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摘要：南极磷虾营养价值高，因富含必需氨基酸、磷脂、虾青素和多不饱和脂肪酸
(PUFAs) 而具有良好的开发价值。目前，对南极磷虾及其制品脂肪酸含量的分析主要集中
在总脂肪酸含量的测定，由于 PUFAs 不同酯的结合会影响其生物利用度，因此，有必要
对南极磷虾不同类型酯的脂肪酸含量进行准确定量。为了明确南极磷虾油中磷脂 (PL) 型
脂肪酸含量，基于固相萃取建立南极磷虾油中 PL 型脂肪酸含量的气相色谱分析方法。通
过优化各实验条件，在最优条件下通过本方法测得的加标回收率在 84.22%~94.45%，日内
和日间精密度在 0.79%~6.09% 之间。将本方法应用在测量南极磷虾油在贮藏过程中 PL 型
脂肪酸的含量变化中，结果表明，在 21 d 贮藏过程后，PL 型脂肪酸含量均下降，且降解
率随温度升高而增加。本研究为南极磷虾脂质研究提供了方法学支持。
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南极磷虾 (Euphausia  superba) 属于磷虾科

(Euphausiidae) 磷虾属 (Euphausia)[1-2]。南极磷虾产

量巨大，2018 年捕捞量为 312 989 t[3-4]。磷虾富含

蛋白质、脂类、必需氨基酸和多种矿物质元素。

此外，它还含有磷酸化肽、虾青素酯和其他功能

性食品成分[5-7]。南极磷虾已被开发为磷虾油，并

被列为健康食品和膳食补充剂[8-9]，因营养价值高，

产量多而备受关注[10-11]。

南极磷虾较其他海洋生物来说脂质营养功能

活性较为突出 [12-13],也是含有多不饱和脂肪酸的水

生磷脂的丰富来源。但由于南极磷虾中脂质组成

复杂，不同的脂质组成和含量会影响南极磷虾的

品质和营养价值，因此，分离组分并分析其含量

和组成是非常有必要的。

而在各种类型酯中，磷脂 (PL) 是细胞膜和细

胞器膜的主要成分，可以分成鞘磷脂和甘油磷脂

两大类。其中磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂

酰甘油、磷脂酰丝氨酸和磷脂酰肌醇为海洋生物

中甘油磷脂主部分。PL 的种类及含量决定着生物

膜的状态、功能以及细胞活性，从而决定了机体

的新陈代谢能力、免疫能力和自我恢复能力等[14]。

目前，国内对于南极磷虾脂质组成的变化研究都

集中在对各类型酯的含量、脂肪酸总量和氧化水

解指标，如过氧化值和酸值等 [15-16]，因此有必要

对不同类型的酯，尤其是 PL 型脂肪酸的种类和含

量进行分析。

因此，本研究基于固相萃取方法建立南极磷

虾中 PL 型脂肪酸含量的气相色谱 (GC) 分析方法，

通过优化上样量、洗脱体积和洗脱溶剂种类并通

过加标回收率和精密度对方法进行验证。将该方
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法应用在贮藏南极磷虾油中，探究贮藏温度对南

极磷虾油中 PL 型脂肪酸变化的影响。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与仪器

南极磷虾油由辽宁省大连海洋渔业集团公司

提供，并于−80 °C 保存，于 2020 年 8 月 17 日产。

分析级的无水乙醚、乙酸乙酯、正己烷、甲

醇和氯仿购买于天津市科密欧化学试剂有限公司；

分析级的正庚烷、冰乙酸和甲酸购买于天津市大

茂化学试剂厂；色谱级的正己烷和二硬脂酰磷脂

酰胆碱购买于北京百灵威科技有限公司；色谱级

的 14% 三氟化硼-甲醇、1,2-双二十二碳酰基-Sn-
甘油-3-磷酰胆碱和 1,2-二油酰-Sn-甘油-3-磷酰乙

醇胺购买于上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

Cleanert  NH2 氨丙基固相萃取柱 (500.0  mg， 3.0
mL)，购买于天津博纳艾杰尔科技有限公司。 

1.2    实验方法
 

　　脂质组分的分离与衍生化　　使用 4.0 mL
正己烷活化 Cleanert NH2 氨丙基固相萃取柱 (500.0
mg，3.0 mL)，将体积为 1.0 mL，浓度为 10.0 mg/mL
用正己烷配置的虾油以流速 1.0 mL/min 上样，用

