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固相萃取-气相色谱-质谱联用检测地沟油中胆固醇
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摘要:建立了固相萃取-气相色谱-质谱联用( SPE-GC-MS) 检测地沟油样品中胆固醇的分析方法。样品用硅胶固相
萃取小柱前处理净化，先用 20 mL含 0. 6%乙醚的正己烷溶液淋洗，再用 10 mL含 15%乙醚的正己烷溶液洗脱，胆
固醇萃取率达 97%。净化后的样品用配备电子轰击离子源的气相色谱-质谱联用仪进行测定，以保留时间和特征碎
片离子定性，在选择离子监测模式下用外标法定量，选择离子为 m/z 213、275、301、368、386，目标离子为m/z 386，参
考离子为 m/z 213 和 275。不同加标水平下的加标回收率为 91. 7% ～ 101%，相对标准偏差( RSD) 小于6%，检出限为
0. 01 mg /L。胆固醇质量浓度在 0. 24 ～ 6. 0 mg /L范围内有良好的线性关系( 相关系数为 0. 999 6) 。该法可精确检
测油脂中胆固醇的含量，检测结果可作为判断其中是否掺有地沟油的依据之一。
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Determination of cholesterol in drainage oil by solid phase
extraction-gas chromatography-mass spectrometry
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Abstract: An effective method w as developed for the determination of cholestero l in drainage
oil by solid phase extraction-gas chromatography-mass spectrometry ( SPE-GC-MS ) ． Firstly，
the samples w ere purified by SPE on a column packed w ith silica． An extraction yield of 97%
w as obtained w hen a 20 mL of ethyl ether /n-hexane mixture ( 0. 6 ∶ 99. 4，v /v ) w as used for
w ashing the SPE column，and 10 mL of the same solvent mixture ( 15∶ 85，v /v ) fo r desorbing
cholestero l from the SPE column． Then the final extract w as determined by GC-MS w ith elec-
tron impact ion source． The cholestero l w as characterized according to retention time and char-
acteristic fragments ( m /z 213，275，301，368，386 ) ，and w as quantitatively determined by
external standard method in selected ion monitoring mode． The fragment o f m /z 386 w as
selected as the target ion，and m /z 213 and m /z 275 w ere used as the reference ions． The aver-
age recovery w as from 91. 7% to 101%，and the relative standard deviations ( RSDs ) w ere
below 6%，and the detection limit w as 0. 01 mg /L． A good linearity w as obtained in the choles-
tero l concentration range of 0. 24 － 6. 0 mg /L w ith the correlation coefficient o f 0. 999 6． The
proposed method can be used to determine the cholestero l content in oil accurately，and the
detection result can be one of the criteria judging the existence of drainage oil in edible oil．
Key words: so lid phase extraction ( SPE ) ; gas chromatography-mass spectrometry ( GC-MS ) ;
cholestero l; drainage oil

地沟油又叫餐厨废弃油脂，因其易被循环回收

和反复利用，通常被用来生产工业用油或生物燃料。
但在利益驱使下，也常被不法分子勾兑到食用油中，

误食后将伤害人体健康。胆固醇又称胆甾醇，是动
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物油脂的特征性甾醇，食用植物油中一般不含或含

量极低
［1］。餐厨废弃油脂中不可避免地混有动物

油脂，故其必定含胆固醇。胆固醇具有良好的脂溶
性，因此从外观上无法识别食用植物油中是否勾兑

了地沟油，但通过检测其中的胆固醇含量可达到识

别的目的。
目前国内关于不同食品中胆固醇的测定方法主

要有比色法
［2］、气相色谱法［3］、高效液相色谱法［1］、

薄层色谱法
［4］
等。上述方法的样品前处理均采用

皂化法，但该方法存在试剂用量大、操作步骤繁琐、
净化效果不理想以及回收率低等缺陷。采用固相萃
取( SPE) 技术可弥补上述诸多缺点［5 － 8］，在食品中

药物残留、添加剂及有害成分的检测中通常采用该
技术对样品进行前处理

［9 － 13］。
张蕊等

［14］
在采用气相色谱法对植物油中的胆

固醇进行测定时，仅以保留时间对胆固醇进行定性。
而王绪卿等

［15］
认为气相色谱-质谱联用( GC-MS ) 是

确证一个化合物的最实用和最有效的方法，有良好

的灵敏度和稳定性。采用选择离子模式检测，具有
检出限低、回收率高和重现性好等优点，且能对目标
化合物进行准确定性，排除基质干扰。因此，GC-
MS 技术正被越来越多地应用于食品安全检测和环
境监测等领域

