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摘  要：建立优化的分子印迹固相萃取超高效液相色谱法测定植物油中苯并芘的检测方法。实验过程

中通过对样品不同固相萃取净化效能、最佳检测波长、流动相体系及色谱柱使用的考察，结果表明，

分子印迹固相萃取净化柱比较适合植物油样品的前处理萃取及净化，最佳检测波长为激发波长 365 nm

和发射波长 410 nm，苯并芘色谱峰在此条件下具有较高的响应值和信噪比，在 90%乙腈–10%水流动

相体系下，目标峰具有较好的分离效果，采用 150 mm 的短柱子能有效提高工作效率。苯并芘在浓度

0.3~20 μg/L 范围内具有良好的线性关系，相关系数大于 0.999 9，方法检出限为 0.05 μg/kg，定量限为

0.10 μg/kg，3 个添加浓度水平的平均回收率为 87.6%~95.9%，相对标准偏差为 1.08%~2.16%。实际样

品检测中，苯并芘的检出率为 39.0%，超标率为 2.4%，合格率为 97.6%。该优化方法灵敏度高，操作

便捷，快速准确，可适用于植物油中苯并芘的批量检测及污染监测情况分析。 
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Abstract: An optimized method for the determination of benzopyrene in vegetable oil by molecular 

imprinting solid phase extraction with ultra-high performance liquid chromatography was established. 

During the experiment, through the investigation of different solid-phase extraction purification efficiency, 

optimal detection wavelength, mobile phase system and chromatographic column use, the results showed 

that the molecularly imprinted solid phase extraction purification column was more suitable for pretreatment 

extraction and purification of vegetable oil. The optimal detection the excitation wavelength and the 

emission wavelength were 365 nm and 410 nm, respectively. Under these conditions, the benzopyrene 

chromatographic peak had high response value and signal-to-noise ratio. Under the mobile phase system of 

90% acetonitrile-10% water, the target peak had a good separation effect. Using 150 mm short columns can 

effectively improve work efficiency. Benzopyrene had a good linear relationship in the concentration range 

of 0.3~20 µg/L, and the correlation coefficient was greater than 0.999 9. The detection limit and quantitative 

limit of benzopyrene determination method were 0.1 µg/kg and 0.3 µg/kg, respectively. The average 

recoveries of three added concentrations were 87.6%~95.9%, and the relative standard deviations were 

1.08%~2.16%. In the actual sample detection, the detection rate of benzopyrene, the exceeding rate and the 

qualified rate were 39.0%, 2.4%, and was 97.6%, respectively. This optimization method is sensitive, 

convenient, rapid and accurate, and can be used for batch detection of benzopyrene in vegetable oil and 

analysis of pollution monitoring. 

Key words: benzopyrene; molecular imprinting column; vegetable oils; solid phase extraction; high 

