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摘  要：以我国东北地区 4 个品种稻谷为研究对象，基于高分辨质谱开展游离脂质和淀粉结合脂

质轮廓分析。从 4 个品种稻谷中共检测出 371 种游离脂质（包括甘油磷脂、甘油酯、神经酰胺、

脂肪酸）和 14 种淀粉结合脂质（磷脂）。偏最小二乘法–判别分析（PLS-DA）结果显示，四种稻

谷可以通过游离脂质和淀粉结合脂质被区分开。研究结果为揭示稻谷脂质组成和脂质分析提供技
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我国是世界上第一大稻谷生产国，有近 30%

的人口以稻谷为主食[1-2]。脂质是稻谷的重要营养

组成成分之一，根据其与淀粉的关系分为游离脂

质和淀粉结合脂质[3]。淀粉结合脂质是指与淀粉

结合的单酰基脂类, 主要分布在成熟籽粒的胚乳

中，与直链淀粉相互交错连接，包括磷脂和脂肪

酸等[4]；游离脂质以脂肪球体的形式存在，主要

分布在糊粉层、胚芽和内胚乳中，包括甘油脂类

（甘油三酯、甘油二酯和甘油一酯等）和甘油磷

脂类（磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰甘油

等）[5]。根据品种、栽培环境等的不同，稻谷中

的脂质在种类和含量上有所不同[6]。 

薄层色谱法（TLC）、液质联用技术（LC-MS）、

高效液相色谱–蒸发光散射法（HPLC-ELSD）、核

磁共振谱法（31P-NMR）等是研究脂质常用的技

术[7]。但随着质谱技术的发展，如电喷雾电离串

联质谱(ESI-MS/MS)、基质辅助激光解吸附–飞行

时间质谱 (MALDI-TOF-MS)、四极杆 – 轨道阱

（Exactive Orbitrap）质谱以及质谱成像技术，这

些技术广泛应用于脂质检测当中[8]。本文基于高

分辨轨道阱质谱技术对我国东北地区 4 个品种稻

谷中游离脂质和淀粉结合脂质进行分析，为稻谷

脂质检测提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

脂质标准品包括甘油酯（TG 18:1）、甘油二

酯（DG 18:1）、神经酰胺（Cer d18:1/18:0）、二十

二碳六烯酸（DHA）、磷脂酰胆碱（PC 16:0/18:1）、

磷脂酰乙醇胺（PE 18:1/16:0）、磷脂酰甘油（PG 

14:0）、溶血磷脂酰胆碱（LPC 18:1、LPC 16:0）、

溶血磷脂酰乙醇胺（LPE 16:0、LPE 18:1）、溶血

磷脂酰甘油（LPG 18:0）：美国 Sigma-Aldrich 公

司；色谱级三氯甲烷、甲醇、乙腈、异丙醇：美

国 Fisher 有限公司；超纯水：由 Milli-Q 超纯水处

理系统制得；其他分析级化学品：北京化学试剂

公司。 

1.2  仪器与设备 

超高效液相色谱–轨道肼质谱仪（UPLC-Q- 

Exactive Orbitrap）：美国热电公司。 

1.3  稻谷样品 

