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化气压力、毛细管电压，以及四级杆停留时间、裂

解电压和裂解能量等质谱条件进行优化，同样做法

优化内标瑞舒伐他汀的质谱条件。与 HPLC 相比，

本试验所建立的 LC-MS/MS 显示了较强的抗干扰

优势，由于采用了 SRM 扫描方法，血浆中的其他

杂质均不干扰待测物的测定。 

笔者在文献[4]流动相的基础上添加甲醇和甲

酸铵，通过比较甲醇浓度以及在流动相中的比例，

以甲醇-0.005 mol·L1 甲酸铵甲酸铵水溶液-乙腈- 

1%甲酸水溶液＝(7.5∶2.5∶70∶20)为流动相色谱

峰形较好，加入甲酸的目的是提高待测物的灵敏

度，检测限低， 低检测限为 0.1 µg·L1，低于文

献[4]报道的 0.23 µg·L1。 

笔者先使用乙腈蛋白沉淀法[5]，发现介质效应

很大，杂质干扰药物的检测，灵敏度达不到试验要

求，故改用液液萃取法。通过对乙醚、醋酸乙酯、

二氯甲烷、正己烷、乙酯乙酯-二氯甲烷混合提取剂

比较发现，采用醋酸乙酯-二氯甲烷(4∶1)混合溶剂

提取回收率 高。经过对替米沙坦、地西泮、瑞舒

伐他汀等药物的比较发现，瑞舒伐他汀与匹伐他汀

的提取条件相似，且出峰时间相近，内源性物质不

干扰，故选择瑞舒伐他汀为内标物。 

匹伐他汀在人体中血药浓度较低，仪器条件要

求高，本实验采用 LC-ESI-MS/MS 检测，方法灵敏

且样品处理相对简单，将该法应用于临床血药浓度

的测定，能够满足实验条件，可应用于临床血药浓

度监测和药动学研究。 
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摘要：目的  魟研究从 鱼肝脏中提取、精炼、纯化鱼油的方法，并测定其 EPA 和 DHA 含量。方法  采用正己烷超声提

取，磷酸脱胶，氢氧化钠脱酸，活性碳脱色，旋转蒸发脱臭和脱腥，盐析法提取总脂肪酸，尿素乙醇包合获得高纯度的

不饱和脂肪酸，然后用 HPLC 测定 EPA 和 DHA 含量。结果  精炼后的鱼油为浅黄色澄清透明，有略淡的鱼腥味，其各

项指标均达到了 SC/T3502-2000 标准的一级要求；纯化后的鱼油质量为肝脏质量的 16.1%，其中 EPA 和 DHA 的含量分

别为 19.54%和 57.62%。结论  魟鱼肝脏中提取、精炼、纯化鱼油的方法可行，检测方法可靠。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the method of extraction, refinement and purification for fish oil from ray fish liver, 
and to develop a analytical method for the determination of the content of EPA and DHA. METHODS  Highly purfied 
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unsaturated fatty acids were purified by N-hexane ultrasound extraction, H3PO4 degumming, NaOH depickling, active carbon 
decolor, rotary evaporation deodorization, salt fractionation extraction total fatty acids, urea complexation. The content of EPA 
and DHA was detected by HPLC. RESULTS  The results showed that refined fish oil was yellow, transparent with light traing 
flavour and each index reached the requirement of SC/T3502-2000. The total mass fraction of refined fish oil in liver was up to 
16.1%, and the content of EPA and DHA was 19.54% and 57.62%, respectively. CONCLUSION  This is a feasible method for 
extraction, refinement and purification of fish oil in the liver of the ray. The method for detection is reliability.  
KEY WORDS: ray liver; fish oil; eicosapentaenoic acid; docosahexaenoic acid; HPLC 

 

二十碳五烯酸(EPA)和二十二碳六烯酸(DHA)

