
178  2017, Vol.38, No.10             食品科学	 ※成分分析

UPLC和Q-Exactive高分辨质谱仪联用鉴定 
大黄鱼中的甘油三酯分子组成

翁丽萍1，赵  芸1，张  乐1，王宏海2,*
（1.杭州市农业科学研究院，浙江 杭州 310024；2.浙江工商大学环境科学与工程学院，浙江 杭州 310018）

摘  要：应用超高效液相色谱和电喷雾/四极杆-静电场轨道阱的质谱联用技术，分析大黄鱼脂肪中甘油三酯的组

成。采用Hypersil Gold C18柱（150 mm×4.6 mm，2.1 μm），流动相为82%甲醇（含0.1%甲酸）溶液和18%异丙醇

溶液，混合后添加0.05%乙酸铵溶液，以等度洗脱方式分离大黄鱼脂肪中的甘油三酯组分，柱后流出液采用电喷雾

离子源，以正离子模式采集一级质谱分子离子和二级质谱的碎片离子信息，然后与Lipidblast数据库中甘油三酯信

息进行比对。研究结果显示，超高效液相色谱和Q-Exactive高分辨质谱仪联用技术快速、准确鉴定出大黄鱼脂质中

含有28 种甘油三酯。PoOL、PoSO、PPO、PPoO、PSO、MPO、POL、PoSA 8 种甘油三酯占总量的87.87%以上，

其中PoOL（C16:1、C18:1、C18:2）相对含量最丰富，占35.261%。
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Identification of Triacylglycerols in the Lipids of Pseudosciaena crocea by UPLC and Q-Exactive High-Resolution 
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Abstract: The triglyceride composition of Pseudosciaena crocea lipids was analyzed by ultra performance liquid 

chromatography-electrospray ionization/quadrupole/electrostatic field orbit trap high resolution mass spectrometry (UPLC-

ESI/Orbitrap-MS). The chromatographic separation was performed on a Hypersil Gold C18 column (150 mm × 4.6 mm,  

2.1 μm) using a mobile phase consisting of methanol (including 0.1% formic acid)-isopropyl alcohol (82:18, V/V) and 0.05% 

ammonium acetate. The analytes were detected by ESI/Orbitrap-MS in the positive ion mode to obtain mass and tandem 

mass spectra together and then the results obtained were compared with those from the Lipidblast database. A total of 28 

triacylglycerols were identified by UPLC-ESI/Orbitrap-MS). Among these, PoOL was the most abundant (35.261%), and 

PoOL, PoSO, PPO, PPoO, PSO, MPO, POL and PoSA together accounted for 87.87% of the total triacylglycerols.
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大黄鱼（Pseudosciaena crocea）属鲈形目，石首鱼

科，俗称黄花鱼，是我国养殖规模最大的海水鱼类，因

肉质细嫩鲜美、金鳞朱唇、体形优美而深受消费者的

青睐[1]。水产品肌肉的脂肪组织主要是中性脂质，其中
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90%以上是甘油三酯（triacylglycerols，TAGs）[2]。现代

营养医学研究表明，脂质对心血管疾病的形成具有重要

影响，并且TAGs酰化位置的不同，脂质的吸收代谢会

有很大差异，会影响脂质的营养和应用价值，比如高含

量二十碳五烯酸/二十二碳六烯酸（eicosapentaenoic acid/

docosahexenoic acid，EPA/DHA）具有改善脂质代谢和胰

岛素抵抗的作用[3]。吴芮等[4]的研究还表明甘油三酯和中

华绒螯蟹中关键挥发性风味物质的形成有关。但是目前

关于甘油三酯结构的研究主要集中在植物油脂[5-7]，对大

黄鱼脂质的研究主要集中在甘油三酯含量变化和脂肪酸

组成的影响[8-9]，甚至海洋生物也仅有少数关于南极磷虾

油和海洋微藻中甘油三酯结构的研究[10-11]。

电喷雾离子源串联质谱在脂质组学应用中具有样品

前处理简单，所需样品量少、速度快、灵敏度高，可实

现脂质的高通量分析的优点[12]。Han Xianlin等[13]提出了

电喷雾离子化分析脂质的方法，随后，Cheng Changfu[14]

