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　　脂肪酸是指一端含有一个羧基的长的脂肪族碳氢链，是机

体主要能量来源之一。脂肪酸根据碳链的长短可分为短链、中

链、长链脂肪酸；根据饱和度的不同可分为饱和、单不饱和、多

不饱和脂肪酸。人和动物体内脂肪酸主要是长链脂肪酸，其来

源一是机体自身合成，二是食物供给。脂肪酸在生命过程中具

有非常重要的作用。研究表明，诸如高血压、血脂紊乱、肥胖、

胰岛素抵抗、心脑血管疾病及肿瘤等多种疾病都与脂肪酸代谢

异常有关［１４］，因而脂肪酸代谢的研究越来越受到重视。本文

对脂肪酸代谢检测常用的前处理方法、甲酯化方法及色谱分析

条件等综述如下。

１　脂肪酸代谢检测的前处理方法

１．１　动物组织脂肪酸检测的前处理　组织脂质的提取方法多

采用经典的Ｆｏｌｃｈ法，具体方法是首先称取一定量的组织，加

入一定的氯仿／甲醇混合溶媒进行匀浆，再加入蒸馏水离心处

理［５］。也有研究者先用生理盐水进行匀浆，再用氯仿／甲醇进

行脂质提取。禹晓等［６］研究α亚麻酸对高脂模型大鼠组织脂

肪酸代谢的影响。称取０．１０ｇ组织（肝脏、脑、肾及心），放入

玻璃手动均质器中，加入５ｍＬ氯仿／甲醇（２∶１），缓慢均质

１ｍｉｎ，过滤定容至５ｍＬ。再加１ｍＬ蒸馏水混匀，３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，除去溶剂上相，再用氯仿／甲醇／水（３∶４８∶４７）冲

洗溶剂界面３次，下相及部分冲洗液加入甲醇后融为一相，氮

气（Ｎ２）吹干，－２０℃保存至分析。张侃等
［７］对大鼠脑组织中

必需脂肪酸进行研究。称取脑组织５ｇ，加入３ｍＬ氯仿／甲醇

（１∶２），搅拌２ｍｉｎ，加氯仿５ｍＬ搅拌３０ｓ。再加蒸馏水５ｍＬ

搅拌３０ｓ，抽滤，用少量氯仿洗涤残渣。所得滤液静止分层，分

离，得油层待酯化分析用。李霖［８］选用－８０℃保存下的８０～

１２０ｍｇ大鼠肝脏组织放入匀浆器中，加１ｍＬ生理盐水研磨成

匀浆，分两次加氯仿２ｍＬ，甲醇１ｍＬ，合并２次提取液，下相

用Ｎ２ 吹干后置－４０℃冰箱中保存备用。

１．２　血清脂肪酸检测的前处理　血清中的游离脂肪酸能初步

反映机体代谢是否紊乱，且由于血清标本制作过程简单，关于

血清脂肪酸的研究也较多。崔瑞芳［９］将收集到的－８０℃保存

的血液标本于室温下静置１ｈ凝固后，在４℃下３５００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ ｍｉｎ，分 离 血 清，每 份 标 本 ２００μＬ，分 装 后 冻 存

于－８０℃备用。宋虎等
［１０］将血清标本１００μＬ加入３００μＬ氯

仿／甲醇（１∶３），涡旋振荡３０ｓ，混合液于－２０℃沉淀１０ｍｉｎ，

４℃１６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，取上清液２００μＬ待衍生

化用。

１．３　血浆脂肪酸检测的前处理　血浆中游离脂肪酸的种类和

浓度可以反映某些疾病与脂肪酸的关系，为进一步研究脂肪酸

代谢做好基础。谭斌斌［１１］提取人体血浆中脂肪酸时，将收集

到的血液标本立即以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离所得血浆

置－８０℃保存待衍生化用。

１．４　红细胞膜脂肪酸检测的前处理　 红细胞膜是包裹在红

细胞外，具有磷脂双分子层结构的天然生物膜，虽然其本身并

不具有脂质合成的能力，但其脂质代谢受红细胞生理状态的影

响。杨 芳 等［１２］吸 取 血 液 ５００ μＬ，按 １∶３０ 比 例 加 入

１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ＝７．４的低渗三（羟甲基）氨基甲烷缓冲液于１５

ｍＬ试管中，轻摇混匀后放置４℃冰箱中溶血后，于４℃，９０００

ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，弃上层血清，再重复洗涤离心３次，得乳白

色红细胞膜。取１００μＬ乳白色红细胞膜于１ｍＬ磷酸盐缓冲

液中，加入内标十九碳烷酸５００μＬ（０．１ｍｇ／ｍＬ，再加入２ｍＬ

氯仿／甲醇混合液（２∶１），剧烈震荡１ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，吸取全部氯仿层，移至玻璃试管，Ｎ２ 吹干备用。

