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红花籽亚油酸与油酸成分的同时HPLC⁃UV快速检测法

张丹丹，吴士筠，刘 虹，李 刚，陈 雁，覃 瑞 *

（中南民族大学 武陵山区特色资源植物种质保护与利用湖北重点实验室，湖北 武汉 430074）

摘要：建立一种利用高效液相色谱法⁃紫外法快速、简单并同时检测红花籽中油酸与亚油酸成分含量的方法，用以直接鉴

定红花籽亚油酸和油酸含量高低，为红花资源鉴定提供理论依据。采用 Outstand C18 HPLC Column 色谱柱，流动相为乙腈 ⁃
0. 1%磷酸水溶液（85∶15），检测波长为 203 nm，流速为 1 mL/min，柱温为 30 ℃。红花种子中亚油酸的理论塔板数为 24 620，油
酸的理论塔板数为 25 842。结果亚油酸和油酸分别在 0. 110~2. 205、0. 872~17. 444 g/L，与峰面积呈良好的线性关系，亚

油酸加样回收率在 99 %，油酸加样回收率达到 100 %，亚油酸 RSD 与油酸 RSD均为 0 %（n=3）；亚油酸与油酸的质量分

数分别是 12. 32 %，14. 07 %，13. 92 %和 0. 82 %，0. 93 %，0. 95%，RSD分别为 1. 22%，0. 94%（n=3）。该方法具有分

离效率高，操作简单，检测快速的优点。
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HPLC⁃UV rapid detection of linoleic acid and oleic acid in safflower seeds
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University for Nationalities，Wuhan，430074，China）

Abstract：To establish a rapid，simple and simultaneous method for the content determination of oleic acid and lin⁃
oleic acid in safflower seeds by high ⁃performance liquid chromatography ⁃ultraviolet method，and to provide a theoretical
basis for the identification of safflower resources，a chromatographic process was set up by using Outstand C18 HPLC
Column，and a mobile phase of 85% acetonitrile ⁃15% phosphoric acid solution（ 0. 1%）was used with a flow rate at
1. 0 mL/min，column temperature at 30 ℃，and determination wavelength at 203 nm．The results showed that the theoreti⁃
cal plate number of linoleic acid in safflower seeds is 24 620，and the theoretical plate number of oleic acid is 25 842. The
calibration curve of oleic acid was linear between 0. 8722~17. 444 g·L-1，and linoleic acid was linear between 0. 110~
2. 205 g/L，with the average recovery 99%⁃100% and RSD of 0 %（n=3）. The contents of oleic acid and linoleic acid in
safflower seeds were 12. 32 %，14. 07 %，13. 92 % and 0. 82 %，0. 93 %，0. 95%，and the RSD was 1. 22%，0. 94%（n
=3），respectively. The advantages of the method are high separation efficiency，simple operation，and rapid detection.
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0 引 言

