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摘　要 　以 1, 22苯并 23, 42二氢咔唑 292乙基苯磺酸酯为衍生化试剂 , 在充氮的气氛下对鱼油进行皂化处理 ,

所得皂化产物经正己烷萃取处理后进行柱前衍生化 , 再以 HPLC /MS分离和鉴定。通过对长链脂肪酸分子的

标记处理 , 其衍生物分子在质谱分析中呈现出双键位置的规范信息。通过建立模型计算式 , 借助不饱和脂

肪酸的分子离子峰和特征碎片离子峰的质量数 , 计算不饱和的碳碳双键位置。共鉴定出 23种脂肪酸。结果

表明 : 深海鱼油主要由 C12 2C22的脂肪酸组成 , 多不饱和脂肪酸含量占 67. 08% (峰面积百分比 ,下同 ) , 其中

C16∶1 92十六碳烯酸 (11. 7% ) ; C16∶4 4, 7, 10, 132十六碳四烯酸 (2. 91% ) ; C18∶1 122十八碳烯酸 (11. 1% ) ; C18∶4

6, 9, 12, 152十八碳四烯酸 (3. 62% ) ; C20∶1 132二十碳烯酸 (1. 21% ) ; C20∶5 5, 8, 11, 14, 172二十碳五烯酸

(16. 71% ) ; C22∶6 2, 5, 8, 11, 14, 172二十二碳六烯酸 (10. 53% )。所建立的方法为不饱和脂肪酸碳链中双

键位置的确定提供了新的技术手段。

关键词 　高效液相色谱 2质谱 , 柱前衍生 , 鱼油 , 脂肪酸 , 双键位置

　2006205203收稿 ; 2006209216接受
本文系国家自然科学基金资助项目 (No. 20075016)
3 E2mail: jmyou6304@163. com

1　引　言

脂肪酸广泛分布于自然界中 ,是生物体内重要的营养和代谢产物 ,对调节生物体内各项生理和生物

功能起着重要作用。尤其多不饱和脂肪酸的结构特征与生理功能的关系倍受关注。油脂中脂肪酸的

GC /E IMS分析常采用甲酯或三甲基硅烷化 ,但该法不能确定多不饱和脂肪酸中碳碳双键的位置 ,因为

在电子轰击下 ,双键沿脂肪酸链明显迁移 [ 1～3 ]。本实验通过柱前衍生以液相色谱 /质谱 (LC /MS/APC I)

研究皂化后的深海鱼油中脂肪酸的组成 ,用 1, 22苯并 23, 42二氢咔唑 292乙基苯磺酸酯 (BDEBS)作脂肪

酸的柱前衍生试剂 [ 4, 5 ]
,采用软离子化检测技术 (大气压化学电离源 , APC I) 解析了脂肪酸衍生物的相

关质谱信息 ,确定了深海鱼油中多不饱和脂肪酸的碳碳双键的位置。所建立的方法可望在医药、食品、

生命科学等领域获得广泛应用。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

Agilent1100型高效液相色谱 2质谱联用仪 (Agilent公司 ) ,配备四元梯度泵、100位自动进样器、荧光

检测器和在线真空脱气机 ; Agilent 1100 Series LC /MSD Trap ,配备大气压化学电离源 (APC I)。1, 22苯
并 23, 42二氢咔唑 292乙基苯磺酸酯 (自制 ,见文献 [ 4, 5 ] ) ;长链饱和及不饱和脂肪酸标准样品 ( Sigma公

司 ) ;无水乙腈 (禹城化学试剂厂 )用 P2 O5干燥后蒸馏处理 ,用于制备缓冲溶液的甲酸、氨水等均为分析

纯。纯水由 M illi2Q超纯水系统制备。

2. 2　标准溶液的配制

准确称取定量脂肪酸标品 ,用光谱纯乙腈配成 1. 0 ×10
- 2

mol/L的溶液 (长链脂肪酸需加入少量

DMF作为助溶剂 )。称取 0. 0404 g的 1, 22苯并 23, 42二氢咔唑 292乙基苯磺酸酯用 DMF定容至 10 mL,浓

度为 5. 0 ×10 - 2 mol/L。相应低浓度的衍生试剂 (5. 0 ×10 - 3 mol/L)及低浓度脂肪酸 (1. 0 ×10 - 4 mol/L)

的标准溶液分别用 DMF和光谱纯乙腈稀释而成。
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2. 3　深海鱼油的皂化和衍生

