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液液萃取–高效液相色谱法快速测定植物油中的 
苯并［a］芘含量

徐艺溶1，利东玲2，杨 昆1，梁 宇1，谭春翠1，吴文静1，秦 富1*

（1. 南宁海关技术中心，南宁 530201；2. 南宁师范大学化学与材料学院，南宁 530100）

摘 要：目的 建立液液萃取 –高效液相色谱法快速测定植物油中苯并［a］芘含量的方法。方法 试样经乙腈振荡萃取，

离心后取上清液过 0.22 μm 滤膜，注入高效液相色谱仪进行测定，基质外标法定量。结果 苯并［a］芘在质量浓度

为 0.5~20.0 μg/kg 线性范围内相关性良好，相关系数 r2≥0.9990；在 0.5、2.0、10.0 μg/kg 质量浓度水平的加标回收

率为 87.0%~111.2%，相对标准偏差为 2.2%~14.2%；方法检出限为 0.2 μg/kg，定量限为 0.5 μg/kg。结论 本方法简单、

快速、准确，适用于植物油中苯并［a］芘含量的测定。
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Rapid determination of benzo [a] pyrene in vegetable oil by liquid-liquid  
extraction-high performance liquid chromatography
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(1. Technical Center of Nanning Customs District, Nanning 530201, China; 2. School of Chemistry and Materials, Nanning  
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid method for the determination of benzo [a] pyrene in vegetable oil by liquid-
liquid extraction-high performance liquid chromatography. Methods  The sample was extracted by acetonitrile oscillation, 
and after centrifugation, the supernatant was taken and passed through 0.22 μm filter membrane, and injected into high-
performance liquid chromatograph for measurement. Results were quantified using matrix external standard method. 
Results  Benzo [a] pyrene had a good correlation in the linear range of 0.5-20.0 μg/kg, and the correlation coefficient r2 
was ≥ 0.9990. The recoveries at 0.5, 2.0 and 10.0 μg/kg were 87.0%~111.2%, and the relative standard deviations were 
2.2%~14.2%. The limits of detection and quantitation were 0.2 μg/kg and 0.5 μg/kg, respectively. Conclusion  The method 
is simple, rapid and accurate, and is suitable for the determination of benzo [a] pyrene in vegetable oil. 
KEY WORDS: vegetable oil; benzo [a] pyrene; liquid-liquid extraction; high performance liquid chromatography

0  引  言

食用植物油富含脂肪，且含有多酚、维生素 E、角鲨烯、

类胡萝卜素和植物甾醇等营养成分，是人类重要的营养和能量

来源。常见的植物油包括豆油、花生油、亚麻油、菜籽油、棕

榈油等，主要从植物的种子、胚芽和果实中提取得到，是国际

市场上重要的商品之一。食用植物油的消费量是衡量一个国家

经济水平的重要标志，在国家食品安全中占有重要地位，因此

保障食用植物油的供给和质量安全具有重要意义。食用植物油

的质量安全风险因素包括：酸值、过氧化值、黄曲霉毒素 B1、
非法添加物、溶剂残留以及苯并［a］芘等 [1-2]。植物油受苯并

［a］芘污染是其中较为普遍的食用油质量安全问题之一。苯并

芘是一种具有稠环结构的多环芳烃类物质，根据苯环的稠合位

置不同分为苯并［a］芘和苯并［e］芘。其中苯并［a］芘较为
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常见，广泛存在自然界中，并且具有强致癌性、致畸性和诱变 
性 [3-5]，对人体健康具有较大危害。因此，世界各国均对食品中

的苯并［a］芘含量制定了严格的最大允许含量标准，其中 GB 
2762—2022《食品安全国家标准 食品中污染物限量》规定食用植

物油的苯并［a］芘含量不得超过 10 μg/kg，欧盟法规 [6] 则要求不

得超过 2 μg/kg。
目前检测食品中苯并［a］芘含量的方法主要包括：酶联免

疫吸附法 [7]、液相色谱 – 荧光法 [8-9]、气相色谱 – 质谱法 [10]、液

相色谱 – 质谱法 [11] 和拉曼光谱检测法 [12] 等。其中，高效液相色

谱 – 荧光法是最经典的检测方法，该方法利用苯并［a］芘在有

机溶液中呈蓝色荧光的特性进行检测，其灵敏度和特异性均较高。

而苯并［a］芘检测的前处理方法根据样品类型不同而有所不同，

最常见的方法是液 – 液萃取 [13]、固相萃取 [8]、凝胶渗透色谱法 [9] 
等。其中，GB 5009.27—2016《食品安全国家标准 食品中苯并［a］
芘的测定》采用的是固相萃取方法，首先用正己烷提取，然后

