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串联分子印迹固相萃取-高效液相色谱法 

测定食用油中苯并(a)芘 

金雪锋 1, 薛昆鹏 1,2*, 任兴发 2, 屠炳芳 2 

(1. 嘉兴市第一医院湘家荡分院, 嘉兴  314002; 2. 浙江月旭材料科技有限公司, 金华  321016) 

摘  要: 目的  建立一种分子印迹固相萃取-高效液相色谱法测定食用油中苯并(a)芘的含量的分析方法。方法  

在 GB 5009.27-2016《食品中苯并(a)芘的测定》试样处理方法基础上, 进一步使用 Welchrom® Silica 硅胶固相

萃取小柱串联 Welchrom® BAP-2 分子印迹固相萃取小柱对多种食用油基质进行净化。试样中目标物采用

Ultimate® XB-C18(4.6 mm×250 mm, 5 µm)色谱柱分离, 以乙腈和水(88:12, V:V)为流动相进行等度洗脱, 于激发

波长 370 nm、发射波长 425 nm 处进行检测。结果  食用油试样经串联固相萃取小柱净化, 除杂的效果好、

回收率高。线性范围为 1.0~100.0 µg/mL, 线性相关系数 r 在为 0.9999, 回收率在 88.7%~101.3%之间, 检出限

为 0.5 μg/kg。结论  本文建立的方法简便、灵敏度高、准确性好, 适用于食品中苯并(a)芘的定性定量分析。 

关键词: 高效液相色谱法; 苯并(a)芘; 分子印迹固相萃取; 食用油 

Determination of benzo(a)pyrene in cooking oil by tandem molecularly 
imprinted solid phase extraction-high performance liquid chromatography 

JIN Xue-Feng1, XUE Kun-Peng1,2*, Ren Xing-Fa2, TU Bing-Fang2 

(1. Jiaxing First Hospital Xiangjiadang Branch, Jiaxing 314002, China; 2. Welch Materials (Zhejiang) Co., Ltd., 
 Jinhua 321016, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of benzo(a)pyrene in edible oil by molecularly 

imprinted solid phase extraction-high performance liquid chromatography. Methods  Based on the sample 

processing method of GB 5009.27-2016 Determination of benzo(a)pyrene in foods, Welchrom® Silica silica solid 

phase extraction cartridges were connected in series with Welchrom® BAP-2 molecularly imprinted solid phase 

extraction cartridges for purification several edible oil. The target in the sample was separated by a Ultimate® XB-C18 

(4.6 mm×250 mm, 5 μm) column. The acetonitrile and water (88:12, V:V) was used as mobile for isocratic elution, 

and the sample was detected at an excitation wavelength of 370 nm and an emission wavelength of 425 nm. Results  

The results showed that cascaded SPE column provided good impurity elimination and high recovery on cooking oil 

sample. The calibration curves showed a good linearity with correlation at 0.9999. The linear range for the 

quantification of benzo(a)pyrene were 1.0-100.0 µg/mL. The recoveries of the method were 88.7%-101.3%. The 

limits of detection were 0.5 μg/kg. Conclusion  This method is simple, sensitive, accurate and is suitable for the 

quantitative analysis of the benzo(a)pyrene in edible oil samples. 
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1  引  言 

苯并(a)芘[benzo(a)pyrene]是一种多环芳烃类化合物, 

其化学结构式如图 1 所示, 苯并(a)芘的化学性能非常稳定, 

是一种极其强烈的致癌性物质。食用油的生产工艺过程中

由于温度控制不当会产生一定量的苯并(a)芘, 并且, 目前

市场上越来越引发人们关注的“地沟油”问题其苯并(a)芘

的重要的来源就是油反复受热过高和长时间高温受热导致

的[1]。因此, 对于食用油中苯并(a)芘的检测愈发重要, 对于

保障大众的食品安全具有重要意义。 

目前, 常用于检测苯并(a)芘的方法主要有荧光分光

光度法 [2] 、高效液相色谱法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)[36]、高效液相色谱-质谱法(high 

performance liquid chromatography-mass spectrometry, 
HPLC-MS)[7,8] 、 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (high 

performance liquid chromatography-mass spectrometry/mass 
spectrometry, HPLC-MS/MS)[9]、超高效液相色谱法(ultra 

performance liquid chromatography, UPLC)[10]、气相色谱-

质谱法(gas chromatography-mass spectrometer, GC-MS)[11]

