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质谱特征结合等效链长定性分析植物油中的脂肪酸

梁楠楠　张良晓　王向利　谭斌斌　梁逸曾＊
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摘　要　建立了质谱特征结合等效链长快速定性植物油中脂肪酸的方法。首先根据质谱特征判断脂肪酸的

类型并鉴定出其中的饱和脂肪酸甲酯，然后利用它们的保留时间信息计算得到不饱和脂肪酸甲酯的等效链

长值，与已建立的脂肪酸甲酯数据库对照实现不饱和脂肪酸甲酯的结构鉴定。用 ＮａＯＨ－甲醇对５种常见植

物油（花生调和油、茶籽调和油、菜籽油、葵花籽油、大豆油）中的脂肪酸进行衍生和提取，采用ＤＢ－２３石英毛

细管柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５ !ｍ）分离脂肪酸甲酯的同系物和异构体，气相色谱质谱法（ＧＣ／ＭＳ）测定，结

果表明，５种样品油中所含不饱和脂肪酸的组成和含量上均存在明显差异。本方法无需标准品即可快速定性

检测脂肪酸同系物及异构体，适用于油脂、食品中脂肪酸的成分分析。

关键词　脂肪酸；质谱特征；等效链长（ＥＣＬ）；植物油；气相色谱／质谱
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１　引　言

气相色谱质谱法因其灵敏度高，检出限低等优点广泛应用于食品医药分析、代谢组学和环境化学等
领域［１～５］。气相色谱质谱相对液相色谱质谱的优势在于其重现性好，噪声和背景影响小，有利于建立标
准物质质谱数据，继而利用相似度搜索的方法进行智能化的结构鉴定。由美国国家标准技术研究院推
广和维护的标准物质质谱数据库ＮＩＳＴ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）就是一个成
功的例子。然而，利用相似度匹配时往往受到来自库内相似质谱的干扰，这些干扰可能来源于同系物、
同分异构体或库内其它类型的化合物，从而难以从相似度非常接近的列表中选出正确的定性结果。在
这种情况下，仅通过质谱库相似度检索无法准确鉴定有机化合物的结构。此时，一般需要将标准品在与
样品相同的色谱条件下进行分析，通过与标准脂肪酸甲酯的保留时间和质谱进行比较，确定样品中各脂
肪酸甲酯的组成［６，７］。这造成价格昂贵的标准品在不同实验条件下重复使用，能否结合保留指数信息
建立脂肪酸甲酯标准质谱和保留指数数据库，尽可能多的利用样本本身的信息计算保留指数成为保证
定性结构准确度并避免标准品使用的关键。
植物油与人体健康密切相关，主要成分为甘油三酯，经人体消化分解为甘油和脂肪酸。植物油中含

有丰富的不饱和脂肪酸，甲酯化得到脂肪酸甲酯，其双键数目相同，但位置不同的异构体的质谱规律基
本一致，得到的质谱图十分相似，不能用质谱相似度匹配确定双键的位置［８］，因此有必要发展新的定性
方法，以满足脂肪酸的定性分析的需求。本研究借助色谱保留指数（等效链长，Ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ　ｃｈａｉｎ
ｌｅｎｇｔｈ，ＥＣＬ），结合质谱裂解规律［９，１０］，根据质谱特征离子确定正构饱和脂肪酸甲酯组成，利用其保留
时间计算植物油ＧＣ／ＭＳ总离子流图中不饱和脂肪酸甲酯的等效链长，与已建立的数据库对照，得到不
饱和脂肪酸甲酯的分子结构，不使用标准品即可实现脂肪酸甲酯的准确鉴定。

２　实验部分

２．１　仪器与试剂
可调微量移液器（美国赛默－飞世尔公司）；ＷＨ－２微型涡旋混合器（上海沪西分析仪器有限公司）；

Ｂ３２００Ｓ－Ｔ超声波清洗机（必能信超声（上海）有限公司）；ＪＹ２００１电子分析天平（上海精密科学仪器有限
公司）；ＤＺ－１ＢＣ真空干燥箱（天津市泰斯特仪器有限公司）；ＧＣＭＳ－ＱＰ２０１０型气相色谱质谱联用仪（日
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本岛津公司）。
十七烷酸甲酯（Ｃ１７∶０甲酯，＞９９．０％，Ｓｉｇｍａ公司）；脂肪酸甲酯混合标准品（Ｎｏ．４７８８５－Ｕ，＞９９．