１．５　尿液脂肪酸检测的前处理　检测尿液中脂肪酸组成具有

无创伤性、方便等优点，尿液常常用于体内脂肪酸的检测。元

冬娟等［１３］取１５ｍＬ健康人晨尿于３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后

取上清液５ｍＬ，加１５ｍＬ氯仿／甲醇（２∶１）溶液，涡旋２ｍｉｎ，

在室温静置６０ｍｉｎ后取下层至密闭管，Ｎ２ 吹干备用。

２　甲酯化方法

　　脂肪酸的甲酯化方法主要包括酸处理法、碱处理法、三氟

化硼方法等。不同的甲酯化方法适用对象有所不同，所用试剂

的浓度、甲酯化温度和时间等条件都会影响到脂肪酸的检测。

２．１　酸处理法　酸催化法一般采用硫酸甲醇（Ｈ２ＳＯ４／

ＭｅＯＨ）溶液进行甲酯化。李海静等
［１４］取正常人血清２００μＬ，

加入２．５％ Ｈ２ＳＯ４／ＭｅＯＨ 溶液１ｍＬ，在６０℃条件下水浴

９０ｍｉｎ，加１．５ｍＬ生理盐水溶液和１ｍＬ正己烷，振荡混匀，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上层正己烷层Ｎ２ 吹干，正己烷复溶

进样。韩莉妲［１５］将分别含有酯化脂肪酸和非酯化脂肪酸的提

取液吹干后，立即加入衍生化试剂５％Ｈ２ＳＯ４／ＭｅＯＨ 溶液

５００μＬ，密封反应体系中加热至７０℃，反应３０ｍｉｎ。待反应完

毕后，放冷至室温，加入２００μＬ的水。以正己烷５００μＬ萃取

衍生化产物脂肪酸甲酯，上清液移至进样瓶中，定容为５００

μＬ，待进样分析用。徐小作等
［１６］取血清０．５ｍＬ，加入１０％

Ｈ２ＳＯ４／ＭｅＯＨ１ｍＬ，涡旋振荡混匀，置６０℃水浴１ｈ，取出冷

至室温，加入正己烷和饱和氯化钠溶液各２ｍＬ，涡旋混匀

３ｍｉｎ，静止３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层正己烷

１．０ｍＬ，Ｎ２ 吹干，待进样分析用。

２．２　碱处理法　碱衍生方法一般常用的为氢氧化钾甲醇

（ＫＯＨＭｅＯＨ）衍生法。孙莲等
［１７］将芜菁子油３２ｍｇ置于１０

ｍＬ量瓶中，加丙酮定容，精密吸取１００μＬ至刻度试管，Ｎ２ 吹
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干。加０．４ｍＬ，０．５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钾甲醇（ＫＯＨＣＨ３ＯＨ）溶

液，６０℃恒温水浴皂化３０ｍｉｎ，待油珠完全溶解，Ｎ２ 吹干备

用。暴雪等［１８］将文冠果种仁油约８０ｍｇ置２５ｍＬ量瓶中用丙

酮溶解并稀释至刻度。精密量取５０μＬ，加０．４ｍＬ，０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＫＯＨＣＨ３ＯＨ，振摇１ｍｉｎ，６０℃水浴３０ｍｉｎ。冷却后，加异丙

醇／正庚烷／冰醋酸（４０∶１０∶１）溶液２．５ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ，间断

超声２ｍｉｎ，室温下放置１０ｍｉｎ，再精密加正庚烷１ｍＬ，水

１．５ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ，间断超声２ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ后精密吸取

