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高效液相色谱法测定高温加工食品中丙烯酰胺 

战旭梅, 刘  萍*, 祁兴谱, 胥栋豪 

(江苏农牧科技职业学院食品科技学院, 泰州  225300) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定高温加工食品中丙烯酰胺含量的分析方法。方法  样品粉碎后经超

纯水提取、正己烷脱脂、C18 固相萃取柱萃取、流动相洗脱后得到样品净化液, 经高效液相色谱仪, 以乙腈-

水(体积比 2:98)作为流动相, 流速为 0.8 mL/min, 测定波长 205 nm, 柱温 20 °C 的色谱条件测定, 外标法定量。

结果  在该条件下, 丙烯酰胺在 0.1~2.0 µg/mL 内具有良好的线性关系(r2=0.9987), 检出限 14 µg/kg, 定量限

40 µg/kg, 加标回收率在 91.5%~95.0%之间, 1.0 µg/mL 丙烯酰胺标准溶液重复 6 次进样的相对标准偏差为

(relative standard deviation, RSD)为 0.16%。结论  此方法可以准确、快速测定高温加工食品中的丙烯酰胺含量。 
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Determination of acrylamide in high temperature processed food by high 
performance liquid chromatography 

ZHAN Xu-Mei, LIU Ping*, QI Xing-Pu, XU Dong-Hao 

(School of Food Science and Technology, Jiangsu Agri-animal Husbandry Vocational College, Taizhou 225300, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a high performance liquid chromatography method for the determination of 

acrylamide in high temperature processed food. Methods  The sample was extracted by ultra-pure water after 

crushed, degreased by n-hexane, extracted by C18 solid phase extraction column and eluted by mobile phase. The 

sample was purified by high performance liquid chromatography with acetonitrile water (2:98, V:V) as mobile phase. 

The flow rate was 0.8 mL/min, the detection wavelength was 205 nm, and the column temperature was 20 °C. The 

external standard method was used for quantitative determination. Results  Under these conditions, the linear range 

of acrylamide was 0.1–2.0 μg/mL (r2=0.9987), the limit of detection was 14 μg/kg, the limit of quantitation was    

40 μg/kg, the recovery rate was 91.5%–95.0%, and the relative standard deviation (RSD) of 1.0 μg/mL acrylamide 

standard solution after 6 injections was 0.16% (n=6). Conclusion  This method can accurately and quickly 

determine the content of acrylamide in high temperature processed food. 
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1  引  言 

丙烯酰胺(acrylamide, AA)是世界公认的具有神经毒

性、生殖毒性、基因毒性以及潜在致癌性的食品内源性污

染物, 已经被国际癌症研究机构定位为 2A 类致癌物[1,2]。 

 

2002 年瑞典科学家发现油炸马铃薯条, 烘焙的面包等产品

中, 存在潜在致癌性的丙烯酰胺后[3], 通过对大量食品的

研究, 认为含淀粉类的食品在高温烘烤或者油炸条件下, 

原料中的天门冬酰胺和还原性糖会通过美拉德反应产生丙

烯酰胺[4–6], 而且, 丙烯酰胺的含量会随着加热温度和加热
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时间的增加而增加[7], 因此, 对淀粉类食品中丙烯酰胺含

量的检测和监控有着重要的意义。 

目前, 食品中丙烯酰胺检测法方法有气相色谱-质谱

法、液相色谱-质谱法、毛细管电泳法、酶联免疫法、生物

传感器法[8–11]等。GB 5009.204-2014《食品安全国家标准 

食品中丙烯酰胺的测定》[12]采用稳定同位素稀释的液相色

谱-质谱/质谱法和气相色谱-质谱法, 方法灵敏度高, 但由

于这 2 种方法对仪器设备要求较高, 仪器价格昂贵, 不能

广泛应用。 

本研究以高温加工的食品为样品, 通过固相萃取净化

条件的选择、色谱条件流动相、测定波长、流速的选择, 建

立高效液相色谱法检测丙烯酰胺含量的方法, 有助于高温

加工食品中丙烯酰胺的检测和监控, 保障人民的食品安全。 

2  材料与方法 

2.1  材料与设备 

丙烯酰胺标准品(纯度≥99.5%, 国家标准物质中心); 

甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Dikma 公司); 正己烷(分析纯, 国

药集团化学试剂有限公司); 实验用水均为超纯水。 

Agilent-1260 液相色谱仪、Eclipse XDB-C18 液相色谱

柱(美国安捷伦公司); C18固相萃取小柱(美国Thermo公司); 

Milli-Q Advantage A10超纯水机(美国Millipore公司); 5810R

台式高速冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司); AL204 电子天

平(梅特勒-托利多仪器上海有限公司); YB-1000A 高速多

功能粉碎机(永康市速锋工贸有限公司); DF-101SE 磁力将

搅拌器(南京予华仪器有限责任公司)。 

2.2  色谱条件 

色谱柱: (Eclipse XDB-C18, 250 mm×4.6 mm, 5 μm); 柱

温: 20 °C; 流动相: 乙腈-水(体积比 2:98); 流速: 0.8 mL/min; 

检测波长: 205 nm; 进样量: 10 µL。 

2.3  标准曲线的绘制 

丙烯酰胺标准储备液(1.0 mg/mL): 准确称取丙烯酰

胺标准品 100.0 mg, 于 100 mL 容量瓶中, 用超纯水完全溶

解后定容至刻度, 避光冷藏保存。 

标准系列溶液配制: 分别吸取相应体积的标准储备

液, 用超纯水稀释成 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0 µg/mL 标准

溶液, 过 0.45 µm 滤膜后, 进行液相色谱检测分析。以丙烯

酰胺的质量浓度为横坐标(X), 峰面积为纵坐标(Y), 绘制

标准曲线, 建立线性回归方程。 

2.4  样品的提取 

将高温油炸、烘烤加工的食品(饼干、方便面、麻花、

面包、薯片等)用粉碎机粉碎, 过 40 目筛, 称取样品 5.0 g

于 250 mL 烧杯中, 加入 40 mL 超纯水, 磁力搅拌 30 min

后转移至离心管中, 以 8000 r/min 转速离心 20 min。取上

清液于分液漏斗中, 加入 10 mL 正己烷充分振荡, 静置分层, 

以除去脂溶性物质, 收集下层水样于离心管中, 8000 r/min

转速离心 10 min, 将上清液收集于 50 mL 容量瓶中, 用超

纯水定容至刻度, 待净化用[13]。 

2.5  样品提取液净化 

将 C18 固相萃取小柱在固相萃取仪上安装好, 先用   

5 mL 甲醇和 5 mL 超纯水活化, 接着加入 5.0 mL 上清液, 

用 5 mL 超纯水淋洗, 抽干后, 用 10 mL 流动相乙腈-水

(2:98, V:V)洗脱, 收集洗脱液。氮吹仪上吹干后, 用 2 mL

超纯水溶解, 用 0.45 µm 滤膜过滤至样瓶中, 供液相色谱

仪检测。 

丙烯酰胺计算公式为:  

X= 1 3

2
1000

C V V

V m

 



 

式中: X—样品中丙烯酰胺的含量, µg/kg; C—标准曲线中

对应的浓度, µg/mL; V1—洗脱液最终定容体积, mL; V2—

净化用的上清液体积, mL; V3—样品提取液总体积, mL; 