用苯并［a］芘分子印迹柱或中性氧化铝柱进行净化。尽管该方

法的灵敏度高，回收率和精密度均可满足相关标准的要求，但是

由于前处理步骤需要过柱和氮吹浓缩，导致方法不仅操作烦琐、

耗时耗力，而且检测成本较高。张艳燕等人 [14] 采用 2 mL 乙腈

对 1 g 植物样品进行多次萃取，然后用 PSA、C18 吸附剂对提取

液进行净化，建立了高效液相色谱法检测植物油中苯并［a］芘。

该方法不仅萃取效率较差，而且需要多次转移提取液，以及后续

净化、氮吹、复溶等耗时耗力的前处理步骤。

鉴于此，本研究采用乙腈直接萃取植物油中苯并［a］芘

而无需净化的前处理方法，通过液相色谱 – 荧光检测法测定植

物油中苯并［a］芘，为苯并［a］芘含量的快速检测提供参考

依据。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂
食用油（购自南宁某农贸市场）。

乙腈、甲醇、正己烷、二氯甲烷（色谱纯，美国 Tedia 公司）；

苯并［a］芘标准品（纯度为99.0%，购自德国Dr.Ehrenstorfer公司）。 
1.2  仪器与设备

E2695 高效液相色谱仪（美国 Waters 公司）；ML204 万分之

一电子天平（瑞士 Mettler-Toledo 公司）；Vortex-Genie2 多功能

涡旋混合器（美国 Scientific Industries 公司）；SA300 多功能振

荡器（日本 Yamato 公司）；湘仪 L–420 普通台式离心机（中国

湖南湘仪实验仪器开发有限公司）；KL512J 氮气浓缩装置（中

国北京康林科技有限公司）；Milli–O Integral 10 超纯水机（美

国 Millipore 公司）；苯并［a］专用 SPE 小柱（500 mg，6 mL，
中国上海安谱实验科技公司）、SunFire C18（4.6 mm×150 mm，

5 μm，美国 Waster 公司）。

1.3  实验方法
1.3.1 样品前处理

将植物油样品充分混匀后，准确称取 1.00 g 于 50 mL 离心

管中，加入 10 mL 乙腈，涡旋混合 30 s，于振荡器上振荡提取

10 min，以 4000 r/min 离心 5 min。取上清液 1 mL 过 0.22 μm
疏水性针式滤膜后供液相色谱测定。

1.3.2 色谱条件

色 谱 柱 为 SunFire C18（4.6 mm×150 mm，5 μm）； 柱 温

35℃；进样量为 10 μL；流动相为乙腈 – 水（90∶10，V∶V，下同），

等度洗脱；流速为 1.0 mL/min。检测器为荧光检测器，激发波

长（excitation wavelength，Ex）为 290 nm，发射波长（emission 
wavelength，Em）为 410 nm。

1.3.3 定量方法

选择空白植物油基质，准确称取 6 份，每份 1 g，分别添加

0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0 μg/kg 苯并［a］芘，涡旋混匀

1 min，然后与其他样品一同前处理后上机测定，以测得目标峰

面积为纵坐标、对应的加标浓度为横坐标，绘制空白样品加标

曲线，用于定量测定。

1.4  数据处理
实验重复 3 次测定，采用仪器软件 Empower 对检测数据进

行定量分析，采用 Excel 2007 和 Origin 9.0 软件进行绘图。

2  结果与分析

2.1  流动相的选择和梯度优化
常用于检测苯并［a］芘的流动相有甲醇 – 水和乙腈 – 水。

本研究对比了这两组流动相的分离情况。选择甲醇 – 水作为流

动相时，峰高较低，峰宽较大，不利于与基质干扰峰相分离，

且保留时间长；采用乙腈 – 水做流动相，不仅峰形锐利，响应

高，且保留时间短。因此本研究选择乙腈 – 水作为流动相。分

别将乙腈 – 水的比例设置为 70∶30、75∶25、80∶20、90∶10
和 95∶5 进行梯度洗脱以分析不同流动相比例的分离效果，结

果显示随着乙腈的比例增大，苯并芘的保留时间逐渐减小，保

留时间分别为 19.6、14.5、10.5、6.3、4.6 min。由于苯并芘极

性较弱，在 C18 色谱柱上的保留效果较好，因此需要较高比例

有机相将其快速洗脱，以提高检测效率，但如果极限增大有机

相的比例到 95% 时不利于目标物和杂质之间的分离，因此选择

体积比为 90∶10 的乙腈 – 水作为流动相洗脱比例。典型的阴性

样品和阴性加标样品的色谱图如图 1 所示。

图 1 阴性植物油样品（A）和阴性植物油加标样品（B）的色谱图 
Fig.1 Chromatograms of negative vegetable oil sample （A） and 

