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摘  要：通过对分子印迹柱净化法结合高效液相色谱法测定大豆油中苯并（α）芘含量的全过程逐层

分析，进行测定结果不确定度的评估。应用计量学不确定度传递模型，对不确定度分量进行量化及合

成，并计算其扩展不确定度。结果表明，影响不确定度的主要因素为标准曲线拟合、添加回收率、样

品称量及标准工作溶液配制。当大豆油中苯并（α）芘含量为 8.735 μg/kg 时，在 95%的置信区间下，

其扩展不确定度为 0.794 μg/kg（k=2）。评定结果表明，应用分子印迹柱净化法结合高效液相色谱法对

食用油中苯并（α）芘的测定，可通过严格控制校准曲线拟合过程、添加回收过程、样品称量及标准

工作液配制过程从而减小不确定度。 
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Abstract: Benzo (α) pyrene in soybean oil was determined by molecular imprinting column purification 

combined with high performance liquid chromatography (MIC-HPLC). The whole process was analyzed to 

evaluate the uncertainty of the analytical results. Meanwhile, the uncertainty components were quantified and 

synthesized by a metrological model of uncertainty. Furthermore, the extended uncertainty of the 

measurement results was calculated. The results showed that the main factors which affected the uncertainty 

were the calibration curve, recovery, sample weighting and working solution preparation. When the content 

of benzo (α) pyrene in soybean oil was 8.735 μg/kg, at 95% confidence interval, the expanded uncertainty 

was 0.794 μg/kg (k=2). The uncertainty of benzo (α) pyrene in edible oil determined by MIC-HPLC can be 
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reduced by strictly control the processes of the curve fitting, recovery, sample weighting and working 

solution preparation. 

Key words: edible oil; benzo (α) pyrene; uncertainty evaluation; high performance liquid chromatography 

苯并（α）芘是一种多环芳烃化合物，它对生

育、发育、血液、心脏、神经及免疫系统等具有

毒性作用，能诱发多种癌症[1-4]。其在环境中广泛

存在，大气、地表水、沉积物和土壤、食物和脂

肪组织中都有发现，能通过生物转化等多种途径

进入食物链，参与机体的代谢作用[5-6]。食用油是

人类对苯并（α）芘的主要暴露途径之一[6]。因此，

准确测定食用油中苯并（α）芘含量，对评估食用

油的质量安全及保障人们的餐桌健康具有重要 

意义。 

由于食用油中苯并（α）芘含量少，其亲油性

较强，且油中基质干扰大，对其准确分析具有较

大的挑战[7]。食用油中苯并（α）芘的分析主要包

括样品处理和检测两部分。目前，已报道的前处

理方法主要有以下几种：液液萃取法、微波萃取

法、超声萃取法、凝胶渗透色谱法、固相萃取法、

超临界流体萃取法、固相微萃取法等；检测方法

包括液相色谱-荧光法、气相色谱法、液相色谱-

质谱联用法、气相色谱-质谱联用法及免疫学等多

种方法[8-12]。其分析方法虽然已有较多报道，但

是综合考虑实验操作过程难易及实验仪器普及程

度等因素，固相萃取结合液相色谱-荧光光谱法为

最常用的方法。测量不确定度是分析结果的重要

组成部分，可以定量地说明测量结果的质量，是

对数据的真实性、客观性及可信性的科学评    

价[13-14]。虽然食用油中苯并（α）芘的分析方法众

多，但是关于其检测结果的不确定度评定的研究

较少。目前，已有报道主要针对已废止国标法

（GB/T 22509—2008）[15]及凝胶渗透色谱净化-

气相色谱 /质谱联用法测定结果不确定度的评  

定[16]。且已有文献常忽略试剂膨胀的影响；容量

瓶、移液管等量器的测量不确定度在选择矩形分

布、三角分布或正态分布计算方式时尚不清晰。

当前，我国检测食用油中苯并（α）芘主要采用已

修订国标法（GB 5009.27—2016）[17]，但对其测

定结果不确定度评价还未见报道。 

为了系统科学地评价食用油中苯并（α）芘含

量检测数据的不确定度，本文依据国家计量技术

规范 JJF 1059—2012《测量不确定度评定与表示》

规定的基本方法和程序[14]，以大豆油为例，采用

GB 5009.27—2016 中新增前处理方法——苯并

（α）芘分子印迹柱净化法进行样品前处理，高液

相色谱-荧光法进行样品检测，并对测定结果进行

不确定度分析评定。本研究可为食用油中苯并（α）

芘含量检测的实验室评定不确定度提供参考范例。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  材料与试剂 

