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Abstract 
A method was developed for the determination of methyl-DHA in seaweed oil by high performance 
liquid chromatography (HPLC). The HPLC separation conditions were as follows: an Agilent Ec-
lipse XDB-C18 column (150 mm × 4.6 mm, 5 μm) and elution with acetonitrile-water (v:v = 92:8), 
UV dection wavelength at 205 nm, 1.0 mL/min of flow rate for mobile phases. On the above condi-
tions, good linearity was found over a concentration range of 10 - 500 μg/mL for methyl-DHA. Li-
near regression equation was y = 2.586 × 103x + 5.927 × 103 (r2 = 1). The average recovery rate 
was 94.23% (RSD = 7.01%). The average detection of methyl-DHA in seaweed oil was 7.3876 
mg/g. This method was simple, rapid and high reproducibility; it can be used for the detection of 
methyl-DHA in seaweed oil. 
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摘  要 

目的：建立高效液相色谱法分离测定海藻油样品中的二十二碳六烯酸甲酯(DHA甲酯)含量的方法。方法：

采用Agilent Eclipse XDB-C18色谱柱(150 mm × 4.6 mm, 5 μm)，以乙腈-水(92:8)溶液为流动相，流速

为1.0 mL/min，检测波长205 nm。结果：DHA甲酯在10~500 μg/mL的范围内呈良好线性，线性回归

方程为y = 2.586 × 103x + 5.927 × 103 (r2 = 1)，平均回收率为94.23%，相对标准偏差为7.01%，海藻油

中DHA-甲酯的平均含量为7.3876 mg/g。结论：本检测方法简便、快速、重现性好，可用于海藻油样品

中DHA甲酯含量的测定。 
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1. 引言 

海藻油是一种从海洋藻类脂肪中精炼而成的纯植物保健食品，多以不饱和脂肪酸为主[1]-[3]。研究表

明，海藻油中含有较多的 ω-3 系多烯不饱和脂肪酸(PUFA)，包括二十碳五烯酸(EPA)、二十二碳五烯酸

(DPA)和二十二碳六烯酸(DHA) [3]-[8]。DHA 是哺乳动物生长、发育和繁殖的必须脂肪酸，但是难以在

体内合成，主要依赖于鱼油和海藻油的补充摄食[9]-[14]。Ryan 和 Symington 发现海藻油可代替鱼油作为

DHA 的补充来源[14]。与鱼油相比，海藻油含有的大量植物性 DHA [7]，抗氧化能力强，结构较稳定，

并且容易被吸收[4]-[6] [10]，是大众喜爱的保健品和营养品。近年来，随着大众保健意识的增强和对海藻

油的进一步认识，海藻油中 EPA 和 DHA 的开发和应用受到广泛最关注。 
目前有关测定油脂中 EPA 和 DHA 的方法较多，Ryan 和 Symington 采用气相色谱法分析样品中人体

血液样品中的脂肪酸[14]。许艳萍等采用气相色谱-质谱法测定分析鱼卵鱼油中的脂肪酸组成[15]。蒋跃辉

则用毛细管气相色谱法测定鱼油脂肪乳注射液中 DHA 和 EPA 含量[16]。DHA 属于长链脂肪酸，不易气

化，高温条件对 DHA 的稳定性有很大影响[9] [17]，且气相色谱法稳定性差，灵敏度欠佳，衍生重现性

略差[15]。高效液相色谱法(HPLC)可以在温和的条件下检测样品 DHA 的含量[18]。晋文慧等采用超高效

液相色谱法分析测定了藻油中的 DPA 和 DHA [8]。赵玉生等采用超高效液相色谱法测定油脂中脂肪酸的

组成[19]。本试验建立了 HPLC 检测分析海藻油中 DHA 甲酯的方法，该方法操作简便、分离度良好，准

确度、精密度均符合要求，可用于油脂样品的 DHA 含量的测定。 

2. 仪器与材料 

2.1. 仪器 

Agilent 1260 高效液相色谱仪，AR2140 电子分析天平，RE52CS 旋转蒸发仪，KQ2200 超声波清洗仪，

HH-4 数显恒温水浴锅。 

2.2. 试剂 

DHA-甲酯标准品购自美国 Sigma 公司；甲醇、乙腈、正己烷等均为色谱纯；其它试剂均为分析纯。 
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3. 方法 

