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摘要：建立了测定乳脂中 !"#+,，$%&’#+$$ +共轭亚油酸（<=>）的毛细管气相色谱方法。样品经正己烷 +异丙醇提取、

甲醇 +甲醇钠甲酯化后，进行气相色谱分析；采用程序升温，以保留时间定性，外标法定量。采用该方法测得共轭 亚

油酸的回收率为 $"". !#?，相对标准偏差（@AB）为 $. ,?（’ / #），检测限为 $ %C D =。该方法样品用量少，前处理简

单，建立的实验条件准确可靠，不仅可以用来测定 !"#+,，$%&’#+$$ +<=> 的含量，而且对于乳制品中所含的其他脂肪

酸的分析测定也具有指导意义。
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- - 共轭亚油酸（<=>）是指一系列含有共轭双键、

但位置和空间构型不同的十八碳二烯酸同分异构体

的混合物，在 !" 世纪 +" 年代中期由 R-’.7- 等［$ 0 *］

首先从研磨的牛肉中发现，以后相继在不同的牛肉

和牛奶制品中检测到。天然来源的共轭亚油酸主要

存在于反刍动物的肉品和乳制品中，以 !"#+,，$%&’#+
$$ +<=> 为主，约 占 总 <=> 的 (&? ’ ,"?［%］。大 量

研究表明，<=> 具有抗肿瘤、降低脂肪积累、抗动脉

粥样硬化、增强机体免疫力、预防糖尿病等多种生理

功能，对 人 体 健 康 具 有 十 分 重 要 的 意 义［&］。 随 着
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!"# 异 构 体 生 理 功 能 的 发 现 和 对 其 不 断 深 入 的 研

究，!"# 异构体的分析测定技术已受到越来越广泛

的关注。脂肪酸的常用分析方法是将其衍生为易挥

发 的 甲 酯 等 酯 化 物，采 用 高 效 液 相 色 谱

（$%"!）［# $ %］、气相色谱（&!）［& $ ’］或气相色谱’质谱

联用（ &!’()）［() $ ((］进 行 分 离 测 定。 目 前，国 内

!"# 的 研 究 还 处 于 起 步 阶 段，仅 见 使 用 !%*#+
*!!, 毛细管柱（+) - , )- *+ -- ./ 0/ ），尚未见使

用 ()) - 长 毛 细 管 柱 的 气 相 色 谱 法 测 定 乳 脂 中

!"# 的报道。本研究建立了应用毛 细 管 气 相 色 谱’
氢火焰离子 化 检 测 器（&!’123）进 行 乳 脂 中 !"#’’，

$%&’#’(( ’!"# 测定的方法，采用极性非常强的脂肪

酸甲酯 测 定 专 用 毛 细 管 柱［(!］，使 !"# 异 构 体 能 更

好地分离，提高了检测方法的灵敏度，可准确、快速、

简便地测定乳脂中的 !"#’’，$%&’#’(( ’!"#。

!" 实验方法

! ! !" 仪器与试剂

. . #4.5678 #&’)9 气相色谱仪，#4.5678 %#&+ 自 动

进样器，分 流 : 不 分 流 进 样 口，火 焰 离 子 化 检 测 器，

$% 化学工作站；&!3’+))# 氢气发生器，$688.;< 高

速冷冻离心机。

. . !"#’’，$%&’#’(( ’!"# 甲 酯（ 纯 度 ’’=，美 国

(>8?6@>，27;），正 己 烷（ 纯 度 ’*=，高 效 液 相 色 谱

（$%"!）级，AB32# 27;），甲醇（$%"! 级），异丙醇、

甲醇钠、硫酸钠、乙酸甲酯、无水氯化钙、草酸、乙醚，

均为国产分析纯试剂。

! ! #" 优化的色谱条件

. . )CD65;E )%!*#) 脂 肪 酸 甲 酯 测 定 专 用 毛 细 管

柱（ ()) - , )- !* -- ./ 0/ , )- !) !-；)CD65;E
27;，,6556FE786，%#）。程 序 升 温 方 法：初 始 温 度 为

(*) G，保 持 * -.7 后 以 ! G : -.7 的 速 率 升 至

(%* G，保 持 (* -.7 后 以 % G : -.7 的 速 率 升 至

!)) G，保 持 !) -.7 后 以 * G : -.7 的 速 率 升 至

!!) G，保持 !* -.7；总 运 行 时 间 为 &* -.7。 载 气

为氦气（$6）（ 纯度 ’’- ’’’=，,H! 公司），流 量 (- (
-" : -.7；氢气（$! ）流量 ") -" : -.7；空气流量 "*)
-" : -.7。进样口 和 123 的 温 度 为!*) G，进 样 量

