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凝胶渗透色谱法测定食用植物油中苯并（a）芘
徐明雅1，潘丹杰1，金米聪2
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摘  要：建立简便、准确的食用植物油中苯并（a）芘测定的凝胶渗透色谱-液相色谱荧光检测方法。样品经环己

烷-乙酸乙酯（1∶1，v/v）溶解，利用凝胶渗透色谱系统净化，洗脱液经真空旋转蒸发浓缩后氮吹至干，乙腈定容

后用带荧光检测器的高效液相色谱仪测定。结果，苯并（a）芘在0.21～52.50 ng/mL范围具有良好的线性，检出限

为0.2 μg/kg，最低定量限为0.7 μg/kg，灵敏度高、线性好、范围宽。三级大豆油、四级菜籽油、一级菜籽油、一

级山茶油、芝麻油、橄榄油共6 种不同种类和级别的食用植物油加标样品中低、中、高3 个添加水平的回收率在

98.6%～103.5%之间，相对标准偏差（n=6）在2.98%～4.69%之间。2 a跟踪测定1 份芝麻油阳性样品10 次，其平均

值为10.94 μg/kg，相对标准偏差为2.12%。建立的方法操作简单，能有效去除油脂基质的干扰，准确度高，重复性

好，克服了GB/T 22509—2008《动植物油脂 苯并（a）芘的测定：反相高效液相色谱法》方法测定苯并（a）芘时

氧化铝活度不易控制的技术难题，检测批量植物油样品中苯并（a）芘时效率提高。
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Abstract: A gel permeation chromatography (GPC) method for sample clean-up, followed by high performance liquid 
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(RSDs) (n = 6) in the range of 2.98%–4.69%. The average of ten repeated determinations of BaP in one positive sample 

during the years 2011 to 2013 was 10.94 μg/kg with a RSD of 2.12%, suggesting good repeatability of this method. This 

GPC-HPLC method is simple, sensitive and reliable for the determination of benzo(a)pyrene in edible vegetable oils.
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苯并（a）芘，又名3,4-苯并芘（benzo(a)pyrene，
BaP），可溶于苯、甲苯、环己烷，少溶于醇，具有高

度的脂溶性[1-2]。BaP是多环芳烃类化合物的典型代表化

合物，一般来源于有机燃料的不完全燃烧，可在烟草

烟雾、汽车尾气以及油炸烟熏烧烤食物中被检测到[3]。 

GB 2762—2012《食品中污染物限量》[4]规定油脂及其制

品中BaP限量值为10 μg/kg。

测定BaP的国家标准主要有GB/T 5009.27—2003《食

品中苯并（a）芘的测定》[5]和GB/T 22509—2008《动植物

油脂：苯并（a）芘的测定：反相高效液相色谱法》[6]。

GB/T 5009.27—2003《食品中苯并（a）芘的测定》[5]方

法因过程复杂、有毒溶剂用量大、荧光本底干扰多、耗

时，检测灵敏度不高，很难满足批量检测的要求。虽然

GB/T 22509—2008[6]规定了氧化铝柱净化、高效液相色谱
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（high performance liquid chromatography，HPLC）测定

