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HPLC-ELSD 测定油菜花粉抗前列腺增生活性部位中 4 种脂肪酸类化合物 
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摘  要：目的  建立油菜花粉抗前列腺增生活性部位中亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、亚麻酸、棕榈酸 4 种脂肪酸类化合物的

HPLC-ELSD 分析测定方法。方法  采用 YMC J’sphere ODS-H80（250 mm×4.6 mm，4 μm）色谱柱，乙腈-水梯度洗脱，体

积流量为 1.00 mL/min，ELSD 漂移管温度 85 ℃，气体为空气，气体体积流量为 3.0 L/min，柱温为 35 ℃。结果  亚麻酸酰

胺、亚麻酸甘油酯、亚麻酸、棕榈酸的线性范围分别为 57.88～347.28、33.04～198.24、159.40～956.40、83.68～502.08 μg/mL，
平均回收率分别为 100.4%、101.9%、101.1%、100.4%，RSD 分别为 3.68%、2.45%、1.56%、3.71%。结论  该方法同时测

定油菜花粉抗前列腺增生活性部位中亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、亚麻酸、棕榈酸 4 种脂肪酸类化合物，具有结果准确、重

现性好、操作简便等优点。 
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本课题组的前期研究工作确定了油菜花粉脂肪

酸部位为其抗前列腺增生（BPH）活性部位，其中

的脂肪酸类化合物为其抗 BPH 活性成分[1-4]。目前，

脂肪酸类化合物常用的分析检测方法有气相色谱

（GC）法、气相色谱-质谱联用（GC-MS）法等，这

些方法都需先将脂肪酸衍生为易挥发的酯化物，缺

点是酯化过程中存在各种副反应，且很难保证酯化

完全；酯化过程延长分析时间并使分析方法复杂化；

由于游离脂肪酸和脂肪酸衍生物均被衍生化为酯化

物，因此这些方法不能用于直接测定非衍生脂肪酸

类化合物的量[5-8]。也有报道采用 HPLC 配合紫外检

测器、示差检测器和电化学检测器等直接检测脂肪

酸及其衍生物，但由于脂肪酸类化合物不具有合适

的发色基团，且这些方法不能采用梯度洗脱，因此，

从灵敏度、选择性和分离效果等方面来说，这些方

法都是不可取的。采用高效液相色谱-蒸发光散射检 
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测器（HPLC-ELSD）分析检测脂肪酸类化合物及其

衍生物，与上述传统分析方法比较具有以下优点：

① ELSD 的响应与样品的光学特性无关；② 可不

用酯化直接检测脂肪酸及其衍生物；③ 适合于多溶

剂梯度洗脱；④ 分析时间短、方法简单；⑤ 灵敏

度和选择性较好。本实验欲建立油菜花粉超临界萃

取抗 BPH 部位中的亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、亚

麻酸、棕榈酸 4 种脂肪酸类化合物的 HPLC-ELSD
分析方法，以期为油菜花粉中脂肪酸类化合物的定

量测定提供一种简单、快速、准确的方法，也为其

他脂肪酸类化合物的定量测定提供一种可借鉴的方

法，为后续研究奠定基础。 
1  仪器与材料 

Waters 515 HPLC pump、Alltech ELSD 2000 蒸

发光散射检测器、HS 色谱数据工作站 V4.0＋
（Waters公司）；十万分之一电子分析天平为 Sartorius
公司产品；HA221—40—11超临界CO2萃取装置（江

苏南通华安超临界萃取有限公司）；亚麻酸酰胺对照

品由本实验室分离制备，通过波谱方法（ESI-MS、
1H-NMR、13C-NMR）和文献报道确定为亚麻酸酰

胺（质量分数为 99%）；亚麻酸甘油酯对照品（批

号 UG-024N）为 Accustandard 公司产品（质量分数

大于 99%）；亚麻酸对照品（批号 068K1564）和棕

榈酸对照品（批号 027K2112）为 Sigma 公司产品

（质量分数大于 99%）；油菜花粉（批号 RBP0907、
RBP0902、RBP1002）购于安徽百康蜂业有限公司，

经同济大学王开发教授鉴定为油菜花粉；水为水森

活纯净水，色谱纯乙腈和甲醇为迪马公司产品。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 YMC J’sphere ODS-H80（250 mm×

