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液相色谱法测定油脂及其制品中苯并(a)芘含量 

滕小沛, 阮丽萍, 刘华良* 

(江苏省疾病预防控制中心, 南京  210009) 

摘  要: 目的  建立液相色谱法测定油脂及其制品中苯并(a)芘的方法。方法  试样经过正己烷提取, 中性氧

化铝或分子印迹小柱净化, C18 色谱柱分离, 荧光检测器检测。结果  方法的线性范围为 0.5~20 μg/L, 线性相

关系数为 0.9999, 最低定量浓度(the limit of quantity, LOQ)为 0.5 μg/kg, 在 0.5、5、15 μg/kg 3 个添加水平下平

均回收率为 75.5%~93.8%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 3.0%~9.6%。结论  该方法准确度

与精密度满足 GB/T 27404 规定 , 定量限满足 GB 2762 实施要求 , 被用于修订 GB/T 5009.27-2003 为         

GB 5009.27-2016。 
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Determination of benzo(a)pyrene in fats and oils and their products by 
liquid chromatography 

TENG Xiao-Pei, RUAN Li-Ping, LIU Hua-Liang* 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of benzo(a)pyrene in fats and oils and their 

products samples by liquid chromatography (LC). Methods  The samples were extracted by N-hexane, purified by 

neutral alumina or molecularly imprinted column, separated by C18 column and detected by fluorescence detector. 

Results  The method showed a good linearity in the range of 0.520 μg/L with correlation coefficients of 0.9999, 

and the limit of quantitation (LOQ) was 0.5 μg/kg. The average recoveries were 75.5%93.8% at the spiked level of 

0.5, 5, 15 μg/kg with the relative standard deviation (RSD) of 3.0%9.6%. Conclusion  The accuracy and precision 

of this method meet the requirements of GB/T 27404. The limit of quantitation meets the implementation 

requirements of GB 2762. This method has been used to revise GB/T 5009.27-2003 to GB 5009.27-2016. 
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1  引  言 

苯并(a)芘(benzo(a)pyrene), CAS 号 50-32-8, 分子式

C20H12, 相对分子质量 252.32, 熔点 79 ℃, 沸点 475 ℃, 为

无色至淡黄色晶体, 不溶于水, 微溶于乙醇、甲醇, 溶于

苯、甲苯、二甲苯、氯仿、乙醚、丙酮等。其化学性质稳

定, 但在光照下易降解。苯并(a)芘是动物致癌物, 是可能

的人类致癌物 , 是食品加工过程形成的有害物 [1]。GB 

2762-2017《食品安全国家标准 食品中污染物限量》规定

油脂及其制品中苯并(a)芘限量为 10 μg/kg[2]。欧盟法规

Regulation(EC)No 835/2011 相应的限量为 2 μg/kg[3]。 

GB/T 5009.27-2003《食品中苯并(a)芘的测定》中的苯
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并(a)芘检测方法为荧光分光光度法[4]。样品经环己烷稀释、

