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非衍生化-气相色谱-串联质谱法测定 

植物油中 5种植物甾醇 

李  洁, 李  玲, 王艳丽, 李海霞, 鞠  香, 刘艳明*, 胡  梅, 崔玉花, 张  卉 

[山东省食品药品检验研究院, 国家市场监管重点实验室(肉及肉制品监管技术), 山东省特殊医学用途配方 

食品质量控制工程技术研究中心, 山东省食品药品安全检测工程技术中心, 济南  250101] 

摘  要: 目的  基于脂肪酶对脂肪的酶解作用, 构建了一种室温皂化的前处理方式, 将植物油中结合态的甾

醇酯高效游离出来, 利用气相色谱-串联质谱法(gas chromatography-tandem mass spectrometry, GC-MS/MS)

建立植物油中的菜籽甾醇、β-谷甾醇、芸薹甾醇、豆甾醇、环阿屯醇 5 种甾醇的检测方法。方法  植物

油经脂肪酶酶解、碳酸钾-乙醇溶液皂化后将甾醇游离出来, 利用正己烷萃取, 采用 HP-5MS 毛细管色谱

柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm)分离, GC-MS/MS 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式进行检测, 

外标法定量。结果  在弱极性色谱柱 HP-5MS 上 5 种甾醇色谱行为良好; 缓冲溶液 pH 为 9.0、脂肪酶用量为

0.05 g、酶解 20 min 时酶解效果最好, 室温条件进行皂化, 正己烷作为萃取溶剂, β-谷甾醇及其他 4 种甾醇的

线性范围分别为 0.05~50.00 mg/L 和 0.05~20.00 mg/L, 相关系数均大于 0.999, 方法的加标回收率在

84.7%~101.6%之间, 相对标准偏差为 1.4%~4.1%, 5 种甾醇的检出限为 3.0 mg/kg, 定量限为 10.0 mg/kg。结论  本

研究开发的方法简便快速, 便于植物油中甾醇的快速测定。 
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Determination of 5 kinds of phytosterols in vegetable oil by non derivatization-gas 
chromatography-tandem mass spectrometry 

LI Jie, LI Ling, WANG Yan-Li, LI Hai-Xia, JU Xiang, LIU Yan-Ming*,  
HU Mei, CUI Yu-Hua, ZHANG Hui 

(Shandong Institute for Food and Drug Control, Key Laboratory of Supervising Technology for Meat and Meat Products 
for State Market Regulation, Shandong Research Center of Engineering and Technology for Quality Control of Food for 

Special Medical Purposes, Shandong Research Center of Engineering and Technology for Safety Inspection of  
Food and Drug, Jinan 250101, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a pretreatment method of saponification at room temperature based on the 

enzymatic hydrolysis of lipase on fat to effectively separate the bound sterol esters from vegetable oil, and develop 

the determination methods of 5 kinds of phytosterols (namely brassicasterol, campesterol, stigmasterol, β-sitosterol 

and cycloartenol) in vegetable oils by gas chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS/MS). Methods  The 

oil samples were hydrolyzed by lipase, saponified using potassium carbonate-ethanol system, the sterols were 
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extracted by n-hexane, separated by HP-5MS capillary column (30 m×0.25 mm, 0.25 μm), detected by GC-MS/MS 

with multiple reaction monitoring (MRM) mode, and quantified by external standard method. Results  The 

chromatographic behavior of 5 kinds of phytosterols was good on HP-5MS. When pH of buffer solution was 9.0, 

lipase dosage was 0.05 g and enzymatic hydrolysis was 20 min, the enzymatic hydrolysis effect was the best, 

saponification was carried out at room temperature, n-hexane was used as extraction solvent, the linear range of 

β-sitosterol and the other 4 kinds of sterols were 0.05‒50.00 mg/L and 0.05‒20.00 mg/L, respectively. The correlation 

coefficients were all greater than 0.999. The spiked recoveries ranged from 84.7%‒101.6% with relative standard 

deviations of 1.4%‒4.1%. The limits of detection and limits of quantitation for the 5 kinds of phytosterols were 3.0 

and 10.0 mg/kg, respectively. Conclusion  The method developed in this study is simple and convenient for the 

rapid determination of phytosterols in vegetable oil. 

