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柱前衍生高效液相色谱－荧光检测／质谱联用测定
沙棘种子中游离脂肪酸
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（１．中国科学院西北高原生物研究所，青海西宁８１０００１；２．青海大学农林科学院，青海西宁８１００１６；
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摘　要：建立了一种利用２－（１１－Ｈ－苯－ａ－咔唑）乙基对甲苯磺酸酯（ＢＣＥＴＳ）作为柱前荧

光标记试剂的高灵敏度和高选择性的脂肪酸定量分析方法，并考察了该方法的分析性

能。结果表明，方法表现出了较好的重现性和加标回收率，检测限在０．４２～１．８２ｎｇ／

ｍＬ之间。该方法已被成功的用于青藏高原沙棘种子中脂肪酸含量的分析，结果表明

沙棘种子中富含脂肪酸，以不饱和脂肪酸为主，约占总脂肪酸的８５．０１％。不饱和脂肪

酸中，以油酸、亚油酸和亚麻酸为主，分别占总脂肪酸的２６．０１％、３０．８６％和１４．０７％。
关键词：沙棘；脂肪酸；柱前衍生；ＨＰＬＣ－ＦＬＤ－ＡＰＣＩ／ＭＳ
中图分类号：Ｏ６５７．６３　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１００６－６１４４（２０１５）０１－０４３－０４

沙棘（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ　ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ　Ｌ．）为 胡 颓 子 科（Ｅｌａｅａｇｎａｃｅａｅ）沙 棘 属（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ　Ｌ．）植 物（Ｓｅａ－
Ｂｕｅｋｔｈｏｒｎ），又叫醋柳、酸刺、黑刺，为灌木或小乔木［１］。沙棘的天然分布很广，在欧亚大陆温带地区均有

分布。我国沙棘属植物资源丰富，而青海沙棘资源约占全国总沙棘总量的１０％。沙棘除作为生态保护的

先锋物种［２］，还具有祛痰、利肺、开胃、补脾、活血、祛瘀、消炎、止痛、促进组织再生等药理功能［３］，其维生素

Ｃ含量之高是其他浆果和水果无法相比的［４］。在工业应用上，沙棘籽油、黄酮、花青素和维生素Ｅ等都是

护肤美容活性成分［５］。其中，沙棘籽油是多种脂溶性维生素和皮脂活性物质的复合体，具有滋养皮肤，促

进新陈代谢，抗过敏，杀菌消炎，促进上皮组织再生的功能作用［６］。

图１　ＢＣＥＴＳ的结构式

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ＢＥＣＴＳ

研究发现，脂肪酸尤其是不饱和脂肪酸具有重要的生

理功能，对中枢神经系统和 视 网 膜 的 生 长 和 发 育、心 血 管

系统具有重要的作用，可以预防动脉粥样硬化、心脏病、抑

郁症和癌症等 疾 病［７］。沙 棘 种 子 中 脂 肪 酸 成 分 的 测 定 目

前已有很多报道，但方法多数是采用气相色谱或者气相色

谱－质谱联用技术。本研究以新型荧光衍生试剂２－（１１－Ｈ－
苯－ａ－咔唑）乙基 对 甲 苯 磺 酸 酯（ＢＣＥＴＳ）为 柱 前 荧 光 衍 生

试剂（结构见图１），利用高效液相色谱－荧光检测（ＨＰＬＣ－ＦＬＤ）并与质谱（ＭＳ）联用对沙棘种子中的游离

脂肪酸组成进行了研究，为进一步开发利用沙棘果实提供理论基础。

１　实验部分

１．１　仪器与条件

Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００液相色谱－离子阱质谱联用仪（美国，Ａｇｉｌｅｎｔ公司），配备四元梯度泵、在线真空脱气机、
荧光检测器和自动进样器，大气压化学电 离 源（ＡＰＣＩ）。高 效 液 相 色 谱 系 统 软 件：ＨＰ　Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ　ｓｏｆｔ－

３４



第１期 胡　娜 等：柱前衍生高效液相色谱－荧光检测／质谱联用测定沙棘种子中游离脂肪酸 第３１卷

ｗａｒｅ；质谱系统：Ｅｓｑｕｉｒｅ－ＬＣ　ＮＴ　ｓｏｆｔｗａｒｅ；Ｈｙｐｅｒｓｉｌ　ＢＤＳ　Ｃ８柱（２００×４．６ｍｍ，５μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｃｏ．）；流动

