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基于GC-MS技术的水牛乳与奶牛乳中长链脂肪酸组

成差异分析及掺假识别方法初探

黄丽，彭芹，杨攀，施纵策，王睿敏，黄文婷，黄子珍，罗凤棉，姜佳齐，李玲*

（广西壮族自治区水牛研究所，广西南宁 530001）

摘要：为了筛选水牛乳中特征性脂肪酸标志物，并建立识别其是否掺入奶牛乳的检测方法。该研究采用气相色谱 - 质

谱联用技术（GC-MS）对两种乳中的脂肪酸组成进行了系统比较，并结合正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）筛选差异

性脂肪酸，基于差异脂肪酸构建脂肪酸比值指标，筛选出特征性比值，以此建立多指标置信区间雷达图用于牛乳的证伪鉴定。

结果表明：两种乳样中均检测出 50 种脂肪酸，牛乳的总不饱和脂肪酸（67.14%）高于奶牛乳（61.94%）（P<0.05），而奶牛

乳的总饱和脂肪酸（38.07%）则高于水牛乳（32.85%）（P<0.05）；OPLS-DA 模型共筛选出 23 种差异性脂肪酸（VIP>1），

其中 C22:1T、C20:3、C22:5n-6 等 13 种脂肪酸含量显著高于奶牛乳（P<0.05）；C13:0/C22:5n-6 和 C14:1/C22:5n-6 双指标

脂肪酸比值的置信区间不重叠且差异最大。综上所述，有 13 种脂肪酸为水牛乳的潜在特征性脂质成分，C13:0/C22:5n-6 和

C14:1/C22:5n-6 在该实验条件下可有效区分水牛乳和奶牛乳，可作为识别水牛乳中掺入奶牛乳的潜在参考指标，具备初步

的掺假识别应用价值，为水牛乳的品质鉴定和掺假识别提供了参考依据。
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Abstract: Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) was used to systematically compare the medium- and long-

chain fatty acid compositions of buffalo milk and cow milk, with the aim of identifying characteristic fatty acids in buffalo milk and 

establishing a method for detecting adulteration with cow milk. Differential fatty acids were screened using orthogonal partial least 

squares discriminant analysis (OPLS-DA), and fatty acid ratio indices were constructed based on these components. Characteristic 

ratio indices were subsequently selected to establish a multi-index confidence interval radar chart for the authentication of buffalo 

milk. A total of 50 fatty acids were detected in both milk types. The total unsaturated fatty acid content in buffalo milk (67.14%) was 
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乳制品是蛋白质、脂肪、矿物质和维生素等营养