KEY WORDS: gas chromatography-tandem mass spectrometry; phytosterols; enzymolysis; saponification; vegetable oils 
 
 

0  引  言 

植物甾醇是一种重要的天然活性物质, 是一类以甾

核为基础骨架的化合物, 其结构式见图 1, 其中含量较高

的有 β-谷甾醇、豆甾醇、菜籽甾醇和芸薹甾醇 4 种[1‒2]。

植物甾醇具有防止冠心动脉粥样硬化、抗炎、保护皮肤及

增强免疫力等作用, 能够调节人体对胆固醇的吸收, 已被

列入功能食品范畴[3‒5]。人体不能自行合成植物甾醇, 只能

从食物中获取, 植物油是膳食甾醇的来源之一[1‒2]。据研究

报道, 甾醇处于热、光、金属离子等环境中, 容易产生氧

化反应, 形成甾醇氧化物。在植物油的加工生产环节(脱臭

脱酸)及植物油的精炼均容易引起甾醇的氧化和分解, 从

而导致甾醇的损失[6‒7]。因此, 发展一种快速、准确测定植

物油中甾醇含量的检测技术, 对于评价和监控植物油品质

具有重要意义。测定植物甾醇的仪器方法主要有气相色谱

法[8‒10]、气相色谱-质谱法[11‒13]、高效液相色谱法[14‒15]和高

效液相色谱-串联质谱法[16‒18], 气相色谱-串联质谱法测定

甾醇的研究较少。相比于气相色谱法和气相色谱-质谱法, 

气相色谱-串联质谱法的抗干扰能力更强, 使得定性和定

量更准确; 高效液相色谱法和高效液相色谱-串联质谱法

测定时出峰快, 可实现甾醇的快速分析, 但对流动相的要

求较高且有机溶剂的消耗量较大, 不利于环境友好。 
 

 
 

图 1  甾核的结构式 

Fig.1  Structural formula of steroid nucleus 
 

植物甾醇主要以游离态甾醇和结合态甾醇酯两种形

式存在, 准确测定甾醇的含量需要测定两种形态的甾醇总

量[5,19]。目前报道的游离态甾醇的前处理技术主要是固相

萃取技术[20‒23], 结合态甾醇的检测通常采用皂化水解[24‒26]

技术。对于游离甾醇, 植物油中脂肪的存在影响其萃取效

率, 而对于结合态的甾醇酯, 需要先将酯释放为游离甾醇, 

再进行萃取测定。现有国内外文献报道的植物油中甾醇总

量的检测方法[17‒18,27‒28]均采用氢氧化钾-乙醇溶液对样品

进行皂化水解, 将甾醇释放出来后, 利用衍生化试剂 N,O-

双三甲基硅基三氟乙酰胺或 N-甲基-N-三甲基硅烷七氟丁

酰胺衍生化后进行检测。由于皂化条件苛刻(强碱溶液、水

浴温度高、皂化时间长)、萃取时操作烦琐、水洗时容易乳

化, 分层困难, 导致目标物的绝对回收率低, 结果的重现

性差, 需要加入内标进行校正, 且步骤繁多, 不能实现甾

醇的快速、准确测定。现行甾醇的检测标准 GB/T 

23225—2010《动植物油脂  甾醇组成和甾醇总量的测定 

气相色谱法》、NY/T 3111—2017《植物油中甾醇含量的测

定 气相色谱-质谱法》和 NY/T 3945—2021《植物源性食

品中游离态甾醇、结合态甾醇及总甾醇的测定 气相色谱

串联质谱法》均基于上述前处理技术建立的。 

基于此, 本研究拟开发一种快速酶解、室温皂化的前

处理技术, 无需衍生, 建立测定植物油中 β-谷甾醇、豆甾

醇、菜籽甾醇和芸薹甾醇、环阿屯醇 5 种甾醇的气相色谱-

串联质谱法, 为评价和监控植物油品质提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

菜籽甾醇(纯度>98.0%, 加拿大 TRC 公司); 芸薹甾醇

(纯度>98.7%, 日本 Tama 公司); 豆甾醇、β-谷甾醇(纯

度>98.0%, 上海 ZZBIO 公司); 环阿屯醇(纯度>98.8%, 美

国 Chroma Dex 公司); 氢氧化钾、无水乙醇、磷酸二氢钾(分

析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 碳酸钾(分析纯, 莱阳

市康德化工有限公司); 正己烷(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 

脂肪酶(酶活力≥1208 U/mg, 美国 Sigma 公司); 所用水为

超纯水。 
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1.2  仪器与设备 

TQ-8050 气相色谱 -串联质谱仪 (日本岛津公司 ); 

