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全自动分子印迹固相萃取高效液相色谱法测定

食用油中１０种多环芳烃
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摘要：为快速测定食用油中的多环芳烃，建立全自动分子印迹固相萃取高效液相色谱法测定食用油

中１０种多环芳烃的分析方法。将样品用正己烷溶解，以２ｍＬ正己烷为淋洗液，二氯甲烷为洗脱
剂，经全自动分子印迹固相萃取柱净化，氮吹后定容进高效液相色谱仪（配荧光检测器）检测。结

果表明：所建方法线性关系良好，检出限为０．１～１．３μｇ／ｋｇ，定量限为０．３～４．０μｇ／ｋｇ；方法的准确
度良好，精密度高，１０种多环芳烃在玉米油和花生油基质中的加标回收率为７９．２％ ～１１４．３％，相
对标准偏差为０．４％～５．７％，将该方法应用于实际食用油样品中苯并［ａ］芘的测定，所测样品中苯
并［ａ］芘含量均未超出国标限量。所建方法前处理简单快速，可实现固相萃取柱的自动化处理，减
少有机溶剂的消耗，适合食用油中多环芳烃的快速测定。
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　　多环芳烃（ＰｏｌｙｃｙｃｌｉｃＡｒｏｍａｔｉｃＨｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ，
ＰＡＨｓ），是由２个或２个以上苯环组成的一类化合
物，按苯环数量分为轻质多环芳烃（苯环数≤４）和
重质多环芳烃（苯环数 ＞４），有着致癌和遗传毒
性［１－２］，其中重质多环芳烃更稳定、毒性更强。多环

芳烃的形成是由于有机物的不完全燃烧，如煤、木

材、石油、燃气等，目前发现的多环芳烃有２００多种。
食用油是我国居民烹调饮食的重要组成部分，

有关多环芳烃在食用油中的报道较多，污染主要来

源于原料及加工过程，食物在烹调加工过程中也容

易产生多环芳烃，因此食用油中多环芳烃污染越来

越受到重视。为了降低多环芳烃对人类的危害，各

国政府制定了食用油中多环芳烃的限量标准。我国

ＧＢ２７６２—２０１７《食品安全国家标准 食品中污染物
限量》规定油脂及其制品苯并［ａ］芘含量不超过
１０μｇ／ｋｇ，对其他种类多环芳烃未做出限量要求。
欧盟（ＥＣ）Ｎｏ１８８１／２００６对食用油脂中苯并［ａ］芘
的限量为２μｇ／ｋｇ，ＰＡＨ４〔苯并［ａ］蒽、 、苯并［ｂ］
荧蒽和苯并［ａ］芘〕限量为１０μｇ／ｋｇ［３］。

食用油中多环芳烃的检测技术主要有高效液

相色谱法［４－６］、液相色谱 －质谱法［７］、气相色谱 －
质谱法［８－１１］，其中高效液相色谱法适用性好，且检

测多环芳烃类物质时具有较高的灵敏度和选择

性［１２］，使用较为普遍。食用油中含甘油三酯、色

素、磷脂、甾醇等物质，多环芳烃亲脂的特性使得

其组分容易受到这些物质的干扰，故测定前需要

前处理。食用油中多环芳烃前处理方法主要有液

液萃取法、超声波萃取法［１３］、超临界流体萃取

法［１４］、微波辅助萃取法［１５］、固相萃取法［１６］、分子

印迹固相萃取法［１７］、磁固相萃取法［１８］等，其中：液

液萃取法溶剂消耗多，对环境不友好，且单次萃取

回收率偏低，需多次萃取；超声波萃取法和微波辅

助萃取法时间较长，易将杂质等共同萃取出；磁固

相萃取法需要制备材料；而分子印迹固相萃取柱

商品化程度高，具有操作简单、使用溶剂少、高通

量等优点。本研究利用分子印迹固相萃取柱，结

合自动固相萃取仪及高效液相色谱仪，建立食用

油中１０种多环芳烃的检测方法，具有溶剂消耗
少、对环境友好、处理速度快、自动化程度高、可进

行高通量处理等优点。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

４７种食用植物油样品，包括大豆油（４种）、玉
米油（３种）、花生油（９种）、葵花籽油（３种）、菜籽
油（１７种）、油茶籽油（６种）、米糠油（１种）、亚麻籽
油（２种）、红花籽油（１种）、橄榄油（１种），购于本
地超市。

