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摘  要：采用高效液相色谱法对食品中苯并芘含量的测定过程进行不确定度评定，评估方法的偏

倚程度和精密度，并对不确定度各个分量进行分析，得到三种不同基质试样（大米试样、烟熏肉

试样、食用植物油试样）的合成不确定度和扩展不确定度。评定结果表明：大米试样、烟熏肉试

样和食用植物油试样的扩展不确定度均为 0.5 g/kg，发现标准溶液配制过程对三种不同基质试样

的影响均较大，其合成相对不确定度为 0.023 26，同时发现电子天平称样过程对食用植物油的影

响最大，其相对不确定度为 0.010 21。 

关键词：不确定度；苯并芘；高效液相色谱法 

中图分类号：TS207.3; O65    文献标识码：A    文章编号：1007-7561(2021)01-0173-07 

Uncertainty Evaluation of Benzopyrene Determination in Foods by HPLC 
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Abstract: To assess the precision and accuracy of the benzopyrene detection method, uncertainty evaluation 

model was established by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Uncertainties in each 

components were analyzed in this paper, and the composed and expanded uncertainties of three different food 

samples (rice samples,smoked meat samples and edible vegetable oil samples) were measured. The results of 

the expanded uncertainties of rice samples, smoked meat samples and edible vegetable oil samples were all 

0.5 g/kg. The assessing results showed that calibration solution preparation had the most impact on all these 

three different food samples，and the relative composite uncertainty was 0.02326. Meanwhile, the uncertainty 

from electronic balance for edible vegetable oil samples was the highest among the three samples and the 

relative composite uncertainty was 0.010 21. 
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苯并芘又称苯并（a）芘、3,4-苯并芘，英文

缩写为 Bap，是一种常见的高活性间接致癌物和

突变原[1]。若被释放至大气中以后，容易与大气
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中各种类型的微粒所形成的气溶胶结合在一起，

在 8 m 以下可吸入尘粒中，易经呼吸道吸入至肺

部，进入肺泡甚至血液，从而导致肺癌和心血管

疾病[2-3]。 

测量不确定度的评定工作是分析测试实验中

一项非常重要的内容，它能够定量反映测量结果
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正确性的可疑程度[4]。一个完整的测量结果应至

少含有两个基本量：一是被测量的最佳估计值；

二是表述该测量结果的离散型程度即为测量结果

不确定度[3,5-7] 

本研究依据 JJF 1059—1999《测量不确定度

评定与表示》[8-10]和 JJF 1135—2005《化学分析测

量不确定度评定》[11-13]，按照 GB 5009.27—2016

《食品安全国家标准食品中苯并（a）芘的测定》[14]

对三种不同基质试样（大米试样、烟熏肉试样、

食用植物油试样）进行处理，分别对不同试样中

苯并芘含量测定过程中的不确定度的各个分量进

行评定，并给出扩展不确定度，以期建立一套合

理、完整的评定方案，可以作为改善食品中苯并

芘含量测定的测量程序，提高其测量准确性和精

密度等方面的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

苯并（a）芘标准品（批号为 H419128AL，

浓度为 10.00 mg/L）：德国 DR 公司；大米试样：

华润五丰米业（中国）有限公司；烟熏肉试样：

佛山市顺德区东龙烤鳗有限公司；食用植物油试

样：东莞鲁花食用油有限公司；苯并（a）芘分子

印迹柱（货号为 50610020，规格为 200 mg，3 mL）：

上海安谱公司；正己烷、二氯甲烷（均为色谱纯）：

美国 honeywell 公司；乙腈（色谱纯）：美国 TEDIA

公司。 

1.2  仪器与设备 

超高效液相色谱仪，配置荧光检测器（型号

为 LC30-AD，工作站为 LabSolution ）：日本

SHIMADZU 公司；电子天平（感量为 1 mg，0 g≤ 

m≤50 g 时，最大允许误差为 0.005 g）：广东省中

科进出口有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  标准溶液的配制 

吸取 1.0 mL 标准溶液于 100 mL 容量瓶中，

用乙腈定容，得到 100 ng/mL 苯并（a）芘标准储

备液。系列标准工作溶液配制方法见表 1。用乙

腈配制成 0.5、1、2、5、10、20 ng/mL 6 个浓度

点，每个浓度重复进样三次，以期获得峰面积与

浓度之间的线性关系以考察标准曲线拟合所引入

的不确定度。 

 
表 1  标准工作溶液的配制 

Table 1  Preparation of standard working solution 

标准溶液浓

度/(ng/mL)

