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气相色谱法同时检测南极磷虾中 2种 

ω-3脂肪酸含量 

汪素芳, 董淮晋, 孟  甜, 冯学良, 王晓伟* 

(中国环境科学研究院环境检测与实验中心, 北京  100012) 

摘  要: 目的  建立甲酯化-气相色谱法同时检测南极磷虾中二十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)和二十

二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)含量的分析方法。方法  样品经二氯甲烷提取后, 与 0.5%硫酸-甲醇

溶液在 60 ℃条件下反应 30 min, 反应液使用硅酸镁柱层析净化。将洗脱液转移至 15 mL 离心管中, 2000 r/min

离心 20 min, 上清液氮吹浓缩后, 用乙腈定容至 1 mL, 使用 DB-1701 色谱柱(30 m×0.32 mm, 1.00 μm)分离, 火

焰离子化检测器检测, 外标法定量。结果  方法在 0.02~2.00 mg/mL 的线性范围内, 相关系数为 0.9999。平行

样品的相对标准偏差不超过 6% (n=3), 平均回收率大于 82.6%。结论  该方法简便高效、检出限低、重现性

好, 可用于新鲜和干燥南极磷虾样品中 EPA 和 DHA 的检测。 
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Simultaneous determination of 2 kinds of ω-3 fatty acids in Euphausia 
superba by gas chromatography 

WANG Su-Fang, DONG Huai-Jin, MENG Tian, FENG Xue-Liang, WANG Xiao-Wei* 

(The Environment Analysis and Testing Laboratory, Chinese Research Academy of Environmental Sciences,  
Beijing 100012, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the simultaneous determination of eicosapentaenoic 

acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) in Euphausia superba by methyl esterification-gas chromatography. 

Methods  The samples were extracted with dichloromethane, and reacted with 0.5% sulfuric acid-methanol solution 

at 60 ℃ for 30 min, the reaction solution was purified by magnesium silicate column chromatography. Subsequently, 

the eluate was transferred to a 15 mL centrifuge tube, and centrifuged at 2000 r/min for 20 min, the upper solution 

was concentrated by blowing nitrogen, and the solution was diluted with acetonitrile to a final volume of 1 mL, then, 

the obtained sample was separated using a DB-1701 chromatographic column (30 m×0.32 mm, 1.00 μm), and then 

detected by a flame ionization detector, and quantified by an external standard method. Results  The method had 

good linear correlations within the concentration range of 0.02-2.00 mg/mL with correlation coefficients were 0.9999. 

The relative standard deviations of parallel samples were no more than 6% (n=3), and the average recoveries were 

greater than 82.6%. Conclusion  This method is simple and efficient, with low detection limit and good 

reproducibility, it can be suitable for the determination of EPA and DHA in fresh and freeze-dried Euphausia superb 
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0  引  言 