相Ａ：１００％乙腈，流动相Ｂ：５％乙腈；洗脱梯度如下：０ｍｉｎ为６５％Ａ，３５ｍｉｎ为８３％Ａ，５０ｍｉｎ为８８％Ａ，

５５ｍｉｎ为１００％Ａ，６０ｍｉｎ为１００％Ａ；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量１０μＬ，柱温３５℃。荧光激发和发射波长

分别为２７９ｎｍ和３８０ｎｍ。色谱峰按标准对照品保留时间定性，并通过在线质谱鉴定，质谱条件：大气压

化学电离源（ＡＰＣＩ），正离子模式，喷雾压力６０ｐｓｉ，干燥气流量为５Ｌ／ｍｉｎ，干燥气温度３５０℃，Ｖａｐ温度

４５０℃，毛细管电压３　５００Ｖ，电晕电流４　０００μＡ（Ｐｏｓ）。

１．２　试剂与材料

脂肪酸标准品均购自Ｓｉｇｍａ公司；２－（１１－Ｈ－苯－ａ－咔唑）乙基对甲苯磺酸酯（ＢＣＥＴＳ）由尤进茂教授课

题组实验室合成；光谱纯乙腈购于 Ｍｅｒｃｋ公司；Ｎ，Ｎ′－二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）（济宁化学试剂公司）经减压

蒸馏后使用；色谱纯乙腈（禹王试剂公司）；其他试剂均为分析纯。纯水由 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水系统制备。
于２０１２年９月份在青海省循化县白庄镇苏乎沙村采集完全成熟的沙棘果实。分别选取附近４个不

同的采样点进行采样，经中国科学院西北高原生物研究所周昌范工程师鉴定为沙棘（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ　ｒｈａｍ－
ｎｏｉｄｅｓ　Ｌ．）的果实。将榨完果汁剩下的果渣进行清洗，去除果皮，保留种子，并将洗干净的沙棘种子于６０
℃烘箱中烘至恒重。取２０ｇ干燥好的沙棘种子，用高速万能粉碎机粉碎，过４０目筛，备用。

１．３　实验方法

１．３．１　标准溶液的配制与衍生　稀释各标准品储备溶液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ）得各低浓度标准品溶液。准确称

取２２．１５ｍｇ　ＢＣＥＴＳ，用ＤＭＦ定容至１０ｍＬ。标准品溶液衍生：向盛有１５ｍｇ无水Ｋ２ＣＯ３的２ｍＬ安培

瓶中依次加入３０μＬ标准品混合溶液，１２０μＬ　ＢＣＥＴＳ溶液，１５０μＬ　ＤＭＦ，封口后于９０℃恒温水浴下反

应３０ｍｉｎ。反应完毕，冷却，过０．２２μｍ滤膜后，待分析。

１．３．２　脂肪酸供试液的制备与衍生　精确称取约１００．０ｍｇ样品至１０ｍＬ具塞刻度试管中，加入５ｍＬ
石油醚，超声提取１ｈ，取１００μＬ用Ｎ２吹干后，加入１００μＬ的ＤＭＦ和２００μＬ的衍生试剂，封口后于温度

９０℃恒温水浴下衍生３０ｍｉｎ，然后加入２５０μＬ乙腈稀释，过０．２２μｍ滤膜，放入冰箱备用。

２　结果与讨论

２．１　ＨＰＬＣ分离及 ＭＳ鉴定

图２　标准脂肪酸衍生物的色谱分离图
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ｆｒｏｍ
２０ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ
Ｐｅａｋ　ｌａｂｅｌｓ：Ｃ１０（ｄｅｃｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１１（ｕｎｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１２
（ｄｏｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１３（ｔｒｉｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１８∶３（８，１１，
１４－ｏｃｔａｄｅｃａｔｒｉｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１４（ｍｙｒｉｓｔｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１６∶１
（ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１８∶２（９，１２－ｏｃｔａｄｅｃａｄｉｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；
Ｃ１５（ｐｅｎｔａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１６（ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１８∶１
（１２－ｏｃｔａｄｅｃｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１７（ｈｅｐｔａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１８（ｏｃ－
ｔａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ２０∶１（１１－ｅｉｃｏｓｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ１９（ｎｏｎａ－
ｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ２０（ａｒａｃｈｉｄｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ２１（ｈｅｎｅｉｃｏｓｏｉｃ
ａｃｉｄ）；Ｃ２２（ｄｏｃｏｓａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ２３（ｔｒｉｃｏｓａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）；Ｃ２４
（ｔｅｔｒａｃｏｓａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）．