鱼油皂化参考文献 [ 6 ]。取 100 mg深海鱼油于具塞试管中 ,加入 1. 0 mL 2 mol/L KOH的乙醇溶

液 ,充氮密封后 ,在 100℃水浴反应 0. 5 h,取出冷却至室温。滴加 2. 0 mol/L HCl至 pH 2. 0,加入 500

μL正己烷超声处理 2 m in,静止分层 ,用注射器吸掉水层后 ,用去离子水洗至 pH 7. 0。氮气吹干 ,残余

物重新溶解在 500μL的乙腈中。向盛有 10 mg无水 K2 CO3催化剂的 2 mL安培瓶中依次加入 180μL

DMF, 50μL混合脂肪酸的提取样 , 120μL衍生试剂溶液 (5. 0 ×10
- 3

mol/L) ,封口后于 85℃恒温水浴下

振荡反应 45 m in,取出放冷后 , 加入 1000μL乙腈水溶液 (CH3 CN /H2 O , 1∶1, V /V )稀释后进样 10μL分

析。衍生反应概况如图 1所示。

2. 4　色谱与质谱条件

Hypersil BDS C18色谱柱 (4. 6 mm ×200 mm , 5μm,大连依利特公司 )。流动相 A: 50%乙腈水溶液

内含 30 mmol/L的甲酸 /氨水缓冲液 (pH3. 5) ; B: 100%的乙腈。梯度条件 : 40 m in由 A到 B (B保持

10 m in) ,流速为 1. 0 mL /m in, 进样量为 10μL,柱温 30℃。荧光激发和发射波长分别为 333和 390 nm。

大气压化学电离源 (APC I) :正离子检测模式 ,喷雾压力 60 p. s. i (1p. s. i = 6894. 76 Pa) ,干燥气流量为

5 L /m in,干燥气温度 350℃,气化温度 450℃,毛细管电压 3500 V,电晕电流 4000 nA ( Pos) [ 5, 6 ]。

图 1　1, 22苯并 23, 42二氢咔唑 292乙基苯磺酸酯与 5, 8, 11, 14, 172二十碳五烯酸的衍生概况及

质谱断裂模式

Fig. 1　Scheme of derivatization p rocedure using 1, 22benzo23, 42dihydrocarbazole292ethyl2benzene2
sulfonate (BDEBS) as labeling reagent; and the p rofile of collision2induced dissociation of rep re2
sentative derivative of 5, 8, 11, 14, 172eicosapentaenoic acid (C20∶5 )

2. 5　理论部分 (双键位置判定 )

借助质谱分析中所获得的衍生物分子所对应的分子离子峰的质量数 [MH ]
+ (图 1所示 ) ,可推出公

式 (1) ～ (7) ,并由此确定长链饱和及不饱和脂肪酸的碳原子数目 n。

饱和脂肪酸 :

Cn∶0 　　MH + - 1 = 278 + Cn H2n - 1 ; 　　　n = (MH + - 278) /14 (1)

不饱和脂肪酸 :

Cn∶1 　　MH
+

- 1 = 278 + Cn H2n - 3 ; 　　　　n = (MH
+

- 276) /14 (2)

Cn∶2 　　MH
+

- 1 = 278 + Cn H2n - 5 ; 　　 n = (MH
+

- 274) /14 (3)

Cn∶3 　　MH
+

- 1 = 278 + Cn H2n - 7 ; 　 n = (MH
+

- 272) /14 (4)

Cn∶4 　　MH
+

- 1 = 278 + Cn H2n - 9 ; 　 n = (MH
+

- 270) /14 (5)

Cn∶5 　　MH
+

- 1 = 278 + Cn H2n - 11 ; 　 n = (MH
+

- 268) /14 (6)

Cn∶6 　　MH
+

- 1 = 278 + Cn H2n - 13 ; 　 n = (MH
+

- 266) /14 (7)
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公式中 n为饱和及不饱和脂肪酸的碳原子数目 ; 278为试剂分子母核结构部分的分子量 ;MH
+为质

谱确定的饱和及不饱和脂肪酸的分子离子峰的质量数。依据分子中双键的断裂模式见图 2。有质谱分

图 2　脂肪酸衍生物中的碳碳双键的质谱裂解示意图 ( db: 双键 ; Ca H2a :末端双键断裂所丢失的小分

子 ; Cb H2b - 2 :末端第二个双键断裂后丢失的小分子 )

Fig. 2　MS cleavage p rofile of collision2induced dissociation of fatty acid derivative ( db: double bond;

Ca H2a : losing of small molecule with the cleavage of double bond at the end of molecular carbon chain)

析中所获得的不饱和脂肪酸衍生物的特征碎片离子的质量数 (双键断裂后产生的特征碎片离子 ) ,

含 1～6个碳碳双键的脂肪酸链中。的双键位置可由下列公式 (8) ～ (13)计算获得 :

