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离子色谱法与酶比色法在婴幼儿配方乳粉胆碱

检测中的对比研究

高  星1，赵  丹2，张  浩2，屠锦娣1，杨维静2，梁  斌2，张  莉1，候国峰1*

（1. 陕西科仪阳光检测技术服务有限公司，陕西西安 710000；2. 陕西圣唐乳业有限公司，陕西渭南 711700）

摘  要：[目的]对比评估离子色谱法与酶比色法在婴幼儿配方乳粉胆碱检测中的应用，选择一种更适用于企业质量

控制的检测方法。[方法]通过对比标准曲线、检出限、精密度、准确度、不确定度评定及检测成本等指标，对离

子色谱法和酶比色法进行分析。[结果]离子色谱法和酶比色法在各自的浓度范围内均表现出良好的线性关系，相

关系数（R2）分别为0.999 7和0.999 1；离子色谱法的检出限和定量限分别为0.7 mg/100 g和2.1 mg/100 g，酶比色法

的检出限和定量限分别为0.9 mg/100 g和2.7 mg/100 g；离子色谱法和酶比色法的回收率范围分别为90.7%～102.7%和

86.0%～100.6%（加标量在3 mg/100 g～150 mg/100 g时）；离子色谱法的精密度（0.61%～3.83%）优于酶比色法

（1.30%～5.85%）；离子色谱法和酶比色法的扩展不确定度分别为4.02%和4.04%。[结论]离子色谱法在灵敏度、

精密度和检测成本方面均优于酶比色法，更适用于婴幼儿配方乳粉中胆碱的定性和定量分析，建议作为企业检测

的首选方法。
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Abstract：[Objective]Compare and evaluate the application of ion chromatography and enzymatic colorimetry 

in the determination of choline in infant formula milk powder，and select a more suitable detection method for 

enterprise quality control.[Method]A comparative analysis between ion chromatography and enzymatic colorimetry 

was conducted by using indicators such as standard curves，detection limits，precision，accuracy，uncertainty 

assessment and determination costs.[Result]Both ion chromatography and enzymatic colorimetry demonstrated good 

linear relationships within their respective concentration ranges，with correlation coefficients（R²）of 0.999 7 

and 0.999 1，respectively. The detection limits and quantification limits of ion chromatography were 0.7 mg/100 g 

and 2.1 mg/100 g，while those of enzymatic colorimetry were 0.9 mg/100 g and 2.7 mg/100 g. The recovery rates 

of ion chromatography and enzymatic colorimetry ranged were 90.7%～102.7% and 86.0%～100.6%（with the 

spiked amount ranging from 3 mg/100 g to 150 mg/100 g），respectively. The precision of ion chromatography 

（0.61%～3.83%） was superior to that of enzymatic colorimetry（1.30%～5.85%）. The expanded uncertainties 

for ion chromatography and enzymatic colorimetry were 4.02% and 4.04%，respectively.[Conclusion]Ion 

chromatography demonstrated comparable advantages over enzymatic colorimetry in terms of sensitivity，

precision and cost. It is more suitable for both qualitative and quantitative analysis of choline in infant formula and is 

recommended as the primary method for enterprises determination.

Keywords：food testing；choline；ion chromatography；enzymatic colorimetry；infant formula

