
２０２４ 年 ６ 月 Ｖｏｌ．４２ Ｎｏ．６
Ｊｕｎｅ ２０２４ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ５８１～５８９

研究论文 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２４．０１００３

∗收稿日期：２０２４⁃０１⁃０３
∗通讯联系人． Ｔｅｌ：（ ０２５） ８６２５１１２３，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇｅｒｍａｉｎ０９０６＠ ｇｍａｉｌ． ｃｏｍ（施海蔚）；Ｔｅｌ：（ ０５１１） ８４４０１２５２，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｔａｎｇｓｈｅｎｇ． ｎｊｕ＠

ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ（唐盛） ．
基金项目：江苏省药品监督管理局科研计划项目（２０２３５４）；国家药品标准制修订研究课题（２０２３Ｙ４１） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ （Ｎｏ． ２０２３５４）； Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｄｒｕｇ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ

Ｒｅｖｉｓｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｎｏ． ２０２３Ｙ４１） ．

超临界流体⁃蒸发光散射法测定常见油脂类药用辅料
皂化后的脂肪酸组成及其在油脂鉴别中的应用
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摘要：脂肪酸是油脂类药用辅料的重要组成成分，可直接反映油脂类药用辅料及制剂的质量和安全性。 本研究利

用超临界流体色谱⁃蒸发光散射检测器，建立了同时测定肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、花生酸、二十二烷酸和木蜡酸 ６
种脂肪酸的分析方法。 为避免脂肪酸与酯相互转化而造成的脂肪酸种类与含量测定偏差，本方法采取先皂化后测

定的方式，并系统优化了实验条件，实现了 ６ 种脂肪酸的定量分析。 在优化的实验条件下，６ 种脂肪酸可在 １２ ｍｉｎ
内实现高效分离，并且在各自的质量浓度范围内线性关系良好，检出限和定量限分别为 ５～１０ ｍｇ ／ Ｌ 和 １０～２５ ｍｇ ／ Ｌ，
加标回收率为 ８０􀆰 ９３％ ～１１１􀆰 ６６％。 本文所建立方法灵敏，高效，重复性和稳定性好，满足油脂类药用辅料中脂肪酸

的分析要求，并成功应用于 ５ 种常见油脂类药用辅料（玉米油、大豆油、椰子油、橄榄油、花生油）中 ６ 种脂肪酸的含

量测定；同时结合主成分分析方法，实现了对不同油脂类药用辅料的准确判别，为油脂类药用辅料的快速鉴别和掺

伪分析提供了有价值的参考。
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皂化后的脂肪酸组成及其在油脂鉴别中的应用