和 凝 胶 渗 透 色 谱 法 (gel permeation chromatography, 

GPC)[12,13]等。然而, 上述这些检测方法均存在一些问题: 

有的前处理步骤复杂、有的仪器设备贵、有的灵敏度低、

有 的 需 要 消 耗 大 量 的 有 机 溶 剂 等 。 国 家 标 准 GB 

5009.27-2016[14]推荐的检测方法主要是利用中性氧化铝固

相萃取小柱或分子印迹固相萃取小柱对样品进行净化, 然

后用高效液相色谱-荧光法对苯并(a)芘进行分析检测, 方

法简便快速、灵敏度高。但是, 中性氧化铝固相萃取小柱方

法仍然存在一些问题, 主要表现为中性氧化铝小柱的填料

的活性不易控制、洗脱速度慢以及回收率难以得到保证等问

题[3]; 而单纯采用分子印迹固相萃取小柱又存在对菜籽油、

大豆油等基质无法完全去除油脂杂质的干扰进而影响检测

等问题[4]。因此, 本研究采用串联新型分子印迹(molecular 

imprinted polymers, MIP)聚合物填料小柱对食用油进行前处

理净化, 将去除油脂成分的硅胶小柱串联在分子印迹小柱

上面, 对油脂基质进行预吸附, 然后再使用分子印迹小柱进

一步净化, 以克服国家标准 GB 5009.27-2016 方法存在的众

多缺点。本文建立的苯并(a)芘检测方法具有高效、准确性

好、重现性好等优点, 极其适用于食用油中苯并(a)芘的准确

定量, 为相关检测工作提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  样品来源 

主要实验材料为 6 种食用油, 分别为菜籽油 1 号、菜

籽油 2 号、玉米油 1 号、玉米油 2 号、调和油 1 号和调和

油 2 号, 所有样品均购置于金华市区的农贸市场。 

 

 
 

图 1  苯并(a)芘的化学结构式 

Fig.1  Structure of benzo(a)pyrene 
 

2.2  仪器与试剂 

LC-20AD 高效液相色谱仪(日本岛津公司); JP-020S

超声波清洗器(深圳市洁盟清洗设备有限公司); HSC-12B

氮吹仪(天津市恒奥科技发展有限公司); XW-80A涡旋混合

仪 振 荡 器 ( 海 门 市 其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司 ); 

Welchrom®12 位真空固相萃取装置(浙江月旭材料科技有

限公司); Welchrom®Silica 硅胶固相萃取小柱和 Welchrom® 

BAP-2 分子印迹固相萃取小柱, (规格均为 500 mg/6 mL, 

使用时将 Welchrom® Silica 硅胶固相萃取小柱用 SPE 转接

头连接在 Welchrom® BAP-2 分子印迹固相萃取小柱上面串

联使用)(浙江月旭材料科技有限公司)。 

乙腈、正己烷和二氯甲烷(色谱纯, 德国 Merck 公司); 

苯并(a)芘(分析标准品, 国家标准物质研究中心); 实验用

水为娃哈哈超纯水(色谱级, 杭州娃哈哈集团有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  实验试剂的配制 

标准储备液: 将 100 ng/mL 的苯并(a)芘标准溶液用乙

腈: 四氢呋喃(90:10, V:V)混合液逐级稀释成浓度为 0、1.0、

2.0、5.0、10.0、50.0 和 100.0 ng/mL 的标准系列溶液, 质

量浓度为 1.0~100 ng/mL。 

2.3.2  样品的提取 

精确称取 0.5 g 样品置于 15 mL 离心管, 加入 5 mL 正

己烷, 涡旋混合 1 min 后, 待净化。 

2.3.3  样品的净化 

样品的 SPE 净化分为以下 5 个步骤: ①活化: 向串联

的固相萃取小柱中依次加入 5 mL 二氯甲烷和 5 mL 正己烷; 