胆碱（Choline）是一种强有机碱性化合物，在

动物体内主要以游离态胆碱、乙酰胆碱、卵磷脂或

鞘磷脂等形态存在[1，2]。作为一种重要的食品营养强

化剂，它对大脑发育、脂肪代谢、神经系统信息传

递等具有重要作用，尤其对胎儿的大脑发育至关重

要[3～9]。成人可通过摄入蛋黄、动物肝脏、豆制品等

食物获取胆碱，婴幼儿则主要依靠母乳或配方乳粉

摄取。依据《GB 14880—2012 食品安全国家标准 食

品营养强化剂使用卫生标准》，婴幼儿配方乳粉中

可添加800～1 500 mg/kg胆碱[5]，且2023年2月22日实

施的《GB 10765—2021 食品安全国家标准 婴儿配方

食品》[10]和《GB 10766—2021食品安全国家标准 较

大婴儿和幼儿配方食品》[11]将婴儿配方乳粉1段和2

段中的胆碱由可选择成分修改为必需成分[8，12]。这

一变更凸显了选择准确、可靠、适用的胆碱检测方

法的重要性，是保障婴幼儿配方乳粉中胆碱检测质

量控制的重要科学手段。

目前，胆碱检测方法包括滴定法[13]、酶比色法[1，14]、

雷氏盐分光光度法 [15，16]、离子色谱法 [17～21]、高效

液相色谱法 [22～24]、毛细管电泳法 [25，26]、液质联用

法[27～30]、纳米传感器法[31]等。然而，各种检测方法

均存在一定局限性，如滴定法选择性较差、雷氏盐

分光光度法操作繁琐、高效液相色谱法易受基质干

扰、毛细管电泳法重复性差、液质联用法成本高、

纳米传感器法成本与稳定性需优化等。

《GB 5413.20—2022 食品安全国家标准 婴幼儿

食品和乳品中胆碱的测定》[32]于2022年12月30日实

施，其中延用了酶比色法并新增了离子色谱法。考

虑国内现状，选择适用于生产企业、便于产品质量

监控且能准确测定的方法尤为必要。本研究通过对

比离子色谱法和酶比色法发现，离子色谱法灵敏度

高、重复性好、检测费用低，更适用于婴幼儿食品

和乳品中胆碱含量的测定。

1  试验方法

1.1  材料与试剂

胆碱（CAS号87-67-2、纯度99.8%），坛墨质

检科技股份有限公司；胆碱氧化酶（CAS号9028-67-
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5，≥10 U/mg）、过氧化物酶（CAS号9003-99-

0，≥250 U/mg）、磷脂酶Ｄ（CAS号9001-87-0，

≥60 U/mg），德国默克公司；C18固相萃取小柱

（CAS号BWSI86500），深圳逗点生物技术有限

公司；4-氨基安替比林（分析纯）、浓盐酸（分

析纯），国药集团化学试剂有限公司；甲烷磺酸

（色谱纯），上海麦克林生化科技股份有限公

司；Ⅰ段婴儿配方羊乳粉、基粉，陕西圣唐乳业

有限公司。

1.2  仪器与设备

I C S - 5 0 0 0 + D C离子色谱仪（配有电导检测

器），美国Thermo Fisher公司；VORTEX GENIE 2

涡旋振荡器，美国SI仪器公司；HH-6恒温水浴锅，

常州国华电器有限公司；电子天平（感量为

0 . 1  mg）、紫外分光光度计，北京普析通用仪器有

限责任公司；T6新世纪pH计，梅特勒-托利多国际

有限公司。

1.3  方法

1.3.1  样品前处理

（1）离子色谱法

称取2.5 g样品（精确至0.001 g）于50 mL比色管

中，加入25 mL 1 mol/L的盐酸溶液，加塞混匀。置

于（70±2）℃水浴中，水解3 h（每隔30 min涡旋振

摇1 次），冷却至室温，转入50 mL容量瓶中，用

水定容至刻度，混匀待用。C18固相萃取柱使用前

依次用10 mL甲醇、15 mL水活化。取上述水解液

15 mL过C18固相小柱，弃去前3 mL，收集后面洗

脱液待测。

（2）酶比色法

称取样品5 g（精确至0.001 g）混合均匀的样

品于100 mL锥形瓶中，加入1 mol/L的盐酸溶液

30 mL，加塞混匀。（70±2）℃水浴，水解3 h（每

隔30 min涡旋振摇1 次），冷却至室温。用氢氧化钠

溶液（500 g/L）调节pH值至3.5～4.0，转入50 mL容

量瓶中，用水定容至刻度。用滤纸过滤水解液待测

（若滤液不澄清可采用0.45 μm水性滤膜针头滤器再

次过滤）；准备3 支比色管（A、B、C），A管加入

100.00 μL水（用于测定试剂吸光值），B、C两管

加入待分析溶液100 μL，B管加入3.00 mL水（用于

测定滤液吸光值），C管加入3.00 mL显色剂（用于

测定总吸光值），混匀，将比色管置于（37±2）℃

水浴中保温反应15 min，待测。

1.3.2  仪器条件

（1）离子色谱法

色谱柱：IonPac CS12A（4 mm*250 mm）；保

护柱：IonPac CG12A（4 mm*50 mm）；检测器：电

导检测器，配阳离子抑制器；淋洗液：15 mmol/L甲

烷磺酸溶液等度淋洗；流速：1.0 mL/min；进样量：

100 μL。

（2）酶比色法

波长：505 nm。

1.3.3  样品测定

按照前处理方法及仪器条件对标准品和样品中

的胆碱含量进行测定。胆碱标准品及样品的离子色

谱图见图1、图2。

图 1 4 mg/L 胆碱标准溶液的离子色谱图
Figure 1 Ion chromatogram of 4 mg/L choline standard solution

