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母乳中多不饱和脂肪酸的RP—HPLC测定方法研究 

方志娥，陆 巍，曲 斐，颜 波，易珍奎，尚京川 

(重庆医科大学药学院药物分析教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立测定母乳中亚油酸(Linoleic acid，LA)、ot一亚麻酸( —Linolenic acid，AIJA)、花生四烯酸(Arachidonic acid， 

AA)、二十二碳六烯酸(Docosahexaenoic acid，DHA)的高效液相色谱法。方法：经液一液萃取并衍生提取母乳中的不饱和脂肪酸 

后，采用 Agilent SB—C18(4．6 mm×150 mm，5 m)，流动相为乙腈：水 =83：17，流速 1．0 ml／min，柱温 30℃，紫外检测波长 254 nm 

进行。结果：ALA在 50—350 g／ml、LA在 200～l 500 g／ml、DHA在 10—80 g／ml和 AA在 加 ～160 g／ml范围内浓度与峰 

面积呈良好的线性关系，r均大于0．999；前三者的最低检测限均为0．2 g／ml，后者为0．4 g／ml；高、中、低浓度的平均回收率在 

92．65％一100．70％以内，精密度 RSD≤5．67％。结论 ：本方法快速、准确且灵敏，满足临床和不同生物样品中多不饱和脂肪酸的 

含量测定。 
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Determination of pOIyUnSatUrated fatty acid in human breast milk by reverse 

phase high performance liquid chromatography 

FAGN Zhi—e，et 

(Department ofPharmaceuticalAnalysis，College ofPharmacy，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To establish a simultaneous determination of linoleic acid (LA)， —linolenie acid (ALA)，arachidonic acid 

(AA)and docosahexaenoie acid (DHA)in human breast milk by reverse phase high performance liquid chromatography(RP-HPLC)． 

Methods：The method of liquid—liquid extraction and derivation from human breast milk was used in a HPLC analysis．The column was 

Agilent SB—C18(4．6 mm×150 mm，5 m)．The mobile phase was acetonitrile：water(83：17，v／v)at 1．0 ml／min with UV detection at 

254 nm and the column temperature was 30℃ ．Results：Th e standard curves were linear over the ranges of 50—350 g／ml for 
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limits ofALA，LA and DHA were all 0．2 ml，and AA was 0．4 g／m1．The average recovery ofthe method was 92．65％ ～100．70％ 

and the RSD was lower than 5．67％ ．Conclusion：The HPLC method in this assay is rapid，direct and sensitive，which can be 

successfully applied to quan tity the detection of polyunsaturated fatty acid of different biological samples as well as in clinic． 