新鲜稻谷：五优稻 4 号，来自哈尔滨市五常

市；绥粳 18，来自绥化市庆安县、牡丹江和哈尔

滨市尚志市；龙粳 31，来自绥化市北林区、牡丹

江和哈尔滨市依兰县；龙稻 18，来自绥化市兰西

县、牡丹江和哈尔滨市延寿县。清理干净后的稻

谷经 FSE28 型小砻谷机脱壳，再用 3100 型实验

室旋风粉碎磨研磨成粉后进行脂质提取。 

1.4  游离脂质提取 

称取 0.15 g 米粉于玻璃管中，加入 2 mL 含有

200 mg/L 2,6-二叔丁基对甲酚的三氯甲烷∶甲醇

（2∶1，v/v）混合溶液。水平振荡 60 min 提取游

离脂质，分离后收集上层溶液，残余物再萃取两

次。将上述三次萃取得到的上层溶液混合，加入

1 mL 超纯水以去除蛋白质。10 000 r/min 离心

10 min，将下相完全转移至另一个干净的玻璃管

中并在氮气流下干燥。将残余物重新溶解在 200 μL

三氯甲烷∶甲醇（2∶1，v/v）中，0.22 μm 有机

相滤膜过滤。负离子扫描模式下，溶液直接进行

UPLC-Q-Exactive Orbitrap 质谱分析；正离子扫描

模式下，溶液稀释三倍进行 UPLC-Q-Exactive 

Orbitrap 质谱分析。 

1.5  淀粉结合脂质提取 

第一步：去除游离脂质。称取 0.5 g 米粉于玻

璃管中，加入 5 mL 三氯甲烷/甲醇（2∶1，v/v），

水平振荡 20 min，分离后弃上相，再加入 5mL 三

氯甲烷/甲醇进行萃取。上述过程重复三次，得到

的残余物用于下一步操作。 

第二步：淀粉结合脂质提取。第一步中的大

米残余物加入 8 mL 正丙醇∶水（75∶25，v/v），

在沸水浴中提取 2 h，取上清液。再加入 8 mL 75%

正丙醇沸水浴中提取 1 h，取上清液。将两次提取

的上清液混合，用 75%正丙醇稀释至 15 mL。最

后，取 1 mL 溶液用 0.22 μm 有机相滤膜过滤至

液相小瓶中进行 UPLC-Q-Exactive Orbitrap 质谱

分析。 

1.6  仪器方法 

1.6.1  液相色谱参数 

色谱柱型号：Cortecs C18（100 × 2.1 mm，
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1.7 μm）；流动相 A 为乙腈∶水（64∶40，10 mmol

甲酸铵）、流动相 B 为异丙醇∶乙腈（90∶10，

10 mmol 甲酸铵）；柱温为 40 ℃；柱温箱和样品盘

分别为 40 ℃和 10 ℃；流动相流速为 0.2 mL/min；

进样量为 1 μL。流动相梯度洗脱条件见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution conditions 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0 63 37 

20 2 98 

28 2 98 

28.1 63 37 

35 63 37 

 

