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评定高效液相色谱法测定植物油中苯并芘的 

不确定度 

黄丹丹, 段云鹏, 付  滔, 蔡小钦, 黄思瑜* 

(重庆市食品药品检验检测研究院, 重庆  401121) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法测定植物油中苯并芘含量的不确定度。方法  采用高效液相色谱法测定

植物油中苯并芘的含量, 建立数学模型, 根据不确定度评定相关规则和标准对实验过程中的不确定度因素包

括标准溶液的配制、标准曲线的拟合、回收率等进行不确定度评定。结果  当植物油中苯并芘含量为 1.36 μg/kg

时, 其扩展不确定度为 0.18 μg/kg (P=95%, k=2)。结论  植物油中苯并芘测定的不确定度主要来源有标准溶液

的配制、标准曲线拟合和重复性。 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of the benzo (a) pyrene in vegetable oil by high performance 

liquid chromatography (HPLC). Methods  The content of benzo (a) pyrene in vegetable oil was detected by HPLC. 

Based on the uncertainty evaluation and standard, a mathematical model was established, and the uncertainty resource 

of the experience process, including the preparation of standard curve, the fitting of standard curve and the recovery 

were evaluated. Results  When the content of benzo (a) pyrene in vegetable oil was 1.36 μg/kg, the expanded 

uncertainty was 0.18 μg/kg (P=95%, k=2). Conclusion  The uncertainty of determination of Benzo (a) pyrene in 

vegetable oil mainly comes from the preparation of standard solution, standard curve fitting and repeatability. 
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1  引  言 

苯并芘是多环芳烃类致癌性最强的一种有毒有害化

合物, 是世界卫生组织确认的 3 大致癌物之一[1]。苯并芘

含量较高的食品有熏烤食品、油炸食品、植物油等, 主要

产生原因有: 熏烤食品中的燃料不完全燃烧会使烟中含有

大量苯并芘, 可附着于食品表面并逐渐迁移至内部[2]; 食

品中的有机物在高温条件下, 脂肪、甘油三酯等裂解产生

自由基, 经过热聚合形成苯并芘; 植物油的生产加工工艺

不当会导致苯并芘的残留[3]; 在加工(机械润滑油泄露、沥

青路面晒粮食)、贮存、包装(包装纸上的不纯石蜡油)过程

中食品也易受到苯并芘的污染[4,5]。我国《食品国家安全标

准 食品中污染物限量》[6]明确规定了各类食品中苯并芘的

限量范围 , 谷物及其制品、熏烧烤肉、熏烤水产品小于    
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5 μg/kg, 油脂及其制品小于 10 μg/kg。 

苯并芘具有较强的脂溶性, 因而油脂极易受到污染[7], 

近年我国已将植物油列入食品安全监督抽检和风险监测的

重点监控食品[8,9], 本研究采用国标方法 GB 5009.27-2016

《食品安全国家标准 食品中苯并芘的测定》[10], 利用高效

液相色谱荧光法检测植物油中苯并芘的含量 [11], 并依据

JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[12]分析实验

过程各因素产生的不确定度, 确定影响检验结果不确定度

的主要因素, 以期提高植物油中苯并芘检测精准度, 对检

验过程的质量控制产生指导意义[13]。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Ultimate3000 高效液相色谱仪(美国赛默飞公司); SQP

电子天平(德国赛多利斯公司); RV10 旋蒸仪(德国艾卡公

司); MD200-2 氮吹仪(杭州奥盛仪器有限公司)。 

食用植物油 (市售 ), 苯并芘标准溶液 (100 μg/mL, 

Sigma 公司), 正己烷(色谱纯, Tedia 公司), 中性氧化铝柱

(30 mL, 60 mg, Agela 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液配置 

吸取苯并芘标准溶液 (100 μg/mL)100 μL 定容至   

100 mL 容量瓶中, 得到浓度为 100 ng/mL 的标准工作液, 

再将工作液逐级稀释为 0.5、1.0、5.0、10.0、20.0 ng/mL

的系列标准溶液。 

2.2.2  样品制备 

称取 0.4 g 左右的食用植物油, 加入 5 mL 正己烷溶解

待净化, 用 30 mL 正己烷活化中性氧化铝柱, 加入待净化

液, 继续用 50 mL 正己烷洗脱, 收集洗脱液, 将净化液旋

蒸至约 1 mL, 转移至氮吹管, 氮吹至近干后加 1 mL 乙腈

定容, 涡旋溶解后过 0.45 μm 微孔滤膜。 

2.2.3  色谱条件 

色谱柱: 安捷伦C18柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 洗脱方式: 