和Kalo [15]等对TAGs在电喷雾离子源串联质谱中的碎

裂机理进行了详细的研究，发现存在[M＋NH4－Rn－
COONH4]＋、[RnCO＋128]＋、[RnCO＋74]＋、[RnCO]＋

四种碎片离子。此后，Yang Kui[12]、Hsu[16]、李双[17]等利

用该技术进行不同样品中TAGs分子结构的鉴定。为了

解大黄鱼肌肉中脂质的组成、结构和营养，本实验采用

Q-Exactive四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱仪中的一级

扫描（MS1）和数据依赖性二级质谱扫描（dd-MS2）模

式对大黄鱼肌肉脂肪中中性脂质分子组成进行分析，建

立大黄鱼中甘油三酯分子组成的快速分析方法。同时，

采用气相色谱-质谱来分析大黄鱼中脂肪酸的组成，进一

步验证了电喷雾离子源和轨道阱串联质谱联用分析甘油

三酯的准确性，完善了大黄鱼中脂质组成的数据，同时

为水产品中脂质组成的研究提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 材料

冰冻深水网箱养殖大黄鱼，购于温州市水产供销

公司水产精品商场，平均体长25～30 cm，平均体质量

250～300 g，体态完好，鱼体新鲜。

1.2 仪器与设备

GC-QQQ气相色谱-质谱联用仪 美国安捷伦公司；

Q-Exactive四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱仪 美国

Thermo公司；Eppendorf 5810R高速台式离心机 德国

艾本德公司；Hei-VAP Precision真空旋转蒸发仪 德国

Heidolph公司；N-EVAP 112氮吹仪 美国Organomation
公司。

1.3 方法

1.3.1 脂质提取

将大黄鱼鱼肉绞碎，精确称取一定量处理好的样

品，按Folch等[18]的方法，用氯仿-甲醇（2∶1，V/V）溶液

溶液提取。在真空条件下，提取液用旋转蒸发仪进行干

燥，含量以g/100 g样品表示。

1.3.2 中性脂质分离

参照Kaluzny等[19]的方法，称取100 mg提取脂质，用

1 mL氯仿复溶，然后经SPE硅胶小柱分离。首先用3 mL
的正己烷活化SPE硅胶小柱，在1 mL/min流速条件下，用

3 mL氯仿-异丙醇（2∶1，V/V）溶液洗脱中性脂质，在氮

气吹干，放置－20 ℃冰箱中保存。

1.3.3 脂肪酸样品的甲酯化

取1.3.2节处理所得甘油酯样品100 mg于10 mL的玻

璃试管中，加入1 mL 0.5 mol/L氢氧化钾-甲醇溶液，用

涡旋混匀器混匀后在60 ℃水浴中加热20 min直至油珠完全

溶解，取出冷却至室温后，加入1 mL 15%三氟化硼-甲醇

溶液在60 ℃水浴中酯化20 min，取出冷却后，加入3 mL
正己烷溶液，充分混匀，静置片刻后取上层正己烷溶液，

过0.22 μm有机滤膜，氮气吹干溶剂，用正己烷定容， 

－20 ℃冰箱中保存，待气相色谱-质谱联用仪分析测定。

1.3.4 气相色谱-质谱联用仪条件

气相色谱条件：TR-5MS色谱柱（30 m×0.2 mm，

0.25 µm）；进样量1.0 µL；分流比100∶1；进样口温

度250 ℃；升温程序：40 ℃保持1 min，以10 ℃/min升
至150 ℃保持2 min，以10 ℃/min升至220 ℃，之后以

5 ℃/min升至280 ℃，保持3 min；氦气作为载气，流速

1.0 mL/min。
质谱条件：离子源温度230 ℃；电子电离源；电子

能量70 eV；质量扫描范围是35～450 u；脂肪酸组成以峰

面积归一法计算相对含量。

1.3.5 甘油酯超高效液相色谱-串联质谱的测定

1.3.5.1 样品的制备 

取1.3.2节处理所得甘油酯样品50 mg置于干净的玻

璃试管中，加入2 mL丙酮溶液，然后再加入2 mL流动相

（82%甲醇（含0.1%甲酸）溶液和18%异丙醇溶液，混合

后添加0.05%乙酸铵溶液），待测。

1.3.5.2 液相色谱参数

色谱柱：Hypersil Gold C18（150 mm×4.6 mm，

2.1 μm）；采用等度洗脱方式，流动相：82%甲醇（含

0.1%甲酸）溶液和18%异丙醇溶液，混合后添加0.05%乙

酸铵溶液，分离时间18 min；流速0.2 mL/min；进样量

5 μL；柱温30 ℃。

1.3.5.3 质谱参数

四极杆-静电场轨道阱质谱条件：鞘气流速35 arb，
辅助气流速10   a rb，喷雾电压3 . 0   k V，毛细管温度

320 ℃，加热器温度250 ℃，全扫描条件（MS1）：分辨

率70 000，质量扫描范围m/z 100～1 000；二级扫描条件

（dd-MS2）：分辨率17 500，碎裂离子选择Top 5，归一

化碰撞能量12 eV；电离源为电喷雾离子源，采用正离子

模式采集数据，采集时间为18 min。
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1.4 数据处理