1.6.2  质谱参数 

利用 Q-Exactive Oribitrap 质谱仪进行正、副

离子模式采集，扫描范围为 m/z 240~2 000，采用

数据依赖的 MS/MS 采集。全扫描和碎片扫描的

分辨率分别为 70 000 和 17 500。离子源参数设置

如下：喷雾电压 3 000 V，毛细管温度 320 ℃，

加热器温度 300 ℃，鞘气流速为 35 Arb，辅助气

体流速为 10 Arb。进样量 1 μL。数据分析和脂质

鉴定采用 LipidSearch 软件 V4.2.23 进行。所有脂

质鉴定均按 MS1 和 MS2 进行，其中 MS1 质量误

差< 5 ppm，MS2 质量误差< 8 ppm。排除 m 评分

<10 以及峰面积<1e5 的脂质。基于高分辨率的

Orbitrap/MS，利用酰基链和头基的特征产物离子

确定鉴定的稻谷脂质结构，提取脂质目标离子，

实现对脂质分子的定性和定量分析。 

1.7  脂质定量 

采用外标法定量分析五优稻 4 号、绥粳 18、

龙粳 31、龙稻 18 的游离脂质包括：磷脂酰胆碱

（PC）、磷脂酰乙醇胺（PE）、磷脂酰甘油（PG）、

溶血磷脂酰胆碱（LPC）、溶血磷脂酰乙醇胺

（LPE）、溶血磷脂酰甘油（LPG）、脂肪酸（FA）、

甘油三酯（TG）、甘油二酯（DG）、神经酰胺（Cer）；

淀粉结合脂质包括：溶血磷脂酰胆碱（LPC）、溶

血磷脂酰乙醇胺（LPE）、溶血磷脂酰甘油（LPG）。

使用 Xcalibur V4.0.27.19 软件提取脂质峰面积。

利用校准曲线计算各脂质的浓度，用各脂质浓度

之和得到同一亚类脂质的浓度。 

1.8  数据分析 

所有实验结果以均值±标准差（n = 3）表示，

使 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 单 因 素 方 差 分 析

（ANOVA）检验显著性差异（P < 0.05）。使用

Xcalibur 4.0.27.19 软件采集和分析脂质数据，并

基于 LipidSearch 数据库进行脂质鉴定。 

2  结果与讨论 

2.1  稻谷中脂质分子的定性 

采用基于 UPLC-Q-Exactive Orbitrap MS 的非

靶向脂质组学方法，研究了五优稻 4 号、绥粳 18、

龙粳 31、龙稻 18 的脂质分子。脂质进入质谱后，

正电离模式下主要生成[M + H]+和[M + NH4]+，负

电离模式下主要生成[M–H]–和[M + CH3COO]–。

利用 MS/MS 碎片信息，可以进一步确认脂质分

子。例如，DG 和 TG 在正电离模式下产生[FA–H + 

NH4]的中性丢失。PE、PG 在正电离模式下产生

141.0 Da 和 189.0 Da 的中性丢失（NL），PC 在正

电离模式下一般形成磷酸化胆碱（m/z 184.1），而在

负离子模式下提供脂肪酰基链信息（[FA–H]–）。

溶血甘油磷脂的（LPC、LPE、LPG）与 PC、PE、

PG 具有相似的电离模式。羟基氧化脂肪酸

（OAHFA）在负电离模式下产生[FA–H]–的碎片

离子。单半乳糖二酰基甘油（MGDG）、双半乳糖

二酰基甘油（DGDG）和硫代异鼠李糖基甘油二

酯（SQDG）分别以正（[FA + 57]+）和负（[FA–H]–）

电离模式提供了脂酰链信息。Cer 在正电离过程

中脱水，生成[M – H2O + H]+、[SPH (FA) – H2O + 

H]+和[SPH (FA) – 2H2O + H]+（SPH 为鞘氨醇）。

在负离子模式下，Cer 产生 282.3 Da 和 256.2 Da

的中性丢失。其他脂质分子在正离子模式下主要

生成[M + H – NL]+或[M + NH4 – NL]+的产物离

子。此外，结合保留时间、质量误差、离子强度

比和同位素信息对脂质进行鉴定。 

以甘油三酯鉴定为例，本实验中流动相加入

了甲酸铵，因此甘油三酯分子注入 MS 后主要生

成正电离模式下的前体离子[M+NH4]
+，利用 MS/MS

碎片信息，可以进一步确认甘油三酯分子，有研

究发现，对甘油三酯进行二级质谱检测时，sn-2

位脂肪酸对应碎片的丰度最低，sn-1 位和 sn-3 位
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脂肪酸对应的碎片丰度较高且大致相同[9]。如图 1

和图 2 所示，在正离子 MS/MS 扫描模式下，检

测到 m/z 900.801 5，通过与数据库匹配，该信号

被确定为 TG(54:5)的铵加合离子（[M + NH4]+），

同时检测到碎片离子 m/z 599.501 1 和 m/z 

601.521 5，这两个离子碎片分别为 m/z 900.801 5

中性丢失[FA(18:1)–H+NH4]和[FA(18:2)–H+NH4]

所得，说明该 TG 分子的骨架结构中包括油酸和

亚油酸，质谱图中亚油酸的丰度较高，说明甘油 
 

 
 

图 1  甘油三酯正离子模式下的质谱图 

Fig.1  Mass spectra of TG in positive mode 
 

 
 

图 2  TG 的代表性化学结构和碎片。红线表示在 

正模式下产生的碰撞诱导的碎片。 

Fig.2  Representative chemical structures and fragmentation  
of TG. Red lines displays collision induced fragments  

