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摘  要: 目的  建立一种简便的核桃脂肪酸测定方法。方法  将核桃仁研磨至膏状, 然后直接进行甲酯制备, 

经毛细管柱气相色谱分析, 用面积归一化法测定脂肪酸百分含量。对一个泡核桃(Juglans sigillata Dode)样品进

行对比测定, 用 GB 5009.168—2016《食品安全国家标准 食品中脂肪酸的测定》中的归一化法和新方法分别

平行测定 20 次, 计算两组测定值之间的差异显著性, 计算新方法的相对标准偏差, 以检验新方法的准确性和

精密度。结果  国家标准方法和新方法都检出了棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和 α-亚麻酸 5 种脂肪酸, 它

们的平均含量(标准偏差)分别为: 6.412% (0.041%)和 6.403% (0.046%)、1.681% (0.016%)和 1.679% (0.029%)、

18.274% (0.146%)和 18.274% (0.093%)、65.229% (0.168%)和 65.244% (0.120%)、8.404% (0.028%)和 8.400% 

(0.082%)。t 检验表明两组测定值之间无显著差异(P>0.05)。新方法中 5 种脂肪酸的相对标准偏差均小于 1.7%。

结论  新建方法准确可靠, 且因省去了耗时费力的粗脂肪提取步骤, 非常适于快速处理大批量样品。 

关键词: 核桃; 脂肪; 脂肪酸; 气相色谱法 
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ABSTRACT: Objective  To establish a simple method for determination of fatty acids in walnut. Methods  

Walnut kernels were ground into paste, which was then directly prepared into methyl ester, the fatty acid content was 

determined by area normalization method after capillary column gas chromatography. A sample of Juglans sigillata 

Dode was comparatively determined and the new method and the normalization method in GB 5009.168—2016 

National food safety standard-Determination of fatty acid were used for parallel determination for 20 times, 

respectively. The significant difference between the measured values of the 2 groups was calculated, and the relative 

standard deviation of the new method was calculated to test the accuracy and precision of the new method. Results  

Five fatty acids including palmitic acid, stearic acid, oleic acid, linoleic acid and α-linolenic acid were detected by 

that national standard method and the new method, their mean levels (standard deviations) were 6.412% (0.041%) 

and 6.403% (0.046%), 1.681% (0.016%) and 1.679% (0.029%), 18.274% (0.146%), 18.274% (0.093%), 65.229% 

(0.168%), and 65.244% (0.120%), 8.404% (0.028%), and 8.400% (0.082%), respectively. t test showed no significant 

difference between the two groups of measured values (P>0.05). The relative standard deviations of the 5 kinds of 

fatty acids in the new method were all less than 1.7%. Conclusion  The new method is accurate and reliable, and it 
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saves time-consuming and labor-intensive crude fat extraction steps, so it is very suitable for rapid processing of large 

quantities of samples. 

KEY WORDS: walnut; fat; fatty acid; gas chromatography 
 
 

