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GC 测定鱼肝油中 EPA 和 DHA 含量 
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摘要：目的  建立加校正因子 GC 内标法测定鱼肝油中 EPA 和 DHA 含量。方法  样品经皂化、甲酯化、异辛烷提取，

采用 DB-23(30 m×0.25 mm，0.25 µm)毛细管柱，FID 检测器，程序升温(起始温度 170 ℃，以 1 ℃·min1的速率升温至 225 ℃，

保持 5 min)，进样口温度为 250 ℃，检测器温度为 280 ℃，高纯 N2 为载气，流速为 1.0 mL·min1，分流比为 100∶1，二

十三烷酸(C23∶0)甲酯为内标物。结果  EPA、DHA 的峰面积比和浓度比分别在 0.048 7~9.740 mg·mL1，0.051 0~ 

10.206 mg·mL1 内呈良好的线性关系(r=1.000 0)，EPA、DHA 的平均回收率分别为 98.7%(RSD=0.98%)，99.4%(RSD= 

1.34%)。结论  该方法简便、准确、重复性好，可用于鱼肝油的质量控制和掺假鉴定。 
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Determination of EPA and DHA in Cod-liver Oil by GC 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the determination of EPA and DHA in cod-liver oil by gas 
chromatography internal standard method with relative correction factor. METHODS  The samples were saponified, methyl 
esterified and extracted with isooctane. The sample was chromatographed on a DB-23(30 m×0.25 mm, 0.25 μm) capillary 

column with a FID detector. The column temperature was raised by program (the initial temperature was 170 ℃ and the 

temperature was raised to 225 ℃ at a rate of 1 ℃·min1 for 5 min). The injector temperature was 250 ℃, detector temperature 

was 280 ℃, high purity nitrogen was used as carrier gas, flow rate was 1.0 mL·min1, split flow was 100∶1, methyl ester(C23∶0) 

was used as an internal standard. RESULTS  EPA and DHA showed good linear relationships(r=1.000 0) with the peak area 

ratio and concentration ratio at the range of 0.048 79.740 mg·mL1, 0.051 010.206 mg·mL1, respectively. The average 
recoveries of EPA and DHA were 98.7%(RSD=0.98%), 99.4%(RSD=1.34%). CONCLUSION  The method is sample, accurate 
and reproducible. It can be used for the quality control and adulteration identification of cod-liver oil. 
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鱼肝油是从鱼类肝脏提取出的主要含有维生

素 A、D 及多种脂肪酸等天然化合物的脂肪油，各

国药典均有收载[1-4]。鱼肝油中含有 20 多种脂肪

酸，其中二十碳五烯酸(EPA)、二十二碳六烯酸

(DHA)为其特有脂肪酸。EPA 和 DHA 属 ω-3 多不

饱和脂肪酸，陆地上的动植物体内几乎没有，在

鱼类肝脏中含量很高。EPA、DHA 是人体不可缺

少的重要营养素，具有多种生理功效，如降血脂、

血压和胆固醇，预防动脉硬化，减少血栓形成，

预防心脑血管疾病等。DHA 除上述功效外，还能

通过血脑屏障，进入大脑，作用于神经系统，具

有保护视网膜、改善视力、促进婴幼儿智力发育、

提高记忆力等作用[5]。国内外药典均未收载鱼肝油

中 EPA、DHA 含量测定方法，文献也未见报道。

欧美药典鱼肝油品种项下仅收载脂肪酸组成测

定，中国药典和日本药局方未收载该项目。欧美

药典收载的鱼肝油脂肪酸组成测定方法中，供试

品制备采用氢氧化钠甲醇皂化，三氟化硼甲醇甲

酯化进行柱前衍生化处理，再经异辛烷提取，按

GC 面积归一化法对 15 种主要脂肪酸的占比进行

分析。衍生化反应中甲酯化是影响结果的关键，

查阅有关鱼油食品的EPA和DHA含量测定文献和

有关标准，脂肪酸甲酯化方法有氢氧化钾酯交换

法[6-8]、盐酸甲酯化法[9-10]、三氟化硼甲酯化法[11-14]