红 花（Carthamus tinctorius L.）为 菊 科（Com⁃
positae）红花属（Carthamus）植物，原产中亚地区，在

我国栽培历史悠久，栽培地域广阔，以新疆为主，其

次是四川、河南、云南等地［1］。红花是一种多用途的

综合资源植物，其花因含有黄酮类物质可入药；其籽

榨油，是一种很好的油料作物。亚油酸是人体必需

却又无法合成的物质，据文献报道，红花油中含有

75%~85% 的亚油酸［2］，是是公认的“亚油酸王”。

由于具有亚油酸溶解胆固醇的生理特性，使红花籽

油成为具有显著效果的医疗保健品［3］。国内外均有

研究表明，亚油酸能显著降低高脂血、胆固醇和防止

原发性脂肪酸缺乏症［4~6］，油酸对胚胎神经干细胞的

神经元分化具有促进作用［7］。1973年开始联合国粮

农组织就将红花籽作为油类作物正式列入《联合国

粮农组织（FAO）生产年鉴红花籽生产统计表》的统

计项目之内。在我国红花栽培规模一直不大，红花

产量低，多为药用，油用红花少［8］，因此对红花种质

资源进行开发，培育高亚油酸或高油酸含量的品种

对下游产品开发具有重要意义。同时，由于红花品

种众多，脂肪酸组成成分与比例都存在一定差异，需

要一种快速检测种子脂肪酸成分的检测方法对不同

品种的红花进行鉴定与区分，此外还可以用于选育

优良品种。

目前，对红花籽油中亚油酸和油酸含量的测定，

主要是采用气相色谱法［9，10］，但气相色谱法检测时，

样品需先碱水解再甲酯化检测，操作较为复杂，检测

费时较长，影响因素多，容易反应不完全［11］，只能用

于检测油脂中的脂肪酸甲酯以及游离脂肪酸的总

和，不能用于检测单个游离脂肪酸［12］。也有研究人

员采用高效液相色谱 ⁃紫外法测定红花油中亚油酸

含量［13］，但采用高效液相色谱⁃紫外法同时分析红花

籽中油酸与亚油酸含量鲜见报道。因此需要建立一

种快速测定红花籽中亚油酸和油酸含量的方法，无

需甲酯化，操作简单，检测快速，为红花资源鉴定、质

量控制和育种提供参考依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

供试红花种子为中国农业科学院油料作物研究

所提供，经实验室内刘虹副教授鉴定为新疆红花

种子；

实验器材：岛津 UV⁃2600紫外分光光度计；安

捷 伦 1260 液 相 色 谱 仪 ；Outstand C18 HPLC Col⁃

umn（ 4. 6 mm × 150 mm，5 μm）色谱柱；10 mL烧

杯；100 mL 圆底烧杯；50 mL容量瓶；5 mL容量瓶；

样品瓶；注射器；研磨棒；超声清洗仪；移液枪；恒温

水浴锅；漩涡震荡仪；离心机；ME204E 分析天平（瑞

士梅特勒⁃托利多公司）；纯水仪；高压灭菌锅等。

实验试剂：0. 5 mol/L氢氧化钾（乙醇）溶液；

1 mol/L 水 ⁃HCl；酚酞；无水乙醇；亚油酸对照品

（CAS#60⁃33⁃3，LOT：23O8B46354），油酸对照品

（CAS#112⁃80⁃1，LOT：S09A8B33442），购自上海

源叶生物科技有限公司，GC≥98%；乙腈为色谱纯，

Sigma公司；超纯水等。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 标准溶液的制备

称取油酸、亚油酸对照品适量，精密称定，置 20
mL容量瓶中，用乙醇定容至 20 mL，制成含有油酸、

亚油酸分别为 0. 872、0. 441 g/L 的混合对照品溶

液，备用。

1. 2. 2 样品准备与提取

取大小均一的 3粒种子为一份，称重，置于研钵

中液氮研磨，转移至 1. 5 mL EP 管中，加入 400 µL
超纯水溶解，加入 2%果胶酶与纤维素酶各 1 µL，
30 ℃酶解 3 h，100 ℃灭活 5 min，12 000 r/min 离心