按上述实验条件，２０种标准脂肪酸衍生物获得完全分

离，代表谱图见图２。各组分经液相色谱分离荧光检测后，
直接进入柱后串联质谱进行定性鉴定，２０种脂肪酸的衍生

物一级质谱数据见表１。代表性的ＢＣＥＴＳ－Ｃ１８∶１脂肪酸

的 ＭＳ、ＭＳ／ＭＳ和裂解模式分析见图３。

２．２　方法学验证

优化条件下，对 标 准 系 列 溶 液 平 行６次 进 样 测 定，并

建立标准曲线，各衍生物均 表 现 出 良 好 的 线 性，其 相 关 系

数（ｒ）≥０．９９９５，线性范围是１．５６２～５０ｍｍｏｌ／Ｌ。检测限

（ＬＯＤ）（Ｓ／Ｎ＝３）在０．４２～１．８２ｎｇ／ｍＬ之 间，定 量 限

（ＬＯＱ）（Ｓ／Ｎ＝１０）在１．３４～６．６４ｎｇ／ｍＬ之间，证明该方

法具有较高的灵敏度。将已 知 量 的 脂 肪 酸 标 准 品 加 入 样

品，加标样品用于整个实验过程，包括提取、衍生和进样分

析，实验重复三次。依 据 公 式 计 算 回 收 率，实 验 结 果 显 示

各脂肪酸的加标回收率在９２．６％～１０１．９％范围内，相对

标准偏差（ＲＳＤ）在１．８９％～４．９１％之间，表明这种方法具

有较好的准确度和精确度。实验结果列于表１。

２．３　沙棘种子中游离脂肪酸分析

按上述实验条件，对实际样品衍生后进行色谱分离及质谱鉴定，色谱分离见图４。由于所采四个样点

中沙棘种子中脂肪酸含量相差不大，故仅以４个采样点种子中脂肪酸含量的平均值进行说明。由图４可知，

４４
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表１　脂肪酸衍生物的质谱数据、线性回归方程、相关系数、检出限、重现性与精确度

Ｔａｂｌｅ　１　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｉｏｎｓ［Ｍ＋Ｈ］＋，ｒ，ＬＯＤｓ，ＬＯＱｓ，ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

Ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　 ＭＳ　 ｒ　 ＬＯＤ（ｎｇ／ｍＬ） ＬＯＱ（ｎｇ／ｍＬ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％） ＲＳＤ（％）
Ｃ１０　 ４１６．３　 ０．９９９９　 ０．５３　 １．６１　 ９８．６　 ２．４４
Ｃ１１　 ４３０．１　 ０．９９９５　 ０．４２　 １．３４　 ９９．３　 ３．１１
Ｃ１２　 ４４４．３　 ０．９９９９　 ０．６１　 １．８９　 ９５．５　 １．８９
Ｃ１３　 ４５８．３　 ０．９９９６　 ０．５９　 １．６７　 １０１．９　 ３．０５
Ｃ１８∶３　 ５２１．９　 ０．９９９７　 ０．６７　 １．９１　 ９９．８　 １．９８
Ｃ１４　 ４７２．３　 ０．９９９８　 ０．５５　 １．７１　 ９７．９　 ２．３１
Ｃ１６∶１　 ４９７．８　 ０．９９９６　 ０．７３　 ２．３２　 ９３．５　 ２．４３
Ｃ１８∶２　 ５２３．９　 ０．９９９３　 ０．７６　 ２．５４　 ９７．３　 ３．５０
Ｃ１５　 ４８６．３　 ０．９９９９　 ０．８１　 ２．６１　 ９８．６　 ２．７９
Ｃ１６　 ５００．２　 ０．９９９５　 ０．８７　 ２．７３　 ９６．５　 ３．３８
Ｃ１８∶１　 ５２５．８　 ０．９９９４　 ０．９２　 ２．９８　 ９９．７　 ４．１１
Ｃ１７　 ５１４．４　 ０．９９９５　 ０．８８　 ２．８２　 ９２．６　 ４．２５
Ｃ１８　 ５２８．３　 ０．９９９７　 ０．９９　 ３．２１　 ９４．８　 ３．７７
Ｃ２０∶１　 ５５３．９　 ０．９９９７　 １．１２　 ３．５４　 ９９．３　 ３．９０
Ｃ１９　 ５４２．４　 ０．９９９９　 １．２３　 ３．７３　 １０２．４　 ２．９８
Ｃ２０　 ５５６．３　 ０．９９９８　 １．４１　 ４．１５　 ９４．２　 ３．３３
Ｃ２１　 ５７０．３　 ０．９９９７　 １．５１　 ４．７４　 ９３．５　 ４．１１
Ｃ２２　 ５８４．１　 ０．９９９８　 １．６２　 ４．９５　 ９６．１　 ４．３２
Ｃ２３　 ５９８．４　 ０．９９９６　 １．７６　 ５．３２　 ９３．５　 ３．８９
Ｃ２４　 ６１２．３　 ０．９９９５　 １．８２　 ６．６４　 ９４．８　 ４．９１

