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反相超效液相色谱-质谱联用分离分析食用油中的甘油三酯
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( 上海应用技术学院 化学与环境工程学院，上海 201418)

摘 要 采用反相超效液相色谱-质谱联用的方法分离分析食用油中的甘油三酯。使用总长 40 cm的串联超
效 C18色谱柱( 10 cm + 15 cm + 15 cm) ，以乙腈-异丙醇( 50 ∶ 50，V /V) 为流动相，流速 0． 2 mL /min，柱温
25℃，在大约 74 MPa的高柱压下分离，APCI离子化-质谱检测。食用油以异丙醇溶解后直接进样。实现了对
食用油中甘油三酯组分的更精细区分，获得了玉米油、大豆油、花生油、葵花籽油、稻米油、橄榄油和芝麻油等
市售食用油中甘油三酯组成的谱图。结果显示，甘油三酯在相同食用油中的组成相似，而在不同食用油中的
组成存在差异。采用本方法，通过差异的色谱峰可直接识别出大豆油中掺入的 5%猪油。本方法为识别掺假
食用油提供了有价值的途径。
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1 引 言
三脂肪酸甘油酯( 甘油三酯) 由 1 个甘油分子与 3 个脂肪酸分子结合成酯而成，是食用油的主要成

分。根据碳链的长度以及不饱和度，脂肪酸的种类可高达 800 余种。动物及植物油脂主要集中在含有
0 ～ 3 个双键的 C8 ～ C26的直链脂肪酸，同时由于结合位置的不固定，导致了甘油三酯的种类相较脂肪酸

更趋向于复杂多样［1］。但常见动物油和植物油中主要存在的仅是含有 C16和 C18的甘油三酯，如脂肪酸

为棕榈酸( C16∶ 0，P) 、硬脂酸( C18∶ 0，S) 、油酸( C18∶ 1，O) 、亚油酸( C18∶ 2，L) 、亚麻酸( C18∶ 3，Ln) 的甘油三酯。
其它脂肪酸的甘油三酯含量普遍较低。
目前，在世界范围内广泛存在着食用油掺杂的问题，在中国尤以地沟油掺杂问题备受关注［2 ～ 4］，甘

油三酯作为食用油的主要成分，对其进行分离分析是一个值得关注的研究方向。高效液相色谱-质谱联
用技术( LC-MS) 在分离分析甘油三酯方面具有独特的优势，不同的液相色谱柱可以对甘油三酯形成不
同程度的分离，高灵敏质谱检测器为分离后的定性识别与定量分析提供了重要条件。目前，用于分析甘
油三酯的质谱离子源有 ESI与 APCI两种离子源。ESI源适用于检测中等极性以及强极性的化合物，在
使用 ESI源时可利用多级质谱通过将甘油三酯分子打碎后得到的子离子峰，获得对甘油三酯更好的定
性分析结果［5，6］。通常使用 ESI源时需要在流动相中加入盐类才会有好的离子化效果［7 ～ 9］。APCI 源适
用于弱极性化合物的检测，甘油三酯在 APCI 源中主要形成 3 种类型的碎片离子: 酰基离子( ＲCO) +、
单酰基甘油离子( M + H － ＲCOOH － ＲCO) +和二酰基甘油离子( M + H － ＲCOOH) +，根据这些碎片离子
峰的特征，可以确定甘油三酯的结构［10 ～ 13］。
本实验使用串联长柱建立了超高效液相色谱-质谱联用( UPLC-MS) 分析食用油中甘油三酯组成的

方法。与普通的 HPLC分离相比，本方法可以简便地对食用油中的甘油三酯实现更精细的分离分析，从
而可根据不同食用油之间甘油三酯的精细差异，区分常见食用油，并可检测掺入少量猪油的大豆油。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

LCMS 2020 型超高效液相色谱仪( 日本 岛津公司) ，包括脱气机、两个 LC-30AD泵、CTO-30A 柱温
箱、SIL-30AC自动进样器、SPD-M20A二极管阵列检测器及使用 APCI 源的质谱检测器。数据分析软件
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采用 LabSolution software ( version 5． 53) 。
三油酸甘油三酯、乙腈( HPLC级) 、异丙醇( HPLC级) 均购自国药集团化学试剂有限公司。食用油