3.1. 色谱条件 

色谱柱：Agilent Eclipse XDB-C18 (150 mm × 4.6mm, 5 μm)；流动性：乙腈-水(92:8)；检测波长：205 nm；

流速：1.0 mL/min，柱温：30℃，进样量：5 μL。 

3.2. 标准样品制备 

准确称取 10 mg DHA 甲酯标准样品于 10 mL 容量瓶中，甲醇定容，摇匀备用，所得标准品浓度为 1 
mg/mL。 

3.3. 样品处理和甲酯化[17] 

碱处理：准确称取海藻油样品 0.2 g 于 50 mL 具塞比色管中，加入 10 mL 0.5 mol/mL 的 KOH-甲醇溶

液振摇，在 60℃水浴上加热回流 40 min 至油滴消失，冷却至室温，然后加入 10 mL 正己烷，超声萃取

40 min，加入 10 mL 去离子水，摇匀，静置分层，取上清液于 3000 r/min 下离心 5 min，取上清液挥干溶

剂，微孔滤膜过滤后，取续滤液作为供试品溶液。 
酸碱结合处理：称取海藻油样品 0.2 g，加入 2 mL 20%的 KOH-甲醇溶液，在 70℃水浴加热 30 min，

取出加入适量的去离子水，再加入盐酸中和。加 2 mL 正己烷提取，取出上清液后再用 1 mL 正己烷洗涤

一次，上清液合并、蒸干。再加入 2 mL 1%硫酸–甲醇于 70℃水浴 30 min，取出后加入 2 mL 正己烷，

再加蒸馏水至瓶颈，取出上清液，再加入 1 mL 正已烷，洗一次，合并上清液待测。 
酸处理：称取海藻油样品 0.2 g 加入 2.5 mol/L 硫酸-甲醇 10 mL，于 70℃水浴加热 30 min，加入 2 mL

正己烷提取甲酯化产物，取出上清，下层再用 1 mL 正己烷洗涤摇匀，静置分层，上清液合并于 3000 r/min
下离心 5 min，取上清液挥发溶剂，微孔滤膜过滤后，取续滤液作为供试品溶液。 

4. 结果与分析 

4.1. 样品前处理的选择 

海藻油样品甲酯化后结果如图 1 所示。 
如图 1 所示，比较图(a)、(b)和(c)可知，图(a)和图(b)中 DHA 甲酯峰中均有未完全分离的杂质峰；而

图(c)，酸处理后 DHA 甲酯峰与杂质峰能达到基线分离、峰形美观对称，表明酸处理时 DHA 甲酯的分离

度以及响应值的效果最好。由图(c)、(d)和(e)可知，酸处理条件下改变不同的流动相时发现，当流动相甲

醇-水为 85:15 (V/V)时，峰形对称美观，但与杂质峰分离不完全；当流动相乙腈–水为 90:10 (V/V)时 DHA
甲酯峰与杂质峰不能完全分离；当流动相乙腈-水为 92:8 (V/V)时 DHA 甲酯的分离效果最好，可获得理想

的 DHA 甲酯与杂质达到完全分离的图谱。 

4.2. 标准曲线的绘制 

取含 DHA 甲酯不同浓度的标准溶液，按照 3.1 色谱条件进样，测定峰面积响应值，以 DHA 甲酯浓

度为横坐标，峰面积为纵坐标，得到 DHA 甲酯的线性方程。结果表明：y = 2.586 × 103x + 5.927 × 103 (r2 
= 1)，线性范围为 10~500 μg/ mL。 

