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摘要：共轭亚油酸（CLA）是亚油酸的位置和几何异构体。 其中 9c，11t-CLA 和 10t，12c-CLA 是目
前发现生理活性比较强的两种共轭结构。 作者使用氢氧化钾甲醇溶液对油脂中的共轭亚油酸甘
三酯进行水解和甲酯化，利用毛细管气相色谱进行分离后外标法定量。 作者得到共轭亚油酸 9c，
11t-CLA回收率在 97.66%~103.51%之间，10t，12c-CLA回收率在 96.12%~102.48%之间， 检出限
2.4 mg/kg，定量限 8 mg/kg。
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Abstract： Conjugated linoleic acids （CLA） are the positional and geometric isomers of linoleic
acid，among them，9 c，11t-CLA and 10 t，12 c-CLA exhibited the stronger biological activity. In
this study，a method was developed for the quantitative determination of 9 c，11t-CLA and 10 t，12
c -CLA by capillary gas chromatography. The sample of CLA oil was methylated with KOH in
methanol.The calculation of results was carried out with external standards. The recovery of 9c，11t-
CLA and，10 t，12 c-CLA was between 97.66%~103.51% ，96.12%~102.48% ， respectively. The
detection and quantitation limits were separately 2.4 mg/kg and 8 mg/kg.
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研究论文

共轭亚油酸（CLA）是由亚油酸衍生的具有共轭

双键结构的十八碳二烯酸的位置和几何异构体的

统称，目前发现的异构体有 20 种。 大量的研究发现

CLA 可抑制化学诱导的皮肤癌、胃癌、乳腺癌和结

肠癌，具有抗突变，提高免疫功能，防止动脉硬化等

生理功能； 起关键作用的为两种主要异构体：9c，

11t-CLA 和 10t，12c-CLA[1]。共轭亚油酸及其甘油三

酯作为新资源食品，在人类的健康方面发挥着积极

的作用。 目前针对共轭亚油酸采用的主要分析方法

有气相色谱法，银离子高效液相色谱法，气质联用

法（GC-MS）等，或者几种方法一起使用，达到对共

轭亚油酸异构体的分离和鉴别目的[2-3]。 针对两种主
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要异构体 9c，11t-CLA 和 10t，12c-CLA 的分析方法

