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蕨类植物中脂肪酸（Ｃ１～Ｃ１０）的毛细管电泳分离分析
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摘　要：建立了一种用于测定蕨类植物中（Ｃ１～Ｃ１０）脂肪酸成分的毛细管电泳检测方
法。用含有β－ＣＤ的硼砂缓冲溶液为背景电解质，１０种脂肪酸在１７ｍｉｎ内可实现快
速、高效的基线分离。各脂肪酸成分在０．０７～５．０μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内呈良好的线性
关系，相关系数ｒ２为０．９９８３～０．９９９８，保留时间和峰面积的相对标准偏差分别为

０．３４％～０．５２％和１．３６％～１．９４％，检测限（３倍信噪比）为０．０２７～０．０４２μｍｏｌ／Ｌ。
该方法准确可靠，在最优化条件下对卷柏实际样品进行的定性定量检测实验，结果较好。
关键词：脂肪酸；柱前衍生；卷柏
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蕨是一类名贵的天然野生植物，《本草纲目》中所记载的蕨类植物就有十几种。到目前为止，作药用的

蕨类［１］，至少有一百多种。例如用卷柏外敷，治刀伤出血；用江南卷柏治湿热黄疸、水肿、吐血等症。除药

用外，蕨菜被当今国内外营养学家誉为“森林蔬菜”，其味道鲜美，质地脆嫩，营养丰富［２］。经检测蕨类植物

富含蛋白质、钙、铁等矿物质及多种脂肪酸。脂肪酸是生物体内重要的营养代谢物质，其含量测定对进一

步深入研究病理学和生理学以及临床诊断具有重要的意义［３］。蕨类植物体内富含多种脂肪酸，特别是Ｃ１
～Ｃ１０脂肪酸，因此对其定性定量分析，在饮食营养和保健品、药物开发方面都具有重要的指导意义。目前

对脂肪酸分离分析最常用的方法是高效液相色谱法［４－５］，但存在溶剂消耗量大，分析时间长，色谱柱价格

昂贵等缺点。
毛细管电泳分析法对酸类物质分离分析首先是９０年代提出的［６］，近几年有了较大发展［７－８］。但脂肪

酸在２００ｎｍ以上大多无紫外吸收或紫外吸收较弱，所以一般采用毛细管电泳－间接紫外检测方法［９］，但存

在灵敏度低和线性范围窄，及背景吸收不稳定或基线漂移严重，难以保证峰形对称等诸多缺点。本实验采

用７－氨基－１，３－萘二磺酸（ＡＮＤＳＡ）作为柱前衍生试剂［１０］，经过衍生条件的优化获得了稳定的脂肪酸衍生

物，大大提高了检测灵敏度，改善了分离度。该法用于实际样品卷柏的测定，获得满意结果。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

ＨＰ－３Ｄ毛细管电泳仪（美国，Ａｇｉｌｅｎｔ公司），熔融毛细管总长５８．５ｃｍ×５０μｍ　ｉ．ｄ．，有效柱长为５０ｃｍ。
脂肪酸标准品（北京百灵威有限公司），７－氨基－１，３－萘二磺酸（ＡＮＤＳＡ，天津博迪化工有限公司）。配

制脂肪酸标准品浓度为５．０×１０－４　ｍｏｌ／Ｌ，７－氨基－１，３－萘二磺酸衍生试剂溶液浓度为５．０×１０－４　ｍｏｌ／Ｌ，

１－（３－二甲氨基丙基）－３乙基碳二亚钠盐酸盐（ＥＤＣ，美国Ｓｉｇｍａ公司）为１．０×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ，色谱纯乙腈（禹
王试剂公司），Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺（ＤＭＦ，上海试剂厂）。水为 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水。

