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HPLC示差折光法测定藻油中 DHA的含量
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摘 要:首次采用 HPLC示差折光法测定藻油中 DHA 的含量。色谱柱为 Eclipse XDB-C18 ( Analytical 4． 6 × 250
mm，5 μm) ，流动相为乙腈∶四氢呋喃∶水( 含 0． 4% HAC) = 77∶ 3∶ 20，柱温为 30 ℃，流速为 1． 0 mL /min。该条件
下 DHA在 0． 259 ～ 6． 225 mg /mL内呈良好的线性关系，相关系数 R2 = 0． 9995，平均回收率为 101． 15% ，RSD为
1． 98% ( n = 6) 。该方法可靠、简便、重现性好，可作为藻油中 DHA的定量方法。
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Abstract: The content of DHA in algae oil was firstly determined by HPLC with differential refractive index detector． The
sample was analyzed in a Eclipse XDB-C18 ( Analytical 4． 6 × 250 mm，5 μm) with acetonitrile ∶ tetrahydrofuran ∶ water
( containing 0． 4% HAC) = 77∶ 3∶ 20 as the mobile phase，the column temperature was fixed at 30 ℃ and the flow rate
was 1． 0 mL /min． The standard curves of DHA presented the good linear correlation in the range of 0． 259 ～ 6． 225 mg /
mL ( R2 = 0． 9995) ． The average recovery rate of DHA was 101． 15% and the RSD ( n = 6) was 1． 98% under this con-
dition． The results showed that HPLC method was reliable and simple with good reproducibility for determining DHA in
algae oil．
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二十二碳六烯酸( DHA) 是 ω-3 系多不饱和脂
肪酸( ω-3 PUFA) 。由于含有六个双键的特有结构，
使其对人类健康有特殊的作用和影响。其主要生理
作用有促进脑、视网膜形成和延缓脑的衰老，抑制血
小板凝集，减少血栓的形成，可以降血脂，预防和治

疗动脉粥样硬化，可以抑制肿瘤生长，抗炎，抑制过

敏反应等
［1，2］。由于 DHA 对维持健康的重要性，以

及良好的疗效和很小的副作用等优点，使其一跃而

成为一种新型的营养品、保健品和疗效食品的主要
功能成分。由于藻油中富含 DHA，可作为 DHA 的
良好来源，基于此，我们对藻油中的 DHA 含量建立
定量方法。
脂肪酸的含量测定一般采用气相色谱法

［3，4］，

但其缺点是在分析过程中柱温很高，易使不饱和脂

肪酸的双键断裂或产生双键的异构化现象，致使分

析结果不准确，使气相色谱法的应用受到限制。高
效液相色谱法具有高效，快速，条件温和等优点，用

于不饱和脂肪酸的分析测定也已有不少报道，多采

用柱前衍生高效液相色谱法
［5，6］，但前处理过程复

杂，且需加入内标物。本实验采用不经衍生化的高
效液相色谱法 ( HPLC) ，用示差折光检测器直接测
定藻油中 DHA的含量。

1 材料与方法
1． 1 材料

DHA 对照品( 上海众意泰国际贸易有限公司，
纯度≥99 % ) ; 藻油 ( 江西泰成生物科技有限公
司) ;乙腈、四氢呋喃为色谱纯; 氢氧化钾、无水乙
醇、石油醚等为分析纯。



1． 2 主要仪器
Agilent 1200 高效液相色谱仪，配有 G1362 示差

折光检测器及 G2170BA 化学工作软件 ( 美国 Agi-
lent科技有限公司) ; KQ5200 超声波清洗器 昆山市
超声波仪器有限公司; ER-180A 分析天平 ( A＆D
Company Limited) ; RE52CS-1 旋转蒸发仪 ( 上海亚
荣生化仪器厂) ; DK-S 24 电热恒温水浴锅( 上海森
信实验仪器有限公司) 。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 色谱条件
色谱柱: Eclipse XDB-C18 ( Analytical 4． 6 × 250

mm，5 μm) ;流动相为乙腈∶四氢呋喃( THF) ∶水( 含
0． 4% HAC) = 77∶ 3∶ 20，等度洗脱;柱温为 30 ℃ ;流
速为 1． 0 mL /min;示差折光检测器;进样量 20 μL。
1． 3． 2 对照品溶液的制备
精密称取 DHA 对照品 62． 25 mg，置于 10 mL