物质的优质来源，其中水牛乳的蛋白质、脂肪、矿物

质和维生素含量均高于奶牛乳，被誉为世界第二大乳

源 [1] 。脂肪酸（Fatty Acid, FA）是乳脂肪的重要组成

部分，对乳制品的口感、质地、风味及健康效应具

有关键影响。目前，在牛奶中已鉴定出 400 多种脂肪

酸 [2] ，按碳链长度可以分为：（1）短链脂肪酸（Short-
Chain Fatty Acid, SCFA）- 含有 2~6 个碳原子。（2）中

链 脂 肪 酸（Medium-Chain Fatty Acid, MCFA）- 含 有

7~12 个碳原子；（3）长链脂肪酸（Long-Chain Fatty 
Acid, LCFA）- 碳原子数 ＞ 12。按饱和程度可以分为饱

和脂肪酸（Saturated Fatty Acid, SFA）、仅有 1 个碳碳

双键的单不饱和脂肪酸（Monounsaturated Fatty Acid, 
MUFA）和含 2 个或多个碳碳双键的多不饱和脂肪酸

（Polyunsaturated Fatty Acid, PUFA） [3] 。

脂肪酸不仅决定了乳制品的风味和质地，还与人

体健康密切相关。长链不饱和脂肪酸（如 ω-3 和 ω-6
系列）在心血管健康、神经发育和免疫调节中发挥重

要作用，Lundgren 等 [4] 证明其对婴幼儿视觉神经系统

的发育具有积极意义；而饱和长链脂肪酸的过量摄入

则可能与心血管疾病等健康问题相关。因此，深入研

究水牛乳与奶牛乳中长链脂肪酸的组成，对于评估二

者的营养价值和健康效应具有重要意义。

近年来，关于牛乳中长链脂肪酸的研究主要集中

在其组成、代谢调控、营养价值、检测方法及环境因

素的影响等方面，为优化乳制品质量、提升健康效益

以及制定精准营养方案提供了科学依据。罗洁等 [5] 发

现，奶牛品种对乳脂肪酸组成和含量影响显著，水牛

乳和牦牛乳的不饱和脂肪酸含量普遍高于黑白花牛乳，

其中水牛乳因脂肪球粒径较大，其长链脂肪酸含量也

最高。Cuibus 等 [6] 报道水牛乳中的共轭亚油酸及长链

脂肪酸远高于奶牛乳，而 Rodríguez-Bermúdez 等 [7] 指

出，日粮、胎次、泌乳阶段及季节等因素均会显著影

响牛乳脂肪酸组成。Techeira 等 [8] 的研究表明，不同饲

喂系统可迅速改变奶牛体内脂肪酸的组成，优化饲养

策略后，不饱和及共轭脂肪酸相对浓度升高，从而改

善了奶牛健康及相关技术指标。

  由于水牛乳具有高蛋白、高脂肪和丰富功能性脂

肪酸，其市场价格远高于奶牛乳。水牛乳因其营养成

分丰富、产量较低，以及加工、储运成本较高等因素，

通常在市场中定价高于奶牛乳，不法商家为降低成本

谋取暴利而常掺入奶牛乳 [9] 。此举不仅稀释了水牛乳

的营养价值，还可能引入乳化剂或化学添加剂，造成

食品安全隐患。因此，建立高效的掺假检测方法十分

迫切。目前，已有电泳法 [10] 、PCR 基因检测 [9] 、液相色

谱及光谱分析等方法，各具优势，但均存在一定局限。

气相色谱 - 质谱联用（Gas Chromatography-Mass 
Spectrometry, GC-MS）技术以其高灵敏度和高分辨率

优势，能够对复杂混合物中的脂肪酸进行有效分离和

鉴定 [11] 。王峰恩 [12] 通过优化 GC-MS 条件，建立了可

同时检测 69 种脂肪酸的高通量方法，其灵敏度、线

性范围及精确度均表现优异。本研究旨在利用 GC-MS
技术对水牛乳与奶牛乳中长链脂肪酸进行比较分析，

为两者的营养特性及品质评价提供数据支持，并探索

建立用于乳品真实性判别的技术路径，为乳品真实性

鉴定方法构建提供技术手段参考。

1  材料与方法

1.1 材料

1.1.1 原料乳

样本均为泌乳期 120~200 d 的新鲜乳样。乳样分

装 50 mL 离心管后放入干冰盒，运至实验室并储存

于 -80 ℃，待测中长链脂肪酸。乳样按照随机采样法

从广西水牛研究所养殖场（37 份单头水牛乳）和皇氏

田东牧场（38 份单头奶牛乳）收集。筛选后，水牛乳

和奶牛乳的理化指标符合标准限值和 3 倍标准差判别

法要求，选取各 6 份样本进行中长链脂肪酸检测。

significantly higher than that in cow milk (61.94%) (P<0.05), whereas the total saturated fatty acid content was higher in cow milk 

(38.07%) than in buffalo milk (32.85%) (P<0.05). Based on the OPLS-DA model, 23 differential fatty acids (VIP>1) were identified, 

among which 13 fatty acids, including C22:1T, C20:3, and C22:5n-6, were significantly more abundant in buffalo milk than in cow 

milk (P<0.05). The confidence intervals of the two fatty acid ratio indices, C13:0/C22:5n-6 and C14:1/C22:5n-6, did not overlap 

and exhibited the largest differences between the two milk types. These results indicate that the two ratio indices can effectively 

distinguish buffalo milk from cow milk under the experimental conditions applied. The identified fatty acids and ratio indices 

show potential as reference markers for the detection of buffalo milk adulteration and may provide practical value for milk quality 

authentication.

Key words: buffalo milk; cow milk; fatty acids; difference analysis
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1.1.2 试剂

甲醇（色谱纯），购自美国 Merck 公司；C19:0 标

准品，购自美国 Sigma-Aldrich 公司；52 种脂肪酸甲酯

混标，购自上海安谱实验科技股份有限公司；正己烷

（色谱纯），购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。

1.1.3 仪器与设备

ThermoTrace1300 气相色谱 -ISQ7000 质谱联用仪，

美国 Thermo 公司；TGL-16K 离心机，湖南湘仪实验

室仪器有限公司；Scienti-12 组织研磨仪，宁波新芝生

物科技股份有限公司；VOTEX-5 涡旋仪，其林贝尔有

限公司；ZLS-1 旋转蒸发仪，湖南赫西仪器有限公司；

QHZ-98A 全温度振荡培养箱，太仓市华美生化仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 GC-MS样品前处理