１．２　标准品的衍生化

依次向安培瓶中加入２５μＬ混合标准液，７５μＬ　７－氨基－１，３－萘二磺酸衍生试剂和１５０μＬ　ＥＤＣ，密封
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后于６０℃水浴中反应１５ｍｉｎ。取出冷却后，用乙腈稀释至２．５ｍＬ备用。

１．３　实际样品预处理

将新鲜卷柏（蕨类）植物水洗干燥，经粉碎后，称取０．１０２２ｇ于具塞锥形瓶中，移取１０ｍＬ氯仿浸泡，
超声振荡３０ｍｉｎ，放置过夜后过滤。残余物再加入２ｍＬ氯仿洗涤，合并氯仿层，加入１．５ｍＬ氨水超声振

荡２０ｓ，用Ｎ２吹干后，用１ｍＬ　ＤＭＦ溶解，４℃下保存备用。

２　结果与讨论

２．１　分离条件的优化

２．１．１　缓冲体系及ｐＨ　硼酸盐缓冲液是毛细管电泳常用的缓冲液体系，而硼酸盐缓冲液ｐＨ影响电泳

淌度。在硼酸盐的浓度为１０～４０ｍｍｏｌ／Ｌ对１０种脂肪酸衍生物混合样进行分析。结果表明，当硼酸盐

的浓度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ时，可检测到１０种脂肪酸衍生物的信号峰，继续增加硼酸盐浓度，分离效果无明显

改善而分离时间延长，所以确定硼酸盐浓度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ。固定硼酸盐溶液为３０ｍｍｏｌ／Ｌ，调节其ｐＨ值

为９．１～９．７，分析混合标样。由图１可知，随着ｐＨ增加到，分析物之间分离度随之增加，但ｐＨ为９．７时

分离效率呈下降趋势，且由于ＯＨ－ 浓度的增大，导致离子强度过高，基线漂移严重不利于分析测定。综合

考虑，选择缓冲液ｐＨ为９．５。

图１　缓冲溶液ｐＨ值对１０种脂肪酸标准品分离效果的影响

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｂｏｒａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ　ｐＨ　ｏｎ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　１０ｓｔａｎｄａｒｄ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ

２．１．２　有机添加剂的影响　β－ＣＤ是 一 种 理 想 的 有 机 添 加 剂［１１－１２］，它 有 利 于 提 高 毛 细 管 电 泳 的 分 离 效

果。在选定的硼砂溶液（３０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝９．５）中，分别添加１０、１５ｍｍｏｌ／Ｌ的β－ＣＤ，考察β－ＣＤ浓度对各

组分分离度的影响。由图２可以看出：β－ＣＤ浓度在１０～１５ｍｍｏｌ／Ｌ范围内１０种脂肪酸衍生物之间的分

离度随β－ＣＤ浓度增加而逐渐增加。当β－ＣＤ浓度高于１５ｍｍｏｌ／Ｌ时，受β－ＣＤ溶解度影响，分离难度增

加。综合考虑选择β－ＣＤ浓度为１５ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．１．３　温度的影响　本实验考察了温度在１０～３０℃范围变化对分离度的影响。结果表明此范围内温度

变化对分离影响不明显，为防止温度过高产生较大的焦耳热，选择分离温度２０℃。
最终确定最优分离条件为：含１５ｍｍｏｌ／Ｌβ－ＣＤ的３０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐缓冲溶液（ｐＨ为９．５）作为背景

电解质，柱温２０℃，分离电压１８ｋＶ。

２．２　方法验证

配制－系列衍生的１０种脂肪酸按优化条件分离分析，并进行线性回归，结果表明：在０．０７～５μｍｏｌ／Ｌ
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线性范围内，峰面积和每种分析物浓度之间有很好的相关性。在信噪比为３的基础上，１０种分析物的检

测限为０．０２７～０．０４２μｍｏｌ／Ｌ。
在上述最优化条 件 下 考 察 迁 移 时 间 与 峰 面 积 重 现 性，迁 移 时 间 相 对 标 准 偏 差（ＲＳＤ）为０．３４％～