generated in positive mode 

三酯骨架结构中含有两个亚油酸酰基，因此，m/z 

900.801 5 代表[TG(18:1/18:2/18:2)+NH4]
+，其余甘

油三酯均依照此方式进行定性。 

2.2  稻谷中游离脂质和淀粉结合脂质的组成 

本研究中，针对游离脂质，负离子模式下检

测到了双半乳糖二酰基甘油（DGDG）、双半乳糖

单酰基甘油（DGMG）、单半乳糖二酰基甘油

（MGDG）、硫代异鼠李糖基甘油二酯（SQDG）、

脂肪酸（FA）、羟基氧化脂肪酸（OAHFA）、磷脂

酰胆碱（PC）、磷脂酰乙醇胺（PE）、磷脂酰甘油

（PG）、磷脂酰肌醇（PI）、磷脂酸（PA）、溶血

磷脂酰胆碱（LPC）、溶血磷脂酰乙醇胺（LPE）、

溶血磷脂酰甘油（LPG）、心磷脂（CL）、单溶心

磷脂（MLCL）和神经酰胺（Cer）；正离子模式

下检测到了甘油三酯（TG）、甘油二酯（DG）、

双半乳糖二酰基甘油（DGDG）、双半乳糖单酰基

甘油（DGMG）、单半乳糖二酰基甘油（MGDG）、

硫代异鼠李糖基甘油二酯（SQDG）、磷脂酰胆碱

（PC）、磷脂酰乙醇胺（PE）、磷脂酰甘油（PG）、

磷脂酰肌醇（PI）、磷脂酸（PA）、溶血磷脂酰胆

碱（LPC）、鞘磷脂（SM）、鞘氨醇（SPH）、神经

酰胺（Cer）和己糖基神经酰胺（Hex1Cer、

Hex2Cer、Hex3Cer）等游离脂质。对正离子和负

离子模式下检测到的相同游离脂质分子进行整合

后，共检测到甘油磷脂、甘油酯、神经酰胺和脂

肪酸 4 类 16 亚类的 371 种脂质分子。在鉴定出的

游离脂质中，根据脂质分子的数量，以甘油磷脂

类和甘油脂类为主（如图 3A 所示）。Wang 等[10] 
 

 
 

图 3 （A）游离脂质中各类脂质的百分比；（B）淀粉结合脂质亚类的数量；（C）游离脂质亚类的数量 

Fig.3  (A) Percentage of various lipids in free lipids; (B) Number of starch bound lipid  
subclasses; (C) Number of free lipid subclasses 
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在过热蒸汽处理的荞麦中利用基于质谱的脂质组

学方法检测到了 23 种脂质分子。针对淀粉脂质，

共检测到溶血磷脂酰胆碱（LPC）、溶血磷脂酰乙

醇胺（LPE）、溶血磷脂酰甘油（LPG）和磷脂酰

丝氨酸（LPS）4 亚类 14 种脂质分子。对稻谷中

检测到的游离脂质和淀粉结合脂质亚类数量进行

分析，发现在游离脂质亚类中，TG、FA 和 Cer

是稻谷中数量最多的脂质（如图 3B 和 3C 所示）。 

2.3  稻谷中脂质分子的定量 

将各类脂质标准溶液浓度按从低到高的顺序 

依次进样，每个浓度重复进样 3 次，以各类脂质

分子的峰面积平均值为纵坐标，浓度为横坐标，

绘制标准曲线。各类脂质对应的线性方程、相关

系数、线性范围的详细信息见表 2。在一定浓度

范围内，回归系数均大于 0.99，表明线性关系良

好。对含量较多的脂质进行定量，包括 FA、

OAHFA、PC、PE、PG、LPC、LPE、LPG、DG、

DGDG 、 MGDG 、 Cer 、 Hex1Cer 、 Hex2Cer 、

Hex3Cer、TG 等 16 类游离脂质和 LPC、LPE、LPG

等 3 类淀粉结合脂质。 

 
表 2  UPLC-Extractive Orbitrap 质谱仪标准品的线性方程 

Table 2  Linear equations for standards by UPLC-Extractive Orbitrap mass spectrometer 

脂质 定量离子 m/z 线性方程 R2 线性范围/(μg/mL) 