4.0 mL 正己烷-乙醚 (85∶15，体积比)，4.0 mL 正

己烷-乙酸乙酯 (15∶85，体积比) 和 4.0 mL 乙酸-
乙醚溶液 (2∶98，体积比) 淋洗后，使用 3.0 mL
的正己烷洗脱，得到含有 PL 的溶液，收集洗脱液，

氮吹至近干，用正己烷复溶至 1.0 mL，进行后续

分析。

参照 GB 5009.168 中脂肪酸的甲酯化方法略

有改动，在含有 PL 的洗脱液中加入 2.0 mL 0.5
mol/L NaOH 甲醇溶液，连接回流冷凝器，80 °C
水浴上回流，直至油滴消失。从回流冷凝器上端

加入 2.0 mL，14% 三氟化硼甲醇溶液，继续回流

2 min。停止加热，从水浴上取下烧瓶，迅速冷却

至室温。加入 1.5 mL 正己烷，涡旋 2 min，吸取

上层正己烷提取溶液至 10 mL 离心管中，加入大

约 0.5~1.0 g 无水硫酸钠，涡旋 1 min，静置5 min，
吸取上层溶液定容到 1.0 mL 至进样瓶中待测定。 

　　脂肪酸测定　　通过 Agilent 7890B GC 色谱

对脂肪酸的组成和含量进行检测。色谱条件：色

谱柱为 SP2560 毛细管 (100.0 m×250.0 μm×0.2 μm)；
进样方式：进样口温度设定为 220 °C，进样量为

1.0 μL，分流比为 20∶1；载气为氮气。检测器：

火焰离子化 (FID) 检测器。升温程序为 120  °C
维持 9 min，以 20 °C/min 升温至 200 °C 维持 5 min，
随后以 3 °C/min 升温至 230 °C 维持 10 °C/min。脂

肪酸甲酯通过比较保留时间和标准品来鉴定，并

通过内标法经相对峰面积来计算脂肪酸含量。 

　　固相萃取实际应用于贮藏虾油　　将质量

为 (1.0±0.1) g 的南极磷虾油置于密闭的棕色瓶中，

同一种样品分成 3 份，分别于遮光的 4 °C 冰箱、

25 °C 和 55 °C 烘箱中保持 21 d，每隔 3 d 取一次

样品，测定不同贮藏温度的磷虾虾油中 PL 的

含量。 

　　数据处理　　实验数据均做 3 次平行检测，

数据表示为平均值±标准差 (mean±SD)，并使用

SPSS 16.0 软件进行单因素方差分析和独立 t 检验

分析，P<0.05 表示存在显著性差异。 

2    结果
 

2.1    固相萃取条件优化
 

　　洗脱液种类　　为了消除在衍生化步骤中不

同脂质的互相干扰，因此需要对洗脱液的种类进

行优化。不同的洗脱液种类包括正己烷、乙酸-乙
醚 (2∶98，体积比)、正己烷-乙酸乙酯 (15∶85，
体积比)、正己烷-乙醚 (85∶15，体积比) 和氯仿-
异丙醇 (2∶1，体积比) 被用于不同类型脂质成分

的洗脱 (图 1)。结果表明，正己烷-乙醚 (85∶15，
体积比 ) 可用于洗脱甘油三酯 (TAG)，而不影响

其他脂质的洗脱；而经正己烷-乙酸乙酯 (5∶85，
体积比) 和乙酸-乙醚溶液 (2∶98，体积比) 溶液洗

脱后，洗脱液中分别含有 TAG、甘油二酯 (DAG)、
甘油一酯 (MAG) 和 TAG、DAG、MAG 和游离脂

肪酸 (FFA)，因此正己烷-乙酸乙酯 (15∶85，体积

比) 作为 DAG 和 MAG 的淋洗液，乙酸-乙醚溶液

(2∶98，体积比) 作为 FFA 的淋洗液；而正己烷

和氯仿-异丙醇 (2∶1，体积比) 均可将 TAG、MAG、

DAG、FFA 和 PL 洗脱下来，均可作为 PL 的洗脱

溶剂，但氯仿-异丙醇 (2∶1，体积比) 毒性较强，

所以最后选择正己烷为 PL 的洗脱溶剂。因此本实

验选择正己烷-乙醚 (85∶15，体积比)，正己烷-乙
酸乙酯 (15∶85，体积比) 和乙酸-乙醚溶液 (2∶98，
体积比) 作为淋洗液，而使用正己烷作为 PL 的洗

