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高效液相色谱法分离纯化微生物油脂中的花生四烯酸

袁成凌， 张 鉴， 王相勤， 余增亮
（中国科学院离子束生物工程学重点实验室，安徽 合肥!$""$%）

摘要：为满足花生四烯酸样品制备的需要，将微生物油脂中制得的脂肪酸先经尿素包合（脲包法）和甲酯化后，再利

用反相高效液相色谱法分离纯化其中的花生四烯酸。在:%7反相柱上，以甲醇#水（体积比为&6;6）为流动相，采用

示差折光检测器检测，流速为6)<／)+0时，目标产物的分离度较佳。用气相色谱／质谱法（=:／>?）进行分析的结

果表明，花生四烯酸甲酯在纯化后的样品中的质量分数由$7@提高到&&@以上，基本达到标准物质的质量要求。
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花生四烯酸（*P*-1+O20+-*-+O，简称99，:!";
R），即6，7，%%，%R#E+-2M*3E3P*E02+-*-+O，是一种重要

的人体必需多不饱和脂肪酸（\CV9M）。它对调节

血液中的类脂物质及抗血栓、减少胆固醇、抗动脉粥

样硬化等有显著效果；还可预防和治疗高血压、糖尿

病、肥胖症等疾病。由于99具有活跃而广泛的生

物活性，其应用前景十分看好，而且它的纯度越高，

价值就越大，故目前99产品的研究向微生物油脂

和高纯度99制剂两个方向发展。前者用于生产营

养强化剂和医疗保健品，后者则用于药理研究和作

为原料用于制药。

富集高碳数的多不饱和脂肪酸的方法很多，如

传统的有机溶剂法、金属盐形成法、高效液相色谱

法、分子真空蒸馏法、超临界萃取法、柱色谱法、尿素

包合法（脲包法）、脂肪酶法等［%，!］。每种方法都有

其优缺点。采用单一的方法都不能得到高浓度、较

纯净的99，但是有些方法具有互补性。在实际工

作中，为了获得高纯度的某种多不饱和脂肪酸，常常

是在考虑成本的基础上取长补短，利用各种方法的

优点，将多种方法有机地结合起来使用。如将分子

真空蒸馏法和高效液相色谱法分别与脲包法结合起

来［$，R］，或将超临界萃取技术与银离子（交换）树脂

色谱技术结合起来使用［6］，这样可大大提高产品的

纯度。

本实验将脲包法与反相高效液相色谱法（]\#
H\<:）结合起来，用于富集微生物油脂中的花生四

烯酸。脲包法分离混合脂肪酸，主要基于脂肪酸的

不饱和程度和碳链长度不同的特点［5］；而高效液相
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色谱是一种纯化、精制高含量!"#$%产品的有效方

法，它是采用反相分配色谱柱，利用!"#$%与饱和

脂肪酸、低不饱和脂肪酸的极性不同导致两相间分

配系数的差异来分离的［&］。以这两种方法结合分

离纯化花生四烯酸还未见报道。本研究取得了满意

的结果。

! 实验部分

!"! 主要仪器与试剂

高 效 液 相 色 谱 仪：’()*+%,-.///，01*23
456*789&型进样器，:/;,进样环；制备柱：!3<263
4(=(>?@-:A色谱柱（7/;;BC4CD7//;;，:&!;）；