和硫酸甲酯化法[15]。本研究参考上述文献，对欧

美药典的鱼肝油脂肪酸测定方法进行改进，用 5%
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硫酸甲醇溶液替代 14%三氟化硼甲醇溶液，三氟

化硼为毒性试剂，腐蚀性强，易燃易爆。并对 GC

检测方法和衍生化反应条件进行优化，建立加校

正因子 GC 内标法快速测定鱼肝油中 EPA 和 DHA

含量，该法具有简便，准确，安全，环保，检测

成本低的优点。 

1  仪器与试药 

Agilent 7890A 气相色谱仪(美国 Agilent 公

司)；CPA 225D 分析天平(德国 Sartorius 公司)；

DTK-200 干式恒温器(杭州米欧仪器有限公司)； 

MS 3 圆周振荡器(德国 IKA 公司)。 

异辛烷、甲醇(色谱纯，J.T.Baker 公司)；氢氧

化钠、硫酸、无水硫酸钠(分析纯，国药集团化学

试剂有限公司)；EPA 甲酯(批号：E6540099)、DHA

甲酯(批号：I2920075)、EPA(批号：H0660050)、

DHA(批号：I2950035)均由上海安谱实验科技有限

公司提供，纯度均≥99.0%；二十三烷酸(C23∶0)

甲酯 (Sigma 公司，批号：BCBV4775；纯度≥

99.0%)；鳕鱼肝油(批号：170411，170420，170508)、

鲨鱼肝油(批号：170109，170518，170524)均由海

力生集团有限公司提供。 

2  方法与结果 

2.1   色谱条件 

色谱柱：DB-23 毛细管柱(30 m×0.25 mm，

0.25 µm)；程序升温：起始温度为 170 ℃，以

1 ℃·min1 的速率升温至 225 ℃并保持 5 min；进

样口温度：250 ℃；检测器温度：280 ℃；载气：

高纯 N2，流速 1.0 mL·min1；进样量：1 µL；进

样方式：分流进样，分流比：100∶1。 

2.2  溶液的制备 

2.2.1  混合对照品溶液制备  精密称取 C23∶0

甲酯、EPA 甲酯和 DHA 甲酯对照品各 50 mg 置

10 mL 棕色量瓶中，加异辛烷溶解并稀释至刻度，

摇匀，即得，平行制备 2 份。 

2.2.2  内标溶液制备  精密称取 C23∶0 甲酯对

照品 250 mg 置 50 mL 棕色量瓶中，加异辛烷溶解

并稀释至刻度，摇匀，即得。 

2.2.3  混合对照储备液制备  精密称取 EPA 甲酯

和 DHA 甲酯对照品各 400 mg 置 20 mL 棕色量瓶

中，加异辛烷溶解并稀释至刻度，摇匀，制成混

合对照储备液。 

2.2.4  供试品溶液制备  精密称取供试品 100 mg

置 20 mL 带螺口反应瓶中，加 1.5 mL 2%氢氧化钠

甲醇溶液，旋紧瓶盖，漩涡混合 30 s，置 90 ℃恒

温器中加热 20 min，冷却。加 2 mL 5%硫酸甲醇

溶液，旋紧瓶盖，漩涡混合 30 s，置 100 ℃恒温

器中加热 10 min，冷却。精密加入 2 mL 内标溶液，

旋紧瓶盖，漩涡混合 1 min，立即加 5 mL 饱和氯

化钠溶液，轻轻振摇，静置分层。吸取上清液转

移至装有少量无水硫酸钠的试管中，振摇脱水，

即得。 

2.3  EPA、DHA 甲酯相对校正因子测定 

取混合对照品溶液，按“2.1”项下色谱条件

进样，2 份溶液各分别连续进样 5 针，记录峰面积

并计算相对校正因子(FX)，结果见表 1。 

表 1  相对校正因子测定结果 

Tab. 1  Results of relative correction factor 

组分 FX XF  RSD/% 总 XF

EPA
1.023 1.022 1.021 1.024 1.018 1.022 0.23 

1.022
1.018 1.022 1.027 1.025 1.025 1.023 0.34 

DHA
1.037 1.033 1.034 1.035 1.030 1.034 0.25 

1.034
1.030 1.032 1.038 1.035 1.035 1.034 0.30 

注：计算公式：

SX

XS
X

WA

WA
F





 