脱液。 

　　固相萃取柱最大上样量　　首先优化固相萃

取柱容量，商业化固相萃取柱 (500.0 mg，3.0 mL)
被应用于不同质量南极磷虾油 (10.0~30.0 mg) 的萃
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取。柱容量对 PL 中脂肪酸的影响如图 2 所示，对

于柱容量为 500.0 mg 的固相萃取柱，当上样量从

10.0 mg提高到 20.0 mg 时，PL 中各脂肪酸含量无

显著性变化 (P>0.05)，当上样量增加至 30.0 mg 时，

棕榈酸 (C16:0) 的含量减少至 3.33%±0.27%、亚油

酸 (C18:2n-6)的含量减少至 0.34%±0.04%、二十碳

五烯酸 (EPA) 的含量减少至 4.70%±0.14% 和二十

二碳六烯酸 (DHA) 的含量减少至 2.11%±0.29%。

脂肪酸含量与之前相比发生显著降低 (P<0.05)。
因此，对于柱容量为 500 mg 的固相萃取柱，最大

上样量为 20.0 mg。基于本实验仅定量脂肪酸含量，

结合 GC-FID 所需分析量，选择 500 mg 固相萃取

柱可以满足后续实验要求。 

　　洗脱体积　　考察不同体积正己烷对 PL 型

脂肪酸含量的影响 (图 3)。当正己烷的体积从 2.0
mL 增加到 3.0  mL 时，脂肪酸含量显著性增加

(P<0.05)。当洗脱液体积从 3.0 mL 增加到 4.0 mL
时，脂肪酸的含量无显著性变化 (P>0.05)。此时

PL 洗脱液中主要的脂肪酸肉豆蔻酸 (C14:0) 的含

量为0.47%±0.04%、C16:0 的含量为4.24%±0.38%、硬

脂酸 (C18:0) 的含量为0.60%±0.05%、油酸 (C18:1n-9)
的含量为 2.81%±0.10%、C18:2n-6 的含量为 0.46%±
0.07%、亚麻酸 (C18:3n-3) 的含量为 0.23%±0.04%、

EPA 的含量为6.09%±0.19% 和DHA 的含量为2.71%±
0.28%。因此，为了节约试剂和减少对环境的影响，

在使用 500.0 mg 固相萃取柱上样 20.0 mg 南极磷

虾油时，使用 3.0 mL 的正己烷来洗脱 PL 可以满

足研究要求。 

2.2    方法评价
 

　　日内日间精密度及回收率　　通过回收率和

精密度对该方法进行评价，二硬脂酰磷脂酰胆碱、

1,2-双二十二碳酰基-Sn-甘油-3-磷酰胆碱和 1,2-二
油酰-Sn-甘油-3-磷酰乙醇胺作为标准品添加到南

极磷虾油中考察固相萃取柱对 PL 的分离效果。日

内精密度是一天内测定 0.03、0.07 和 0.10 g/g 3 个加

标浓度的南极磷虾油，每个测定 6 个平行样品；
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图 1    洗脱液种类对 PL中脂肪酸回收率的影响

1. 正己烷-乙醚，2. 正己烷-乙酸乙酯，3. 乙酸-乙醚，4. 氯仿-异丙

醇，5. 正己烷

Fig. 1    Effect of eluent solvent on recoveries of
fatty acids in PL

1. n-hexane-diethyl ether, 2. n-hexane-ethyl acetate, 3. acetic acid-diethyl
ether, 4. chloroform-isopropanol, 5. n-hexane
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图 2    柱容量对 PL中脂肪酸含量的影响

1. 肉豆蔻酸，2. 棕榈酸，3. 硬脂酸，4. 油酸，5. 亚油酸，6. 亚麻

酸，7. 二十碳五烯酸，8. 二十二碳六烯酸；下同

Fig. 2    Effect of column capacity on content of
fatty acids in PL

1. C14:0, 2. C16:0, 3. C18:0, 4. C18:1n-9, 5. C18:2n-6, 6. C18:3n-3, 7.
C20:5n-3, 8. C22:6n-3; the same below
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图 3    洗脱体积对 PL中脂肪酸含量的影响