色谱工作站：@E,,EF"E@79（7C/&C/:版）；检测

器：.:/示差折光检测器，灵敏度为.，柱后分流比为

&/G:；<HI3:J/型自动收集器（上海青浦沪西仪器

厂）；$K)23H5%)*; L, 气 相 色 谱 仪 及 ?K)23@(%%
H=*M)+2N+(=1质谱仪（美国!*+>B63OP;*+公司）。毛

细管色谱柱为HO3&.型（7/;D/C9&;;BC4C，/C9&

!;）（美国H"!,O-Q公司）；’BP*5数据谱库；HR<3
"循环水式多用真空泵；0O&9-H旋转蒸发器。

微生物油脂由武汉烯王生物工程有限公司提

供，其中!（$$）为7AC9ST；花生四烯酸甲酯（U-
SST，HBN;(公司）；试剂均为色谱纯或分析纯。

!"# 色谱条件

!"#"! 毛细管气相色谱／质谱（U-／@H）检测

色谱分析条件：HO3&.型交联石英毛细管柱，程

序升温：A/V
&V／

!
;B6
9&/V（:/;B6）。进样量:C/

!,，氦气作载气，柱头压力://>!(，分流比7/G:，接

口温度9&/V，进样室温度9&/V。

质谱检测条件：电子轰击离子源（OE），8/*W；质

谱定性采用扫描方式，扫描范围："／#.&#7&/。定

量分析采用面积归一化法。

!X#X# 制备型0!3R!,-纯化$$
制备色谱柱：!3<264(=(>?@-:A；流动相：甲醇3

水（体积比为S&G&），流速：&;,／;B6；柱温：9&V；

进样量：9;,；自动收集器步速：:格／;B6；检测器：

.:/示差折光检测器。

!"$ 实验方法

在微生物油脂中，由于花生四烯酸是与其他脂

肪酸一起结合在甘油分子上，所以不同甘油三酯的

性质差异不是很大，不可能得到高纯度$$的产品。

因此一般需要先将脂肪酸从甘油三酯中解离下来，

然后 再 采 用 适 当 的 分 离 方 法 富 集 得 到 高 浓 度 的

$$。本实验采用的方法是：将$$油脂先用碱皂

化，然后中和，得到含有目的长链不饱和脂肪酸化合

物的混合物；再对该化合物进行尿素包合处理，把产

物浓缩；然后对其进行低级烷基酯化处理，得到不饱

和脂肪酸酯的混合物；最后对其进行液相色谱分离。

具体操作如下。

!X$X! 尿素包合法浓缩$$
微生物油脂中加入7C8T（质量分数）F(QR乙

醇溶液，置于标准磨口圆底烧瓶中，在A/V水浴中

回流皂化:1。加适量水使皂化物完全溶解，酸化至

=R9#7，加乙醚3石油醚（体积比为:G:）混合溶液

萃取，水洗有机相至中性，在旋转蒸发仪上减压蒸出

溶剂，得混合脂肪酸。尿素溶于无水甲醇后，加入混

合脂肪酸（"（脂肪酸）G"（尿素）G"（甲醇）Y:G9G
A）搅拌均匀。热回流./;B6，室温冷却，于Z:&V
冰箱中放置过夜。次日减压过滤，滤液中加入适量

水，酸化至=R9#7，再加入适量乙醚3石油醚（体积

比为:G:）混合液，充分萃取，分离有机相，水洗至中

性，蒸干溶剂，得富集后的多不饱和脂肪酸。采用气

相色谱法检测浓缩物中花生四烯酸的质量分数。

!X$X# 混合脂肪酸甲酯的制备

采用<#73-R7QR法［8］对脲包法得到的多不饱

和脂肪酸进行甲酯化。

!X$X$ 高效液相色谱法分离$$
取经前处理得到的混合脂肪酸甲酯，用适量无

水甲醇溶解后，再用/C9!;微孔滤膜过滤。每次

进样9;,，按时间分段收集、合并制备柱后流出液，

在J/V下减压回收近干，得到淡黄色油状物。

!X$X% 气相色谱／质谱法分析目标产物组成

对浓缩物采用气相色谱／质谱法分析，进行总

离子流检测，得到总离子流色谱图。对其中每个色

谱峰进行扫描，将得到的质谱图用标准质谱图对照

法作出定性解释。采用归一化法计算各脂肪酸（甲

酯）的含量。

!X$X& 高效液相色谱外标定性法

在相同的液相色谱条件下，检测$$标准品的

出峰保留时间，定性分析样品中的相关产物。

# 结果与讨论

#"! 尿素包合法富集结果

经尿素包合法富集后，花生四烯酸甲酯在总脂

肪酸甲酯中的质量分数为8ACS8T。

#"# ’()*(+,分离结果

在色谱制备柱过载情况下，花生四烯酸的0!3
R!,-分离结果见图:。

在检测实验结果时，我们尝试采用紫外检测器

和示差折光检测器两种方法对样品进行检测。结果

表明，紫外检测器出峰效果不理想，不能很好地体现
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分离效果，所以最终选择检测效果相对较好的示差

折光检测器。

图! 花生四烯酸甲酯的制备色谱图

"#$%! &’()*+,)$(+*)-.(/.+(+,#0/123425&
)-*/,’67/8,/()-+(+9’#:);#9+9#:

<%= >&／?@分析结果

我们对图!中"#!!##$%&时间段的流出样品

分段合并、浓缩后，进行’(／)*分析。结果表明，

在+,!++$%&时间段的收集物含有高纯度的花生

四烯酸，其总离子流图见图-。

图< 123425&纯化所得样品的总离子流图

"#$%< A),+7#);9B((/;,9’()*+,)$(+*)-
8+*.7/-()*.(/.+(+,#0/123425&

对图-中各色谱峰进行扫描。图,./是总离子

流图中保留时间为-01,2$%&的色谱峰质谱图，图

,.3为花生四烯酸甲酯的标准质谱图。通过二者的

对比并采用外标定性方法验证，可以确定该峰即为

实验研究目标产物44的甲酯。按面积归一化法计

算各 脂 肪 酸（甲 酯）的 质 量 分 数，44 甲 酯 达 到

22156。

图= 花生四烯酸甲酯的质谱图

"#$%= A’/*+888./9,(+)-+(+9’#:);#9+9#:*/,’67/8,/(
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