HP-5MS 色谱柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm)(美国安捷伦公司); 

TG-Innowax MS 色谱柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm)[赛默飞赛默

飞世尔科技(中国)有限公司]; MS204S 电子天平(0.1 mg, 瑞

士梅特勒-托利多集团); Milli-Q 超纯水仪(美国 Millipore 公

司); SW22 型恒温水浴振荡仪(德国优博莱公司); 3-18KS 冷

冻离心机(美国 Sigma 公司); UMV-2 涡旋混合器(山东青云

实验耗材有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 

标准溶液的配制: 分别准确称取 10.0 mg 菜籽甾醇、β-

谷甾醇、芸薹甾醇、豆甾醇、环阿屯醇标准品于 10.0 mL 容

量瓶中, 正己烷定容至刻度, 得到质量浓度为 1.00 mg/mL

的单标标准溶液。量取适量的各甾醇单标标准溶液至同一

容量瓶中, 配制成质量浓度为 0.10和 0.01 mg/mL的混合标

准溶液。分别吸取 0.01 mg/mL 的混合标准溶液 0.05、0.20、

0.50 mL 于 10 mL 容量瓶中, 配成质量浓度为 0.05、0.20、

0.50 mg/L 的标准工作溶液, 分别吸取 0.10 mg/mL 的混合

标准溶液 0.10、0.20、0.50、1.00、2.00、5.00 mL 于 10 mL

容量瓶中, 配成质量浓度为 1.00、2.00、5.00、10.00、20.00、

50.00 mg/L 的标准工作溶液, 4℃储存备用。 

磷酸盐缓冲液(pH 9.0)的配制: 称取适量氢氧化钾于

100 mL 烧杯中, 用水溶解, 配制成质量浓度为 400 g/L 的

溶液, 冷却后待用。称取磷酸二氢钾 27.0 g 至烧杯中用水

溶解, 加入适量上述氢氧化钾溶液, 调节 pH 至 9.0, 转移

至 250 mL 容量瓶中定容至刻度。 

1.3.2  样品前处理 

准确称取 0.10 g 植物油样品于 50 mL 离心管中, 加入

pH 9.0 的磷酸盐缓冲溶液 5 mL 和 0.05 g 脂肪酶, 涡旋混匀

2 min。于 37℃±2℃恒温水浴振荡仪中进行酶解, 20 min 后

将酶解液取出。待酶解液冷却后加入 1.5 g 碳酸钾, 再依次加

入 10 mL 无水乙醇和 10 mL 水, 涡旋混匀皂化 10 min。准确

加入 10 mL 正己烷进行萃取 5 min, 6000 r/min 离心 2 min, 移

取上层清液于另一个 50 mL 离心管, 再准确加入 10 mL

正己烷萃取一次。合并萃取液, 混匀后上气相色谱-串联

质谱仪。 

由于并未购买到植物油甾醇的质控样和甾醇酯的标

准品, 本研究采用阳性玉米油样品作为标准品对实验条件

进行优化。利用 NY/T 3111—2017 对阳性玉米油样品中菜

籽甾醇、芸薹甾醇、豆甾醇、β-谷甾醇、环阿屯醇的含量

进行了准确定值, 其含量分别为 54.3、1852.8、635.2、

5704.3、148.6 mg/kg, 将其作为标准值对本方法的实验条

件进行优化。分别探讨酶解条件(酶的用量、酶解时间、酶

解 pH)、皂化条件(碱的用量、皂化时间和温度)、萃取条件

(萃取剂的种类和体积)对检出值的影响, 以 5 种甾醇的加标

回收率或者检出值作为评价指标选出最优的前处理条件。 

1.3.3  气相色谱-质谱条件 

色谱柱: HP-5MS (30 m×0.25 mm, 0.25 μm); 进样口

温度: 250℃; 离子源温度: 200℃; 辅助加热温度: 280℃; 

