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气相色谱法同时测定保健食品中的 5种 

不饱和脂肪酸 

吴晓云, 刁飞燕, 李启艳* 

(山东省食品药品检验研究院, 济南  250101) 

摘  要: 目的  建立气相色谱法同时测定保健食品中亚油酸、α-亚麻酸、二十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, 

EPA)、二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)和二十二碳五烯酸(docosapentaenoic acid, DPA)的含量。    

方法  样品先采用氢氧化钾甲醇溶液进行皂化处理, 再用三氟化硼甲醇溶液甲酯化, 经 HP-FFAP 色谱柱(30 

m×0.53 mm, 1.0 μm)分离测定。结果  EPA甲酯、DHA甲酯、DPA甲酯、亚油酸甲酯、α-亚麻酸甲酯分别在

0.03927~1.178、0.04200~1.260、0.03449~1.035、0.08368~1.255、0.08482~4.241 mg/mL的浓度范围内线性关系

良好, 相关系数 r 均大于 0.999; 检出限分别为 0.0039、0.0042、0.0034、0.0042、0.0042 mg/mL; 加标回收率

在 91.1%~109.3%之间, 相对标准偏差均小于 5%。结论  该方法操作简单快捷, 适用于保健食品中亚油酸、α-

亚麻酸、EPA、DPA和 DHA的测定。 
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Determination of 5 kinds of polyunsaturated fatty acids in dietary 
supplements by gas chromatography 

WU Xiao-Yun, DIAO Fei-Yan, LI Qi-Yan* 

(Shandong Institute for Food and Drug Control, Jinan 250101, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of linoleic acid, alpha-linolenicacid, 

eicosapentaenoic acid (EPA), docosahexaenoic acid (DHA), and docosapentaenoic acid (DPA) in dietary 

supplements by gas chromatography. Methods  The samples were treated by KOH-methanol solution, and 

methyl esterified using boron trifluoride-methanol complex. Linoleic acid, alpha-linolenic acid, EPA, DHA, 

and DPA in dietary supplements were separated and detected by HP-FFAP (30 m×0.53 mm, 1.0 μm) column. 

Results  This method showed a good linearity in the range of 0.03927~1.178 mg/mL for methyl EPA, 

0.04200~1.260 mg/mL for methyl DHA, 0.03449~1.035 mg/mL for methyl DPA, 0.08368~1.255 mg/mL for 

methyllinoleic acid, and 0.08482~4.241 mg/mL for methylalpha-linolenic acid with the correlation coefficients 

higher than 0.999. The limit of detection of methyllinoleic acid, methylalpha-linolenic acid, methyl EPA, 

methyl DPA and methyl DHA were 0.0042 mg/mL, 0.0042 mg/mL, 0.0039 mg/mL, 0.0034 mg/mL, and 0.0042 

mg/mL, respectively, with recovery rates of 91.1%~109.3% and RSD less than 5%. Conclusion  This method 

is simple and rapid, and can be used to determine the content of linoleic acid, alpha-linolenic acid, EPA, DPA, 

and DHA in dietary supplements. 
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1  引  言 