大豆油市售。 

苯并（a）芘标准品：德国 Dr.Ehrenstorfer公

司；乙腈、甲苯、正己烷及二氯甲烷均为色谱纯：

德国默克公司；超纯水（电阻率 18.2 mΩ·cm–1）：

Millipore 纯水仪制备。苯并（a）芘分子印迹柱

（500 mg，6 mL）：天津博纳艾杰尔。 

1.1.2  仪器与设备 

Waters e2695 高效液相色谱仪，配备荧光检

测器：美国 Waters公司；H54AR精密分析天平：

瑞士 METTLER TOLEDO公司；RV10-D-V型旋

转蒸发器：艾卡（广州）仪器设备有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理 

参考国家标准 GB 5009.27—2016，测定步骤

为：称取约 0.5 g试样（精确到 0.000 1 g），加入

5 mL 正己烷，涡旋混合 0.5 min，待净化。采用

苯并（a）芘分子印迹柱，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

净化液到试管中。将净化液在 40 ℃下减压浓缩

至干，准确吸取 1 mL乙腈涡旋复溶 0.5 min，过

微孔滤膜后进样测定。 
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1.2.2  高效液相色谱条件 

色谱柱： C18 色谱柱（Waters, 4.6 mm× 

250 mm，5 μm）。柱温：35 ℃；样品室温度：10 ℃。

荧光检测器，激发波长 384 nm，发射波长 406 nm。

流动相：乙腈+纯水（88∶12，V∶V），等度洗脱。

流速为 1.0 mL/min。进样量 10 μL。 

1.2.3  数学模型 
1 000
1 000

C VX
m


 
  

（1） 

式中：X—式样中苯并（a）芘含量，单位为

微克每千克（μg/kg）；C—由标准曲线得到的样品

净化溶液浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）；V—

试样最终定容体积，单位为毫升（mL）；m—试样

质量，单位为克（g）；1 000—由 ng/g换算成 μg/kg

的换算因子。 

2  结果与讨论 

2.1  不确定度来源分析 

不确定度估算方法分为两类，包括自上而下

及自下而上。自上而下方法评定需要大量数据支

持，周期较长，分析人员较难获得完整资料；自

下而上方法依据检测过程，对全过程中影响不确

定度的步骤进行分解，估算各个步骤对合成不确

定度的贡献[18]。虽然后种方法过程繁琐、复杂，

但对分析人员了解测定过程的关键点，尽可能降

低测定不确定度具有重要价值，因此本研究采用

自下而上方法进行不确定度评定。 

结合公式（1）及测量全过程，影响苯并（a）

芘测量不确定度的来源包括：标准品纯度、称样

过程、标准溶液配制过程、样品前处理过程、样

品重复测定过程、标准曲线拟合、添加回收率及

样品重复性的测定。 

2.2  不确定度评定 

不确定度评定参数分为 A和 B两类，A类评

定是指在规定测量条件下测得量值用统计分析的

方法进行测量不确定度分量的评定，B 类评定是

指用不同于测量不确定度 A类评定的方法对测量

不确定度分量进行评定[14]。 

2.2.1  不确定度的 B类评定参数 

2.2.1.1  标准物质纯度引入的相对标准不确定度

Urel1  根据标准物质证书提供的信息，苯并芘标

准物质的扩展不确定度为 0.3%（g/g），包含因子

k=2，其相对标准不确定度为： 

3
1

0.003 1.500 10
2relU     

2.2.1.2  标样称量产生的不确定度 Urel2  天平数

显非常稳定，故称量重复性引入的不确定度可忽

略不计。精确称取标准样品 0.001 40 g，天平最大

允许误差为±0.000 02[18]，按均匀分布，包含因子

k = 3，故其相对不确定度为： 

3
2

0.000 02 8.248 10
3 0.001 40relU   


 

2.2.1.3  标准储备溶液配制的相对标准不确定度

Urel3  标准储备液配制时，将精确称取的苯并芘

标准品用甲苯溶解，并定容成 25 mL的储备液。

该过程涉及容量瓶及环境温度变化导致的试剂膨

胀引入的不确定度。根据《化学分析中不确定度

的评估指南》[20]，玻璃量器引入的不确定度服从

三角分布，包含因子为 6k  ；温度变化引起溶

液体积膨胀引入的不确定度服从矩形分布，

3k  。 

25 mL 单标线容量瓶（A 级）最大允差为

±0.030 mL[21]，按三角分布考虑，k = 6 ，计算其

相对标准不确定度为： 

25 mL

4
( )