AXEPA 甲酯或 DHA 甲酯峰面积；ASC23∶0 甲酯峰面积；WSC23∶0

甲酯加入量(mg)；WXEPA 甲酯或 DHA 甲酯加入量(mg)。 

Note: Calculation formula: 

SX

XS
X

WA

WA
F





 

AXpeak area of EPA methyl ester or DHA methyl ester; ASPeak area of 

C23∶0 methyl ester; WSC23∶0 methyl ester addition(mg); WXEPA 
methyl ester or DHA methyl ester addition(mg). 

2.4  专属性考察 

按“2.2.4”项下方法，称取样品 2 份，一份

在甲酯化反应后溶液中加 2 mL 异辛烷，另一份加

2 mL 内标溶液，按“2.1”项下色谱条件进样，记

录色谱图，结果显示供试品色谱图中在与内标物

质相同的保留时间处未发现干扰峰。C23∶0、

EPA、DHA 甲酯峰与左右相邻峰之间的分离度

均>1.5，三者之间的分离度均>15，表明该方法专

属性良好。色谱图见图 1。 

2.5  标准曲线制备 

精密吸取混合对照储备液 0.05，0.5，1.0，2.0，

5.0，10 mL 至 20 mL 量瓶中，加 2 mL 内标溶液，

加异辛烷稀释至刻度，制成 EPA 浓度分别为

0.048 7，0.487，0.974，1.948，4.870，9.740 mg·mL1；

DHA 浓度分别为 0.051 0，0.510，1.021，2.041，

5.103，10.206 mg·mL1 的系列溶液。按“2.1”项

下色谱条件进样，记录峰面积，以 EPA、DHA 甲
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酯浓度/内标浓度比值为横坐标(X)，EPA、DHA 甲

酯峰面积/内标峰面积比值为纵坐标(Y)，绘制标准

曲线，计算回归方程。EPA 甲酯回归方程为

Y=0.971 7X+0.001 8，r=1.000 0；DHA 甲酯回归方

程为 Y=0.962 9X+0.000 8，r=1.000 0。结果表明

EPA、DHA 在 0.048 7~9.740 mg·mL1，0.051 0~ 

10.206 mg·mL1 内，峰面积比和浓度比呈良好的线

性关系。 

 
图 1  GC 色谱图 
A不加内标供试品溶液；B供试品溶液；C对照品溶液；1EPA 甲

酯；2C23:0 甲酯；3DHA 甲酯。 

Fig. 1  GC chromatograms 
Ano internal standard sample solution; Bsample solution; Ccontrol 

solution; 1EPA methyl ester; 2C23:0 methyl ester; 3DHA methyl 
ester. 