m—样品的质量, g。 

3  结果与分析 

3.1  流动相的选择 

丙烯酰胺是一种极性很强的化合物, 流动相的选择

在检测过程中对色谱柱的分离效果有着较大的影响[14]。本

文选用安捷伦反向 C18 色谱柱, 反向液相色谱常用的流动

相有甲醇、乙腈、水和缓冲盐等。而丙烯酰胺能够吸收近

紫外光波长, 因此选用紫外吸收较低的乙腈和水作为流动

相, 提高检测的灵敏度。 

在测定波长 205 nm, 流速 0.8 mL/min, 柱温 20 °C, 

进样量 10 µL 的条件下, 调节流动相乙腈和水的比例, 体

积比 20:80、10:90、5:95、2:98, 测定 1.0 μg/mL 丙烯酰胺

标准溶液的色谱图如图 1 所示。 

由图 1 可以看出, 乙腈和水体积比 20:80 时, 目标峰

与杂质峰没有很好的分离; 乙腈和水体积比 10:90、5:95 时, 

目标峰与杂质峰能够分离, 但峰形相对较差; 当以乙腈:水

(2:98)作为流动相时, 目标峰与杂质峰能够达到较好的分

离, 干扰峰少, 峰形良好, 检测效果最好。因此, 选择乙腈-

水(2:98)作为丙烯酰胺检测的流动相。 

3.2  波长的选择 

丙烯酰胺在近紫外线 190~250 nm 有吸收, 所以, 在

流动相乙腈-水(2:98), 流速 0.8 mL/min, 柱温 20 °C, 进样

量 10 µL 的条件下, 以波长 200、205、210、215 nm 分别

测定 1.0 μg/mL 丙烯酰胺标准溶液, 色谱图如图 2 所示。 
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注: a: 乙腈-水(20:80, V:V, 下文同); b: 乙腈-水(10:90); c: 乙腈-水(5:95); d: 乙腈-水(2:98)。 

图 1  不同比例流动相条件下丙烯酰胺色谱图 

Fig.1  Chromatogram of acrylamide with different mobile phase ratio 

 

 
 

注: a: 200 nm; b: 205 nm; c: 210 nm; d: 215 nm。 

图 2  不同波长条件下丙烯酰胺色谱图 

Fig.2  Chromatogram of acrylamide at different wavelengths 
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结果显示, 波长200 nm时, 有杂质吸收峰的影响, 分离效果

相对较差, 基线的噪音相对较大。在波长 205、210、215 nm

时, 丙烯酰胺的目标峰和杂质峰能够达到较好的分离, 峰

形良好, 但在波长 205 nm 目标峰的响应值最大, 因此, 本

研究选择 205 nm 作为丙烯酰胺检测的波长。 

3.3  流速的选择 

在流动相乙腈-水(2:98), 波长 205 nm, 柱温 20 °C, 进

样量 10 µL 的条件下, 以流速 0.5、0.8、1.0 mL/min 分别测

定 1.0 μg/mL 丙烯酰胺标准溶液的色谱图如图 3 所示。 

由图 3 可以看出, 流速 1.0 mL/min 时, 目标峰与杂质

峰的没有完全分离, 流速为 0.5 mL/min 和 0.8 mL/min 目标

峰能够跟杂质峰完全分离, 不受杂质峰的干扰, 从节省时

间的考虑, 本研究采用流速 0.8 mL/min。 

 

 
 

注: a: 1.0 mL/min; b: 0.8 mL/min; c: 0.5 mL/min。 

图 3  不同流速条件下丙烯酰胺色谱图 

Fig.3  Chromatogram of acrylamide at different flow rates 

综合上述, 最终选定测定丙烯酰胺的色谱条件为: 流

动相: 乙腈-水(2:98); 检测波长: 205 nm; 流速: 0.8 mL/min; 

柱温: 20 °C; 进样量: 10 µL。 

3.4  样品固相萃取条件的优化 

食品中成分比较复杂, 提取液直接液相色谱检测, 基

质干扰大, 会污染色谱柱, 影响目标峰的分离效果, 固相

萃取净化可以有效减少杂质并提高丙烯酰胺的回收率, 本

实验选用 C18 萃取柱对样品进行纯化处理, 分别用甲醇、

水、流动相作为洗脱液, 以质量浓度为 0.1 µg/mL 的丙烯

酰胺标准溶液进行洗脱, 按最终选择的色谱条件检测, 结

果见图 4~6。结果表明, 用水作为洗脱液洗脱时, 未检测到

目标物丙烯酰胺(图 4); 用甲醇作为洗脱液洗脱时, 色谱图

杂峰多干扰大 , 样品峰和杂质峰没有分开 , 分离度不好  

(图 5); 用流动相乙腈-水(2:98)作为洗脱液洗脱时, 目标峰

和干扰峰可以达到较好的分离, 杂质少干扰小(图 6)。因此, 

本研究选择流动相乙腈-水(2:98)作为洗脱液。 

3.5  标准曲线的绘制和方法检出限、定量限 

按照 2.3 的方法配制 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0 µg/mL

丙烯酰胺标准溶液, 在按上述色谱条件进行检测, 以丙烯

酰胺的质量浓度为横坐标(X), 峰面积为纵坐标(Y), 得到

标准曲线。丙烯酰胺标准溶液在 0.1~2.0 µg/mL 的范围内,  

 