Cn∶1 　　Cdb = (M +
1 - 276) /14　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 (8)

Cn∶2 　　Cdb1 = (M +
2 - 276) /14; Cdb2 = (M +

1 - 274) /14 (9)

Cn∶3 　　Cdb1 = (M
+

3 - 276) /14; Cdb2 = (M
+

2 - 274) /14; Cdb3 = (M
+

1 - 272) /14 (10)

Cn∶4 　　Cdb1 = (M
+

4 - 276) /14; Cdb2 = (M
+

3 - 274) /14; Cdb3 = (M
+

2 - 272) /14;

Cdb4 = (M
+

1 - 270) /14 (11)

Cn∶5 　　Cdb1 = (M
+

5 - 276) /14; Cdb2 = (M
+

4 - 274) /14;

Cdb3 = (M
+

3 - 272) /14; Cdb4 = (M
+

2 - 270) /14; Cdb5 = (M
+

1 - 268) /14 (12)

Cn∶6 　　Cdb1 = (M +
6 - 276) /14; Cdb2 = (M +

5 - 274) /14; Cdb3 = (M +
4 - 272) /14;

Cdb4 = (M +
3 - 270) /14; Cdb5 = (M +

2 - 268) /14; Cdb6 = (M +
1 - 266) /14 (13)

公式中的“dbx”; x = 1, 2, ⋯6代表双键在脂肪酸碳链中的位置 ,M
+

1 到 M
+

6 是双键断裂后产生的

特征碎片离子峰的质量数 ,实验中涉及的长链脂肪酸的双键最大数目为 6, 即 x≤6;且有 : M
+

1 >M
+

2 >

M
+

3 >M
+

4 >M
+

5 >M
+

6 ; 对同时含有多个双键脂肪酸的衍生物 ,质谱上所获得的特征碎片离子应具有 M
+

1

- M
+

2 =M
+

2 - M
+

3 =M
+

3 - M
+

4 =M
+

4 - M
+

5 =M
+

5 - M
+

6 = 40个质量单位 ,参见图 1和图 2。

3　结果与讨论

3. 1　质谱解析

质谱数据表明 ,所有脂肪酸衍生物表现出强烈的分子离子峰 ,其质量数为 m / z [MH ] + ;分子离子碰

撞裂解后产生的 m / z 263. 7和 245. 7碎片峰为衍生试剂分子的母核结构的特征峰 (见图 1)。饱和脂肪

酸衍生物 ,以 C14为例 (见图 3) :分子离子峰 为 474. 1,母核结构的特征碎片离子为 m / z 263. 7和 245. 7,
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质谱图中显示的碎片峰相对简单。

含一个碳碳双键的不饱和脂肪酸衍生物 ,以 C18∶1为例 (见图 4) :分子离子峰 为 m / z 528. 1;失水离

子峰 m / z [MH ]
+

- H2 O (m / z 510. 0) ,表现出的特征碎片离子峰 M
+

1 , m / z值在 444. 1,以及与之相邻并

相差 12个质量单位的特征峰 m / z 456. 1。与 m / z 444. 1相差 1～2两个质量单位的碎片峰 m / z 442. 6应

归属于 m / z 444. 1的峰。依据等式 (8) ,计算出被裂解双键的首碳位置为 12 (Cdb = 12)。由于其高质

量端与之相邻的峰为 m / z 456. 1,恰好相差 12质量单位 ,它应归属于 C12 = C13的裂解。

　图 3　代表性的饱和十四酸 (C14∶0 ) 的质谱概况图 (A:

MS分析 ; B: MS/MS分析 )

Fig. 3　Profile of ion current chromatogram and scanning of

the isolated rep resentative derivative of saturated tetrade2
canoic acid ( C14 , fatty acid) derivatized with BDEBS as

labeling agent

　图 4　以 122十八碳稀酸为代表的单不饱和脂肪酸衍生

物的质谱裂解示意图 (A: MS; B和 C为 MS/MS)

Fig. 4　Profile of ion current chromatogram and scanning of

the isolated rep resentative derivative of monounsaturated

122octadecenoic acid ( C18∶1 , fatty acid) derivatized with

BDETS as labeling reagent

含多个碳碳双键的不饱和脂肪酸衍生物 ,以

C20∶5 为 例 (见 图 5 ) : 分 子 离 子 峰 为 MH
+

,

m / z 54811;失水离子峰 MH
+

- H2 O (m / z 529. 9) ,

表现出的特征碎片离子峰 M
+

1 , m / z 506. 1; M
+

2 , m / z 466; M
+

3 , m / z 425. 7 (≈ 426) ; M
+

4 , m / z 385. 8

(≈ 386) ; M
+

5 , m / z 346。这些特征碎片离子在其相邻的高质量端都有一个与之相邻的并相差 12个质

量单位的特征碎片峰 ,它们的质量数分别为 m / z 517. 9 (≈ 518) ; m / z 478; m / z 438; m / z 398. 8 (≈