performance liquid chromatography 

食用植物油是居民膳食的重要组成部分，也

是补充人体所需营养物质的重要来源[1-2]。据报道

中国居民平均每标准人日食用植物油的摄入量为

37.1 g，食用油与人们的生活、健康息息相关，

随着经济社会的发展及人们营养健康意识的增

强，植物油在人体健康与疾病预防方面的影响受

到极大重视，食用油的质量和安全性问题主要来

自油料作物的种植、收获、储存、加工和使用等

环节，特别是食用油品在加工环节的污染状况引

发人们的广泛关注[3-5]。 

苯并(a)芘[benzo(a)pyrene]为多环芳烃类化合

物，是世界上排名前三的强烈致癌性物质。苯并

芘是由脂肪、胆固醇、蛋白质和碳水化合物等在

高温烘烤、干燥、熏制和烹调（煎、炸、烤、炒

等）加工过程中，发生热裂解、环化和聚合等反

应形成，主要通过饮食进入人体，对人体很多器

官例如眼睛，乳腺等造成危害[6-10]。我国标准 GB 

2762—2017《食品安全国家标准食品中污染物限

量》 [11] 规定了植物油中苯并 (a) 芘的限量为

10 μg/kg。许多植物油如芝麻油、亚麻籽油、菜

籽油等加工工艺采用压榨法需要高温炒籽，若温

度控制不佳就易导致苯并(a)芘超出国家限量标

准[12-13]。地沟油中苯并芘的检出率及超标率均保

持高位值，并且地沟油流入市场的事件也是时有

发生[14]，因此，对于食用植物油中苯并(a)芘的检

测尤为重要，保障居民对植物油食用的安全性。 

目前，苯并芘的检测方法主要有荧光分光光

度法、高效液相色谱、气相色谱-质谱联用、液相

色谱-质谱联用法等[15-22]，荧光分光光度法的样品

前处理步骤较为复杂，灵敏度较低，质谱法中苯

并芘的碎片特征离子峰响应值较低，不易进行定

性定量，而液相方法具有较高的灵敏度及较便捷

的样品处理方法。食品安全国家标准方法 GB 

5009.27—2016《食品中苯并(a)芘的测定》[23]推

荐的检测方法主要是利用中性氧化铝固相萃取小

柱或分子印迹固相萃取小柱对样品进行净化。中

性氧化铝固相萃取柱对于其他种类的样品较为理

想，但通过实验分析后，对于食用植物油的处理

仍存不足之处，样品过柱经氮吹或旋转蒸发浓缩

时，油脂较难去除，耗时较多，影响后续上机测

定分析，对于批量样品的监测较难开展，而使用

分子印迹固相萃取净化柱进行样品前处理，具有
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操作便捷，有机试剂消耗较少，省时高效，样品