10 min，移取上层清油和少许乳化层，将清油再次

12 000 r/min 离心 10 min，移取上层清油。精密吸取

提取液 100 µL，至 5 mL容量瓶中，加甲醇溶解定容，

0. 45 µm微孔滤膜过滤，取续滤液进行测定。

取大小均一的 3粒成熟种子为一份，称重，置于

10 mL烧杯中，用研磨棒磨碎，转移到 100 mL圆底

烧瓶内，加入 28. 055 g/L氢氧化钾乙醇溶液清洗 10
mL烧杯，清洗液一并转移到 100 mL圆底烧瓶中，定

容到 10 mL，称重，超声 5 min，用 28. 055 g/L氢氧化

钾乙醇溶液补重，水浴锅中 90 ℃加热回流提取 30
min，冷却至室温时称重并用 28. 055 g/L氢氧化钾

乙醇溶液补重，再加入 50 µL酚酞试液，用 1 mol/L
的盐酸溶液滴定至溶液刚变黄，将溶液转移至 50
mL量瓶中，用乙醇洗涤圆底烧瓶，洗涤液并入量瓶

中，加乙醇定容至 50 mL，精密量取 1 mL到 5 mL 量

瓶中，加乙醇定容至刻度，0. 45 µm微孔滤膜过滤，

按照色谱条件进行检测。

1. 2. 3 色谱条件及系统适应性实验

采 用 Outstand C18 HPLC Column（ 4. 6mm
× 150 mm，5 μm）色谱柱，流动相为乙腈（C）⁃0. 1%
磷酸水溶液（D）（V∶V/85∶15），流速 1 mL/min，柱
温 30 ℃，检测波长 203 nm，进样量 20 µL。此条件下

对照品及样品色谱图见图 1。以亚油酸与油酸的保
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留时间和半高峰宽计算色谱柱的理论塔板数，计算

公式为 N=5. 54（保留时间/半高峰宽）2，测得红花

籽中亚油酸与油酸的理论塔板数分别为 24 620，
25 842。 塔 板 数 大 于 5 000，目 标 成 分 分 离 度

良好［14］。

2 结果与分析

2. 1 处理与检测条件优化

2. 1. 1 提取条件优化

水酶法用于多种油料作物提取［15，16］，提取条件

温和，可同时获得优质油与蛋白质；水蒸气回流法提

取设备简单、操作简便，造价低、体积小，适合实验室

使用。对水酶法提取与回流法提取进行比较，水酶

法酶解时间比回流法时间多 6倍以上，选择回流法

能缩短提取时间，且回流法采用直接碱化回流、酸化

后获得游离脂肪酸，过滤续液即可用于检测，操作上

相比水酶法更为简单，因此综合考虑选择水蒸气回

流法进行提取。

2. 1. 2 检测条件优化

检测波长是影响色谱峰出峰与峰型的重要因

素，合适的检测波长才能测定出样品对应的峰。称

取亚油酸、油酸对照品适量，加入 2 mL乙醇制成对

照品溶液，采用岛津 UV⁃2600紫外分光光度计从

200~400 nm范围检测波长，结果如图 2。通过比较

203 nm［17］，207 nm，210 nm［18］3种不同的紫外检测波

长，根据检测到的峰形以及出峰时间比较得到，在

203 nm时峰面积最大，其次是 207 nm，同时仅 203
nm能检测出油酸，其余两种不能检测出油酸，因此

选择 203 nm为检测波长，用以同时测定亚油酸与

油酸。

2. 2 方法学验证

2. 2. 1 标准曲线绘制

吸取混合对照品储备液 0. 25、0. 5、1. 0、1. 5、
2. 0、2. 5、5. 0 mL置量瓶中，各加入乙醇定容至 5
mL，制 成 亚 油 酸 质 量 分 别 为 0. 110 3、0. 220 5、
0. 441 0、0. 661 5、0. 882 0、1. 102 5、2. 205 0 g/L，油

图 1 红花籽油酸与亚油酸HPLC
Fig. 1 HPLC chromatogram of oleic acid and linoleic acid in safflower seeds

图 2 亚油酸与油酸紫外吸收值

Fig. 2 UV absorbance of linoleic acid and oleic acid
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酸质量分别为 0. 218 0、0. 436 1、0. 872 2、1. 308 3、
1. 744 4、2. 180 5、4. 361 0 g/L 的混合对照品溶液，