不饱和脂肪酸是指分子中含有一个或多个双键

的脂肪酸。它由一条长的碳氢链组成, 链的一端有一

个羧基, 链间含有一个或几个双键。 

根据双键的位置及功能又将多不饱和脂肪酸分

为 ω-6系列和 ω-3系列。亚油酸属 ω-6系列, α-亚麻

酸、二十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA) 、二

十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA) 和二十

二碳五烯酸(docosapentaenoic acid, DPA)属 ω-3系列。

ω-3 多不饱和脂肪酸(ω-3 PUFA)在神经系统中的结

构性作用是不可缺少的。在胎儿和婴儿时期 , ω-3 

PUFA 不足可导致大脑、神经和视网膜发育不全, 对

智力和视力的发育产生消极的影响, 成人 ω-3 PUFA

不足易产生精神和视力上的疲劳[1-5]。ω-6 和 ω-3 多

不饱和脂肪酸的动态平衡对人体内环境稳定和正常

生长发育具有重要作用, 主要体现在稳定细胞膜结

构、调控基因表达、维持细胞因子和脂蛋白的平衡等

方面[6]。目前市场上保健品所含不饱和脂肪酸的种类

众多, 其测定方法主要有高效液相色谱法[7,8], 高效

液相色谱-质谱联用法 [9], 气相色谱法 [10-13], 气相色

谱-质谱法[14]。在众多报道中, 主要检测研究上述 5

种不饱和脂肪酸中的 2种或 3种, 对于同时检测这 5

种的研究报道较少。本文主要采用气相色谱法对 5

种成分同时检测, 并对该方法进行优化, 是一种操作

较简单、实用性较强的方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与设备 

气相色谱仪(7890A, 美国安捷伦公司), 配 FID

检测器 ; 电子天平 (MettlerToledoMS, 梅特勒 -托利

多); 涡旋振荡器(上海沪西分析仪器有限公司)。 

2.2  材料与试剂 

二 十 碳 五 烯 酸 甲 酯 ( 纯 度 ＞ 99%, 美 国

NU-CHEK); 二十二碳五烯酸甲酯 (纯度 100%, 

Sigma); 二十二碳六烯酸甲酯(纯度＞98.5%, Sigma); 

α-亚麻酸(纯度 100%, 中国药品生物制品检定所); 亚

油酸(纯度 100%, 中国药品生物制品检定所); 14%三

氟化硼甲醇溶液(分析纯, 德国 CNW); 甲醇(色谱纯, 

Honeywell); 超纯水 ; 正己烷 (色谱纯 , Honeywell); 

氢氧化钾(分析纯, 国药集团); 氯化钠(分析纯, 国药

集团)。 

供试品1为百合康牌海豹油紫苏籽油软胶囊, 供

试品 2为奥力牌海豹油软胶囊; 供试品 3为忘不了牌

3A脑营养胶丸。 

2.3  色谱条件 

色谱柱: HP-FFAP 色谱柱(30 m×0.53 mm, 1.0 

μm), SN:US5178955H。柱温箱温度: 起始温度 200 ℃

保持 5 min; 以 5 /min℃ 升温至 220 ℃保持 22 min; 再

以 50 /min℃ 降温至 200 ℃保持 1 min。进样口温度: 

220 ℃, 进样量 1 µL, 分流比 20:1。FID检测器温度: 

230 ℃。柱流量: 2.0 mL/min, 隔垫吹扫: 3.0 mL/min, 

氢气流速: 40.0 mL/min, 空气流速: 400 mL/min。 

2.4  标准品系列溶液的配制 

分别精密称取亚油酸 83.69 mg, α-亚麻酸 84.82 

mg置 2个 25 mL具塞试管中, 分别加 1 mol/L氢氧

化钾甲醇溶液 3 mL, 涡旋 10 min, 在 65 ℃水浴中皂

化 15 min, 待油珠溶解后, 放冷, 分别加 14%三氟化

硼甲醇溶液 4 mL, 涡旋 10 min, 在 65 ℃水浴中甲酯

化 10 min, 放冷, 分别精密加入正己烷 20 mL, 振摇, 

吸取下层液体, 弃去后再反复用饱和氯化钠溶液进

行洗涤, 并用吸管弃去水层, 直至洗至中性, 取上层

液作为不饱和脂肪酸甲酯标准溶液。 

分别取上述亚油酸甲酯标准溶液 0.1、0.2、0.5、

1.0、1.5 mL, 置于 5 mL量瓶中, 加正己烷稀释至刻

度 , 作为亚油酸甲酯系列标准溶液 , 浓度分别为

0.08368、0.1674、0.4184、0.8368、1.255 mg/mL。 

分别取上述 α-亚麻酸甲酯标准溶液 0.1、0.25、

0.5、1.0、5.0 mL, 置于 5 mL量瓶中, 加正己烷稀释

至刻度, 作为 α-亚麻酸甲酯系列标准溶液, 浓度分别

为 0.08482、0.2121、0.4241、0.8482、4.241 mg/mL。 

分别精密称取 DHA 甲酯 42.64 mg, EPA 甲酯

39.67 mg, DPA甲酯 34.49 mg置 10 mL量瓶中, 加入

正己烷溶解并定容至刻度。分别取上述标准溶液

0.05、0.1、0.25、0.5、1.0、1.5 mL, 置于 5 mL量瓶

中, 加正己烷稀释至刻度, 作为系列混合标准溶液, 
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DHA 甲酯浓度分别为 0.04200、0.08400、0.2100、

