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液相色谱法测定奶油中苯并(a)芘的研究 

吴  腾*, 崔向云, 扎木则仁, 魏文平, 常建军, 宋晓东, 高永亮 

(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司, 呼和浩特  011500) 

摘  要: 目的  建立液相色谱法检测奶油中苯并(a)芘的快速检测方法。方法  试样中的苯并(a)芘经正己烷溶

解提取, 通过苯并(a)芘专用 SPE 小柱分离纯化, 液相色谱-配荧光检测器检测, 通过保留时间定性、外标法定

量。结果  该方法检测苯并芘回收率范围在 88.4%~98.7%之间, 相对标准偏差在 1.23%~3.22%之间, 最低检出

限为 0.3 µg/kg。结论  该方法简单、快速、分离度好, 适用于批量样品的测定。 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for determination of benzo(a)pyrene content in cream by liquid 

chromatography. Methods  Samples were dissolved by n-hexane, and then separated and purified by 

benzo(a)pyrene SPE column. The extracts were detected by high performance liquid chromatography with 

fluorescence detector, qualitative and quantification analyses were achieved by retention time and external standard 

method with peak area, respectively. Results  The recoveries of benzo(a)pyrene were ranged of 88.4%~98.7%, the 

relative standard deviation were 1.23%~3.22%, and the detection limit was 0.3 µg/kg. Conclusion  This method is 

simple and rapid, with a good separating degree, which is suitable for the bath sample determination. 
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1  引  言 

苯并 (a)芘又称 3,4-苯并芘 , 属于多环芳烃类

(PAHs), 是一种常见的高活性间接致癌物[1]。近年来, 

我国出口欧盟和韩国等国家的植物油中多次检测出

苯并(a)芘含量超标, 2010 年“金浩”茶油的超标事件

再次敲响食用油安全的警钟[2]。苯并(a)芘可引发肺

癌、胃癌、膀胱癌及消化道癌等多种癌症[3,4]。苯并

(a)芘还具有致畸性和致突变性, 能通过母体经胚胎

影响子代, 从而引起胚胎畸形或死亡以及幼仔免疫

功能下降[5,6]。 

目前, 苯并(a)芘的检测方法有荧光分光光度计

法[7]、液相色谱-荧光检测器法[8-12]、液相色谱-紫外

检测器法[13,14]、紫外分光光度计法[15]、气相色谱串联

质谱法[16]等。GB/T 22509-2008《动植物油脂苯并芘

的测定反相高效液相色谱法》, 采用去活性的中性氧

化铝层析柱进行前处理, 该方法对油脂的去除效果

有限, 称样量不能大于 0.4 g, 否则不能有效去除油

脂, 而且溶剂消耗量较多、耗时长、方法较繁琐。本

研究采用苯并芘专用 SPE 小柱, 目标物能够在该柱

上很好保留, 而且操作简便、快速、成本较低, 克服

了国标方法的缺点。 
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2  材料与方法 

2.1  试  剂 

苯并芘标准品 (≥ 99.0%, DR. Ehrenstorfer 

GmbH); 正己烷(色谱纯, 天津福晨化学试剂厂); 二

氯甲烷(色谱纯, 天津福晨化学试剂厂)。 

苯并芘专用SPE柱(500 mg/6 mL, 天津博纳艾杰

尔科技有限公司); 硅胶柱(500 mg/6 mL, 天津博纳

艾杰尔科技有限公司)。 

以上试剂, 除特殊注明外均为分析纯试剂, 水

为符合 GB/T 6682规定的一级水 

2.2  仪器与设备 

U3000 型液相色谱仪(配荧光检测器, 美国戴安

公司); 梅特勒天平(万分之一天平, 十万分之一天平, 

瑞士梅特勒-托利多公司); MS3 basic 型漩涡混合器

(德国 IKA 公司 );固相萃取装置 (Agela); 氮吹仪

(Organomation Associates, Jnc)。 

2.3  标准溶液配制 

苯并芘标准储备液: 准确称取适量的苯并芘标

准品, 用正己烷配制成浓度为 0.01 mg/mL 的标准储

备液溶。4 ℃避光保存, 有效期为 6个月;  