0  引  言 

核桃坚果富含脂肪、蛋白质、维生素及多种微量元素, 

营养价值高, 被誉为“四大坚果”之首[1‒3]。2012 年, 核桃还

被世界卫生组织评为零售类健康食品冠军[4]。核桃仁加工成

的核桃油经济价值高, 能与油茶籽油和橄榄油相媲美[5]。我

国是核桃的原产地之一, 栽种面积广泛, 除黑龙江、上海、

广东、海南外, 其他省份均有栽种[6]。我国核桃产量、消

费量和出口量均居世界第一位[2‒3,7‒8]。 

脂肪是构成人体细胞的必要成分, 也是细胞内的储

能物质, 参加细胞内的代谢活动[9‒10]。按碳链上双键的有

无和数目, 脂肪酸分为饱和脂肪酸(如棕榈酸、硬脂酸)、单

饱和脂肪酸(如油酸)和多不饱和脂肪酸(如亚油酸和-亚麻

酸)[11]。不饱和脂肪酸在人体内有许多重要的生理功能, 增

加膳食中不饱和脂肪酸的摄入量, 相应地降低饱和脂肪酸

的摄入量, 一方面可以促进婴幼儿期大脑和视网膜的发

育; 另一方面可以降低患心血管疾病、2 型糖尿病、肥胖

症、神经组织退化和某些癌症等慢性疾病的风险[12‒16]。

核桃仁中脂肪含量达 60%~70%, 且不饱和脂肪酸约占脂

肪的 90%, 饱和脂肪酸只占 10%左右[17‒18]。与其他常见

的食用坚果相比 , 核桃脂肪中饱和脂肪酸占比最低 , 不

饱和脂肪酸占比最高[3,19]。另外, 亚油酸和-亚麻酸不能

在人体内合成, 必须从食物中摄取, 称为必需脂肪酸[11]。

而核桃脂肪中亚油酸含量约占 60%, -亚麻酸含量约占

7.5%, 均高于一般食用油[20‒21]。因此, 脂肪酸含量对核桃

品质具有重要意义, 核桃中脂肪酸组分分析研究开展得也

比较多[21]。 

目前, 在测定植物油料中脂肪酸组分的方法中, 前处

理包括两个步骤, 即粗脂肪提取和甲酯制备[2,18]。粗脂肪提

取通常采用索氏提取法[18,21‒24], 或水解提取法[2,25‒29]。GB 

5009.168—2016《食品安全国家标准 食品中脂肪酸的测

定》采用了水解提取法。水解提取法操作步骤多、

耗时费力。索氏提取法还含有蒸馏步骤 [18,21‒24], 更加

烦琐复杂 ,  且易造成目标物损失。因此 ,  开发简便高

效的检测方法用来快速测定大批量核桃样品中脂肪酸的组

分极具实用价值。 

本研究拟简化 GB 5009.168—2016 中的归一化测定

法, 将核桃仁用研钵充分研磨至膏状, 让结合态脂肪游离

出来, 然后直接进行甲酯制备, 省去烦琐的粗脂肪提取步

骤。并用与国家标准方法的对比检测和精密度检验, 检验

新方法的准确性和可靠性。中国粮油学会 2019 年发布的团

体标准 T/CCOA—2—2019《特级核桃油》对核桃油中各类

脂肪酸的含量等作了明确规定: 棕榈酸为 2.2%~10.0%、硬

脂酸为 0.5%~6.0%、油酸为 11.5%~35.5%、亚油酸为

50.0%~70.0%、-亚麻酸为 5.5%~18.0%。如果新建方法准

确可靠, 则可用于快速筛查大批量核桃仁中脂肪酸的组分, 

对原料进行分级, 用优质核桃加工优质核桃油。新方法也

可用在核桃良种选育工作中, 从大量核桃植株中快速筛选

出含特定脂肪酸组分的良株, 如高-亚麻酸含量的植株。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

2019 年采自云南省大理州漾濞县的泡核桃(Juglans 

sigillata Dode)坚果样品 1 份(5 kg)。所采坚果均成熟饱满, 

大小基本一致, 且无病害。 

37 种脂肪酸甲酯标准品(200 mg/L, 上海安谱实验科

技股份有限公司); 盐酸(分析纯, 天津福晨化学试剂有限

公司); 95%乙醇(分析纯, 云南新蓝景化学工业有限公司); 

乙醚、石油醚(分析纯, 上海试剂四赫维化工有限公司); 甲

醇(色谱纯, 美国默克公司); 异辛烷(分析纯, 天津利安隆

博华医药化学有限公司); 氢氧化钾(分析纯, 天津光复科

技发展有限公司); 硫酸氢钠(分析纯, 天津风船化学试剂

科技有限公司)。 

盐酸溶液(8.3 mol/L: 量取 250 mL 浓盐酸, 用 110 mL

纯水稀释, 混匀); 乙醚-石油醚混合液[1:1 (V:V): 分别取

250 mL 的乙醚和石油醚 , 混匀 ]; 氢氧化钾 -甲醇溶液    

(2 mol/L: 称取 13.1 g 氢氧化钾溶于 100 mL 甲醇中, 可轻

微加热 , 加入无水硫酸氢钠干燥 , 过滤 , 即得澄清溶液 , 

现用现配)。 

1.2  仪器与设备 

GC-2010 plus 气相色谱仪[具有氢火焰离子化检测器

(flame ionization detector, FID), 日本岛津公司]; SPTM-2560

毛细管色谱柱(100 m×25 mm, 0.2 μm, 美国色谱科公司); 