2.6  定量限、检测限测定 

精密吸取“2.5”项下 低浓度溶液 2 mL 至

4 mL 量瓶中，加异辛烷稀释至刻度，制成含 EPA 

0.023 3 mg·mL1、DHA 0.024 4 mg·mL1 的溶液，

进样测定，测得 EPA 和 DHA 的信噪比(S/N)分别

为 10.32，9.66，结合供试品制备方法，计算 EPA、

DHA的定量限分别为 0.466 mg·g1和 0.488 mg·g1。 

精密吸取“2.5”项下 低浓度溶液 1.5 mL 至

10 mL 量瓶中，加异辛烷稀释至刻度，制成含 EPA 

0.007 0 mg·mL1、DHA 0.007 3 mg·mL1 的溶液，

进样测定，测得 EPA 和 DHA 的信噪比(S/N)分别

为 3.25，2.92，结合供试品制备方法，计算 EPA、

DHA 的检测限分别为 0.140 mg·g1，0.146 mg·g1。 

2.7  仪器精密度试验 

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 1 µL，

按“2.1”项下色谱条件连续进样 5 次，记录峰面

积，计算 EPA、DHA 甲酯峰面积的 RSD 分别为

0.41%，0.65%，表明仪器精密度良好。 

2.8  重复性试验 

精密称取同一批样品(批号：170420)6 份，按

“2.2.4”项下分别制备供试品溶液，按“2.1”项

下色谱条件进样，记录峰面积，按下述公式计算

EPA、DHA 含量，EPA 含量为 73.22 mg·g1，RSD

为 0.66%；DHA 含量为 145.62 mg·g1，RSD 为

0.78%，表明该方法重复性良好。 

计算公式：
kWA

WxFxAs
W

S
X





20002  

AX、AS、FX、WS 同“2.3”项；W：供试品称

样量(mg)；k：EPA 甲酯或 DHA 甲酯转换成脂肪

酸的转换系数，EPA：1.046，DHA：1.043。 

2.9  稳定性试验 

取同一份供试品溶液，室温下放置，按“2.1”

项下色谱条件分别在 0，4，8，12，16，20，24 h

进样测定，测得 EPA、DHA 甲酯的峰面积 RSD 分

别为 1.67%，1.89%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.10  加样回收率试验 

2.10.1  样品溶液制备  精密称取 EPA 70 mg、

DHA 140 mg 至 10 mL 量瓶中，制成约含 EPA 

7 mg·mL1 和 DHA 14 mg·mL1 的混合样品溶液。 

2.10.2  加样回收试验  取“2.8”项下已测知含量

的样品，共 9 份，分别精密称取 50 mg 至 20 mL

带螺口反应瓶中，精密加入上述标液 0.48，0.6，

0.72 mL 各 3 份，制成加样水平为 80%，100%，

120%的加样样品，按“2.2.4”项下方法制备供试

品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定。加样

回收率试验结果见表 2。 

2.11  耐用性考察 

2.11.1  不同气相色谱仪对 FX 值的影响   采用

Shimadzu GC-2010 和 Agilent 7890B 气相色谱仪按

“2.3”项下方法测定 EPA 和 DHA 的 FX 值，结果

3 台仪器测定结果一致， FEPA 值的 RSD 为

0.48%(n=3)，FDHA 值的 RSD 为 0.64%(n=3)。 
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表 2  加样回收率试验结果 

Tab. 2  Results of recovery tests 

组分 
取样量/ 

mg 

样品中

含量/mg 

对照品

加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

EPA 

49.65 3.428 2.829 6.182 97.33 

98.7 0.98

51.11 3.529 2.829 6.342 99.46 

49.72 3.433 2.829 6.238 99.16 

51.07 3.508 3.536 7.022 99.38 

51.89 3.583 3.536 7.062 98.38 

51.98 3.589 3.536 7.141 100.43 

48.25 3.338 4.244 7.523 98.60 

49.01 3.422 4.244 7.574 97.84 

48.55 3.352 4.244 7.509 97.95 

DHA 

50.51 6.885 5.783 12.563 98.18 

99.4 1.34

51.11 7.087 5.783 12.891 100.35 

49.72 6.894 5.783 12.678 100.00 

51.07 7.081 7.229 14.309 99.97 

51.89 7.196 7.229 14.249 100.05 

51.98 7.208 7.229 14.570 101.83 

48.25 6.705 8.675 15.257 98.59 

49.01 6.871 8.675 15.342 97.66 

48.55 6.733 8.675 15.261 98.31 

2.11.2  测定条件变动对结果的影响  分别考察

进样口温度、检测器温度改变±10 ℃，流速改变

±0.2 mL·min1，适当改变升温速率，采用不同色

谱柱(DB-WAX，Rtx-WAX)对测定结果的影响，结

果表明上述条件的改变，对 EPA、DHA 和 C23∶0

甲酯的理论板数和相互间的分离度影响不大，分

离度均>12，各甲酯峰与相邻峰之间的分离度

均>1.5，满足检测要求。 

2.12  样品测定   

取鳕鱼肝油和鲨鱼肝油各 3 批，按“2.2.4”