进样方式: 不分流进样, 进样量: 1 μL; 程序升温: 150℃保

持 1 min, 然后以 10℃/min 升至 280℃, 保持 12 min, 再以

20℃/min升至 300℃, 保持 8 min。电子轰击电离源(electron 

impact, EI), 多 反 应 监 测 (multiple reaction monitoring, 

MRM)模式进行采集。5 种甾醇的保留时间、监测离子对

及对应的碰撞能见表 1。 

 
表 1  5 种甾醇的保留时间、监测离子对和碰撞能量 

Table 1  Retention times, monitoring ion pairs and collision 
energies of 5 kinds of sterols 

化合物 保留时间/min 离子对(m/z) 碰撞能/eV

菜籽甾醇 20.470 
255.0/159.2*, 
255.0/147.2 

12, 12 

芸薹甾醇 21.695 
400.0/315.4*, 

315.0/95.2 
6, 24 

豆甾醇 22.370 
255.0/159.2*, 
412.0/169.3 

9, 30 

β-谷甾醇 23.700 
414.0/329.4*, 

329.0/95.1 
9, 24 

环阿屯醇 25.625 
109.0/67.1*, 
135.0/107.1 

9, 6 

注: *定量离子对。 

 
1.4  数据处理 

使用日本岛津公司 Lab Solutions GCMS Solution Ver 

4.50 软件进行相关数据处理和分析。 

2  结果与分析 

2.1  仪器条件的优化 

2.1.1  色谱条件的优化 

分别选用 HP-5MS 和 TG-Innowax MS 两种极性的色

谱柱对目标物进行分离检测 , 结果表明 , 5 种甾醇在

TG-Innowax MS 色谱柱上峰拖尾严重, 而在 HP-5MS 色谱

柱上 5 种甾醇保留良好, 峰形对称, 满足检测需求, 因此

本研究选择弱极性色谱柱 HP-5MS 对目标物质进行分离。

5 种甾醇的 MRM 色谱图见图 2。 

2.1.2  质谱条件的确定 

首先将 5 种甾醇的标准混合溶液导入气相色谱-串联

质谱仪中进行全扫描, 对照 NIST 谱库, 得到 5 种甾醇的

保留时间和碎片离子, 选择质量数较大、强度较高的碎片

离子, 利用岛津仪器软件的 Auto SRM 功能, 得到离子对

和碰撞能量的优化曲线 , 选择出最优的离子对及碰撞电

压(表 1)。 
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注: A. 菜籽甾醇; B. 芸薹甾醇; C. 豆甾醇; D. β-谷甾醇; E. 环阿屯醇。 

图 2  5 种甾醇标准溶液 MRM 色谱图(5.0 mg/L) 

Fig.2  MRM chromatograms of 5 kinds of phytosterols standard solutions (5.0 mg/L) 
 