处理后净化效果相对比较高，干扰色谱峰较少。

有文献报道采用分子印迹固相萃取小柱对植物油

苯并芘的萃取净化效果验证[24]，通过两种固相萃

取净化柱比对植物油中苯并芘的净化效能 [25]，

使用串联固相萃取净化小柱去除油脂干扰成分

研究[26]，而本文针对以上方法中存在的问题缺点

以及结合实验分析过程中检测技术进行了研究，

通过两种固相萃取净化效果分析，最佳检测波长

的选择，多种流动相配比分离效果研究以及不同

规格色谱柱选择的考察，最终确定相关色谱技术

的优化条件，针对植物油样品建立具有分析简单、

高效便捷、准确性好、回收率高等优点测定苯并

(a)芘的方法，使其应用于特别是批量的食用植物

油样品中苯并(a)芘的准确定量，对相关基层检测

部门具有指导意义，为政府职能部门提供技术及

数据支持，保障居民的食品安全及大众健康。 

1  材料与方法 

1.1  实验样品 

本实验样品：市售抽查样品，包括 30 件菜籽

油、5 件花生油、4 件芝麻油、1 件玉米油、1 件

核桃油，共计 41 件，其中 83%的样品采集于农

贸市场小作坊制作成品。 

1.2  仪器与试剂 

超高效液相色谱仪 U3000：美国 ThermoFisher

公司；分析天平 XS205DU：瑞士 Mettler Toledo

公司；智能台式高速冷冻离心机 3H16RI：湖南赫

西仪器装备有限公司。 

标准物质苯并芘：中国计量研究院；中性氧

化铝柱和分子印迹柱：普瑞邦（中国）公司；甲

醇和乙腈均为色谱纯。  

1.3  色谱条件 

色谱柱为 Agilent Eclipse Plus C18 柱（4.6 mm× 

150 mm, 5.0 μm），柱温为 35 ℃，激发波长：

365 nm，发射波长 410 nm，流动相 A 相：乙腈，

B 相：水，流动相配比为 90%乙腈+10%水，流速

为 1.0 mL/min，进样体积为 20 μL，分析运行时

间为 10.0 min。 

1.4  实验方法 

1.4.1  标准溶液配制 

乙腈中苯并(a)芘标准使用液(100 μg/L)：准确

定量量取苯并(a)芘标准物质于 100 mL容量瓶中，

用乙腈定容，用于标准曲线制作实验分析，避光

保存在 0~5 ℃的冰箱中。 

1.4.2  样品前处理 

称取 0.400 g 植物油样品，加入 5.0 mL 正己

烷并旋涡混合 0.5 min，采用苯并(a)芘分子印迹柱

进行固相萃取净化，先依次用 5.0 mL 二氯甲烷及

5.0 mL 正己烷将柱子活化，样品溶液转移到柱

子，待液面降至柱床时，用 6.0 mL 正己烷淋洗柱

子，弃去流出液。用 6.0 mL 二氯甲烷洗脱并收集，

接着在 40 ℃下氮气吹干，准确吸取 1.0 mL 乙腈

涡旋复溶 0.5 min，过 0.22 μm 滤膜后待测。 

1.5  数据分析 

采集到的数据使用 Chromeleon 7.lnk 进行定

性定量分析，样品分析时通过样品色谱峰保留时

间进行定性，通过峰面积进行定量。 

2  结果与分析 

2.1  净化方法的选择  

进行两种净化柱净化效果的考察，样品经正

己烷溶解过中性氧化铝柱，洗脱后分别采取直接

氮吹法和减压旋转蒸发法两种方法进行浓缩，经

1 h 长时间的浓缩均较难将油脂彻底去除，经乙

腈复溶后，提取效果欠佳，整个前处理步骤所需

溶剂及处理时间均较多，严重影响工作效率，不

适宜批量样品的处理。苯并芘分子印迹柱净化实

验则较为高效，且净化效果相对较为理想，样品

通过柱子净化洗脱后，可直接进行氮吹浓缩，

10 min 即可近干，加入乙腈溶解过滤膜后即可上

机测定分析，所需试剂及处理时间均较少，显著

提高了工作效率，特别适用于大批量样品的处理，

因此采取苯并芘分子印迹柱净化方法进行样品前

处理，净化效果如图 1 所示。 

2.2  检测波长的考察 

根据文献查阅，目前苯并芘的检测波长各异，

通过选择不同的激发波长（Excitation wavelength，
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Ex）和发射波长（Emission wavelength，Em），

在相同色谱条件对 10.0 μg/L 苯并芘标准溶液进

样 1.0 μL 进行测定考察分析，如表 1 实验数据显

示，苯并芘的响应强度具有较大差异，在 Ex / Em 

384 nm/406 nm 的条件下，虽然具有较大响应强

度，但也具有较高的噪声值，进而使信噪比降低，

综合信噪比数据，选择 Ex / Em 365 nm/410 nm 为

苯并芘的测定波长，具体色谱图见图 2。 
 

 
 

注：a 为加标样品经分子印迹柱净化，b 为加标样品经中

性氧化铝净化 

Note: a is the spiked sample purified by molecular blotting 
column, and b is the spiked sample purified by neutral alumina 

图 1  加标样品经固相萃取净化后的色谱图 

Fig.1  Chromatograms of spiked samples purified  
by solid phase extraction 

 

 
 

注：a 为 Ex/Em 365/410 色谱图，b 为 Ex/Em 370/425 色谱

图，c 为 Ex/Em 375/410 色谱图，d 为 Ex/Em 375/420 色谱图，e

为 Ex/Em 384/406 色谱图 

Note: a is the chromatogram of Ex/Em 365/410, b is the 
chromatogram of Ex/Em 370/425, c is the chromatogram of Ex/Em 
375/410, d is the chromatogram of Ex/Em 375/420 and e is the 
chromatogram of Ex/Em 384/406. 

图 2  不同检测波长的色谱图 

Fig.2  Chromatogram at different detection wavelengths 

表 1  不同检测波长的色谱参数 

Table 1  Chromatographic parameters for  
different detection wavelengths 

激发波长/
nm 

发射波长/
nm 

峰面积/ 

（counts*min） 
峰高/counts 信噪比 

365 410 40 483 236 195 228.2 

375 410 38 969 220 217 228.6 

384 406 35 692 216 386 36.2 

370 425 23 132 136 431 175.2 

375 420 22 891 130 705 138.0 

 

