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藻油中 ＤＨＡ⁃ＥＥ 的 ＨＰＬＣ 快速定量方法的建立
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［摘要］ 建立高效液相色谱法 （ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ） 快速测定藻油中二十二

碳六烯酸乙酯 （ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ， ＤＨＡ⁃ＥＥ） 含量的方法。 将藻油经乙酯化处理后， 采用优化

后 ＤＨＡ⁃ＥＥ 分析参数： 色谱柱 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ８ （４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）， 流动相 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水） ＝ ９０ ∶ １０ ， 柱

温为 ３０ ℃ ， 流速为 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 紫外检测波长为 ２０４ ｎｍ， 进样量为 １０ μＬ。 测定结果显示， ＤＨＡ⁃ＥＥ 在

０􀆰 ００８ １ ～ １􀆰 ９２ μｇ 范围内呈良好线性关系， 线性回归方程为： ｙ ＝ ３９􀆰 ９１ ｘ ＋ ７６５􀆰 １１（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ２） ， 平均回

收率为 １０２􀆰 ４２％ （ｎ ＝ ５，ＲＳＤ ＝ ２􀆰 ２５％ ） ， 精密度 （ｎ ＝ １０，ＲＳＤ ＝ ０􀆰 ３２％ ） 较好， ＤＨＡ⁃ＥＥ 最低定量限达

８􀆰 ０５ ｎｇ。 表明， 该方法可用于藻油及其制品中 ＤＨＡ⁃ＥＥ 的检测分析。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ ａｌｇａｅ ｏｉｌ ＤＨＡ⁃ＥＥ ＨＰＬＣ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

０　 引言
二十二碳六烯酸 （ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＤＨＡ） 属 ω － ３ 多不饱和脂肪酸， 是人类大脑及视网膜

的重要成分。 ＤＨＡ 具有调节人体内脂蛋白、 血脂正常代谢和降血压作用， 并能降低血液黏稠度和胆
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固醇水平， 预防动脉硬化［１ － ４］ 。 大量研究表明， ＤＨＡ 缺乏会引起婴幼儿或儿童脑部发育受阻， 致使视力

障碍及记忆力下降［５ － ６］ 。 鱼油中富含丰富的 ＤＨＡ， 市场上的 ＤＨＡ 产品主要是从深海鱼油中提取， 但是

鱼油易受到环境、 气候等因素影响而发生劣变， 目前其产量仅能满足世界需求量的 ６０％左右［７］ 。
微藻在海洋中的角色为初级生产力， 许多微藻能自身合成 ＤＨＡ， 其 ＤＨＡ 相对含量远远高于鱼油中

ＤＨＡ 含量［８］ 。 此外， 藻油属于食物链最低端， 其不含海洋污染物和胆固醇， 且较为纯净、 腥味小及稳

定性好， 产品回收率高于鱼油［９ － １０］ 。 研究表明， 同等剂量不同来源的 ＤＨＡ 对儿童记忆力的影响具有相

同作用［１１］ ， 因此， 藻油作为 ＤＨＡ 的重要来源一直备受关注。 ＤＨＡ 可分为甲酯型、 乙酯型、 甘油酯型和

游离型 ４ 类。 目前市场上 ＤＨＡ 产品多为乙酯型， 如美国 ＦＤＡ 药品数据库收载的 ６ 个 ω － ３ 多不饱和脂

肪酸［１２］ 、 美国药典 （ＵＳＰ３５） 和欧盟药典 （０７ ／ ２０１２： １２５０） 收载的 ω － ３ 多不饱和脂肪酸均为乙酯型。
对于鱼油及藻油产品中 ＤＨＡ 的检测方法， 目前主要采用气相色谱法［１３ － １４］ ， 但由于 ＤＨＡ 属于长

链脂肪酸， 不易气化， 所以检测时需在较高温度下进行且分析时间较长［１５］ 。 因此， 为避免高温对

ＤＨＡ 稳定性的影响， 人们逐渐尝试采用高效液相色谱法 （ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＨＰＬＣ） 作为 ＤＨＡ 含量的检测分析方法［１６］ 。 藻油中不饱和脂肪酸包含 ＤＨＡ 和二十二碳五烯酸 （ ｄｏ⁃
ｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＤＰＡ） ２ 类， ＨＰＬＣ 法较难将两者进行分离， 会造成 ＤＨＡ 测定结果偏高。 因此，
本文针对以上问题， 建立基于 ＨＰＬＣ 的藻油中 ＤＨＡ 乙酯 （ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ， ＤＨＡ⁃ＥＥ）
的分析方法， 在优化检测参数基础上， 评价建立方法的精密度和准确度， 旨在实现藻油样品中乙酯型