ＧＢＷ１０１６２橄榄油中苯并［ａ］芘等４种多环芳烃
成分分析标准物质，中国计量科学研究院。

１６种多环芳烃标准溶液（２００μｇ／ｍＬ），美国
ｏ２ｓｉ公司；二氯甲烷（农残级），北京百灵威科技有
限公司；正己烷（色谱纯），赛默飞世尔科技有限公

司；乙腈（色谱纯），默克公司；ＭＩＰ－ＰＡＨｓ固相萃取
柱（５００ｍｇ／６ｍＬ）、ＡｔｈｅｎａＰＡＨｓ多环芳烃专用液相
色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），上海安谱实验科
技股份有限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＦｏｔｅｃｔｏｒＰｌｕｓ－６０高通量全自动固相萃取仪、

ＡｕｔｏＥＶＡ－６０全自动氮吹浓缩仪，睿科集团股份有
限公司；１２６０高效液相色谱仪，安捷伦科技有限公
司；ＷＨ－８６６旋涡混合器，华利达实验设备有限
公司。

１．２　试验方法
１．２．１　标准溶液的配制

标准使用液配制：准确吸取０．５ｍＬ１６种多环
芳烃标准溶液（２００μｇ／ｍＬ）于１００ｍＬ容量瓶中，
用乙腈定容，混匀，得质量浓度为１０００ｎｇ／ｍＬ的
标准使用液，再吸取此标准使用液 １．０ｍＬ于
１０ｍＬ容量瓶中，用乙腈定容，混匀，得质量浓度为
１００ｎｇ／ｍＬ的标准使用液，密封于棕色安瓿瓶
中，－２０℃保存。

标准工作液配制：取适量标准使用液（１００ｎｇ／ｍＬ）
逐级稀释至溶液中荧蒽的质量浓度分别为０．３、１．０、
２．５、５．０、１０．０、２５．０ｎｇ／ｍＬ，茚并［１，２，３－ｃ，ｄ］芘的
质量浓度分别为 ２．０、５．０、１０．０、１５．０、２０．０、
２５．０ｎｇ／ｍＬ，其余８种多环芳烃质量浓度分别为０．２、
１．０、２．５、５．０、１０．０、２５．０ｎｇ／ｍＬ的工作液，上机检测。
１．２．２　标准曲线绘制

取一定量不同质量浓度标准工作液进高效液相
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色谱仪检测，以峰面积（ｙ）为纵坐标，质量浓度（ｘ）为
横坐标，绘制标准曲线，分别以３倍和１０倍信噪比计
算检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）。
１．２．３　样品前处理

称取０．５ｇ食用植物油样品至１５ｍＬ玻璃管中，
加入３ｍＬ正己烷溶解混匀。将玻璃管按顺序置于全
自动固相萃取仪的１５ｍＬ上样架中，按表１的步骤进
行自动净化，完成后将洗脱液转移至全自动氮吹仪