上清液０．５ｍＬ，Ｎ２ 吹干备用。

２．３　三氟化硼方法　三氟化硼方法进行甲酯化时，一般选用

三氟化硼甲醇（ＢＦ３／ＭｅＯＨ）溶液。伍金华等
［１９］优选脂肪酸

甲酯化方法，在甲酯化试管中依次加入１ｍＬ正己烷，８０μＬ含

十七烷酸甲酯内标物的无水甲醇溶液以及干燥后的细胞膜沉

淀物，混匀后加入１４％的ＢＦ３／ＭｅＯＨ２ｍＬ ，立刻充氮气密

封。在１００℃条件下水浴６０ｍｉｎ，冷却后加入０．５ｍＬ的三蒸

水，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。取上清液，Ｎ２ 流吹下浓缩至

２０μＬ，－２０℃保存备用。Ａｂｕ等
［２０］在测量二十碳五烯酸／二

十二碳六烯酸指数时，将血液处理得到的脂肪酸提取液中加入

２５％的 ＢＦ３／ＭｅＯＨ 溶液１ｍＬ，在８０ ℃水浴条件下加热

６０ｍｉｎ，冷却至室温后，将脂肪酸甲酯萃取到己烷保存备用。

３　脂肪酸检测的分析方法

３．１　气相色谱质谱联用（ＧＣＭＳ）方法　对于大多数的脂肪

和脂肪酸而言，ＧＣＭＳ方法是其最佳的分析方法，也是比较

常用的。不同的研究者采用的色谱柱不太相同，其程序升温等

分析条件及检测到的脂肪酸也不同。吴毅等［２１］采用Ｉｎｏｗａｘ

（０．３２ｍｍ×３０ｍ，０．２５μｍ）弹性石英毛细管色谱柱，程序升

温，初温１１０℃保持３ｍｉｎ，以２℃／ｍｉｎ升温至１６４℃，保持１０

ｍｉｎ，再以８℃／ｍｉｎ升温至２１０℃，保持１０ｍｉｎ。检测到月桂

酸、肉豆蔻酸、棕榈酸、棕榈油酸、硬脂酸、油酸、α亚麻酸、亚油

酸、γ亚油酸等９种脂肪酸。芮雯等
［２２］以 ＧＣＭＳ方法，采用

ＤＢ５色谱柱（３０ｍ×５０μｍ×０．２５μｍ）色谱柱，程序升温为

６０℃，初温保留 ２ ｍｉｎ，、以 ３０ ℃／ｍｉｎ升至 １２０ ℃，再以

３℃／ｍｉｎ升温至２５０℃，保持２０ｍｉｎ。检测到１４种脂肪酸成

分，其中蜈蚣藻以棕榈酸为主，带形蜈蚣藻以二十碳二烯酸为

主。王秀琴等［２３］用采用ＤＢ５（６０ｍ×０．２５ｍｍ，０．２５μｍ）毛细

管色谱柱，程序升温：柱起始温度５０ ℃，以３ ℃／ｍｉｎ升到

２３０℃保持２０ｍｉｎ检测到亚油酸、油酸、肉豆蔻酸、棕桐酸、硬

脂酸、α亚麻酸、山嵛酸、亚油酸、花生酸、二十碳烯、焦油酸等

１１种脂肪酸成分。

３．２　高效液相色谱与质谱联用（ＨＰＬＣＭＳ）方法　近年来一

些研究者也尝试用 ＨＰＬＣＭＳ方法对某些脂肪酸进行分析。

采用柱前衍生高效液相色谱法检测脂肪酸水平，可以避免气

相色谱法较高柱温引起的成分不稳定。常用的衍生化试剂有

二溴苯乙酮、２硝基苯肼盐酸盐等。王晓丽等
［２４］以 ＨＰＬＣＭＳ

方法，采用 ＫｒｏｍａｓｉｌＣ８ 反相色谱柱（２５０ｍｍ×４１６ｍｍ，５

μｍ），检测波长２５４ｎｍ，以甲醇／乙腈／水（６０∶３０∶１０）为流动

相等度洗脱，柱温为室温，流速为１１０ｍＬ／ｍｉｎ。一次基线分离

得到α亚麻酸、亚油酸、棕榈酸、硬脂酸４种脂肪酸，建立注射用

沙棘籽油的脂肪酸水平检测的方法。杨必成等［２５］采用ＹＭＣＪ，

ｓｐｈｅｒｅＯＤＳＨ８０（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，４μｍ）色谱柱，乙腈水梯度

洗脱，体积流量为１．００ｍＬ／ｍｉｎ，ＥＬＳＤ漂移管温度８５℃，气体

为空气，气体体积流量为３．０Ｌ／ｍｉｎ，柱温为３５℃。检测到亚麻

酸酰胺、亚麻酸甘油酯、亚麻酸、棕榈酸４种脂肪酸化合物。

４　小结与展望

　　本文系统总结了常用的脂肪酸检测的前处理方法、甲酯化

方法、定量分析方法。脂肪酸代谢检测的标本包括动物组织、

血清、血浆、血红细胞、尿液等标本；不同的标本前处理方法有