2.2  前处理条件的优化 

由于未购得植物油甾醇的标准参考物质, 本研究选择

阳性玉米油样品进行实验, 以探究最优的前处理条件。利用

标准 NY/T 3945—2021 对阳性玉米油样品中菜籽甾醇、芸

薹甾醇、豆甾醇、β-谷甾醇、环阿屯醇的含量进行了准确定

值, 并将其作为标准值对本方法的各实验条件进行优化。 

2.2.1  酶解条件的优化 

据报道 [17‒18,27‒28], 结合态的植物甾醇酯一般在高温

强碱的环境下进行回流皂化以游离出来, 皂化条件苛刻, 

时间长。脂肪酶可以将油脂中的脂肪降解成脂肪酸和甘油

三酯, 使得皂化实验可以在较温和的条件下进行, 甾醇也更

容易被萃取出来。本研究考察了脂肪酶的用量及酶的最佳活

性条件, 通过阳性甾醇的检出值来确定最佳的酶解条件。  

本研究考察了脂肪酶在不同 pH (6.0、7.0、8.0、9.0、

10.0)条件下的酶解效率, 并对酶的用量进行了优化。从图

3A 可以看出, 在酸性条件(pH 6.0)和中性(pH 7.0)条件下, 5

种甾醇的检出值较低。pH 为 8.0、9.0、10.0 时, 检出值较高, 

表明脂肪酶在碱性条件下活性较高, 随着 pH 的增大, 检出

值相差不大, 因此选择酶解 pH 为 9.0。由图 3B 可以看出, 酶

的量为 0.05 g 时, 5 种甾醇的检出值最大, 酶的量为 0.01、

0.02 g 时, 检出值仅为 0.05 g 时的 23.2%~56.5%。据文献报

道[29], 脂肪酶的添加量会直接影响酶解的反应效率, 酶的

添加量越大, 反应时与样品的接触面积越大, 酶解反应越快, 

反应也越彻底, 使得游离态的甾醇更容易被萃取出来。酶的

量高于 0.05 g 时, 随着酶量的增大, 各甾醇的检出值有降低

的趋势, 可能由于过量的酶的存在使得溶液粘稠, 甾醇不能

更好地游离在溶液中, 正己烷不容易将其萃取出来, 进而影

响到萃取效率。因此酶的用量选择 0.05 g。 

酶解是一个温和反应的过程, 酶解时间是影响脂肪酶

解是否完全的一个重要因素, 进而影响后续甾醇的萃取。本

研究考察了酶解 5、10、15、20、25、30 min 对检出值的影

响。结果发现, 酶解 5 min 时, 5 种甾醇的萃取率已经达到

80%, 说明脂肪酶对植物油的酶解作用是个快速反应的过

程, 酶解 20 min 时达到最高。当酶解时间大于 25 min 时, 甾

醇含量也呈现降低的现象。由于反应达到平衡需要一定的时

间, 反应时间过短会导致反应不完全, 而反应时间过长会使

得副产物增多, 影响目标物的产量, 因此酶解时间过长, 可

能导致待测组分损失[29‒30], 因此本研究选择酶解 20 min。 
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图 3  酶解溶液 pH (A)和酶的用量(B)对玉米油中 5 种甾醇检出值的影响(n=5) 

Fig.3  Effects of pH of enzymatic hydrolysis solution (A) and enzyme dosages (B) on the detected values of 5 kinds of phytosterols in corn oil (n=5) 
 

2.2.2  皂化条件优化 

本研究考察了不同碳酸钾的用量(0、0.5、1.0、1.5、

2.0、2.5 g)对皂化反应的影响, 不同碱量的条件下, 玉米油

中 5 种甾醇的含量见图 4。不加入碳酸钾时, 5 种甾醇的检

出值仅为标准值的 50%, 不经过皂化作用, 可能仅有游离

态的甾醇被萃取出来。随着碳酸钾加入量的增加, 甾醇含

量呈现增加的趋势, 加入量为 1.5 g 时, 甾醇含量已达到较

高水平, 但碳酸钾加入量继续增大时, 检出值呈稳定趋势, 

说明碱加入量为 1.5 g 时, 皂化反应已完全, 因此本研究选

择 1.5 g 碳酸钾进行皂化反应。 
 

 
 

图 4  碱的用量对玉米油中 5 种甾醇检出值的影响(n=5) 

Fig.4  Effects of alkali dosages on the detected values of 5 kinds  
of phytosterols in corn oil (n=5) 