0.03 4.900 10
25 6rel VU   


 

标准溶液的配制实验室温度为（20±5）℃，

标准储备液由甲苯配制，其体积膨胀系数 β甲苯/℃= 

1.08×10–3。由温度变化引起的试剂膨胀带来的不

确定度服从矩形分布，故温度导致甲苯体积变化

引起的相对不确定度为： 
3

3
( )

5 1.08 10 3.118 10
3rel VU


 

  
甲苯

 

标准储备液配制引入的相对不确定度为： 

4 2 3 2
3

3

4.900 10 3.118 1( 0) (

3.156 10

)relU  



    


 

2.2.1.4  标准中间液配制引入的不确定度 Urel4  标

准中间液配制时，用 0.1 mL 的 A 级吸量管移取

0.1 mL标准储备液于 10 mL容量瓶中，用乙腈定

容，配制成中间液。该过程中不确定度来源包括：

容量瓶、分度吸量管及温度变化导致的试剂膨胀
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引入的不确定度。 

10 mL 的 A 级单标线容量瓶最大允差为

±0.020，按三角分布考虑，k = 6 ，计算相对标

准不确定度为： 

 10

40.02 8.165 10
10 6mLrel VU   


 

0.1 mL分度吸量管（A级）最大允差为±0.002，

吸取 0.1 mL溶液，按三角分布考虑，k = 6 ，计

算相对标准不确定度为： 

0.1 mL

3
( )

0.002 8.165 10
0.1 6rel VU   


 

中间液的配制实验室温度为（20±5）℃，中

间液由乙腈配制，其体积膨胀系数 β乙腈/℃=1.37× 

10–3。按矩形分布，故温度导致乙腈体积变化引

起的相对不确定度为： 

)

3
3

(
5 1.37 10 2 5.593 10

3rel VU


 
   

乙腈
 

中间液配制引入的相对不确定度为： 

4

4 2 3 2 3 2

3

8.165 10 (8.165 10 ) 5.593 10

9.930 10

( ) ( )

relU
  





     



 

2.2.1.5  标准工作液配制引入的不确定度 Urel5  用

A 级 1 mL 分度吸量管吸取 1 mL 标准中间液于

50 mL 容量瓶中，用乙腈定容至刻度，配成浓度

为 11.20 ng/mL的标准工作液；用 10 mL、5 mL、

1 mL分度吸量管分别吸取 8 mL、5 mL、2.5 mL、

1 mL标准工作液（11.20 ng/mL）于 10 mL容量瓶 

中，用乙腈定容，配制成浓度分别为 1.12 ng/mL、

2.80 ng/mL、5.60 ng/mL、8.96 ng/mL的校准曲线

溶液。该过程所涉及容量瓶、分度吸量管及环境

温度变化导致的试剂膨胀引入的不确定度。 

1 mL分度吸量管（A级）最大允差为±0.008，

按三角分布考虑，k = 6 ，计算相对标准不确定

度为： 

1 mL

3
( )

0.008 3.266 10
1 6rel VU   


 

50 mL 单标线容量瓶（A 级）最大允差为

±0.05，按三角分布考虑，k = 6 ，计算相对标准

不确定度为： 

50 mL

4
( )

0.05 4.082 10
50 6rel VU   


 

10 mL分度吸量管（A级）最大允差为±0.05，

吸取 8 mL 标准工作液，5 mL分度吸量管（A级）

最大允差为±0.025，分别吸取 2.5 mL、5 mL标准

工作液，1 mL 分度吸量管（A 级）最大允差为

±0.008，按三角分布考虑，k = 6 ，计算相对标

准不确定度为： 

8 mL( )
30.05 2.552 10

8 6rel VU   


 

5 mL

3
( )

0.025 2.041 10
5 6rel VU   


 

2.5 mL( )
30.025 4.082 10

2.5 6rel VU   


 

1 mL

3
( )

0.008 3.266 10
1 6rel VU   


 

 

10 mL

3 2 3 2 3 2 3 2 3
( ) 2.552 10 2.041 10 4.082 10( ) ( ) ( ) ( )3.266 10 6.165 10rel VU                

 

10 mL 单标线容量瓶（A 级）最大允差为

±0.020，按三角分布考虑，k = 6 ，计算 4 个容

量瓶相对标准不确定度为： 

10 mL( )
30.024 1.633 10

10 6rel VU    


 

