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摘要：建立了分离反式油酸（<#$ . #）、亚油酸（<#$ . !）、亚麻酸（<#$ . (）的银离子固相萃取 4气相色谱（=: / 4/03 .
><）方法，并应用于乳脂肪中反式脂肪酸的检测。采用自制的银离子固相萃取柱对样品进行预分离，总脂肪酸甲
酯化后上样，依次经 , )? 甲苯 4正己烷（体积比 *. ,*）、$ )? 甲苯 4正己烷（体积比 #’. $(）、% )? 甲苯 4乙酸乙酯（体
积比 #’. $(）、#" )? 甲苯 4乙酸乙酯（体积比 (". ’"）洗脱并分别收集洗脱液，采用气相色谱分别进行检测。结果显
示，除了反式亚麻酸的回收率为 %,0 ,@ & #"#0 "@、相对标准偏差（A/&）为 ##0 "@ & #$0 #@ 外，其余的反式脂肪酸的
回收率均为 $$0 )@ & #"’0 !@、A/& 为 #0 !@ & ##0 ,@。该方法通过特异性固相萃取的方法对样品进行前处理，较好
地避免了样品中顺式及饱和脂肪酸对反式脂肪酸检测的干扰。
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- - 反式脂肪酸（ 0/,29 I5;;8 5(6HJ，2Q=J）是一种
具有反式构型的不饱和脂肪酸，主要存在于反刍动

物（牛、羊）脂肪、乳及乳制品中；植物油脂在氢化、

精炼和食品加工过程中也会转化形成多种反式脂肪

酸［#，!］。研究表明，食品中的 2Q=J 会加速动脉硬
化，导致心血管疾病［( 1 %］；还会影响必需脂肪酸的吸

收，抑制人类早期的生长发育［’］；此外还可以提高

胰岛素抗性，引起!型糖尿病［$］。但 2Q=J 中的 ##
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位反式油酸（""$% " !""#）在人体内可代谢为有益的
共轭亚油酸［&］，这表明并非所有的 $%&’ 都对健康
不利。因此建立一种能够准确检测各种反式脂肪酸

的方法十分必要。

! ! 目前国内外检测反式脂肪酸的方法包括红外吸
收光谱法（ ()）［"’，""］、毛细管电泳法（"*）［"#，"(］、银

离子高效液相色谱法（&+ ) !,-."）［"*，"+］、反相高效

液相色谱法（ )-!,-."）［",］、银离子薄层色谱法

（&+ ) !$."）［"，"-，"$］、气相色谱法（/"）［"& . #*］、气相

色谱!质谱联用法（/"!01）［#+，#,］等。其中 /" 法较
为常用，但单独使用该方法时，即使用 "’’ 2 长的
专用色谱柱对乳脂肪中的 $%&’ 进行检测，也很难
避免其中的顺式及饱和脂肪酸对 $%&’ 检测的干
扰，使检测结果产生较大的偏差。我们根据 &+ ) 与

顺式脂肪酸双键间存在微弱作用力，且随双键数量

增多作用力增强的原理，采用自制的银离子固相萃

取（&+ ) !1-*）柱预分离与 /" 检测相结合的方法对
样品中 $%&’ 进行检测。通过对洗脱条件的不断探
索和优化，基本上消除了顺式及饱和脂肪酸产生的

干扰，达到了准确检测反式脂肪酸的目的。同时与

&+ ) !$." 法相比，本文建立的方法具有操作简单、
污染小等优点。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! /"!,$&’3 气相色谱仪，配有氢火焰离子化检
测器（美国 &+4567# 公司）；89:497 "-!145 $$ 色谱柱
（"’’ 2 / #+’ !2 / ’0 #’ !2）（美国 89:497 公司）；
超纯水（ 19:#;:4<’ 1#6=42 9:4<2 ,"#"+ !,"" 超纯水
系统，>1&）；混合型阳离子交换填料（-"?，天津艾
杰尔科技公司）；""$ 填料（美国 1<@65A; 公司）；甲
醇、甲苯、正己烷、乙酸乙酯（,-." 级，美国 $*B(&
公司）；氯化钠、硝酸银、氢氧化钾均为分析纯，氯化