4.6 mm，4 μm），流动相为乙腈（A）-水（B），梯

度洗脱：0～10 min，40%～60% A；10～20 min，
60%～80% A；20～30 min，80%～100% A；30～35 
min，100% A；体积流量 1.00 mL/min，ELSD 漂移

管温度 85 ℃，气体为空气，体积流量 3.0 L/min，
柱温 35 ℃，进样量 20 μL。对照品及油菜花粉抗

BPH 活性部位样品色谱图见图 1。 
2.2  混合对照品溶液的制备 

精密称取亚麻酸酰胺对照品 14.47 mg、亚麻酸

甘油酯对照品 8.26 mg、亚麻酸对照品 39.85 mg、棕

榈酸对照品 20.92 mg 置 25 mL 量瓶中，用甲醇溶解

并定容，即得 4 种脂肪酸类化合物的混合对照品溶 

 
 

 
 
 

1-亚麻酸酰胺  2-亚麻酸甘油酯  3-亚麻酸  4-棕榈酸 
1-linolenic acid amide  2-linolenic acid glyceride 
3-linolenic acid  4-palmitic acid 

 
图 1  混合对照品 (A) 和样品 (B) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of mixed reference 
substances (A) and sample (B) 

 
液（质量浓度分别为亚麻酸酰胺 578.8 μg/mL、亚麻

酸甘油酯 330.4 μg/mL、亚麻酸 1.594 mg/mL、棕榈

酸 836.8 μg/mL）。 
2.3  有效部位溶液的制备 

参考文献报道[9]的工艺条件制备油菜花粉超临

界CO2萃取物，将油菜花粉超临界萃取物上DA-201
大孔吸附树脂用 60%乙醇洗脱即得，洗脱物用甲醇

溶解，即得。 
2.4  线性关系考察 

准确量取“2.2”项下混合对照品溶液 1.0、2.0、
3.0、4.0、5.0、6.0 mL 分别置于 10 mL 量瓶中，用

丙酮定容，配成梯度混合对照品溶液，分别精密吸

取 6 种梯度混合对照品溶液各 20 μL，注入高效液

相色谱仪，按“2.1”项下色谱条件进行测定，记录

峰面积，以峰面积积分值的对数值（Y）对质量浓

度（μg/mL）的对数值（X）进行线性回归，得回归
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方程。以各对照品信噪比 10∶1 确定定量限（LOQ），

信噪比 3∶1 确定检测限（LOD），结果见表 1，表

明各脂肪酸类化合物在试验质量浓度范围内线性关

系良好。 
 

表 1  4 种脂肪酸类化合物的线性回归方程、定量限和检测限 
Table 1  Linear regression equations, LODs, and LOQs of four fatty acids  

成  分 线性范围 / (μg·mL−1) 线性方程 r 检测限 / (ng·mL−1) 定量限 / (ng·mL−1)

亚麻酸酰胺  57.88～347.28 Y＝1.986 8 X＋ 1.404 9 0.999 7 0.67  1.12 

亚麻酸甘油酯  33.04～198.24 Y＝1.962 7 X＋ 1.808 5 0.999 7 0.44  1.89 

亚麻酸 159.40～956.40 Y＝3.227 2 X－ 2.481 6 0.999 5 2.18  8.34 

棕榈酸  83.68～502.08 Y＝9.718 5 X－23.618 0 0.999 5 4.68 12.92 
 
2.5  精密度试验 

取同一混合对照品溶液（亚麻酸酰胺 115.76 
μg/mL、亚麻酸甘油酯 66.08 μg/mL、亚麻酸 318.08 
μg/mL、棕榈酸 167.36 μg/mL），重复进样 6 次，结

果亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、亚麻酸和棕榈酸峰

面积的 RSD 分别为 1.34%、1.65%、0.72%、1.93%。 
2.6  稳定性试验 

分别称取批号为RBP0907的油菜花粉，按“2.3”
项下方法制备有效部位供试品溶液，分别在 0、2、
4、6、12、20 h 测定，亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、

亚麻酸和棕榈酸峰面积的 RSD 分别为 2.00%、

0.57%、1.11%、3.16%，表明供试品溶液在 20 h 内

稳定。 
2.7  重复性试验 

分别称取批号为 RBP0907 的油菜花粉 6 份，按

“2.3”项下方法制备 6 份有效部位供试品溶液，分

别进样 20 μL，测定亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、

亚麻酸和棕榈酸，计算得其质量分数的 RSD 分别为

2.31%、2.61%、2.67%、2.78%。 
2.8  加样回收率试验 

精密称取批号 RBP0907 的有效部位供试样品，

平行 6 份，每份约 12 mg，精密称定，分别精密加

入一定量的亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、亚麻酸和

棕榈酸混合对照品溶液，按“2.3”项方法制备供试

品溶液。分别精密吸取供试品溶液 20 μL 注入高效

液相色谱仪，按“2.1”项下色谱条件进行测定，计

算加样回收率。结果亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、

亚麻酸、棕榈酸的平均回收率分别为100.4%、101.9%、

101.1%、100.4%，RSD 分别为 3.68%、2.45%、1.56%、

3.71%。 
2.9  样品测定 

分别称取批号为 RBP0907、RBP0902、RBP1002
的 3 批油菜花粉，按“2.3”项下方法制备 3 份有效

部位样品溶液，按定量测定方法进行测定，分别得

亚麻酸酰胺、亚麻酸甘油酯、亚麻酸和棕榈酸的质

量分数，结果见表 2。 
 

表 2  油菜花粉有效部位样品中 4 种脂肪酸类化合物测定结果 
Table 2  Determination of four fatty acids in active fraction of rape bee pollen 

批  次 亚麻酸酰胺 / % 亚麻酸甘油酯 / % 亚麻酸 / % 棕榈酸 / % 总和 / % 

RBP0907 2.36 2.86 29.32 19.73 54.27 

RBP1001 2.02 2.54 28.31 21.91 54.78 

RBP0902 2.41 2.39 30.07 22.62 57.49 
 
3  讨论 
3.1  漂移管温度的优化 

在气体体积流量为 3.5 mL/min 条件下，开启流

动相，以漂移管温度为 115 ℃为基准，以 5 ℃为单

位，增加和降低漂移管温度，观察信噪比的变化，

继续改变温度直到信噪比最大，漂移管的最优温度

为信噪比最大时的最低温度。通过实验确定漂移管

最优温度为 85 ℃。 

3.2  气体体积流量的优化 
在漂移管温度为 85 ℃条件下，启动流动相，让

系统充分平衡；进样样品溶液并获得每个组分的峰

面积；选择样品质量浓度允许在同一刻度上观察峰

面积和基线噪音的变化；气体体积流量以 3.5 
mL/min 为基准，以 0.2 mL/min 为单位增加和降低

气体体积流量，观察每次改变后峰面积的变化；继

续降低气体体积流量并测定峰面积直到基线噪音不
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可接受；在可接受的低噪音基线条件下产生最大峰

面积时的最低气体体积流量为最优气体体积流量。

通过试验确定最优气体体积流量为 3.0 mL/min。 
3.3  流动相的选择 

在流动相系统选择方面，曾采用甲醇-水、丙酮-
水、乙腈-水等恒定比例及梯度洗脱，考察样品中各

成分的分离情况及检测灵敏度，经过反复试验，结

果表明采用乙腈-水梯度洗脱时，所测成分亚麻酸酰

胺、亚麻酸甘油酯、亚麻酸和棕榈酸的色谱峰峰形、

柱效和分离度均良好。 
4  结论 

本方法简单、准确、重复性好，可用于油菜花

粉抗 BPH 活性部位脂肪酸类成分的定量测定；此部

位的有效成分达到 50%以上，符合中药、天然药物

注册分类及申报资料要求中中药五类新药要求。 
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