二甲基甲酰胺萃取、环己烷反萃取、手工装填氧化铝柱层

析净化、乙酰化纸色谱分离、荧光斑点溶解、荧光分光光

度法定量。 

GB/T 22509-2008《动植物油脂苯并(a)芘的测定 反相

高效液相色谱法》(等同采用了 ISO 15302:2007)中, 样品经

溶剂溶解, 通过氧化铝柱吸附后洗脱苯并(a)芘, 用反相高

效液相色谱分离, 荧光检测器检测, 根据色谱峰的保留时

间定性, 外标法定量[5]。 

GB/T 5009.27-2003 所采用的纸色谱荧光光度法可操

作性差, GB/T 22509-2008 虽采用了先进的液相色谱法, 但

检测对象仅限于油脂类食品, 与 GB 2762-2017 不对应。根

据国家食品安全标准委员会秘书处的要求, 本研究对以上

2 个标准进行整合, 形成 GB 5009.27-2016《食品安全国家

标准  食品中苯并(a)芘的测定》 [6]。本次整合创新处有     

3条, 一是样品前处理方面保留了GB/T 22509-2008中氧化

铝柱层析法, 但变手工装填为商品化柱, 同时引入已经商

品化的分子印迹柱作为第二种净化方法[7]。二是仪器检测

方面采用了 GB/T 22509-2008 液相色谱法, 但将多环芳烃

分析柱改为通用型 C18 柱, 以降低检测成本。三是适用范

围方面在 GB/T 5009.27-2003 基础上增加了黄油等油脂制

品, 与 GB 2762-2017 完全对应。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

花生油(中国鲁花公司); 人造黄油(新西兰 Anchor 公

司); 甲苯、乙腈、正己烷与二氯甲烷(色谱纯, 德国 Merck

公司 ); 苯并 (a)芘 (纯度≥99.0%), 苯并 (a)芘分子印迹柱

(500 mg, 6 mL)(中国安谱公司); 中性氧化铝柱(填料粒径

75~150 μm, 22 g, 60 mL, 中国迪马公司)。 

2.2  仪器与设备 

2695 液相色谱仪(配有荧光检测, 美国 Waters 公司); 

1-14 离心机(转速≥4000 r/min, 美国 Sigma 公司); 固相萃

取装置(中国迪马公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准溶液配制 

苯并(a)芘标准储备液(100 μg/mL): 准确称取苯并(a)

芘 1 mg(精确到 0.01 mg)于 10 mL 容量瓶中, 用甲苯溶解, 

定容。避光保存在 0~5 ℃的冰箱中,保存期为 1 年以上。 

苯并(a)芘标准中间液(1.0 μg/mL): 准确吸取 0.10 mL

苯并(a)芘标准储备液(100 μg/mL), 用乙腈定容到 10 mL。

避光保存在 0~5 ℃的冰箱中, 保存期 1 个月。 

苯并(a)芘标准工作液: 准确吸取 0.2 mL 苯并(a)芘标

准中间液(1.0 μg/mL), 用乙腈定容到 10 mL。得 50 ng/mL

标液 , 再依次用乙腈稀释得到 0.5、1.0、5.0、10.0、      

20.0 ng/mL 的校准曲线溶液, 临用现配。 

2.3.2  样品前处理 

提取: 称取 0.4 g(精确到 0.001 g)花生油试样, 加入  

5 mL 正己烷, 旋涡混合 0.5 min, 待净化。对于人造黄油等

含水油脂制品, 加入正己烷漩涡混合后增加 4000 r/min 离

心 5 min 的步骤, 转移出正己烷层待净化。 

净化方法 1(中性氧化铝柱): 用 30 mL 正己烷活化柱

子, 待液面降至柱床时, 关闭底部旋塞。将待净化液转移

进柱子, 打开旋塞, 以 1 mL/min 的速度收集净化液到茄

形瓶, 再转入 50 mL 正己烷洗脱, 继续收集净化液。将净

化液在 40 ℃下旋转蒸至约 1 mL, 转移至色谱仪进样小瓶, 

在 40 ℃氮气流下浓缩至近干。用 1 mL 正己烷清洗茄形瓶, 

将洗涤液再次转移至进样小瓶并浓缩至干。准确吸取   

0.4 mL 乙腈到进样小瓶, 涡旋复溶 0.5 min, 过微孔滤膜后

供液相色谱测定。 

净化方法 2(分子印迹柱): 依次用 5 mL 二氯甲烷及  

5 mL 正己烷活化柱子。将待净化液转移进柱子, 待液面降

至柱床时, 用 6 mL 正己烷淋洗柱子, 弃去流出液。用 6 mL

二氯甲烷洗脱并收集净化液到 10 mL 试管中。将净化液在

40 ℃下氮气吹干, 准确吸取 0.4 mL 乙腈涡旋复溶 0.5 min, 

过微孔滤膜后供液相色谱测定。 

2.3.3  仪器条件 

色谱柱: C18 柱(4.6 mm× 250 mm, 5 μm); 柱温: 35 ℃; 

流动相: 乙腈+水=88+12; 流量: 1.0 mL/min; 检测波长: 