取 0.5 mL 样品至 20 mL 的玻璃离心管中；加

入 5 mL 10%（φ）乙酰氯甲醇和 1 mL 正己烷和 5 μL
内标（C19:0，10 mg·mL-1）；在恒温振荡摇床 95 ℃、

250 r·min-1下反应 4 h。加入 6 mL 的 6%（质量分数）

的碳酸钾溶液，涡旋 2 min。离心取正己烷层，旋转

蒸发除去正己烷。加入 100 μL 正己烷，涡旋 1 min。
12 000 r·min-1 离心 5 min，取上清于进样瓶中待检。

1.2.2  色谱条件

色谱柱：为 DB-5ms（60 m×0.25 mm×0.25 µm）；

升温程序：柱温 140 ℃保持 5 min，以 10 ℃ ·min-1 升至

180 ℃，以 2 ℃ ·min-1 升至 210 ℃保持 3 min，以

5 ℃ ·min-1 升至 280 ℃，保持 15 min ；载气（He）流

量 1.5 mL·min-1 ；进样量 1 μL，进样温度 260 ℃，分

流比 10:1。

1.2.3  质谱条件

接口温度 280 ℃；离子源温度 230 ℃；电离方

式：EI+，70 ev ；扫描方式：全扫描；质量范围 m/z 
33~550 ；利用 NIST2017 谱库进行物质定性。

1.2.4  脂肪酸的定性与定量

脂肪酸甲酯（Fatty Acid Methyl Ester, FAME）的

定性依据是其在 GC 上的保留时间以及通过目标峰的

全离子流图与 NIST 库中的标准质谱图对比来鉴定未

知化合物。FAME 的定量是根据所选定量离子的峰面

积，并通过内标法测定。测定的 FAME 为乳中的绝对

质量浓度（ng·mL-1），数据经转化系数校正为 FA 后，

又归一化为相对含量（FA 质量百分比 ,%），这样可以

有效减少由于乳脂上浮取样不均匀造成的误差，并便

于和文献中的数据进行比较。

1.2.5 数据处理

本 数 据 在 Thermo 数 据 软 件 Chromeleon 7.0 下

对 GC-MS 数据进行特征峰提取，并根据 NIST17 数

据库对数据进行整理，在 Excel 软件中进行后期编

辑，将最终结果组织为二维数据矩阵，包含保留时

间（Retention Time, RI）、观察量（样本）和峰强等

信息。采用 IBM SPSS Statistics 20 进行独立样本 T
检验，GraphPad Pism 9.5.0 绘制柱状图及堆积图，

SIMCA 14.1 进行主成分分析及正交偏最小二乘分析

判别，主成分分析图（Principal Component Analysis, 
PCA）、OPLS-DA（Orthogonal Partial Least Squares 
Discriminant Analysis, OPLS-DA）得分图和热图通过

图图云平台绘制。

2  结果与讨论

2.1 乳中长链脂肪酸谱的整体情况

利用 GC-MS 法检测了水牛乳（Buffalo Milk, BM）

和奶牛乳（Cow Milk, CM）中长链脂肪酸组成。表 1 为

两种生乳中 50 种脂肪酸的定性定量结果。两种牛乳共有

的主要脂肪酸包括肉豆蔻酸、棕榈酸、反式异油酸、岩

芹酸、反式岩芹酸、亚油酸、α- 亚麻酸以及反式亚油酸等。

尤其注意的是水牛乳中的油酸含量高达 6.52%，

而奶牛乳中仅为0.80%。油酸作为ω-9单不饱和脂肪酸，

它能够减轻炎症症状，加速伤口愈合，并且对胰岛素

抵抗和 2 型糖尿病发挥积极作用 [13] 。在心血管健康方

面，油酸作为人类饮食中的主要单不饱和脂肪酸，可

以降低低密度脂蛋白和血压，同时提升高密度脂蛋白

水平，进而有效改善心血管功能。在免疫系统中，油

酸可激活 B 细胞和 T 细胞，增强免疫功能，还能减少

活性氧，改善代谢功能障碍 [14] 。此外，油酸还能使乳

脂更加柔软和易于延展，并赋予乳制品独特风味，高

油酸牛乳的乳制品如黄油和冰淇淋口感更顺滑，而且

具有较低的氧化速率和更好的稳定性，这意味着其保

质期可以延长 [15] 。EPA 在水牛乳（1.12%）中的含量

显著高于奶牛乳（0.52%）（P ＜ 0.05），它对心血管健

康有积极作用，摄入 3~4 g·d-1 的 EPA 可使血甘油三

酯水平降低 20%~50% [16] 。Radzikowska 等 [17] 通过分析

牛乳脂肪球膜中的不饱和脂肪酸发现，DHA、EPA 和

CLA 这些多不饱和脂肪酸可调节免疫细胞活性，增强

巨噬细胞吞噬能力，促进抗炎因子分泌，从而改善免

疫功能并减轻炎症。

水牛乳中饱和脂肪酸的总含量为 32.85% ；奶牛乳

中饱和脂肪酸的含量为 38.07%。水牛乳中不饱和脂肪

酸的含量为 67.14% ；奶牛乳中不饱和脂肪酸的总含量
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为 61.94%。此前，张依等 [18] 的研究中证明了除了饱