进行研究，建立了两种异构体的准确、灵敏的定量

分析方法，以满足实际检测的需求。

1.1 仪器与试剂

Agilent 7890A 气相色谱仪：美国安捷伦公司产

品；漩涡振荡器：上海精科实业有限公司产品；离心

机： 北 京 时 代 北 利 离 心 机 有 限 公 司 产 品；9c，11t-
CLA 甲酯，10t，12c-CLA 甲酯： 瑞士 larodan 公司产

品。
1.2 色谱条件

毛细管气相色谱柱：VARIAN CP-Sil88（100 m×
0.25 mm×0.25 μm）， 升温程序：45 ℃保持 4 min，以

13 ℃/min 升到 175 ℃保持 27 min，以 4 ℃/min 升到

215 ℃保持 35 min。 载气：氦气；流量：1 mL/min；进

样量：1 μL；分流比：10∶1；进样口温度：270 ℃；检测

器温度：280 ℃。 标准品和样品经过前处理后按照上

述色谱条件分析的色谱图见图 1，2。

图 1 标准品的色谱图

Fig.1 GC chromatograms of standard sample

图 2 样品的色谱图

Fig.2 GC chromatograms of sample

1.3 样品前处理方法

精密称取样品约 0.5 g 至 50 mL 离心管中，加

入 8 mL 正己烷溶解，然后加入 2 mL 0.5 mol/L 的氢

氧化钾甲醇溶液，振摇均匀，放入 60 ℃烘箱中反应

5 min， 振摇后取出放置室温下冷却反应 15 min，加

入 5 mL 饱和食盐水溶液， 在漩涡振荡器上振荡一

分钟，然后以 6 000 r/min 的转速离心 5 min，用滴管

吸取上清液放入 25 mL 容量瓶中， 依次加入 8 mL
正己烷萃取 2 次，振荡离心后取上清液并入容量瓶

中，用正己烷定容至刻度[4]。
1.4 标准曲线的配制

用正己烷溶解 9c，11t-CLA 甲酯，10t，12c-CLA
甲酯标准品，至同一个 25 mL 容量瓶中，用正己烷

定容，配制成 1 mg/mL 的混合标准溶液，作为储备

液。然后稀释成 10，20，40，60，80，100 μg/mL 的标准

溶液。

2.1 样品前处理方法

2.1.1 甲酯化试剂的选择 选用 4 种试剂进行甲

酯化：体积分数 14%三氟化硼甲醇溶液，体积分数

0.78%硫酸甲醇溶液，0.5 mol/L 甲醇钠甲醇溶液，0.5
mol/L 氢氧化钾甲醇溶液。 实验样品为共轭亚油酸

甘油三酯 T80。实验条件为 60 ℃烘箱中反应 5 min，
振摇后取出放置室温下冷却反应 15 min。 样品是甘

三酯类， 实验结果发现采用酸法甲酯化不完全，峰

面积很小，故不采用酸法甲酯化。 氢氧化钾甲醇溶

液与甲醇钠甲醇溶液产生的异构体含量相当，因为

氢氧化钾甲醇溶液为实验室常备，且毒性小，故选

作甲酯化试剂。 不同甲酯化试剂分析共轭亚油酸异

构体的面积见表 1。
表 1 不同甲酯化试剂分析共轭亚油酸异构体的峰面积（PA）

Tab.1 Peak area of CLA isomer on different Methylating
Agent（PA）

2.1.2 甲酯化试剂添加量的影响 取 0.5 mol/L 氢

氧化钾甲醇溶液 1，2，3，4，5 mL 加入样品中， 其他

条件按照样品前处理方法进行实验 ，考察氢氧化钾

甲醇溶液添加量对产物质量分数的影响，结果如图

3 所示。

材料与方法1

结果与讨论2

异构体
PA

三氟化硼 硫酸 甲醇钠 氢氧化钾

9c，11t
-CLA（PA） 49.652 160.622 2 606.410 2 580.346

10t，12c-
CLA（PA） 46.779 152.377 2 542.553 2 517.127

t，t-CLA（PA） 1.595 3.471 56.344 55.780

Other-CLA（PA） N.D. N.D. 105.553 104.497
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图 3 甲酯化试剂的添加量对 9c，11t-CLA 和10t，12c-CLA
质量分数的影响

Fig.3 Effect of the amount of Methylating Agent on the
CLA content

甲酯化试剂添加量在 2 mL 时 2 种共轭亚油酸

甲酯质量分数达到最高。 当甲酯化试剂太少，可能

影响甲酯化完全；甲酯化试剂太多，可能因为共轭

亚油酸甲酯在甲醇中有一定的溶解度，从而影响了

萃取效率。
2.1.3 甲酯化时间选择 将样品用 8 mL 正己烷溶

解后，加入 2 mL 0.5 mol/L 的氢氧化钾甲醇溶液，放

置在 60℃烘箱中反应 0，5，10，15，20，25 min， 然后

放在室温下冷却 15 min（见图 4）。 结果显示样品溶

液随着反应时间延长（5 min 之后），含量呈降低趋

势，发生共轭亚油酸的异构化的可能性增加 [5]，从而

影响定量的准确性。 故对甲酯化时间进行选择，确

定加热 5 min 的时间为佳。
2.2 色谱条件的优化

共轭亚油酸的异构体种类多，要达到对主要异

构体定量的目的，对异构体分离的要求高。 目前国

内 外 报 道 的 文 章， 主 要 采 用 强 极 性 的 色 谱 柱，如

CP-sil88，BPX-70，SP-2560 等 色 谱 柱 。 采 用CP-
Sil88 （100 m×0.25 mm×0.25 μm） 的色谱柱进行试

验。 分别在氢气、氦气做载气情况下，考察了恒流模

式（1 mL/min）和恒压模式下对分离的影响。 结果表

明载气、恒流恒压模式对分离影响不大。 升温速率

越 快，出 峰 时 间 越 早，但 分 离 度 不 好；升 温 速 率 越

慢，峰 响 应（峰 高）越 小，影 响 定 量，而 且 分 析 时 间

长，效率低。 最终选择合适的升温程序，使分离度和

峰响应比较适中，达到准确定量的目的。

图 4 甲 酯 化 时 间 对 9c，11t-CLA 和 10t，12c-CLA 质 量 分

数的影响

Fig.4 Effect of Methylation time on the CLA content

2.3 线性关系考察

以共轭亚油酸甲酯溶液质量浓度为横坐标，峰

面积为纵坐标，绘制标准曲线得到曲线方程，在 10~
100 μg/mL 的质量浓度范围内，线性良好，相关系数

为0.999，见图 5。

（a）

（b）
（a）

（b）
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图 5 标 准 品 9c，11t-CLA 甲 酯 和 10t，12c-CLA 甲 酯 的 线

性关系

Fig.5 Linearity of standard sample

2.4 检出限、定量限考察

以仪器信噪比 S/N=3 时标准品的含量为最低

检出限， 仪器信噪比 S/N=10 时的含量为仪器的最

低定量限，最低检出限（LOD）为 2.4 mg/kg，定量限

（LOQ）为 8 mg/kg，最低检出量为 0.6 ng，与农业部

制定的乳及乳制品中共轭亚油酸的含量测定标准 [4]