Lipidblast是一个通过计算机模拟和实际实验数据结

合的二级质谱数据库，包含约200 000 个二级质谱[20]。

先将通过Q-Exactive获得的二级质谱数据Raw格式转换成

mgf格式，然后用NIST-MS-GUI进行搜索匹配。母离子

参数设置为0.4 D，子离子参数设置为0.8 D。Lipidblast
搜索结果中Reverse dot product代表着实验质谱数据和

Lipidblast数据库的匹配程度，得分在400以上的定性结

果，被认为是可信的。

2 结果与分析

2.1 大黄鱼的总脂含量和脂肪酸组成

表 1 大黄鱼甘油三酯的脂肪酸组成

Table 1 Fatty acid composition of TAGs in Pseudosciaena crocea lipids

脂肪酸 保留时间/min 相对含量/%
C14:0（M） 26.546 2.93

C15:0 29.400 0.19
C16:0（P） 32.319 35.67

C16:1（Po） 31.719 11.67
C17:0（Ma） 35.232 0.21
C18:0（S） 38.103 6.78
C18:1（O） 37.373 28.14
C18:2（L） 37.187 2.67
C18:3（Ln） 37.518 6.17
C20:0（A） 43.622 0.15
C20:1（G） 42.941 0.66

C20:5（EPA） 41.948 1.60
C22:6（DHA） 46.834 3.07

注：脂肪酸缩写：C14:0（myristic，M）、C16:0（palmitic，P）、C16:1
（palmitoleic，Po）、C17:0（margaric，Ma）、C18:0（stearic，S）、
C18:1（oleic，O）、C18:2（linoleic，L）、C18:3（linolenic，Ln）、C20:0
（arachidic，A）、C20:1（gadoleic，G）。

采用1.3.1节脂肪的提取方法，测得大黄鱼中脂肪含

量平均值为（8.41±0.02）g/100 g。取1.3.3节方法的甲

酯化样品，采用1.3.4节气相色谱-质谱联用方法对脂质样

品的脂肪酸组成进行测定，同时采用C4～C24不同碳链长

度的37 种脂肪酸甲酯作对照标准，进一步验证鉴定准确

性，对样品中的脂肪酸进行定性，以峰面积归一化法计

算每种脂肪酸的相对含量，结果见表1。大黄鱼脂肪中

最主要的脂肪酸为C16:0、C16:1、C18:1、C18:0、C18:2、C18:3和

C22:6，其中棕榈油酸C16:1大量存在于海产油脂中，大黄

鱼中性脂质中还含有C20:5（EPA）和C22:6（DHA）等多不

饱和脂肪酸，不饱和脂肪酸总量达到53.98%，脂肪酸种

类、含量与文献[21-22]测定结果一致。

2.2 大黄鱼中甘油三酯的组成

通过二级质谱扫描的方法，得到了大量的二级质谱

信息，如图1所示。一般的定性方法是通过这些二级质谱

信息来搜索仪器自带的二级质谱数据库，例如LMSD、
LipidBank、LIPIDAT等，但是这些数据库所含有的二级

质谱信息不是很全面，通过搜索这些数据库无法得到全

面的定性结果。本研究中首先采用Lipidblast数据库进行

甘油三酯的定性分析，然后逐一评估Lipidblast数据库定

性的结果，提高鉴定的准确性。采用Alarm等[23]方法，

即流动相为82%甲醇（含0.1%甲酸）溶液和18%异丙醇

溶液，混合后添加0.05%乙酸铵溶液，采用等度洗脱使

得大黄鱼肉中中性脂质在C18柱中得到了很好的预分离，

见图1A。在Q-Exactive系统中，本实验中全扫描模式下

获得质谱图是混合物中[M＋NH4]的加合物离子，范围在

760～1 030 D，如图1B所示。部分实验数据和Lipidblast
数据库的比对结果，如图2所示。
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图 1 大黄鱼甘油三酯在正离子全扫描模式下总离子流图（A）和 

质谱图（B）

Fig. 1 TIC chromatogram (A) and full scan mass spectrum (B) under 

the positive mode of TAGs Pseudosciaena crocea in lipids

一般情况下，甘油三酯的质谱图中同时存在信号强

度较大的分子离子峰[M＋1]或[M＋NH4]和分子失去1 个
脂肪酸的碎片离子峰[M＋1－SN-1脂肪酸]。当甘油三酯

含2 种或3 种脂肪酸时，可失去2 种或3 种脂肪酸，因此

可同时存在2 种或3 种[M＋1－脂肪酸]的碎片离子峰。

如保留时间为11.71 min的色谱峰的质谱图显示分别存在

4 种碎片离子866.82 [M＋NH4]、593.56 [M＋1－SN-1]、
565.52 [M＋1－SN-2]和579.54 [M＋1－SN-3]，可以确定

