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摘 要:比较了提取自即鱼卵的脂质和磷脂的三种方法。酶水解-乙醇法提取的脂质和磷脂的颜色较浅、得率较

高，提取的磷脂主要成分为磷脂酌胆碱;正己皖乙醇-丙酬法提取总磷脂、富'含固醇的中性脂和含少量固醇类

的中性脂，丙自同洗涤能有效地去除磷脂中的中性脂，特别是易溶于乙醇的固醇和三iJi5系醇，最低限度地使用有

毒有机溶剂;而Bligh-Dyer 提取总脂后液液萃取的经典方法提取脂质虽也较简便，但其大量使用有毒溶剂，安

全性低。此外，甲醇单溶剂洗脱，紫外检测器在线检测进行的低压柱层析，分离正己皖"乙醇分提的磷脂，制备

了较高纯度的磷脂酷胆碱和磷脂酌乙醇胶。
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Comparison on methods of extracting lipids from 
roes of Carassius auratus 
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Abstract : The color and yield of the lipids and phospholipids were better by enzymatic hydrolysis and ethanol 

extraction method , with PC as the main component in the extracted phospholipids. Method of. hexane and 

ethanol extraction and then washing by acetone could easily and efficiently extract total phospholipids , and the 

neutral lipids rich in sterols and another neutral lipids with lower sterols. Acetone washing could remove the 

neutral lipids from the phospholipids , especially the sterol and triterpenoic alcohols which are easily dissolved 

in the alcohol , and only a little poisonous organic solvent was used. Though the classic method Bligh-Dyer is 

handy , the large amount of noxious solvent it used made it unsafe. In addition , higher purity of PC and PE are 

prepared from the hexane and ethanol extracted phospholipids by low pressure column chromatography with 

methanol as washing solvent and SPD- lOA detector. 
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鱼卵的脂质存在形式类似禽蛋，中性脂被卵磷脂、胆固醇、蛋白和水十分稳定地乳化般的索氏抽

提或直接的乙醇提取等法较难充分地提取脂质，磷脂得率低。水酶法可以破坏这种乳化，以机械和酶解

破碎降解组织、膜、脂蛋白和脂多糖等复合体，及均质过程部分油滴表面产生的脂蛋白膜乳化肢体[l]O

蛋白酶预水解，提高了蜡鱼副产物和沙丁鱼内脏、鸭蛋和鸡蛋等的脂质和磷脂提取率，且获得具生物活
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性的水解蛋白 [27]O 乙醇-正己烧分提法[8] 方便有效地提取了蛋黄中的脂质和磷脂。本文采用酶水解

·乙醇法和乙醇-正己烧分提法提取淡水鱼卵的脂质和磷脂，并与经典的Bligh-Dyer[9 l 和液液萃取法[旧]

比较，探讨提取方法;并部分精制了磷脂酷胆碱( PC) 和磷脂酷乙醇胶(PE) 0 

1 材料和方法

1. 1 材料

挪鱼卵于 2006 年 5 月购自上海图们路菜市场，去除卵膜， - 40 "c保藏备用。卵发育至第皿期，卵

膜透明且较薄，卵粒饱满，卵黄积累较多，呈金黄色。 Novo 公司杆菌蛋白酶 ProtamexTMO

1. 2 方法

1. 2.1 脂质的提取

酶水解-乙醇提取脂质

卵 4 0C解冻过夜，均质 2 min ，加水，调 pH 和温度，加酶水解，中和 pH 后，灭酶(沸水浴搅拌 5 min) 。

pH-stat 法测定蛋白质水解度。离心后的沉淀部分加乙醇提取，抽滤，真空浓缩。少量乙酷溶解后，离心

去除固体杂质，丙酣 (4 "C)洗涤，真空脱溶干燥得粗卵磷脂。 [1 -7] 

1. 2. 2 正己皖·乙醇提取脂质

卵 4 0C解冻过夜，均质 2 min ，乙醇脱水并主要提取极性脂，正己烧萃取总脂，正己皖(上层，透明，

深情红色)和乙醇(下层，透明，淡黄色)两相于分液漏斗中分离。乙醇相挥去洛剂后，正己烧洛解并离

心去除残留的蛋白质，丙酣(4 "C)洗涤至丙酬洗涤液元色，以去除残留的中性脂，尤其是固醇类。 [8]