0.4200、0.8400、1.260 mg/mL; EPA甲酯浓度分别为

0.03927、0.07854、0.1964、0.3927、0.7854、1.178 

mg/mL; DPA 甲酯浓度分别为 0.03449、0.06898、

0.1725、0.3449、0.6898、1.035 mg/mL。 

2.5  线性关系考察 

将亚油酸甲酯、α-亚麻酸甲酯、EPA甲酯、DHA

甲酯、DPA甲酯标准系列溶液, 经 0.45 μm微孔滤膜

过滤后, 进样 1 µL, 进行气相色谱分析, 记录色谱图, 

以标准品浓度(X)为横坐标, 标准品的峰面积(Y)为纵

坐标, 绘制标准曲线, 求得回归方程。 

2.6  供试品重复性试验 

准确称取 6份供试品 1, 约 0.25g, 置 25mL具塞

试管中, 加 1 mol/L氢氧化钾甲醇溶液 3 mL, 涡旋 10 

min, 在 65 ℃水浴中皂化 15 min, 待油珠溶解后, 放

冷, 加 14%三氟化硼甲醇溶液 4 mL, 涡旋 10 min, 在

65 ℃水浴中甲酯化 10 min钟, 放冷, 精密加入正己

烷 20 mL, 吸取下层液体, 弃去后再反复用饱和氯化

钠溶液进行洗涤, 并用吸管弃去水层, 直至洗至中性, 

精密吸取正己烷层 1 mL至 5 mL量瓶中, 用正己烷定

容至刻度, 混匀, 取 1.0 μL注入气相色谱仪, 测定峰

面积, 分别取 5种不饱和脂肪酸单种标准溶液, 以保

留时间定性, 计算供试品 1 中 α-亚麻酸、亚油酸、

EPA、DPA、DHA的含量。 

2.7  色谱条件优化与系统适应性考察 

比较 Elite-WAX色谱柱(30 m×0.25 mm, 1.0 μm)