为PMaS（C16:0、C17:0、C18:0）。又如POL即棕榈酸亚油酸

油酸甘油酯，因棕榈酸、亚油酸或油酸均可能失去，所

以可能有[M＋NH4]为874.79，[M＋1－棕榈酸]为601.5，
[M＋1－油酸]为575.5，[M＋1－亚油酸]为577.5等碎片

信号。其中保留时间为7.94 min的化合物的质谱图中，存

在质量数为874.79、601.52、575.51和577.52四个强峰，

子离子来源于分别失去P、O、L，即得601为LO，575
为PL。Mottram等[24]研究了在化学电离条件下[M＋H]的
前级离子分离所产生的甘油二酯离子及脂肪酸的位置。

根据SN-1（3）位的脂肪酸比SN-2位的容易丢失，所以

研究表明在含有A、B离子的情况下，AAB比ABA更有

可能，而AC在ABC中是最不可能出现的。大量实验表

明：根据碎片离子强度和离子比率可以用作确定碎片位
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置[25-27]。因此根据不同SN位脂肪酸丢失的难易，保留时

间为7.94 min的化合物可确定为PLO，棕榈酸亚油酸油酸

甘油酯。因此由上述质谱碎片信号可对甘油三酯进行鉴

定，测定结果见表2。
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图 2 2 种大黄鱼甘油三酯在正离子模式下的二级质谱数据与

Lipidblast数据库的匹配

Fig. 2 Annotation of two TAGs in Pseudosciaena crocea lipids by 

matching experimental dd-MS2 data acquired under positive modes with 

the Lipidblast library

表 2 Lipidblast定性分析大黄鱼甘油三酯

Table 2 Identified TAGs in Pseudosciaena crocea lipids by Lipidblast

TAG分子 [M＋NH4]＋ 保留时间/min 相对含量/% 匹配度

MPoM 766.697 0 5.43 0.004 953
MPPo 794.729 9 6.53 0.157 968
MPoO 820.745 1 6.62 1.724 971
MPO 822.760 6 7.70 3.551 967

PPoMa 836.777 1 8.34 0.407 956
PPoLn 844.745 0 5.96 0.256 992
PPoL 846.760 7 6.66 1.349 996
PPoO 848.775 5 7.89 8.425 991
PPO 850.791 4 9.15 10.935 990
PPS 852.808 2 10.61 0.472 953

PMaO 864.808 1 9.98 0.156 964
PMaS 866.821 6 11.71 0.043 998
PoLLn 868.743 7 5.59 0.794 985
PoOLn 870.759 8 6.52 0.985 989
PoOL 872.776 8 6.87 35.261 993
POL 874.792 0 7.94 3.503 988
PoSO 876.807 2 9.37 17.948 981
PSO 878.822 8 10.81 5.050 968

PoOE 894.759 7 5.93 2.056 980
PoSA 904.840 5 11.15 3.200 964
PSG 906.854 8 12.99 0.445 956
PSA 908.871 0 15.39 0.005 958

MaOG 918.855 6 12.16 0.017 950
OLG 928.839 8 9.77 0.008 991
SOG 932.870 9 13.45 0.038 967
PoED 940.744 9 4.45 0.893 951
PED 942.760 2 5.16 0.068 953
OED 968.775 5 5.42 0.516 964

注：D表示DHA，E表示EPA。

甘油三酯中脂肪酸链的长度、不饱和度、甘油酰基

化的位置不同，导致甘油三酯具有不同的生理功能。如

棕榈酸（C16:0）在SN-2位能促进人体对脂肪酸的吸收[28]； 

高含量的DHA/EPA甘油三酯型鱼油能显著抑制肝脏脂肪

合成和促进β-氧化两方面来改善脂肪肝[3]。最新研究表明

通过干预人体摄入不同结构的脂质可以改变血清中脂质

组学轮廓，从而影响心血管病的发展[29-30]。因此研究水产

品脂质组成和结构，了解其功能，在营养研究和脂质代

谢相关疾病的治疗中具有积极的作用。

3 结 论

本研究基于电喷雾离子源全自动喷雾进样联用超高

效液相色谱和Q-Exactive四极杆-静电场轨道阱高分辨质

谱仪快速分析大黄鱼中性脂质分子组成，利用Lipidblast
数据库快速准确定性出甘油三酯分子组成。共有28 种
甘油三酯得到鉴定，其中相对含量大于3%的有PoOL、
PoSO、PPO、PPoO、PSO、MPO、POL、PoSA，8 种甘

油三酯占总量的87.87%以上，其中PoOL（C16:1、C18:1、

C18:2）相对含量最丰富，占35.261%。采用此方法能快

速、有效地解决水产品中甘油三酯的鉴定分析，为水产

品脂肪的指纹图谱提供了定性依据。
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