400) 和 m / z 358。依据等式 ( 6 ) 和 ( 12 ) , 计算出被裂解双键的首碳位置分别为 17 ( Cdb1 = 17 )、

14 (Cdb2 = 14、11 (Cdb3 = 11)、8 (Cdb4 = 8)和 5 (Cdb5 = 5) , 所对应的被裂解的双键位置分别为 C17 C18 、

C14 C15 、C11 C12 、C8 C9 和 C5 C6 (断裂模式见图 1)。分析数据显示 , 饱和脂肪酸衍生物

的质谱相对简单 , 不饱和脂肪酸随双键数目的增加 , 质谱裂解碎片逐渐复杂 , 本实验条件下 , 饱和脂

肪酸衍生物大都没有丢失水分子峰 ,仅表现出 [MH ] +和衍生试剂母核分子的特征峰 m / z 263. 7和

245. 7; 而不饱和脂肪酸衍生物显示出特有的失水碎片峰 [MH ]
+

- H2 O 和特征碎片离子峰 M
+

1 , M
+

2 ⋯

M
+

n (其特征峰的个数主要有双键的数目决定 )。此外 ,对多不饱和脂肪酸而言 ,另一个显著性的特征是

所有特征碎片离子峰 M
+

1 , M
+

2 ⋯⋯M
+

n ,它们相互之间有 40个质量单位的差异 ,即相邻的两个双键之间

相差一个 CH CH CH2 的结构单元 (见图 2)。这对于判断多不饱和脂肪酸双键位置时 ,寻找质

谱图中所显示的特征碎片离子峰 M
+

1 , M
+

2 ⋯⋯M
+

n 起着至关重要的作用。它将指导对特征碎片离子峰

的正确判断 (有时这些特征碎片离子峰的峰度相对较低 ,或者与其它碎片峰相邻 ,正确判断存在一定难

度 )。对一个完全未知的组分而言 ,首先由质谱确定相应分子离子峰的质量数 ,进而由母核结构的特征

碎片离子峰推断该组分是含羧酸的衍生物 (其它组分在该条件下不发生衍生化 ,芳香酸衍生化产率很

低 ,该条件下仅为直链脂肪酸的 10%左右 )。将分子离子的质量数 m / z [MH ] +代入公式 ( 1) 或公式

(2) ～ (7)进行检验 ,所获得的碳原子数 n必需满足整数值。在此基础上寻找质谱图上显示的分子离子

峰经裂解后产生的失水碎片峰 [MH ]
+

- H2O , 并由此推断是否为饱和或者不饱和脂肪酸。断定为不饱

和脂肪酸后 ,根据计算所获得的不饱和脂肪酸的双键数目后 ,在质谱图上寻找相应数目的特征碎片离子
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图 　5　以 5, 8, 11, 14, 172二十碳五烯酸为代表的不饱和脂肪酸衍生物的质谱裂解示意图

Fig. 5　Profile of ion current chromatogram and scanning of the isolated rep resentative derivative of