标准工作液的配制实验室温度为（20±5）℃，

工作液由乙腈配制，其体积膨胀系数 β乙腈/℃=1.37× 

10–3。按矩形分布，故由温度引起的相对不确定

度为： 

 
3

25 1.37 1010 1.251 10
3rel VU


 

   
乙腈

 

标准工作液配制引入的相对不确定度为： 
 

3 2 4 2 3 2 3 2 2 2 2
5 3.266 10 4.082 10 6.165 10 (1.633 10 ) (1.251 10 ) 1.442 10( ) ( ) ( )relU                   

 

2.2.1.6  样品称量产生的不确定度 Urel6  由于样

品严格根据操作规程制备，故样品均匀性引入的

不确定度可忽略。称取约 0.5 g 油样，重复称量

10次，称量结果见表 2，平均值为 0.530 g，称量
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重复天平最大允许误差为±0.005，按均匀分布，

其相对不确定度： 

 2
6

0.00510 1.722 10
0.530 3relU    


 

2.2.1.7  样品定容过程引入的不确定度 Urel7  净

化后样品经氮吹仪吹干后用 1.0 mL 分度吸量管

加入 1.0 mL乙腈定。该过程涉及分度吸量管及温

度对溶液体积膨胀的影响产生的不确定度。 

1.0 mL 的 A 级分度吸量管最大允许误差为

±0.008，按三角分布考虑，k = 6 ，计算相对标

准不确定度为： 

1 mL

3
( )

0.008 3.266 10
1 6rel VU   


 

样品定容实验室温度为（20±5）℃，样品由

乙腈定容，其体积膨胀系数 β乙腈/℃=1.37×10–3。按

矩形分布，由温度引起的相对不确定度为： 

 
3

35 1.37 10 3.955 10
3rel VU


 

  
乙腈

 

由样品定容过程产生的不确定度为： 
3 2 3 2

7
3

(3.266 10 ) 3.955 10

5.12

( )

9 10
relU  



    


 

2.2.2  不确定度的 A类评定 

2.2.2.1  标准曲线拟合引入的不确定度 Urel8  本

研究对 5 个不同浓度的苯并芘标准溶液进行检

测，每个浓度测定 1 次，共测定 6 次，根据浓度

与其相应的色谱峰面积 Ai，拟合而成的线性回归方

程为 A=aC+b，其中，a为拟合曲线的斜率，b为拟

合曲线的截距，测定数据及计算结果如表 1所示。 

根据公式（2）计算纵坐标标准溶液峰面积所

产生的标准误差 s=332 777.803。对样品溶液进行

10次重复测定，按照回归方程计算测定样中苯并

芘平均浓度为 Cp=4.625 ng/mL。根据公式（3）

计算最小二乘拟合法校准曲线引入的标准不确

定度 u=0.131。则拟合曲线引入的相对标准不确

定度为： 

 2
8

0.131 2.832 10
4.625relU     

  
表 1  标准曲线拟合回归方程及相关系数 

质量浓度 C
/(ng/mL) 

峰面积 Ai 回归方程 R2

1.12 1 406 859

2.80 3 505 713

5.60 7 721 322

8.96 12 302 986

y=1 447 403.661x–395 017.932 0.999

11.20 16 046 971     

 

2

1
[ ( )]

2

n

i i
i

A a C b
s

n


  





 

（2） 

2

2

1

( )1 1

( )

p
n

i
i

C Csu
a p n

C C



  


平均

平均  

（3） 

式中：s—按贝塞尔公式求出的标准溶液残差的

标准偏差；a—标准曲线的斜率，a=1 447 403.661；

b—标准曲线的斜率，b= –395 017.932；p—样品

溶液的重复测定次数，p=10；n—标准溶液点的测

定总次数，n=5；Cp—标准曲线求出的测试样中苯

并芘的平均浓度；Ci—各标准溶液对应的苯并芘浓

度（ng/mL）；C 平均—标准溶液苯并芘浓度的平均值，

C 平均=5.936 ng/mL；Ai—各标准溶液点对应的苯并

芘峰面积。 

2.2.2.2  样品重复测定引入的不确定度 Urel9  本

实验对大豆油苯并芘含量进行 10次重复性测定，

结果见表 2。重复性测定属于 A 类评定，应用公

式（4）计算实验重复性引入的相对标准不确定度 
 

表 2  样品重复测定结果和不确定度 

测定次数 
项目 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

称样量/(m/g) 0.501 0.504 0.544 0.516 0.526 0.547 0.517 0.552 0.555 0.533 

浓度 C/(ng/mL) 4.491 4.356 4.724 4.487 4.655 4.853 4.395 4.816 4.810 4.665 

含量 X/(μg/kg) 8.964 8.642 8.684 8.696 8.850 8.871 8.501 8.724 8.667 8.752 

均值 X /(μg/kg) 8.735 

标准偏差 S 0.132 

标准不确定度 u 4.174×10–2 

相对标准不确定度 Urel9 4.778×10–3 



粮油食品科技 第 27 卷 2019 年 第 6 期  质量安全 

 