苯并芘标准工作液: 用苯并芘标准储备溶液配

制浓度为 0.01 µg/mL 的标准工作液 4 ℃避光保存, 

有效期为 6个月。 

2.4  实验方法 

2.4.1  样品预处理 

称取混合均匀的试样约 0.4 g(精确到 0.1 mg)于

50 mL离心管中, 加入 3 mL正己烷涡旋溶解, 作为

待净化液。 

2.4.2  SPE 净化过程 

由于奶油基质中含有部分水分, 直接上样会影

响净化效果。需要在苯并芘专用柱上串联硅胶固相萃

取柱, 固相萃取方法如下:  

活化: 先加入 5 mL 二氯甲烷, 待溶液流完后再

加入 5 mL正己烷。 

上样: 将待净化液上样到 SPE柱上, 然后再用 3 

mL正己烷润洗离心管, 将润洗液上样到柱上。 

淋洗: 取 5 mL 正己烷淋洗串联柱, 待溶液完全

滴至苯并芘专用柱中, 将硅胶柱弃去, 再取 5 mL 正

己烷淋洗苯并芘专用柱, 弃去淋洗液。 

洗脱: 5 mL二氯甲烷, 收集于试管中。 

浓缩: 将洗脱液在 40 ℃下氮气吹干, 用 1 mL正

己烷定容, 涡旋溶解, 过 0.22 µm有机滤头, 收集于 2 

mL进样瓶中, 待测。 

2.4.3  结果计算 

试样中苯并(a)芘的含量 X(µg/kg):  

1000
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 

s

s
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式中:  

X: 试样中苯并芘的含量, µg/kg;  

A: 试样的峰面积;  

Cs: 标准溶液的浓度, µg/mL;  

V: 试样定容体积, mL;  

As: 标准溶液的峰面积;  

m: 试样质量, g。 

2.5  色谱条件 

色谱柱: 艾杰尔 C18色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5.0 

µm)或相当者; 流速: 1.0 mL/min; 流动相: 乙腈:水

=88:12; 进样量: 20 µL; 柱温: 30 ℃; 发射波长: 406 

nm; 激发波长: 384 nm。 

备注: 以上仪器条件是参考条件, 在实际操作

过程中可以根据样品特性和仪器状态做适当调整。 

3  结果与讨论 

3.1  准确度和精密度 

在奶油样品中加入 3 个浓度水平的双甲脒进行

加标回收率试验, 回收率范围在 88.4%~98.7%之间、

RSD范围在 1.23%~3.22%之间; 见表 1。 

 
表 1  样品的准确度和精密度分析(n=6) 

Table 1  Results of accuracy and precision test (n=6) 

样品名称 加标量(µg/kg) 平均结果(µg/kg) 回收率(%) RSD(%) 

奶油 

2.5 2.32 88.4～96.4 3.22 

5.0 4.83 95.6～98.6 1.23 

10.0 9.69 94.8～98.7 1.58 
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3.2  检出限 

使用 20次空白基质样品进行检出限验证(S/N>3), 

检出限计算公式:  

XL=Xb+K×Sb 
式中: Xb——空白多次测得信号的平均值;  

Sb——空白多次测得信号的标准偏差;  

K——根据一定置信水平确定的系数。 

当 K=3时, XL对应的样品浓度即为 90%置信度

的方法检出限(LOD90%)按以上公式计算得到的检出

限为 0.3 µg/kg。 

3.3  讨  论 

由于奶油基质中含有部分水分, 直接上样会影

响净化效果, 而且回收率与精密度都达不到要求, 所

以, 需要在苯并芘专用柱上串联硅胶固相萃取柱。 

当流动相为乙腈-水(88:12, V:V)时, 苯并(a)芘色

谱峰与杂质峰能获得良好的峰型和分离度, 因此,选

用乙腈-水(88:12, V:V)作为检测苯并(a)芘的流动相。 

3.4  相关图谱 

标准溶液色图谱、本底样品色谱图、加标样品色

谱图如下:  

 

 
 

图 1  标准溶液色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of standard solution 
 

 
 

图 2  本底样品色谱图 

Fig. 2  Chromatogram of background sample 
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图 3  加标样品色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of spiked sample 
 
 

4  结  论 

本研究建立了一种奶油中 Bap 检测的液相色谱

方法。该方法前处理简单、重复性好、分析时间短, 检

出限为 0.3 µg/kg, 平均回收率范围为 88.4%~98.7%, 

RSD范围为 1.23%~3.22%, 能较好的满足奶油中 Bap

的快速检测需求。 
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