4.3. 精密度试验 

取同一供试品溶液，按 3.1 色谱条件连续进样 6 次。如表 1 所示，DHA 甲酯峰面积的相对标准偏差

为 0.43%，表明仪器精密度良好。 
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(d) 

 
(e) 

注：(a)：乙腈–水(92:8, V/V)，碱处理；(b)：乙腈–水(92:8, V/V)，酸碱结合处理；(c)：乙腈–水(92:8, 
V/V)，酸处理；(d)：甲醇–水(85:15, V/V)，酸处理；(e)：乙腈–水(90:10, V/V)，酸处理。 
Note: (a): Acetonitrile-Water (92:8,V/V), Alkali treatment; (b): Acetonitrile-Water (92:8, V/V), Acid-alkali 
treatment; (c): Acetonitrile-Water (92:8, V/V), Acid treatment; (d): Methanol-Water (85:15, V/V), Acid treat-
ment; (e): Acetonitrile-Water (90:10, V/V), Acid treatment. 

Figure 1. Chromatogram of some samples 
图 1. 部分样品色谱图 

 
Table 1. The accuracy, stability and repeatability of HPLC 
表 1. 仪器精密度、稳定性和重复性试验 

精密度试验 稳定性试验 重复性试验 

次数 峰面积 平均值 RSD (%) 时间 h 峰面积 平均值 RSD (%) 样品 峰面积 平均值 RSD (%) 

1 9392.7 

9364.43 ± 
40.154 0.43 

0 9392.7 

9378.43 ± 
21.35 0.23 

1 9392.7 

9305.73 ± 
86.74 0.93 

2 9323.2 4 9339.4 2 9323.2 

3 930.0 8 9373.6 3 9200.9 

4 9346.5 12 9377.0 4 9203.4 

5 9387.5 16 9398.7 5 9318.3 

6 9416.7 24 9389.2 6 9395.9 
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Table 2. Result of sample recoveries 
表 2. 样品回收率测定结果 

样品中 DHA 甲酯

含量(mg) 
DHA 甲酯加入量

(mg) 
DHA 甲酯测得量

(mg) 
DHA 甲酯回收率

(%) 平均值(%) RSD (%) 

0.19872 0.16 0.33726 86.59 

94.23 + 6.60 7.01 

0.19473 0.16 0.35781 101.93 

0.19665 0.20 0.38182 92.59 

0.19914 0.20 0.37528 88.07 

0.19817 0.24 0.42453 94.32 

0.19345 0.24 0.43814 101.95 

4.4. 稳定性试验 

取同一新鲜制备的供试品溶液，按照 3.1 色谱条件，分别在 0、4、8、12、16、24 h 进样分析，记录

各自峰面积，计算 DHA 甲酯的峰面积，如表 1 所示，DHA 甲酯峰面积的 RSD 为 0.23%，表明供试品溶

液在 24 h 内稳定。 

4.5. 重复性试验 

取同一供试品溶液 6 份，按照 3.1 色谱条件，计算含量，如表 1 所示，DHA 甲酯峰面积的 RSD 为

0.93%，表明此方法重复性较好。 

4.6. 加样回收率试验 

如表 2 所示，取不同含量的海藻油样品 6 份，加入一定量的 DHA 甲酯后测试，结果表明 DHA 甲酯

的加标回收率为 94.23%，RSD 为 7.01%，表明加标回收率良好。与晋文慧等[16]人的结果相比 DHA 甲酯

的回收率偏低，可能是因为海藻油样品为粗提样，杂质较多干扰了测试结果。 

4.7. 样品测定 

取 3 份海藻油样品，分别按照 3.1 色谱条件进行测定，测得海藻油样品的 DHA 甲酯平均含量为 7.3876 
mg/g。 

5. 结论 

本试验采用高效液相色谱法对海藻油中的 DHA 进行分离，使用外标法准确测定 DHA 甲酯的含量。

本方法快速准确，分离效果理想，并有较好重现性，为海藻油研究与开发提供一种快速有效的测试方法。 
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