和脂肪酸外，水牛乳中的的单不饱和脂肪酸、多不饱

和脂肪酸、反式脂肪酸、游离脂肪酸均显著高于奶牛

乳（P ＜ 0.05）；潘斌 [19] 的研究中水牛乳中不饱和脂肪

酸总量（31%）高于普通奶牛乳（26%），饱和脂肪酸

含量（69%）低于普通奶牛乳（74%）。从营养学角度

来看，水牛乳中较低比例的饱和脂肪酸和较高比例的

不饱和脂肪酸是更健康的饮食结构 [20] 。为了提高不饱

和脂肪酸的比例，Gagliostro 等 [21] 的研究中通过对奶牛

喂食富含多不饱和脂肪酸（PUFA）的补充剂（向日葵

籽、向日葵油和鱼油）后，牛奶中的共轭亚油酸、油酸、

α- 亚麻酸等多种不饱和脂肪酸的含量显著提高。

表 1  水牛乳和奶牛乳中长链脂肪酸谱

Table 1 Long-chain fatty acid profiles in buffalo and cow milks

中文名 脂肪酸 水牛乳 /% 奶牛乳 /% FC P 值 VIP

ECSFA- 偶数链
脂肪酸

辛酸 C8:0 0.01±0.00 0.01±0.00 1.05 0.904 0.083

癸酸 C10:0 0.01±0.00 0.01±0.00 1.19 0.607 0.240

十二烷酸 / 月桂酸 C12:0 3.99±0.46B 6.47±0.92A 1.62 0.001 1.352

十四烷酸 / 肉豆蔻酸 C14:0 14.61±5.35 17.28±7.38 1.18 0.490 0.438

十六烷酸 / 棕榈酸 C16:0 10.89±8.49 10.24±4.61 0.94 0.873 0.127

十八烷酸 / 硬脂酸 C18:0 0.08±0.05 0.04±0.01 0.55 0.134 0.866

二十烷酸 / 花生酸 C20:0 0.12±0.03 0.10±0.07 0.82 0.517 0.396

二十四烷酸 / 木蜡酸 C24:0 0.01±0.00 0.01±0.00 1.77 0.090 0.807

∑ ECSFA- 偶数链脂肪酸 29.69B 34.15A

OCSFA- 奇数
链脂肪酸

十一烷酸 C11:0 0.05±0.01B 0.15±0.02A 3.32 0.000 1.501

十三烷酸 C13:0 0.13±0.02B 0.25±0.04A 1.90 0.000 1.421

十五烷酸 C15:0 1.83±0.20B 2.32±0.35A 1.27 0.019 1.021

十七烷酸 / 珠光脂酸 C17:0 0.90±0.08 1.01±0.16 1.11 0.202 0.566

二十一烷酸 C21:0 0.03±0.01 0.04±0.01 1.13 0.528 0.244

二十二烷酸 / 山俞酸 C22:0 0.18±0.02A 0.13±0.02B 0.72 0.001 1.337

二十三烷酸 C23:0 0.04±0.00A 0.02±0.00B 0.60 0.000 1.467

∑ OCSFA- 奇数链脂肪酸 3.16B 3.92A

MUFA- 单不饱
和脂肪酸

十四碳烯酸（反 -9）/ 反式肉豆蔻烯酸 C14:1T 0.01±0.00 0.01±0.00 1.92 0.015 1.080

十四碳烯酸（顺 -9）/ 肉豆蔻烯酸 C14:1 0.76±0.09B 1.42±0.21A 1.87 0.000 1.411

十五碳烯酸（反 -10） C15:1T 0.01±0.00 0.01±0.01 1.26 0.498 0.361

十五碳烯酸（顺 -10） C15:1 0.04±0.01B 0.06±0.01A 1.35 0.012 1.068

十六碳烯酸（反 -9）/ 反棕榈油酸 C16:1T 0.01±0.00 0.01±0.01 1.48 0.308 1.068

十六碳烯酸（顺 -9）/ 棕榈油酸 C16:1 2.36±0.31 2.79±0.42 1.18 0.072 0.782

十七碳烯酸（反 -10） C17:1T 0.25±0.03B 0.32±0.05A 1.29 0.012 1.066

十八碳烯酸（反 -6）/ 反式岩芹酸 C18:1T 9.97±7.58 7.56±4.23 0.76 0.512 0.382

十八碳烯酸（顺 -6）/ 岩芹酸 C18:1 6.87±1.91 5.81±1.95 0.85 0.362 0.536

十八碳烯酸（反 -9）/ 反油酸 C18:1T 0.04±0.00B 0.07±0.01A 1.68 0.002 1.310

十八碳烯酸（顺 -11）/ 异油酸 C18:1 2.62±1.61 2.11±0.35 0.80 0.477 0.388

十八碳烯酸（顺 -9）/ 油酸 C18:1 6.52±8.46 0.80±0.51 0.12 0.159 0.707

十七碳烯酸（顺 -10） C17:1 0.01±0.00 0.01±0.00 1.11 0.731 0.225

十八碳烯酸（反 -11）/ 反异油酸 C18:1T 6.62±1.14 12.16±6.09 1.84 0.077 0.884

十九碳烯酸（反 -10） C19:1T 0.22±0.03 0.27±0.06 1.25 0.070 0.829

十九碳烯酸（反 -7） C19:1T 0.03±0.01 0.04±0.01 1.24 0.242 0.503

二十碳烯酸（顺 -11） C20:1 0.50±0.04A 0.33±0.06B 0.67 0.000 1.403

二十碳烯酸（反 -11） C20:1T 0.26±0.05A 0.16±0.02B 0.62 0.002 1.376

二十二碳烯酸（顺 -13）/ 芥酸 C22:1 0.20±0.02A 0.14±0.02B 0.71 0.000 1.389

二十二碳烯酸（反 -13）/ 巴惟酸 C22:1T 0.18±0.02A 0.01±0.00B 0.05 0.000 1.569

∑ MUFA- 单不饱和脂肪酸 37.46A 34.08B
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中文名 脂肪酸 水牛乳 /% 奶牛乳 /% FC P 值 VIP