吸取储备液

体积/μL 

使用的移液枪 

量程/μL 

使用移液

枪次数
定容体积

/mL 

0.5 50 0~100 1 10 

1 100 20~200 1 10 

2 200 20~200 1 10 

5 500 100~1 000 1 10 

10 1 000 100~1 000 1 10 

20 2 000 100~1 000 2 10 

 
1.3.2  样品前处理方法 

1.3.2.1  大米试样  称取 1 g（精确到 0.001 g）试

样（每个试样称 2 次，取两次称量结果的平均值），

加入 5 mL 正己烷，旋涡混合 0.5 min，40 ℃下超

声提取 10 min，4 000 r/min 离心 5 min，转移出上

清液。再加入 5 mL 正己烷重复提取一次。合并

上清液，转移至预先已活化完全的苯并芘分子印

迹柱中（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中，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试管中。将净化液

在 40 ℃下氮气吹干，准确吸取 1 mL 乙腈涡旋复

溶 0.5 min，过微孔滤膜后供液相色谱测定。 

1.3.2.2  烟熏肉试样  提取和净化方法同大米试

样一致。 

1.3.2.3  植物油试样  除称样 0.4 g（精确到 0.001 g）

和最后用 0.4 mL 乙腈定容外，其余处理均与大米

试样一致[14]。 

1.3.2.4  空白试样   加标回收率实验前处理方

法：按照上述前处理方法选出三种不同基质试样

的空白样品（即含量为未检出），在空白大米试样、

空白烟熏肉试样、空白食用油试样均添加 10 ng

的标准溶液，每种试样各做 6 个平行，再按照上

述前处理方法进行提取、过柱、氮吹以及复溶等

步骤后过滤膜上机。 
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1.3.2.5  加标试样  选择其中一个加标试样重复

上机测定 6 次以考察高效液相色谱仪重复进样引

入的相对标准不确定度。 

1.3.3  色谱条件 

色谱柱：C18 柱（250 mm×4.6 mm，4 μm）；

流动相：乙腈-水（88∶12，v/v）等度洗脱；流速：

1.0 mL/min；激发波长 384 nm，发射波长 406 nm；

柱温：室温；进样量：20 μL。 

2  结果与分析 

2.1  数学模型以及不确定来源分析 

根据公式 X=C×V ×F×1 000/(m×1 000) 

其中：X：试样中苯并（a）芘含量（μg/kg）；

C：从标准工作曲线得到被测组分的质量浓度

（ng/mL）；m：样品称样量（g）；V：定容体积

（mL）；F：稀释因子，按照标准处理方法 F=1；     

1 000：由 ng/g 换算成 μg/kg 的换算因子。 

结果保留到小数点后一位。 

从数学模型和实际实验过程来看，食品中苯

并芘含量测定的不确定度主要来源于标准溶液配

制、标准曲线拟合、样品前处理过程、高效液相

色谱仪（重复测定）等方面。 

2.2  不确定度分量的评定 

2.2.1  标准溶液配制引入的不确定度 

2.2.1.1  标准物质纯度引入的相对标准不确定度

uref(标)  经查苯并（a）芘标准品证书，标准溶液

浓度为 10.00 mg/L，其扩展不确定度为 0.31 mg/L 

(k=2)，按矩形分布处理[15]，则标准溶液的相对标

准不确定度为：
0.31

0.015 5
2 10.00refu  
（标） 。 

2.2.1.2  标准工作溶液配制过程中容量瓶引入的

相对标准不确定度 uref(容)和移液枪引入的相对标准

不确定度 uref(枪) 标准工作溶液配制过程中容量瓶

使用情况以及不同容量瓶的相对标准不确定度见

表 2。单标线 10 mL 容量瓶和单标线 100 mL 容量瓶

经检定均为 A 级，服从三角分布[16]，相对标准不

确定度公式为
2

6
refu n

V

 
   

（容量瓶）

最大允许误差
。因

此，标准工作溶液配制过程中容量瓶引入的总相

对标准不确定度为 

2 20.002 000 0 0.000 408 2 0.002 041refu   （容）  

 
表 2  标准工作溶液配制过程中容量瓶引入的不确定度 

Table 2  Uncertainties of volumetric flasks form calibration 
solution preparation 

容量瓶定容 

体积 V/mL 

最大允许 

误差/mL 

使用 

次数 n 

相对标准不确 

定度 uref(容量瓶) 

10 ±0.020 6 0.002 000 0 

100 ±0.100 1 0.000 408 2 

 

标准工作溶液配制过程中移液枪使用情况以

及不同移液枪的相对标准不确定度见表 3。按照

矩形分布计算 [17]，其相对标准不确定度公式为

2

3
refu n

V

 
    