　 　 油脂不仅是重要的人体营养物质，还可以作为

溶剂、乳化剂、润湿剂、分散剂等广泛应用于制药和

药用化妆品领域［１，２］，属于药用辅料的重要类别［３］。
油脂类药用辅料由甘油和不同链长及不饱和度的脂

肪酸（如肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸等）构成，每种油

脂类药用辅料都具有特征性的脂肪酸组成，其中脂

肪酸的种类和含量可用于油脂种类的鉴别，并直接

决定了油脂类药用辅料的性质、用途和产品质

量［４－６］。 ２０２０ 版《中国药典》 ［７］ 规定，硬脂酸在大豆

油、玉米油和花生油中的含量应分别为 ２􀆰 ５％ ～
５􀆰 ０％、１􀆰 ０％ ～３􀆰 ３％和 １􀆰 ３％ ～６􀆰 ５％；若脂肪酸的组成

或含量不合格，说明油脂存在掺假或变质等问题，例
如亚麻酸等多不饱和脂肪酸的含量过高时，会导致

油脂更易发生氧化变质。 油脂类药用辅料作为纳米

乳剂时，除了受脂肪酸不饱和度的影响，其药物功效

还会受到脂肪酸链长的影响［４］。 鉴于不同油脂类

药用辅料中脂肪酸种类和含量的特异性［８］，脂肪酸

不仅可作为油脂类药用辅料质量评价的重要依据，
还有望应用于不同类型油脂类药用辅料的快速鉴别

和掺伪评价。 因此，对多种脂肪酸进行灵敏、高效的

定量检测，将有助于油脂类药用辅料的分析研究和

质量提升。
　 　 目前多种分析技术已被应用于脂肪酸的分析，
如薄层色谱法［９］、毛细管电泳法［１０］、气相色谱法

（ＧＣ） ［１１－１４］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ） ［１５，１６］、核磁共

振 波 谱 法［１７，１８］、 红 外 光 谱 法［１９］ 以 及 质 谱 法

（ＭＳ） ［２０－２３］等。 ２０２４ 版《英国药典》 ［９］ 采用薄层色

谱法来鉴别脂肪油，方法操作简单，检测效率高，但
其使用的特殊材料（十八烷基硅胶）在国内并不普

及，且国产十八烷基硅胶的成本昂贵、结果重复性

差，不利于实际应用。 ＧＣ 是最为常用的脂肪酸分

析技术，其具有灵敏度高和分离效果好等优点，但由

于部分脂肪酸在高温条件下不稳定且沸点较高，使
用 ＧＣ 进行分析时通常需要先将油脂中的脂肪酸进

行甲酯化［２４］。 然而，部分脂肪酸甲酯在前处理及分

离分析过程中可能发生降解或异构化，从而影响

ＧＣ 的定量准确性［２５］。 ＬＣ 技术也常被应用于脂肪

酸的分离检测，但为提高检测灵敏度，一般也需要采

用衍生化的方法。 其他常见检测技术如红外光谱、
核磁共振波谱等，它们的灵敏度相对较低且所需样

品量较大，一般不适用于精准度需求较高的含量测

定实验。 ＭＳ 技术虽具有高灵敏度和高选择性，但
其方法开发及运行成本较高，且对仪器设备和人员

操作水平的要求也较高。 超临界流体色谱（ＳＦＣ）使
用处于临界温度及临界压力以上的流体（例如超临

界 ＣＯ２）作为流动相［２６］，可在较低的温度下对沸点

较高、热稳定性较差的脂肪酸类化合物进行分

析［２７］，能够避免复杂的衍生化反应，在简化前处理

步骤的同时，也大幅缩短了样品处理及检测时间。
作为一种通用型检测器［２８］，蒸发光散射检测器

（ＥＬＳＤ）能够实现脂肪酸的直接检测，极大地降低

了反应过程中所引入的分析误差［２９］；同时，ＥＬＳＤ
能够与多种溶剂和梯度兼容，有助于分析速度的提

升［３０］。 不同种类油脂所含的脂肪酸不尽相同，且部

分脂肪酸之间存在结构相似、物理化学性质差异较

小的问题，导致难以分离，而在 ＳＦＣ 体系中，可以通

过使用改性剂来改善不同脂肪酸之间的分离效果；
并且，ＳＦＣ 不使用非挥发性溶剂（例如水）作为流动

相，因此其能够与 ＥＬＳＤ 联用，从而提高检测灵敏

度［３１］。 与 ＧＣ 相比，ＳＦＣ⁃ＥＬＳＤ 技术可以避免甲酯

化等衍生化反应可能带来的不确定性，但目前尚未

见使用 ＳＦＣ⁃ＥＬＳＤ 对油脂类药用辅料中多种脂肪

酸同时进行检测的相关报道。
　 　 油脂类药用辅料中的脂肪酸具有游离态和结合

态两种存在形式，受环境影响两种形态可能会相互

转化；同时由于游离态脂肪酸在油脂类药用辅料中

的含量低，实际检测难度较大。 ２０２０ 版 《中国药

典》 ［７］对脂肪油中的脂肪酸组成检测过程中采用三

氟化硼作为催化剂进行甲酯化处理，但甲酯化反应

存在一系列问题，如反应过程繁琐耗时、甲酯化产物

生成量不恒定、反应不完全及可能产生大量副产物

等［２５］。 皂化反应是指油脂与碱性溶液之间的反应，
它能够使油脂降解，从而释放出相应的脂肪酸。 与

甲酯化反应相比，皂化反应的处理过程更加简单、快
捷，试剂成本也相对较低，更适合作为 ＳＦＣ⁃ＥＬＳＤ
方法中脂肪酸检测的前处理手段。 采用皂化反应将

油脂类药用辅料中的结合态脂肪酸转化为游离态脂

肪酸，可以有效解决游离态脂肪酸含量低及游离态

与结合态相互转化所导致的油脂特征偏离问题。
　 　 基于上述问题，本研究将皂化反应作为前处理

手段，利用 ＳＦＣ⁃ＥＬＳＤ 技术，建立了同时测定肉豆

蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、花生酸、二十二烷酸和木蜡酸

等 ６ 种脂肪酸的分析方法，并将该方法成功应用于

５ 种不同油脂类药用辅料（玉米油、大豆油、椰子油、
橄榄油、花生油）中 ６ 种脂肪酸的含量测定。 同时，
结合主成分分析，本方法能够实现对不同类型油脂
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类药用辅料的良好区分，为油脂类药用辅料的快速