ＤＨＡ 含量的高效快速定量分析。

１　 实验方法
１􀆰 １　 仪器和试剂

ＬＣ － １２６０ 型高效液相色谱仪、 ＧＣ７８９０Ｂ 气相色谱仪器、 紫外检测器， 美国安捷伦科技有限公司；
Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 型超纯水仪， 密理博中国有限公司； ＭＥ１０４Ｅ 型分析天平， 德国梅特勒公司； ＤＦ － １０１Ｓ 型集

热式恒温加热磁力搅拌器， 上海予华仪器设备公司。
乙酯型 ＤＨＡ 标准品 （ＤＨＡ⁃ＥＥ， 纯度 ＞ ９９􀆰 ６％ ）， 美国 Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 乙酯型 ＤＰＡ 标准品

（ＤＰＡ⁃ＥＥ， 纯度 ＞ ９９􀆰 ６％ ）， 美国 Ｎｕ － Ｃｈｅｋ 公司； 甲醇、 正己烷 （色谱纯）， 德国 Ｍｅｒｃｋ 公司； 无水

乙醇、 氢氧化钠 （分析纯）， 西陇科学股份有限公司； 国内某品牌藻油待测样品。
１􀆰 ２　 色谱条件

色谱柱： ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ８ （４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）、 ＳＨＩＭＡＤＺＵ Ｃ１８ （４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）、 ＩｎｅｒｔＳｕｓ⁃
ｔａｉｎＳｗｉｆｔ Ｃ１８ （４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）； 柱温为 ３０ ℃ ； 流动相 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水） ＝ ８０ ∶ ２０， ８５∶ １５ ，９０∶ １０；
流速分别为 ０􀆰 ５， ０􀆰 ８， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样量为 １０ μＬ； 检测波长为 ２０４ ｎｍ。
１􀆰 ３　 标准样品制备

准确称取 ３８􀆰 ４ ｍｇ ＤＨＡ⁃ＥＥ 标准品置于 １０ ｍＬ 容量瓶中， 甲醇定容摇匀后， 采用 ＨＰＬＣ 法进行分

析检测。 准确称取 ３７􀆰 ３ ｍｇ ＤＨＡ⁃ＥＥ 标准品置于 １０ ｍＬ 容量瓶中， 正己烷定容摇匀后， 采用 ＨＰＬＣ 法

检测。 将 ＤＰＡ⁃ＥＥ 标准品置于 １０ ｍＬ 容量瓶中， 甲醇定容摇匀， 采用 ＨＰＬＣ 法进行分析检测。
１􀆰 ４　 藻油样品制备

在 ２５０ ｍＬ 三颈烧瓶中放入藻油样品 １０ ｇ， 恒温水浴升温至５５ ℃后， 将含有０􀆰 ０１６ ｇ ＮａＯＨ 的无水乙醇

（３０ ｍＬ） 加入三颈烧瓶中， 密闭容器在恒温水浴磁力搅拌反应 １６ ｈ。 反应结束后， 减压蒸发将乙醇去除。
准确称取待测乙酯化藻油样品 １􀆰 ０ ｇ 于 ２５ ｍＬ 容量瓶中， 用甲醇稀释至刻度， 摇匀后用于 ＨＰＬＣ 分析。

２　 结果
２􀆰 １　 色谱柱的选择

在相同色谱条件下， ＤＨＡ⁃ＥＥ 与 ＤＰＡ⁃ＥＥ 在 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ８、 Ｉｎｅｒｔ Ｓｕｓｔａｉｎ Ｓｗｉｆｔ Ｃ１８、 ＳＨＩＭＡＤＺＵ

·８８１·
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Ｃ１８ 色谱柱上分离及出峰情况， 如图 １ 所示。 综合考虑 ＤＨＡ⁃ＥＥ 与 ＤＰＡ⁃ＥＥ 的分离度、 保留时间和峰

形等色谱因素， 发现二者在 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ８ 色谱柱上的保留时间相对较短， 色谱峰形较为对称， 且

ＤＰＡ⁃ＥＥ 与 ＤＨＡ⁃ＥＥ 分离度为 １１􀆰 ４４， 分离效果良好。 因此， 选用 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ８ 色谱柱进行后续的

ＤＨＡ⁃ＥＥ 与 ＤＰＡ⁃ＥＥ 定量检测分析。
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Fig.1 Separation chromatograms of DHA鄄EE and DPA鄄EE on different columns
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２􀆰 ２　 分离条件的选择