南极磷虾(Euphausia superba)是南冰洋储备丰富的小

型浮游类甲壳动物, 是南极水域海洋生物食物链的关键环

节[1]。南极磷虾富含人体必需氨基酸、不饱和脂肪酸及虾

青素等物质, 营养价值高, 用途广泛[2]。因其广阔的应用前

景, 南极磷虾已经成为食品保健、检测分析、饲料营养等

学科的研究热点之一[3‒5]。 

研究显示, 南极磷虾脂质中含有ω-3 系列多不饱和脂肪

酸(polyunsaturated fatty acids, PUFA), 包括含量相对较高的二

十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)和二十二碳六烯酸

(docosahexaenoic acid, DHA)[6‒7]。作为人体必需的不饱和脂肪

酸, EPA 和 DHA 具有调节血脂、软化血管、促进生长发育和

增强人体免疫等功能, 对预防和治疗心脑血管、糖尿病、哮

喘、慢性阻塞性肺病和癌症等疾病起到重要作用[8‒11]。当前, 

EPA 和 DHA 的市场来源主要是鱼油, 但市售鱼油的质量良

莠不齐, 有效成分含量差异大, 且部分鱼油被检测到农药和

重金属残留, 给人体健康带来较大危害[12‒13]。 

我国是世界上磷虾油生产企业最多的国家, 相关企

业制定了内部质控标准, 但在深加工、质量控制和行业标

准等方面较世界先进水平仍有差距。随着消费需求的不断

增长, 建立南极磷虾油产品中 EPA 与 DHA 的快速检测方

法、探索营养物质在虾体中的分布差异, 对于南极磷虾资

源的开发利用具有重要意义[14‒16]。 

近年来, 有关海洋不饱和脂肪酸的制备、检测及药理应

用等研究日益深入[17‒19]。该类物质沸点较高, 且高温下羧基

易发生脱除或聚合等副反应, 因此无法直接通过气相色谱进

行检测; 同时, 脂肪酸极性较大, 羧基与色谱柱填料易形成

较强氢键而被吸附, 因此对目标物质的液相分离也不理   

想[20‒22]。因此, 测定磷虾油中脂肪酸的含量时, 需要先对其进

行酯化处理。图 1 是 EPA 和 DHA 的甲酯化产物结构式。 

 

 
 

图 1  EPA 甲酯(a)和 DHA 甲酯(b)的结构式 

Fig.1  Chemical structures of EPA methyl ester (a) and  
DHA methyl ester (b) 