３５℃吹至近干，１ｍＬ乙腈定容，超声１０ｍｉｎ，过滤膜
后上机检测。

表１　全自动固相萃取仪萃取步骤

序号 命令 溶剂 排出
流速／
（ｍＬ／ｍｉｎ）

用量／
ｍＬ

时间／
ｍｉｎ

１ 清洗样
品通道

正己烷 ２．９

２ 活化 二氯甲烷 有机废液 ２ ５．０ ３．３

３ 气推 有机废液 ２ ４．０ ２．５

４ 活化 正己烷 有机废液 ２ ５．０ ３．０

５ 气推 有机废液 ２ ２．７ １．８

６ 上样 有机废液 ２ ４．３ ４．９

７ 清洗样
品瓶

正己烷 有机废液 １０ ２．０ １．９

８ 淋洗 正己烷 有机废液 ２０ ２．０ １．４

９ 气推 有机废液 １０ １０．０ １．８

１０ 洗脱 二氯甲烷 收集 ２ ５．０ ３．３

１１ 暂停 ０．５

１２ 洗脱 二氯甲烷 收集 ２ ５．０ ３．３

１３ 气推 收集 ３ ５．０ ２．２

１４ 气推 收集 ３０ １０．０ １．１

１５ 结束

１．２．４　高效液相色谱仪检测条件
１２６０高效液相色谱仪配荧光检测器，采用梯度

洗脱，流动相 Ａ为水，流动相 Ｂ为乙腈，流速
１．２ｍＬ／ｍｉｎ，进样量２０μＬ，柱温３０℃，梯度洗脱条件
见表２。荧光参数：１７．２ｍｉｎ，激发波长２８０ｎｍ，发

射波长４６２ｎｍ；１８．２ｍｉｎ，激发波长２７０ｎｍ，发射
波长３８５ｎｍ；２２．７ｍｉｎ，激发波长２５６ｎｍ，发射波
长４４６ｎｍ；２４．５ｍｉｎ，激发波长２９２ｎｍ，发射波长
４１０ｎｍ；３１．８ｍｉｎ，激发波长 ２７４ｎｍ，发射波长
５０７ｎｍ。

表２　高效液相色谱仪梯度洗脱条件

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０ ４５ ５５

１３．０ ４５ ５５

１３．２ ３０ ７０

１９．７ １０ ９０

３４．５ １０ ９０

３５．０ ４５ ５５

２　结果与讨论
２．１　多环芳烃种类

环境及使用容器耗材中容易存在萘、苊、芴、菲

等，由于轻质多环芳烃不稳定、易挥发，而且试验发

现，随着淋洗液正己烷用量的增多，轻质多环芳烃逐

渐从固相萃取柱洗脱，导致回收率越来越低。因此

本研究将荧蒽、芘、苯并［ａ］蒽、 、苯并［ｂ］荧蒽、苯
并［ｋ］荧蒽、苯并［ａ］芘、二苯并［ａ，ｈ］蒽、苯并［ｇ，
ｈ，ｉ］

!

和茚并［１，２，３－ｃ，ｄ］芘１０种多环芳烃作为
研究对象进行检测分析。

２．２　洗脱剂的选择
以经过石墨化碳黑吸附处理的玉米油作为空白

基体油，加标量１０μｇ／ｋｇ，按照１．２．３方法对空白加
标样品进行前处理，按１．２．４条件检测，考察不同洗
脱剂对１０种多环芳烃回收率的影响，结果见图１。
由图１可知，使用二氯甲烷作为洗脱剂，多环芳烃的
回收率为７３．３％～８５．１％，而以乙酸乙酯、丙酮、丙
酮－乙酸乙酯（体积比１∶１）作为洗脱剂，多环芳烃
的回收率分别为 ５０．７％ ～６３．８％、２５．６％ ～
６８．５％、４８．６％ ～５９．６％。因此，选择二氯甲烷为
洗脱剂。

注：１．荧蒽；２．芘；３．苯并［ａ］蒽；４． ；５．苯并［ｂ］荧蒽；６．苯并［ｋ］荧蒽；７．苯并［ａ］芘；８．二苯并［ａ，ｈ］蒽；
９．苯并［ｇ，ｈ，ｉ］

!