 107  

为 4.778×10–3。
 

9 10rel
u SU
X X

 
  

（4） 

2.2.2.3  样品添加回收产生的相对标准不确定度

Urel10  方法回收率是方法准确度的一种评价方

法，而方法准确度对实验结果的不确定度存在显

著影响。本研究对方法进行添加回收率考察。在

11 μg/kg 添加水平下，进行 5 次平行实验，结果

见表 3。应用公式（4）计算样品添加回收引入的

标准不确定度为 2.307×10–2。 
 

表 3  样品添加回收率和不确定度 

测定次数 项目 
1 2 3 4 5 

回收率/% 82.70 80.50 90.90 80.90 85.50 
均值 X  84.10 
标准偏差 S 0.042 8 

标准不确定度 u 1.914×10–2 
相对标准 

不确定度 Urel10
2.307×10–2 

 

2.3  合成不确定度 

根据上述不确定度分量，见表 4，由计算公

式（5）可得合成不确定度 Urel为 4.546×10–2。 
 

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10rel rel rel rel rel rel rel rel rel rel relU U U U U U U U U U U           （5） 

 
表 4  相对不确定度的合成 

不确定度来源 符号 评定方法类别 
相对标准 
不确定度 

标准品纯度 Urel1 B 1.500×10–3

标准品称量 Urel2 B 8.248×10–3

储备液配制 Urel3 B 3.156×10–3

中间液配制 Urel4 B 9.930×10–3

工作液配制 Urel5 B 1.442×10–2

样品称量 Urel6 B 1.722×10–2

样品溶液定容 Urel7 B 5.129×10–3

标准曲线拟合 Urel8 A 2.832×10–2

样品重复测定 Urel9 A 4.778×10–3

添加回收率 Urel10 A 2.307×10–2

合成相对标准不

确定度 
Urel / 4.546×10–2

  
各不确定度分量对合成不确定度的贡献如图

1 所示，从贡献度来看，对合成不确定度影响最

大的为标准曲线拟合过程（38.81%），其次为添加

回收率（25.75%）、样品称量（14.35%）、工作液

配制（10.06%）及中间液配制（4.77%）；而标准

品称量等其它因素对合成不确定贡献较小，依据

《化学分析中不确定度的评估指南》[20]中规定，

小于最大分量三分之一的分量无需深入评估。从

不确定度计算过程来看，标准曲线拟合的不确定

度来源为仪器稳定性及标准溶液配制，因为高效

液相色谱仪稳定性较好，未考虑仪器进样量及稳

定性的影响，标准溶液配制为其主要影响因素。

由不确定分量计算可以看出，标准溶液配置过程

中实验室温度变化引起试剂膨胀对不确定度的影

响较大。添加回收率的大小体现的是方法的准确

度及萃取效率，方法的准确度及萃取效率同样受

到溶液配制的影响，提高方法的准确度及萃取效

率可有效减低不确定度，而对实验环境温度的控

制不可忽视。 
 

 
 

图 1  不确定度分量对合成不确定度的贡献图 
 

2.4   扩展不确定度及结果表示 

扩展不确定度 relX relU U k X   ，其中 Urel= 

4.546×10–2，k=2，X=8.735，则扩展不确定度为： 
UrelX=4.546×10–2×2×8.735=0.794 μg/kg 
苯并芘测定结果表示为：8.735±0.794 μg/kg。 

3  结论 

本文对分子印迹柱净化，HPLC 荧光法测定

食用油中苯并（α）芘含量的不确定度来源进行全

面的分析，并对各分量进行计算及合成。在分析

过程中发现标准曲线拟合过程、添加回收率、样

品称量及工作液配制过程是不确定度的主要来
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源。对主要因素计算过程分析发现，溶液配制   

过程中环境温度变化引起的溶液体积膨胀引入

的不确定度不可忽视。因此在实际操作中需对标

准曲线拟合过程、添加回收率、样品称量及工作

液配制过程进行严格控制，特别注意环境温度的

影响。 
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