PUFA- 多不饱
和脂肪酸

二十四碳烯酸（顺 -15）/ 神经酸 C24:1 0.16±0.01A 0.11±0.02B 0.74 0.002 1.331

十八碳三烯酸（顺 -6,9,12）/γ- 亚麻酸 C18:3 0.03±0.00 0.03±0.01 1.19 0.337 0.498

十八碳二烯酸（顺 -9,12）/ 亚油酸 /CLA C18:2 16.01±10.14 17.36±7.50 1.08 0.798 0.182

十八碳三烯酸（顺 -9,12,15）/α- 亚麻酸 C18:3 3.19±0.54 3.92±0.74 1.23 0.079 0.780

十八碳二烯酸（反 -1,12）/ 反亚油酸 C18:2T 6.96±0.62A 4.34±1.24B 0.62 0.001 1.337

二十碳四烯酸（顺 -5,8,11,14）/ 花生四烯酸 C20:4 0.22±0.02 0.20±0.03 0.94 0.375 0.538

二十碳五烯酸（顺 -5,8,11,14,17）/EPA C20:5 1.12±0.19A 0.52±0.06B 0.47 0.000 1.478

二十碳三烯酸（顺 -11,14,17） C20:3 0.44±0.05A 0.25±0.05B 0.58 0.000 1.472

二十碳三烯酸（顺 -8,11,14）/HOMO- γ- 
亚麻酸

C20:3 0.15±0.05A 0.06±0.01B 0.41 0.010 1.258

二十碳二烯酸（顺 -11,14） C20:2 0.03±0.00 0.09±0.07 2.87 0.112 0.824

二十二碳六烯酸（顺 -4,7,10,13,16,19）/DHA C22:6 0.05±0.00 0.17±0.16 3.66 0.087 0.794

二十二碳五烯酸（顺 -7,10,13,16,19）/DPA C22:5n-3 0.72±0.14A 0.40±0.27B 0.55 0.024 1.066

二十二碳五烯酸（顺 -7,10,13,16,19）/DPA C22:5n-6 0.61±0.13A 0.26±0.05B 0.43 0.001 1.441

二十二碳四烯酸（顺 -7,10,13,16） C22:4 0.004±0.003B 0.11±0.02A 24.7 0.000 1.490

二十二碳二烯酸（顺 -13,16） C22:2 0.01±0.02 0.02±0.01 1.17 0.801 0.123

∑ PUFA- 多不饱和脂肪酸 29.68A 27.86B

注：不同大写字母表示同一行差异显著（P ＜ 0.05）；FC 值为差异倍数，由奶牛乳含量 / 水牛乳含量计算得到。

续表1

图 1 水牛乳和奶牛乳总中长链脂肪酸组成 OPLS-DA 得分图

Fig.1 OPLS-DA score plot of long-chain fatty acid 

composition in total buffalo and cow milk

牛乳中的 SFA 因其较高的热量密度和较慢的代

谢速率，摄入过多容易导致能量过剩并促进脂肪堆

积，同时也可能影响血脂代谢，增加心血管疾病的

发生风险。一项对 2 363 名受试者的流行病学研究发

现，高 SFA 摄入者（棕榈酸占总能量摄入 12% 以上）

发生肥胖的风险比低摄入者（棕榈酸占比 ＜ 5%）高

15%~20%，限制长链 SFAs 摄入（每日 ＜ 10 mg·g-1 体

质量）可使肝脏炎症因子表达降低 30%~40% [22] 。研究

显示，中长链饱和脂肪酸（C12:0~C16:0）具有促动脉

粥样硬化和血栓形成的潜力，SFA 降低 1% 可使低密度

脂蛋白胆固醇（LDL-C）水平降低 1.3~2.1 mg·dL-1 [23] 。

一项基于 5.9 万人的大规模研究进一步表明，减少膳食

SFA 摄入可使复合心血管事件（含心血管死亡、非致命

性心肌梗死、中风、心绞痛等）风险显著降低 21% [24] 。

图 2 水牛乳和奶牛乳总中长链脂肪酸环状热图

Fig.2 Cyclic thermograms of long-chain fatty acids in buffalo 

milk and total cow milk

本研究进一步将这些脂肪酸分为 4 类进行

分 析， 包 括 偶 数 链 脂 肪 酸（Even-Chain Saturated 
Fatty Acid, ECSFA）、 奇 数 链 脂 肪 酸（Odd-Chain 
Saturated Fatty Acid, OCSFA）、 单 不 饱 和 脂 肪 酸

（Monounsaturated Fatty Acid, MUFA）和多不饱和脂

肪酸（Polyunsaturated Fatty Acid, PUFA）。水牛乳和奶

牛乳均为∑ MUFA ＞ ∑ PUFA ＞ ∑ ECSFA ＞ ∑ OCSFA。

与奶牛乳相比，水牛乳中的不饱和脂肪酸（MUFA 和
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PUFA）含量更高（P ＜ 0.05），具体而言，水牛乳的

MUFA 和 PUFA 总含量分别为 37.46% 和 29.68%，而

奶牛乳分别为 34.08% 和 27.86%。然而，奶牛乳中的

饱和脂肪酸总含量明显高于水牛乳（P ＜ 0.05），对于

ECSFA 和 OCSFA 的含量，奶牛乳分别达到 34.15% 和

3.92%，而水牛乳则为 29.69% 和 3.16%。

采用 OPLS-DA 得分图和热图对两种乳进行聚类

分析。如图 1 所示，基于中长链脂肪酸能将水牛乳跟

奶牛乳明显区分，这与图 2 的聚类关系一致。

2.2 饱和脂肪酸的比较

如图 3 所示，水牛乳与奶牛乳区分明显，因此，

两种乳的饱和脂肪酸组成具有明显特征。

如表 1所示，在所测生乳样品中，水牛乳饱和脂

肪酸种类与奶牛乳相似，但含量有所差别。总的来说，

奶牛乳中的饱和脂肪酸总含量高于水牛乳（P ＜ 0.05）。
奶牛乳中饱和脂肪酸总含量为 38.07%，而水牛乳中的

饱和脂肪酸总含量为 32.85%。对于两种牛乳，主要饱

和脂肪酸是肉豆蔻酸、棕榈酸、月桂酸。Yang 等 [25] 比

较了不同哺乳动物乳脂的脂肪酸组成，发现水牛乳的

棕榈酸和硬脂酸含量高于奶牛乳，但肉豆蔻酸相对较

低，这个结论与本研究相似。本研究中牛乳的饱和脂

肪酸含量差异主要体现在月桂酸和肉豆蔻酸上，奶牛

乳的含量分别为 6.47%、17.28% ；而水牛乳的含量分

别为 3.99%、14.61%。奶牛乳中存在多个饱和脂肪酸

含量显著高于水牛乳，如月桂酸、十一烷酸、十三烷酸、

十五烷酸；水牛乳中主要是长链饱和脂肪酸含量显著

高于奶牛乳，如山俞酸、二十三烷酸。

 