［16，17］。
采用 SPE 技术对地沟油进行净化，在选择离子

监测( SIM) 模式下采用 GC-MS 测定胆固醇，与国家
标准及同类文献

［1 － 4］
中胆固醇的检测方法相比，具

有操作简单、方法快捷、净化效果优异、定性准确、回
收率稳定等优点。在针对地沟油的国家检测标准出
台之前，该方法可作为判断食用植物油脂中是否掺

有地沟油的依据之一。

1 实验部分

1． 1 仪器与试剂
气相色谱-质谱联用仪 ( GC-MS-QP2010Ultra，

日本岛津公司) ; 硅胶固相萃取小柱 ( SampliQ Sili-
ca-Box 500 mg /6 mL，Agilent 公司) ; 旋转蒸发仪
( RE-5210 型，上海亚荣生化仪器厂) ; 石英亚沸高
纯水蒸馏器 ( SYZ-550 型，金坛文华科教实验仪器
厂) 。胆固醇标准品( 纯度 ＞ 99. 0%，Sigma 公司) ;
乙腈( 色谱纯，国药集团化学试剂有限公司) ; 乙醚、
正己烷( 分析纯，国药集团化学试剂有限公司) 。地
沟油( 江苏卡特新能源有限公司) ; 菜籽油、大豆油、
橄榄油和茶油均购自超市。
1． 2 标准贮备液及标准样品的配制
精密称取适量胆固醇标准品于 25 mL 容量瓶

中，用正己烷溶解并定容，配制成质量浓度为 12
mg /L的标准贮备液。
精密称取适量胆固醇标准品于 500 mL 容量瓶

中，用市售某品牌食用油溶解并定容，配制成质量浓

度为 85. 8 mg /L 的标准油样，用于考察 SPE 的萃
取率。
1． 3 样品前处理
精密称取 5. 010 g 地沟油试样置于 50 mL容量

瓶中，用正己烷溶解并稀释至刻度，作为待净化液。
硅胶固相萃取小柱依次用 5 mL乙腈 /水溶液、5 mL
正己烷活化;精密移取 5 mL 待净化液上样，弃去流
出液;用 20 mL含 0. 6%乙醚的正己烷溶液淋洗;用
10 mL 含 15%乙醚的正己烷溶液洗脱，收集流出
液，于 50 ℃下旋转蒸发至干，用正己烷定容至 1
mL，过 0. 22 μm 滤膜，滤液供 GC-MS 检测。
1． 4 气相色谱条件
色谱柱: DB-5MS 石英毛细管色谱柱 ( 30 m ×

0. 25 mm × 0. 25 μm，Agilent 公司) ; 载气: 高纯氦
气( 纯度 99. 999%) ; 柱流速: 0. 70 mL /min ; 不分流
进样，进样体积 1. 0 μL;进样口温度: 280 ℃ ;柱温升
温程序: 100 ℃保持 1 min，以 25 ℃ /min 速率升至
200 ℃，保持 1 min 后再以 15 ℃ /min 速率升至 300
℃，保持 10 min。
1． 5 质谱条件
离子源:电子轰击( EI) 源;电子能量: 70 eV; 离

子源温度: 280 ℃ ;传输线温度: 280 ℃ ;倍增器电压:
1 000 V; 数据采集模式: SIM ; 选择离子: m /z 213、

图 1 胆固醇的化学结构
Fig． 1 Chemical structure of cholesterol

275、301、368、386; NIST08 谱库。

2 结果与讨论

2． 1 固相萃取条件的选择
胆固醇的化学结构如图 1 所示。取 3 支硅胶固

相萃取柱，依次用 5 mL 乙腈 /水溶液、5 mL 正己烷
活化，将 1． 2 节制得的标准样品上柱，用 20 mL 含
0． 6%乙醚的正己烷溶液淋洗，弃去流出液，再分别
用 10 mL 体积比为 10 ∶ 90 的乙醚 /正己烷、乙酸乙
酯 /正己烷和二氯甲烷 /正己烷 3 种溶剂洗脱，收集
流出液后处理方法见 1. 3 节。3 种洗脱剂对胆固醇
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的萃取率依次为 85%、83%和 78%。结果表明，乙
醚 /正己烷体系的洗脱效果最好，这可能与该体系对
胆固醇的选择性有关。
从图 2 可以看出，随着乙醚含量的增加，萃取率

也不断增加，当乙醚含量为 15%时达到最大值 97%
后保持不变。这是由于乙醚的极性远大于正己烷
( 乙醚 2. 9，正己烷 0. 00) ［18］，随着乙醚含量的增加，
洗脱剂的极性逐步增强，对胆固醇的洗脱能力也随