【Key words】HPLC；Unsaturated fatty acid；Breast milk 

依据脂肪酸的饱和度，可将其分为饱和脂肪酸、单不饱 

和脂肪酸及多不饱和脂肪酸。其中多不饱和脂肪酸(Polyun— 

saturated fatty acid，PUFA)是一类含有两个或两个以上双键且 

碳原子数为 16—22的直链脂肪酸，主要分为 n一3和 n一6系脂 

肪酸 ；n一3系脂肪酸包括 一亚麻 酸 ( —Linolenic acid， 

ALA)及其衍生物二十二碳六烯酸 (Docosahexaenoic acid， 

DHA)，n一6系脂肪酸包括亚油酸(Linoleic acid，LA)及由它可 

衍生出的花生四烯酸(Arachidonic acid，AA)。母乳中含有婴 

儿所必需、但体内又不能自身合成的多不饱和脂肪酸，尤以 

n一3和 n一6系列脂肪酸最为重要，约占多不饱和脂肪酸总量 

的 60％ 一90％，对婴儿的脑和视网膜的发育有着非常重要 

的作用【Il。 

目前国内有大量采用 HPLC法测定血浆 、血清或者细胞 

膜12-51中脂肪酸，但关于母乳中多不饱和脂肪酸的测定尚未见 

报道。本文采用反相高效液相色谱法(RP—HPLC)对4种多不 

饱和脂肪酸进行分离测定，为研究母乳中的营养成分提供测 

定方法，同时为新生儿合理喂养提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 研究材料 

选择 2008年 2—8月重庆医科大学附属儿童医院儿童 

保健科35例已健康正常分娩的乳母。连续收集每位乳母产 

后 12 d的初乳和一个月以后的成熟乳。所有标本均在上午 

采集，用手挤法采集乳汁，采集后立即盖紧容器，置于 一20~C 

冰箱保存待测定。 

1．2 主要试剂与仪 器 

IA、ALA、AA和 DHA(美国 NUCHEK公司)；甲醇为色 

谱纯；正已烷、三乙胺 、磷酸、(1)一溴代苯乙酮、丙酮和醋酸均 

为分析纯；氮气；双蒸水。 

SHIMADZHU LC一2010A(class—vp6．0工作站 )；Sartorious 

BS210S电子天平 (德国 Sartorious公司)；KA一1000离心机 

(上海安亭科学仪器厂 )；SK—I快速混匀器 (江苏国华仪器 

厂 )；THZ一82A型水浴恒温振荡器 (江苏省金坛市荣华仪器 

制造有限公司)。 

1，3 研究方法 

1．3．1 对照品溶液配制 分别精密称取适量 ALA、DHA、AA 

和 LA 4种脂肪酸对照品于容量瓶中，用乙腈稀释至刻度线 ， 

得到浓度均为 1．0 mg／ml，使用前取适量的4种不饱和脂肪酸 

对照品溶液混合，制得标准储备溶液。上述对照品溶液均避 

光、冷藏保存。 

1．3．2 色谱条件 色谱柱：Agilent SB—C18 (4．6 mm x 150 

mm，5 m)；流动相为乙腈：水 ：83：17；流速：1 ml／min；检测 

波长：254 nm；柱温：30~C；进样体积：lO l。 

1．3．3 母乳样品的处理 精密移取母乳 200／,L l，加入500 

1甲醇及 1 ml正己烷，混匀，再加入 1 mol／L磷酸0．1 ml，震 

荡 5 min，经离心(3 000 r／min)15 min；移取 950 l正己烷上 

相于另一干燥试管中，加入 1 mol／L磷酸 5O l，震荡 5 min， 

再次离心 1 min，移取900“l正己烷相，此步重复2步，合并 

正己烷上相于干燥的尖底玻璃试管中。合并的正已烷相中加 

入20 mg／m~(I)一溴代苯乙酮的丙酮溶液 l0 l及20 mg／ml 

三乙胺的丙酮溶液 l0 I，震荡 1 min，水浴(90~C)25 min，冷 

却后，加入5 m咖 l醋酸丙酮溶液 10 l，震荡 1 min，再次水 

浴(9O℃)25 min，25℃一30℃下经氮气吹干仪吹干，残留物用 

流动相200 l复溶，震荡 1 min，转移至寸管中，以备HPLC 

分析。 

2 结 果 

2．1 不饱和脂肪酸的色谱图 

在选定的色谱条件下，对ALA、DHA、AA和LA的色谱 

分离情况进行考察，所得色谱图见图 1、4种不饱和脂肪酸均 

有效分离，保留时间ALA为 14 min、DHA约为 15 min、AA约 

为 18min、LA约为 20min。 

2．2 标准曲线及检测限 

精密吸取 ALA、DHA、AA和 LA标准混合储备溶液，用乙 

腈稀释成一系列浓度，按“1．3．3母乳样品的处理”操作，取 10 

l注入高效液相色谱仪记录峰面积，建立标准曲线，4种不 

饱和脂肪酸的回归方程及相关系数见表 1。结果表明：不饱和 

脂肪酸在其线性范围内呈良好的线性关系 ，相关系数 r> 

0．999。按色谱峰信噪比S／N=3为标准，ALA、DHA、LA三者的 

最低检测限均为 0．2 g／ml，AA的最低检测限为 0．4 g／ml。 

2．3 回收率与精密度 

分别加入适量储备对照品溶液于等量母乳中，制备低、 

中、高3种浓度的母乳样品各5份，按“1．3．3母乳样品的处 

理”操作并分析，以上各样品于同13内进样5次测定，另取上 

述样品，按同法操作，每天测定 1次，连续测定5 d。进样 l0 

l，测定其样品峰面积 ，按回归方程计算对应浓度，及其回 

收率与精密度。4种不饱和脂肪酸低、中、高 3种浓度的母乳 

回收率在92．65％一100．70％以内，精密度 RSD~<5．67％。其 



重庆医科大学学报 201O年第35卷第 5期 ~3oumal 01 Chongqing M~ical Univers~2o10．VoI．35 No．5) 一 701 一  

o0o6· 

L 八～ ，、0．005 0．004 坦0oD3 L 舞0触 学 o0o1
．  

o000 

。 2 4 ； 8 

o．08 

．
／  一

天 

0肺  

0 

0m  

型0．02 

oO - 

o 2 4 6 8 lO 12 14 16 18 20 22 24 

时间(rain) 

A一标准品；B一母乳样品 

1．AIA ；2．DHA；3．AA；4．IJA 

图 1 不饱和脂肪酸的标准品和母乳色谱图 

表 1 4种不饱和脂肪酸的线性方程及相关系数 

组分 回归方程 相关系数 r 线性浓度( lIl1) 