与 HP-FFAP色谱柱(30 m×0.53 mm, 1.0 μm), 柱温箱

温度 180~230 ℃, 进样口温度: 200~230 ℃, FID检测

器温度: 200~230 ℃进行理论塔板数与分离度考察, 

最后得到最佳色谱条件。 

分别精密量取 5 种不饱和脂肪酸甲酯标准溶液

(亚油酸甲酯、α-亚麻酸甲酯、EPA甲酯、DPA甲酯、

DHA甲酯浓度分别为 4.184、4.241、3.927、3.449、

4.200 mg/mL)1.5 mL置于 10 mL量瓶中, 加正己烷稀

释至刻度, 得到亚油酸甲酯、α-亚麻酸甲酯、EPA甲

酯、DPA甲酯、DHA甲酯浓度分别为 0.6276、0.6362、

0.5890、0.5174、0.6300 mg/mL, 精密量取 1.0 μL进

样, 计算 5种不饱和脂肪酸的理论板数与分离度。 

2.8  精密度考察 

分别精密量取 5 种不饱和脂肪酸甲酯标准溶液

(亚油酸甲酯、α-亚麻酸甲酯、EPA甲酯、DPA甲酯、

DHA甲酯浓度分别为 4.184、4.241、3.927、3.449、

4.200 mg/mL)1.5 mL置于 10 mL量瓶中, 加正己烷稀

释至刻度, 连续进样 6针, 以测得的峰面积响应值作

评价标准, 计算其相对标准偏差 RSD(%)。 

2.9  稳定性考察 

分别精密量取 5 种不饱和脂肪酸甲酯标准溶液

(亚油酸甲酯、α-亚麻酸甲酯、EPA甲酯、DHA甲酯、

DPA 甲酯浓度分别为 4.184、4.241、3.927、4.200、

3.449 mg/mL)1.5 mL置于 10 mL量瓶中, 加正己烷稀

释至刻度, 在室温下放置 24 h, 在 0、2、4、8、12、

24 h 按照测定方法分别测定峰面积, 计算其相对标

准偏差 RSD(%)。 

2.10  回收率试验 

分别精密称取 9 份供试品 1 约 0.1 g, 置于 100 

mL 容量中, 分成 3 组, 于每一组中分别精密加入

EPA甲酯约 22、35、58 mg; DPA 甲酯约 4、5、8 mg; 

DHA甲酯约 18、27、45 mg; 亚油酸约 25、40、60 mg; 

α-亚麻酸约 6、8、11 mg; 每组 3份, 80%、100%、120%

不同梯度的量, 按 2.6 供试品重复性试验处理样品, 

经 0.45 μm的微孔滤膜过滤, 即为加标溶液。 

3  结果与分析 

3.1  标准曲线确证结果 

亚油酸、α-亚麻酸、EPA甲酯、DHA甲酯、DPA

甲酯的标准曲线方程见表 1。EPA 甲酯浓度在

0.03927~1.178 mg/mL、DHA甲酯浓度 0.04200~1.260 

mg/mL、DPA甲酯浓度在 0.03449~1.035 mg/mL、亚

油酸浓度在 0.08368~1.255 mg/mL、α-亚麻酸浓度在

0.08482~4.241 mg/mL的范围内均具有良好的线性, 5

个成分的相关系数都在 0.999以上, 结果见表 1。 

 
表 1  标准曲线方程的结果 

Table 1  Results of standard curve equation 

名称 标准曲线方程 相关系数(r) 

亚油酸甲酯 Y=756.24X-8.01 0.99937 

α-亚麻酸甲酯 Y=925.56X-49.98 0.99944 

EPA甲酯 Y=776.46X+2.57 0.99953 

DPA甲酯 Y=714.28X-0.75 0.99976 

DHA甲酯 Y=664.46X+0.10 0.99993 
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3.2  检出限和定量限 

3.2.1  检出限 

检出限(LOD)为信噪比 S/N=3时对应的待分析浓

度, 将 5种不饱和脂肪酸甲酯标准溶液逐级稀释进样, 

当 S/N=3时, 得到亚油酸的检出限为 0.0042 mg/mL、

α-亚麻酸的检出限为 0.0042 mg/mL、EPA 甲酯的检

出限为 0.0039 mg/mL、DPA甲酯的检出限为 0.0034 

mg/mL、DHA甲酯的检出限为 0.0042 mg/mL。 

3.2.2  定量限 

定量限(LOQ)为信噪比 S/N=10 时对应的待分析

浓度, LOQ＝LOD/3×10, 按照实际样品的处理过程

计算, 亚油酸的定量限为 0.0033 mg/mL、α-亚麻酸的

定量限为 0.0037 mg/mL、EPA甲酯的定量限为 0.013 

mg/mL、DHA 甲酯的定量限为 0.014 mg/mL、DPA

甲酯的定量限为 0.011 mg/mL。 

3.3  供试品重复性 

平行 6份供试品 1中 α-亚麻酸、亚油酸、EPA、

DPA、DHA含量 RSD均小于 5%, 结果表明方法重复

性良好, 结果见表 2。 

 
表 2  重复性实验结果(n=6) 

Table 2  Repeatability of the method (n=6) 

名称 含量平均值(%) RSD(%) 

亚油酸 31.10 0.7 

α-亚麻酸 5.932 2.5 

EPA 27.55 2.2 

DPA 2.218 4.8 

DHA 23.19 4.9 

 