②上样: 将前述步骤中所得的待净化溶液加入活化后小柱

中, 控制流速为 2~3滴/s; ③淋洗: 加入 5 mL正己烷, 然后

将上端的硅胶小柱去掉, 再加入 5 mL 正己烷淋洗下端的

BAP-2 分子印迹固相小柱; ④洗脱: 加入 5 mL 二氯甲烷洗

脱下端的 BAP-2 小柱, 收集洗脱液, 并将 BAP-2 小柱抽干, 

合并收集的洗脱液; ⑤定容: 将洗脱液置于 40 oC 水浴条
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件下氮吹至近干, 然后用乙腈复溶并定容至 1.0 mL。过

0.22 µm PTFE 滤膜, 滤液上 HPLC 仪器检测。 

2.3.4  色谱条件 

色谱柱 : 月旭 Ultimate® XB-C18 色谱柱 (4.6 mm×   

250 mm, 5 μm); 流动相 : 乙腈 :水=88:12, V:V; 流速 :    

1.0 mL/min; 柱温: 30 ℃; 进样量: 10 μL; 荧光检测器激发

波长 370 nm, 发射波长 425 nm。 

3  结果与分析 

3.1  样品溶剂的选择 

苯并(a)芘稳定性良好, 不溶于水, 溶于苯、甲苯、三

氯甲烷等有机剂。正己烷为烷烃, 与脂肪酸、脂肪烃和芳

香烃均有良好的互溶性。实验过程中采用正己烷溶解食用

油样品, 并采用正己烷作为淋洗液去除油脂杂质。并且, 

实验过程中参考 GB 5009.27-2016 国标的方法选择二氯甲

烷作为洗脱液。 

3.2  色谱柱及流动相的选择 

本文以简单的乙腈-水作为流动相体系, 考查了 Ultimate® 

XB-C18(4.6 mm×250 mm, 5 µm)、Topsil® C18(4.6 mm×250 mm, 

5 µm)、Xtimate® C18(4.6 mm×250 mm, 5 µm)这 3 种色谱柱对

苯并(a)芘的分离效果。结果表明, 在相同条件下 3 种色谱柱

均对苯并(a)芘均具有较好的峰型, 考虑到 Ultimate® XB-C18

色谱柱的通用性最强, 出峰时间也相对较为理想众多因素, 

因而本文选择 Ultimate® XB-C18色谱柱进行食用油中苯并(a)

芘的测定。苯并(a)芘的色谱图如图 2 所示。 

 

 
 

注: a. Xtimate® C18 色谱柱; b. Topsil® C18 色谱柱; c. Ultimate® 

XB-C18 色谱柱。 

图 2  苯并(a)芘标样色谱图 

Fig. 2  Chromatograms of benzo(a)pyrene standard solution 
 

3.3  样品净化固相萃取小柱的选择 

按 照 GB 5009.27-2016 的 要 求 采 用 商 业 化 的

Welchrom® BAP-2 分子印迹固相萃取小柱对食用油进行前

处理净化。实验过程中以菜籽油为检测对象, 考察了单独

用 Welchrom® BAP-2 分 子 印 迹 固 相 萃 取 小 柱 和 用

Welchrom® Silica 硅胶固相萃取小柱串联 Welchrom® BAP-2

分子印迹固相萃取小柱 2 种前处理方式对食用油的净化效

果。结果表明: 仅仅采用 Welchrom® BAP-2 分子印迹固相

萃取小柱, 对油脂杂质的去除效果并不完全, 从而造成对

目标物的检测造成一定的干扰。而采用改进的串联的固相

萃取小柱则可以极大程度地去除油脂杂质的干扰, 因而本

文 采 用 Welchrom® Silica 硅 胶 固 相 萃 取 小 柱 串 联

Welchrom® BAP-2 分子印迹固相萃取小柱对食用油进行前

处理净化。如图 3 所示, 经过分子印迹固相萃取净化以后, 

基本去除了食用油中油脂等杂质成分对苯并(a)芘目标物

的干扰。 
 

 
 

注: a. Welchrom® BAP-2 分子印迹固相萃取小柱; 2. Welchrom® 

Silica 硅胶固相萃取小柱串联 Welchrom® BAP-2 分子印迹固相萃

取小柱。 

图 3  空白样品经 SPE 小柱净化后添加苯并(a)芘液相色谱图 

Fig. 3  Chromatograms of benzo(a)pyrene added to blank sample 
purified by SPE columnin 

 