；１０．茚并［１，２，３－ｃ，ｄ］芘。下同
图１　不同洗脱剂的１０种多环芳烃回收率（ｎ＝３）
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２．３　淋洗液用量的优化
食用油的主要组成是甘油三酯，通过淋洗可以

除去大部分的油脂，避免杂质等对多环芳烃组分产

生干扰。以经过石墨化碳黑吸附处理的玉米油作为

空白基体油，加标量１０μｇ／ｋｇ，以二氯甲烷为洗脱
剂，按照１．２．３方法对空白加标样品进行前处理，按
１．２．４条件检测，考察淋洗液用量对１０种多环芳烃
回收率的影响，结果见图２。由图２可知，２ｍＬ和３

ｍＬ正己烷淋洗，多环芳烃回收率分别为８３．０％ ～
９９．０％和８４．４％ ～９４．０％，当淋洗液用量为０～２
ｍＬ时，随淋洗液用量的增大，多环芳烃的回收率增
大，当淋洗液用量为３～８ｍＬ时，随着淋洗液用量的
增大，荧蒽和芘回收率越来越低，而重质多环芳烃回

收率无较大变化。综合考虑，本试验选择淋洗液用

量为２ｍＬ。

图２　不同用量淋洗液的１０种多环芳烃回收率（ｎ＝３）

２．４　方法验证
２．４．１　线性范围、检出限及定量限

１０种多环芳烃的线性关系、相关系数、检出限
及定量限见表３。由表３可见，标准曲线在线性范

围内线性关系良好，相关系数均大于０．９９９，检出限
为０．１～１．３μｇ／ｋｇ，定量限为０．３～４．０μｇ／ｋｇ。本
方法灵敏度高，可以满足日常的检测需求。

表３　１０种多环芳烃线性范围、检出限及定量限

ＰＡＨｓ 线性范围／（ｎｇ／ｍＬ） 标准曲线方程 Ｒ２ ＬＯＤ／（μｇ／ｋｇ） ＬＯＱ／（μｇ／ｋｇ）

荧蒽 ０．３～２５．０ ｙ＝０．４８７６ｘ＋０．０６５９ ０．９９９２ ０．２ ０．６

芘 ０．２～２５．０ ｙ＝３．３８９８ｘ－０．２８９２ ０．９９９９ ０．１ ０．３

苯并［ａ］蒽 ０．２～２５．０ ｙ＝２．０１７５ｘ－０．０２７２ ０．９９９９ ０．１ ０．３

０．２～２５．０ ｙ＝２．７０９２ｘ＋０．０２１１ ０．９９９９ ０．１ ０．３

苯并［ｂ］荧蒽 ０．２～２５．０ ｙ＝１．３０４５ｘ－０．０３４１ １．００００ ０．１ ０．３

苯并［ｋ］荧蒽 ０．２～２５．０ ｙ＝４．３０９７ｘ－０．１２２７ １．００００ ０．１ ０．３

苯并［ａ］芘 ０．２～２５．０ ｙ＝４．２５８５ｘ－０．２１７０ １．００００ ０．１ ０．３

二苯并［ａ，ｈ］蒽 ０．２～２５．０ ｙ＝２．０５９３ｘ－０．１３５２ ０．９９９９ ０．１ ０．３

苯并［ｇ，ｈ，ｉ］
!

０．２～２５．０ ｙ＝１．７２３７ｘ－０．１０４２ ０．９９９７ ０．１ ０．３

茚并［１，２，３－ｃ，ｄ］芘 ２．０～２５．０ ｙ＝０．１４４１ｘ－０．０４３５ ０．９９９５ １．３ ４．０

２．４．２　准确度和精密度
２．４．２．１　标准物质的测定

将 ＧＢＷ１０１６２橄榄油中苯并［ａ］芘等４种多
环芳烃成分分析标准物质，按 １．２．３方法前处
理，按１．２．４条件检测，４种多环芳烃的检测结果
及标准物质标准值和不确定度（标准物质证书）

见表４。由表４可看出，检测结果均在证书不确
定度范围内。

表４　橄榄油中苯并［ａ］蒽、 、苯并［ｂ］荧蒽
和苯并［ａ］芘的检测结果（ｎ＝５） μｇ／ｋｇ

指标 苯并［ａ］蒽 苯并［ｂ］荧蒽 苯并［ａ］芘

标准值 ５．８３ ６．０５ ５．００ ８．６９

证 书 不 确

定度
０．４０ ０．５１ ０．３６ ０．５４

测量平均值 ５．８８ ６．２６ ５．２１ ９．０５
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２．４．２．２　加标回收率
取空白玉米油和花生油样品，分别加入 ５、