 
已报道的脂肪酸甲酯化方法包括三甲基氢氧化硫法[23]、

盐酸 /甲醇法 [23]、三甲基硅重氮甲烷 (trimethylsilyldiazo 

methane, TMS)法[24]、KOH/甲醇法[25]、乙酰氯/甲醇法[26]、

硫酸/甲醇法[27]、三氟化硼/甲醇法[28]等方法。在 EPA 和

DHA 检测方面, 汪胜福等[21]采用 KOH-甲醇法对南极磷虾

油中的各种脂肪酸进行快速酯化, 利用毛细管气相色谱法

进行外标定量分析, 结果显示该方法重现性好。蔡伟江  

等 [29]通过优化鱼油中 EPA、DHA 和二十二碳五烯酸

(docosapentaenoic acid, DPA)的测定条件, 建立鱼油中 EPA、

DHA 和 DPA 气相色谱定量检测分析方法。李硕等[30]采用

硫酸-甲醇甲酯化方法对鱼油软胶囊中的 EPA 和 DHA 含量

进行柱前衍生检测, 结果显示二者的回收率均大于 92%, 

相对标准偏差均小于 3%。王聪等[31]对鱼油软胶囊食品的

EPA 含量进行不确定度评定, 结果显示标准溶液配制过程

产生的不确定度占全部分量的 29.57%, 对检测结果影响较

大。胡梦玲等[32]对冷冻干燥的南极磷虾粉进行皂化-甲酯化

处理, 采用乙醇与正己烷混合溶剂萃取, 建立了溶剂萃取-

柱前衍生-气相色谱方法, 测定了 37 种脂肪酸的组成和含

量。在参考 GB 28404—2012《食品安全国家标准 保健食

品中 α-亚麻酸、二十碳五烯酸、二十二碳五烯酸和二十二

碳六烯酸的测定》、GB/T 17376—2008《动植物油脂脂肪酸

甲酯制备》和 GB/T 17377—2008《动植物油脂脂肪酸甲酯

的气相色谱分析》中脂肪酸甲酯化方法基础上, 梳理已报

道的研究进展, 我们发现在对实际样品进行检测时, 不同

的酯化反应条件对检测方法的建立影响较大; 酯化条件的

选择也基于文献数据、化合物标准以及原料易得程度等方

面确定; 同时, 针对不同检测对象, 仍需要确定最优的酯

化反应条件, 为建立定量分析方法提供基础; 此外, EPA和

DHA 等营养物质在南极磷虾虾体中分布情况仍然未知, 

有待进一步探索。 

基于前述的甲酯化方法和标准, 在原料易得的基础

上, 本研究选择硫酸-甲醇法对磷虾中的脂肪酸进行甲酯

化, 研究不同的反应时间、反应温度和催化剂用量对酯化

反应转化率的影响, 确定最优的酯化条件, 并建立气相色

谱方法对羧酸酯进行检测; 在此条件下, 对新鲜磷虾和干

燥磷虾样品的不同部位进行检测, 确定营养物质在虾体中

的分布, 为建立标准化的南极磷虾中 EPA 和 DHA 的定量

分析方法提供数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与样品 

甲醇、二氯甲烷、乙腈、正己烷(色谱纯, 美国 Thermo 

Fisher Scientific 试剂有限公司); 95%硫酸(超纯级, 国药集团

化学试剂有限公司); EPA、DHA 及其甲酯标准品(纯度 98%, 

上海阿拉丁试剂有限公司 ); 3,5-二特丁基 -4-羟基甲苯
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(butylated hydroxytoluene, BHT)(分析纯, 德国 Sigma-Aldrich

公司); 硅酸镁小柱(1000 mg, 6 mL, 德国 CNW 科技公司) 

新鲜和干燥的南极磷虾均购自山东科芮尔生物制品

有限公司。 

1.2  仪器与设备 

GC-6100 气相色谱仪 [配火焰离子化检测器 (flame 

ionization detector, FID), 江苏天瑞仪器股份有限公司]; 

色谱柱[DB-1701 (30 m×0.32 mm, 1.00 μm), 安捷伦科技

有限公司]; MG 600H 磁力搅拌器(日本雅马拓科技有限公

司 ); D-37520 Osterode 高速冷冻离心机 (美国 Thermo 

Fisher Scientific 科技公司); DHG-9140A 立式恒温干燥箱

(上海红花仪器公司); XSR205DU/A 电子分析天平(瑞士

Mettler Toledo 公司); Milli-Q IQ 7000 纯水系统(美国

Merck Millipore 公司); DW-86L388 型立式超低温冰箱(青

岛海尔集团)。 

1.3  标准曲线绘制 

抗氧化剂 BHT 在 EPA、DHA 及其相应甲酯溶液中

的质量分数均为 0.01%; EPA 甲酯和 DHA 甲酯同时溶解

于乙腈中, 配制成质量浓度为 5.0 mg/mL 的混合标准溶

液, 实验中所需 EPA 甲酯和 DHA 甲酯混合标准溶液由

上述母液稀释至相应浓度 ; 配制成质量浓度为 0.02、

0.05、0.10、0.20、0.50、1.00、2.00 mg/mL 7 个标准系

列浓度进行气相色谱检测。以标准系列溶液中目标物浓

度为横坐标(X, mg/mL), 以其对应的峰面积为纵坐标(Y), 

绘制标准曲线。 

1.4  实验方法 

1.4.1  南极磷虾样品溶液制备 

在南极磷虾半解冻状态下, 迅速将头腹部分解, 收集

2 部分备用。二氯甲烷作为提取剂对虾体中的 EPA 和 DHA

进行索氏提取; 提取液中添加含量为 0.01%的 BHT, 防止

EPA 和 DHA 的氧化; 新配溶液-20 ℃冷冻备用。 

1.4.2  EPA 和 DHA 混合标准溶液甲酯化条件 

将 EPA 和 DHA 的标准混合液(1.0 mL, 1.0 mg/mL)加

入至 10.0 mL烧瓶中, 将浓硫酸溶解到甲醇(2 mL)中, 冰浴

条件下, 将硫酸-甲醇溶液缓慢滴入烧瓶中使用磁力搅拌

器使其充分混合。反应瓶上方加球型回流管, N2 保护下进

行加热搅拌, 反应结束后冷却至室温, 将反应液转移至硅

酸镁小柱, 分别用 5 mL 甲醇、5 mL 正己烷充分洗脱甲酯

化产物。将洗脱液转移至 15 mL 离心管中 , 转速为    

2000 r/min、温度为 5 ℃离心 20 min, 用吸管吸取离心管上

层溶液, 氮吹至近干, 用乙腈定容至 1 mL 保存在样品瓶中, 

-20 ℃冷冻备用。通过控制不同的浓硫酸加入量、反应温

度和反应时间, 前处理产物使用气相色谱检测, 探讨 EPA

和 DHA 最优甲酯化条件。 

1.4.3  萃取液 EPA 和 DHA 甲酯化条件 

将磷虾索提提取液浓缩至 1 mL, 按照 1.4.2 实验步骤

进行前处理反应, 为了使磷虾提取液中目标物完全与甲醇

反应, 使用 0.5% (V:V)硫酸作为催化剂, 设置反应温度为

60 ℃, 时间为 30 min 进行甲酯化反应。 

1.4.4  气相色谱条件 

EPA和 DHA甲酯通过气相色谱仪(火焰离子化检测器)