钠经过 ,’’ C烘烤 * D 后得到；# 2;5 E . 盐酸甲醇溶
液。脂肪酸标准品：, 位反式油酸（""$ % " !,#）、& 位
反式油酸（ ""$ % " !&#）、""$ % " !""#、& 位顺式油酸
（""$% " !&A）和亚油酸（""$% #）的 * 种异构体混合标
准品，亚麻酸（""$% (）的 $ 种异构体混合标准品（美
国 14+29 公司）。
! ! 标准储备液和标准工作液的配制：分别称取
"’0 ’ 2+ 标准品，用正己烷溶解并定容于 "’ 2. 棕
色容量瓶中，配制成质量浓度为 " ’’’ 2+ E . 的标准
储备液，于 . #’ C下保存。取各标准储备液适量，
用正己烷稀释配制所需浓度的混合标准工作液，密

封，于 * C下保存备用。

! ! 样品来源：乳制品样品均购自超市。
! ! #" 样品预处理
! ! # ! !" 乳脂肪的提取
! ! 按照国家标准方法［#’］进行提取。

! ! # ! #" 乳脂肪的皂化和甲酯化
! ! 准确称取 "’ 2+ 前述提取的乳脂肪，加入 ’0 -
2. " 2;5 E . 的氢氧化钾!甲醇溶液，混匀，置于 ,’
C水浴中振荡 ( 247；待冷却至室温后加入 " 2. #
2;5 E . 的盐酸!甲醇溶液，混匀，置于 +’ C烘箱中反
应 "+ 247；待冷却至室温后加入 ( 2. 饱和 39"5 溶
液及 " 2. 正己烷，混匀，于 * ’’’ : E 247 速率下离
心 + 247，上清液（正己烷相）待净化。
! ! $" 银离子交换柱的制备与活化
! ! 称取 -"? 填料和 ""$ 填料各 ’0 ( + 混匀，装入
空柱管（,’’ 2+ E ( 2.）中制备固相萃取柱。依次用
( 2. 甲醇、+ 2. 水洗柱，加入 "0 + 2. ’0 " 2;5 E .
的 &+3F( 溶液，流干后再用 ( 2. 水洗去过量的
&+3F( 溶液。依次用 # 2. 甲醇、乙酸乙酯、正己烷
淋洗，活化固相萃取柱。

! ! %" 样品净化
! ! 取 "0 #0 # 节甲酯化后的正己烷溶液 ’0 # 2. 上
样，依次用甲苯!正己烷（体积比 + % &+）& 2.、甲苯!
正己烷（体积比 "-% $(）$ 2.、甲苯!乙酸乙酯（体积
比 "-% $(）, 2.、甲苯!乙酸乙酯（体积比 (’ % -’）"’
2. 洗脱并分别收集洗脱液，于 *+ C下用氮气吹
干，加入 ’0 # 2. 正己烷溶解并定容，待测定。
! ! &" 色谱条件
! ! 柱温升温程序：起始温度为 ,’ C，保持 # 247，
以 "+ C E 247 速率升温至 "’’ C，再以 * C E 247 速
率升温至 #(’ C，保持 "$ 247；进样口和检测器温
度：#(’ C；,# 流速：*’ 2. E 247；空气流速：*’’
2. E 247；载气（3#）："0 ’ 2. E 247；分流比 +% "，进样
量 " !.。

#" 结果与讨论

# ! !" 洗脱条件的优化
! ! 通过洗脱溶剂浓度和体积的正交试验，最终确
定洗脱条件依次为：9G用甲苯!正己烷（体积比为 + %
&+）& 2. 洗脱，洗脱物为饱和脂肪酸和反式油酸
（""$% " #）；HG 用甲苯!正己烷（体积比为 "- % $(）$
2. 洗脱，洗脱物为顺式油酸（""$% " A）和反式亚油
酸（""$ % # #）；AG 用甲苯!乙酸乙酯（体积比为 "- %
$(）, 2. 洗脱，洗脱物为顺式亚油酸（""$ % # A）和
反式亚麻酸（""$ % ( #）；=G 用甲苯!乙酸乙酯（体积
比为 (’% -’）"’ 2.，洗脱物为顺式亚麻酸（""$ % (

·&,""·
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!）。顺、反式油酸、亚油酸和亚麻酸混合标准溶液
的洗脱结果见图 #。