negative vegetable oil spiked standard substanc sample （B）

https://xueshu.baidu.com/s?wd=author:(%E5%BC%A0%E8%89%B3%E7%87%95) &tn=SE_baiduxueshu_c1gjeupa&ie=utf-8&sc_f_para=sc_hilight=person
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2.2  检测波长的选择
检测苯并［a］芘需要选择合适的荧光激发波长和发射波

长，GB 5009.27—2016 选择 384 nm 和 406 nm 为激发波长和发

射波长，而李文廷等人 [9] 的试验方法选择 365 nm 和 410 nm 为

激发波长和发射波长，许百环 [15] 则选择 290 nm 和 430 nm。为

了找到最佳的适合本方法的检测波长，本研究分析了发射波长

为 406 nm，激发波长分别为 384、365、290 nm；以及激发波

长为 290 nm，发射波长分别为 406、410、430 nm 条件下测定

10 ng/mL 苯并［a］芘的响应值，以峰面积相对比（384~406 nm
组的峰面积为 1）表示。结果如图 2 所示，苯并［a］芘在不

同检测波长下的峰面积有较大的差异，其中在 Ex=290 nm 和

Em=410 nm 的条件下峰面积最高，因此选择该组波长作为苯并

［a］芘的检测波长。

图 2 不同检测波长的峰面积相对比 
Fig.2 Comparison of peak areas at different detection wavelengths

