；冷水中冷却 10 
min。以空白为参比，在 820 nm 波长处测定吸光度

值，结果 RSD 为 1.85%。 
2.8  加样回收率试验 

精密量取批号 20080910 样品溶液 0.2 mL，加

入 0.3 mL 磷标准溶液（空白以同体积无水乙醇代

替），消化、显色并测定，共平行操作 6 次。结果平

均回收率为 95.06%，RSD 为 1.09%。 
2.9  样品的测定 
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取批号分别为 20080910、20081001、20090105
样品，制备供试品溶液；分别精密量取 0.3 mL（空

白以同体积无水乙醇代替），消化、显色并测定，将

测定结果代入回归方程计算总磷的量，再乘以系数

26.31[10]，得到总磷脂的量。结果 3 批鱿鱼生殖腺提

取物中总磷脂的质量分数分别为 647.32、660.19、
620.66 mg/g。 
3  讨论 

本实验采用浓硫酸–高氯酸法消化样品，大大节

约了时间。使用抗坏血酸作为还原剂，消除了 Fe3+

的干扰。在实验中要避免用含磷清洗剂清洗玻璃仪

器，以免引起误差。 
实验结果表明，本研究建立的测定方法所需设

备简单，测定快速、准确，简便易行，可满足不同

场合下日常检验工作的需要，为以鱿鱼生殖腺为原

料开发的保健品及药品的质量控制提供了实用的检

测方法。 
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