鉴别和质量控制提供了技术支撑，并有望应用于复

杂体系中油脂类药用辅料的掺伪分析。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ超临界流体色谱仪和蒸

发光散射检测器（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；甲醇、乙腈、
正己烷、异丙醇（均为色谱纯）、Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水机购

自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；氢氧化钠、乙酸铵均为分析纯，
购自国药集团化学试剂有限公司；所有实验用水均

为超纯水。
　 　 ６ 种脂肪酸标准物质：肉豆蔻酸（Ｃ１４Ｈ２８Ｏ２，批
号 １９０１６２⁃２０１５０１）、棕榈酸（Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２，批号 １９００２９⁃
２０１９０４）、硬脂酸（Ｃ１８Ｈ３６Ｏ２，批号 １９００３２⁃２０１６０３）对
照品均购自中国食品药品检定研究院；花生酸

（Ｃ２０Ｈ４０Ｏ２， 批 号 ５０６⁃３０⁃９， 纯 度 ９９％）、 木 蜡 酸

（Ｃ２４Ｈ４８Ｏ２，批号 ５５７⁃５９⁃５，纯度＞９９％）标准品购自

阿拉丁试剂（上海）有限公司；二十二烷酸（Ｃ２２Ｈ４４Ｏ２，
批号 １１２⁃８５⁃６，纯度 ９５％）标准品购自上海毕得医药

科技股份有限公司。
　 　 ５ 种油脂类药用辅料：玉米油（批号 ８００１⁃３０⁃７，
化学纯）购自上海麦克林生化科技股份有限公司；
大豆油 （批号 ８００１⁃２２⁃７，化学纯）、椰子油 （批号

８００１⁃３１⁃８，化学纯）、橄榄油（批号 ８００１⁃２５⁃０，化学

纯）、花生油（批号 ８００２⁃０３⁃７，化学纯）均购自阿拉

丁试剂（上海）有限公司。
１．２　 标准储备液和混合标准溶液的配制

　 　 准确称取各脂肪酸标准物质 ０􀆰 １ ｇ （精确至

０􀆰 ０００ １ ｇ）至 １０ ｍＬ 容量瓶中，分别用正己烷溶解

并配制成 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ６ 种脂肪酸标准储备液，放
入 ４ ℃冰箱中避光保存，备用；分别吸取各脂肪酸标

准储备液 １００ μＬ 于 １ ｍＬ 棕色容量瓶中，用异丙醇

稀释至刻度，得到 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合标准溶液，放入

４ ℃冰箱中避光保存，备用。
１．３　 样品溶液制备

　 　 准确称取样品 ０􀆰 １ ｇ（精确至 ０􀆰 ０００ １ ｇ），置于

５０ ｍＬ 回流瓶中，加入 ４ ｍＬ ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的氢氧化钠

甲醇溶液进行皂化反应，在 １００ ℃水浴中加热回流

至油滴消失（通常约 １０ ｍｉｎ）；待溶液冷却至室温

后，向回流瓶中加入 ４ ｍＬ 超纯水，混合均匀后用 ７
ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸水溶液将 ｐＨ 值调至 ２～４，之后将溶液转

移至分液漏斗中，加入正己烷萃取两次，每次 ３ ｍＬ，

合并正己烷层；再用超纯水萃取正己烷相两次，每次

３ ｍＬ，合并正己烷层；取 ２５０ μＬ 正己烷相溶液，用氮

气吹干，再加入异丙醇复溶至 １ ｍＬ，进样测定。
１．４　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｖｉｒｉｄｉｓ ＨＳＳ Ｃ１８ ＳＢ 柱（１００ ｍｍ×３ ｍｍ，
１􀆰 ８ μｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；流动相 Ａ 为超临界

ＣＯ２，流动相 Ｂ 为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵甲醇溶液；柱
温 ３５ ℃；流速 １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；背压设定为 ９ ＭＰａ；进
样室温度 １０ ℃；进样量 ３ μＬ。 梯度洗脱程序：０ ～ ６
ｍｉｎ， ３％ Ｂ～２０％ Ｂ； ６～９ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ～１０％ Ｂ； ９～１０
ｍｉｎ， １０％ Ｂ～ ３％ Ｂ； １０ ～ １２ ｍｉｎ， ３％ Ｂ。 补偿泵溶

