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摘要：作为影响畜产品品质的重要因素，脂肪酸尤其是游离脂肪酸与畜产品营养价值密切相

关。常见的脂肪酸检测方法包含气相色谱法和气相-质谱分析方法，该方法适用于检测总脂

肪酸（游离和结合脂肪酸），且前处理方法复杂。为克服上述方法的缺陷，将化学衍生法与

超高效液相色谱-串联三重四级杆结合开发畜禽产品中的游离脂肪酸的检测方法，采用柱温

箱为 45 oC；流动相 A和 B分别为水和乙腈，流动相中均含千分之一甲酸；检测流速为 300

L/min。采用该方法检测脂肪酸在 1-500 μg/L的范围内具有良好的线性范围，相关系数大于

0.99，方法检出限为 0.2-2.3 ng/L，定量限为 1.0-5.3 ng/L，精密度在 1.07-3.53%范围内，满

足畜禽产品中游离脂肪酸的检测需求。
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Abstract：As one of major factors influencing the quality of livestock products, fatty acids,

especially free fatty acids，are closely related to the nutrition of livestock products. In this paper,

free fatty acid was analyzed based on chemical derivatization method using high performance

liquid chromatography coupled with mass spectrum. The derivatized analysts were separated

using an Agilent Eclipse Plus C8 RRHD 1.8 μm (2.1 × 100 mm, pore size 95 Å) with a flow rate

of 300 L/min. The column temperature was set at 45 oC. The mobile phase A was water while

the mobile phase B was acetonitrile. Both mobile phase A and B contain 0.1% formic acid. The

limit of detection was 0.2-2.3 ng/L while the limit of quantitation was 1.0-5.3 ng/L with RSD

lower than 5% which satisfied the requirement of quantifying free fatty acid in livestock products.
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with mass spectrum, chemical derivatization.

随着对健康和美好生活的追求提升，人们对畜产品品质提出更高要求。农村农业部《“十

四五“全国农产品质量安全提升规划》指出，加强品质研究，推动品种培优、品质提升，品

牌打造和标准化生产，提高农业质量效益和竞争力。而畜禽产品中的游离脂肪酸正与营养价

值密切相关。

脂肪酸是含有羧酸官能团的长链烃类化合物，按照碳链的长度分为短链脂肪酸

（C4-C6），中链脂肪酸（C6-C12）和长链脂肪酸（碳数大于 12）。按照双键数量可以划

分为饱和脂肪酸、单不饱和脂肪酸（含有一个碳碳双键）和多不饱和脂肪（含有两个或多个

碳碳双键）。脂肪酸具有提供能量，维持肠道完整性，调节肠道微生物、脂质代谢和免疫功

能的作用[1-4]。在畜禽肉中，脂肪酸以结合和游离两种形式存在，结合型脂肪酸存在于中性

酯、磷脂和糖脂等各种脂质成分中；游离脂肪酸在机体中通过脂肪酶水解脂质获得，其中不

饱和脂肪酸在食品风味的形成过程中起到的不同作用[5]。目前，常见的脂肪酸的检测方法包

含气相色谱分析-火焰离子化检测器（GC-FID）和气质分析方法（GC-MS）[6]，其中 GC-FID

在顺、反式不饱和双键的位置异构体的检测中有部分重叠且洗脱时间较长的缺陷[7]；而气质

检测方法将质谱仪作为检测器，可对气相色谱柱上重叠组分进行质谱定量，在一定程度上弥

补 GC-FID 方法的不足，但上述两个方法的前处理方法均是甲酯化的方法[8, 9]，适用于检测

总脂肪酸（游离型和结合型）。

本文建立了化学衍生法结合液质联用的方法检测畜禽产品中的游离脂肪酸，通过优化色

谱和质谱条件，分别用癸酸、十二烷酸、十四烷酸、十六烷酸、十八烷酸为饱和脂肪酸标准

品代表，油酸为单不饱和脂肪酸标准品代表，亚油酸和亚麻酸为多不饱和脂肪的代表标准品，

来验证方法的线性关系、检出限、定量限和精密度，该方法适用于畜禽产品中游离脂肪酸的

检测，为畜产品品质研究提供理论支撑。

1 试验部分

1.1 仪器与试剂

超高效液相色谱-三重四级杆（Agilent 1290-AB SCIEX 6500），组织研磨仪（净信研磨

仪），离心机（Eppendorf，5910R）。

超纯水(屈臣氏)，乙腈（色谱纯），甲酸（色谱纯），癸酸、十二烷酸、十四烷酸、十

六烷酸、十八烷酸、油酸、亚油酸和亚麻酸的标准品（安谱，100 g/mL）,1-羟基-7-偶氮苯
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并三氮唑,1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐，N,N-二甲基甲酰胺,肉样品（购于市