1. 2. 3 氯仿-甲醇提取总脂后液液萃取脂质

卵 4 0C解冻过夜， Bligh-Dyer 法提取总脂，液液萃取法分离中性脂和极性脂[9. 叫 O 脂质的色泽 :5%

氯仿溶液(w/v)420 nm 比色[11] 。

1. 2. 4 柱层析分离纯化磷脂酷胆础和磷脂酷乙醇肢

酶水解-乙醇提取的磷脂，再次加人正己烧 5: 1 (V/W) 除去蛋白等杂质后，氮气吹干。上样的磷脂

为 0.25 gl80 g 硅胶(200 -300 目)。硅胶 120 "c活化 40 - 60 minJ显法装入 2.5 cm x50 cm 的层析柱

中。甲醇单溶剂作洗脱剂等度洗脱口2] 流速 3.0 mUmin o Shimadzhu SPD-lOA 紫外检测器在线检测磷

脂的洗脱，并收集磷脂酷乙醇胶( phosphatidylethanolamines , PE) 和磷脂酷胆碱( phosphatidylcholines , PC ) 

组分。

1. 2. 5 薄层层析分析各脂质组分

各样品分别配成 20 mglmL 氯仿溶液，薄层层析法( thin-layer chromatography , TLC) 分离脂质各组

分。氯仿:甲醇(1: 1) 展开空白板，立即吹干溶剂，以去除板上污物。点状点样后，展开室中预饱和

20min 后，正己烧-乙酿-冰乙酸(80:20:2 ，体积比)展开中性脂，氯仿-甲醇-水-冰乙酸( 65: 25: 4: 1 ，体积

比)中上行展开极性脂，挥干溶剂后，腆蒸汽显色 8 - 15 mino Epson900c 扫描后， Scion Image 软件处理

图像并分析结果。

1. 2. 6 紫外扫描

分别取 BR 级 PC、提取的 PC 和磷脂，配成 1 mglmL 的透光度高的淡黄色乙醇溶液， 190 - 400 nm 

扫描，测定紫外最大吸收峰。

2 结果与讨论

2.1 脂质的提取

2. 1. 1 酶水解-Z，醇提取脂质

采用不同的水解温度( 35 ,40 ,45 ,50 "C)、 pH (6.5 ， 7.0 ， 7.2 ， 7.5) 、时间 (1.5 ， 2 ， 2.5 ， 3 ， 3.5 h) 和料

液比(1: 1 ,1: 2 ,1: 3) ,4000 r/min 离心 30 min 后，均未见油层从蛋白质中游离出来分布于表层。上层水
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解液，较透明并呈现一定的黄色，可能洛解了部分色素蛋白，颜色的深浅随着酶解过程加入水量的多少

而变化，但增大底物的量肉眼仍看不出明显的油层，提高转速后，仅有很少量的颜色较浅的脂质。费即鱼

卵在水解后离心，没有形成表层油、中层乳状液和水解液，及下层的蛋白质沉淀[6J 而只是分成少量的

油层、水解液和下层沉淀。

有报道通过水解蛋白质而提取油 [5 J 被提取原料中脂质需大于 6 gl100 g 湿重;并且原料中的蛋白

质超过l7 gl100 g 原料，水解后油层的形成也会受到阻碍。而自即鱼卵的脂质低，蛋白质高，故水解后直

接离心不能获得明显的油层。甘油兰西旨等简单脂质，易溶于非极性有机溶剂，如正己皖或超临界 CO2 ; 

而复合脂质如磷脂、糖酷和部分甘油醋，以及游离脂肪酸，与组织的其他组分受疏水键、范德华力和氢键

或离子键的较强作用，较难游离出来[日]。而且酶水解离心后，磷脂组分也主要分布于底层沉淀中[5]O

因而考虑用能打断这些相互作用的有机溶剂萃取磷脂。

鱼卵均质后较粘稠，经过测定水解度优化水解

方法后，确定料液比 1: 2 , 0.5% 复合蛋白酶， pH

7.2 ，此时的水解度 DH 随时间变化趋势见图。酶水

解度过高，产生的游离氨基酸可能会部分溶于乙醇

中，影响磷脂的纯度(如 N/P 比) [6J 。因而，此条件

下水解 2 h ,4000 r/min 离心 30 min 后，上层水解液

呈鲜艳的透明黄色。直接倾出水解液后，沉淀中加

入乙醇提取，获得粗磷脂组分。这样酶对鱼卵进行

了初步水解，破坏了均质过程中形成的乳化，使乙醇

提取磷脂的效率提高，并方便了后面的操作，同时也

避免了一般加酶水解离心后乳化层的产生。
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图 1 pH 7.2 时，0.5%复合蛋白酶水解