进行分析; 色谱柱: DB-1701 (30 m×0.32 mm, 1.00 μm); 程

序升温过程为: 以 5 ℃/min 的速度从 140 ℃升至 220 ℃, 

然后以 10 ℃/min 速度升至 280 ℃, 在 280 ℃保持 10 min; 

FID 检测器温度: 300 ℃; 样品汽化温度: 280 ℃; 流速:  

1.8 mL/min; 进样方式为分流模式: 分流比为 42:1。 

1.4.5  数据处理 

本研究中, 样品的干物质含量按照公式(1)进行计算:  

2 0
dm

1 0

( )
100%

( )

m m
W

m m


 


          (1) 

式中: Wdm——南极磷虾中干物质含量, %;  

m0——称量容器质量, g;  

m1——称量容器及新鲜试样或称量容器及干燥试样

的总质量, g;  

m2——称量容器及烘干试样的总质量, g。 

样品中 EPA、DHA 的质量浓度按照公式(2)进行计算:  

dm

M

m W M







 
脂肪酸

甲酯

             (2) 

式中: ρ——样品中 EPA、DHA 的质量浓度, mg/g;  

m——样品称取量, g;  

φ——从校准曲线获得的样品中 EPA 或 DHA 的质量

浓度, mg/mL;  

M 甲酯——EPA 或 DHA 甲酯的摩尔质量, g/mol;  

M 脂肪酸——EPA 或 DHA 的摩尔质量, g/mol。 

2  结果与分析 

2.1  EPA 甲酯和 DHA 甲酯的色谱分离 

利用优化的色谱条件对质量浓度为 1 mg/mL 的 EPA

甲酯和 DHA 甲酯进行气相色谱检测, 色谱图如图 2 所示, 

二者的保留时间分别为 22.471、24.802 min。分别使用 5 mL

甲醇、正己烷、超纯水柱层析依次洗脱磷虾甲酯产物, 对

南极磷虾甲酯化产物进行气相分离, 3 种洗脱液的色谱图

如图 2(c)、(d)、(e)所示。由谱图可知: EPA 和 DHA 甲酯 2

种组分分离良好且其余组分不干扰测定, 使用 5 mL 甲醇、

5 mL 正己烷可将南极磷虾甲酯化产物完全洗脱下来。因此, 

南极磷虾甲酯化产物均按照该溶剂体系进行洗脱, 洗脱液

浓缩后进行气相色谱分析。 

2.2  方法学验证 

同等色谱条件下, 利用 GC/FID测定质量浓度为 0.02、
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0.05、0.10、0.20、0.50、1.00、2.00 mg/mL 7 个浓度的 EPA

和 DHA 甲酯混合标准溶液, 根据峰面积和浓度的线性关

系得到标准曲线的方程式, 如表 1 所示。使用二氯甲烷萃

取过的南极磷虾作为样品空白, 加标 50 μg/g EPA 和 DHA

按照 1.4.3 和 1.4.4 进行检出限(limits of detection, LODs)测

定, 重复测试 7 次, 测试结果标准偏差的 3.143 倍得到目标

物检出限, 方法灵敏度较高。 

 

 
 

注: (a): DHA 甲酯标准溶液; (b): EPA 甲酯标准溶液; (c): 甲醇洗

脱液; (d): 正己烷洗脱液; (e): 超纯水洗脱液。 

图 2  标准溶液和磷虾样品中 EPA、DHA 甲酯的气相色谱图 

Fig.2  Gas chromatograms of EPA and DHA methyl esters in 
standard solutions and shrimps samples 