Fig. 3    Effect of elution volume on
content of fatty acids in PL
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日间精密度是通过连续 3 d 测定 0.03、0.07 和 0.10 g/g
3 个加标浓度的南极磷虾油在测定的。如表 1 所

示，二硬脂酰磷脂酰胆碱、1,2-双二十二碳酰基-

Sn-甘油-3-磷酰胆碱和 1,2-二油酰-Sn-甘油-3-磷酰

乙醇胺的回收率在 84.22%~94.45%，精密度在

0.79%~6.09%，表明该方法满足分析要求。 

　　检出限和定量限　　检测限 (LODs) 是分析

物能被检测的最小值，可通过 3 倍信噪比计算。

定量限 (LOQs) 是分析物能被定量的最小值，可通

过 10 倍信噪比计算。如表 2 所示， C14:0 的最低

检出限为 22.84 ng/g， C16:0 的最低检出限为 25.64
ng/g、C18:0 的最低检出限为 28.45 ng/g，C18:1n-
9 的最低检出限为 70.62 ng/g，C18:2n-6 的最低检

出限为 70.11 ng/g，C18:3n-3 的最低检出限为 69.61
ng/g，EPA 的最低检出限为 75.61 ng/g 和 DHA 的

最低检出限为 82.12 ng/g。 

2.3    固相萃取应用于贮藏南极磷虾油

如表 3 所示，新鲜南极磷虾油的 PL 中 SFAs、
MUFAs 和 PUFAs 的 含 量 分 别 为 (54.42±1.12)、
(28.51±0.30) 和 (97.26±3.91) mg/g。而南极磷虾油

PL 中 SFAs主要是 C16:0 和 C18:0，PL 中 PUFAs
主要是 EPA 和 DHA。

当贮藏温度为 55 °C，在 21 d 的贮藏过程中，储

藏天数由 0 d 增加到 12 d 时， PL 中 SFAs、PUFAs
和 MUFAs 显著减少 (P<0.05)。当贮藏 21 d 后，PL

中 SFAs、PUFAs 和 MUFAs 较第 0 天分别降低了

28.74%、49.18% 和 45.03%。由此可知，储藏过程

中南极磷虾油的 PL 中 SFAs、PUFAs 和 MUFAs 的

含量变化受储藏时间的影响。PL 中 SFAs、PUFAs
和 MUFAs 的含量随着贮藏时间的增加均减少，

可能是由于在贮藏过程中，PL 发生了水解和氧化。

Manat 等 [17] 等在沙丁鱼的研究中同样表明，15 d
的贮藏后沙丁鱼中的 PL 含量降低。然而，在 21 d
的储藏过程中，储藏温度在 4  °C 和 25  °C 时

SFAs 的含量没有显著变化，而在 55 °C 贮藏 12 d
可以观察到 SFAs 含量的显著下降。当储藏 21 d
后，温度由 4 °C 增加到 25 °C 时，PL 中 SFAs、
PUFAs 和 MUFAs 减少了 8.96%、3.76% 和 9.70%。