之增强。目标化合物被完全洗脱后，回收率便保持
恒定。但若洗脱剂极性过大，与萃取柱结合能力更
强的杂质也被洗脱出来，因此在确保高回收率的前

提下，应选择极性较低的洗脱剂。本实验采用含乙
醚 15%的正己烷溶液作为洗脱剂，用量为 10 mL。

图 2 洗脱剂中乙醚含量对胆固醇萃取率的影响
Fig． 2 Effect of the ethyl ether content in eluent

on extraction yield of cholesterol
SPE column : SampliQ Silica-Box，500 mg ; elution volume :

10 mL; flow rate : 1. 0 mL /min．

2． 2 GC-MS条件的优化
为了考察色谱条件对样品的分离效果，首先在

全扫描模式下对未净化的地沟油样品进行检测。图
3 中曲线 a 和 b 分别为地沟油试样和胆固醇标准品
的 GC-MS 总离子流图，与标准品比对，并结合计算
机 NIST08 检索后确定，曲线 a 中保留时间为 14. 3
min 的峰对应为胆固醇。由图 3 可以看出，胆固醇
与地沟油中其他组分的分离良好。
从图 4 可以看到，m /z 43、55、81、95、107 和 145

的碎片峰的相对丰度较强，其中 m /z 43 为基峰。
由于胆固醇分子上有烷烃侧链，经一级或二级分裂

后形成 C nH2n + 1
+
离子，这些离子多数具有稳定的支

化的碳鎓离子结构，所以相对丰度较强［19］。但质荷
比低的碎片离子作为选择离子的特异性不强。质谱
作为一种确证方法，至少应检测 3 个以上的特征离
子
［20］，而 m /z 213、275 和 386 的相对丰度和质荷比
均适中，可作为选择离子进行定量分析; m /z 386 作
为目标离子，m /z 213 和 275 作为参考离子。

图 3 (a)地沟油试样及(b)胆固醇标准品的总离子流图
Fig． 3 Total ion current chromatograms of (a) drainage

oil and (b) cholesterol standard

图 4 胆固醇标准溶液(2. 4 mg /L)的质谱图
Fig． 4 Mass spectrum of cholesterol standard

solution (2. 4 mg /L)

2． 3 线性关系与检出限
分别准确移取 1. 2 节中的标准贮备液 1、5、10、

20 和 25 mL置于 50 mL 容量瓶中，用正己烷定容，
得到 0. 24、1. 2、2. 4、4. 8 和 6. 0 mg /L的系列标准溶
液。以标准液的质量浓度 X ( mg /L) 对应峰面积 Y
进行线性回归分析，得到线性回归方程为 Y =
9 121. 911X － 1 977. 970，相关系数为 0. 999 6。结果
表明，胆固醇在 0. 24 ～ 6. 0 mg /L 范围内呈良好的
线性关系。以信噪比( S /N ) 为 3 计检出限( LOD ) ，
为 0. 01 mg /L。
2． 4 方法的回收率与精密度
对不同加标量的胆固醇回收率进行考察。分别

移取 1 mL某品牌食用植物油置于 5 只 100 mL 容
量瓶中，再分别加入 1. 2 节中的胆固醇标准贮备液
1、2、10、15 和 25 mL，用正己烷定容至刻度，依次标
记为 1#、2#、3#、4#

和 5#
样品。按 1. 3 节方法处理后

测定，每个样品测定 10 次。计算回收率和相对标准
偏差( RSD) ，结果见表 1。取 5#

样品，日内连续进样

10 次，进样体积 1. 0 μL，保留时间的 RSD 为 0. 4%，
峰面积的 RSD 为 3. 1%;日间每隔一天进样，连续分

·902·



色 谱 第 30 卷

析 6 次，保留时间的 RSD 为 0. 7%，峰面积的 RSD
为 5. 0%。

表 1 食用植物油中胆固醇的加标回收率和相对标准偏差(n =10)
Table 1 Recovery and relative standard deviation (RSD)

of cholesterol spiked in an edible vegetable oil
sample (n =10)

Added / ( mg /L) Found / ( mg /L) Recovery /% RSD /%
0. 12 0． 11 91. 7 3. 1
0. 24 0． 23 95. 8 4. 9
1. 20 1． 17 97. 5 5. 3
1. 80 1． 76 97. 8 6. 0
3. 00 3． 02 101 2. 7

2． 5 样品分析
用建立的方法对菜籽油、大豆油、橄榄油、茶油

和地沟油 5 种油样进行检测，前 4 种油样均未检出
胆固醇，而地沟油试样含胆固醇 61. 03 mg /kg。

3 结论

建立了固相萃取-气相色谱-质谱联用检测地沟
油样品中胆固醇含量的方法。采用该方法测得地沟
油试样中的胆固醇含量为 61. 03 mg /kg，而菜籽油、
大豆油、橄榄油和茶油中均未检出。本方法可以精
确检测油脂中胆固醇含量，检测结果可作为判断其

中是否掺有地沟油的依据之一。
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