样品除猪油为自制外，其它均购自本地超市。
2． 2 实验方法
2． 2． 1 样品及其准备 ( 1) 液体样品 移取 10 μL样品溶于 1000 μL异丙醇中，浓度为 1% ( V /V) ，直
接进样。( 2) 固体样品 称取 0． 5 g溶解于 50 mL正己烷中，浓度为 1% ( w /V) ，直接进样。
2． 2． 2 色谱与质谱条件 液相色谱条件: Thermo Syncronis C18色谱柱( 100 mm × 2． 1 mm，1． 7 μm) 与
两根月旭 Ultimate UHPLC XB-C18 ( 150 mm × 2． 1 mm，1． 8 μm) 色谱柱串联。流速为 0． 2 mL /min，流动
相为乙腈-异丙醇( 50∶ 50，V /V) 等度洗脱。进样量为 1 μL。
质谱条件: APCI电离源，正离子电离模式，质荷比( m/z) 范围 300 ～ 1050，雾化气流速 2． 5 L /min，

干燥气流速 5 L /min，APCI温度 250℃，DL温度 250℃，Heat 温度 200℃，检测器电压 1． 05 kV。

3 结果与讨论
3． 1 实验条件优化
使用单根 C18超效柱( Thermo Syncronis C18 ( 100 mm ×2． 1 mm，1． 7 μm) ) 玉米油的 LC-MS分离总离

子流谱图见图 1A。其中有 6 个甘油三酯的峰，根据所得到的质谱图，推测出其主要的甘油三酯类型为
峰 1 为 LLLn; 峰 2 可能包括 LnSLn /LOLn /LLL; 峰 3 包括 PLL /POL /OLL，峰 4 包括 POL /SLnO /OOL /
SLL; 峰 5 为 POO /PLS /OOO /SLO /SLnS; 峰 6 为 SOO /SSL /POS。不同碳当量数( 为碳数减去两倍双键
数) 的甘油三酯得到了很好的分离，但根据峰 2，3，4，5，6 可以推测，多种拥有相同碳当量数而双键数不
同的甘油三酯依然无法分离。改用 3 根 C18超效色谱柱串联分离玉米油得到的色谱图见图 1B，原先未
完全分离的峰 2，3，4，5，6 又分离出多个甘油三酯的峰。

图 1 C18超效柱对玉米油( A: 单根色谱柱，B: 3 根色谱柱) 分离后的总离子流图

Fig． 1 TIC chromatogram of corn oil by C18 Chromatographic column ( A: one column，B: three columns)
OOL: rac-1，2-dioleoyl-3-linoleoyl-glycerol; ＲOL: rac-1-polmitoyl-2-oleoyl-glycerol

由图 1B可见，在玉米油中共分离出了 13 个峰，其中 9 个较大的峰可以根据其质谱图推测出其甘油
三酯的结构，分别为: LLL，OLL，PLL，OOL，POL，PPL，OOO，POO，PPO。
考察流动相、温度以及流速对玉米油分离和柱压的影响( 表 1) 。增加流动相中异丙醇的量可以减

小保留时间，但分离( Ｒs 为 OOL与 POL两峰之间的分离度) 变差，系统的压力也较大; 当流动相为 40%
异丙醇时，分离度很好且压力也较低，但出峰时间太长。温度增高，保留变小，但分离度下降，显示降低
温度有益于甘油三酯的分离。由于常温条件 ( 25℃ ) 下可以实现很好的分离，故本实验选择 25℃。增
大流速有利分离，但流速在 0． 25 mL /min时压力已达 95 MPa，因而流速选择 0． 2 mL /min。
综上所述，本实验选用 UPLC的实验条件为: 流动相为 50%异丙醇、流速 0． 2 mL /min、柱温 25℃，此

时分离度约为 3． 82，系统压力约为 74 MPa。
实验中，质谱条件 APCI温度、DL温度及 Heat 温度的改变对结果有较大影响，升高 APCI源温度时，
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信噪比很差; 温度降低则会不出峰。本实验直接选取仪器自动调谐后的 APCI 温度、DL 温度以及 Heat
温度进行实验。

表 1 不同条件下玉米油中 OOL和 POL的保留时间，分离度以及系统压力
Table 1 Ｒetention time，resolution and pressure of OOL and POL in corn oil under different conditions

条件 Condition
保留时间 Ｒetention time ( min)

OOL POL
分离度

Ｒesolution ( ＲS )
压力

Pressure ( MPa)

柱温
Column temperaturea ( ℃ )

15 57． 47 61． 56 4． 52 88
20 53． 11 56． 19 3． 78 78
25 49． 65 52． 20 3． 82 74
30 42． 07 44． 14 3． 22 67
40 32． 86 34． 06 1． 82 59
50 26． 15 26． 95 1． 79 52

流速
Flow rateb ( mL /min)

0． 1 75． 37 78． 67 3． 47 33
0． 15 56． 18 59． 05 3． 46 55
0． 2 49． 65 52． 20 3． 82 74
0． 25 35． 82 37． 87 4． 65 95