TG16-WS 台式高速离心机(带 50 mL 塑料离心管, 湖南湘仪

离心机仪器有限公司); M37610-33CN 漩涡振荡仪(美国赛默

飞公司); 4000 efficient 旋转蒸发仪(德国海道尔夫公司); 

DZKW-S-4电热恒温水浴锅(北京光明医疗仪器厂); 101-2BS

电热恒温鼓风干燥箱(上海力辰科技股份有限公司); FW100

高速万能粉碎机(天津市泰斯特仪器有限公司); AB204-E 万

分之一电子天平(上海梅特勒-托列多有限公司); 移液器

(100~1000 μL, 德国 Eppendorf 公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  制  样 

从泡核桃样品中随机选取 30 个坚果, 在 40 ℃烘箱中

烘烤 60 h, 剥壳取仁, 充分混合后用粉碎机粉碎, 粉末分

为 2 份, 1 份按 GB 5009.168—2016 中的酸水解法进行

前处理 , 1 份用新前处理方法处理。 

1.3.2  国家标准方法 

粗脂肪提取: 按照 GB 5009.168—2016 中的酸水解法

进行。称取制备好的泡核桃仁粉末 10 g(精确至 0.1 mg)至

250 mL 平底烧瓶中, 加 8.3 mol/L 盐酸溶液 10 mL, 混匀。

75 ℃水浴 40 min, 每隔 10 min 振荡 1 次, 使黏附在烧瓶内

壁上的颗粒混入溶液中。取出烧瓶冷却至室温, 加入 95%

乙醇 10 mL, 混匀。将烧瓶中的水解液转移至分液漏斗中, 

用 50 mL乙醚-石油醚混合液冲洗烧瓶和塞子, 冲洗液并入

分液漏斗中, 加盖, 振摇 5 min, 静置 10 min, 将醚层提取

液收集至 250 mL 烧瓶中。重复提取水解液 3 次, 最后用乙

醚-石油醚混合液冲洗分液漏斗, 全部收集到 250 mL 烧瓶

中。将收集到的滤液放入旋转蒸发仪中浓缩至干, 残留物

即为粗脂肪提取物。 

甲酯制备: 按照 GB 5009.168—2016 中的酯交换法

进行。 

1.3.3  新方法 

称取制备好的泡核桃仁粉末 10 g(精确至 0.1 mg)至研

钵中, 充分研磨至膏状。称取膏状物 60 mg(精确至 0.1 mg), 

参照 GB 5009.168—2016 中的酯交换法进行甲酯制备。加

入异辛烷 4 mL, 氢氧化钾-甲醇溶液 200 L, 盖上塞子, 涡

旋振荡 2 min, 静置澄清。加入 1 g 硫酸氢钠中和氢氧化钾, 

待盐沉淀后将上清液移至进样瓶中, 待测。 

1.3.4  优化后的色谱条件 

色谱柱 : SPTM-2560 毛细管色谱柱 (100 m×25 mm,   

0.2 μm); 检测器: FID 检测器, 温度 250 ℃; 载气为氮气, 流

速 1.09 mL/min; 进样量 1 µL, 分流比 20:1; 氢气流速    

40 mL/min; 空气流速 400 mL/min; 升温程序: 初始温度

120 ℃, 不保持, 以 10 ℃/min 升温至 175 ℃, 保持 10 min, 