图 !" 脂肪酸甲酯混合标准物经 !" # #$%& 柱
洗脱分离的色谱图

’(") !" *+,-./0-",/.1 -2 2/003 /4(5 .60+37 6106,
（’!8&）10/95/,51 16:/,/065 ;3 /9 !" # #
$%& 4/,0,(5"6

$ "# $%&’$( )*’+ % ,- ./ ’.%&$0$1+$2"0$（&’ %&，3 4 3）；5# $%&1
’$( )*’+ " ,- ./ ’.%&$0$1+$2"0$（#(’ ")，3 4 3）；!# $%&’$( )*’+
* ,- ./ ’.%&$0$1$’+6% "!$’"’$（#(’ ")，3 4 3）；(# $%&’$( )*’+ #+
,- ./ ’.%&$0$1$’+6% "!$’"’$（)+’ (+，3 4 3）#
$ 7$"89：# # :#"’ # 1* ’；! # :#" ’ # 1% ’；) # :#" ’ # 1## ’；, # :#" ’ # 1
%!；& # :#"’ ! 1% ’，#! ’；* "0( ( # :#"’ ! ’；" # :#" ’ ! 1%!，#!!；% #
:#"’ ) 1% ’，#! ’，#& ’；#+ - #, # :#"’ ) ’；#& # :#"’ ) 1%!，#!!，#&!#

$ ) $" 线性范围和检出限
$ $ 在选定的色谱条件下，对一系列质量浓度的混
合标准溶液进行分析。以峰面积（!）对标准工作液
中被测组分的质量浓度（ "，,; 4 -）作图，其线性方
程、线性相关系数及线性范围见表 #。

表 !" % 种反式脂肪酸的线性回归方程、相关系数（ !$）及线性范围
</;76 !" =6",611(-9 6>?/0(-91，4-,,67/0(-9 4-622(4(6901

（ !$）/95 7(96/, ,/9"61 -2 % "!#$% 2/003 /4(51

<0"%6’$ =$;>$99*.0 $?&"’*.0 #!
-*0$"> >"0;$ 4
（,; 4 -）

:#"’ # 1* ’ ! . ! # *(,)" / + # %(&+ + # %%" & - #&+
:#"’ # 1% ’ ! . ! # %+("" / # # )%"# + # %%( & - #&+
:#"’ # 1## ’ ! . ) # )%*%" - + # *+)! + # %%" & - #&+
:#"’ ! 1% ’，#! ’ ! . ! # ,%&*" / # # !#*, + # %%( & - #&+
:#"’ ) 1% ’，#! ’，#& ’ ! . ! # &*"," / # # !"*# + # %%* & - #&+

!：@$"8 ">$"；"：,"99 !.0!$0’>"’*.0，,; 4 -#

$ ) &" 方法的重复性和回收率
$ $ 在 #0 !0 # 节提取的乳脂肪样品中添加混合标准
溶液，进行 ) 个浓度水平的添加回收试验，按 #0 !0 !
节所述方法对样品进行处理，重复试验 * 次，考察方

法的回收率和重现性，结果见表 !。除了反式亚麻
酸外，其余脂肪酸的回收率均为 ""0 ,A 1 #+(0 !A，
相对标准偏差（=BC）为 #0 !A 1 ##0 %A，说明本方法
具有良好的精密度与准确度。

表 $" 乳脂肪中 % 种反式脂肪酸的加标回收率和
相对标准偏差（$ ’ (）

</;76 $" $:(@65 ,64-A6,(61 /95 ,67/0(A6 10/95/,5
56A(/0(-91（=$B1）-2 % "!#$% 2/003 /4(51
(9 .(7@ 2/0（$ ’ (）

<0"%6’$
D"!8;>.&0( 4
（,; 4 -）

<(($( 4
（,; 4 -）

E.&0( 4
（,; 4 -）

=$!.3$>6 4
A

=BC 4
A

:#"’ # 1* ’ FC & # ++ , # "! %* # , ( # *

#+ #+ # ,& #+, # & , # %

!+ !# # ,, #+( # ! ! # !