费即鱼卵的水解度 DH

Fig. 1 DH of roe from Car，ωSLUS aurαtus hydrolyzed 
by O. 5% Protamax at pH 7.2 

酶水解液，逐步经过 95% 乙醇提取，料液比 1: 4 ,40 oc 搅拌提取 30 min ，抽滤，共提取三次，过无水

硫酸纳小柱。 OOC冷藏 12 h ，冷冻离心 (3 500 的nin ， 15 min) 除去红色凝集态的中性脂，但部分磷脂会

同时被沉淀[14 J 真空浓缩。

酶水解过程有效地提高脂质提取率;降解产物不与提取物反应，保护有价值的提取组分;只用乙醇

作溶剂，安全性高;能同时提取低变性的卵蛋白质渣和具有功能和营养特性的鱼蛋白水解液。但乙醇不

能完全提取 PE 和磷脂酷肌醇等醇不溶性磷脂，可以在乙醇提取后的蛋白渣中再添加乙膛，提取醇不溶

性磷脂。采用 OOC冷藏含磷脂的乙醇溶液，可以有效去除中性脂，避免丙酬处理后留下的类似发霉的干

草味道和非常剌激的余昧使得感官质量下降，并节约了丙酬的用量，但冷藏过程中部分磷脂同时也随中

性脂一起沉淀，使得磷脂的提取率下降[M]O 适当的去除乙醇相中的水，可以降低磷脂的沉淀。而直接

用丙酣去除中性脂，也受水分和温度的影响，磷脂会部分溶解于丙酬悔液。冷藏处理比丙酬处理，更简

便、更能保持磷脂的天然风味。此外，酶水解中加人的水较多，影响了水解液的干燥处理，可以采用均质

后再加等体积水均质的方法加以改进，使卵与水的棍和更均匀，并有效降低卵的粘度。

2. 1. 2 正己院-z，醇-丙自同分提脂质

该法需要注意府解了脂质的正己院和乙醇两相分离时，尽量使两相彻底分开。采用正己烧和丙酬

再次对去除溶剂后的乙醇相中的磷脂进行纯化，可以去除混有的少量中性脂，尤其是醇溶性的胆固醇。

丙酣洗涤的过程，要求丙酬液和被洗涤液的水分含量低，而且最好在 OOC~4OC 附近，否则磷脂会部分

溶于丙酬液而降低得率。溶有磷脂的乙醇相可以通过无水硫酸铀小柱，以去除水分，否则会使形成

乙醇-水的共沸溶液，较难进一步去除较多的溶剂和水，丙酣洗涤过程的损失增加。正己皖-乙醇分提脂

质后，直接通过液液萃取分离中性脂和极性脂。但有机溶剂的脱除过程，脂质易发生部分地氧化。乙醇

分提脂质的乙醇相，也可以采用冷藏法加以改进。

2. 1. 3 Bligh-Dyer 法提取总脂后液液萃取脂质

Bligh-Dyer 法提取总脂后，液液萃取分离中性脂和极性脂(比柱层析法耗时短，且易操作) ，该组方
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法较方便。而氯仿、甲醇等有机溶剂的毒性较大，对脂质的食用和操作人员有较大安全隐患。

三种方法提取的脂质各组分及其含量和色泽，见表 1 。塑性蜡状的磷脂固体中，若加少量正己皖或

乙酶榕解后旋转蒸发掉溶剂或直接用温和的氮气吹或冷冻干燥等方法，都能进一步降低水分，降低磷脂

的粘度，使之成为淡黄色粉末。磷脂没有发生氧化时一般为元色，主要在蒸发恪剂过程中颜色加深。磷

脂的胶基和糖类的醒基发生了醒肢缩合反应，产生的这类物质也可以引起磷脂的褐变[叫。

表 1 不同方法提取的卸鱼卵脂质的得率与特性

Tab. 1 Lipid subcIasses from Carassius auratus roe extracted with three methods 

提取脂质法 得率(吕/lOOg 卵) 色泽 吸光值(420 nm) 形态

Bl咄-Dyer 提取的总脂 3.80 ;:0.06 黄偏深红 0.459 液体、油状

Bligh-Dyer 提取的中性脂 2.85 士 0.07 黄偏深红 0.468 液体、油状

Bligh-Dyer 提取的磷脂 0.95;:0.05 淡黄色 0.351 塑性、蜡状

酶法-乙醇提取的总脂 4.03 ;:0. IO 偏深红 0.427 塑性、蜡状

酶法F乙醇-冷藏提取的磷脂 0.85 士 0.04 淡黄色 0.336 粉末状

正己烧乙醇分提的中性脂 I 2.23;:0.04 黄偏红 0.405 液体、油状

正己烧-乙醇分提的中性脂2 0.63;:0.02 黄偏深红 0.474 半固体

正己炕乙醇分提的磷脂 0.99;:0.09 淡黄色 0.342 粉未状

2.2 紫外扫描

测定 BR 级卵磷脂的紫外最大吸收峰 206.5 nm ,23 1. 5 nm 有一小峰， 278.5 nm 有一较小峰。酶法·

乙醇提取的磷脂，最大吸收峰 206.5 nm ，小峰 239.5 nm，较小峰 279.5 nmo 正己烧-乙醇分提的磷脂分

别为 206.5 nm ,235. 5 nm ,277. 5 nmo 234nm 、270 nm 附近的吸收峰分别为共辄二烯和共辄三烯，表明磷

脂可能已发生了部分氧化。

2.3 薄层层析分析各脂质组分 SE 

DGI 

TG • -
J J j FFA • ' 

