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气质联用法测定人血清游离脂肪酸
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摘要!采用气相色谱$飞行时间质谱法"L?$NHQ$BC#对 人 血 清 游 离 脂 肪 酸"QQI#进 行 研 究%以 十 七 烷 酸 酯

为内标$分别利用三氟化硼$乙醚’甲醇溶液及硫酸’甲醇溶液对脂肪酸进行甲酯化处理$正己烷萃取后$采用

L?$NHQ$BC检测%结果表明$样品未衍生化不能满足脂肪酸研究的需要$衍生化后$色谱分离在::.04内

完成$利用硫酸’甲醇溶液衍生化可得到约!"种?&!!?!’脂肪酸的理想分离%建立了人血清QQI的气质联

用分析法$为脂肪酸相关性疾病的研究提供了新的简洁(快速(高效(安全的方法$并可获得大信息量的技术

支持%
关键词!游离脂肪酸"QQIA#!人血清!气相色谱$飞行时间质谱"L?$NHQ$BC#!衍生化

中图分类号!H9+,*9:!!文献标识码&I!!文章编号&&""’$!%%,"!""%#"!$#:$"+

!")".’3(*)3%(%1A.""A*))=:/3+-3(W4’*(9".4’;=RLI8TAI29

\XJ/0$7045$dKC2@45$.045$QI(L=34$70/4$\X‘3$BIc34$D@45$

CH(LM2/4$734$]H(LQ/45$E045
""#$%&’#(4,’$,/&-6%&G,>%;#(B’#(1*%*$6,%7%’0&""#+"$45%’##

:;-).*/)&I.)R0;0@R.@E2)R;)>R@E@>.04/E0)4);;>@@;/EEF/80RA"QQIA#0423./4A@>3.
S/A@AE/U10A2@RUF5/A82>)./E)5>/D2FE0.@$);;1052E./AAAD@8E>).@E>F"L?$NHQ$BC#*
J@DE/R@8/4)08/80R.@E2F1@AE@>S/AA@1@8E@R/A04E@>4/1AE/4R/>R*I;E@>R@>0T/E06/E0)4UF
!*+g J!CH’’?J:HJ$E2@QQIA04A@>3.S@>@E>/4A;)>.@R04E)E2@;/EEF/80R.@E2F1@A$
E@>A$/4R"$2@</4@S/A/RR@RE)@<E>/8EE2@D>)R38EA*N2@/4/1FA0A);@<E>/8ES/AD@>$
;)>.@RUFL?$NHQ$BC*f@EE@>>@A31EAS@>@)UE/04@RS0E2R@>0T/E06/E0)48).D/>045S0E2
4)4$R@>0T/E06/E0)4*IE1@/AE!"W04RA);QQIA"?&!$?!’#0423./4A@>3./>@R@E@>.04/E@R
UFE2@.)R0;0@R.@E2)R*N2@/4/1FA0A0A8).D1@E@RS0E204::.04*N2@.)R0;0@R.@E2)R
A2)SAD)E@4E0/13A@;31;)>E2@A80@4E0;08>@A@/>82E)E2@R0A@/A@8)>>@1/E045QQIA/4R10D0R)$
.08AR3@E)E2@A0.D10;F$>/D0R0EF$2052/883>/8F/4R@4)>.)3A04;)>./E0)4*
<"=>%.+-&;>@@;/EEF/80RA"QQIA#!23./4A@>3.!5/A82>)./E)5>/D2FE0.@$);;1052E./AA
AD@8E>).@E>F"L?$NHQ$BC#!R@>0T/E06/E0)4