(- ) !"，分流比 !)/ (。

! ! $" 标准溶液的配制

. . 准 确 称 取 !"#’’，$%&’#’(( ’!"# 甲 酯 标 准 品

!* -4 置 于 () -" 容 量 瓶 中，用 正 己 烷 定 容，振 荡

摇匀，即得 !- * 4 : " 的 标 准 储 备 液。用 正 己 烷 逐 级

稀释至所需要的浓度。

! ! %" 样品前处理

. . 取 新 鲜 奶 样 离 心（& ))) ? : -.7，!* -.7，& G）

后，取 +)) -4 乳脂于试管中，加入 *- " -" 正己烷’
异丙醇（ 体 积 比 为 + / !）溶 液 混 匀，静 置 分 离 二 相。

取上层有机相，经无水硫酸钠干燥后，用氮气吹干。

取提取后的油脂") -4，溶于 ! -" 正己烷中，加 入

") !" 乙酸甲酯 混 匀，然 后 加 入 ") !" 甲 酯 化 试 剂

（ 甲醇’甲醇钠，体 积 比 为( / %* / ) / "）混 匀 并 放 置 ()
-.7，最后加入 #) !" 中止剂（( 4 草酸加至 +) -"
乙醚中配成），放置 ( < 后离心（! #)) ? : -.7，* -.7，

* G），取上清液供测定用。

! ! &" 定性和定量分析

. . 在上述优化的色谱条件下测定 !"#’’，$%&’#’(( ’
!"# 标准品和 乳 脂 样 品，以 保 留 时 间 定 性，以 外 标

法定量。

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱分析结果

. . 在上述优化的色谱条件下，!"#’’，$%&’#’(( ’!"#
（(- !* 4 : "）标准溶液和乳脂样品中的 !"# 都 达 到

基线分离，结果见图 (。

图 !" （"）!"##’，$%&’##!! #$%& 标准品和

（’）乳脂样品的气相色谱图

()*! !" $+,-."/-*,".0 -1（"）!"##’，$%&’##
!! #$%& 0/"23",3 "23（’）" .)45 1"/

# ! #" 线性范围与检测限［!$］

. . 将 !"#’’，$%&’#’(( ’!"# 标 准 品 配 制 成 )- ))"，

)- )!，)- (，)- *，!- * 4 : " 系 列 标 准 溶 液，分 别 进 样，

·#"#·
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计算不同质 量 浓 度 下 的 峰 面 积。以 峰 面 积 ( 对 其

质量浓度 )（ " # $）进 行 线 性 回 归 分 析，得 到 线 性 回

归方程和相关系数分别为 ( % "&’( ’)) * +( &&，%) %
+( ### #；线性范围为 +( ++, - )( & " # $。最低检测限

（ 以信噪比为 ’ 计）为 $ %" # $。

! ! "# 回收率测定

! ! 取 +( & %$ 样品液（ !"#!#，$%&’#!$$ !&$’ 的质量

浓度为 +( ’#) " # $）" 份，分 别 加 入 !"#!#，$%&’#!$$ !
&$’ 标准液（ 质量浓度为 +( & " # $）+( & %$，置于具

塞试管 中，作 为 加 标 样 品 液。 将 上 述 样 品 溶 液 按

“$( ,”节所述方法处理，按“$( )”节所述色谱条件测

定，测得 !"#!#，$%&’#!$$ !&$’ 的平均加标回收率（’
% "）为$++ ( )")，相对标准偏差（*+,）为 $ ( #)。

! ! $# 样品测定

! ! 应 用 所 建 立 的 方 法，对 . 份 不 同 奶 样 乳 脂 中

!"#!#，$%&’#!$$ !&$’ 的含量进行测定，结果依次为：

$ ( $/，+ ( &,，+ ( ,)，+ ( ".，+ ( #$，+ ( .’，$ ( +, 和 $ ( &&
%" # "。

! ! %# 讨论

! ! 天然和人工合 成 的 物 质 中 含 有 多 种 &$’ 异 构

体，为了深入研究它们的含量和功能，必须建立高质

量的分析方法。由 于 &$’ 不 稳 定 很 易 转 变 成 其 他

异构体，所以在测定前必须对样品进行甲酯化处理。

一般而言，酸催化甲酯化方法在酯化过程中易产生

其他异构体和含甲氧基反应产物，这些产物影响脂

肪酸的分析，因 此 不 太 适 合 脂 肪 酸 甲 酯 的 制 备；此

外，升 高 温 度 及 酯 化 反 应 时 间 也 影 响 甲 酯 化 产

物［$+ * $$，$,］。为此我们采用以甲醇钠!甲醇为甲酯化

试剂的方法进行甲酯化［$&］，取得了理想的结果。在

进行 -& 分析时所选用的色谱柱的类型和长度均对

分析结果 有 很 大 的 影 响。 为 了 得 到 较 好 的 分 离 效

果，在共轭亚油酸分析中，采用 +.!)&"+ 这一极性非

常强的脂肪 酸 甲 酯 测 定 专 用 毛 细 管 柱 是 非 常 必 要

的［$+，$)］。采 用 本 方 法 能 够 成 功 地 分 离 、测 定 !"# !#，

$%&’#!$$ !&$’；目前，本实验室已将此方法应用于课

题中实际奶样测定的研究，说明所建立的实验条件

准确可靠。

! ! 总之，采用毛细管气相色谱!氢火焰离子化检测

器测定乳脂中的 !"#!#，$%&’#!$$ !共轭亚油酸的方法

具有样品前处理简单、耗用试剂少、灵敏度及回收率

高、重现性好等诸多特点。该方法不仅可以测定分

析 !"#!#，$%&’#!$$ !&$’ 的 含 量，而 且 对 于 乳 制 品 中

的其他脂肪酸含量的测定也具有指导意义，很适宜

推广应用。
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