TG 18:1 [M + H]+ 886.433 0 Y = 9.441 07e8X+1.124 9e7 0.993 4 0.005~0.2 

DG 18:1 [M + H]+ 621.990 1 Y = 8.219 55e7X+655 799 0.998 7 0.005~50 

Cer d18:1/18:0 [M + H]+ 566.545 6 Y = 1.688 89e8X+43 949.8 0.994 5 0.001~20 

DHA [M – H]– 327.233 0 Y = 1.034 37e8X–330 765 0.995 6 0.005~5 

PC 16:0/18:1 [M + CH3COO]– 818.591 7 Y = 2.721 2e7X–180 170 0.993 8 0.01~50 

PE 18:1/16:0 [M – H]– 716.523 6 Y = 6.867 09e7X–70 285.2 0.990 2 0.01~50 

PG 14:0 [M – H]– 687.350 1 Y =8.477 59e7X–2.240 49e7 0.999 0 0.5~20 

LPC 18:1 [M – H]– 520.355 4 Y = 3.029 14e7X–8.160 76e6  0.998 9 0.5~50 

LPE 16:0 [M – H]– 452.278 3 Y = 8.093 37e7X–2.736 89e7  0.997 1 0.5~50 

LPG 18:0 [M – H]– 511.303 1 Y = 3.101 81e7X–5.174 26e7 0.991 6 2~100 

LPC 16:0 [M + H]+ 496.339 8 Y = 1.306 42e8X–393 897 0.998 6 0.05~50 

LPE 18:1 [M + H]+ 480.293 9 Y = 7.250 24e7X–3.560 84e6 0.995 7 0.1~20 

LPG 16:0 [M + H]+ 485.272 8 Y = 9.303 64e6X–2.376 39e6 0.992 3 0.5~100 

 

2.4  四种稻谷中的游离脂质和淀粉结合脂质 

四种稻谷中的游离脂质和淀粉结合脂质含量

见表 3 和表 4。 

 

 
表 3  四种稻谷中游离脂质的含量 

Table 3  The content of free lipids in four rice varieties                         μg/g 

脂质种类 绥粳 18 龙粳 31 龙稻 18 五优稻 4 号 

Cer 6.80 ± 1.34 7.62 ± 1.33 8.44 ± 1.00 9.73 ± 0.90 

Hex1Cer 3.39 ± 0.34 3.81 ± 0.51 3.72 ± 0.28 4.17 ± 0.14 

Hex2Cer 0.04 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.04 ± 0.01 

Hex3Cer 0.02 ± 0.00 0.02 ± 0.00 0.03 ± 0.00 0.03 ± 0.00 

DG 7.65 ± 0.95 11.29 ± 6.00 7.79 ± 1.78 5.73 ± 0.66 

DGDG 1.19 ± 0.24 1.24 ± 0.15 1.76 ± 0.15 1.97 ± 0.58 

MGDG 0.02 ± 0.01 0.02 ± 0.01 0.03 ± 0.00 0.05 ± 0.03 

TG 26 361.20 ± 1 051.74 25 377.20 ± 417.07 25 733.41 ± 493.40 25 815.68 ± 315.97 

FA 106.31 ± 0.59 109.33 ± 3.22 107.42 ± 0.77 107.00 ± 0.99 

OAHFA 0.11 ± 0.01 0.16 ± 0.09 0.12 ± 0.03 0.10 ± 0.00 

LPC 6.76 ± 0.36 6.23 ± 0.70 6.48 ± 0.59 7.13 ± 0.75 

LPE 13.20 ± 0.11 13.08 ± 0.43 13.01 ± 0.08 13.53 ± 0.26 

PC 16.75 ± 2.21 12.29 ± 3.96 13.97 ± 1.35 11.05 ± 1.98 

PE 3.51 ± 0.46 2.56 ± 0.65 2.90 ± 0.03 2.17 ± 0.57 

PG 6.26 ± 0.10 6.13 ± 0.11 6.14 ± 0.06 6.07 ± 0.08 
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表 4  四种稻谷中淀粉结合脂质的含量 

Table 4  Content of starch bound lipids in four rice varieties                     μg/g 