!!游离脂肪酸";>@@;/EEF/80RA$QQIA#是指非

酯化 的 脂 肪 酸 或 未 脂 化 的 脂 肪 酸%血 清 中 的

QQIA代谢活 性 极 高$极 易 受 脂 肪 代 谢(糖 代 谢

及内分泌代谢的影响%随着研究的深入和技术

的不 断 进 步$血 清QQIA与 疾 病 的 关 系 逐 渐 明

晰$QQIA已 被 证 实 与 心 脑 血 管)&*(呼 吸(消 化(



内分泌!免疫等系统疾病的发生发展"以及肿瘤

和创伤性应激等#!$’$的能量代谢关系密切%尤其

是多不饱和脂肪酸"已成为脂肪酸相关性研究的

焦点%因此"人体血清QQIA的定性!定量及 快

速测定"对医学基础研究及临床检验均具有重要

的意义%对血 清QQIA谱 的 综 合 分 析 将 有 助 于

深入揭示不同脂肪酸之间的相关性"进一步阐明

脂肪酸与疾病预防和治疗的关系"为寻找潜在的

异常代谢途径或致病机制提供科学依据%
本研究对人血清QQIA提取及衍生化方 法

进行筛选和优化%

?!试验部分

?@?!主要仪器与装置

气相色谱$飞行时间质谱仪&L?$NHQ$BC’(
美国 d/E@>A公司产品)]f$+BC柱&:".i"_!+
..i"*!+#.’)B/AA1F4<’*"数据处理系 统(
英国 B08>)./AA公司产品)(0AE"!数据库%

?@C!主要试剂

十七烷酸酯对照品(由中国药品生物制品检

定所 提 供)三 氟 化 硼$乙 醚 溶 液(Q13W/公 司 产

品)甲醇!正己烷&色谱 纯’(B@>8W公 司 产 品)其

他试 剂 均 为 国 产 分 析 纯)所 有 实 验 用 水 均 取 自

B0110$e系统%

?@D!试验条件

?@D@?!色 谱 条 件!色 谱 柱(]f$+BC&:".i
"_!+..i"*!+#.’)升温程序(柱初温+"h"
以:"h*.04[&升温至&9"h"保持&.04"以’
h*.04[& 升 温 至!’" h"保 持&.04)以:"
h*.04[&升温至!#"h"保持:.04)进样温度

!9"h)载 气 为 J@)柱 流 量&恒 流’(& .\*

.04[&)进样量"*:#\%

?*D*C!质谱条件!电子轰击&-X’离子源"电子

能量,"@G"传输线温度!+"h"离子源温度!!"
h"电离方式-XZ"质量扫描范围G+H+"!#""%

?@E!样品前处理

?@E@?!未衍生化!取!""#\正常人血清"加入

&9#\内标十七烷酸酯甲醇溶液&&5*\[&’"混

匀"然后加入’""#\氯仿和#""#\甲醇"振荡

!.04"再加入’""#\氯仿"振荡:"A"最后加入

’""#\水"振 荡:"A"&!""">*.04[&离 心&"
.04"取下层氯仿"氮气吹干"用’"#\甲醇溶解

后进样分析%

?*E*C!三 氟 化 硼$乙 醚+甲 醇 衍 生 化!取!""

#\正常人血清"加入&9#\内标十七烷酸酯甲

醇溶液&&5*\[&’"混匀"加入#""#\甲醇"充

分混匀"再加入&*9.\氯仿"振荡混匀后":"""
>*.04[&离心&".04"取下层萃取液"’"h氮气

吹干"残渣加入’""#\I&三氟化硼$乙醚’bI
&甲醇’Y:b&的溶液",+h水 浴 加 热:".04"
取出放至室温下冷却"加入!""#\水和9""#\
正己烷"振荡 混 匀":""">*.04[&离 心+.04"
取上层正己烷"氮气吹干"用’"#\甲醇溶解后

进样分析%

?*E*D!硫酸+甲醇衍生化!取!""#\正常人血

清"加入&9#\内标十七烷酸酯甲醇溶液&&5*

\[&’"混匀"加入&.\!*+g 硫酸+甲醇溶液"