图 3 水牛乳和奶牛乳饱和脂肪酸组成的主成分分析图

Fig.3 Principal component analysis of saturated fatty acid 

composition of buffalo and cow milks

2.3 单不饱和脂肪酸（MUFA）的比较

如图 4 所示，水牛乳和奶牛乳能明显区分，因此，

两种乳的 MUFA 组成具有明显特征。

如表 1 所示，总的来说，水牛乳中 MUFA 较奶牛

乳丰富，水牛乳中的 MUFA 总含量为 37.46%，奶牛

乳中的总含量为 34.08%。Pegolo 等 [26] 在他们的研究中

全面表征了地中海水牛乳和奶牛乳的脂肪酸组成，水

牛奶的 MUFA 总含量为 25.95%，奶牛乳为 24.25%，

整体上，水牛乳的总 MUFA 含量更高（P ＜ 0.05），这

与我们的结论相似。在两种水牛乳中，反式岩芹酸、

岩芹酸、反异油酸的含量很高，是两种牛乳中的主要

MUFA。值得注意的是，油酸的含量在两种牛乳中差

异较大，主要体现在水牛乳中油酸有 6.52%，而奶牛

乳中只有 0.80%。除此之外，水牛乳中二十碳烯酸、

反式二十碳烯酸、芥酸、巴惟酸的含量显著高于奶牛乳。

图 4 水牛乳和奶牛乳单不饱和脂肪酸组成的主成分分析图

Fig.4 Principal component analysis of monounsaturated fatty 

acid composition of buffalo milk and cow milk

2.4 多不饱和脂肪酸（PUFA）的比较

如图 5 所示，水牛乳能与奶牛乳区分开，因此，

这两种物种的 PUFA 组成具有各自的特征。

图 5 水牛乳和奶牛乳多不饱和脂肪酸组成的主成分分析图

Fig.5 Principal component analysis of polyunsaturated fatty acid 

composition of buffalo and cow milks

如表 1 所示，水牛乳的 PUFA 的总含量较水牛乳

高（P ＜ 0.05），分别达到 29.68% 和 27.86%。先前的

研究中，Wang 等 [27] 建立了一种高通量的检测方法并

应用于多种动物奶脂肪酸的检测，其中奶牛乳多不饱

和脂肪酸的总含量为 34.47%，而水牛乳中的总含量
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为 35.29%。我们的结果与此前报道相似。C18:2 是水