统属于 n-3 系列不饱和脂肪酸，医学和营养学研

究表明：EPA，DHA 具有治疗和防治心血管疾病

的功效，对糖尿病、肾病以及癌症也有较好的疗

效[1]。此外，DHA 还具有促进大脑、视网膜的形

成及延缓脑衰老的作用[2]。因其具有极高的营养

保健和临床医学价值[3]，药品、保健品中的需求

量也越来越多。 

国外对魟鱼肝脏中脂质和不饱和脂肪酸的研

究已有报道[4-5]，试验证明魟鱼肝脏中含有相当高

的 n-3 类不饱和脂肪酸。目前，国内关于魟鱼肝脏

中鱼油的系统研究尚未见报道。为此，笔者系统

地研究了魟鱼肝脏中鱼油的提取、精炼、纯化方

法，并对其理化性质及 EPA 和 DHA 的含量进行了

分析，为魟鱼鱼油的开发利用提供科学依据。 

1  仪器和材料 

1.1  仪器   

DS-1 高速组织捣碎机(上海标本模型厂)；

SKQ-2200 超声波清洗器(上海生析超声仪器有限

公司)；数显恒温水浴锅(金坛市科析仪器有限公

司)；RE-5298A 旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器

厂)；YJ03-043 型电动离心沉淀机(天津工农兵医疗

设备厂)；FL-2000 紫外检测器(浙江温岭福立分析

仪器有限公司)；戴安高效液相色谱仪(P680 泵，

UVD 170U 检测器，戴安中国有限公司)；YP202N

电子天平(上海精密科学仪器有限公司)。 

1.2  材料 

魟鱼肝脏(辽宁省锦州海洋药业开发中心)；正

己烷、氢氧化钾、30%三氟化硼乙醚、尿素等均为

国产分析纯；乙腈为色谱纯；EPA 甲酯(GC≥97%，

Sigma 公司)；DHA 甲酯(98%，Sigma 公司)；氮气

(纯度：99.99%，锦州市鞍锦气体厂)。 

2  方法与结果 

2.1  鱼油的提取[6] 

称取一定量捣碎后的魟鱼肝脏，置入锥形瓶

中，加维生素 E(质量分数 0.02%)，并通入 N2，加

入 4 倍体积的正己烷，置于超声波振荡器中超声

30 min，趁热以 4 000 r·min1 离心 15 min，分离上

层用旋转蒸发法除去溶剂，得粗鱼油，计算鱼油

提取率，结果为 45.9%。 

2.2  鱼油的精炼[7-8] 

以下每步均在 N2 保护下进行。 

2.2.1  脱胶  称取一定量粗鱼油倒入烧杯中，在

水浴中搅拌加热至 70 ℃，缓慢加入占鱼油体积 1%

的磷酸(体积分数 80%)搅拌均匀，在 70 ℃下加热

1 min，再以 4 500 r·min1 离心 15 min，吸出上层

油样即为脱胶鱼油。称量鱼油重量，计算回收率，

结果见表 1。 

2.2.2  脱酸  向脱胶鱼油中加入 2%(体积分数)的

300 g·L1 的 NaOH 溶液均匀搅拌后，加热至 65 ℃，

保温 30 min，然后冷却至室温，静置分层，以

4 500 r·min1 离心 10 min，除去沉淀，然后再加入

占鱼油重量 10%左右的热蒸馏水(90~95 ℃)，洗去

残留的皂脚，反复 3 次。残留的水以 4 500 r·min1

离心 10 min，倾出上层油即为脱酸鱼油。称量鱼

油重量，计算回收率，结果见表 1。 

2.2.3  脱色  将上述处理好的鱼油在水浴中加热

至 60 ℃。加入占鱼油重 10%的活性碳，经混合均

匀，不断搅拌维持 30 min 后，以 4 500 r·min1 离

心 10 min，分离出油层，即为脱色鱼油。称量鱼

油重量，计算回收率，结果见表 1。 

2.2.4  脱臭和脱腥  将鱼油放入圆底烧瓶，利用

旋转蒸发仪加热至 80 ℃，脱臭 15 min。即得脱臭

鱼油。称量鱼油重量，计算回收率，结果见表 1。 

表 1  精炼过程中鱼油的回收率 

Tab 1  The recovery in refinement procedure 

鱼油 回收率/% 损失率/% 色泽 外观 气味 

粗鱼油 100 0 橙红色 浑浊 浓鱼腥味

脱胶鱼油 90.45 9.55 橙红色 略澄清 浓鱼腥味

脱酸鱼油 78.71 11.74 橙色 澄清 浓鱼腥味

脱色鱼油 68.19 10.52 浅黄色 澄清 鱼腥味

脱臭鱼油 67.71 0.48 浅黄色 澄清 淡鱼腥味
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2.3  理化指标的测定[9]  