 

 

 
表 1  GC 目标物的标准曲线方程、保留时间和检出限 

Table 1  Standard curves of target compounds in GC, retention 
times and limits of detection 

待测物 标准曲线方程 r2 
保留时间

/min 
LODs
/(μg/g)

EPA 甲酯 Y=2232.54X+31.75 0.9999 22.47 10 

DHA 甲酯 Y=1827.12X+8.37 0.9999 24.80 15 

 

2.3  甲酯转化条件优化 

EPA 和 DHA 甲酯化产物是对应的酯和水, 反应摩尔

比均为 1:1。反应时间、催化剂用量及反应温度是影响该

系列羧酸酯化的主要因素, 因此本研究从这 3 个因素入手

进行优化, 以提高转化率。优化反应时, 反应过程中的 EPA

和 DHA 甲酯含量由上述标准曲线方程确定。 

2.3.1  反应时间 

在 60 ℃下, 将质量浓度为 1.0 mg/mL EPA 和 DHA 标

准溶液与 1.0% (V:V)硫酸甲醇溶液进行反应, 选取 5、10、

20、30、40、60 min 6 个时间点来监测反应转化率, 其中

1.0%硫酸甲醇溶液与不饱和脂肪酸溶液体积比为 1:1。 

其中 EPA 和 DHA 甲酯转化率按式(3)计算:  

αi/% i

o
100%

n

n
              (3) 

式中: αi 为反应过程中脂肪酸甲酯转化率; ni 为待测样液中

不饱和脂肪酸甲酯的摩尔量; n0 为初始不饱和脂肪酸的摩

尔量。 

图 3为EPA和DHA的反应时间对酯化转化率的影响。

反应开始至 30 min, 酯化反应迅速进行, 转化率从 15%增

加到 70%; 反应 30 min 后, EPA 和 DHA 的酯化率趋于稳定

直至停止, 可能是由酸性条件下部分羧酸酯水解引起[24]。

因此, 甲酯化最佳反应时间确定为 30 min。 

 

 
 

图 3  不同酯化时间 EPA 和 DHA 的转化率(n=3) 

Fig.3  Esterification rates of EPA and DHA at different times (n=3) 

 
2.3.2  催化剂用量 

脂肪酸的酯化反应为可逆反应, 加入合适催化剂可

以促进反应正向进行。而 KOH 等强碱性催化剂会生成金

属盐等皂化副产物, 增加目标物的分离难度[25]。因此, 本

研究采用硫酸-甲醇溶液作反应试剂, 避免皂化, 提高酯化

率。在 60 ℃下, 向 1.0 mg/mL 的 EPA 和 DHA 标准溶液中

加入不同浓度的硫酸-甲醇溶液, 反应 30 min 后监测反应

转化率, 选取 0.1%、0.3%、0.5%、5.0%、10.0%、20.0%、

40.0% 7 个催化剂浓度进行对比研究。 

如图 4 所示, 催化剂浓度对 EPA 和 DHA 酯化速度影

响明显。当硫酸浓度从 0.1%增加到 0.5%时, 羧酸转化率急

剧增加; 0.5%的酸浓度条件下 EPA 和 DHA 酯化率达到最

高; 当酸浓度从 5%增加至 40%时, 转化率则由 100%降低

至 60%。由结果来看, 0.1%的酸催化剂不足以完全催化 EPA

和 DHA 的甲酯化, 而当催化剂浓度大于 0.5%时, 产物会

部分水解, 进一步抑制酯化反应的发生。所以, 本反应催

化剂最佳用量为 0.5%硫酸(V:V)。 

2.3.3  温度影响 

在确定反应时间和催化剂用量后, 本研究进一步讨

论温度对脂肪酸酯化的影响。配制 1.0 mg/mL 的 EPA 和

DHA 标准溶液, 加入 0.5%硫酸(V:V)-甲醇溶液, 分别在

30、40、50、60 和 70 ℃温度条件下反应 30 min, 监测酯

化率的变化。由图 5 可知, 在 60 ℃条件下, 反应酯化率

达到最高。因此, 同等条件下该酯化反应的最佳反应温度

为 60 ℃。 
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注: 插图表示催化剂浓度从 0.1%增加到 0.5%时的转化率变化。 