（移液枪）

最大允许误差
。因此标准工

作溶液配制过程中移液枪引入的总相对标准不确

定度为 
 

2 2 2 2 20.009 238 0.006 928 0.003 464 0.006 928 0.006 000 0.01514refu      （枪）  
 

表 3  标准工作溶液配制过程中移液枪的不确定度 

Table 3  Uncertainties of pipettes form  
calibration solution preparation 

吸取体 

积 V/μL 

移液枪 

量程/μL 

最大允许

误差/μL

使用 

次数 n 

相对标准不 

确定度 uref(移液枪)

50 10~100 ±0.8 1 0.009 238 

100 20~200 ±1.2 1 0.006 928 

200 20~200 ±1.2 1 0.003 464 

500 100~1 000 ±6.0 1 0.006 928 

1 000 100~1 000 ±6.0 3 0.006 000 
 

2.2.1.3  标准溶液配制过程中温度变化引起的溶 

剂体积改变引入的相对标准不确定度 uref(溶剂) 实 

验室温度在（20±3）℃范围内波动，玻璃器具受温

度波动的影响较小，可忽略不计，但温度波动引

起溶剂体积的改变需考虑。本次标准储备液和标

准工作溶液均由乙腈配制，20 ℃时乙腈的体积膨

胀系数（a）为 1.37×10–3 ℃–1 [18]，相对标准不确 

定度公式为
2

( )
3

ref
T

u n
  

  
 乙腈

，ΔT=3 ℃，n

为使用次数。标准溶液配制的全部过程均由容量 

瓶和移液枪完成，环境温度变化引入的容量瓶和
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移液枪中溶剂体积改变的相对标准不确定度见表 4。 因此，环境温度变化引入的相对标准不确定度为： 
 
 

2 2 2 2 2
( ) 0.005 812 0.002 373 0.002 373 0.002 373 0.004100 0.008 215refu      

溶剂
 

 
 

表 4  环境温度变化引入的不确定度 

Table 4  Uncertainties form temperature changes 
in the experimental environment 

 使用次数 n 相对标准不确定度 uref(移液枪)

10 mL 容量瓶 6 0.005 812 

100 mL 容量瓶 1 0.002 373 

10~100 μL 移液枪 1 0.002 373 

20~200 μL 移液枪 1 0.002 373 

100~1 000 μL 移液枪 3 0.004 100 

 

2.2.1.4  标准溶液配制过程的合成相对标准不确

定度 uref（1）  标准溶液配制过程引入的不确定

度主要由标准物质纯度的不确定度、配制时容量

瓶引入的不确定度、配制时移液枪引入的不确定

度以及环境温度变化时乙腈体积改变引入的不确

定度这几部分组成。 

2 2 2 2

2 2 2 2

1

0.0155 0.002041 0.01514 0.008215 0.02326

ref ref ref ref refu u u u u    

   

（容） （枪） （溶剂）（标）
（）

 

2.2.2  样品前处理过程引入的不确定度 

2.2.2.1  称量试样时天平引入的不确定度 uref(天平)

样品前处理称样时使用的是千分之一天平，其最

大允许误差为±0.005 g，属均匀分布[16]，且样品

称样量是由每个试样的两次称样所得，三种不同

试样称量时天平引入的相对标准不确定度见表 5。

按照矩形公式计算，其相对标准不确定度公式为

2
0.005

3
refu n

m

 
   

（天平） 。 

 

表 5  三种不同试样称量时天平引入的不确定度 

Table 5  Uncertainties form weighing of electronic 
balance of three different samples 

样品 
称样质量

m/g 

天平最大允

许误差/g 

每个试样称

量次数 n 

相对标准不确

定度 uref(天平)

大米试样 1.0 ±0.005 2 
uref((天平-M)= 
0.004 082

烟熏肉试样 1.0 ±0.005 2 
uref((天平-R)= 
0.004 082

食用植物油试样 0.4 ±0.005 2 
uref((天平-Y)= 
0.010 210

2.2.2.2  加标回收率引入的不确定度 uref(回收)  样

品前处理过程较为复杂，需经过提取、均质、过

柱净化、氮吹等步骤，难以对每个环节逐一进行

评定，可通过对样品称样后加标测定其回收率的

方式对样品前处理过程进行不确定度评定。不同

样品加标回收率结果见表 6。加标回收率的平均

值 R 的标准不确定度
( )

( )
6

RS
u 回收 （ ( )RS 为标准偏

差）， ( )
( )

R
ref

u
u

R
回收 。《测量不确定度表示指南》[19]