０．５２％，峰面积ＲＳＤ为１．３６％～１．９４％，表明本实验建立的方法对脂肪酸的测定是可行的。

２．３　方法的应用

按前述优化条件，对１０种脂肪酸标准品衍生物进行毛细管分离分析，结果见图２（Ａ）；卷柏实际样品

按１．３节方法衍生化，典型电泳谱图见图２（Ｂ）。卷柏中含Ｃ１，Ｃ２，Ｃ４，Ｃ６，Ｃ８，Ｃ９，Ｃ１０脂肪酸。卷柏实际样

品中各脂肪酸含量见表１。

图２　标准品（Ａ）和卷柏样品（Ｂ）电泳谱图

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄ　ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ　ｓａｍｐｌｅ（Ｂ）
Ｐｅａｋｓ：１．ｆｏｒｍｉｃ　ａｃｉｄ；２．ａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ；３．ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ　ａｃｉｄ；４．ｂｕｔｙｒｉｃ　ａｃｉｄ；５．ｖａｌｅｒｉｃ　ａｃｉｄ；６．ｈｅｘａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ；７．ｈｅｐｔｏｉｃ　ａｃｉｄ；８．ｏｃｔｏｉｃ　ａｃｉｄ；
９．ｐｅｌａｒｇｏｉｃ　ａｃｉｄ；１０．ｄｅｃｏｉｃ　ａｃｉｄ；Ｒ，７－ａｍｉｎｏ－１，３－ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ　ｄｉｓｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ．

在优化条件下做回收率实验，数据见表１。在卷柏中１０种脂肪酸的回收率分别在９６．７％～１０１．９％
之间，ＲＳＤ在１．３％～３．４％之间，结果显示该方法对于上述分析物的同时测定是比较准确的。

表１　卷柏中脂肪酸含量测定（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ，ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ　ｓｐｉｋｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ（ｎ＝３）

Ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓ

Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ
Ｃｏｎｔｅｎｔｓ
（μｇ·ｇ

－１）
Ａｄｄｅｄ
（μｇ·ｇ

－１）
Ｆｏｕｎｄ
（μｇ·ｇ

－１）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＲＳＤ
（％）

Ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓ

Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ
Ｃｏｎｔｅｎｔｓ
（μｇ·ｇ

－１）
Ａｄｄｅｄ
（μｇ·ｇ

－１）
Ｆｏｕｎｄ
（μｇ·ｇ

－１）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＲＳＤ
（％）

Ｃ１ ２．０６　 ９．２　 １１．１　 ９７．９　 ３．４ Ｃ６ ４．２８　 ２３．２　 ２７．６　 １００．７　 １．３
Ｃ２ ２．９３　 １２．０　 １４．６　 ９７．３　 ２．８ Ｃ７ ＊ ２６．０　 ２６．５　 １０１．９　 １．７
Ｃ３ ＊ １４．８　 １５．０　 １０１．２　 １．７ Ｃ８ ３．９９　 ２８．８　 ３２．６　 ９９．２　 ２．３
Ｃ４ １．９１　 １７．６　 １９．４　 ９９．１　 ２．１ Ｃ９ ３．３０　 ３１．６　 ３３．９　 ９６．８　 ２．２
Ｃ５ ＊ ２０．４　 １９．７　 ９６．７　 ２．６ Ｃ１０ ２．６４　 ３４．４　 ３６．９　 ９９．７　 １．７

　＊ｎｏｔ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

３　结论

本实验建立了一种用于测定蕨类植物中脂肪酸成分的毛细管电泳－紫外检测方法。１０种脂肪酸在１７
ｍｉｎ内实现完全基线分离。该方法分离效果好，具有良好的线性关系，较高的精密度和回收率，为进一步

分离研究长链脂肪酸奠定了基础，对发掘蕨类植物潜在的经济价值提供了一定的参考。
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