#"h水浴加热%".04"取出放至室温下冷却"加

&*+.\"*%g (/?1溶液和&.\正己烷"振荡

混匀":""">*.04[&离 心+.04"取 上 层 正 己

烷"氮气吹干"’"#\正己烷复溶进样%

?@F!对照品溶液的配制

精密称取&.5十七烷酸酯对照品"以甲醇

配制成&5*\[&的对照品储备液"待用%

C!结果与讨论

用上述样品的处理方法及检测条件 分 别 分

析空白对照"标准溶液&图&/!&U’及样品提取液

&图&8!&R!&@’%由 结 果 可 知(十 七 烷 酸 酯 在

&#_,.04出峰)脂 肪 酸 酯 的 混 合 标 准 品 可 检 测

到:&种脂肪 酸 酯&图&U"具 体 的 脂 肪 酸 酯 列 于

表&’)不经过衍生化时"可检测到的脂肪酸数量

很少"不适合脂肪酸谱的分析"尤其是对于以此

为基础的脂质组学研究"更显得价值不大%实验

表明"对样品进行酯化处理是必要的%
由图&R!&@可知"三氟化硼$乙醚+甲醇溶液

和硫酸+甲醇溶液作为衍生化试剂时"均 可 得 到

较多的脂肪酸类物质信息"包括?&!!?!’的多种

饱和及不饱和脂肪酸&具体的脂肪酸列于表!’%
这!种方法所得的脂肪酸种类未见有明显差别"
但三氟化硼$乙醚+甲醇溶液衍生化步骤较多"脂

肪酸损失严重"回收率较低&列于表:’%相比较

而言"硫酸+甲醇衍生化可满足脂肪酸谱 分 析 所

要求的信 息 量 大!高 效!低 毒!操 作 简 单 等 各 项

要求%
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图?!标准溶液及人血清总离子流色谱图

/*十七烷酸甲酯溶液!U*脂肪酸甲酯混合标准溶液"表&#!8*未衍生化的人血清脂肪酸!

R*三氟化硼$乙醚$甲醇衍生化的人血清脂肪酸!@*硫酸$甲醇衍生化的人血清脂肪酸"表!#

A3B@?!87L%1)0"-)*(+*.+-%$4)3%(%1)0"1*))=*/3+’")0=$"-)".*(+04’*(-".4’
/*2@DE/R@8/4)08/80R.@E2F1@AE@>A)13E0)4!U*E2@.0<E3>@AE/4R/>RA)13E0)4);E2@;/EEF/80R.@E2F1@AE@>A"E/U1@&#!

8*E2@QQIA);4)4$R@>0T/E06/E0)423./4A@>3.!R*E2@QQIA);R@>0T/E06/E0)423./4A@>3.UFU)>)4E>0;13)>0R@$
R0@E2F1@E2@>$.@E2/4)1!@*E2@QQIA);R@>0T/E06/E0)423./4A@>3.UFJ!CH’$?J:HJ"E/U1@!#

表?!图?;各谱峰所示脂肪酸甲酯列表

8*;$"?!D?1*))=*/3+’")0=$"-)".-3()0"’3H)4."-)*(+*.+-%$4)3%(!13B@?;"