１０μｇ／ｋｇ和２０μｇ／ｋｇ３个水平的多环芳烃混合标

准溶液，每个水平平行测定５次，玉米油和花生油的
加标回收率及相对标准偏差（ＲＳＤ）分别见表５和
表６。

表５　玉米油中１０种多环芳烃３个加标水平的平均回收率及相对标准偏差（ｎ＝５）

ＰＡＨｓ
５μｇ／ｋｇ

平均回收率／％ ＲＳＤ／％
１０μｇ／ｋｇ

平均回收率／％ ＲＳＤ／％
２０μｇ／ｋｇ

平均回收率／％ ＲＳＤ／％
荧蒽 ８０．８ ５．６ ８８．３ ３．５ ８８．５ １．１
芘 ８３．６ ３．３ ８６．５ ０．４ ８９．６ ２．２
苯并［ａ］蒽 ９０．８ ２．６ ９０．３ １．０ ９１．１ ０．６

９２．４ ３．１ ９１．０ ２．０ ９１．０ １．５
苯并［ｂ］荧蒽 ９１．０ ３．０ ９０．３ １．８ ９１．７ ２．１
苯并［ｋ］荧蒽 ９２．３ ３．８ ９２．４ １．６ ９１．６ １．０
苯并［ａ］芘 ９２．８ ３．４ ９０．３ ２．２ ９１．５ ４．４
二苯并［ａ，ｈ］蒽 ９１．３ ３．８ ８９．３ ２．９ ８８．８ ２．８
苯并［ｇ，ｈ，ｉ］

!

８７．５ ５．７ ８４．２ ５．０ ８３．３ ３．７
茚并［１，２，３－ｃ，ｄ］芘 ９４．１ ３．１ ８９．７ ３．３ ８５．０ １．１

　　由表５、表６可看出，１０种多环芳烃在玉米油和花
生油中的加标回收率分别为 ８０．８％ ～９４．１％和

７９．２％～１１４．３％，相对标准偏差分别为０．４％～５．７％
和０．４％～５．３％。说明方法准确度高，精密度好。

表６　花生油中１０种多环芳烃３个加标水平的平均回收率及相对标准偏差（ｎ＝５）

ＰＡＨｓ
５μｇ／ｋｇ

平均回收率／％ ＲＳＤ／％
１０μｇ／ｋｇ

平均回收率／％ ＲＳＤ／％
２０μｇ／ｋｇ

平均回收率／％ ＲＳＤ／％
荧蒽 ８２．５ ４．５ ８０．４ ３．０ ８７．７ ５．３

芘 ７９．２ ５．３ ７９．６ ２．０ ８８．８ ３．９

苯并［ａ］蒽 ９７．５ １．５ ９４．０ ３．１ １００．２ ２．９

１１４．３ ２．６ １０２．８ １．４ １０５．９ ２．８

苯并［ｂ］荧蒽 １０３．４ ４．７ ９３．７ ２．９ １０５．０ ３．６

苯并［ｋ］荧蒽 ９９．７ ０．４ ９７．９ ０．９ １０１．３ ３．０

苯并［ａ］芘 ９６．６ ０．７ ９２．２ １．７ ９９．６ ２．８

二苯并［ａ，ｈ］蒽 ９５．４ １．０ ９３．４ １．３ ９８．６ ３．１

苯并［ｇ，ｈ，ｉ］
!