 
本研究还考察了不同皂化时间(2、5、10、15、20、

25 min)和皂化温度(25、30、35、40、45℃)下玉米油中 5

种甾醇的含量, 结果显示, 皂化时间和温度并未对皂化反

应的结果产生明显的影响, 5 种甾醇的检出值基本一致。可

能由于样品酶解后 , 脂肪被降解成脂肪酸和甘油三酯 , 

只需要皂化甾醇酯 , 皂化反应更容易进行 , 不会对温度

和时间要求苛刻, 这也是本研究优于其他高温回流皂化

研究[17‒18,27‒28]的一个特点。考虑到皂化反应的稳定性和时

间成本, 本研究选取室温下皂化时间 10 min。 

2.2.3  萃取条件优化 

在选定的条件下对玉米油进行酶解和皂化反应, 在

反应后的溶液中加入与样品中含量相等的菜籽甾醇、芸薹

甾醇、豆甾醇、β-谷甾醇、环阿屯醇 5 种甾醇, 加标含量

分别为 50、1600、600、5000 和 150 mg/kg。由于甾醇是

一种醇类物质, 可以溶于多种有机溶剂, 本研究考察了正

己烷、二氯甲烷、甲苯、乙酸乙酯和石油醚-乙醚(1:1)作为

萃取剂时对 5 种甾醇的萃取效率, 结果见图 5。甲苯和二

氯甲烷的萃取效果较差, 5种甾醇的回收率为 42.6%~69.7%; 

乙酸乙酯和石油醚-乙醚作为萃取剂时, 菜油甾醇、芸薹甾

醇、豆甾醇和 β-谷甾醇的回收率为 69.2%~91.1%, 但是环

阿屯醇的回收率分别仅为 53.6%和 47.7%; 正己烷萃取效

果最佳, 5 种甾醇的回收率均在 80%以上, 因此本研究选择

正己烷作为最终的萃取溶剂。 

本研究考察了正己烷的体积(5 和 10 mL)和萃取次数

(一次和两次)对回收率的影响。结果显示, 当 5 和 10 mL

正己烷分别萃取一次时, 除 β-谷甾醇的回收率在 95%以上

外, 其余甾醇的回收率均低于 80%, 5 mL 萃取两次时, 5 种

甾醇的回收率有所增加, 但除 β-谷甾醇外, 其余甾醇的回

收率仍在 90%以下, 可能相对于 25 mL 提取液来说, 萃取

体积太低, 能分配至正己烷层的目标物太少, 导致回收率

偏低。当萃取体积为 10 mL 萃取两次时提取的最充分, 5

种甾醇的回收率均在 90%以上, 故最终选用 10 mL 正己烷

萃取两次作为实验用萃取条件。 
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图 5  萃取剂对玉米油中 5 种甾醇回收率的影响(n=5) 

Fig.5  Effects of extraction solvent on recoveries of 5 kinds of 
phytosterols in corn oil (n=5) 

 
 