流动相 Mobile phase
( 异丙醇的比例 Ｒatio of isopropanol) c

40% 63． 97 67． 54 9． 59 55
50% 49． 65 52． 20 3． 82 74
60% 24． 16 25． 25 2． 35 88

注: a，流速 0． 2 mL /min流动相为 50%的异丙醇; b，柱温 25℃流动相为 50%的异丙醇; c，柱温 25℃流速 0． 2 mL /min。
a，Flow rate is 0． 2 mL /min，mobile phase is 50% isopropanol; b，Column temperature is 25℃，mobile phase is 50% isopropanol; c，Column
temperature is 25℃，flow rate is 0． 2 mL /min．

3． 2 重复性、线性关系与检出限
使用 1% ( V /V) 三油酸甘油酯样品，按 2． 2 节进行操作，并分别重复 5 次，计算得到 1% ( V /V) 三油

酸甘油酯组分峰面积的相对标准偏差( ＲSD) 为 4． 9%。
使用 2． 2 节方法分别配制浓度为 0． 05% ～ 1% ( V /V) 的三油酸甘油酯样品进行分析，得到峰面积-

浓度的线性方程为 y = 1． 07 × 107 + 2． 06 × 108x，相关系数 0． 9987。以 0． 01% ( V /V) 三油酸甘油酯为样
品分析得到的信噪比( S /N) 为 5． 48，显示本方法对三油酸甘油酯的检测限低于 0． 01% ( V /V) 。
3． 3 食用油样品的分析
3． 3． 1 不同厂家玉米油的分析 图 2 显示了不同厂家玉米油的分析结果。从图 2 可见，相同的玉米油
拥有相似的甘油三酯类型和含量，仅在某些峰的面积上存在细微差别。
3． 3． 2 不同种类食用油的分析 不同种类的食用油之间显示出一些明显的差异，如图 2 的玉米油与
图 3中的花生油、葵花籽油、稻米油、橄榄油和芝麻油，以及图4中大豆油的谱图。不同种类食用油之间
在甘油三酯得到精细分离后存在明显区别，其中橄

榄油与其它食用油之间的区别最为明显，而大豆油

与玉米油之间的区别最小。

图 2 不同厂家玉米油的分析结果
Fig． 2 TIC chromatograms of different corn oils

图 3 不同类型食用油( a: 花生油，b: 葵花籽油，c: 稻
米油，d: 橄榄油，e: 芝麻油) 的分析结果
Fig． 3 TIC chromatograms of different oils ( a: peanut
oil; b: sunflower seed oil; c: rice oil; d: olive oil;
e: sesame oil)
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放大玉米油和大豆油的总离子流谱图进行比较( 图 4) 。可以看出，大豆油在保留时间 22 和 29 min
左右有两个峰明显大于玉米油相应位置的峰，其峰强度相差超过 10 倍。在 27 min附近( 图中虚线) ，玉
米油有两个峰，而大豆油有 5 个峰; 在 35 min左右，玉米油和大豆油有相似的 4 个峰; 在 42 ～ 50 min，玉
米油和大豆油都有明显的 4 个峰，但 45 min的峰具有不同的面积( 图中大豆油该峰的保留时间有少量
延迟) 。因此，可以通过保留时间在 22 和 29 min的峰识别两种相似的食用油。其它差异较大的食用油
可以更容易地在图 2、图 3和图 4 中识别出特征。这为不同食用油的区分和识别提供了条件。

图 4 玉米油和大豆油总离子流图比较
Fig． 4 TIC chromatograms of corn oil and soybean oil

实际上，动物油具有与植物更大的甘油三酯组分差异。图 5c 100%猪油的分析谱图与图 2 ～图 4

图 5 玉米油和大豆油存在不同含量猪油的分析谱图
Fig． 5 Chromatograms of corn oil and soybean oil containing
different content lart
a． 10%猪油 + 90%玉米油; b． 5%猪油 + 95%玉米油; a． 100%

猪油。

a． 10% Lard + 90% Corn oil; b． 5% Lard + 95% Corn oil;

c． 100% Lard．

中的各种植物油存在很大的差异。
因此，可以认为，在对甘油三酯组分 UPLC-MS

精细分离的情况下，相同食用油之间甘油三酯组分

的分布和含量差异不大，而不同食用油之间则存在

可供识别的差异，其中动物油与植物油之间的差异

很大。推测这种甘油三酯之间的差异可能与食用油
来源的种属差异及其存在的酯酶差异有关。
3． 4 玉米油 /大豆油中掺杂猪油的检测
考虑到潲水油和劣质动物油两类地沟油中均