0. 45 µm微孔滤膜过滤，取续滤液按 1. 2. 3的方法于

高效液相色谱仪上进行检测，测定其峰面积，以峰面

积为纵坐标（Y），亚油酸和油酸质量为横坐标（X），

绘 制 标 准 曲 线 ，得 回 归 方 程 Y 亚油酸 =8 914x +
115. 84，Y 油酸 =1 597. 4x + 35. 375，线性关系系数

分别为 R² = 0. 999 8，R² = 0. 999 9（图 3），结果表

明 ，亚 油 酸 和 油 酸 分 别 在 0. 110 25~2. 205 00、
0. 218 05~4. 361 00 g/L（与色谱峰）呈良好的线性

关系。

2. 2. 2 精密度试验

取同一混合对照品溶液，按照 1. 2. 3项色谱条

件连续进样 6次，测定亚油酸与油酸峰面积，统计峰

面积并计算相对标准偏差（relative standard devia⁃
tion，RSD）值。测定亚油酸与油酸峰面积，统计峰

面积并计算 RSD值分别为 0. 34 %，0. 42 %，表明仪

器精密度良好

2. 2. 3 重复性试验

选取大小均一的红花籽 3粒为一份，共取 5份，

每份约 70 mg，按照 1. 2. 2项下方法制备供试品溶

液，在前述色谱条件下进样检测，根据峰面积与线性

关系计算样本中亚油酸和油酸含量以及含量的

RSD分别为 1. 02 %，0. 85 %，表明制备方法重复性

良好。

2. 2. 4 稳定性试验

取 同 一 供 试 品 溶 液 且 在 同 一 室 温 下 ，按 照

1. 2. 3项色谱条件，分别于 0，3，6，9，12，24，48 h进
样，检测亚油酸与油酸在不同时间下的峰面积，统计

结果并计算得到亚油酸与油酸的峰面积 RSD分别

为 0. 62 %，0. 98 %，结果表明供试品溶液在 48 h内
稳定性良好。

2. 2. 5 加样回收率试验

取已知含量（含亚油酸和油酸分别为 13. 17%，

0. 93%；14. 10%，1. 11%；14. 15%，0. 97%）的供试

品溶液，每个对照品溶液分为 3份，分别准确加入亚

油 酸 和 油 酸 ，亚 油 酸 加 入 质 量 分 别 为 8. 820、
13. 230、17. 640 mg，油酸加入质量分别为 0. 872、
1. 308、1. 744 mg，测定低中高 3个浓度的加样回收

率。按照 1. 2. 3色谱条件下进行洗脱，依据检测到

的亚油酸与油酸峰面积以及线性关系计算目标物的

含量，计算回收率和 RSD，结果见表 1及表 2。
2. 3 样品含量测定

选取 3份红花种子样品，按照 1. 2. 2方法进行提

取，制备供试品溶液，在 1. 2. 3色谱条件下进样检

测，依据标准曲线计算样本中亚油酸与油酸含量。

结 果 显 示 ，亚 油 酸 和 油 酸 在 种 子 中 含 量 分 别 为

12. 32 %，14. 07 %，13. 92 %和 0. 82 %，0. 93 %，

0. 95%，RSD分别为 1. 22%，0. 94%（n=3）。

3 讨 论

本文所测为红花籽的亚油酸含量，亚油酸的质

量分数分别为 12. 32%，14. 07 %，13. 92%，油酸的

质量分数分别为根据预实验使用气相色谱测得种子

的含油率为 20. 696%，结合种子的重量计算得到亚

油酸的含量与文献报道的 75%~85%［2］符合，即可

以准确检测出红花籽中的亚油酸含量。

在采用HPLC⁃UV检测亚油酸与油酸的相关文

献中，样品制备方法都是选取已提取好的油，再通过

碱化、高温回流、酸化等过程，为了建立一种快速、一

图 3 亚油酸与油酸标准曲线

Fig. 3 Calibration curve of linoleic acid and oleic acid
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步的测定方法，本研究对选取材料研磨后，为了保证