中的最低检出量 9 ng 及 13.8 ng 相比， 具有更高的

灵敏度。
2.5 重复性考察

按照样品的处理方法， 平行测试 6 个样品，含

量结果见下表 2。 9c，11t-CLA 和 10t，12c-CLA 的平

均质量分数分别为 1.485，1.449 mg/g， 相对标准偏

差均小于 2%，可见样品测试重复性良好。
表 2 样品重复性测试结果

Tab.2 Repeatability of sample

2.6 方法回收率考察

精确称取样品约 0.5 g，分别加入高、中、低 3 种

质量浓度的标准品溶液，按供试品的前处理方法进

行实验，进气相色谱分析得到的回收率见表 3，4。
该方法的回收率高，表明分析方法准确度高。

测试次数
9c，11t-CLA

质量分数/（mg/g）
10t，12c-CLA

质量分数/（mg/g）

1 1.502 1.465

2 1.508 1.467

3 1.466 1.429

4 1.458 1.419

5 1.487 1.451

6 1.490 1.464

RSD/％ 1.32 1.42

表 3 样品中 9c，11t-CLA 加标回收率

Fig.3 Recovery of 9c，11t-CLA in sample

编号 取样量/mg 质量/mg 加入量/mg 测得量/mg 回收率/%

1 469.0 0.696 5 0.588 0 1.292 8 101.42

2 453.5 0.673 4 0.588 0 1.282 1 103.51

3 458.1 0.680 3 0.588 0 1.281 6 102.27

4 604.9 0.898 3 0.735 0 1.632 2 99.85

5 545.8 0.810 5 0.735 0 1.528 3 97.66

6 568.1 0.843 6 0.735 0 1.573 2 99.26

7 504.0 0.748 4 0.882 0 1.611 0 97.80

8 490.0 0.727 7 0.882 0 1.605 7 99.55

9 498.0 0.739 5 0.882 0 1.613 6 99.10

平均回收率/% RSD/%

100.05 1.98

（a）

（b）
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2.7 稳定性考察

将处理好的样品室温下放置 6，12，24 h 后进

样，两种同分异构体的含量在 24 h 内稳定（见表

5）。 该方法样品溶液在室温下 24 h 内稳定性好，是

准确定量的前提条件。
表 5 样品在室温下的稳定性

Tab.5 Stability of sample in room temperature

2.8 样品测定

藏酥油是青藏高原地区牧民用传统手工艺从

牦 牛 奶 中 提 炼 出 的 奶 油。 其 中 含 有 共 轭 亚 油 酸，
EPA，DHA 等功能性脂肪酸，而且纯天然无污染，特

别适合于中老年、婴幼儿和体弱人群。 近几年针对

藏酥油的研究越来越多，取不同产地的天然藏酥油

进行分析，得到共轭亚油酸的质量分数，结果见表

6。天然藏酥油的共轭亚油酸主要是 9c，11t-CLA，在

西藏地区的那曲和拉萨的藏酥油 9c，11t-CLA 含量

明显高于四川、西藏日喀则等地区。
表 6 不同地区藏酥油中共轭亚油酸质量分数测定

Tab.6 Content of CLA in Tibetan butter in different
regions

针 对 共 轭 亚 油 酸 中 9c，11t-CLA 和 10t，12c-
CLA 两种主要异构体，采用外标法定量，灵敏度高，
准确度高，重复性好，不用回流，相对简单易操作。
综合考虑了检测限和分离度的要求，达到了很高的

灵敏度和分离度。 检测了藏酥油中共轭亚油酸两种

主要异构体的质量分数，对研究不同地区的藏酥油

有参考意义。 该方法对油脂类其他相关产品中的共

轭亚油酸酯的两种异构体也可进行准确定量分析。

结 语3

表 4 样品中 10t，12c-CLA 加标回收率

Fig.4 Recovery of 10t，12c-CLA in sample

编号 取样量/mg 质量/mg 加入量/mg 测得量/mg 回收率/%

1 469.0 0.679 6 0.588 0 1.274 2 101.12

2 453.5 0.657 1 0.588 0 1.259 7 102.48

3 458.1 0.663 8 0.588 0 1.260 9 101.55

4 604.9 0.876 5 0.735 0 1.617 5 100.82

5 545.8 0.790 9 0.735 0 1.511 6 98.05

6 568.1 0.823 2 0.735 0 1.541 5 97.73

7 504.0 0.730 3 0.882 0 1.579 2 96.25

8 490.0 0.730 3 0.882 0 1.591 8 97.68

9 498.0 0.751 7 0.882 0 1.599 5 96.12

平均回收率/% RSD/%

99.09 2.43

放置时间/h 9c，11t-CLA
质量分数/（mg/g）

10t，12c-CLA
质量分数/（mg/g）

0 1.485 1.449

6 1.492 1.447

12 1.470 1.442

24 1.509 1.453

RSD/% 1.090 0.320

放置时间/h 9c，11t-CLA
质量分数/（mg/g）

10t，12c-CLA
质量分数/（mg/g）

蒙古 5.511 0.220

西藏拉萨 6.759 0.543

甘肃 6.651 0.600

西藏日喀则 3.419 0.358

四川 3.364 0.199

西藏那曲 7.250 0.583
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