3.4  色谱条件与系统适用性 

选用 HP-FFAP 色谱柱, 柱温箱温度: 起始温度

200 ℃保持 5 min; 以 5 /min℃ 升温至 220 ℃保持 22 

min; 再以 50 /min℃ 降温至 200 ℃保持 1 min。进样

口温度: 220 ℃, FID检测器温度: 230 ℃。在该优化条

件下, 5种不饱和脂肪酸在 30 min内得到较好的分离

效果。 

亚油酸甲酯、α-亚麻酸甲酯、EPA 甲酯、DPA

甲酯、DHA甲酯浓度分别为 0.6276、0.6362、0.5890、

0.5174、0.6300 mg/mL, 理论板数分别为 46833、

44844、30723、23687、23424, 分离度分别为 6.19、

22.23、17.24、2.65, 说明该方法的分离效率高。 

3.5  精密度试验 

α-亚麻酸甲酯、亚油酸甲酯、EPA 甲酯、DPA

甲酯、DHA甲酯浓度分别为 0.6362、0.6276、0.5890、

0.5174、0.6300 mg/mL, 精密度结果见表 3, 6个样品

的相对标准偏差(RSD)均小于5.0%, 表明在本方法仪

器条件下, 仪器精密度良好。 

3.6  稳定性试验 

5 种不饱和脂肪酸甲酯试液在 24 h 内峰面积

RSD都在 1.0%以内, 表明溶液在 24 h内稳定。结果

见表 4。 

3.7  回收率试验 

α-亚麻酸、亚油酸、EPA、DPA、DHA在 3个不

同添加水平下浓度的回收率结果见表 5, 9 份样品中

的 α-亚麻酸、亚油酸、EPA、DPA、DHA 的平均回

收率分别为: 97.2%、108.0%、97.5%、104.8%、95.0%, 

RSD均小于 5%。结果见表 5。 

3.8  供试品的测定 

在 2.3条件下, 30 min内可以实现 3种供试品中

α-亚麻酸、亚油酸、EPA、DPA、DHA的分离, 保留

时间分别是 8.993、10.096、16.387、25.269、27.097 min, 

如图 1所示, 分离效果良好, 同时也不会受杂质峰的

影响。测定结果见表 6。 

 
表 3  精密度的试验结果 

Table 3  Precision of the experimental results 

名称 峰面积 平均峰面积 RSD(%) 

亚油酸甲酯 465 456 459 458 462 462 460 0.7 

α-亚麻酸甲酯 299 293 297 295 298 295 296 0.8 

EPA甲酯 501 505 501 509 504 498 503 0.8 

DPA甲酯 404 411 411 407 407 413 409 0.8 

DHA甲酯 467 464 473 467 470 471 469 0.7 
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表 4  稳定性实验结果 
Table 4  Stability of the method 

名称 峰面积 平均峰面积 RSD(%) 

亚油酸甲酯 459 468 457 458 468 464 462 1.08 

α-亚麻酸甲酯 294 302 302 305 295 295 299 1.57 

EPA甲酯 508 509 501 499 501 510 505 0.96 

DPA甲酯 415 409 419 407 407 407 411 1.25 

DHA甲酯 469 467 474 465 467 471 469 0.69 

 
 

表 5  回收率结果 
Table 5  Recovery rates of 5 kinds of polyunsaturated fatty acids 

组别 检测项目 试样含量(mg) 对照品加入量 (mg) 测定值(mg) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD (%)

1 

EPA 

34.44 22.01 55.32 94.87 

95.0 

2.0 

2 34.44 22.57 55.67 94.06 

3 35.29 22.55 56.95 96.05 

4 39.70 35.21 74.67 99.32 

98.7 5 39.70 35.24 74.57 98.95 

6 40.25 35.39 74.89 97.88 

7 47.99 57.11 104.0 98.07 

98.7 8 47.99 57.68 105.1 99.01 

9 47.99 57.75 105.2 99.06 

1 

DPA 

2.773 3.87 6.5 96.30 

98.6 

4.9 

2 2.773 3.85 6.5 96.81 

3 2.839 3.96 6.9 102.55 

4 3.196 5.25 8.7 104.84 

 
107.3 

5 3.196 5.27 8.9 108.24 

6 3.240 5.29 9.0 108.88 

7 3.864 7.84 12.4 108.88 

108.7 8 3.864 7.84 12.4 108.88 

9 3.864 7.89 12.4 108.19 

1 

DHA 

28.99 18.24 46.887 98.12 

98.7 

3.7 

2 28.99 18.18 46.971 98.91 

3 29.68 18.16 47.670 99.06 

4 33.42 26.51 58.137 93.24 

95.2 5 33.42 26.51 58.936 96.25 

6 33.88 26.54 59.426 96.25 

7 40.40 45.01 80.884 89.94 

91.1 8 40.40 45.05 81.349 90.90 

9 40.40 45.02 81.994 92.39 
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续表 5 