图 4  不同催化剂浓度下 EPA 和 DHA 的甲酯转化率(n=3) 

Fig.4  Methyl ester conversion ratios of EPA and DHA at different 
catalyst concentrations (n=3) 

 

 
 

图 5  不同温度下 EPA 和 DHA 的酯化率(n=3) 

Fig.5  Esterification rates of EPA and DHA at  
different temperatures (n=3) 

 

综上所述, 本研究依次从反应时间、催化剂用量和反

应温度 3 个角度对脂肪酸的酯化率进行讨论, 每组反应均

进行 3 组平行实验。结果表明, 在 60 ℃下, EPA 和 DHA 混

合溶液与 0.5%硫酸-甲醇溶液反应 30 min 酯化程度最高, 

为本研究验证的最佳酯化条件。将二氯甲烷萃取过的南极

磷虾进行基体加标, 分别加标 0.2、0.5、1.0 mg EPA 和 DHA

制成不同浓度的空白加标样品, 按照 1.4.3 和 1.4.4 进行回

收率实验, 重复测试 3 次, 平均回收率分别为 82.6%、

91.1%、95.4%, 方法准确度较高。 

2.4  实际样品检测 

通过前述反应条件, 本研究利用优化后的酯化方法

对磷虾萃取液中 EPA 和 DHA 含量进行检测, 平行检测 3

次, 试样的脂肪酸质量浓度以平均值±标准偏差(mean±SD)

表示。表 2 列出了新鲜和干燥的南极磷虾样品中 EPA 和

DHA 的检测结果。其中新鲜样品为南极磷虾解冻后的样品, 

干燥样品为冷冻干燥条件下所得样品。每个样品平行测定

3 次, 相对标准偏差在 3.68~5.34%之间, 该方法重现性良

好; 同时发现, 头部的 EPA 和 DHA 含量比腹部含量要高。

结果表明 , 本方法检测新鲜样品和冻干样品中 EPA 和

DHA 重现性好, 磷虾中多不饱和脂肪酸的含量与虾体部

位有关。 

3  结  论 

南极磷虾中的 EPA 和 DHA 在硫酸催化作用下可以转

化为甲酯, 本研究探讨了反应时间、催化剂用量以及反应温

度对 EPA 和 DHA 甲酯化反应的影响。结果显示, 在 60 ℃

下, EPA和 DHA混合溶液与 0.5%硫酸-甲醇溶液反应 30 min

酯化程度最高。使用优化后的实验条件对新鲜和干燥南极磷

虾样品不同部位的 EPA 和 DHA 进行气相色谱检测, 实验结

果表明, 平行样品的相对标准偏差小于 6% (n=3)。该方法在

0.02~2.00 mg/mL 的线性范围内, 相关系数为 0.9999, 检出

限低、杂质干扰小、重现性好, 能够快速、便捷、准确检测

南极磷虾中 EPA 和 DHA。 

 
 

表 2  新鲜和干燥磷虾中头和腹部中 EPA/DHA 的含量(n=3) 
Table 2  Content of EPA/DHA in the head and abdomen of fresh and dried shrimps sample (n=3) 

样品 目标物 试样含量/(mg/g) 
相对标准偏

差/% 
干物质含量/% 检测结果平均值/(mg/g) 

新鲜的磷虾 

头部 
 EPA  4.87±0.23 4.72 

18.5 
26.32 

DHA  4.26±0.22 5.16 23.03 

腹部 
 EPA  2.79±0.13 4.66 

16.2 
17.22 

DHA  2.62±0.14 5.34 16.17 

干燥的磷虾 

头部 
 EPA 27.80±1.08 3.88 

94.6 
29.39 

DHA 24.68±1.01 4.09 26.09 

腹部 
 EPA 19.89±0.78 3.92 

95.7 
20.78 

DHA 18.46±0.68 3.68 19.29 
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