所不同，即使同一标本采用不同的甲酯化方法及分析方法所得

的脂肪酸种类和水平也会有所不同。因此，研究中必须针对不

同的实验对象和实验目的进行方法优选。

常用的前处理方法称取一定的组织，经Ｆｏｌｃｈ试剂（氯仿／

甲醇＝２／１）进行匀浆提取脂质。由于用氯仿易挥发，有研究者

先用生理盐水进行匀浆，再用氯仿／甲醇进行脂质提取。

甲酯化方法有酸处理法、碱处理法和三氟化硼法等，其中

酸处理法既适于游离脂肪酸，又适合于结合态脂肪酸（脂肪）；

碱法甲酯化只适合于脂肪；由于三氟化硼法很难将脂类完全提

取，不太常用。以硫酸／甲醇溶液进行甲酯化方法最为常用，以

８０℃反应６０ｍｉｎ为最佳反应条件。

脂肪酸分析方法以 ＧＣＭＳ、ＨＰＬＣＭＳ最为常用。ＧＣ

ＭＳ法一般需要先将脂肪酸采用酸催化法与碱催化法制备脂

肪酸甲酯化产物，具有谱库大，速度快，节省流动相，普通实验

室即可实现，成本低等优点，因此最为常用，但此方法具有定量

不够准确，灵敏度欠佳，稳定性差等缺点；ＨＰＬＣＭＳ法具有较

高的灵敏度，节省了甲酯化处理过程，近年来比较常用，但需要

采用柱前衍生处理，衍生过程需在氢氧化钾、冠醚及相转移催

化剂的存在下于苯或甲苯中完成，进样前需进行繁琐的预处

理，费时、费力。

综合文献分析，临床医学上很多疾病和脂肪酸的变化有密

切关系，机体器官生理和病理变化往往会引起体内脂肪酸成分

的改变，检测机体中脂肪酸的水平，对研究不同条件下血脂代

谢情况，诊断某种脂肪酸水平异常引起的疾病以及调整补充机

体所需、改善营养疗效等方面具有重要意义。因此对脂肪酸代

谢的检测对及时了解脂肪酸代谢疾病非常重要，更方便、快捷、

准确的脂肪酸检测方法还有待研究者的进一步探讨。
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３　讨　　论

　　目前ＩＣＧ在眼科的用途越来越广泛，在超生乳化手术、视

网膜手术及ＩＣＧ 介导的激光治疗等方面得到了空前的发

展［５］。ＩＣＧ无毒、药物安全性良好，其不良反应比荧光素钠少，

主要表现为轻微的不适、恶心、呕吐、皮肤瘙痒、发热及ＩＣＧ注

射液的血管外渗漏等，且极少有引起过敏性休克的报道［６］。但

是，由于眼底疾病多为中老年患者，视力差、配合欠佳，并且合

并糖尿病、高血压的患者所占比例较高，使护理工作具有复杂

性和高风险，给护理工作带来了新的挑战。

本研究对试验组患者采取整体护理干预。在患者检查前

仔细询问过敏史及既往病史，耐心讲解，做好细致的护理准备

并做好详细的登记。详细的登记便于检查后发生不良反应时

及时查找相关信息，患者发生迟发反应时能及时与医护人员联

系，还有利于药物不良反应的上报［７］。在检查过程中准确配制

溶液和皮试液，严格遵守护理操作规范进行皮试和静脉注射。

此外，由于ＩＣＧＡ检查在暗室进行，易给患者造成陌生感和不

适应，带给患者压力；加之患者对检查程序不够清楚，尤其不了

解检查的必要性、安全性、可靠性，并担心造影剂会产生不良反

应等，常引起患者强烈的焦虑反应，而良好的沟通对提高诊断

技术有非常好的效果［４，８］。因此，在保证医护患的良好配合与

严密观察药物不良反应的基础上，更加注重对患者进行心理护

理和情感支持。本研究结果显示，试验组患者不良反应的发生

率明显低于对照组，护理满意度明显高于对照组，组间比较差

异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

综上所述，整体护理干预可有效地降低了患者ＩＣＧ药物

不良反应的发生率，保障患者的安全，同时提高患者对医护工

作的满意度。
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