组别 检测项目 试样含量(mg) 对照品加入量 (mg) 测定值(mg) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD (%)

1 

亚油酸 

38.88 25.04 66.256 109.33 

109.3 

2.0 

2 38.88 25.24 66.313 108.69 

3 39.81 25.44 67.730 109.75 

4 44.82 40.17 86.946 104.95 

105.6 5 44.82 40.41 87.140 104.73 

6 45.44 40.14 88.426 107.09 

7 54.18 60.12 118.560 107.09 

109.1 8 54.18 60.24 120.330 109.81 

9 54.18 60.39 120.800 110.32 

1 

α-亚麻酸 

7.42 5.99 13.600 103.17 

102.9 

4.9 

2 7.42 6.06 13.792 105.15 

3 7.59 6.02 13.640 100.50 

4 8.55 8.02 16.022 93.17 

92.9 5 8.55 8.14 16.089 92.62 

6 8.67 8.11 16.205 92.91 

7 10.33 10.97 20.526 92.94 

95.7 8 10.33 10.78 20.809 97.21 

9 10.33 10.89 20.874 96.82 

 

 
 

图 1  供试品 1图谱 

Fig. 1  Chromatogram of sample 1 

 
表 6  供试品测定结果 

Table 6  Detection results of samples 

 亚油酸(%) α-亚麻酸(%) EPA含量(%) DPA含量(%) DHA含量(%) 

供试品 1 31.1 5.93 27.6 2.22 23.2 

供试品 2 / 15.5 4.68 4.08 7.39 

供试品 3 / / 13.2 4.74 38.2 
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4  结  论 

本研究通过正己烷对供试品进行溶解 , 经

HP-FFAP色谱柱(30 m×0.5 3mm, 1.0 μm), 可以分离

软胶囊中的亚油酸、α-亚麻酸、EPA、DPA、DHA, 并

进行定量检测。通过测定其线性范围、检出限、定量

限、精密度和回收率实验, 结果令人满意。表明该方

法适用于测定软胶囊类保健品中亚油酸、α-亚麻酸、

EPA、DPA、DHA的含量检测。 
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“食品风味分析与感官品质评价”专题征稿函 
 
 

食品不仅是维持人体生命活动所必需的各种营养物质和能量的最主要来源, 而且以其色、香、味、质地

及口感给人们以愉悦的感官享受。随着食品工业和现代分析技术的不断发展, 民众对食品风味和品质要求也

越来越高。 

鉴于此, 《食品安全质量检测学报》特别策划了“食品风味分析与感官品质评价”专题, 聘请中国标准化

研究院赵镭副研究员、史波林副研究员担任专题主编, 拟于 2016年 4月正刊发表。本专题将围绕食品风味

物质的分析与鉴定、风味物质的形成、典型食品风味、食品风味质量控制、感官分析心理物理学基础研究、

食品感官分析技术、评价小组建立与评估、感官评价影响因素分析与控制、食品感官货架期研究、食品特

征评价、食品感官设计、智能感官(电子鼻、电子舌等)、消费喜好、感官计量学或您认为本领域有意义的问

题进行论述。 

鉴于您在食品风味分析与感官品质评价方面丰富的研究经历和突出的学术造诣, 本刊特邀请您撰稿, 综

述、研究论文、研究简报等稿件形式均可。我们相信, 您的文章将推动食品风味研究进展及食品感官新技术

在食品检测与安全控制领域的推广应用。请您通过网站投稿系统或 Email 投稿, 截稿日期为 2016 年 4 月 30

日。对于您的来稿, 我们将快速处理并优先发表。 

非常感谢您的赐稿。 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

Email: jfoodsq@126.com 
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