０％，Ｓｉｇｍａ公司）；甲醇（色谱纯），ＮａＯＨ、正己烷（分析纯）。

２．２　样品及其处理
市售植物油：花生调和油（配料为花生油，菜籽油，芝麻油）；茶籽调和油（配料为油茶籽油，菜籽

油）、菜籽油、葵花籽油、大豆油，购自当地超市。
分别准确移取５种不同的油样２５!Ｌ，加入内标（１７５!Ｌ　Ｃ１７∶０甲酯，１０ｇ／Ｌ），涡旋３０ｓ；再加入１ｍＬ

０．４ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ－ＣＨ３ＯＨ溶液，在超声条件下反应１５ｍｉｎ；然后用１ｍＬ正己烷分别萃取两次，合并正己
烷相，此为酯化的脂肪酸甲酯。样本在真空干燥箱中挥干。分析时，用正己烷稀释到１ｍＬ进样。

２．３　气相色谱－质谱条件

ＤＢ－２３色谱柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５!ｍ）；分流比１００∶１；气化温度２５０℃；柱初始温度７０℃，以

２０℃／ｍｉｎ程序升温至１５０℃，接着以６℃／ｍｉｎ升至１８０℃，再以２０℃／ｍｉｎ升至２２０℃，保持６ｍｉｎ；
载气为高纯氦气；柱流量１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１!Ｌ。ＥＩ源；电子能量：７０ｅＶ；离子源温度：２００℃；接口
温度：２５０℃；质量范围ｍ／ｚ３５～４５０ａｍｕ；扫描间隔：０．２ｓ／ｓｃａｎ。

２．４　方法与原理
采用质谱特征结合色谱保留指数的方法对植物油样品中的脂肪酸进行定性分析。首先，对得到的

ＧＣ／ＭＳ总离子流图进行背景扣除，并利用直观推导式渐进特征投影法（ＨＥＬＰ）［１１，１２］获得各组分的纯
色谱和纯质谱。通过ｍ／ｚ７４，８７，５５，６７和７９的离子碎片信息，准确定性正构饱和脂肪酸甲酯，包括以
下３个步骤：（ａ）根据质谱信息在ＧＣ／ＭＳ谱图中自动搜寻正构饱和脂肪酸甲酯；（ｂ）利用式（１）［６，１３］，以
正构饱和脂肪酸甲酯的保留时间计算不饱和脂肪酸甲酯的等效链长（ＥＣＬ）；（ｃ）将计算的ＥＣＬ值与本
实验室建立的脂肪酸甲酯保留指数数据库［１４］对照，得到样品中脂肪酸的准确定性结果。

ＥＣＬ（ｘ）＝ｎ＋ ＲＴ（ｘ）－ＲＴ（ｎ）
ＲＴ（ｎ＋１）－ＲＴ（ｎ）

（１）

式中，ｎ和ｎ＋１分别表示在目标化合物之前和之后流出色谱柱的正构饱和脂肪酸甲酯的碳原子数目。

２．５　数据处理
采用直观推导式演进特征投影法 （ＨＥＬＰ），自动识别正构饱和脂肪酸甲酯、计算ＥＣＬ并与专用数

　图１　正构饱和脂肪酸甲酯的特征性离子碎片

Ｆｉｇ．１　 Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　ｉｏｎｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｇｈｔ

ｓａｔｕｒａｔｅｄ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｍｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒｓ

据库匹配等程序均在 ＭＡＴＬＡＢ　６．５环境下运行。

３　结果与讨论

３．１　脂肪酸甲酯的质谱特征
正构饱和脂肪酸广泛存在于天然脂类中，

它们的质谱规律较为简单，易于准确识别。首
先，寻找特征离子ｍ／ｚ　５５，６７，７４，７９，８７的色
谱峰，运用质谱特征（质谱中基峰，高强度峰和
分子离子峰的质荷比）确定样本中的饱和脂肪
酸甲酯。通常质谱图中会出现分子离子峰，据
此可确定脂肪酸的碳原子数目。如图１ａ所
示，正构饱和脂肪酸甲酯质谱图中的基峰，碎
片离子ｍ／ｚ７４，是经麦氏重排，即γ氢通过六
元环过渡态迁移到羰基氧上产生的［１５，１６］。经
历置换反应（图１ｂ）可产生ｍ／ｚ　８７离子。甲
氧基（ＣＨ３Ｏ·）的失去引起特征的３１质量单
位的中性丢失。［Ｍ－４３］＋ 离子是失去烃基