样品细胞充分破碎，加入超声步骤，再进行碱化、高

温回流、酸化等过程，并比较了水酶法与回流法的提

取效果。利用水酶法提取操作繁琐，耗时长，在酶解

破乳后检测无目的峰，推测是需要进一步皂化。采

用回流法操作简单快速，目的峰单一且峰形对称，分

离时间较短，符合快速简便的要求，因此选择回流法

进行提取。

通过预实验与查阅文献确定流动相，在此条件

下检测亚油酸和油酸的保留时间分别约 10 min和
15 min，分离时间较短，峰形对称无干扰峰。根据紫

外分光光度计对亚油酸与油酸对照品检测紫外吸收

的情况，选取 203 nm，207 nm，210 nm3种检测波长，

并在高效液相上检测亚油酸与油酸的对照品，确定

亚油酸与油酸的出峰时间，以及对比 3种波长条件

下亚油酸与油酸的吸收值，结果表明 3种波长条件

下亚油酸与油酸均有吸收峰，但 203 nm时吸收峰面

积更大，更容易检测到低含量样品，而本文选取的红

花材料，其中油酸含量较低，在 207 nm、210 nm波长

条件下，检测不到对应的峰，因此选用 203 nm作为

检测波长。

种质资源的遗传多样性是品种选育的基础，对

表 1 红花籽油样品中亚油酸的加样回收率试验

Table 1 Recovery of linoleic acid in samples

称样量/mg

76.9
76.9
76.9
68.2
68.2
68.2
67.3
67.3
67.3

样品中量/mg

10.124
10.124
10.124
9.615
9.615
9.615
9.521
9.521
9.521

加入量/mg

8.82
13.23
17.64
8.82
13.23
17.64
8.82
13.23
17.64

测得量/mg

8.687
13.087
17.514
8.719
13.099
17.519
8.749
13.136
17.553

回收率/%

98
99
99
99
99
99
99
99
100

平均回收率/%

99

99

99

相对标准偏差/%

0

0

0

表 2 红花籽油样品中油酸的加样回收率试验

Table 2 Recovery of oleic acid in samples

称样量/mg

76.9
76.9
76.9
68.2
68.2
68.2
67.3
67.3
67.3

样品中量/mg

0.714
0.714
0.714
0.754
0.754
0.754
0.651
0.651
0.651

加入量/mg

0.872
1.308
1.744
0.872
1.308
1.744
0.872
1.308
1.744

测得量/mg

0.872
1.308
1.744
0.872
1.308
1.744
0.872
1.308
1.744

回收率/%

100
100
100
100
100
100
100
100
100

平均回收率/%

100

100

100

相对标准偏差/%

0

0

0

表 3 样本中亚油酸与 油酸含量测定

Table 3 Content determination of oleic acid and linoleic acid in samples

序号

1
2
3

亚油酸含

量/mg
9.477
9.597
9.366

亚油酸含

率/%
12.32
14.07
13.92

平均值/mg

9.480

相对标准偏

差值/%

1.22

油酸含量/
mg
0.629
0.633
0.641

油酸含率/%

0.82%
0.93%
0.95%

平均值/mg

0.634

相对标准偏

差值/%

0.94
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优良基因的有效挖掘与利用，不仅可以改良红花品

种还可以促进红花的遗传研究［19］。影响红花品种推

广的重要因素是红花种子中含油率的高低，油酸和

亚油酸作为红花籽中两个主要成分，备受关注。高

油酸的品种，抗氧化能力好，侧重于食用，可以用于

煎炸。高亚油酸的红花品种侧重于药用价值，由于

亚油酸含有两个不饱和键，在高温条件下容易发生

氧化反应，一般药用较多，主要用于心血管疾病治

疗。在品种选育时，高油酸与高亚油酸都具有广泛

的市场，需要的是在适于广泛种植的同时提高其中

的含油率。深入了解一个物种的种质资源，离不开

对其进行品质分析，因此建立一种快速简单的检测

方法，有利于对红花种质资源进行评估，为后续的开

发利用提供技术基础。
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