剂为甲醇，流速 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 ＥＬＳＤ 检测器设定条

件：蒸发管温度 ３０ ℃，雾化温度 ６０ ℃，载气为高纯

氮气，载气流速 １􀆰 ４ Ｌ ／ ｍｉｎ。

２　 结果与讨论

２．１　 脂肪酸分析条件的优化

２．１．１　 色谱条件的优化

　 　 各个脂肪酸之间的结构具有相似性，因此通过

优化色谱分离条件来改善脂肪酸的分离度是非常必

要的。 实验考察了 ３ 种色谱柱（Ｖｉｒｉｄｉｓ ＨＳＳ Ｃ１８ ＳＢ
色谱柱（１００ ｍｍ×３ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）、Ｖｉｒｉｄｉｓ ＢＥＨ ２⁃
Ｅｔｈｙｌｐｙｒｉｄｉｎｅ 色 谱 柱 （ １００ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７
μｍ）、Ｖｉｒｉｄｉｓ ＢＥＨ 色谱柱 （ １００ ｍｍ × ３ ｍｍ， １􀆰 ７
μｍ））对 ６ 种脂肪酸分离效果的影响。 如图 １ａ 所

示，仅当采用 ＨＳＳ Ｃ１８ ＳＢ 色谱柱进行分离时，６ 种

脂肪酸均能实现基线分离且色谱峰峰形良好，无明

显延展或拖尾现象。 这可能归因于脂肪酸的羧基与

ＨＳＳ Ｃ１８ ＳＢ 色谱柱固定相上极性活性位点（硅烷醇

基团）之间的强相互作用。 因此，本实验选择 Ｖｉｒｉ⁃
ｄｉｓ ＨＳＳ Ｃ１８ ＳＢ 色谱柱用于 ６ 种脂肪酸的分离。
　 　 ＣＯ２ 具有化学惰性、经济、易得等优点，是 ＳＦＣ
最常用的流动相，但其极性较小，在分析极性较大的

化合物时，常需与有机溶剂搭配使用；同时也可以在

有机溶剂中加入适当比例的改性剂（如乙酸铵），以
改善峰形、提高分离度、增加检测灵敏度［３２］。 实验

分别 考 察 了 乙 腈、 甲 醇、 ０􀆰 １％ 甲 酸 甲 醇 溶 液、
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵甲醇溶液和 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵

甲醇溶液对 ６ 种脂肪酸分离效果和响应强度的影

响。 如图 １ｂ 所示，与乙腈相比，甲醇更有利于脂肪

酸的 洗 脱 和 检 测； 与 ０􀆰 １％ 甲 酸 甲 醇 溶 液 和

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵甲醇溶液相比，在 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙

酸铵甲醇溶液流动相条件下，６ 种脂肪酸的分离度

·４８５·
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图 １　 不同（ａ）色谱柱及（ｂ）流动相条件下 ６ 种脂肪酸的色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （ａ） ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ ａｎｄ
（ｂ） ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ

　

和响应强度最好。 因此，实验最终采用超临界 ＣＯ２

和 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵甲醇溶液作为流动相。
　 　 柱温、背压和流速是影响目标分析物保留行为

的重要因素。 实验考察了不同柱温（３５、４５、５５ ℃）、
背压 （ ９、 １０、 １１ ＭＰａ ） 和 流 速 （ ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２
ｍＬ ／ ｍｉｎ）对 ６ 种脂肪酸之间分离度的影响，结果如

图 ２ 所示。 随着柱温及背压的升高，６ 种脂肪酸之

间的分离度降低（图 ２ａ 和图 ２ｂ）；而随着流速的增

加，大部分脂肪酸之间的分离度逐渐增加。 综合考

虑多个因素及仪器参数设置范围，最终将柱温、背压

和流速分别设定为 ３５ ℃、９ ＭＰａ 和 １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
２．１．２　 ＥＬＳＤ 参数的优化