2.3  流动相考察  

分别对流动相组成和配比进行考察，如图 3

所示，当有机相为乙腈时，随着有机相比例增加，

苯并芘色谱峰保留时间逐渐变小。当有机相为甲

醇时，苯并芘的分离情况相对较差，但混合乙腈

时有较大改善，具体实验数据见表 2。 

改变流动相配比情况进行目标化合物分离效

果分析，80%甲醇洗脱的色谱峰已经出现较大峰

宽，峰型出现前沿及不对称情况，70%甲醇洗脱

时已没有明显的色谱峰显示，60%乙腈和 60%甲

醇进行冲洗，未检测到色谱峰，根据色谱图出峰

情况分析，从图中可以看出，乙腈作为流动相比

较适合苯并芘的洗脱，具有较高的响应，甲醇作

为洗脱流动相未有理想的洗脱效果，因此选择

90%乙腈–10%水作为苯并芘的洗脱流动相。具体

谱图情况如图 3 所示。 

由于样品基质较为复杂，从样品加标回收实

验的色谱图图 4 可以看出，前期有较大的溶剂杂

质峰，若再增加有机相的比例，目标峰和杂质峰

将会重叠，达不到目标峰的分离效果，所以不适

合用纯的有机相进行苯并芘的洗脱。 

 
表 2  流动相考察 

Table 2  Mobile phase inspection 

流动相配比 有机相 

比例/% 90%乙腈 70%甲醇–20%乙腈 80%甲醇–10%乙腈 90%甲醇 80%乙腈 70%乙腈 80%甲醇 70%甲醇 60%甲醇 60%乙腈

甲醇 0 70 80 90 0 0 80 70 60 0 

乙腈 90 20 10 0 80 70 0 0 0 60 

水 10 10 10 10 20 30 20 30 40 40 

保留时间/min 4.61 5.51 5.82 6.31 8.25 15.6 17.6 60.12 未出峰 未出峰
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注：a 为 90%乙腈流动相色谱图，b 为 70%甲醇–20%乙腈

流动相色谱图，c 为 80%甲醇–10%乙腈流动相色谱图，d 为 90%

甲醇流动相色谱图，e 为 80%乙腈流动相色谱图，a-e 的分析时

间均为 10min，f 为 70%乙腈流动相色谱图，g 为 80%甲醇流动

相色谱图。 

Note: a is the chromatogram of 90% acetonitrile as mobile 
phase, b is the chromatogram of 70% methanol-20% acetonitrile , c 
is the chromatogram of 80% methanol-10% acetonitrile, d is the 
chromatogram of 90% methanol-10% acetonitrile, e is the 
chromatogram of 80% acetonitrile, the analysis time of a-e is all 
10min, f is the chromatogram of 70% acetonitrile, g is the 
chromatogram of 80% methanol. 

图 3  不同流动相的色谱图 

Fig.3  Chromatogram of different mobile phases 

 

 
 

图 4  样品加标回收色谱图 

Fig.4  Standard-added recovery chromatogram 

 

2.4  色谱柱选择 

分别考察了采用 Phenomenex C18 柱（4.6 mm× 

250 mm, 5.0 μm）250 mm 及 Agilent Eclipse Plus 

C18 柱（4.6 mm×150 mm, 5.0 μm）对样品进行检

测分析情况，根据检测结果分析不同色谱柱柱效，

使用相同的流动相条件进行洗脱时，短柱子能有

效提高工作效率，减少试剂的使用量，经济环保。

如图 5 显示，色谱峰保留时间具有较大差异，所

以选择 150 mm 的柱子进行实验分析。 

2.5  方法学考察 

2.5.1  线性关系 

用乙腈将苯并芘标准使用液稀释制备成浓度

为 0.3、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0 μg/L 的

标准系列溶液，在上述条件下进行测定，以浓度

X 为横坐标、峰面积 Y 为纵坐标绘制标准曲线进

行线性回归，在 0.3~20 μg/L 范围内具有良好的

线性关系，线性方程为 y=6 640.404 4x+0.301 7，

相关系数 r=0.999 9。标准曲线色谱图重叠图见图

6 所示，保留时间标准偏差为 0.35%，说明重复

性较稳定，以 3 倍信噪比计算得方法检出限

0.05 μg/kg，以 10 倍信噪比得方法定量限 0.10 

μg/kg，满足实验室检测定量要求。 
 

 
 