2.3  基质效应的考察 

由于植物油基质比较复杂, 可能会产生一定的基质

效应(matrix effect, ME), 需要对 ME 进行评价。根据文献

报道[31], ME=(基质匹配校正曲线的斜率/溶剂标准曲线的

斜率‒1)×100%。当|ME|小于 20%时, 表示弱基质效应，可

忽略不计; |ME|为 20%~50%时, 表示中等基质效应; |ME|大

于 50%时表示强基质效应, 需要进行基质效应校正。分别

选用花生油、玉米油、大豆油、芝麻油的基质溶液作为溶

剂配制 5 种甾醇的标准溶液, 与正己烷配制的溶剂标准溶

液进行比较, 计算 ME。结果显示, 5 种甾醇在这 4 种植物

油中的 ME 值为 0.8%~16.3%, 均小于 20%, 表现为弱基质

效应, 不需要进行基质效应校正, 因此本研究采用溶剂标

准溶液进行定量分析。 

2.4  方法学评价 

2.4.1  标准曲线与定量限 

在上述优化条件下, 对 5 种甾醇的标准系列溶液进行测

定, 得出质量浓度和峰面积响应的线性关系。以质量浓度为

横坐标(X, mg/L), 峰面积为纵坐标(Y), 拟合线性方程, 得出相

关系数(r2), 见表 2。β-谷甾醇的线性范围为 0.05~50.00 mg/L, 

其他 4 种甾醇的线性范围为 0.05~20.00 mg/L。根据各化合

物在谱图上的峰高以及峰附近的平均噪声高度计算信噪比, 

分别以 3 倍信噪比和 10 倍信噪比计算其对应浓度, 确定每

一个化合物的检出限和定量限, 结果显示, 5 种甾醇的检出

限为 3.0 mg/kg, 定量限为 10.0 mg/kg, 与标准 NY/T 

3945—2021 中各甾醇的定量限一致。 

2.4.2  加标回收率与精密度实验 

对玉米油样品进行 3 个水平的加标实验, 根据样品中各

甾醇的含量水平, 加标量分为两组。芸薹甾醇、豆甾醇、β-

谷甾醇的加标量为 200、500、1000 mg/kg, 菜籽甾醇、环阿

屯醇的加标量为 50、100、200 mg/kg, 每个加标水平平行测

定 6 次, 计算各甾醇的加标回收率和相对标准偏差(relative 

standard deviations, RSDs)。结果显示, 在添加质量浓度范围内, 

甾醇的平均回收率在 84.7%~101.6% 之间, RSDs 在 1.4%~ 

4.1%之间, 该方法的准确度和精密度均符合要求。 

 
表 2  5 种甾醇的线性方程及其相关系数 

Table 2  Linear equations and their correlation coefficients  
of 5 kinds of phytosterols 

化合物 线性方程 相关系数(r2) 

菜籽甾醇 Y=1.60×104X 0.9998 

芸薹甾醇 Y=2.75×104X 0.9995 

豆甾醇 Y=1.61×104X 0.9996 

β-谷甾醇 Y=2.31×104X 0.9994 

环阿屯醇 Y=7.74×104X 0.9998 

 

2.5  本研究方法与标准方法的比较 

本研究所建立的方法和 NY/T 3111—2017 中的气相

色谱-质谱法分别测定了玉米油中菜籽甾醇、芸薹甾醇、豆

甾醇、β-谷甾醇、环阿屯醇含量, 考察了本方法与标准方

法内、外标定量的差异性。每一方法平行测定 6 次, 计算

每种方法测得各个甾醇的平均值及其 RSDs, 结果见表 3。

本研究方法测得的 5 种甾醇的含量与标准方法内标法测得

的一致, 本方法的 RSDs在 0.8%~3.0%之间, 标准方法内标

法的 RSDs 在 2.9%~3.4%之间, 两种方法均有良好的重现

性。而标准方法外标法定量时, 检测结果偏低, 检测值仅

为内标法的 73.1%~76.9%, RSDs 高达 40.4~43.3%, 重现性

很差, 不能对样品进行准确的定量。这是由于标准方法使

用强碱溶液进行皂化, 水洗步骤容易乳化, 分层困难, 导

致目标物的回收率较低, 因此标准需采用内标法定量以校

正烦琐的前处理对检测带来的误差, 内标的使用增加了实

验的成本。标准方法前处理时间需要 7 h, 本研究方法仅需

要 2.5 h, 提高了检测效率。相较于标准方法和已报道的前

处理技术皂化条件苛刻、萃取时分层困难、需要衍生和内

标校正的特点, 本研究开发的方法更加简便快速准确, 便

于植物油中甾醇的批量测定。 

3  结  论 

本研究开发了一种温和的酶解皂化前处理方式, 不

需要高温强碱皂化、水洗、固相萃取净化和衍生步骤, 高

效便捷, 适用于批量样品的检测。同时利用 MRM 模式进

行定性定量分析, 降低了目标峰的干扰, 提高了方法的精

准性和重现性。将建立的方法应用于植物油生产企业, 对

植物油生产的各个环节(脱臭、脱酸)中甾醇的含量进行检

测, 通过监测甾醇含量的变化, 有助于企业对植物油加工

及生产工艺进行优化, 降低甾醇损失。 
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表 3  本研究方法和标准方法对 5 种甾醇的测定结果的差异性 
Table 3  Differences between this method and standard method in the determination results of 5 kinds of phytosterols 

化合物 
本研究方法 NY/T 3111—2017(内标法) NY/T 3111—2017(外标法) 

平均含量/(mg/kg) RSDs/% 平均含量/(mg/kg) RSDs/% 平均含量/(mg/kg) RSDs/% 

菜籽甾醇   53.3 2.4   54.3 3.4   41.4 42.3 

芸薹甾醇 1795.4 0.8 1852.8 2.9 1425.6 41.8 

豆甾醇  605.0 1.4  635.2 3.1  487.5 42.7 

β-谷甾醇 5834.9 0.6 5704.3 3.2 4377.4 40.4 

环阿屯醇  153.8 3.0  148.6 3.3  108.7 43.3 
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