２􀆰 ２􀆰 １　 检测波长的选择

考察不同波长对 ＤＨＡ⁃ＥＥ 和 ＤＰＡ⁃ＥＥ 分离效果、 ＤＨＡ⁃ＥＥ 含量的影响， 对藻油进行 １００ ～ ８００ ｎｍ
全波长扫描， 结果如图 ２ 所示。 当波长为 ２０４ ｎｍ 时， ＤＨＡ⁃ＥＥ 分离峰可与 ＤＰＡ⁃ＥＥ 及其他杂峰达到

基线分离， 可满足分析检测要求。 ＤＨＡ⁃ＥＥ 最大吸收峰出现在波长 ２０４ ｎｍ 处。 综合考虑色谱分离效

果及 ＤＨＡ⁃ＥＥ 吸收值， 选择波长 ２０４ ｎｍ 进行后面的分析。
２􀆰 ２􀆰 ２　 流动相的选择

考察甲醇与水的不同配比 （Ｖ ∶ Ｖ） 对 ＤＨＡ⁃ＥＥ 和 ＤＰＡ⁃ＥＥ 分离效果影响， 结果如图 ３ 所示。 当

Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水） ＝ ９０ ∶ １０ 时， ＤＨＡ⁃ＥＥ 分离峰可与 ＤＰＡ⁃ＥＥ 及其他杂峰达到基线分离， 可满足分析检

测要求。 该流动相条件下， 其分离运行时间显著优于 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水） ＝ ８０ ∶ ２０ 和 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水） ＝
８５ ∶ １５ 这两个比例的， 从而可提高实验的分析效率。 综合考虑色谱分离时间及效果， 选择 Ｖ（甲醇） ∶
Ｖ（水） ＝ ９０ ∶ １０ 作为流动相进行后面的分析。
２􀆰 ２􀆰 ３　 流速的选择

在确定流动相为 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水） ＝ ９０ ∶ １０ 条件下， 考察不同流速 （０􀆰 ５， ０􀆰 ８， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ ） 对

ＤＨＡ⁃ＥＥ 和 ＤＰＡ⁃ＥＥ 分离效果影响， 结果如图 ４ 所示。 综合考虑 ＤＨＡ⁃ＥＥ 和 ＤＰＡ⁃ＥＥ 分离度、 保留时

间、 色谱峰峰形及其他杂质峰等因素， 选择流动相流速为 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 获得的 ＤＨＡ⁃ＥＥ 和 ＤＰＡ⁃ＥＥ
保留时间较为合理， 且色谱峰峰形对称。

·９８１·
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a） 3D 色谱图

b） 剖面图
t/min

t/min

图 2 藻油全波长扫描 3D 色谱图与剖面图

Fig.2 Algae oil full鄄wavelength scanning 3D chromatogram and cross鄄sectional view
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图 3 不同流动相下 DHA鄄EE 与 DPA鄄EE 分离色谱图

Fig.3 Separation chromatograms of DHA鄄EE and DPA鄄EE under the different mobile phase
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图 4 不同流速下 DHA鄄EE 与 DPA鄄EE 分离色谱图

Fig.4 Separation chromatograms of DHA鄄EE and DPA鄄EE under the different flow rate of mobile phases
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综上， ＤＨＡ⁃ＥＥ 与 ＤＰＡ⁃ＥＥ 的 ＨＰＬＣ 分析采用 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ８ （４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ） 色谱柱， 流动

相为 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水） ＝ ９０ ∶ １０ ， 流速为 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 检测波长为 ２０４ ｎｍ， 柱温为 ３０ ℃ 。
２􀆰 ３　 标准曲线的绘制

取不同浓度的 ＤＨＡ⁃ＥＥ 标准品溶液进样 ＨＰＬＣ 检测， 测定分离峰的面积响应值， 建立 ＤＨＡ⁃ＥＥ 回

归方程为： ｙ ＝ ３９􀆰 ９１ ｘ ＋ ７６５􀆰 １１（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ２） ， 在 ０􀆰 ００８ １ ～ １􀆰 ９２ μｇ 范围内呈良好线性关系， 进而

绘制峰面积 － 浓度之间的相关关系， 如图 ５ 所示。
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图 5 DHA鄄EE 标准曲线图

Fig.5 The standard curve of DHA鄄EE

２􀆰 ４　 精密度分析

取一定浓度的 ＤＨＡ⁃ＥＥ 标准品溶液连续进样 １０ 次进行 ＨＰＬＣ 分析， 通过分离峰面积响应值计算

相对标准偏差为 ＲＳＤ ＝ ０􀆰 １％ ， 表明仪器精密度良好 （见表 １）。

·１９１·
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表 １　 仪器精密度试验

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ

分析次数
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＤＨＡ⁃ＥＥ 峰面积
Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ＤＨＡ⁃ＥＥ