　 　 ＥＬＳＤ 中的两个关键参数分别是蒸发管温度和

雾化器载气流速［３３］。 雾化器载气流速直接决定了

所形成的分析物粒子半径大小和光散射能力，进而

影响目标分析物的响应强度；蒸发管温度会对检测

器内的流动相蒸发情况产生影响，过高或过低的温

度都会影响目标物的信噪比。 实验分别考察了不同

蒸发管温度（３０、４０、５０、６０、７０ ℃）及雾化器载气流

图 ２　 不同（ａ）柱温、（ｂ）背压和（ｃ）流速对 ６ 种脂肪酸
之间分离度的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （ａ） ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ，
（ｂ） ｂａｃｋ ｐｒｅｓｓｕｒｅｓ ａｎｄ （ｃ） ｆｌｏｗ ｒａｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｉｘ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ（ｎ＝３）

　

　 Ｒ１： ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｙｒｉｓｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ； Ｒ２：
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ； Ｒ３： ｒｅｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｒａｃｈｉｄｉｃ ａｃｉｄ； Ｒ４： ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ａｒａｃｈｉｄｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｄｏｃｏｓａｎｏｉｃ ａｃｉｄ； Ｒ５： ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ｄｏｃｏｓａｎｏｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｌｉｇｎｏｃｅｒｉｃ ａｃｉｄ．

速（１􀆰 １、１􀆰 ２、１􀆰 ４、１􀆰 ６、１􀆰 ８ Ｌ ／ ｍｉｎ）对脂肪酸响应强

度的影响。 如图 ３ａ 所示，随着蒸发管温度上升，６
种脂肪酸的响应强度及其总和均呈明显的下降趋

势；如图 ３ｂ 所示，随着载气流速增加至 １􀆰 ８ Ｌ ／ ｍｉｎ，
６ 种脂肪酸的响应强度略有下降，但在实际分析过

程中，当雾化器载气流速低于 １􀆰 ４ Ｌ ／ ｍｉｎ 时，脂肪酸

定量检测的重复性较差，这可能是载气流速过低时，
所进入蒸发管的液滴较大、蒸发效率不稳定导致的。

·５８５·
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图 ３　 不同（ａ）蒸发管温度及（ｂ）雾化器载气流速对 ６ 种
脂肪酸响应强度的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （ａ） ｅｖａｐｏｒａｔｏｒ ｔｕｂｅ ｔｅｍｐｅｒａ⁃
ｔｕｒｅｓ ａｎｄ （ｂ） ｆｌｏｗ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃａｒｒｉｅｒ ｇａｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ （ｎ＝３）

　

综上，ＥＬＳＤ 参数确定为蒸发管温度 ３０ ℃，雾化器

载气流速 １􀆰 ４ Ｌ ／ ｍｉｎ。 采用优化后的分析条件对 ６
种脂肪酸混合标准溶液进行测定，色谱图如图 ４ 所

示，６ 种脂肪酸实现了良好分离。

表 １　 ６ 种脂肪酸的线性回归方程、决定系数、线性范围、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （Ｒ２）， ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ，
ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ） ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＬＯＤ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＬＯＱ ／ （ｍｇ ／ Ｌ）
Ｍｙｒｉｓｔｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ １０．３０８ｘ－４６６．９４ ０．９９１０ ２５－５００ １０ ２５
Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ １４．７９１ｘ－２２３．７１ ０．９９５１ ２５－５００ １０ ２５
Ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ １７．８１９ｘ－１０１．６５ ０．９９２７ １０－５００ ５ １０
Ａｒａｃｈｉｄｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ ２１．０７５ｘ－２０５．８１ ０．９９５５ １０－２５０ ５ １０
Ｄｏｃｏｓａｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ １９．８５３ｘ－２０７．６１ ０．９９２４ １０－２５０ ５ １０
Ｌｉｇｎｏｃｅｒｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ １７．９８７ｘ－２１１．３５ ０．９９０９ １０－２５０ ５ １０
　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｍｇ ／ Ｌ．

２．２　 方法学验证

２．２．１　 专属性与系统适用性

　 　 采用所建立方法分别对 ５ 种油脂类药用辅料

（玉米油、大豆油、椰子油、橄榄油和花生油）样品进

行检测，结果见附图 １ （详见 ｗｗｗ． ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．
ｃｏｍ）。 实验结果显示，５ 种样品溶液中各目标峰之

图 ４　 优化条件下 ６种脂肪酸混合标准溶液（１００ ｍｇ／ Ｌ）的色谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｉｘｅｄ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （１００ ｍｇ ／ Ｌ） ｕｎｄｅｒ ｏｐｔｉ⁃
ｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　