等度洗脱; 流动相: 乙腈: 水=88:12, (V/V); 流速: 1 mL/min; 进

样量: 20 μL; 激发波长: 384 nm; 发射波长: 406 nm。 

2.3  数学模型 

待测样品中苯并芘含量计算公式:  

1000

1000

C V
X =

m


  

X: 试样中苯并芘含量, μg/kg; C: 样品浓度, ng/mL;  

V: 试样最终定容体积, mL; m: 试样质量, g。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

通过分析实验流程, 苯并芘不确定度的来源主要有: 

样品称量、标准溶液的配制、标准曲线的拟合、重复性(随

机效应)、回收率(样品处理)等。 

3.2  标准品引入的不确定度 

标准品苯并芘引入的不确定度由苯并芘标准溶液

的浓度、标准溶液的配制和标准曲线的拟合 3 个部分  

组成。 

3.2.1  标准溶液浓度的不确定度 

采用 B 类评定方法, 根据标准物质证书提供的信息, 

苯并芘的浓度为 100 μg/mL, 不确定度为 3%, 在置信区间

为 95%, 按均匀分布计算, 包含因子 k=2, 由苯并芘标准品

引入的相对标准不确定度为:  

  rel
( ) 3%

( ) 100% 100% 0.015%
2 100

u std
u std

k C
    

 
 

3.2.2  标准溶液配制引入的不确定度 

标准溶液配制过程中使用 200 μL 的移液器吸取   

100 μL 的苯并芘标准溶液, 按矩形分布考虑, k= 3 , 标准

不确定度为[14]:   

( )
200 2%

=
3

a
u

k


移液器 =2.31 μL 

( )
rel( )

2.31
= 0.023

100

u
u

V
 移液器

移液器  

配制过程中使用的其他玻璃器具, 均按矩形分布考

虑, k= 3 , 相对标准不确定度如表 1 所示[15]。 

配 制 标 准 溶 液 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为

2
rel 2( ) 2.49 10u std   。 

3.2.3  标准曲线拟合引入的不确定度 

对 5 个不同浓度的苯并芘标准溶液进行测定, 每个

标准点测量 3 次 , 以苯并芘浓度为横坐标 , 峰面积为   

纵坐标 , 通过直线拟合得到标准曲线 , 见表 2 所示 , 

Y=129736X, r2=1。 

对样品进行 2 次平行测定 , 得到样品浓度均值为

X =0.5850 ng/mL。标准溶液浓度平均值 x =7.3 ng/mL,      

标 准 曲 线 的 标 准 偏 差 为 1
[ ]

2

n
i ii

Y kx
s

n
 





               

=4.97×103, 由 标 准 曲 线 引 入 的 不 确 定 度 公 式 为     

2

3
1 1 ( )

( )
( )

n
ii

s x x
u std

k p n x x


  


, 其中 k=129736, p=2, n=15, 

3 2 3

3 15

4.97 10 1 1 (0.5850 7.3) 4.97 10
( )

2 15 129736( )ii

u std
k c c

  
   


 

21 1 (0.5850 7.3)
0.33

2 15 778.99


    

相对标准不确定度 3
rel 3

( ) 0.033
( ) 0.056

0.5850

u std
u std

x
   。 
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表 1  标准溶液配制过程计量器具引起的相对标准不确定度 
Table 1  The relative uncertainty of meter in preparation standard  

计量器具 使用体积/mL 使用次数/次 最大允许误差/mL 包含因子 相对标准不确定度 

0.5 mL 移液管 0.5 1 0.005 3  5.77×103 

1 mL 移液管 1 2 0.008 3  6.53×103 

2 mL 移液管 2 1 0.010 3  2.89×103 

5 mL 移液管 5 1 0.015 3  1.73×103 

100 mL 容量瓶 100 4 0.1 3  1.15×103 

10 mL 容量瓶 10 2 0.02 3  1.63×103 

 
表 2  系列标准溶液峰面积的测定结果 

Table 2  Determination of peak area of series standard solutions 

浓度 C/(ng/mL) 峰面积 Y1 峰面积 Y2 峰面积 Y3 平均值 

0.5 69818.523 64370.992 70604.793 68264.769 

1.0 128745.757 128666.778 135947.227 131119.921 

5.0 647488.863 635032.293 652758.120 645093.092 

10.0 1295369.022 1294693.475 1298067.733 1296043.410 

20.0 2595789.634 2596981.863 2595626.433 2596132.643 

 
 