Ｃ３Ｈ７（Ｃ２ 和Ｃ４ 间的键断裂）得到的（图１ｄ）。
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［Ｍ－２９］＋ 离子是 Ｃ３ Ｃ ４ 的键断裂后以同样方式产生的（图１ｃ）。更多有关正构的和有支链的饱和
脂肪酸甲酯的质谱差异可查询脂质库［１７］。归纳起来，即：饱和脂肪酸甲酯的质谱的基峰出现在ｍ／ｚ　７４
处，并且ｍ／ｚ８７处的质谱峰的相对强度明显高于除基峰外的其它特征离子；另外，一般分子离子峰会出
现，并伴有［Ｍ－４３］＋，［Ｍ－３１］＋和［Ｍ－２９］＋等碎片离子。根据以上的质谱信息，易于实现植物油样
品中饱和脂肪酸的自动识别。根据式（１），利用ＧＣ／ＭＳ总离子流图中正构饱和脂肪酸甲酯的保留时间
计算不饱和脂肪酸甲酯的保留指数（等效链长）。
对于丰富的天然脂肪酸，质谱图中的基峰是对不同类型进行区分的非常重要的质谱特征。通过基

峰可确定脂肪酸甲酯的不饱和度（即双键数目）：饱和脂肪酸甲酯基峰离子是ｍ／ｚ　７４，单不饱和脂肪酸
甲酯基峰离子为ｍ／ｚ５５，基峰ｍ／ｚ６７为双不饱和脂肪酸甲酯，含３个以上双键的多不饱和脂肪酸甲酯
的基峰离子一般为ｍ／ｚ７９［１８，１９］。因此，以质谱图中基峰为何种碎片离子推断植物油样品中脂肪酸的类

　图２　５种植物油中酯化脂肪酸甲酯（ＥＦＡ）ＧＣ／

ＭＳ总离子流图

Ｆｉｇ．２　ＧＣ／ＭＳ　ｔｏｔａｌ　ｉｏｎ　ｃｕｒｒｅｎｃｙ（ＴＩＣ）ｐｒｏｆｉｌｅ

ｏｆ　ＥＦＡ　ｉｎ　ｆｉｖｅ　ｖｅｇｅｔａｂｌｅ　ｏｉｌｓ
（ａ）花生调和油（Ｐｅａｎｕｔ　ｂｌｅｎｄｅｄ　ｏｉｌ）；（ｂ）茶籽调和油

（Ｔｅａ　ｓｅｅｄ　ｂｌｅｎｄｅｄ　ｏｉｌ）；（ｃ）菜籽油（Ｒａｐｅ　ｓｅｅｄ　ｏｉｌ）；（ｄ）

葵花籽油（Ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ　ｏｉｌ）；（ｅ）大豆油（Ｓｏｙｂｅａｎ　ｏｉｌ）。

型，从而进一步验证等效链长定性结果的正确性。

３．２　植物油样品中脂肪酸的定性

５种植物油样品中酯化脂肪酸的ＧＣ／ＭＳ总离子流图见
图２，提取出的脂肪酸取得了很好的分离效果，仅保留时间为

１０．７８和１０．８１ｍｉｎ的两个色谱峰未达到完全的基线分离，
可借助ＨＥＬＰ法［１１，１２］对其进行分辨解析，得到物质的纯色谱
和纯质谱。分析所有信噪比（Ｓ／Ｎ）大于３的色谱峰，运行寻
找ｍ／ｚ７４，８７，５５，６７，７９离子的程序，识别出６种正构饱和脂
肪酸甲酯１４∶０，１６∶０，１７∶０，１８∶０，２０∶０和２２∶０。
运用 ＨＥＬＰ方法扣除ＧＣ／ＭＳ总离子流图的背景，解

析得到每个脂肪酸甲酯的色谱图和质谱图，根据质谱图中
的基峰判断脂肪酸的类型。以色谱峰的顶点所在时间为保
留时间，依次用６种正构饱和脂肪酸甲酯的保留时间计算
出其余脂肪酸甲酯的保留指数。将得到的不饱和脂肪酸甲
酯的ＥＣＬ值与本实验室建立的脂类库中的数据［１４］相对
照，具有最相近ＥＣＬ数值的被认定为目标化合物。在此数