中要求校正明显的系统误差，因此应进行 t 检验

（公式为
( )

100%

R

R
t

u


 ）以考察平均回收率 R 与

100%之间的差异是否具有统计学意义，如果差异

具有统计学意义（t≥t95,5=2.57），则需要用回收率

校正因子 f（f=1/ R ）校正结果，应归入到样品质

量分数的计算中，否则不必进行校正。三种不同

基质试样加标回收率的相对标准不确定度和 t 检

验结果见表 7。 

 
表 6  三种不同基质试样 6 次平行试验的加标回收率 

Table 6  Recoveries of three different samples at six 
parallel experiments               % 

样品加标回收率 样 1 样 2 样 3 样 4 样 5 样 6

大米试样 80 82 83 82 83 84 

烟熏肉试样 82 83 80 81 83 83 

食用植物油试样 87 86 87 88 87 89 

 
2.2.2.3  样品前处理过程引入的合成相对标准不

确定度 uref(2)  样品前处理过程引入的不确定度

主要由称量试样时天平引入的不确定度和加标

回收实验引入的不确定度两部分组成： ref (2)u   

( ) ( )

2 2
ref refu u

天平 回收
。因此，三种不同基质试样前处

理过程引入的合成相对标准不确定度为： 
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表 7  三种不同基质试样加标回收率的不确定度和 t 检验结果 

Table 7  Uncertainties and t test results of recoveries of three different samples 

样品 回收率平均值 R /% 标准偏差 ( )RS 标准不确定度 ( )Ru  相对标准不确定 ( )ref Ru  t 检验结果

大米试样 83 0.013 46 0.005 578 uref((回收-M)=0.006 775 29.4 

烟熏肉试样 82 0.012 65 0.005 164 uref((回收-R)=0.006 298 34.9 

食用植物油试样 87 0.010 33 0.004 216 uref((回收-Y)=0.004 828 30.8 

 

( ) ( )

2 2
ref

2 2

(2 )

0.004 082 0.005 578 0.006 912

M Mref refu M u u
 

   

 

天平 回收

；
 

( ) ( )

2 2
ref

2 2

(2 )

0.004 082 0.006 298 0.007 496

R Rref refu R u u
 

   

 

天平 回收

；
 

( ) ( )

2 2
ref

2 2

(2 )

0.010 21 0.004 828 0.011 29

Y Yref refu Y u u
 

   

 

天平 回收

。
 

2.3.3  最小二乘法拟合标准曲线时引入的相对不

确定度 uref(3) 

标准曲线拟合的不确定度由标准系列溶液进

行测定得到。峰面积 Y 与浓度的线性关系表 8。 
 

表 8  标准溶液的浓度-峰面积对应表 

Table 8  Concentration peak area of standard solutions 

浓度，Xi/(ng/mL) 0.5 1.0 2.0 5.0 10 20 

Y1 3 171 6 929 13 739 33 943 69 967 138 182

Y2 3 236 7 025 13 527 33 643 69 444 138 869

Y3 3 261 6 796 13 524 33 447 69 640 138 658

峰面

积，Y 

平均值 3 223 6 917 13 597 33 678 69 684 138 570

线性回归方程 y = bx+a，R2=0.999 9 

斜率 b 为 6 947.7 

截距 a 为 303.16 

 

以三种不同基质的空白加标样品的峰面积经

过线性回归方程计算后得到的质量浓度 C 为例，

见表 9。 
 

表 9  三种不同基质的空白加标样品的含量结果 

Table 9  Determine results of three different spiked samples  
ng/mL 

样品质量浓度 C1 C2 C3 C4 C5 C6

大米试样 8.0 8.2 8.3 8.2 8.3 8.4

烟熏肉试样 8.2 8.3 8.0 8.1 8.3 8.3

食用植物油试样 8.7 8.6 8.7 8.8 8.7 8.9

 

标准曲线拟合时的不确定度公式[20]为：
0( )cu   

2
0

2

1

( )1 1

( )
n

i
i

C CS

b p n
C C




 


，其中 S 为标准曲线的标

准偏差，公式为：

2

1

[ ( )]

455.888
2

n

i i
i

y a bx

S
n


 

 



，

b 为线性回归方程的斜率，b=6 947.7，p 为样品

平行测定的次数，p=6；n 为标准曲线每个浓度点

测定的总次数，n=18；C0 为样品的平均浓度；C

为所有标准溶液的质量浓度平均值， C =6.4 

ng/mL；且三种不同基质试样的相对标准不确定度

0( )

0

(3)
c

ref

u
u

c
 ，见表 10。 

 