:#"’ # 1% ’ #* # "+ & !# # !! "" # , & # (

#+ # ++ !* # (, %% # , ( # "

!+ # ++ )( # +" #+# # , ! # &

:#"’ # 1## ’ && # &+ & # ++ *+ # +, %+ # " * # &

#+ # ++ *& # *( #+# # ( * # "

!+ # ++ (* # ,+ #+, # & ! # *

:#"’ ! 1% ’，#! ’ FC #& # ++ #, # #+ %, # + ## # %

)+ # ++ )+ # (& #+! # & , # "

*+ # ++ *# # *" #+! # " # # !

:#"’ )1%’，#!’，#&’ FC #+ # ++ #+ # #+ #+# # + #) # &

!+ # ++ #) # %" *% # % #" # #

,+ # ++ ), # %* "( # , ## # +

FC：0.’ ($’$!’$(#

$ ) )" 乳脂肪样品的检测
$ $ 总脂肪含量为 ! ,; 的乳脂肪经 <; / 1B7G 柱预
分离后的 H: 分离色谱图见图 !。, 步洗脱结果显
示，顺、反式脂肪酸异构体的色谱峰得到了较好的分

离，达到了准确测定反式脂肪酸含量的目的。

$ $ 对 #+ 种乳制品中反式脂肪酸含量的检测结果
见表 )。方法 # 为本实验所采用的方法，即将总脂
肪酸甲酯经 <; / 1B7G 柱分离后用 H: 进行检测，分
离情况见图 !" 1 (，将图 !"、5、! 中 :#" ’ # ’、:#" ’ !
’、:#"’ ) ’ 区域内的组分计为反式脂肪酸。方法 !
为国家标准方法（HD &,#)0 )* 1!+#+），检测结果见
图 ! 中总脂肪的谱图，并将其中 :#"’ # ’、:#"’ ! ’ 区
域内的组分计为反式脂肪酸。从表 ) 的检测结果可
以看出，两种检测方法得到的结果存在一定的差异：

首先，方法 ! 对大多数样品中 :#" ’ # ’ 的检测结果
偏低。从图 !" 的结果不难看出，未过 <; / 1B7G 柱
前，:#"’ # 1##’ 后的反式油酸与顺式油酸的色谱峰
存在部分重叠的现象，同时图 !5 中也有部分顺式油
酸（:#"’ # 1* 1 "!）包含在反式油酸的色谱峰内，从
而造成了两者检测结果的差异。其次，两种方法对

:#"’ ! ’ 的测定结果差异较为明显，其原因主要是

·+(##·
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现有的色谱柱对反式亚油酸的分离能力有限，不能

很好地将饱和脂肪酸及顺式亚油酸与反式亚油酸完

全分离，导致方法 # 的检测结果偏高。此外，普通色
谱柱对 !!""$% & 和反式亚麻酸的分离较难达到满意

的效果，而经 #$ ’ !%&’ 柱预分离后可使其分离效果
较为理想，实现了对反式亚麻酸的准确定量，从而更

全面地反映出乳脂肪中 ()#* 的含量，使反式脂肪
酸的检测方法更具有科学性。

图 !" 乳脂肪经 !" # #$%& 洗脱分离前后的色谱图
’(") !" *+,-./0-",/.1 -2 ’!3&1 2,-. 0-0/4 .(45 2/0 /67 0+8 2,/90(-61 (1-4/087 :; /6 !" # #$%& 9/,0,(7"8
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表 $" 两种方法测定乳脂肪中 <’!1 的比较
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$" 结论

! ! 建立了一种 #$ ’ !%&’ 柱预分离与 C" 结合检
测乳脂肪中反式脂肪酸的方法，与仅使用专用色谱

柱对样品中反式脂肪酸进行分析的 C" 方法相比，
本实验通过特异性固相萃取的方法对样品进行前处

理，较好地避免了样品中顺式及饱和脂肪酸对反式

脂肪酸的干扰，达到了准确检测乳脂肪中反式脂肪

酸含量的目的。同时该方法不仅能准确检测样品中

反式 ""$% "、""$% # 的含量，也能实现对反式 ""$ % &
含量的测定，较为全面地反映了乳脂肪中反式脂肪

酸的含量。该方法的优点是操作简单、准确度高，但

也不可避免地造成了检测时间的增加，实际操作时

可以根据检测的准确度要求选择使用该方法。
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