脂质种类 绥粳 18 龙粳 31 龙稻 18 五优稻 4 号 

LPC 16:0 879.72 ± 60.44 851.53 ± 65.84 761.85 ± 72.81 1 042.08 ± 99.02 

LPC 16:1 1.71 ± 0.11 1.71 ± 0.10 1.66 ± 0.13 1.99 ± 0.11 

LPC 18:0 12.37 ± 2.27 13.78 ± 2.98 8.51 ± 0.79 19.86 ± 3.40 

LPC 18:1 95.91 ± 3.71 127.94 ± 34.84 122.63 ± 40.84 214.19 ± 32.19 

LPC 18:2 349.51 ± 22.36 335.95 ± 18.06 284.06 ± 42.5 437.53 ± 68.51 

LPC 18:3 6.61 ± 1.59 6.76 ± 0.50 6.78 ± 1.22 6.01 ± 0.64 

LPE 16:0 125.27 ± 11.81 119.18 ± 6.27 111.26 ± 11.16 169.11 ± 11.39 

LPE 18:1 18.16 ± 7.67 17.21 ± 3.27 18.32 ± 5.31 30.96 ± 3.52 

LPE 18:2 81.63 ± 13.9 84.05 ± 4.55 75.74 ± 12.41 123.78 ± 12.84 

LPE 18:3 3.19 ± 0.61 3.24 ± 0.12 3.31 ± 0.42 3.41 ± 0.26 

LPG 16:0 29.81 ± 3.84 30.36 ± 8.73 23.72 ± 2.28 39.31 ± 8.36 

LPG 18:1 2.87 ± 0.14 2.85 ± 0.15 3.02 ± 0.23 3.24 ± 0.13 

LPG 18:2 3.52 ± 0.35 3.44 ± 0.14 3.32 ± 0.06 3.81 ± 0.20 

LPS 18:2 3.39 ± 0.14 3.32 ± 0.10 3.08 ± 0.22 3.54 ± 0.07 

 

2.5  四种稻谷中游离脂质和淀粉结合脂质的偏

最小二乘判别（PLS-DA）分析 

偏最小二乘判别分析（PLS-DA）是一种多因

变量对多自变量的回归建模方法，可以较好地解

决许多以往用普通多元回归无法解决的问题，常用

于食品分析、产品质量预报、环境化学等方面[11]。

为了评估稻谷样品之间游离脂质和淀粉结合脂质

含量差异，采用偏最小二乘判别分析（PLS-DA）

方法对检测到 4 个品种稻谷样品脂质含量进行了

归一化，通过对不同处理样本的特性分别进行训 

练，产生训练集，并检验训练集的可信度。淀粉

结合脂质的 PLS-DA 得分曲线图如图 4（A）所示，

不同品种稻谷可以通过脂质含量区分开，其中五

优稻 4 号分离最明显；游离脂质的 PLS-DA 得分

曲线图如图 4（B）所示，主成分 1 代表总方差的

78.2%，主成分 2 代表总方差的 14.6%，不同品种

稻谷可以被区分开。为了进一步确认这些脂质能

否做出脂质氧化区分，对这些物质进行了热图分

析。如图 5 所示，4 个不同品种的稻谷可以通过

淀粉结合脂质和游离脂质被很好地区分。 

 

 
 

图 4  四种稻谷脂质含量的偏最小二乘判别分析得分曲线图：（A）淀粉结合脂质；（B）游离脂质 

Fig.4  Partial least squares discriminant analysis score curves for four rice varieties lipid  
content: (A) Starch bound lipids; (B) Free lipids 
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图 5  脂质在四种稻谷中含量分布热图：（A）淀粉结合脂质；（B）游离脂质 

Fig.5  Heat map of lipid content distribution in four rice varieties: (A) Starch bound lipids; (B) Free lipids 
 

3  结论 

本文应用 UPLC-Q-Exactive Orbitrap 质谱快

速准确地分析了四种稻谷的脂质轮廓，检测到 371

种游离脂质和 14 种淀粉结合脂质，包括甘油磷

脂、甘油酯、神经酰胺、脂肪酸等。结果表明，

四种稻谷的淀粉结合脂质和游离脂质组成基本相

似。游离脂质主要由甘油酯组成；淀粉结合脂质

主要是溶血磷脂，主要由溶血磷脂酰胆碱和溶血

磷脂酰乙醇胺组成。对四种稻谷的淀粉结合脂质

和游离脂质进行 PLS-DA 分析，结果表明四种稻

谷可以被区分开。本研究可作为稻谷中脂质的分

析新方法，该方法能快速、高效进行稻谷脂质组

学轮廓实时检测，相关数据为谷物检测提供相关

依据和参考。 
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