牛乳和奶牛乳中最主要的 PUFA，分别达到 16.01% 和

17.36%。水牛乳多种 PUFA 的含量都显著高于奶牛乳，

如神经酸、反亚油酸、二十碳五烯酸、二十碳三烯酸、

二十二碳五烯酸。

2.5 水牛乳与奶牛乳显著差异脂肪酸分析

对不同乳的脂肪酸进行单变量统计分析，筛选

变 量 重 要 性投 影（Variable Importance in Projection, 
VIP）大于 1.0 且 P 值小于 0.05 脂质为两种牛乳

间差异脂肪酸。发现水牛乳和奶牛乳间具有显著

差异的脂肪酸共有 23 种，其中水牛乳中 13 种差

异性脂肪酸显著高于奶牛乳（P ＜ 0.05）。值得关

注的是，二十二碳烯酸（反 -13）、二十碳三烯酸

（顺 -11,14,17）、二十二碳五烯酸（顺 -7,10,13,16,19）、
二十碳五烯酸（顺 -5,8,11,14,17）、二十二碳五烯

酸 ( 顺 -7,10,13,16,19）、二十三烷酸、二十碳三烯酸

（顺 -8,11,14）、二十碳烯酸（反 -11）、十八碳二烯酸

（反 -1,12）的差异倍数 FC 值在 0.05~0.62，是差异最

显著的亚类，且在水牛乳含量为 0.04%~6.96%，可作

为水牛乳潜在特征性脂质成分。

水牛乳中二十二碳五烯酸、二十碳五烯酸（顺 -
5,8,11,14,17）、二十碳三烯酸（顺 -11,14,17）含量显著

高于奶牛乳（P ＜ 0.05），以上 ω-3 PUFA 对人体健康

具有重要作用，可有效降低心血管疾病风险。一项试

验表明，连续 7 周每日摄入 3.8 g 二十碳五烯酸（顺 -
5,8,11,14,17）（EPA）可使甘油三酯水平降低 21% [28] 。

此外，ω-3PUFA 还有利于降低患糖尿病风险 [29] 、抗

炎消炎 [30] 、保护视力及预防眼部疾病 [31] 。水牛乳中的

HOMO-γ- 亚麻酸、二十二碳五烯酸（顺 -7,10,13,16,19）
的含量显著高于奶牛乳（P ＜ 0.05），以上属于 ω-6 类

脂肪酸，先前的研究报道已经证实 ω-6 类脂肪酸可

降低血清总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇，亚油酸每

增加 5% 能量摄入（替代等量碳水化合物），冠心病

风险可降低 40% [32] 。水牛乳中巴惟酸、二十碳烯酸

（反 -11）、二十碳烯酸（顺 -11）、二十碳烯酸（反 -11）、
芥酸、神经酸的含量显著高于奶牛乳（P ＜ 0.05），以

上属于 ω-9 类 PUFA，牛乳中的 ω-9 类脂肪酸，特别

是油酸和神经酸，这些单不饱和脂肪酸有助于降低胆

固醇，从而支持心血管健康。Santamarina 等 [33] 研究发

现，富含 ω-9 的低碳水高脂饮食可改善血脂代谢和炎

症反应。ω-9 组的小鼠模型中总胆固醇下降 47%（从

178.56 mg.dL-1 降至 94.62 mg.dL-1），低密度脂蛋白胆

固醇（LDL-c）和动脉粥样硬化指数（AI）也显著下

降，间接降低心血管疾病风险；促炎因子 IL-17 显著降

低，抗炎因子 IL-33 水平显著提高，出现明显抗炎效应；

此外，ω-9 通过调节肝脏脂肪酸代谢酶减少减少脂肪

堆积，进一步降低肥胖相关代谢疾病。神经酸是鞘脂

类的重要组成部分，参与细胞膜的形成、凋亡和神经

传递等生物过程，在神经系统发育和功能维护方面起

重要作用 [34] 。

牛乳脂肪酸组成是多方面因素共同调控的结果，

其中日粮配方以及饲养方式 [35] 、品种及遗传特性 [36] 、

泌乳期及采样季节 [37] 等因素对牛乳脂肪酸组成的影

响较大。造成本研究中两种牛乳脂肪酸组成差异的原

因可能是品种以及来自于两个不同牧场造成的饲料

以及饲养方式不同。本研究的对象为尼里 - 拉菲水牛

乳和荷斯坦奶牛乳，荷斯坦奶牛产奶量高，单产可

达 30~40 kg·d-1，对能量需求更高，更多的是饲喂玉

米、豆粕、麦麸等精饲料来维持泌乳性能，通过舍饲

结合日粮全混合模式喂养。奶水牛的产奶量相对较低

（15~20 kg·d-1），但乳脂含量较高（可达 7%~8%），它

们对高纤维饲料的消化能力更强，更多的是放牧饲喂，

依赖天然牧草以及象草、甘蔗尾叶等青储饲料。

综上，水牛乳中有 13 种脂肪酸显著高于奶牛乳

（P ＜ 0.05），巴惟酸、HOMO-γ- 亚麻酸、二十二碳五

烯酸、二十碳五烯酸、二十二碳五烯酸、二十三烷酸、

二十碳三烯酸、二十碳烯酸、反亚油酸、二十碳烯酸、

芥酸、山俞酸、神经酸这 13 种物质可作为水牛乳潜在

特征性脂质成分，为水牛乳作为特定功能性乳制品的

研究与开发提供参考。

2.6 水牛乳特征脂肪酸比值及真实性鉴定

参考王峰恩 [12] 的乳真实性鉴定方法，基于两种动

物间显著性差异的脂肪酸，选择两种动物乳的高含量

特征 FA 和低含量特征 FA，筛选出在两种乳中含量差

异较大的组合。以这种 FA 组合的比值，作为表征这

两种乳差异性的特征指标。这种特征 FA 比值应在

一种乳中为极大值，而另一种乳中为极小值。分别

计算每种乳中脂肪酸成分比值，筛选出在两种乳中差

异最大且比值的置信区间不重叠的组合，作为表征这两

种乳差异性的特征指标。在本研究中，由于样品数量

有限，置信区间按照平均值（Average, AVG）±3 倍

标准偏差（Standard Deviation, SD）进行计算，在

数据正态分布的情况下达到 99.7% 的置信水平。优

选出 C13:0/C22:5n-6 和 C14:1/C22:5n-6 是区分水牛乳

中掺入奶牛乳的特征脂肪酸比值。其中 C13:0/C22:5n-6
在 水 牛 乳 和 奶 牛 乳 含 量 均 值 分 别 为（0.13%，

0.25%） / （0.61%，0.26%），置信区间分别为 0.15~0.29 和

0.73~1.16 ；相对应的是 C14:1/C22:5n-6，在水牛乳
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和奶牛乳含量均值分别为（0.76%，1.42%） / （0.61%，

0.26%），置信区间分别为 0.81~1.71 和 4.25~6.54。因

此，C13:0/C22:5n-6 和 C14:1/C22:5n-6 可以用于鉴别

水牛乳中中是否掺杂了奶牛乳的指标。

表 2 为部分特征比值筛选结果，选择在两种乳中

置信区间不重叠且差异最大的特征比值作为判别依据。

如图 6 所示，根据 C13:0/C22:5n-6 和 C14:1/C22:5n-6
进行双指标掺假识别。当待测样品为真实水牛乳时，

坐标（C13:0/C22:5n-6，C14:1/C22:5n-6）将落在浅蓝色

的水牛乳置信区间内；当待测样品掺杂了奶牛乳时，坐

标极易落在置信区间外，如浅紫色区域。因此，该方

法可作为水牛乳掺杂奶牛乳的快速鉴定方法。

图 6 水牛乳中掺杂奶牛乳的鉴定

Fig.6 Identification of buffalo milk adulterated with cow milk

当前，对于乳制品的真实性鉴定，已有多种方法

被开发和应用。Zhang 等 [38] 利用液相色谱 - 质谱技术

检测蛋白质，成功地从骆驼乳、驴乳、山羊乳、绵羊乳、

牦牛乳、水牛乳和牛乳等七种动物乳中鉴定出 37 条特

征标识肽段，实现了对这七种乳源的同时鉴别。Deng
等 [39] 基于线粒体 cytb 基因序列差异建立了双重 PCR
检测体系，能够灵敏检测骆驼乳、马乳及羊乳中低至