的容量瓶中，用乙腈∶四氢呋喃 = 4∶ 1 混合液定容至
刻度，摇匀，制成对照品溶液。
1． 3． 3 供试品溶液的制备
精密称取藻油 0． 1 g，加入 40 mL 无水乙醇、10

mL 30 % KOH 溶液、10 mL10 %抗坏血酸溶液，超
声混匀后，搅拌皂化 50 min，再用石油醚萃取三次，
弃去石油醚层，调节水层 pH 为 3． 5，使脂肪酸盐转
变为脂肪酸。用石油醚再次萃取三次，得到的石油
醚层经旋转蒸发仪蒸干得到的脂肪酸，用乙腈∶四氢
呋喃 = 4∶ 1 稀释并定容至 10 mL，经 0． 45 μm 微孔
滤膜滤过后供上机测定。
1． 3． 4 标准曲线的建立方法
逐次吸取一定体积 1． 3． 2 项下的对照品溶液，

逐级稀释，使得其中 DHA 系列浓度为 0． 259，
0. 519，1． 038，2． 075，4． 150，6． 225 mg /mL; 分别取
上述溶液各 20 μL进样，同一浓度的溶液连续进样
三次，记录峰面积，取三次的平均值。以对照品溶液
浓度( mg /mL) 为横坐标，峰面积( mAU) 为纵坐标进
行线性回归。
1． 3． 5 精密度实验
精密吸取上述 0． 519 mg /mL 对照品溶液 20

μL，连续进样 7 次，记录峰面积，计算相对标准偏差
RSD。
1． 3． 6 稳定性实验
取一份藻油样品 0． 1 g ，按 1． 3． 3 项制备供试

品溶液，室温避光下放置，每隔 2 h 测定 1 次，共 5
次，记录峰面积，计算相对标准偏差 RSD。

1． 3． 7 重复性实验
精密称取同一批藻油样品 5 份，每份 0． 1 g，按

1． 3． 3 项制备供试品溶液，在上述色谱条件下测定，
计算 DHA的含量。
1． 3． 8 加样回收率实验
精密吸取一定量的对照品溶液，分别加入到已

知含量的 6 份供试品溶液中，在上述色谱条件下分
析，计算方法加样回收率。

2 结果与讨论
2． 1 色谱条件的选择
用 C-18 反相色谱柱，乙腈 ∶ THF∶ 水 ( 含 0． 4%

HAC) = 77∶ 3∶ 20 作为流动相，流速为 1． 0 mL /min，
柱温为 30 ℃，示差折光检测器检测，DHA 的保留时
间为 8． 149 min。

2． 2 按 1． 3． 2 中方法配制对照品溶液并按色谱条
件进行 HPLC 分析测定，结果表明: DHA 在 0． 259
～ 6． 225 mg / mL浓度范围内线性关系良好，回归方
程为 Y = 172060X + 7956． 2，R2 = 0． 9995。
2． 3 精密度实验

DHA对照品的 RSD为 1． 095% ( n = 7) ，表明方
法精密度良好。
2． 4 稳定性实验
结果表明:供试品溶液在 8 h 内性质稳定，RSD

为 2． 04%。
2． 5 重复性实验
结果表明: 藻油中 DHA 的平均含量为 21． 97
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%，RSD为 1． 09%，此法重现性良好。 2． 6 加样回收率实验
表 1 加样回收率

Table 1 Recovery ratio of the method

样品量( mg)
Content

加入量( mg)
Added

测得总量( mg)
Totals

回收率( % )
Recovery rate

平均回收率( % )
Average

recovery rate
RSD ( % )

0． 445 0． 830 1． 290 101． 18

0． 668 0． 830 1． 480 98． 80

0． 891 0． 830 1． 748 101． 57

1． 113 0． 415 1． 589 103． 99 101． 15 1． 98

1． 336 0． 415 1． 733 98． 97

1． 559 0． 208 1． 809 102． 38

结果见表 1。从表 1 可知，DHA 的平均回收率
为 101． 15%，RSD为 1． 98%，可见该方法的回收率
高。

3 结论
有关藻油中 DHA测定方法国内未见报道，本实

验是在有关测定不饱和脂肪酸的文献基础上加以改

进而来。有学者曾采用 C8 反相柱，以乙腈∶ 四氢呋
喃∶水( 含 0． 4% HAC) = 62∶ 3∶ 35 为流动相，示差折
光检测器检测谷物中不饱和脂肪酸-亚油酸的含
量
［7］。我们在此基础上反复试验，最终发现采用

C18反相柱，以乙腈∶四氢呋喃∶水( 含 0． 4% HAC) =
77∶ 3∶ 20 为流动相，柱温 30 ℃，流速 1． 0 mL /min时
DHA的出峰时间在 10 min之内，而且峰形很好。研
究表明该方法重现性好，定量准确，可作为藻油中

DHA的定量方法。
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