图３　油酸（Ｃ１８∶１）质谱图及其质谱裂解模式

Ｆｉｇ．３　ＭＳ　ａｎｄ　ＭＳ／ＭＳ　ｓｐｅｔｒｕｍ　ｏｆ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ　ｏｌｅｉｎｉｃ　ａｃｉｄ（Ｃ１８∶１）ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｌｅａｖａｇｅ　ｍｏｄｅ
ｏｆ　ｐｒｏｔｏｎａｔｅｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｉｏｎ

图４　沙棘种子种脂肪酸衍生物的色谱分离图

Ｆｉｇ．４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ｆｒｏｍ
ｓｅｅｄｓ　ｏｆ　Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ　ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ　Ｌ．

沙棘种子中主要含有的不饱和脂肪酸为亚油酸（Ｃ１８∶２），
亚麻酸（Ｃ１８∶１）和油酸（Ｃ１８∶３）。另外还含有少量的棕榈

油酸（Ｃ１６∶１）。饱和脂肪酸主要以棕榈酸（Ｃ１６）和硬脂酸

（Ｃ１８）为主，含有少量的十三酸（Ｃ１３）、肉豆蔻酸（Ｃ１４）、花

生酸（Ｃ２０）、山嵛酸（Ｃ２２）和木蜡酸（Ｃ２４）。沙棘种子中所

含脂 肪 酸 含 量 分 别 为：Ｃ１３（４９．０μｇ／ｇ），Ｃ１８∶３（１０６０．５

μｇ／ｇ），Ｃ１４（２６．６μｇ／ｇ），Ｃ１６∶１（１０６０．５μｇ／ｇ），Ｃ１８∶２
（２３２５．３μｇ／ｇ），Ｃ１６（５２８．６μｇ／ｇ），Ｃ１８∶１（１９５９．１μｇ／ｇ），

Ｃ１８（２７７．３μｇ／ｇ），Ｃ２０（１８８．３μｇ／ｇ），Ｃ２２（２７．４μｇ／ｇ），

Ｃ２４（３２．５μｇ／ｇ）。由上述数据可知，总不饱和脂肪酸含量

（６４０５．４μｇ／ｇ）远高于总饱和脂肪酸含量（１１２９．７μｇ／ｇ），

５４
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且不饱和脂肪酸约占总脂肪酸的８５．０１％。

３　结论

本文采用柱前衍生液相色谱－荧光检测／质谱联用的方法，对脂肪酸成分进行分析，并对所建立的方法

进行了方法学验证。结果表明该方法简单、快速、检测灵敏度高、准确度和精确度高，可用于植物中脂肪酸

的成分分析。该方法被成功的应用于沙棘种子中的脂肪酸成分分析，结果表明：沙棘种子中含有大量的不

饱和脂肪酸，其比例可占总脂肪酸的８５．０１％。不饱和脂肪酸中主要以亚油酸、油酸和亚麻酸为主，分别

为总脂肪酸的３０．８６％、２６．０１％和１４．０７％。
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