表 10  三种不同基质试样的加标样品含量平均值的不确定度 

Table 10  Uncertainties of average content results  
of three different spiked samples 

样品 
加标样品质量

浓度平均值
C0/(ng/mL)

标准 

不确定 

度 u(c0) 

相对标准 

不确定度 

大米试样 8.3 0.041 52 uref(3–M)=0.005 002

烟熏肉试样 8.2 0.040 88 uref(3–R)=0.004 985

食用植物油试样 8.7 0.040 66 uref(3–Y)=0.004 674

 

2.2.4  高效液相色谱仪重复进样引入的相对标准

不确定度 uref(4) 

加标样品重复 6 次进样得到的苯并芘含量见

表 11。含量平均值 1 8.3

n

i
iC

n


 


，标准差 ( )s d   

_
2

1

1
( )

N

i
i

C C
n 

 =0.030 47；相对标准差
( )s d

x
  

0.030 47
0.003 671

8.3
 ，高效液相色谱仪引入的不确

定度由峰面积平均值的相对标准不确定度表示，

ref
0.003 671

(4) 0.001 499
6

u   。 
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表 11   加标试样 6 次重复进样每一针的浓度 

Table 11  Six concentrations of each injection  
of the spiked sample 

 C1 C2 C3 C4 C5 C6 

 8.3 8.4 8.4 8.3 8.4 8.3 
 

2.3  合成相对标准不确定度 Uref 

综上所述，高效液相色谱法测定食品（大米

类、烟熏肉类、食用植物油类）中苯并芘含量的

相对标准不确定度由标准溶液配制过程引入的合

成相对标准不确定度 uref(1)、试样前处理过程引

入的合成相对标准不确定度 uref(2)、标准曲线拟

合时引入的相对标准不确定度 uref(3)和高效液相

色谱仪重复进样引入的相对标准不确定度 uref(4)

这四个主要部分构成，不同基质试样的合成相对

不确定度分别为： 

2 2 2 2

( )

(1) (2 ) (3 ) (4) 0.02482

ref

ref ref ref ref

U M

u u M u M u



      ；
 

2 2 2 2

( )

(1) (2 ) (3 ) (4) 0.024 99

ref

ref ref ref ref

U R

u u R u R u



      ；
 

2 2 2 2

( )

(1) (2 ) (3 ) (4) 0.026 32

ref

ref ref ref ref

U Y

u u Y u Y u



      。
 

2.5  检测结果的表述 

一般情况下，检测结果取包含因子 k=2，置

信区间 95%，表明被测量值的大约 95%概率可望

包含于此区间，则扩展不确定度 U=Uref×k×C0（C0为

被测样品含量的平均值，由数学模型获得），因此： 

大米试样的扩展不确定度 UM=Uref(M)×k× 

C0(M)=0.024 82×2×8.3=0.5 μg/kg，检测结果表述为

大米试样含量 XM=(8.3±0.4) μg/kg，k=2； 

烟熏肉试样的扩展不确定度 UR=Uref(R)×k× 

C0(R)=0.024 99×2×8.2=0.5 μg/kg，检测结果表述为

烟熏肉试样含量 XR=(8.2±0.4) μg/kg，k=2； 

食用植物油试样的扩展不确定度 UM=Uref(M)× 

k×C0(M)=0.026 32×2×8.7=0.5 μg/kg，检测结果表述

为食用植物油试样含量 XY=(8.7±0.5) μg/kg，k=2； 

3  讨论与结论 

通过高效液相色谱法对食品中苯并芘含量测

定的不确定度各分量的评定，可见最终检测结果

的不确定度主要由标准溶液配制过程、样品前处

理过程以及标准曲线拟合引入，其次为高效液相

色谱重复测定引入。因此，实际操作过程中，可

通过选择纯度较高或者扩展不确定较小的标准溶

液、选择精度更高的天平和玻璃量器、增加每个

试样的称样次数、优化前处理方法提高样品加标

回收率、增加平行样品测定次数等方式来减小不

确定度的引入，以提高检测结果的准确性。 

此外，本次对大米试样、烟熏肉试样和食用

植物油试样进行平行不确定度评定，结果发现电

子天平称样过程对食用油的不确定度贡献较其它

两种试样大，可能原因是样品称样量最小为 0.4 g，

其它两种为 1.0 g。通过考察三种不同基质样品的

加标回收率，发现食用植物油样品的加标回收率

最高且引入的不确定度最小，说明食用油基质对

回收率的影响最小。从最终检测结果的表述中可

以看出三种不同基质的扩展不确定度差别不大。 
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