当储藏温度由 4 °C 增加到 55 °C 时， PL 中 SFAs、
PUFAs 和MUFAs 减少了29.41%、28.23% 和40.47%。

由此可知，储藏过程中南极磷虾油的 PL 中 SFAs、
PUFAs 和 MUFAs 的含量变化受储藏温度的影响。

在 4 °C 和 25 °C 的贮藏中 PL 中 SFAs、PUFAs 和

MUFAs 的含量降低率低于在 55 °C 的贮藏中的含

量。本实验证明温度的升高会加速 PL 的氧化速度

和水解，导致 PL 的脂肪酸含量减少，而在张玲云

等[18] 研究中也证实了温度升高会加速 PL 的氧化。 

3    结论

通过优化最佳上样量、洗脱液种类和体积确

定南极磷虾油中 PL 型脂肪酸的萃取方法。在最优

条件下，本方法的加标回收率在 84.22%~94.45%
之间，精密度在 0.79%~6.09% 之间。PL 型脂肪酸

的检出限为 22.84~82.12  ng/g，定量限为 76.12~
273.74 ng/g。经本方法分离贮藏南极磷虾油中的

PL 并测定其脂肪酸含量，在通过 21 d 贮藏后，

表 1    磷脂的日内日间回收率

Tab. 1    Intra-day and inter-day recoveries of phospholipids

日内回收率/%
intra-day recoveries

日间回收率/%
inter-day recoveries

0.03 g/g 0.07 g/g 0.10 g/g 0.03 g/g 0.07 g/g 0.10 g/g

二硬脂酰磷脂酰胆碱
Distearyl phosphatidylcholin

90.85±3.60 92.01±2.04 91.50±2.16 89.04±2.48 88.46±6.09 90.80±0.79

1,2-二油酰-Sn-甘油-3-磷酰乙醇胺
1,2-dioleoyl-sn-glycerin-3-phosphoethanolamine

86.93±4.05 91.86±1.76 92.70±4.53 84.22±2.85 86.83±4.65 93.08±5.03

1,2-双二十二碳酰基-Sn-甘油-3-磷酰胆碱
1,2-bis-docosanoyl-sn-glycerol-3-phosphorylcholine

93.86±2.41 88.85±2.73 92.13±3.20 94.45±1.73 92.34±5.20 90.61±2.71

表 2    检测限和定量限

Tab. 2       LODs and LOQs ng/g

脂肪酸　fatty acids LODs LOQs

C14:0 22.84 76.12

C16:0 25.64 85.47

C18:0 28.45 94.83

C18:1n-9 70.62 235.38

C18:2n-6 70.11 233.70

C18:3n-3 69.61 232.03

C20:5n-3 75.61 252.04

C22:6n-3 82.12 273.74

442 水    产    学    报 46 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


PL 型脂肪酸的含量显著减少。储藏过程中南极磷

虾油的 PL 中 SFAs、PUFAs 和 MUFAs 的含量变

化受储藏时间和贮藏温度的影响。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Abstract: Due to richness in essential amino acids, phospholipids, astaxanthin and omega-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFAs), Antarctic krill (Euphausia superba) which was abundant and had high nutritional value was con-
sidered to  have great  development  value.  At  present,  the  analysis  of  fatty  acid contents  in  Antarctic  krill  and its
products mainly focused on the determination of total fatty acid contents. Owing to the effect of bioavailability for
PUFAs  in  different  esters,  it  was  necessary  to  accurately  quantify  the  content  of  fatty  acid  in  different  types  of
esters in Antarctic krill and its products. In order to clarify the content of phospholipids (PL) fatty acids in Antarc-
tic  krill  oil,  a  gas chromatography analysis  method for  the content  of  fatty acids in PL in Antarctic  krill  oil  was
established based on solid phase extraction. After optimizing the various conditions of the impact analysis, under
the  optimal  conditions,  the  recoveries  of  the  standard  addition  measured  by  this  method  were  between  84.22%-
94.45%, and the intra-day and inter-day precision were between 0.79%-6.09%. This method was applied to meas-
ure the changes in the content of various PL fatty acids of Antarctic krill  oil  during storage.  The results  showed
that the content of PL fatty acids decreased during the 21-day storage process, and the degradation rate increased
with increasing temperature. The present study provided methodological support for the study of lipids in Antarc-
tic krill.

Key words: Euphausia superba; phospholipids; polyunsaturated fatty acids; solid phase extraction; gas chromato-
graphy

Corresponding author: ZHAO Qi. E-mail: zhaoqi@dlpu.edu.cn

Funding project: National Key Research and Development Program (2018YFC1406805)

444 水    产    学    报 46 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.04.126
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.07.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.07.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2018.08.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2018.08.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.02.059
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.02.059
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.07.022
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.04.126
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.07.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.07.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2018.08.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2018.08.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.02.059
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.02.059
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.04.126
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.07.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.07.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2018.08.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2018.08.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.02.059
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.02.059
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.07.022
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.ultsonch.2020.105364
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.07.022
https://www.china-fishery.cn

	1 材料与方法
	1.1 材料与仪器
	1.2 实验方法
	脂质组分的分离与衍生化
	脂肪酸测定
	固相萃取实际应用于贮藏虾油
	数据处理


	2 结果
	2.1 固相萃取条件优化
	洗脱液种类
	固相萃取柱最大上样量
	洗脱体积

	2.2 方法评价
	日内日间精密度及回收率
	检出限和定量限

	2.3 固相萃取应用于贮藏南极磷虾油

	3 结论