 
 

图 4  用水作为洗脱液得到的色谱图 

Fig. 4  Chromatogram obtained by using water as eluent 
 

 
 

图 5  用甲醇作为洗脱液得到的色谱图 

Fig.5  Chromatogram obtained with methanol as eluent 
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图 6  用流动相作为洗脱液得到的色谱图 

Fig.6  Chromatogram obtained by using mobile phase as eluent 
 

保持良好的线性关系, 得到线性回归方程 Y=87.539X+5.5644, 

r2=0.9987。 

取 6 份等量的饼干样品, 按照 2.4 样品提取方法、2.5

样品净化方法和选定色液相色谱条件进行检测, 以 3 倍信

噪比(S/N=3)、10 倍信噪比(S/N=10)峰面积对应丙烯酰胺的

含量计算方法的检出限、定量限, 分别为 14 μg/kg、40 μg/kg, 

方法灵敏度高。 

3.6  仪器精密度 

将 1.0 µg/mL 丙烯酰胺标准溶液按最终选择的色谱

条件进行检测分析, 重复进样 6 次, 结果见表 1。6 次进

样的峰面积平均值为 96.8, 相对标准偏差为 (relative 

standard deviation, RSD)为 0.16%, 重复性较理, 满足定量

的基本要求。 

 
表 1  丙烯酰胺精密度实验结果(n=6) 

Table 1  Results of precision tests of acrylamide (n=6) 

序号 1 2 3 4 5 6 

峰面积 96.9 96.5 96.9 96.9 97.0 96.7

平均值 96.8 

RSD/% 0.16 

 

3.7  加标回收率实验 

以市售饼干作为基质样品, 在选定的色谱条件下, 进

行加标回收实验, 以外标法定量, 向基质样品中添加低、

中、高 3 个浓度水平的丙烯酰胺标准溶液, 每个浓度平行

测定 3 次, 计算平均回收率和相对标准偏差, 结果见表 2。

结果表明, 本方法的加标回收率在 91.5%~95.0%之间, 相

对标准偏差均小于 5%, 说明该方法回收率和精密度良好, 

具有可靠的检测性能。 

3.8  实际样品测定 

食品中的丙烯酰胺主要在高碳水化合物、低蛋白质的

植物性食品高温加热过程中形成的。从市面上随机购买  

6 种高温加工的食品(饼干、方便面、麻花、面包、薯片等)

按 2.4 样品提取和 2.5 样品净化的方法进行样品预处理, 根

据选定的液相色谱条件进行检测, 每个样品平行测定 3 次, 

取平均值, 结果如表 3 所示。由所测定样品的结果可以看

出, 面包中的丙烯酰胺含量最低, 饼干、麻花、方便面等

次之, 薯片中丙烯酰胺含量最高。 

 
表 2  加标回收率测定结果(n=3) 

Table 2  Results of spiked recovery of acrylamide (n=3) 

加标前含

量/(µg/kg)
加标量/(µg/kg)

加标后含

量/(µg/kg) 
平均回收率/% RSD/%

240 50 285.8 91.5 1.46 

240 100 332.5 92.5 1.86 

240 200 430.0 95.0 2.00 

 
表 3  实际样品中丙烯酰胺的含量 

Table 3  Content of acrylamide in real sample 

编号 样品名称 丙烯酰胺/(µg/kg) 

1 饼干 220 

2 方便面 423 

3 麻花 172 

4 面包 1 81 

5 薯片 688 

6 面包 2 66 
 

4  结  论 

本研究建立了测定高温加工食品中丙烯酰胺的液相

色谱分析方法。结果表明, 样品粉碎后经超纯水提取、正

己烷脱脂、C18 固相萃取柱萃取、流动相洗脱后得到样品

净化液, 以乙腈-水(2:98)作为流动相, 流速为 0.8 mL/min, 

测定波长 205 nm, 柱温 20 °C, 得到的丙烯酰胺色谱图峰

形良好 , 分离效果最佳。在该色谱条件下 , 丙烯酰胺在

0.1~2.0 µg/mL 内具有良好的线性关系。该检测方法操作简

便、稳定、可靠, 有助于高温加工的淀粉类食品中丙烯酰

胺的检测和监控。 
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