5, 8, 11, 14, 172eicosapentaenoic acid (C20∶5 ) with BDEBS as labeling reagent

A. MS; B, C, D: MS/MS.

峰的质量数 (对含单双键的脂肪酸 ,借助于 12个单位质量差更为容易 ;对多不饱和的脂肪酸 ,借助 40个

质量差的结构单元尤为重要 )。

3. 2　衍生条件优化及鱼油样品分离

1, 22苯并 23, 42二氢咔唑 292乙基苯磺酸酯与脂肪酸的衍生化随溶剂不同衍生化产率有显著差异。

实验中分别选取苯、甲苯、乙腈、N , N 2二甲基甲酰胺 (DMF,干燥后减压蒸馏处理 ) 、四氢呋喃、二甲亚砜

(DMSO,干燥后减压蒸馏处理 )作为溶剂体系 ,以 C16∶0、C17∶0、C18∶1、C22∶0和 C20∶4长链饱和及不饱和脂肪酸

为代表 ,考察了衍生化产率。尽管 DMSO具有和 DMF相当的衍生效果 ,然而以 DMSO为溶剂时所获得

的衍生物在色谱洗脱过程中导致较多的干扰峰 (副反应产物多 ) ,实验中选取 DMF作衍生化溶剂。磺

酸酯与脂肪酸的衍生化随碱性催化剂的不同 ,反应产率不同 ,实验中选取 K2 CO3、K2 C2 O4、Na2 CO3、KAc

和柠檬酸钾等几种碱性催化剂 ,对衍生化产率进行了考察 ,结果表明 : K2 CO3和 Na2 CO3具有最高的衍生

产率。考虑到 K2 CO3在 DMF中具有较大的溶解力 ,故实验选取 K2 CO3。尽管衍生化产率随 K2 CO3用量

的增加而提高 ,但过高的用量会导致试剂的部分分解。实验中选取 K2 CO3的用量为 10 mg (用量约为衍

生化试剂用量的 30～40倍 ,按摩尔量计算 )。对衍生化温度的考察表明 :衍生化产率随温度升高而提

高 ,超过 95℃后 ,由于副反应的发生衍生化产率随之降低 ,实验中选择衍生温度为 85℃,衍生化时间

45 m in。按前述衍生条件 ,经 LC分离的色谱图见图 6。获得的 LC /MS/APC I总离子流见图 7。质谱数

据解析结果列于表 1。

由表 1可见 ,深海鱼油主要由 C12 2C22的饱和及不饱和脂肪酸组成 ,分离后不饱和脂肪酸的含量占

67. 08% (峰面积归一化以 15 到 45 m in 内流出的各组分进行计算 )。其中 C16∶1 92十六碳烯酸

(1117% ) ; C16∶4 4, 7, 10, 132十六碳四烯酸 (2. 91% ) ; C18∶1 122十八碳烯酸 (11. 1% ) ; C18∶4 6, 9, 12,

152十八碳四烯酸 ( 3. 62% ) ; C20∶1 132二十碳烯酸 ( 1. 21% ) ; C20∶5 5, 8, 11, 14, 172二十碳五烯酸

(16171% ) ; C22∶6 2, 5, 8, 11, 14, 172二十二碳六烯酸 (10. 53% ) 等不饱和长链脂肪酸是鱼油的主要组分。
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Iden tif ica tion of L ong2cha in Un sa tura ted Fa tty Ac ids in D eep2sea F ish

O il by L iqu id Chroma tography /M a ss Spectrom etry /A tm ospher ic
Proessure Chem ica l Ion iza tion

D ing Yang2Jun1 , Zhao Xian2En2 , Zhu Fang1 , Suo You2Rui2 , L i Yu2L in2 , Chen Gui2Chen2 , You J in2Mao3 1, 2

1 (College of Chem istry Science, Q ufu N orm al U niversity, Q ufu 273165)
2 (N orthw est P lateau Institu te of B iology, Chinese A cadem y of Sciences, X ining 810001)

Abstract　A method for the identification of long2chain unsaturated fatty acids in deep2sea fish oil using 1, 22
benzo23, 42dihydrocarbazole292ethyl2benzenesulfonate ( BDEBS ) as p re2column derivatization reagent by

reversed2phase HPLC /MS has been developed. To avoid the m igration of double bond in the fatty acid chain,

fish oil samp les were saponificated and derivatized under nitrogen circum stance. The derivatized solution was

extracted with hexane and dried under a stream of nitrogen; the residue was re2dissolved with acetonitrile p rior

to LC analysis. MS analysis of the fatty acid derivatives exhibited regular information regarding the position of

the double bond in the fatty acid chain. W ith molecular ion mass at m / z [MH ]
+

and specific fragment ions

obtained with MS analysis, the position of the double bond in fatty acid chain was located (or calculated) by

means of several established formulas. According to the analysis of HPLC /MS/APC I, 23 fatty acidswere iden2
tified. The main fatty acids in deep2sea fish oil are C14 2C22 and 67. 08% ( area percent) of them are polyunsat2
urated fatty acids. The main components of the unsaturated fatty acids are C16∶1 92hexadecenoic acid, 11. 7% ;

C16∶4 4, 7, 10, 132hexadecatetraenoic acid, 2191% ; C18∶1 122octadecenoic acid, 11. 1% ; C18∶4 6, 9, 12, 152
octadecatetraenoic acid, 3. 62% ; C20∶1 132eicosenoic acid, 1. 21% ; C20∶5 5, 8, 11, 14, 172eicosapentaenoic

acid, 16. 71% ; C22∶6 2, 5, 8, 11, 14, 172docosahexenoic acid, 10. 53%. The established method p rovides a

new technical tool for the location of double bond positions in the polyunsaturated fatty acids.

Keywords　H igh performance liquid chromatography/mass spectrometry, p re2column derivatization, fish oil,

fatty acids, position of double bond
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