　 Ｐｅａｋｓ： １． ｍｙｒｉｓｔｉｃ ａｃｉｄ； ２． ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ； ３． ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ；
４． ａｒａｃｈｉｄｉｃ ａｃｉｄ； ５． ｄｏｃｏｓａｎｏｉｃ ａｃｉｄ； ６． ｌｉｇｎｏｃｅｒｉｃ ａｃｉｄ．

间的分离度良好，说明本方法的专属性良好。 按照

２０２０ 版《中国药典》 ［７］（通则 ０５１２）分别对混合标准

溶液中 ６ 种脂肪酸色谱峰的理论塔板数、分离度和

拖尾因子进行计算，结果见附表 １， ６ 种脂肪酸色谱

峰的理论塔板数为 ７ ３２２ ～ １６ ２７９，分离度均大于

３􀆰 ７５，拖尾因子为 １􀆰 ０５～１􀆰 １０，均满足实验要求。
２．２．２　 进样精密度与脂肪酸稳定性

　 　 将脂肪酸混合标准溶液连续进样 ６ 次，计算相对

标准偏差（ＲＳＤ），结果表明，６ 种脂肪酸的 ＲＳＤ 均不

大于 ３􀆰 ６５％，进样精密度良好。 实验以花生油为例来

考察 ６ 种脂肪酸的稳定性：精密称取花生油样品，向
其中加入 ６ 种脂肪酸混合标准溶液，之后分别在第 ０、
２、４、８、１０、２４、４８ ｈ 进行测定，记录各个脂肪酸的峰面

积，并计算各时间点之间 ６ 种脂肪酸峰面积的 ＲＳＤ；
结果表明，６ 种脂肪酸的 ＲＳＤ 均不大于 ５􀆰 ４９％，说明

实际样品中 ６ 种脂肪酸在 ４８ ｈ 内均能保持稳定。
２．２．３　 线性范围、检出限及定量限

　 　 用异丙醇将 ６ 种脂肪酸混合标准溶液稀释成质

量浓度分别为 ５、１０、２５、５０、１００、２００、２５０、５００ ｍｇ ／ Ｌ
的系列混合标准工作溶液，如表 １ 所示，以各个脂肪

·６８５·



第 ６ 期
王紫颖，等：超临界流体⁃蒸发光散射法测定常见油脂类药用辅料

皂化后的脂肪酸组成及其在油脂鉴别中的应用

酸的峰面积为纵坐标（ｙ）、质量浓度为横坐标（ｘ）绘
制标准曲线。 结果表明，６ 种脂肪酸在各自的线性

范围内线性关系良好。 取各脂肪酸线性范围最低值

及以下的系列混合标准工作溶液进行逐级稀释，进
样并记录色谱图，分别以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为 ３ 和 １０ 时

所对应的质量浓度作为检出限和定量限，结果表明，
６ 种脂肪酸的检出限和定量限分别为 ５ ～ １０ ｍｇ ／ Ｌ
和 １０～２５ ｍｇ ／ Ｌ，满足检测要求。
２．２．４　 加标回收率及精密度

　 　 为排除基质中的脂肪酸干扰，利用本文所建立

方法对花生油样品中 ６ 种脂肪酸的含量进行测定，
结果如表 ２ 所示。 之后以确定了脂肪酸含量的花生

油样品为基质，分别添加低、中、高 ３ 个水平（５０、
１００、２５０ ｍｇ ／ Ｌ）的 ６ 种脂肪酸混合标准溶液，每个

加标水平平行测定 ３ 次，计算加标回收率和 ＲＳＤ。
结果如表 ２ 所示，６ 种脂肪酸在 ３ 个加标水平下的

回收率为 ８０􀆰 ９３％ ～ １１１􀆰 ６６％， ＲＳＤ 为 ０􀆰 ４９％ ～
８􀆰 ２９％，方法准确度和精密度均能够满足测定需求，
可用于实际样品分析。

表 ２　 ６ 种脂肪酸在 ３ 个加标水平下的回收率和精密度（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｆａｔｔｙ

ａｃｉｄｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ （ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）