"" 
TA 4 
ST • <

PL • • 
2 3 4 4 3 2 

腆蒸汽显色后，各斑点颜色较深，表明不饱和脂

肪酸含量较高，而中性脂组分斑点中间呈深黄色，边

缘呈亮黄色。正己烧-乙醇分提的中性脂 1 ，中性脂

2 和磷脂，以及酶法-乙醇分提的磷脂在中性展开剂

中薄层展开(图 2)0 两种方法提取的磷脂都较纯，

基本不含其他非极性脂。正己烧-乙醇分提的磷脂

含有少量固醇和三暗系醇[叫，而酶法-乙醇分提的

磷脂基本不含这两种物质。可能是正己烧-乙醇分
图 2 挪鱼卵各脂质的薄层层析固及其处理图像

Fig. 2 TLC of lipids from Carassius auratus 1 

提的磷脂，加正己烧榕解，丙国同沉淀前的乙醇相中 1 -3 ，分别为正己炕-乙醇分提提取的中'性脂 l 、中'性脂 2 和磷脂，
含有一定水分，磷脂粘连在一起，而不能充分与丙酣 4，酶法-乙醇分提的磷脂。展开的组分从上至下依次为:固醇酶
接触，使得部分固醇残留 o (sterol esters , SE) ，甘油二醋( d叫19lycerols , DG ) ，甘泊三醋

正己皖-乙醇分提的磷脂(图 3) ，主要为 PC 和( triacylglycerols , TG ) ，游离脂肪酸 (FFA) ，三临系醇( triterpenic 
s ， TA) 和固醇( sterols , ST) ，磷脂( phospholipids , PL) 

PE，并含少量的中性脂，较高的溶血卵磷脂

( lysophosphatidylcholine , LPC) 表明磷脂已在冷藏和提取过程中发生了部分氧化和醋解。酶法-乙醇提取

的磷脂主要为 PC ，并含少量的 PE 和 LPC。表明酶法-乙醇提取的磷脂富集了 PC 组分，这与报道的乙醇

或含水乙醇做主要溶剂萃取得到较高纯度富含 PC 的磷脂一致。柱层析分离纯化的 PC 和 PE 组分(图

3) 较纯，而 PE 组分中含一个靠近榕剂前沿的未知物，可能是收集液中的残留或被污染的中性脂。

3 结论

三种提取鱼卵的中性脂和磷脂的方法，酶水解-乙醇提取-冷藏最温和，脂质和磷脂的颜色色泽浅、
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得率较高，改善了脂质的品质，且提取的磷脂中富集

了 PC ，但该法不足处是酶水解和冷藏使得工艺耗时

较长;正己皖-乙醇分提后丙酬洗涤，有效提取全部

的磷脂和中性脂，总磷脂和富含固醇的及含少量固

醇类的两部分中性脂，丙自同洗涤能有效地去除磷脂

中的中性脂，特别是易溶于乙醇的固醇和三市系醇，

使用的提取溶剂中正己烧的比例较低，但该法仍使

用一定量的低毒性溶剂;而Bligh-Dyer 经典方法和

液液萃取分提脂质虽也较简便，但使用大量有毒溶

剂，安全性低。因而，酶水解-乙醇提取-冷藏是最安

全有效的方法，可以在进一步改进后广泛使用;正己

皖-乙醇分提后丙酬洗涤，简便有效，但仍使用有一

定毒性的有机洛剂，且磷脂留有丙酣处理后的不良

风味。正己:皖-乙醇分提后，可以使用冷藏的方法，

以改进丙酣洗涤产生的不良风味。但这两种方法，
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图 3 各磷脂的薄层层析图

Fig. 3 TLC of phospholipids from Carassius auratus roe 

都需要加元水硫酸纳等方法控制乙醇相的水分，否 I ， PC 标样(BR 级); 2 ，正己烧-乙醇分提的磷脂 3 ，酶法-乙醇­

则乙醇海剂不容易被回收，并且磷脂干燥处理中的冷藏提取的磷脂; 4，柱层析分离的 PE口，柱层析分离的 PC

水分去除较困难。甲醇单溶剂洗脱的低压柱层析，分离正己烧-乙醇分提的磷脂，制备了较高纯度的 PC

和 PE 。
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