９３．５ １．２ ８８．６ ３．１ ９６．６ ２．７

茚并［１，２，３－ｃ，ｄ］芘 １００．６ ３．２ １００．６ ３．７ ９５．７ ４．１

２．４．３　实际样品的测定
利用建立的全自动分子印迹固相萃取高效液相

色谱法对市售４７种食用油样品中的１０种多环芳烃
进行检测，结果见表７。

表７　４７种食用植物油中１０种多环芳烃的污染情况（ｎ＝３）

指标 荧蒽 芘
苯并

［ａ］蒽
苯并

［ｂ］荧蒽
苯并

［ｋ］荧蒽
苯并

［ａ］芘
二苯并

［ａ，ｈ］蒽
苯并

［ｇ，ｈ，ｉ］
!

茚并［１，２，
３－ｃ，ｄ］芘

ＰＡＨ４

检出数（种） ４７ ４７ ４７ ４６ ４６ ４３ ４７ ４７ ４７ １７ ４７

检出率／％ １００．０１００．０１００．０ ９７．９ ９７．９ ９１．５ １００．０ １００．０ １００．０ ３６．２ １００．０

超标数（种） ０ ０ ０ ０ ０ ０ １１ ０ ０ ０ １０

超标率／％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２３．４ ０ ０ ０ ２１．３

平均值／（μｇ／ｋｇ） ４．８７ ４．３３ １．６２ ２．０１ １．９２ ０．６９ １．３５ ０．３２ １．２８ ２．９２ ６．８２

最小值／（μｇ／ｋｇ） ０．２２ ０．４０ ０．１６ ０．１８ ０．１９ ０．１０ ０．１０ ０．１２ ０．１３ １．３１ ０．５２

最大值／（μｇ／ｋｇ） ５６．１３４３．９５ ７．５９１０．７７ ７．５７ ２．２９ ８．３０ １．３９ ５．１１ ５．８２ ３４．２３

１／４位数／（μｇ／ｋｇ） ０．６７ １．１１ ０．４９ ０．７５ ０．７２ ０．２０ ０．４３ ０．１３ ０．６８ １．９４ ２．５０

中位数／（μｇ／ｋｇ） ２．２３ ２．２６ ０．９６ １．３６ １．２８ ０．４６ ０．９０ ０．２６ ０．９６ ２．４２ ４．６０

３／４位数／（μｇ／ｋｇ） ６．８１ ５．９９ ２．０８ ２．６４ ２．５１ ０．９６ １．８４ ０．３８ １．６６ ３．４２ ８．９３

　注：表中超标率以欧盟限量为标准计算得到，表中“平均值、最小值、最大值、１／４位数、中位数、３／４位数”均是对所有样品的统计
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　　由表７可知，４７种食用油样品中苯并［ａ］芘均
有检出，但均未超过ＧＢ２７６２—２０１７《食品安全国家
标准 食品中污染物限量》规定的限量（１０μｇ／ｋｇ）。
而按照欧盟（ＥＣ）Ｎｏ１８８１／２００６对苯并［ａ］芘和
ＰＡＨ４的限量规定，统计４７种食用油中苯并［ａ］芘
超标率为２３．４％，ＰＡＨ４超标率为２１．３％。９种花
生油中苯并［ａ］芘和 ＰＡＨ４超标率均为３３．３％，１７
种菜籽油中苯并［ａ］芘和 ＰＡＨ４超标率分别为
２３．５％和１７．６％，１种米糠油中苯并［ａ］芘超标，６
种油茶籽油中 ＰＡＨ４超标率为１６．７％，３种葵花籽
油中苯并［ａ］芘和 ＰＡＨ４超标率均为 １００％，大豆
油、玉米油、亚麻籽油、橄榄油及红花籽油中苯并

［ａ］芘和ＰＡＨ４均未超标。
３　结　论

本研究基于分子印迹的原理，通过全自动固相

萃取仪和高效液相色谱仪，建立食用油中１０种多环
芳烃的检测方法，本方法的加标回收率为７９．２％ ～
１１４．３％，相对标准偏差为０．４％ ～５．７％，方法准确
度高，精密度好。本方法前处理自动化程度高，能满

足高通量的检测要求，且减少了有机溶剂的消耗和

使用，适用于食用油中多环芳烃的测定。
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