项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条

件进样，记录峰面积，按“2.8”项下公式计算 EPA

和 DHA 含量。结果见表 3。 

表 3  样品含量测定结果(n=3) 

Tab. 3  Results of the content determination of samples(n=3) 

样品名称 样品批号 EPA/mg·g1 DHA/mg·g1 

鳕鱼肝油 170411  76.08 151.65 

 170420  73.42 145.95 

 170508  74.75 148.30 

鲨鱼肝油 170109  99.24 134.60 

 170518 102.66 153.76 

 170524 101.03 149.34 

3  讨论 

3.1  甲酯化催化剂的改进  

本研究分别考察了各种催化法的催化效率，

结果显示鱼肝油碱催化法甲酯化效率仅为酸催化

法的 70%，酸催化法中经重复性和加样回收率考

察，显示三氟化硼/硫酸-甲醇溶液催化效率基本一

致，盐酸甲醇溶液明显低于前两者。三氟化硼毒

性大，价格昂贵，经方法学验证，硫酸甲醇溶液

可完全替代三氟化硼甲醇溶液，不仅能有效降低

检测成本，且符合绿色化学的要求。同时实验中

发现采用硫酸甲醇溶液作催化剂，上清液澄清时

间明显短于三氟化硼催化剂，可快速获得上层清

液，缩短操作时间，提高效率。 

3.2  皂化、甲酯化条件的选择 

采用 L16(4
5)正交试验，设计皂化时间为 5，10，

20，30 min；酯化时间为 5，10，15，20 min；皂

化/甲酯化温度为 70，80，90，100 ℃；以 EPA、

DHA 含量为考察指标，通过优选和验证试验，结

果显示“2.2.4”项所述供试品柱前衍生化条件为

佳条件，EPA、DHA 含量 高，方法稳定性 好。 

3.3  内标物质的选择  

鱼肝油中所含的 20 多种脂肪酸均为偶数脂肪

酸，C23∶0 和鱼肝油中脂肪酸不存在相互干扰。

C23∶0 为饱和脂肪酸，性质稳定，对照品溶液易

于保存，且其保留时间恰在 EPA 和 DHA 之间，符

合内标物质要求。二十三烷酸价格低廉，仅为EPA、

DHA 的 1/5，采用本法只需使用 C23∶0 甲酯对照

品即可测得 EPA、DHA 含量，可大大降低检测成本。 

3.4  皂化和甲酯化反应容器的选择 

脂肪酸皂化和甲酯化反应均需要甲醇的参

与，甲醇沸点低，皂化和甲酯化反应温度均高于

甲醇沸点，且发现在皂化过程中已发生部分酯交

换反应，故反应选择在密闭容器中进行，可克服

较高温度下甲醇挥发所致的反应不完全，同时密

闭容器可减少供试品和空气的接触，降低 EPA、

DHA 的氧化降解。 

3.5  内标法和外标法的比较 

在相同实验条件下比较了本法和外标法的测

定结果，结果显示外标法的平均加标回收率为

103.8%，RSD 为 3.5%，回收率和重复性均较差。

主要源于异辛烷的易挥发性，在加饱和氯化钠以

及上清液转移等步骤中易造成因异辛烷挥发所致

的脂肪酸浓度变大，同时因气相进样体积小，易
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引入误差，内标法可排除上述缺点。 

本研究建立了加校正因子内标法测定鱼肝油

中特有脂肪酸 EPA 和 DHA 的含量，方法简便、准

确、重复性好，精密度高，可用于鱼肝油及其制

剂的质量控制和掺假鉴定。 
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