2.3  样品前处理的优化
由于苯并［a］芘的极性较弱完全溶解在植物油中，大多数

检测方法均采用弱极性的正己烷来提取，虽然提取效率很高，

但是会同时提取到油脂和其他弱极性物质，所以后续需要进一

步净化。GB 5009.27—2016 提供了两种净化方法：中性氧化铝

柱净化和苯并［a］芘分子印迹柱净化。由于中性氧化铝柱只能

吸附极性相对较强的化合物，无法去除油脂和弱极性物质，所

以并不适合用于油脂类样品的检测。苯并［a］芘分子印迹柱可

以特异性吸附苯并［a］芘，净化效果较好，但是实验操作较复

杂且成本较高，在大批量样品检测中存在较大劣势。本研究选

择采用乙腈直接从植物油中萃取苯并芘，并根据苯并［a］芘在

植物油和乙腈中的稳定分配比，采用空白样品加标曲线法对结

果进行准确定量。在相同溶剂体积条件下，苯并［a］芘在植物

油中的分配比要高于在乙腈中的分配比，因此要从植物油中萃

取到更多的苯并［a］芘则需要大体积乙腈萃取。本研究分析了

不同萃取体积（5、10、15、20、25、30 mL 乙腈）萃取 1 g 植

物油中的苯并［a］芘（10 ng/g）的萃取率情况。提取液中苯并［a］
芘的浓度用溶剂外标曲线定量获得。结果如图 3 所示，随着乙

腈体积从 5 mL 增加到 30 mL，苯并［a］芘的萃取率从 38.3%
提高到了 87.0%。但是，提取体积成倍增加时，萃取率并没有

成倍地增加，反而是增加了样品的稀释倍数，导致方法检出限

增大，灵敏度下降。因此，乙腈与植物油的最佳萃取比例需要

根据样品中苯并［a］芘的含量以及方法灵敏度的要求来进行

选择。

图 3 不同萃取体积的回收率 
Fig.3 Extraction rates of different extraction volumes

方法的灵敏度一般以方法检出限和定量限表示，本方法

的理论检出限和定量限可由仪器检出限、定量限、前处理稀

释倍数和萃取率推导获得，理论方法检出限（定量限）= 仪

器检出限（定量限）× 乙腈体积 / 称样量 / 萃取率。在优化

后的仪器条件下测定一系列低浓度的苯并［a］芘标准溶

液，分析各个浓度点目标峰的信噪比（S/N），以分别满足 S/
N≥3 和 S/N≥10 的最低浓度点确定为苯并［a］芘的仪器检

出限和定量限。分析结果显示，苯并［a］芘的仪器检出限

为 0.01 ng/mL，定量限为 0.025 ng/mL，通过计算可得到理

论方法检出限和定量限，如表 1 所示。随着乙腈体积的逐

渐增加，苯并［a］芘的萃取率随之增加，但是由于稀释倍

数（即乙腈体积与称样量之比）增加幅度更大，导致理论方

法检出限和定量限随之增加。在仪器定量限为 0.025 ng/mL 
的情况下，当乙腈体积为 5 mL 时，萃取率只有 38.3%，但理论

方法定量限可以达到 0.33 μg/kg；当乙腈体积增加到 30 mL 时，

萃取率可达 87%，但理论检出限只有 0.86 μg/kg，达不到现行

标准 GB 5009.27—2016 的要求。因此，当待测样品中苯并［a］
芘含量较高（高于 0.86 μg/kg）时，或者仪器的定量限较低（低

于 0.025 ng/mL）时，可以选择用 30 mL 乙腈萃取的方法，因其

萃取率高，此时用溶剂外标法定量即可满足要求。当待测样品

中苯并［a］芘的含量较低或者未知时，则需要选择少量乙腈

来提取，由于此时萃取率较低，所以需要用空白样品加标曲线

进行校正定量。本研究选择每 1 g 植物油用 10 mL 乙腈来提取，

然后用空白样品加标曲线定量，可同时满足苯并［a］芘在国家

标准方法定量限（0.5 μg/kg）和欧盟标准限量（2.0 μg/kg）的要求。

通过分析比较单次萃取和多次重复萃取的萃取率来确定最

佳萃取方式。结果如图 4 所示，10 mL 乙腈 1 次性萃取 1 g 植

物油时萃取率为 55.3%，分两次重复萃取时萃取率为 60.8%，

萃取率增加 9.8%；15 mL 乙腈 1 次性萃取 1 g 植物时萃取率为

62.4%，分 3 次重复萃取时萃取率为 73.0%，萃取率增加 8.1%。

结果表明，多次重复萃取可以略微提升方法的萃取率，而方法

的操作复杂程度和试剂消耗量却显著增加，因此本方法选择单

次萃取的方式进行实验。

2.4  方法学验证
2.4.1 检出限和定量限

为了验证本方法的检出限和定量限满足相关标准要求，本
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研究在阴性植物油样品中添加一系列低浓度水平的苯并［a］
芘标准溶液后按照本方法进行前处理，上机测定，以目标峰满

足信噪比 S/N≥3 和 S/N≥10 的最低质量浓度作为该方法的检

出限和定量限，经过分析最终获得苯并［a］芘的方法检出限

为 0.2 μg/kg，定量限为 0.5 μg/kg，与理论方法检出限和定量

限一致。

表 1 不同体积提取的理论方法检出限和定量限 
Table 1 Theoretical etection limit and quantitative limit of the method under different volume extraction

植物油（g） 乙腈（mL） 萃取率（%） 仪器检出限（ng/mL） 理论方法检出限（μg/kg） 仪器定量限（ng/mL） 理论方法定量限（μg/kg）

1 5 38.3 0.01 0.13 0.025 0.33

1 10 55.3 0.01 0.18 0.025 0.45

1 15 62.4 0.01 0.24 0.025 0.60

1 20 69.6 0.01 0.29 0.025 0.72

1 25 75.9 0.01 0.33 0.025 0.82

1 30 87.0 0.01 0.34 0.025 0.86

图 4 单次萃取和多次萃取比较 
Fig.4 Comparison between single extraction and multiple 

extraction

2.4.2 线性范围、回收率和精密度

选择阴性花生油、玉米油和大豆油为样本，分别按照 0.5、
1.0、2.0、5.0、10.0、20.0 μg/kg 浓度水平添加标准物质，经过

样品处理、上机后建立花生油、玉米油和大豆油 3 组基质加标

曲线，考察方法的线性范围。同时根据 GB/T 27404—2008《实

验室质量控制规范 食品理化检测》要求，选择苯并［a］芘的定

量限 0.5 μg/kg、最大允许限量 10 μg/kg 和中间浓度点 2.0 μg/kg 
进行 3 水平 6 平行加标实验，考察方法的回收率和精密度。

结 果 如 表 2 所 示，3 种 植 物 油 在 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、

20.0 μg/kg 的加标范围内均具有良好的线性相关性，相关系数

r2≥0.9990，而且其线性方程的斜率均较为接近。这是因为不同

植物油的主要成分均是甘油三酯，苯并［a］芘在其中的溶解性

相同，相同条件下被乙腈萃取的比例相同，所以萃取率相近，

线性斜率相近。因此，本方法的空白基质加标曲线具有通用性，

即不同植物油样品的定量，只需选择其中一种植物油做空白加

标曲线即可。加标试验结果如表 3 所示，采用花生油基质加标

曲线定量，花生油、玉米油、大豆油中各浓度水平的平均回收

率为 96.5%~111.2%，相对标准偏差（relative standard deviation， 
RSD）为 2.2%~12.1%；采用玉米油基质加标曲线定量，花生油、