3.4  方法的线性范围、灵敏度与回收率 

在“2.3”优化条件下, 对苯并(a)芘标准溶液进行测定, 

采用峰面积定量, 将逐级稀释的标准溶液分别进样 10 µL, 

测定结果经线性回归, 实验结果表明: 苯并(a)芘含量与峰

面积的线性曲线方程(Y 为峰面积, X 为进样浓度, ng/mL)为

Y=267839.4X+7180, 相 关 系数 为 0.9999, 线 性 范围 为

1.0~100 μg/mL, 其定量限为 1.0 μg/kg。以基线 3倍噪音(S/N

＝3)考察了苯并(a)芘的检出限(limit of detection,  LOD), 

计算得到其检出限为 0.5 μg/kg。 

以菜籽油为基质, 分别加入 3 种不同浓度的苯并(a)芘

标准溶液, 样品经过提取净化后测定, 计算加标回收率和

精密度, 结果如表 1 所示。实验结果表明: 3 种浓度加标水

平下, 食用油样品加标回收率在 88.7%~101.3%之间, 相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD)在 1.1%~3.8%之

间, 均满足实验要求。 
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表 1  苯并(a)芘回收率测定结果(n=6) 
Table 1  Recovery results of the benzo(a)pyrene (n=6) 

样品名称 
加标量
/(μg/kg) 

平均结果
/(μg/kg) 

回收率/% RSD/% 

菜籽油 

5.0 4.4 89.0~91.5 3.8 

10.0 9.7 92.8~95.4 3.2 

30.0 29.1 93.9~99.7 2.3 

大豆油 

5.0 4.3 88.7~92.1 3.4 

10.0 9.5 92.0~95.9 2.5 

30.0 28.7 92.3~97.2 1.8 

调和油 

5.0 4.7 93.4~96.8 2.7 

10.0 9.7 96.1~98.6 1.2 

30.0 29.4 97.5~101.3 1.1 

 

3.5  实际样品测定 

实验中从市场上购得 6 种食用油样品, 按照上述实验

方法进行测定, 结果表明 2 种调和油样品均未检出苯并(a)

芘, 而 2 种菜籽油和 2 种大豆油均能够检测出苯并(a)芘, 

含量分别为 1.4、1.8、1.0 和 1.2 μg/kg。国标标准 GB 

2762-2017 规定 , 油脂及其制品中苯并 (a)芘的限量为    

10 μg/kg[15], 因此 6 种食用油样品均未超标。鉴于抽样的产

品种类较少, 因而本方法在其他类型的基质中的适用性还

需要进一步验证。 

4  结  论 

本文建立了串联分子印迹固相萃取—高效液相色谱

法检测食用油中苯并(a)芘的分析方法。该方法具有简单准

确、分析时间短和检测效率高等特点。同时, 实验过程中

改进了样品前处理净化方法, 极大程度避免杂质成分对目

标物的干扰, 节省了大量的有机试剂, 且方法回收率较高。

本文建立的方法极其适用于国家标准 GB 5009.27-2016 中

规定的食品中苯并(a)芘的定量分析。 
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“食源性致病微生物”专题征稿函 

 

食源性疾病是指通过摄食而进入人体的有毒有害物质(包括生物性病原体)等致病因子所造成的疾病。近年来, 由食源

性致病微生物菌污染食物导致中毒或死亡事件在全球频发, 食源性致病微生物引起的疾病已成为危害人类健康的头号杀手。

食源性疾病患的发病率居各类疾病总发病率的前列, 是当前世界上最突出的公共健康卫生问题。 

鉴于此, 本刊特策划“食源性致病微生物”专题, 由上海交通大学施春雷教授担任专题主编, 主要围绕食源性致病微生

物新型快速检测技术、食源性致病微生物的分离与检测、食源性致病微生物的毒力与耐药性、食源性致病微生物风险评估、

食源性致病微生物的监测与风险控制与监测分析, 食源性致病微生物防控与风险评估等展开论述和研究。本专题计划在

2019 年 9 月正刊出版。 

鉴于您在该领域丰富的研究经历和突出的学术造诣, 主编吴永宁技术总师及专题主编施春雷教授特别邀请您为本专题

撰写稿件, 综述、研究论文、研究简报均可, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。请在 2019 年 7 月 10 日前通过网

站或 Email 投稿。我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。 

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 再次感谢您的关怀与支持！ 

投稿方式: 注明“食源性致病微生物”专题 

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: jfoodsq@126.com 
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