注：a 为 150mm C18 柱色谱图，b 为 250mm C18 柱色谱图 

Note: a is the chromatogram of 150mm C18 column, b is the 
chromatogram of 250mm C18 column 

图 5  不同柱长的分离色谱图 

Fig.5 Separation chromatograms of different column lengths 

 

 
 

图 6  标准曲线色谱重叠图 

Fig.6  Standard curve chromatogram overlay 
 

2.5.2  方法回收率 

选取苯并芘本底值未检出的样品，进行分子

印迹柱净化方式的加标回收实验，加入标准物质

使浓度为 1.0、5.0、10.0 ng/mL，按照样品前处理

条件进行处理并上机测定，每个添加浓度做 6 个

平行实验，方法的平均回收率为 87.6%~95.9%，

RSD 为 1.08%~2.16%，数据见表 3，实验数据表

明分子印迹柱净化方法具有较高的回收率，相对

标准偏差较小，处理植物油中苯并芘较为理想。 
 

表 3  苯并芘的加标回收率和精密度（n=6） 

Table 3  Scaling recovery rate and precision  
of benzopyrene (n=6)                % 

加标 1.0 ng/mL 加标 5.0 ng/mL 加标 10.0 ng/mL
净化柱 

回收率 RSD 回收率 RSD 回收率 RSD

分子印迹柱 87.6 2.16 91.3 1.08 95.9 1.14
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2.5.3  方法重复性 

选取苯并芘本底值检出的样品进行重复性实

验分析，精确称取样品 6 份，按照样品前处理条

件进行实验分析，计算相对标准偏差作为方法的

精密度，精密度为 1.13%，表明实验方法的重复

性较强。检测数据见表 4。 

 
表 4  苯并芘的精密度（n=6） 

Table 4  Precision of benzopyrene (n=6) 

序号 
名称 

1 2 3 4 5 6 
RSD/%

苯并芘/(μg/kg) 2.8 2.75 2.77 2.8 2.81 2.84 1.13 

 

2.6  实际样品检测 

按照上述实验方法对市场销售的 41 份样品

进行检测，检出 16 份，检出率为 39.0%。其中菜

籽油检出为 13 份，菜籽油检出率为 43.3%，占检

出样品的 81.2%；花生油、芝麻油和核桃油各检

出 1 份，分别占检出样品的 6.2%。散装样品检出

9 份，散装样品检出率为 47.4%，占检出样品的

56.2%；预包装样品检出 7 份，预包装样品检出

率为 38.9%，占检出样品的 43.8%。根据国家标

准 GB 2762—2017《食品安全国家标准食品中污

染物限量》规定，植物油中苯并(a)芘的限量为 10 

μg/kg，共计 1 份样品超过标准限值，超标率为

2.4%。检测结果说明散装植物油的检出率比预包

装的高，菜籽油的检出率远高于其它类型的植物

油，超标的样品为榨油小作坊制造的散装菜籽油。

实验测定结果表明，所采集的植物油合格率为

97.6%，整体上植物油的食用较为安全。 

3  结论 

通过优化的分子印迹固相萃取超高效液相色

谱检测方法对植物油中苯并（α）芘含量进行检

测分析，实验结果表明，分子印迹固相萃取柱更

加适合处理植物油样品，样品经分子印迹柱萃取

净化后干扰基质较少，采用优化的检测波长及流

动相条件，苯并芘具有较好的色谱峰响应值及信

噪比，选择短程柱子能有效提高工作效率。该方

法具有回收率高，精密度好，结果稳定，操作过

程便捷，所需时间及试剂均较少，对环境比较友

好，便于提高日常检测工作效率，更加满足于当

前快节奏、多任务和样品量多的检测要求，适用

于食用植物油中苯并芘的批量检测及污染监测情

况分析。但该方法中所使用的固相萃取柱存在成

本问题，后续可开展液液萃取样品中苯并芘的研

究，减少检测成本的投入，更加简化样品的前处

理步骤，提高工作效率。 
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