峰序号 名称 峰序号 名称

& 辛酸甲酯"?#b"# &, 反油酸甲酯"?&#b&#

! 癸酸甲酯"?&"b"# &# 硬脂酸甲酯"?&#b"#

: 十一酸甲酯"?&&b"# &% 花生四烯酸甲酯"?!"b’#

’ 月桂酸甲酯"?&!b"# !" 顺$+%#%&&%&’%&,$二十碳五烯酸甲酯"?!"b+#

+ 十三酸甲酯"?&:b"# !& 顺$#%&&%&’$二十碳三烯酸甲酯"?!"b:#

9 十四碳烯酸甲酯"?&’b&# !! 顺$&&%&’$二十碳二烯酸甲酯"?!"b!#

, 十四酸甲酯"?&’b"# !: 顺$&&$二十碳烯酸甲酯"?!"b&#

# 顺$&"$十五碳烯酸甲酯"?&+b&# !’ 花生酸甲酯"?!"b"#

% 十五酸甲酯"?&+b"# !+ 二十一酸甲酯"?!&b"#

&" 棕榈油酸甲酯"?&9b&# !9 顺$&:%&9$二十二碳二烯酸甲酯"?!!b!#

&& 棕榈酸甲酯"?&9b"# !, 芥酸甲酯"?!!b&#

&! 顺$&"$十七碳烯酸甲酯"?&,b&# !# 山嵛酸甲酯"?!!b"#

&: 十七酸甲酯"?&,b"# !% 二十三酸甲酯"?!:b"#

&’ /$亚麻酸甲酯"?&#b:# :" 二十四烯酸甲酯"?!’b&#

&+ 亚油酸甲酯"?&#b!# :& 二十四酸甲酯"?!’b"#

&9 油酸甲酯"?&#b&#
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表C!图?"各谱峰所示脂肪酸及胆固醇列表

8*;$"C!L%’&%("()*(*$=-3-%1)0"+".3#*)36*)3%(04’*(-".4’;=WC9TE!LWDTW"13B@?"#

峰序号 名称 峰序号 名称

& 月桂酸甲酯!?&!b"" &! 顺$##&&#&’$二十碳三烯酸甲酯!?!"b:"

! 十四酸甲酯!?&’b"" &: %#&!#&+$十八碳三烯酸!?&#b:"

: 十五酸甲酯!?&+b"" &’ 顺$&&#&’$二十碳二烯酸甲酯!?!"b!"

’ 棕榈油酸甲酯!?&9b&" &+ 顺$&&$二十碳烯酸甲酯!?!"b&"

+ 棕榈酸甲酯!?&9b"" &9 花生酸甲酯!?!"b""

9 /$亚麻酸甲酯!?&#b:" &, ’#,#&"#&:#&9#&%$二十二碳六烯酸!?!!b9"

, 亚油酸甲酯!?&#b!" &# 山嵛酸甲酯!?!!b""

# 油酸甲酯!?&#b&" &% 二十四烯酸甲酯!?!’b&"

% 硬脂酸甲酯!?&#b"" !" 胆固醇

&" 花生四烯酸甲酯!?!"b’" !& 二十四烷酸!?!’b""

&& 顺$+###&&#&’#&,$二十碳五烯酸甲酯!?!"b+"

表D!三氟化硼I乙醚!甲醇衍生化法与硫酸!甲醇衍生化法比较

8*;$"D!L%’&*.3-%(%1;%.%().31$4%.3+"I+3")0=$")0".!’")0*(%$+".3#*)36*)3%(*(+WC9TE!LWDTW+".3#*)36*)3%(

方法 内标浓度
回收率

& ! :
平均值

低 :"*, !%*# :&*& :"*+:
三氟化硼$乙醚$甲醇 中 ::*’ :&*% !#*9 :&*:

高 :&*& !#*9 !,*% !%*!
低 ,#*% #&*: #!*’ #"*#,

硫酸$甲醇 中 #!*: #’*& #"*9 #!*::
高 ,9*’ ,%*: #&*, ,%*&:

D!结!论

血清中QQIA作为评价机体脂肪酸摄入 和

能量代谢的重要指标#在健康状态下处于相对平

衡状态%一旦机体患病而致某个系统功能紊乱#
血清脂肪酸的相对平衡将被打破#其组成也将发

生改变&+’%也就是说#发生改变的可能不只一种

或一个类别的脂肪酸#初始改变的脂肪酸也可能

在疾病进程中引起其他脂类物质的变化%因此#
对血清QQIA谱 进 行 全 面(系 统(多 层 次 的 综 合

分析至关重 要%目 前 临 床 上 检 测QQIA的 方 法

不但繁琐#而且只能得到血清总脂肪酸的信息%
自!"世纪+"年代以来#色谱法&9’逐渐被应用到

QQIA的检测中#此后#色质联用法&,$#’也得到了

前所未有的发展#其在血清QQIA研究中也凸显

出独特优势%根据研究经验#要想及时得到相对

全面(稳定(准确的脂肪酸信息#从血清中提取脂

肪 酸 类 物 质 并 进 行 准 确 检 测 是 最 关 键 的 步 骤%
从本研究结果可见#如果不经过衍生化#所得的

脂肪酸信息非常少#不能满足脂肪酸谱的分析要

求%利用三氟化硼$乙醚$甲醇溶液衍生化#虽可

得到较多信息#但步骤繁琐(操作复杂(加标回收

率较低)而三氟化硼$乙醚溶液毒性较强#易于挥

发#在加热时还易变成毒性更大的氟化氢等有害

物质#因此其操作和劳动保护要求均较高#故不

推荐作为脂肪酸酯化的衍生化试剂%硫酸$甲醇

溶液作为衍生化试剂#不但毒性小#而且可得到

比较全面的脂肪酸及胆固醇的相关信息)同时它

还具有步骤少(操作简单(提取回收率相对高的

优点#因此更适合快速(准确的脂肪酸谱分析%
综上所述#以硫酸$甲 醇 为 衍 生 化 试 剂 的 人

血清脂肪酸谱L?$NHQ$BC检测方法具有样品

分析迅速(准确度好(操作简单(信息量大(安全

低毒等特点#为人类相关疾病的脂肪酸谱分析提

供了一种可靠(安全(高效的方法%
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!质谱学报"投稿须知

’文稿务求论点明确!文字简练!数据可靠(

’文题简明"!"个汉字以内#)中英文摘要须包括题目*作者姓名*作者单位*城市名*省名和邮政

编码!并写成叙述性文摘"含有研究目的*方法*结果和结论#)关键词为:!+个(

’文稿应采用阿拉伯数字进行分级编号!最多可用’级(引言不编号!也不写+引言,字样(

’基金项目名称及项目编号*作者简介"第&作者姓名"出生年!#*性别"民族!汉族省略#*籍贯*
职称*学位*从事专业#需在首页以页下注形式写明(

’文稿中外文字母*符号须分清大*小写)上下角的字母*数码和符号等位置的高低应区别明显)
易混淆的外文字母*符号在第&次出现时用铅笔"电子版用红色#注明文种(

’文稿中的数据不能同时以表和图表述!只能选择其一)采用法定计量单位!物理量用法定量符

号表示!不得用废弃的物理量!例如压强的单位用帕斯卡"V/#!不要用U/>或者E)>>表示)在图

和表中用量与单位的比值表示数值!即量与单位之间用除号+’,相隔!如E’.04)正文中插图下

要写明中英文图号*图题和图注(

’参考文献须按-文后参考文献著录规则.著录!文稿中参考文献不得少于&+篇(请将参考文献

原文的电子版以压缩文件的格式作为附件在投稿的同时上传(

’欢迎登录网站投稿!网址2EED$’’SSS*78.AA*8).*84(

’来稿须附作者单位"学术委员会或业务部门#对文稿内容的学术性*真实性!作者署名是否准确

以及内容有无保密问题的审查证明和版权转让协议书!以上两项均可在网站的下载中心下载(

’收稿后本刊立即向作者发送收稿通知单)若待审处理时间超过:个月不予回复!作者可改投它

刊)退修稿逾期半年不修回者!本刊即作自动退稿处理)录用稿一经排版!作者要求退稿需部分

补偿编辑部经济损失(

’来稿一经刊登!本刊将按规定酌致稿酬!并 赠 作 者 当 期-质 谱 学 报.!册(本 刊 已 纳 入 重 庆 维

普*-中国学术期刊"光盘版#.*-方正ID/U0电子期刊.*-中文科技期刊数据库.*-?-VC中文

电子期刊服务.*-书生数字期刊.和入网j万方数据[[数字化期刊群j等数据库!本刊所付稿

酬包含上述几项报酬(

’请勿一稿两投(

欢迎您投稿到-质谱学报.！
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