3.2.4  标准溶液合成标准不确定度 

2 2
rel rel 1 rel 2 rel 3( ) ( ) + ( ) + ( ) =0.061u std u std u std u std  

3.3  样品制备引入的不确定度 

3.3.1  电子天平的不确定度 

称取植物油脂样品 0.400 g。根据天平校准证书 ,    

允许误差为 u=0.1 mg, 按均匀分布计算 , k= 3 , 不     

确 定 度 为 2
0

0.1
( ) 5.77 10

3

u
u m

k
    , 称 量 时 采 用      

去 皮 清 零 法 , 由 此 引 入 的 不 确 定 度 为

2 2
0( ) 2 ( ) 2 0.0577 0.082u m u m     mg, 则相对不确

定度为 4
rel

( )
( ) 2.05 10

u m
u m

m
   。 

3.3.2  定容体积引入的不确定度 

样品氮吹至近干后 , 用 1 mL 移液管吸取 1 mL     

乙 腈 定 容 , 其 相 对 标 准 不 确 定 度 为

3
rel

0.008
( ) 4.62 10

1 3

u
u V

V k
   

 
。 

3.3.3  样品净化引入的不确定度 

样品前处理需经中性氧化铝柱净化, 对结果的回收

率会产生一定的影响, 引入不确定度, 本文采用加标回收

的方式进行评定, 在样品中加入 25 μL 20 ng/mL 的苯并芘

标准溶液, 经检测计算回收率结果如表 3 所示:  

标 准 差 2
i

1
( ) ( ) 0.0028

1
n

is R X X
n

  
  , 

R=88.3%, 不确定度
( )

( ) 0.0011
s R

u R
n

  , 相对标准不确

定度 rel
( )

( ) 0.0013
u R

u R
R

  。 

 
表 3  食用油中苯并芘加标回收结果 

Table 3  Recovery of benzo (a) pyrene in vegetable oil  

 1 2 3 4 5 6 

本底值/ng 0.5837 0.5837 0.5837 0.5837 0.5837 0.5837

测量值/ng 1.02 1.04 1.03 1.03 0.98 1.06 

加标量/ng 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

回收率/% 87.00 91.00 89.00 89.00 79.00 95.00

 
3.3.4  样品制备的合成标准不确定度 

2 2 2
rel rel rel rel( ) ( ) ( ) ( ) 0.0048u C u m u V u R     

3.4  测量重复性产生的不确定度 

同一样品进行 6 次平行测定, 结果分别为 1.36、1.30、

1.40、1.26、1.28、1.47 μg/kg, 平均值为X=1.35 μg/kg,    

相对标准偏差为 21
( ) ( ) 0.081

1
n

ii
s rep x x

n
  

  , 标  

准不确定度为
( )

( ) 0.033
s rep

u rep
n

  , 相对不确定度为

rel
( ) 0.033

( ) 0.024
1.35

u rep
u rep

X
   。 
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3.5  合成标准不确定度及扩展不确定度 

3.5.1  合成标准不确定度 

各相对标准不确定度分量合成:  

2 2 2
rel rel rel rel( ) ( ) ( ) ( )u X u std u C u rep    

3.5.2  扩展不确定度 

取置信概 率 P=95%, k=2, 则扩展不 确定度为 : 

rel ( ) 0.066 2 1.36 0.18u u X k X       。 

3.5.3  不确定度报告 

X=(1.36±0.18) μg/kg (k=2, P=95%)。 

3.5.4  不确定度各分量结果 

所有相对标准不确定度的分量汇总如表 4。 
 

表 4  各分量的相对标准不确定度 
Table 4  The relative uncertainty of different components 

项目 分量 相对标准不确定度/% 

标准物质 std1 0.015 

标准溶液稀释 std2 2.49 

标准曲线拟合 std3 5.6 

样品称量 m/mg 0.0205 

样品定容 V/mL 0.462 

重复性 rep 2.4 

回收率 R/% 0.13 
 

4  结  论 

植物油中苯并芘含量的测量不确定度来源于标准溶液

稀释、标准曲线拟合和重复性测定, 标准溶液稀释引入的不

确定度和选择的计量器具有一定关系; 标准曲线的拟合引

入的不确定度和检测值的浓度有一定相关性。当植物油中苯

并芘含量为 1.36 μg/kg 时, 其扩展不确定度为 0.18 μg/kg 

(P=95%, k=2)。因此在实际检测工作中, 要严格把控标准溶

液的配制过程, 选择精密度高的器具; 调整标准曲线的线性

范围使待测点尽量在标准曲线的中间范围, 可适当增加低

浓度的标准点; 增加平行样的测定, 规范操作, 提高人员技

能, 减少人为误差, 以提高检测结果的准确性。 
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