／ ｍＡＵ

峰面积平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｅａｋ ａｒｅａ

／ ｍＡＵ
ＳＤ ＲＳＤ ／ ％

１ ５１ ０４７． ８
２ ５０ ５８５． ２
３ ５０ ８４６． ３
４ ５１ １６２． ４
５ ５０ ８３０． ３
６ ５０ ８４７． ６
７ ５０ ７５０． ９
８ ５０ ７５４． ６
９ ５０ ８１７． ３

１０ ５０ ９３３． １

５０ ８５７． ５５ １６１． ０９８ ０． ３２

２􀆰 ５　 稳定性分析

取 ＤＨＡ⁃ＥＥ 标准品溶液分别放置 ０， ２， ４， ６， ８， １０， １２， １６， ２０， ２４ ｈ 后进行测定， 通过峰面

积响应值来计算相对标准偏差， 获得 ＤＨＡ⁃ＥＥ 的 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ２５％ ， 表明样品在 ２４ ｈ 内 ＤＨＡ⁃ＥＥ 稳定性

良好 （见表 ２）。

表 ２　 ＤＨＡ⁃ＥＥ 稳定性试验

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ＤＨＡ⁃ＥＥ

时间 Ｔｉｍｅ
／ ｈ

ＤＨＡ⁃ＥＥ 峰面积
Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ＤＨＡ⁃ＥＥ

／ ｍＡＵ

峰面积平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｅａｋ ａｒｅａ

／ ｍＡＵ
ＳＤ ＲＳＤ ／ ％

０ ３５ ２０９． ５
２ ３５ ２７５． ５
４ ３５ ２６５． ４
６ ３５ ３５９． １
８ ３５ ３７１． ２

１０ ３５ ２１４． １
１２ ３５ ４５０． ３
１６ ３５ ２６９． ２
２０ ３５ ３１８． ７
２４ ３５ ４５５． ８

３５ ３１８． ８８ ８８． ５２３ ０． ２５

２􀆰 ６　 定量限分析

根据仪器信噪比 （Ｓ ／ Ｎ） 小于 ３ 为标准， ＤＨＡ⁃ＥＥ 最低定量限为 ７􀆰 １０ ｎｇ， 仪器信噪比 （Ｓ ／ Ｎ） 大

于 １０ 为标准， ＤＨＡ⁃ＥＥ 最低定量限为 ８􀆰 ０５ ｎｇ。
２􀆰 ７　 加标回收率测定

取不同含量的藻油样品 ５ 份， 加入一定量的 ＤＨＡ⁃ＥＥ， 做加标回收， 结果表明， ＤＨＡ⁃ＥＥ 加标回

收率平均值为 １０２􀆰 ４２％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ２５％ ， 表明加样回收率良好， 结果见表 ３。
２􀆰 ８　 待测样品分析

取 ３ 份乙酯化后藻油样品， 按照上述优化后方法进行 ＨＰＬＣ 检测； 另外取 ３ 份相同样品， 进行气

相色谱 （ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＧＣ） 检测， 进行对比分析。 ＧＣ 检测条件： 进样口温度为 ２７０ ℃ ， 总流

量为 ３０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 柱流量为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ、 分流比为 １０ ∶ １， 色谱柱为 ＳＰ － ２５６０， 检测器温度 ２８０ ℃ 。
ＨＰＬＣ 法对藻油中 ＤＰＡ⁃ＥＥ 与 ＤＨＡ⁃ＥＥ 分离效果如图 ６ 所示， 测得结果见表 ４。 可见， ２ 种方法测得

ＤＨＡ⁃ＥＥ 含量相差不大， 且都能保持稳定， 均可作为藻油中 ＤＨＡ⁃ＥＥ 含量测定方法。 但从分析效率来

·２９１·
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看， ＨＰＬＣ 法保留时间与 ＧＣ 法对比， 显著缩短了检测时间， 提高了检测效率。 因此， 高效液相色谱