再以 5 ℃/min 升温至 210 ℃, 保持 5 min, 再以 5 ℃/min 升

温至 230 ℃, 保持 11 min, 最后以 5 ℃/min 升温至 240 ℃, 

保持 15 min, 检测时间共计为 59.5 min。 

1.3.5  数据处理 

根据脂肪酸甲酯标准品在气相色谱条件下的出峰保

留时间鉴定泡核桃中脂肪酸类别。采用峰面积归一化法计

算脂肪酸各组分在总组分中的含量百分比。 

对同一份泡核桃样品, 用 GB 5009.168—2016 平行处

理 20 份, 新方法处理 20 份, 上机检测获得两组数据, 用

SPSS 26.0 对两组数据之间的差异显著性进行 t 检验。并对

新方法获得的 20 次检测数据用 Excel 计算相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD), 检验新方法的重现性。 

2  结果与分析 

2.1  对比测定 

按 1.3.4 所述的色谱条件对脂肪酸甲酯标准品进行分

析, 得到各组分的气相色谱图与保留时间。由图 1 可见, 37

种脂肪酸甲酯标准品在经优化后的气相色谱条件下, 基本

按照烷基碳链长度由短至长出峰, 各个色谱峰峰形良好且

分离度高, 满足气相色谱法对脂肪酸含量测定的要求。 
 

 
 

注: 1. C4:0; 2. C6:0; 3. C8:0; 4. C10:0; 5. C11:0; 6. C12:0; 7. C13:0; 8. C14:0; 9. C14:1, cis-9; 10. C15:0; 11. C15:1, cis-10; 12. C16:0; 13. 
C16:1, cis-9; 14. C17:0; 15. C17:1, cis-10; 16. C18:0; 17. C18:1T, trans-9; 18. C18:1, cis-9; 19. C18:2TT, trans-9,12; 20. C18:2, cis-9,12; 21. 
C20:0; 22. C18:3, cis-6,9,12; 23. C20:1, cis-11; 24. C18:3, cis-9,12,15; 25. C21:0; 26. C20:2, cis-11,14; 27. C22:0; 28. C20:3, cis-8,11,14; 29. 
C22:1, cis-13; 30. C20:3, cis-11,14,17; 31. C20:4, cis-5,8,11,14; 32. C23:0; 33. C22:2, cis-13,16; 34. C24:0; 35. C20:5, cis-5,8,11,14,17; 36. 

C24:1, cis-15; 37. C22:6, cis-4,7,10,13,16,19。 

图 1  37 种脂肪酸甲酯标准溶液色谱图 
Fig.1  Chromatogram of standard solution of 37 kinds of fatty acid methyl esters 
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为了验证新方法的可靠性, 对 1 个泡核桃样品进行