Ｓｐｉｋｅｄ
ｌｅｖｅｌ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

Ｍｙｒｉｓｔｉｃ － ５０ ４２．０７ ８４．１３ ３．９８
ａｃｉｄ １００ ８３．５１ ８３．５１ ２．５８

２５０ ２２４．８１ ８９．９２ ３．８４
Ｐａｌｍｉｔｉｃ １４７．５４ ５０ ２００．９３ １０６．７８ ４．５８
ａｃｉｄ １００ ２５７．８９ １１０．３５ ２．６２

２５０ ３８６．２０ ９５．４６ １．１９
Ｓｔｅａｒｉｃ ４２．３５ ５０ ８８．７３ ９２．７６ ３．３５
ａｃｉｄ １００ １３６．１８ ９３．８３ ６．６４

２５０ ２４４．６８ ８０．９３ ０．４９
Ａｒａｃｈｉｄｉｃ ２７．１６ ５０ ８１．３６ １０８．４０ ２．８６
ａｃｉｄ １００ １３３．５１ １０６．３５ ５．００

２５０ ２３４．０５ ８２．７６ ３．０５
Ｄｏｃｏｓａｎｏｉｃ ４６．３３ ５０ １０２．１６ １１１．６６ ３．５１
ａｃｉｄ １００ １５１．３６ １０５．０３ ２．４４

２５０ ２７７．５６ ９２．４９ ２．３７
Ｌｉｇｎｏｃｅｒｉｃ ２５．７３ ５０ ７７．５６ １０３．６５ ６．１１
ａｃｉｄ １００ １２６．９９ １０１．２６ ３．６０

２５０ ２７８．８４ １０１．２４ ８．２９
　 －： ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

２．３　 与 ２０２０版《中国药典》 ［７］（通则 ０７１３）方法比较

　 　 ２０２０ 版《中国药典》 ［７］（通则 ０７１３）中采用 ＧＣ
方法来检测油脂中的脂肪酸组成。 采用 ２０２０ 版

《中国药典》 ［７］（通则 ０７１３）方法和本文所建立方法

分别对花生油样品中的 ６ 种脂肪酸含量进行检测，
两种方法均未检测到肉豆蔻酸，将检测结果进行比

较，结果见图 ５。 在两种方法中，大部分脂肪酸含量

的检测结果相近，但棕榈酸和硬脂酸含量的检测结

果存在一定程度的偏差，这可能与两种方法所采用

的检测器（ＥＬＳＤ 和氢火焰离子化检测器（ＦＩＤ））原
理和灵敏度不同有关。 此外，由于油脂中的脂肪酸

沸点较高，采用 ＧＣ 方法需要对油脂样品进行甲酯

化处理，而本方法则可直接用于脂肪酸的检测；检测

器和目标分析物的不同以及甲酯化反应的不确定性

都可能会对检测结果产生影响［３４］。 在 ６ 种脂肪酸

中，棕榈酸含量变化幅度受反应条件的影响最

大［３５］，然而在 ＳＦＣ⁃ＥＬＳＤ 方法中，这种现象不会对

各种油脂类药用辅料的鉴别造成干扰。

图 ５　 两种方法对 ５ 种脂肪酸含量检测结果的比较（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ （ｎ＝３）
　 ＳＦＣ： ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｌｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ＧＣ： ｇａｓ ｃｈｒｏｍａ⁃
ｔｏｇｒａｐｈｙ．

２．４　 实际样品的检测及掺伪鉴别

　 　 采用所建立方法对 ５ 种常见油脂类药用辅料

（玉米油、大豆油、椰子油、橄榄油和花生油）中的 ６
种脂肪酸进行检测，每种样品平行制备 ３ 份，结果如

图 ６ 所示。 椰子油中仅检测到肉豆蔻酸、棕榈酸、硬
脂酸 ３ 种脂肪酸；玉米油、大豆油、橄榄油中均检出

棕榈酸、硬脂酸、花生酸和二十二烷酸 ４ 种脂肪酸，
且棕榈酸的含量最高；花生油中共检出 ５ 种脂肪酸，
分别为硬脂酸、棕榈酸、花生酸、二十二烷酸和木蜡

酸。 在玉米油、大豆油和橄榄油中，花生酸和二十二

烷酸的含量较低，而在花生油中二十二烷酸的含量

高于其他 ３ 种脂肪酸（硬脂酸、花生酸和木蜡酸）。
５ 种油脂类药用辅料中，仅椰子油检出肉豆蔻酸，且
肉豆蔻酸、棕榈酸和硬脂酸的含量随碳原子数增加

逐渐降低，这与 ２０２０ 版《中国药典》 ［７］ 记载情况基

本一致。 实验结果说明，该方法可用于分析不同油
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图 ６　 ５ 种油脂类药用辅料中 ６ 种脂肪酸的含量测定（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ６　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ

ｆｉｖｅ ｏｉｌ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ （ｎ＝３）

脂类药用辅料中的脂肪酸组成，而所得到的脂肪酸

组成特征又为油脂类药用辅料的区分提供了可能。
　 　 以 ５ 种油脂类药用辅料中各脂肪酸的含量为特

征变量，根据累积贡献率将得分进行排序，选取前两

个主成分绘制 ５ 种油脂类药用辅料的主成分分析

（ＰＣＡ）散点图。 结果如图 ７ａ 所示，第一个主成分

（ＰＣ１）和第二个主成分（ＰＣ２）的累计贡献率之和为

７８􀆰 ５６％。 一般认为，当累计贡献率大于 ６０％ 时，
ＰＣＡ 模型可以作为分离模型［３６］。 从图 ７ａ 中可以看

出，５ 种油脂类药用辅料的区分度良好，说明本研究

所选择的 ６ 种脂肪酸可作为 ５ 种油脂类药用辅料的

区分指标。 花生油的聚类簇与其他油脂之间的距离

较远，说明其脂肪酸组成及含量与其他油脂存在较

大差异；椰子油的聚类簇单独聚于右下角，说明其脂

肪酸组成与其他 ４ 种油脂类药用辅料具有明显不

同。 橄榄油具有丰富的营养成分和保健价值，市面

价格较高，因此使用低价植物油进行掺假的现象频

繁发生。 分别向橄榄油中加入不同体积分数的花生

油，建立橄榄油掺伪模型（橄榄油体积分数分别为

９０％、８０％、６０％、５０％），并利用 ＰＣＡ 散点图进行掺伪

判别，结果如图 ７ｂ 所示。 随着橄榄油体积分数的不

断下降，掺伪样品与纯正橄榄油样品之间的区分度

逐渐明显；当掺伪体积分数为 １０％ 及以上时，掺伪

样品与纯正橄榄油均可通过 ＰＣＡ 模型进行很好的

区分。 油脂类药用辅料中脂肪酸的组成复杂，含量

范围波动较大，因此对所有脂肪酸进行精确表征的

难度较大。 测定油脂类药用辅料中脂肪酸组成及含

量的目的主要是用于确定和区分油脂种类，将 ６ 种

脂肪酸作为目标分析物，有望实现油脂类药用辅料

的准确鉴别。 在不同方法比较中，各脂肪酸的测定

图 ７　 （ａ）５ 种油脂类药用辅料和（ｂ）橄榄油掺伪
样品的 ＰＣＡ 得分图

Ｆｉｇ． ７　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ） ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ
（ａ） ｆｉｖｅ ｏｉｌ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ ａｎｄ （ｂ）
ｏｌｉｖｅ ｏｉｌ ａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

　

　 ＰＣ１： ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； ＰＣ２： ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｐｒｉｎｃｉ⁃
ｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ．

含量虽然存在偏差，但在实际应用中发现，测定结果

不会对油脂种类鉴别产生影响。

３　 结论

　 　 本方法采用皂化反应作为前处理手段，利用

ＳＦＣ⁃ＥＬＳＤ 技术，建立了同时测定肉豆蔻酸、棕榈酸、
硬脂酸、花生酸、二十二烷酸和木蜡酸等 ６ 种脂肪酸

的分析方法。 该方法能够减少常规衍生化过程的繁

琐步骤及高成本试剂的使用，同时也避免了衍生化过

程中造成的样品损失和检测误差，提高了油脂类药用

辅料中脂肪酸的检测灵敏度。 通过对分析条件及检

测器参数进行优化，该方法能够在 １２ ｍｉｎ 内实现 ６
种脂肪酸的分离和定量分析，并成功应用于 ５ 种常见

油脂类药用辅料（玉米油、大豆油、椰子油、橄榄油和

花生油）中 ６ 种脂肪酸的检测。 该方法灵敏度高，重
复性和稳定性好，能够满足油脂类药用辅料中脂肪酸

的分析要求，为灵敏检测油脂类药用辅料中的脂肪酸

提供了一种新的技术手段，同时也为油脂的合理选

择、质量控制和掺伪鉴别提供了参考。

·８８５·
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