玉米油、大豆油中各浓度水平的平均回收率为 87.0%~105.2%，

RSD 为 2.2%~14.2%；采用大豆油基质加标曲线定量，花生油、

玉米油、大豆油中各浓度水平的平均回收率为 90.0%~106.6%，

RSD 为 2.7%~11.7%。该结果表明本方法回收率、精密度等均

满足相关标准的要求，同时也证明了本方法中基质加标曲线具

有通用性。

表 2 加标线性方程和相关系数 
Table 2 Scaled linear equations and correlation coefficients

试样名称 线性范围（μg/kg） 线性方程 r2

花生油 0.5~20 Y=1.73×104X－1.02×103 0.9995

玉米油 0.5~20 Y=1.67×104X+6.78×103 0.9995

大豆油 0.5~20 Y=1.62×104X+5.12×103 0.9990

表 3 加标试验的回收率和相对标准偏差（n=6） 
Table 3 Recovery rates and relative standard deviations of the labeling test （n=6）

试样名称 加标量（μg/kg）
花生油基质定量 玉米油基质定量 大豆油基质定量

平均回收率（%） RSD（%） 平均回收率（%） RSD（%） 平均回收率（%） RSD（%）

花生油

0.5 96.5 12.1 105.2 9.0 91.6 6.0
2.0 101.1 4.4 100.5 4.1 90.0 5.1
10.0 99.2 2.6 101.2 2.2 102.7 2.7

玉米油

0.5 110.5 4.4 87.0 14.2 95.9 11.7
2.0 111.2 2.2 98.3 4.2 97.5 3.9
10.0 102.1 4.5 101.5 4.5 106.6 4.5

大豆油

0.5 106.9 11.0 98.9 7.9 96.3 10.8
2.0 96.8 11.6 100.3 3.0 91.4 6.2
10.0 99.5 6.4 99.3 6.3 103.1 6.6
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2.5  方法应用
称取 40 g 阴性花生油样品，按 10 μg/kg 浓度加入苯并［a］

芘标准溶液，充分混匀后作为模拟样品，然后分别采用本方法

和 GB 5009.27—2016（苯并［a］芘分子印迹柱净化法）对该样

品进行检测，每种方法重复 3 次。结果本方法测得 9.62 μg/kg，
准确度为 96.2%，精密度为 0.37%；GB 5009.27—2016 测得 
8.28 μg/kg，准确度为 82.8%，精密度为 2.35%，结果表明本方

法的准确度和精密度均优于 GB 5009.27—2016。采用本方法对

市售的花生油、玉米油、大豆油和橄榄油共 167 份植物油样品

进行检测。结果如表 4 所示，167 份样品中，有 44 份样品检出

苯并［a］芘，检出率为 26.3%，含量为 2.0~5.8 μg/kg。其中，

花生油的检出率为 38.6%，玉米油的检出率为 27.4%，大豆油和

橄榄油的检出率为 0。按照我国现行标准 GB 2762—2022 限量 
（10 μg/kg）要求，所有样品均未超标。

表 4 3种植物油中苯并［a］芘含量的检测结果 
Table 4 Test results of benzo [a] pyrene content in 3 vegetable oils

样品
检测样品数

（个）
阳性样品数

（个）
检出率（%） 含量（μg/kg）

花生油 70 27 38.6 2.0~4.3
玉米油 62 17 27.4 2.0~5.8
大豆油 20 0 0 —

橄榄油 15 0 0 —

总计 167 44 26.3 2.0~5.8

3  结  论

本研究以食用植物油为样本，根据苯并［a］芘在植物油和

乙腈中的稳定分配比原理，优化样品前处理、荧光检测波长、

流动相体系等方法内容，建立了液液萃取法快速测定植物油中

苯并［a］芘含量的方法。与 GB 5009.27—2016 相比，本方法

更简单、快速、准确，适用于植物油中苯并［a］芘的大批量分

析检测。
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