场），衍生剂由本实验室自主合成[10]。

1.2 仪器条件

1.2.1 液相色谱条件

色谱柱:安捷伦 C8 RRHD Eclipse Plus C8（2.1x100 mm, 1.8 m）,柱温：40 oC,流速：300

μL/min；以含有千分之一甲酸的纯水为流动相 A,以含有千分之一甲酸的乙腈为流动相 B，

按照表 1进行梯度洗脱。

表 1 流动相梯度

时间(min) 流动相 A（%） 流动相 B（%）

0.0 70 30

1.5 40 60

15.0 0 100

18.0 0 100

18.1 70 30

20.0 70 30

1.2.2 质谱条件

离子源为电喷雾离子源正离子模式（ESI+），检测方式为动态多反应检测（MRM）。

参数设置，电喷雾电压 5500 V, 离子源温度 500 oC,帘气为 30 psi，去簇电压 80 eV；MRM

检测参数表如表 2

表 2 衍生后脂肪酸 MRM 表

化合物

母离子

m/z（Da）

子离子

m/z(Da)

碰撞能量

（V）

癸酸 (C10:0) 342.243 128.050 40

十一烷酸（C11:0） 356.258 128.050 40

十二烷酸（C12:0） 370.273 128.050 40

十三烷酸（C13:0） 384.289 128.050 40

十四烷酸（C14:0） 398.305 128.050 40

十六烷酸（C16:0） 426.336 128.050 40

十八烷酸（C18:0） 454.367 128.050 40
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油酸（C18:1） 452.352 128.050 40

亚油酸（C18:2） 450.317 128.050 40

亚麻酸（C18:3） 448.294 128.050 40

1.3 样品前处理

取 20 mg肉样品放入离心管（2.0 mL），加入 1 mL乙腈和 1颗 5 mm钢珠，放入组织

研磨仪在 4 oC, 60 Hz匀浆 60 s。样品放在 4 oC、14000 rpm离心 15分钟取上清。

1.4 样品中脂肪酸衍生

取 50 L的上述提取液体放入 1.5 mL离心管（Eppendorf）,加入 50 L的衍生液（含 20

mM衍生剂，750 mM的 1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐和 15 mM的 1-羟基-7-

偶氮苯并三氮唑）。在常温条件下孵育 30分钟后，再加入 10 L的千分之一甲酸孵育 30

分钟，真空旋干，加入 1 mL乙腈溶液重旋转移至进样小瓶中待测

2 结果与讨论

2.1 衍生原理

衍生剂异喹啉-1-酰肼中胺根与脂肪酸的羧酸在 1-羟基-7-偶氮苯并三氮唑和 1-乙基-(3-

二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐的催化作用下生成酰胺键，反应原理如图 1所示

图 1 衍生剂的衍生原理

2.2 方法的标准曲线

线性范围的考察是通过 8个校准点质量浓度（分别为 1，5，10，25，50，100，250，

500 μg/L）进行线性拟合，并得到相关系数。脂肪酸在线性范围为 1-500 μg/L时，相关系数

大于 0.9992，结果如图 2所示

2.3 方法检出限和定量限

信噪比（S/N）接近 3时的浓度确定为方法的检出限（LOD），使用信噪比（S/N）接

近 10时的浓度确定为方法的定量限（LOQ）。方法的检出限在 0.2-2.3 ng/L,定量限在 1.0-5.3

ng/L，结果如表 3所示。
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图 2 脂肪酸的线性拟合图

2.4 方法精密度

精密度分别考察三个肉样品经提取并衍生，每个样品平行三次重复后 RSD小于 5%，结

果如表 3所示。

表 3 脂肪酸的线性关系、相关系数、线性范围、检出限、定量限和精密度

化合物 标准曲线 相关系数
线性

范围

检出

限

定量限

(ng/L)

精密度

（%）
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(μg/L) (ng/L)

癸酸

(C10:0)
Y=1.1518e6x+2.2029e6 0.9992 1-500 0.5 2.0 2.90

十一烷酸

（C11:0）
Y=6.5086e5x+7.2812e5 0.9968 1-500 1.5 5.0 2.39

十二烷酸

（C12:0）
Y=1.2674e6x+2.2684e5 0.9999 1-500 1.0 3.5 2.72

十三烷酸

（C13:0）
Y=6.3033e5x+1.85592e5 0.9999 1-500 1.6 5.3 1.80

十四烷酸

（C14:0）
Y=6.2701e5x+1.85592e5 0.9999 1-500 1.6 5.3 1.07

十六烷酸

（C16:0）
Y=1.6455e6x+5.2864e5 0.9999 1-500 0.9 3.1 2.75

十八烷酸

（C18:0）
Y=1.6805e6x+8.3147e5 0.9999 1-500 0.2 1.0 2.18

油酸

（C18:1）
Y=1.1358e6x+6.2365e4 0.9999 1-500 1.1 3.3 3.53

亚油酸

（C18:2）
Y=5.9276e5x+1.4621e5 0.9999 1-500 2.3 8.0 2.70

亚麻酸

（C18:3）
Y=5.3161e5x+1.8757e5 0.9999 1-500 0.5 2.0 1.39

3 结论

本文建立了一种使用高效液相色谱-质谱仪对不同畜禽肉中游离脂肪酸进行定性和定量

的检测方法，本方法检测时间短，灵敏度高，可用于畜禽产品中游离脂肪酸的快速检测。
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