据库中，不饱和脂肪酸甲酯顺反异构体的等效链长差异大于０．１，为了保证能够区分开顺反异构体，将实
验ＥＣＬ值与对应数据库中的ＥＣＬ值的偏差限定在０．１。以花生调和油中脂肪酸的定性为例（表１），分
别定性分析５种油样中主要的脂肪酸类型。其中，花生调和油中含有１２种脂肪酸，茶籽调和油中含有１２
种脂肪酸，菜籽油中含１３种脂肪酸，葵花籽油中含１１种脂肪酸，大豆油中含１２种脂肪酸。

表１　花生调和油样品中脂肪酸定性结果
Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ　ｉｎ　ｐｅａｎｕｔ　ｂｌｅｎｄｅｄ　ｏｉｌ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ（ｍｉｎ）

类型
Ｔｙｐｅ

等效链长
Ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ　ｃｈａｉｎ　ｌｅｎｇｔｈ

（ＥＣＬ）
脂类库中的等效链长值
ＥＣＬ　ｉｎ　ｄａｔａｂａｓｅ

７．１５３ Ｃ１４∶０　 ０　 ０
９．０４２ Ｃ１６∶０　 ０　 ０
９．３２６ Ｃ１６∶１　 １６．３３３　 １６．３３０５（Ｃ１６∶１　ｎ－７ｃ）

９．８９４ Ｃ１７∶０（内标，ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｓｔａｎｄａｒｄ） ０ ０
１０．５９７ Ｃ１８∶０　 ０　 ０
１０．７７７ Ｃ１８∶１　 １８．２９８　 １８．２６４７（Ｃ１８∶１　ｎ－９ｃ）

１０．８１１ Ｃ１８∶１　 １８．３５４　 １８．３５８７（Ｃ１８∶１　ｎ－７）

１１．１０６ Ｃ１８∶２　 １８．８４３　 １８．７６４３（Ｃ１８∶２　ｎ－６ｃ）

１１．３２４ Ｃ１８∶３　 １９．２０４　 １９．０９２５（Ｃ１８∶３　ｎ－６ｃ）

１１．４７３ Ｃ１８∶３　 １９．４５０　 １９．４３６２（Ｃ１８∶３　ｎ－３ｃ）

１１．８０５ Ｃ２０∶０　 ０　 ０
１１．９９７ Ｃ２０∶１　 ２０．２６９　 ２０．２７８０（Ｃ２０∶１　ｎ－９ｃ）

１３．２３４ Ｃ２２∶０　 ０　 ０
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另外，用脂肪酸甲酯混标进行了验证，证明定性结果是准确可靠的。

３．３　不同植物油中脂肪酸的组成
脂肪酸代谢谱中检测到的各脂肪酸（Ｓ／Ｎ＞５）相对含量由色谱峰面积与内标峰（十七酸甲酯）峰面积

的比值求得。不同植物油样品中脂肪酸的组成见表２；５种植物油的主要成分均为不饱和脂肪酸，其中花
生调和油、葵花籽油和大豆油中含量最高的成分为多不饱和脂肪酸，含量分别为５５．９％，５１．０％和５５．６％，

主要为亚油酸，其含量分别为４９．５％，５０．７％和４９．２％；茶籽调和油和菜籽油中不饱和脂肪酸含量高达

９２．２％和９１．６％，单不饱和脂肪酸含量分别为６６．０％和６６．１％，主要成分油酸的含量分别为６１．４％和

５２．３％。５种食用油在脂肪酸种类和含量上存在一定差异，其中芥酸仅存在于菜籽油中，占脂肪酸含量的

７．４７％，菜籽油中花生烯酸的含量（３．４％）是５种被检测食用油中最高的；葵花籽油中含有丰富的亚油酸
和油酸（３４．２％），未检测到γ－亚麻酸，α－亚麻酸的含量也远低于其它４种植物油。临床研究证实，γ－亚麻酸
有助于治疗关节炎、前列腺炎、心脏病等疾病，可由亚油酸在人体内经过一系列代谢途径生成；而α－亚麻酸
是一种必需脂肪酸，它进入人体后，在酶（脱氢酶和碳链延长酶）的催化下，转化成二十碳五烯酸（ＥＰＡ）和
二十二碳六烯酸（ＤＨＡ），是构成细胞膜和生物酶的基础物质，对人体健康非常重要。