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

3  结果与分析 

3.1  方法的适用范围 

GB/T 5009.27-2003 适 用 范 围 为 植 物 油 , GB/T 

22509-2008 适用范围为动植物油脂, GB 2762 规定了油脂

及其制品中苯并(a)芘限量为 10 μg/kg。根据检测方法标准

是限量标准的技术支撑原则, 故修订后检测方法标准适用

范围为油脂及其制品。根据 GB 2760 附录 F《食品分类系

统》, 油脂及其制品分成不含水的油脂(如植物油、动物油

脂)与水油状脂肪乳化制品(如黄油)。本次修订在原 2 个标

准的适用范围基础上增加了水油状脂肪乳化制品。即若样

品为人造黄油等含水油脂制品, 需要加入正己烷溶剂, 溶

解成液态后, 离心, 转移出上层正己烷, 其余同不含水的

油脂的处理步骤。 

3.2  样品净化方法 

中性氧化铝净化方式引自 GB/T 22509-2008(采标 ISO 

15302: 2007), 该法是净化油脂样品的经典方法。近年来, 

国内市场上有商品化的中性氧化铝柱子出售, 其填料的含

量(22 g)等参数与 GB/T 22509-2008 一致, 只是做成了商品

方便实验人员直接使用。但需要注意的是, 空气中水分对
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氧化铝柱子的性能影响很大, 打开包装后应立即使用或密

闭避光保存。本标准方法在请同行实验室验证时, 某实验

室就因为氧化铝净化柱拆开包装后未及时使用吸潮, 导致

检测结果异常。 

相比与传统的固相萃取技术 , 分子印迹固相萃取

(molecularly imprinted solid phase extraction, MI-SPE)对特

定分子具有特异的选择性[8,9], 能从复杂基质样品中选择

性地分离富集目标分子, 在复杂样品前处理领域中展现出

巨大的发展潜力和广阔的应用前景[10]。MI-SPE 过程与常

规 SPE 过程相似, 通常先将 50~500 mg 分子印迹聚合物装

填人萃取柱中备用, 然后再经预处理、加样、洗涤除杂质

和洗脱 4个步骤[11]。文献报道 MI-SPE 已经用于苹果中 2, 4-

二氯苯氧乙酸[12]、粮食中乙酰甲胺磷[13]、猪肉中左氧氟沙

星[14]、烤肉中多环芳烃[15]。 

食品中苯并(a)芘的测定难点在样品前处理过程, 本

次整合修订保留了经典的氧化铝净化技术, 首次引入了分

子印迹技术, 两者都是有成熟可靠的商品化产品, 采用它

们可以减少检验人员的工作量, 减少人员操作误差。分子

印迹净化技术优点是净化效果良好的同时, 有机溶剂消耗

量大幅度减少, 但毕竟是相对较新的产品, 由于不同品牌

分子印迹柱质量存在差异, 建议对质控样品进行测试, 或

做加标回收试验, 以完成试剂耗材验收步骤。 

3.3  液相色谱参数 

色谱柱: 在满足色谱分辨率与选择性的前提下, 更改

多环芳香烃分析柱为 C18 柱。后者属于通用柱, 成本更低。

NY/T 1666、SC/T 3041 等检测标准也是采用 C18 柱。 

进样前定容体积: 原 0.1 mL的定容体积太小, 需要使

用内衬管, 检测成本增加, 且有机溶剂蒸发更会造成检测

结果偏高。修订后把 0.1 mL 增大为 0.4 mL, 解决了上述  

问题。 

进样体积: 由 10 μL 调整为 20 μL, 后者是 4.6 mm 内

径色谱柱的通用进样体积, 本修订使仪器检测灵敏度翻

倍。苯并(a)芘标准溶液的液相色谱图见图 1。 

3.4  方法的线性范围、检出限与定量限 

在 0.5~20 ng/mL 之间, 其进样浓度(X)与色谱峰面积

(Y)呈线性 , 线性方程为 Y=3293049X141548, 相关系数  

r 为 0.9999。 

依据 GB/T 27404-2008[16], 平行测定 20 份加标水平为

0.5 μg/kg 的植物油样品, 求出待测物峰面积的标准偏差(Sb)