0.1% 的牛乳掺入量，方法具有高特异性和重复性，在

市售乳制品（酸奶、奶粉、巴氏奶）中得到验证，为

乳制品真实性鉴别提供了可靠的分子检测手段。

目前水牛乳掺杂奶牛乳的检测方法并不单一，但

每种方法都有其优势与不足。聚合酶链式反应（PCR）
检测法 [40] ，该方法是一种基于 DNA 检测的分子生物

学技术，灵敏度高，可检测极低浓度（0.1%）的掺杂，

具有高度特异性，准确性高，但是需要专业实验室和

昂贵的仪器，操作复杂，样品前处理要求高，适用于

分子生物学实验室，不适用于现场快速检测。酶联免

疫吸附试验（ELISA） [41] 是一种基于抗原 - 抗体反应的

检测方法，可以检测奶牛乳中特异性蛋白，如 β- 乳球

蛋白（β-LG）或酪蛋白，从而识别掺杂现象。该方

法简单，成本也较低，灵敏度为 1%，但可能出现交

叉反应，导致假阳性或假阴性，仅适用于检测蛋白质

未变性的样品。傅里叶变换红外光谱 （FT-IR） [42] 和

近红外光谱（NIR）是一种非破坏性检测技术，通过

分析奶样的脂肪、蛋白和乳糖的光谱特征，判断其成

分是否异常。该方法能做到快速检测，但精度较低，

灵敏度为 5%，为提高精度，通常需要结合高级算法。

本研究借鉴了王峰恩 [12] 的研究方法，建立了中水

牛乳掺杂奶牛乳的快速鉴定方法。该方法依据乳的特

征脂肪酸比值构建双指标判定法和多指标置信区间，

为乳制品真实性鉴定提供了新途径。该方法具有以下

特点：技术门槛低，仅需利用气相色谱常规检测手段；

只需测定少量特征 FA，无论是绝对含量还是相对含量

均能满足要求；数学模型简易，通过对比特征 FA 比值

和置信区间即可完成鉴定；属于证伪类型，若掺杂了

特定种类的乳必然会被检测出来，但检测出异常并不

一定意味着掺杂了这种特定乳。因此，该方法在判断

待测乳品是否为真品时具有较高的可靠性，但在确定

掺假来源方面存在一定局限性。适用范围未知，由于

不同品种、饲喂方式、不同来源等的水牛乳和奶牛乳

在脂肪酸组成上可能存在一定差异，该方法是否适用

于所有种类和产地的水牛乳与奶牛乳仍不确定，需进

一步扩大样本研究来评估其普适性。

表 2  水牛乳和奶牛乳的特征FA比值

Table 2 Characteristic index of milk from Holstein cow and buffalobased on fatty acid ratios

特征 FA 比值
水牛乳 奶牛乳 置信区间是

否重叠AVG SD 置信区间 AVG SD 置信区间

C20:3/C22:1 0.82 0.25 0.07-1.58 7.31 2.35 0.26-14.36 有重叠

C14:1/C22:5n-6 1.26 0.15 0.81-1.71 5.39 0.38 4.25-6.54 无重叠

C13:0/C22:5n-6 0.22 0.02 0.15-0.29 0.95 0.07 0.73-1.16 无重叠

C11:0/C22:5n-6 0.08 0.02 0.03-0.12 0.58 0.07 0.37-0.79 无重叠

C13:0/C20:1 0.26 0.03 0.18-0.34 0.75 0.04 0.64-0.86 无重叠

C11:0/C20:3 0.11 0.02 0.06-0.16 0.62 0.15 0.17-1.07 无重叠
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综上所述，尽管方法适用性尚需进一步验证，但

所提出的方法在当前实验条件下展现出较好的识别能

力，对乳品真实性初步判别具有一定实用价值，并为

相关乳制品的掺假识别提供了可行的技术思路。

3  结论

本研究利用 GC-MS 技术检测了水牛乳与奶牛乳

的中长链脂肪酸，发现水牛乳中低饱和脂肪酸高不饱

和脂肪酸的组成特征有助于优化饮食结构。巴惟酸、

HOMO-γ- 亚麻酸、二十二碳五烯酸等 13 种功能性不

饱和脂肪酸是水牛乳的特征性脂质成分（P ＜ 0.05，
VIP ＞ 1）。优选出 C13:0/C22:5n-6 和 C14:1/C22:5n-6
比值作为双指标判定方法，可作为水牛乳中掺假奶牛

乳的定性判断依据。

本研究通过系统分析水牛乳与奶牛乳中长链脂肪

酸的组成差异，揭示了两者在脂肪酸含量和种类上的

显著不同，为水牛乳的营养优势提供了科学依据。同

时，基于特征脂肪酸比值的筛选，构建了可用于识别

水牛乳中掺入奶牛乳的判别模型。尽管样品范围有限，

该方法在本研究条件下展现出良好的区分能力，具备

作为乳制品掺假识别技术的初步应用潜力，为乳品质

量控制和市场监管提供了有益参考。
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