表２　不同植物油样品中脂肪酸组成分析
Ｔａｂｌｅ　２　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ　ｉｎ　ｆｉｖｅ　ｖｅｇｅｔａｂｌｅ　ｏｉｌｓ

脂肪酸
Ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ

花生调和油
Ｐｅａｎｕｔ　ｂｌｅｎｄｅｄ　ｏｉｌ

茶籽调和油
Ｔｅａ　ｓｅｅｄ
ｂｌｅｎｄｅｄ　ｏｉｌ

菜籽油
Ｒａｐｅ　ｓｅｅｄ　ｏｉｌ

葵花籽油
Ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ　ｏｉｌ

大豆油
Ｓｏｙｂｅａｎ　ｏｉｌ

肉豆蔻酸（Ｃ１４∶０） ０．０２２　 ０．０１９　 ０．０２５　 ０．０２３　 ０．０２２
棕榈酸（Ｃ１６∶０） １．４６６　 ０．４５２　 ０．４７９　 ０．７８８　 １．４５３
棕榈油酸（Ｃ１６∶１　ｎ－７ｃ） ０．０２７　 ０．０２９　 ０．０３５　 ０．０１５　 ０．０２７
硬脂酸（Ｃ１８∶０） ０．５０８　 ０．１９９　 ０．１９６　 ０．６０２　 ０．５２１
油酸（Ｃ１８∶１　ｎ－９ｃ） ２．９３６　 ６．０１４　 ５．０２３　 ３．８１８　 ２．８１３
异油酸（Ｃ１８∶１　ｎ－７） ０．１８０　 ０．３１０　 ０．２４０　 ０．０６８　 ０．１７４
亚油酸（Ｃ１８∶２　ｎ－６ｃ） ５．９１３　 １．７７２　 １．７０３　 ５．６６０　 ５．６７４

γ－亚麻酸（Ｃ１８∶３　ｎ－６ｃ） ０．０８９　 ０．０３３　 ０．０４５ －＊ ０．０３６

α－亚麻酸（Ｃ１８∶３　ｎ－３ｃ） ０．６７１　 ０．７６１　 ０．７００　 ０．０３０　 ０．７０４
花生酸（Ｃ２０∶０） ０．０５５　 ０．０６８　 ０．０５６　 ０．０４４　 ０．０４５
花生烯酸（Ｃ２０∶１　ｎ－９ｃ） ０．０２０　 ０．１１５　 ０．３３１　 ０．０２１　 ０．０２４
山芋酸（Ｃ２２∶０） ０．０５４　 ０．０２６　 ０．０４６　 ０．０９５　 ０．０３７
芥酸（Ｃ２２∶１　ｎ－９ｃ） － － ０．７１７ － －

饱和脂肪酸Ｓａｔｕｒａｔｅｄ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ（ＳＦＡ） １７．６３％ ７．８０％ ８．３６％ １３．９０％ １８．０２％
单不饱和脂肪酸

Ｍｏｎｏ－ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ（ＭＵＦＡ）
２６．４９％ ６６．０１％ ６６．１３％ ３５．１３％ ２６．３５％

多不饱和脂肪酸
Ｐｏｌｙ－ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ（ＰＵＦＡ）

５５．９％ ２６．２％ ２５．５％ ５１．０％ ５５．６％

不饱和脂肪酸
Ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ（ＵＦＡ） ８２．４％ ９２．２％ ９１．６％ ８６．１％ ８２．０％

　＊Ｕｎｄｅｔｅｃｔｅｄ．

４　结　论

采用ＮａＯＨ－ＣＨ３ＯＨ溶液超声衍生和提取５种食用植物油中的酯化脂肪酸，建立了ＧＣ／ＭＳ对１３种

脂肪酸甲酯的分离检测方法。通过质谱规律和色谱等效链长相结合的方法，求得不饱和脂肪酸甲酯的

ＥＣＬ值并与本实验室建立的数据库对照，实现了在不使用标准品的情况下对脂肪酸甲酯的准确鉴定；采用
内标法进行定量分析，比较了不同植物油样本中脂肪酸含量的差异。本方法分离效果好，操作简便，结果
可靠，消除了色谱时间漂移对定性的影响，不需要标准品即可自动定性脂肪酸甲酯，适用于各种植物油及
油脂中脂肪酸的组成分析。
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