会存在掺入动物油的情况，本研究利用动物油与

植物油之间的明显差异，以常用的玉米油以及大

豆油中加入不同比例的猪油为样品，采用 2． 2 节
的方法对其进行分离分析，结果见图 5。峰 B 和 E
在猪油中具有特征性，在玉米油和大豆油中通过

比较峰 A 和 B 之间的高度比，选择峰高比 A /B =
1． 0 为指标，可以识别掺杂 10%猪油。而通过比
较玉米油中峰 C和 E的高度以及大豆油中 D和 E 的高度，选择峰高比 C /E = 1． 0 和峰高比 D /E = 1． 0
为指标，在掺杂 5%猪油时仍可看出与不含猪油的大豆油存在差异。
选取 100%玉米油中峰 A和峰 B的峰高的比值 A /B、以及峰 C 和峰 E 的峰高比值 C /E，大豆油中

同样选择 A /B、以及峰 D和峰 E的峰高比值 C /E，计算的数据见表 2。在玉米油中掺杂了猪油以后，无
论是 A /B还是 C /E都会相应增加，且 C /E增加的更多。豆油在掺杂了猪油后，同样的 A /B 和 D /E 也
是有相应的增加，D /E增加的幅度也更大。因此，通过选择“峰高比为 1． 0”这个指标，可实现 10%猪油
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掺杂玉米油的识别以及 5%猪油掺杂大豆油的识别。因此，根据对不同食用油品种差异的研究，可通过
建立特定食用油中掺入其它食用油的鉴别方法，实现对掺假食用油的准确识别。

表 2 掺杂不同浓度的猪油后玉米油和大豆油的 A/B ，C /E，D/E峰指标
Table 2 Indicators of peak height ratio ( A/B，C /E，D/E) of different content of lard in corn oil and soybean oil

掺杂不同浓度猪油的玉米油和大豆油
Different content of lard in corn oil and soybean oil

峰指标 Indicators of peak
A /B C /E D /E

100%玉米油 100% Corn oil 1． 32 1． 11 N /A
90%玉米油 + 10%猪油 90% Corn oil + 10% lard 1． 09 0． 95 N /A
80%玉米油 + 20%猪油 80% Corn oil + 20% lard 0． 97 0． 82 N /A
50%玉米油 + 50%猪油 50% Corn oil + 50% lard 0． 77 0． 52 N /A

100%大豆油 100% Soybean oil 1． 08 N /A 1． 06
95%大豆油 + 5%猪油 95% Soybean oil + 5% lard 1． 05 N /A 1． 09
90%大豆油 + 10%猪油 90% Soybean oil + 10% lard 1． 01 N /A 0． 93
80%大豆油 + 20%猪油 80% Soybean oil + 20% lard 0． 91 N /A 0． 76
50%大豆油 + 50%猪油 50% Soybean oil + 50% lard 0． 76 N /A 0． 51

100%猪油 100% Lard 0． 53 0． 35 0． 31

4 结 论
采用 3 根超高效色谱柱串联的方法，使用 UPLC-MS，在高柱压下对食用油中的甘油三酯进行了分

析。有文献提出增大柱压有利于脂类化合物分离［14］，本研究将 3 根色谱柱串联，也在高柱压的条件下
获得了较好分离，由原来单根色谱柱的6 个峰改进到串联后的 13 个峰，使拥有同分异构的部分甘油三
酯也得到了分离。通过对不同厂家及不同种类食用油的分析，显示同种食用油之间的差别很小，而不同
种类的食用油之间差异明显。对掺杂猪油的分析结果显示，5%猪油掺杂大豆油可以被识别。
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Separation of Triacylglycerols in Edible Oil by Ｒeversed Phase Ultra
Performance Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy

HE Ｒong，SHAN Xiao-Lin，DONG Fang-Yuan，XU Xu*

( School of Chemical and Environmental Engineering，Shanghai Institute of Technology，Shanghai 201418，China)

Abstract A reversed phase ultra performance liquid chromatography-mass spectrometric method was
developed for the separation and analysis of triglycerides in edible oils． The samples were separated by using
three ultra performance C18 columns in series with a total length of 40 cm ( 10 cm + 15 cm + 15 cm) at high
pressure with acetonitrile-isopropanol ( 50∶ 50，V /V) as mobile phase at a flow rate of 0． 2 mL /min and at
column temperature of 25℃，and detected by APCI ionization-mass spectrometry． The edible oil sample was
dissolved in isopropanol and injected in LC-MS directly． The triglycerides in edible oils were distinguished to
their better fine components which included corn oil，peanut oil，sunflower seed oil，rice oil，olive oil，sesa-
me oil and soybean oil． The chromatograms of different edible oils showed that the same kind of edible oil was
composed of similar triglyceride composition and content，while the different kind of edible oils differed． The
experimental result showed that the method could be use for identifying 5% lard adulterated in soybean oil．
The method suggests a significant research way for identifying adulteration in edible oil．
Keywords Ｒeversed phase ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry; Triglycerides;
Edible oil
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