ALA y= l 635．8c一3 641．7 r=O．9990 50、lo0、2o0、3oo、35O 

DHA y=25 810c一3 943．8 r=O．999 9 10、20、4O、6o、80 

AA y： 13 808c一16 852 r=O．999 8 20、4O、80、120、l60 

LA y=9 701．3c+31 254 r=O．999 7 2oo、400、80o、1 000、1 2oo、1 50o 

表 2 母乳中不饱和脂肪酸的回收率与精密度 =5) 

鲴  

本底值 加入量 测定值 回收率 RsD％ 平均回收率％ 
组分 ( ) ( ) ( ) ( ) K u％ 干 凹 罕 

ALA 52_31 50 101．48±2．19 lo5．Ol 3．99 99．74 

10o 150．78±5．43 98．50 3．6o 

250 291．54±8 5 95 2 3肿  

DHA 30．78 10 40．82±1．52 92．48 5．67 92．65 

2O 48．99±2．35 91．14 4．80 

40 68．51±2．81 94．32 4．10 

AA 65．11 20 85．14±2．42 1O1．93 3．83 99．42 

50 114．03±2．96 97．80 2．60 

8O 143．90±3．17 98．52 2．2O 

乙A 540．56 2O0 739．8±18．71 105．12 3．36 l00．70 

350 885．5±25．68 98．54 2．90 

7o0 1 229．69±29．52 98．45 2．40 

表 3 样品的测定结果( g，mI，n=35 l 

ALA DHA AA 

初 乳 

成熟乳 

54．52±18．O3 

65．4l士 14．91 

30．13±10．56 63．88±20．99 

40．11±14．96 76．68±23．76 

553．5I±lo4．78 

665．24±155．63 
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测定结果见表 2。 

3 样品测定 

取母体分娩后 12 d内分泌的乳汁(初乳 )和一个月以后 

分泌的乳汁(成熟乳)各 0．2 ml，按“1．3．3母乳样品的处理”操 

作并分析，进样 1O I，结果见表3。 

4 讨 论 

由表 3可知，母乳中4种不饱和脂肪酸的含量随着泌乳 

期的延长而增加，其中LA的含量最高，其次为 AA和 ALA， 

而 DHA的含量最低。初乳中的 DHA含量最低，与张伟利等闷 

报道不符，因ALA主要来源于植物油，DHA主要富含于深海 

鱼类，而在内陆地区乳母长期使用大豆油、花生油等植物油， 

而较少摄人深水鱼和鱼油的膳食习惯，导致 DHA的含量较 

低。DHA在发育期的脑组织和视网膜组织中含量很高，对胎 

儿脑发育十分重要[71。所以孕期及哺乳母亲应适量食些富含 

DHA食品如海洋鱼类，进而更有利于婴儿的正常发育。 

目前生物体内脂肪酸的分离测定大多采用气相色谱法 ll1， 

但由于多不饱和脂肪酸的热稳定性较差，在其衍生过程中 

可能会异构化或者氧化 ，使气相的广泛应用受到很大限 

制 ，进而改用高效液相色谱法测定。HPLC条件较温和，可避 

免衍生过程的异构化 ；采用紫外检测器检测脂肪酸时，其响 

应值与分子的不饱和度有关，依次为 ALA、DHA、AA和 LA， 

与 Adosh Mehta的报道一致[81。 

陈江虹等[12l总结了用 HPLC测定脂肪酸的紫外检测衍生 

剂，几乎采用柱前衍生法将脂肪酸衍生成酯，实验表明，这种 

方法可提高脂肪酸的检测灵敏度。本实验采用酸}生较弱的磷 

酸酸化血浆，提取后不需加碱中和提取液，然后用 to一溴代 

苯乙酮和三乙胺作为衍生剂和催化剂，使实验过程得以简 

化。 

Abushufa R等㈣报道衍生化反应是否完全直接影响着脂 

肪酸含量的测定结果。在实验过程中，优化其衍生化条件，当 

衍生温度低于80~C时，脂肪酸的衍生不足够彻底 ，同～浓度 

的样品紫外检测响应值较温度高于 80~C的衍生方法的响应 

值低；当衍生时间大于 15 min时，反应物浓度趋于稳定，且对 

不饱和脂肪酸的降解无明显影响，最终选择其衍生条件温度 

90％，时间为 25 min。上述实验数据表明，此提取方法回收率 

较高，结果准确可靠。 

(易珍奎为重庆医科大学 2005级药学本科生) 
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