法更优于气相色谱法。

表 ３　 ＤＨＡ⁃ＥＥ 回收率测定

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＨＡ⁃ＥＥ

样品中 ＤＨＡ⁃ＥＥ
含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ＤＨＡ⁃ＥＥ
／ ｍｇ

ＤＨＡ⁃ＥＥ 加入
量 Ａｄｄｉｔｉｏｎ
ａｍｏｕｎｔ ｏｆ

ＤＨＡ⁃ＥＥ ／ ｍｇ

ＤＨＡ⁃ＥＥ 测得
量 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ

ＤＨＡ⁃ＥＥ ／ ｍｇ

ＤＨＡ⁃ＥＥ
回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ
ＤＨＡ⁃ＥＥ ／ ％

ＤＨＡ⁃ＥＥ
回收率平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ

ＤＨＡ⁃ＥＥ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ ／ ％

ＳＤ ＲＳＤ ／ ％

１１． ６９７
１２． ６７１
１２． ９１０
１３． ４８９
１３． ８２６
１５． ８９４

１０． ０００

２２． １２７ １０４． ３０
２２． ９１５ １０２． ４４
２３． １６８ １０２． ５８
２４． ０４０ １０５． ５１
２３． ８４０ １００． １４
２５． ８５１ ９９． ５６

１０２． ４２ ２． ３０ ２． ２５
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图 6 藻油色谱图

Fig.6 Separation chromatogram of algae oil
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U 表 ４　 藻油样品中 ＤＨＡ⁃ＥＥ 含量

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＤＨＡ⁃ＥＥ ｉｎ ａｌｇａｌ ｏｉｌ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

ＧＣ

质量分数
Ｃｏｎｔｅｎｔ

／ ％

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

ＨＰＬＣ

质量分数
Ｃｏｎｔｅｎｔ

／ ％

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

１ ５５． ８５ ６０． ０７ ５４． ４５ １０． ５５

２ ５５． ８５ ６０． ０６ ５４． ５８ １０． ５２

３ ５５． ５５ ６０． １１ ５４． ５２ １０． ６１

平均 Ａｖｅｒａｇｅ ５５． ６０ ６０． ０８ ５４． ５２ １０． ５４

３　 讨论
目前， 对 ＤＨＡ⁃ＥＥ 含量的分析主要采用气相色谱法进行测定。 根据相关文献报道， 气相色谱法

存在一定的技术问题， 如长链碳的脂肪不易气化、 保留时间长［９］ 。 此外， 采用气相色谱法对 ＤＨＡ⁃ＥＥ
含量进行测定， 测定结果显示， ＤＨＡ⁃ＥＥ 线性回归方程 ｙ ＝ １ ５０３ ｘ － ２６􀆰 ２７５ ， 相关系数 Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９ １， 在 １４􀆰 ５２ ～ ７４６􀆰 ００ ｎｇ 范围内呈现良好线性关系。 但气相色谱法一般采用分流进样， 要获得

较好的峰形， 需设置较大的分流比， 同时还要相应增加样品溶液的浓度。 本文中， 采用高效液相色谱

法对海洋微藻油中 ＤＨＡ⁃ＥＥ 含量测定， 建立 ＤＨＡ⁃ＥＥ 回归方程为 ｙ ＝ ３９􀆰 ９１ ｘ ＋ ７６５􀆰 １１（Ｒ２ ＝
０􀆰 ００８ １）， 其在 ０􀆰 ００８ １ ～ １􀆰 ９２ μｇ 范围内呈良好线性关系， 且对藻油中 ＤＨＡ⁃ＥＥ 与 ＤＰＡ⁃ＥＥ 分离效果

良好， 相比气相色谱法更为快速、 简便可行。

４　 结论
本文以藻油中乙酯型 ＤＨＡ 为分析对象， 建立了基于 ＨＰＬＣ 的藻油中 ＤＨＡ⁃ＥＥ 分离检测方法。 结

果显示， 当采用 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ８ 色谱柱， 流动相以 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水） ＝ ９０ ∶ １０ ， 流速为 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
检测波长为 ２０４ ｎｍ， 柱温为 ３０ ℃和进样量为 １０ μＬ 时， ＤＨＡ⁃ＥＥ 在 ０􀆰 ００８ １ ～ １􀆰 ９２ μｇ 范围内呈现良

好线性关系， 测定平均回收率为 １０２􀆰 ４２％ （ｎ ＝ ５，ＲＳＤ ＝ ２􀆰 ２５％ ） ， 精密度良好 （ｎ ＝ １０，ＲＳＤ ＝

·３９１·
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

０􀆰 ３２％ ） ， ＤＨＡ⁃ＥＥ 最低定量限可达 ８􀆰 ０５ ｎｇ。 建立的 ＤＨＡ⁃ＥＥ 分析方法， 表现出较好的精密度及稳

定性， 其待测样品耗量少且成本较低， 可用于藻油及其制品中 ＤＨＡ⁃ＥＥ 含量的测定， 该方法也可以

应用于目前乙酯型 ＤＨＡ 产品的定量检测。
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