了 GB 5009.168—2016 方法和新方法各自 20 次平行检

测。结果表明, 无论用国家标准方法还是新方法处理样

品 , 都得到了相同的 5 种脂肪酸甲酯的气相色谱图(图

2)。参照脂肪酸甲酯标准品谱图(图 1)可鉴定出, 泡核桃

中主要的脂肪酸有棕榈酸(序号 12, tr=22.29 min)、硬脂

酸(序号 16, tr=26.22 min)、油酸(序号 18, tr=27.75 min)、

亚油酸 (序号 20, tr=29.94 min)、 α-亚麻酸 (序号 24, 

tr=32.36 min)(图 2)。 

采用峰面积归一化法计算脂肪酸各组分在总组分中的

含量百分比。新方法 20 次测定的 5 种脂肪酸的平均含量(标

准偏差)分别是: 棕榈酸 6.403% (0.046%)、硬脂酸 1.679% 

(0.029%) 、 油 酸 18.274% (0.093%) 、 亚 油 酸 65.244% 

(0.120%)、α-亚麻酸 8.400% (0.082%); 国家标准方法测定的

5 种脂肪酸的平均含量(标准偏差)分别是: 棕榈酸 6.412% 

(0.041%)、硬脂酸 1.681% (0.016%)、油酸 18.274% (0.146%)、

亚油酸 65.229% (0.168%)、α-亚麻酸 8.404% (0.028%)。国家

标准方法测定的 5 种脂肪酸的平均值和标准偏差与新方法

非常接近, 且两种方法的标准偏差都很小(表 1)。 

2.2  t 检验 

两正态总体方差未知, 而且它们不相等, 即1
2≠2

2, 

根据来自这两个总体的样本参数, 检验两个总体之间平均

数差异的显著性, 即检验 H0:u1=u2 是否成立[30]。用 SPSS 

26.0 对国家标准方法和新方法测得的两组数据之间的差异

显著性进行 t 检验。由表 1 可知, 棕榈酸、硬脂酸、油酸、

亚油酸和 α-亚麻酸的 t 值分别为: 0.608、0.296、0.018、

0.323、0.189。查 t 值表[30], 自由度 df =38, t(38)0.05=2.024。

5 种脂肪酸的实际计算 t 值均远小于 2.024, 则 P>0.05, 不

能否定 H0:u1=u2, 表明总体平均数 u1 和 u2 无显著差异, 国

家标准方法和新方法对同一个泡核桃样品测得的两组数据

之间无显著差异。 

2.3  精密度检验 

用 Excel 计算一个泡核桃样品的 20 次新方法检测数

据的相对标准偏差。棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和 α-

亚麻酸的相对标准偏差分别为 0.7%、1.7%、0.5%、0.2%

和 1.0%, 都小于 2.0%(表 1), 说明新方法的重现性很好, 

能稳定地测定泡核桃仁中脂肪酸的组分。 

 

 
 

注: 12. 棕榈酸甲酯(C16:0), 22.29 min; 16. 硬脂酸甲酯(C18:0), 

26.22 min; 18. 油酸甲酯(C18:1, cis-9), 27.75 min; 20. 亚油酸甲酯

(C18:2, cis-9,12), 29.94 min; 24. α-亚麻酸甲酯(C18:3, cis-9,12,15), 

32.36 min。 

图 2  泡核桃样品色谱图 

Fig.2  Chromatogram of one sample of Juglans sigillata Dode 
 

表 1  两种方法的平均值、标准偏差、方差、相对标准偏差和 t 检验 
Table 1  Means, standard deviations, variances, relative standard deviations and t-value of 2 kinds of methods 

脂肪酸 检测方法 最小值/% 最大值/% 变幅/% 平均值/% 方差/% 标准偏差/% RSDs/% t 值 

棕榈酸 
国家标准方法  6.342  6.511 0.169  6.412 0.002 0.041 0.6 

0.608 
新方法  6.330  6.492 0.162  6.403 0.002 0.046 0.7 

硬脂酸 
国家标准方法  1.655  1.732 0.077  1.681 0.001 0.016 0.9 

0.296 
新方法  1.601  1.759 0.158  1.679 0.001 0.029 1.7 

油酸 
国家标准方法 17.866 18.510 0.644 18.274 0.021 0.146 0.8 

0.018 
新方法 18.133 18.448 0.315 18.274 0.009 0.093 0.5 

亚油酸 
国家标准方法 64.908 65.648 0.740 65.229 0.028 0.168 0.3 

0.323 
新方法 64.994 65.413 0.419 65.244 0.014 0.120 0.2 

-亚油酸 
国家标准方法  8.313  8.435 0.122  8.404 0.001 0.028 0.3 

0.189 
新方法  8.311  8.539 0.228  8.400 0.007 0.082 1.0 
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3  结  论 

t 检验和精密度检验结果表明, 新方法的测定结果准

确可靠, 且重现性好。因省去了 GB 5009.168—2016 中的

粗脂肪提取步骤, 新方法操作简便, 适合快速处理大批量

样品, 可用于: 1)核桃油加工前的原料筛选和分级, 实现用

优质核桃加工优质核桃油; 2)从大量核桃植株中筛选出含

特定脂肪酸组分的良株, 作为优质种质资源。另外, 因样

品用量极少(仅需 60 mg), 新方法也可用于稀少植物油料

样品中脂肪酸组分的测定。 
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