为 77603, 分别乘以 3 和 10, 再除以校准曲线的斜率

(b)3293049, 得 到 检 出 限 和 定 量 限 分 别 为 0.07 和      

0.23 μg/kg。本着留有一定的余量的原则, 标准文本里把检

出限和定量限分别确定为 0.15 和 0.5 μg/kg。检测方法的定

量限的确定, 一方面与检测方法本身的灵敏度有关, 另一

方面低于国内外污染物限量标准。我国油脂及其制品苯并

(a)芘限量为 10 μg/kg, 欧盟为 2 μg/kg。本次修订把定量限

确定为 0.5 μg/kg, 是欧盟污染物限量值的 25%, 是我国限

量值的 5%, 完全满足食品安全风险评估与市场监管需要。 

3.5  方法的回收率及精密度 

以花生油为样品, 采用氧化铝和分子印迹 2 种净化方

式进行加标实验。加标量由低到高分别为 0.5、5、15 μg/kg 

3 个水平, 它们分别是定量限、我国卫生限值的 0.5 和 1.5

倍。每个浓度水平样品平行测定 6 次。所得回收率与精密

度见表 1。GB/T 27404-2008 《实验室质量控制规范食品

理化检测》规定目标物在 100 μg/kg 水平以下时, 回收率应

满足 60%~120%; 目标物在 10 μg/kg 时 RSD 小于 21%, 在

1 μg/kg 时 RSD 小于 30%[16]。本测定方法氧化铝净化方式

的 回 收 率 范 围 为 92.1%~93.8%, 标 准 偏 差 范 围 为

3.0%~6.1%; 分子印迹净化方式的回收率范围为 75.5%~ 

92.8%, 标准偏差范围为 5.9%~9.6%。2 种净化方式的回收

率精密度参数均达到 GB/T 27404-2008 要求。 

研究了其他植物油品种, 某调和油、某玉米油、某葵

花籽油、某菜籽油、某芝麻油经分子印迹净化处理后的平

均回收率分别为 95.8%、91.6%、92.9%、96.2%、78.7%。 

验证了国内其他主流品牌分子印迹柱, 在芝麻油为

样品中加标水平 5 μg/kg, 产自天津与武汉 2 个品牌的分子

印迹柱, 其回收率分别为 92.4%、92.9%。 

 

 
 

图 1  苯并(a)芘标准溶液的液相色谱图 

Fig.1  HPLC diagram of benzopyrene standard solution 
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3.6  方法的准确度 

根据 GB/T 27404-2008 “附录 F 检测方法的确认”中“准

确度”试验方法, 对 FAPAS 水平测试样品“棕榈油中苯并(a)

芘”(编号 T0648QC)进行平行样分析测试。质控样的真值为

0.99 μg/kg, 满意值范围为0.56~1.43 μg/kg, 本试验氧化铝净

化后测定值为 1.14, 分子印迹净化后测定值为 1.16, 与真值

的偏差范围分别为+15%、+17%, 符合 GB/T 27404-2008 规 

定的偏差范围。氧化铝与分子印迹净化处理棕榈油中苯并(a)

芘质控样后的色谱图分别见图 2、3。由图可见, 与国际上经

典的氧化铝处理相比, 分子印迹处理后色谱图杂峰较多, 但

杂峰在目标物质峰之前, 并未影响到目标物质峰定量, 且后

者有机溶剂消耗量少, 更环保, 故首次把分子印迹柱前处理

技术纳入到食品安全国家标准中, 给检验人员增加一种样

品处理方式。 

 
表 1  回收率及相对标准偏差(n=6) 

Table 1  Recovery and relative standard deviation (n=6) 

净化方式 添加浓度/(μg/kg) 
回收率/% 

平均回收率/% RSD/% 
1 2 3 4 5 6 

氧化铝 

0.5 88.5 90.0 92.0 87.9 90.9 103 92.1 6.1 

5 85.8 91.9 92.5 91.5 91.2 93.5 91.1 3.0 

15 98.0 89.1 92.2 90.6 101 91.6 93.8 5.0 

分子印迹 

0.5 81.3 81.7 62.5 76.5 78.6 72.4 75.5 9.6 

5 88.4 91.4 88.6 95.5 95.5 76.6 89.3 7.7 

15 92.0 92.3 94 97.7 83.5 97.5 92.8 5.9 

 

 
 

图 2  氧化铝净化处理棕榈油中苯并(a)芘质控样后的色谱图 

Fig.2  Chromatogram of benzo(a)pyrene in palm oil after purification by alumina 
 

 
 

图 3  分子印迹净化处理棕榈油中苯并(a)芘质控样后的色谱图 

Fig.3  Chromatogram of benzo(a)pyrene in palm oil by molecular imprinting 

 

4  结  论 

本研究用于修订 GB/T 5009.27-2003《食品中苯并(a)

芘的测定》和 GB/T 22509-2008《动植物油脂苯并(a)芘的测

定反相高效液相色谱法》为 GB 5009.27-2016《食品安全国 

家标准  食品中苯并(a)芘的测定》。方法适用范围增加了油

脂制品, 删除了荧光分光光度法与目测比色法, 修改采纳了

高效液相色谱法, 首次在国家标准中引入了分子印迹固相

萃取净化方法。标准方法发布之后的跟踪评价工作未提出修

改意见。 
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