图 2 婴儿配方乳粉中胆碱含量的离子色谱图
Figure 2 Ion Chromatogram of Choline Content in Infant Formula
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2  结果与讨论

2.1  线性方程及检出限

配制浓度分别为0.16、0.32、0.80、2.40、3.20、

4.00 mg/L的胆碱标准系列工作液进行离子色谱法检

测，配制浓度分别为100.0、200.0、300.0、400.0、

500.0、600.0 mg/L的胆碱标准系列工作液进行酶比

色法检测。以样品浓度为横坐标（x，mg/L），以峰

面积/吸光度为纵坐标（y）进行线性回归分析，试验

结果见表1。结果表明，离子色谱法和酶比色法在各

自范围内均呈良好的线性关系。离子色谱法的检出

限和定量限分别为0.7 mg/100 g（3 倍信噪比）和

2.1 mg/100 g，优于酶比色法（检出限为0.9 mg/100 g

（3 倍空白标准偏差/斜率），定量限为2.7 mg/100 g）。

且离子色谱法的灵敏度明显高于GB 5413.20—2022[14]

的要求（离子色谱法检出限2 mg/100 g，酶比色法检

出限1 mg/100 g）。

2.2  回收率和精密度

为评估离子色谱法与酶比色法的准确性和重复

性，选取乳粉基粉进行4水平加标回收试验（加标

量分别为3、30、80、150 mg/100 g），每组重复测

定7 次，两种方法的回收率和精密度结果如表2、表

3所示。

由表 2 、表 3 可知，离子色谱法的回收率

（90.7%～102.7%）和精密度（0.61%～3.83%）均

优于酶比色法（回收率86.0%～100.6%，精密度

1.30%～5.85%）。在低加标量时（3 mg/100 g和

30 mg/100 g），离子色谱法的回收率略高于酶比色

法，且相对标准偏差更低。进一步对低加标量

（3  mg/100 g）时离子色谱法和酶比色法测定样品

表 1 离子色谱法和酶比色法的线性方程、线性范围、相关系数、检出限及定量限
Table 1 Linear Equations，Linear range，Correlation Coefficient，Detection Limit and Quantification Limit of Ion Chromatography and 

Enzymatic Colorimetry

检测方法 线性方程 线性范围（mg/L） R2 检出限（mg/10 g） 定量限（mg/10 g）

离子色谱法 y=0.190 7x-0.013 6 0.16 ～ 4.00 0.999 7 0.7 2.1

酶比色法 y=0.004 11x-0.005 58 100 ～ 600 0.999 1 0.9 2.7

表 2 离子色谱法检测样品回收率和精密度数据
Table 2 Data on Recovery Rate and Precision of Sample Detection by Ion Chromatography

编
号

加标量
（mg/10 g）

测定值（mg/100 g）
回收率（%）

相对标准
偏差（%）1 2 3 4 5 6 7

1 3 3.08 2.83 2.72 2.91 2.93 2.96 2.910 90.7 ～ 102.7 3.83

2 30 29.10 29.50 30.30 29.80 30.10 29.30 28.90 96.3 ～ 101.0 1.75

3 80 80.20 79.10 79.50 79.80 79.50 78.70 79.90 98.4 ～ 100.3 0.64

4 150 149.10 148.80 149.50 149.80 150.50 150.20 149.30 99.2 ～ 100.3 0.61

表 3 酶比色法检测样品回收率和精密度数据
Table 3 Data on Sample Recovery Rate and Precision for Enzymatic Colorimetric Method

编
号

加标量
（mg/1 g）

测定值（mg/1 g）
回收率（%）

相对标准
偏差（%）1 2 3 4 5 6 7

1 3 2.65 2.87 2.99 2.58 2.83 2.64 2.59 86.0 ～ 99.7 5.85

2 30 28.00 28.30 27.60 27.50 28.00 29.80 27.20 90.7 ～ 99.3 3.04

3 80 76.50 77.80 79.60 78.20 77.90 77.60 80.50 95.6～ 100.6 1.38

4 150 148.30 150.20 149.30 146.90 150.60 147.90 149.20 97.9～ 100.4 1.30
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的回收率进行独立样本t检验（方差齐性假设通过