感官指标参照中华人民共和国水产标准

SC/T3502-2000，酸值的测定参照 GB/T5530-1998，

碘值的测定参照 GB/T5532-1995，过氧化值的测定

参 照 GB/T5538-1995 ， 皂 化 值 的 测 定 参 照

GB/T5534-1995 ， 水 分 及 挥 发 物 的 测 定 参 照

GB/T5528-1995。鱼油精炼前后理化性质的变化，

结果见表 2。 

表 2  鱼油精炼后理化性质的变化及与标准的比较 

Tab 2 The physicochemical property of squid liver oil 
compared with standard 

项  目 粗鱼油 精炼鱼油 一级标准 二级标准

酸价/mgKOH·g1) 5.69 0.54 ≤8 ≤15 

碘价/I2g·100g1) 171.58 189.97 ≥120 ≥120

过氧化值/mmol·kg1) 6.97 1.23 ≤6 ≤10 

皂化值/mgKOH·kg1) 185.8 194.5 － － 

水分及挥发物/% 0.5 0.12 ≤0.3 ≤0.5 

注：参考标准为 SC/T3502-2000；过氧化值单位 mmoL·kg1 是以 1/2(I2)

为基本单位。 

Note: Reference standards SC/T 3502-2000; 1/2(I2) is the hasic unit of 

the peroxide value units mmol·kg1 

2.4  盐析法提取总脂肪酸 

将 2.5 g KOH 溶于 95%乙醇 80 mL 中， 加入

鱼油 10 g 于烧瓶内，在氮气流下加热回流 20~ 

90 min，使完全皂化。皂化程度检查用硅胶 G 薄

层层析法，以甘油三酯斑点消失判皂化完全。皂

化液于室温静置 4~12 h 减压抽滤，除去饱和脂肪

酸钾盐结晶。滤液于一定温度下静置 24 h，再抽

滤向滤液加鱼油量 3~5 倍量石油醚提取不皂化物，

振摇、静置分层，除去石油醚层，下层液以

4 mol·L1 盐酸调 pH 至 1~2，搅拌，静置后，收集

上层液，得粗总脂肪酸，脱水后减压蒸馏(或通 N2，

蒸馏 )乙醇后得总脂肪酸。计算得率，结果为

64.23%。 

2.5  尿素乙醇包合 

20 g 尿素加入乙醇 120 mL，加热，搅拌使溶

解；另取混合脂肪酸 10 g 混合，在不断搅拌下加

入尿素乙醇溶液，于 40 ℃加热反应 20 min 至溶液

澄清，置室温持续搅拌 3 h，于20 ℃静置 24 h，

抽滤以除去尿素包合物结晶。抽滤时以少量饱和

尿素乙醇溶液洗包合物；另取 10 g 尿素加入乙醇

60 mL 溶解与滤液合并，室温搅拌进行二次包合。

于20 ℃静置 24 h，抽滤，滤出的尿素包合物以

2 mol·L1 盐酸酸化至 pH 2~3 的水中，静置后收集

上层液，水洗，以无水硫酸钠干燥得不饱和脂肪

酸。计算得率，结果为 80.71%。 

2.6  EPA，DHA 薄层层析分析 

样品的配制：用正己烷溶解配制成 20 mg·mL1；

展开剂：石油醚-乙醚-醋酸(80∶20∶1)；显色剂：

碘蒸气；采用硅胶 G 薄层板，使用前在 105~110 ℃

恒温干燥箱中活化 2 h，毛细管点样，置于层析缸

中上行展开。晾干，放入碘缸中显色。 

2.7  检测波长的确立 

以正己烷为参比，将用正己烷稀释后的鱼油

用 FL-2000 双光束紫外可见分光光度计在 190~ 

300 nm 波长内进行扫描。结果：EPA 甲酯和 DHA

甲酯在 195 nm和 234 nm处有 大吸收，在 223 nm

处有 小吸收。  

2.8  EPA，DHA 的检测 

2.8.1  对照品溶液的配制  精密称取 EPA 甲酯对

照品，用正己烷溶解制成 0.25 mg·mL1 的对照品

溶液。精密称取 DHA 甲酯对照品，用正己烷溶解

制成 0.5 mg·mL1 的对照品溶液。 

2.8.2  鱼油甲酯化  精密称取所得的多烯脂肪酸

60 mg 置于 10 mL 磨口离心管中，加 3 mL 

0.5 mol·L1 KOH-甲醇溶液，混匀充 N2。于 60 ℃

水浴加热，中间振摇 3 次，20 min 内油滴完全消

失呈透明液。室温冷却。加入三氟化硼甲醇(1∶3)

溶液 3 mL。混匀充 N2，于 60 ℃水浴加热 5 min，

室温冷却，再加入 2 mL 饱和 NaCl 溶液，2 mL 正

己烷充分混匀。振摇 1 min。离心(4 000 r·min1)10 

min 分层，取上清液充入 N2，置于 4 ℃冰箱中待

HPLC 分析。 

2.8.3  色谱条件  色谱柱为 Diamonsil C18 柱(200 

mm×4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈-水(95∶5)；

检测波长为 220 nm；流速为 1.0 mL·min1；柱温为

25 ℃，进样量为 10 μL。理论板数按 EPA 甲酯、

DHA 甲酯计应≥5 000。见图 1。 

2.8.4  样品含量测定  分别精密吸取 EPA 甲酯、

DHA 甲酯对照品溶液与供试品溶液各 10 μL，平

行进样，按上述色谱条件测定峰面积，外标法计

算样品中 EPA 甲酯、DHA 甲酯的含量，结果 EPA

甲酯的平均含量为 0.195 4 g·g1、DHA 甲酯的平

均含量为 0.576 5 g·g1，RSD 分别为 0.82%和

0.73%。
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图 1  高效液相色谱图 
A空白；BEPA 甲酯对照品；CDHA 甲酯对照品；D供试品 

Fig 1  HPLC chromatograms 
Ablank; Breference substance of EPA methyl ester; Creference substance of DHA methyl ester; Dsample  

3  讨论 

本试验提取过程中加入质量分数 0.02%的维

生素 E 并充入 N2，防止鱼油的不饱和脂肪酸氧化，

同时严格控制好精炼的温度、时间等条件，与传

统的淡碱水解法比较，改善了不饱和脂肪酸的氧化

程度，取得了一定的成效。粗鱼油的理化指标均符

合鱼油 SC/T3502-2000 标准的二级要求，经过精炼

后各项指标均达到了一级要求。 

利用戴安高效液相色谱仪 UVD 170U 检测器

在波长 210[10]，220[11]，223，234 nm 处进行分离

分析，结果波长为 220 nm 时 EPA 甲酯和 DHA 甲

酯的吸收峰 高，无干扰。参照有关文献，以甲

醇-水(75∶25)1%乙酸为流动相[12]，检测波长 220 

nm，在该条件下 EPA 甲酯和 DHA 甲酯在 55 min

后出峰，且 EPA 甲酯和 DHA 甲酯的峰形对称性太

差，无法分离。以乙腈-水(97.5∶2.5)为流动相[11]，

虽然 EPA 甲酯和 DHA 甲酯对照品的出峰时间短，

但样品的分离不好，个别样品在保留时间处有吸

收峰干扰；且基线噪音大，样品峰无法落到基线。

采用本试验方法，样品能得到较好的分离，提高

了理论板数。该法操作简便、准确、重复性、稳

定性好，是一种可行的含量测定方法。 

本试验选用魟鱼废弃物肝脏为研究材料，探

讨其加工与利用的可行新途径，变废为宝。结果

显示，魟鱼肝脏中含有丰富的 EPA 和 DHA。为魟

鱼鱼油的综合开发利用提供了科学依据。 
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