Levene检验，P＞0.05），结果显示两组回收率差异

显著[t（12）=2.315，P=0.039]，离子色谱法的回收

率显著高于酶比色法。高加标量时（80 mg/100 g 和 

150 mg/100 g），离子色谱法与酶比色法回收率相

当、但是相对标准偏差更低。

综上所述，离子色谱法在不同加标量水平下均

表现更优的回收率和更佳的重复性，其在低加标量

水平下的优势（高回收率、低相对标准偏差）尤其

突出。说明该方法具有更高的准确性和可靠性，更

优的抗干扰能力（由不同人员操作时，更易保持性

能一致性，降低培训与验证成本），表现出更优秀

的方法适用性。因此，在实际检测场景中，可优先

采用离子色谱法。

2.3  婴儿配方乳粉样品测定

选择陕西圣唐乳业有限公司生产的Ⅰ段婴儿配

方羊乳粉，分别采用离子色谱法和酶比色法进行测

定，结果见表4。

由 表 4 可 知 ， 离 子 色 谱 法 的 回 收 率 为

99.2%～100.4%，相对标准偏差为0.48%；酶比色

法的回收率为99.0%～100.5%，相对标准偏差为

0.87%。结果表明，离子色谱法和酶比色法对于婴儿

配方乳粉胆碱的检测均能得到比较准确结果，但离

子色谱法的精密度略高于酶比色法。

2.4  不确定度

本研究的不确定度来源主要包括：测量重复性

（标准偏差）、仪器精度（电子天平、容量器具

等）、标准品纯度、人员操作误差、数据处理偏差

等。为系统评估两种检测方法的可靠性，本研究重

点从由重复性测量产生的A类不确定度和标准品纯

度、称样量（电子天平）、称量体积（容量瓶和移

液管）引入的B类不确定度关键分量对两种检测方法

的不确定度进行分析，结果见表5。

结果表明，离子色谱法的扩展不确定度与酶比

色法相当，分别为4.02%和4.04%。离子色谱法重复

性引入的不确定度低于酶比色法，但样品转移步骤

较多、导致其称量体积引入的不确定度略高，但两

者的差异对整体不确定度的影响有限。

2.5  检测成本

酶比色法试验所用的主要试剂为胆碱氧化酶、

过氧化物氧化酶、磷脂酶D，离子色谱法试验使用的

主要耗材为C18固相萃取小柱，忽略部分费用较小的

试剂耗材，酶比色法和离子色谱法检测胆碱单批次

的成本分别为1 419 元和120 元，见表6。离子色谱

法的单次检测成本较低，但离子色谱仪需要一次性

购置投入，且存在离子色谱仪、色谱柱、其他附件

的维护费用。相比之下，酶比色法所需的设备相

对简单，主要为分光光度计，价格较低廉，具有

表 4 离子色谱法和酶比色法检测Ⅰ段婴儿配方羊乳粉中胆碱结果对比
Table 4 Comparison of Choline Determination Results Obtained by Ion Chromatography and Enzymatic Colorimetry for Stage I Infant 

Formula Goat Milk Powder

方法
标示值

（mg/10 g）
测定值（mg/10 g）

回收率（%）
相对标准
偏差（%）1 2 3 4 5 6 7

离子色谱法 124.1 124.1 123.5 123.7 124.6 123.8 123.6 123.1 99.2～ 100.4 0.48

酶比色法 124.1 123.6 123.1 123.2 124.7 125.2 122.9 123.5 99.0～ 100.5 0.87

表 5 离子色谱法和酶比色法各因素引入的不确定度分析
Table 5 Uncertainty Analysis of Factors Introduced by Ion Chromatography and Enzymatic Colorimetry Method

检测方法
重复性引入的
不确定度（%）

标准品纯度引入
的不确定度（%）

称样量引入的
不确定度（%）

称量体积引入
的不确定度（%）

合成不确
定度（%）

扩展不确
定度（%）

离子色谱法 0.14 2.0 0.023 0.048 2.01 4.02

酶比色法 0.29 2.0 0.023 0.041 2.02 4.04
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普适性。虽然离子色谱法的初始设备投入较大，

但从长远角度来看，其单批次检测成本低、精度

高、可靠性强，更适用于检测通量高、注重长期

效益的大规模生产企业。

3  结论

本研究依据评估标准曲线、检出限、回收率、

精密度、不确定度以及检测成本等关键指标，综

合比较分析离子色谱法与酶比色法在婴幼儿配方

乳粉胆碱检测中的应用。试验结果显示，离子色

谱法在灵敏度、精密度及成本效益方面均表现出

较酶比色法更优的性能，因此推荐其作为企业的

首选检测方法。
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