的方法，但是该方法中氧化铝的活度控制是技术难点，

不易掌握，实际检测中样品测定结果的重复性不理想。

凝胶渗透色谱（gel permeation chromatography，
GPC）常用于高脂肪样品的目标物净化[7]。GPC能很好

地去除样品基质中可能干扰目标化合物的油脂、色素、

生物碱、聚合物等高分子化合物[8]。GPC的应用已经比

较普遍，在糙米、果蔬、大豆中农药残留量的测定[9-12]，

食品中抗氧化剂、邻苯二甲酸酯的测定[13-14]等国标方法

中已经将GPC作为前处理的主要方法之一。随着全自动

GPC仪的快速发展，徐明雅等[15]报道了凝胶色谱-高效液

相色谱法检测BaP的方法，对GPC的色谱条件和样品浓缩

方法进行了摸索，但缺乏对阳性样品、复杂样品的检测

报道。马君刚[16]、诸葛庆[17]等也报道了凝胶色谱-高效液

相色谱-荧光检测法的检测方法，方法回收率高，准确性

好，但是对检测不同等级、不同种类油脂的适用情况和

对GPC在处理多批样品后是否长效稳定、与国标方法的

优化衔接等没有深入报道。本实验在GB/T 22509—2008
基础上，对前处理过程进行改进，以全自动GPC仪代替

氧化铝层析柱进行净化，省去氧化铝活度调整和手工填

装柱子的麻烦，使得前处理自动化程度提高，同时对色

谱条件进行优化，用C18柱代替多环芳烃检测专用柱，建

立GPC-HPLC方法测定食用植物油中BaP，以期为国标方

法的修订提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

食用植物油（三级浸出大豆油、四级压榨菜籽油、

一级压榨菜籽油、一级压榨山茶油、香油二级芝麻油、

初榨橄榄油等） 市售；BaP标准溶液（5.25 µg/mL，
相对不确定度2.6%，k=2） 中国计量科学研究院；

乙酸乙酯-环己烷（1∶1，V/V）、乙腈（均为色谱纯） 
德国CNW公司。

1.2 仪器与设备

Va r i o全自动凝胶净化系统（ G P C柱规格：

700 mm×25 mm，填料：Bio. Beads S-X3） 德国LC 
Tech公司；SENCO R-201旋转蒸发仪（配有250 mL梨形

烧瓶） 上海申顺生物科技有限公司；e2695高效液相

色谱仪（配有2475荧光检测器、Empower软件） 美国

Waters公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

BaP加标使用溶液：将质量浓度为5.25 µg/mL BaP
标准溶液用乙酸乙酯-环己烷（1∶1，V/V）逐级稀释至

21.00 ng/mL。

BaP标准曲线系列溶液：将质量浓度为5.25 µg/mL  
BaP标准溶液用乙腈逐级稀释得到质量浓度0.21、0.42、
0.84、2.10、4.20、10.50、21.00、52.50 ng/mL。
1.3.2 样品GPC净化[15]

准确称取食用植物油样品约2 g（精确到0.1 mg）到

10.0 mL具塞刻度试管中，乙酸乙酯-环己烷溶解并定容至

10.0 mL。充分混匀后经0.45 μm微孔过滤膜过滤至GPC样
品瓶中，待GPC净化。

GPC条件：样品吸取量：5 000 µL；流动相：乙酸乙

酯-环己烷（1∶1，V/V）；流速：5.0 mL/min；预运行时

间1 560 s，主运行时间1 320 s，尾洗时间720 s，系统冲

洗3 次。

1.3.3 样品浓缩[15]

真空旋转蒸发：将GPC收集液转移到250 mL梨形烧瓶

中，水浴温度35 ℃，真空度0.09 MPa条件下旋转蒸发至近

干，氮吹至干，准确移取1.0 mL乙腈至梨形烧瓶中，充分

溶解后将样品转移到2 mL样品瓶中，待HPLC分析。

1.3.4 HPLC条件

Waters SunFireTM C18色谱柱（4.6 mm×150 mm，

5  μm）；柱温：3 5  ℃；流动相：乙腈 -水为8 8∶1 2 
（V/V）；流速：1.0 mL/min；进样量：10 μL；激发波长

384 nm，发射波长406 nm。

1.3.5 方法长效稳定性考察

考察GPC处理系统经过长时间、多样品处理后是

否保持稳定，2011—2013年期间，对含BaP 11 μg/kg的
芝麻油样品（4 ℃冷藏）进行跟踪检测，隔3 个月测

定1 次，共测定10 次，每次测定平行测定3 次。每次

测定时同时制备BaP 10 μg/kg的加标样品作为质量控制

（quality control，QC）样品同时检测，QC样品回收率在

98%～104%范围内认为质控通过，测定结果可靠。依据

色谱图中杂峰情况和测定结果考察本方法长效稳定性。

2 结果与分析

2.1 样品前处理方法的改进

2.1.1 净化方法  
GB/T 22509—2008[5]前处理采用氧化铝柱，方法中

规定2 次独立测试结果的绝对差值不能超过重复性限

r=0.084 3m＋0.313和再现性限R=0.100m＋0.256的要求

（式中，m为两次测定结果的算术平均值），而日常检

验工作中经常出现平行双试样测定结果超出该要求，

需要重新测定的情况，比如双试样测定结果为5.6、 

6 .5  µg /kg，绝对差值为0 .9 μg /kg，大于重复性限 r
（r=0.82），不满足重复性限要求。原因主要在于：1）
油脂和BaP之间的分离平衡对氧化铝活性非常敏感，而

活度又很难控制；2）不同品牌不同批次氧化铝活性存在

差异；3）环境因素特别是空气中水分影响氧化铝活性；
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4）方法中提供的氧化铝活度测试方法，本身有一定的误

差；5）氧化铝吸附能力有限，处理的样品量有限；6）
柱子填充效果对杂质和目标物流出曲线有影响。基于上

述原因，不仅需要通过反复测定质控样品——调整水的

添加量来确认合适的氧化铝活性，而且需要稳定的柱子

填充技艺，要求高、操作繁琐。

杨琳等 [18]报道了采用乙腈饱和正己烷液-液提取的

方法进行前处理，吴海智等[19]则采用四氢呋喃-乙腈溶解

定容后直接测定，虽然简便，但是检出限高，干扰杂质

多，对高效液相系统特别是色谱柱的污染和损伤严重。

另外，吴敏[20]、Dost[21]、胡浩军[22]等报道的固相萃取前

处理中都需要对油脂进行皂化，步骤繁琐，王红青[23]、

戴启凤 [24]、文君 [25]等报道的固相萃取方法样品处理量

小，仅为0.3 g油脂。实验中发现：由于固相萃取柱柱容

量小，对未经精炼和精炼程度低的三级、四级菜籽油、

芝麻油等复杂基质样品的净化能力有限，固相萃取处理

后的样品液浓缩后有黄褐色油状物残留。

全自动GPC处理系统，其原理为分子空间排阻，油

脂分子和BaP分子大小差距大，可以有效分离，凝胶分子

对BaP理论上不存在吸附，使得洗脱简单，即使BaP含量

高，也容易恢复到初始柱效，柱子可重复使用。本实验

采用的GPC处理系统样品处理量可以达到1 g油脂，由于

上样体积和流速控制精准，方法的精密度和重复性高。

图1是四级压榨菜籽油样品经GPC净化、浓缩和测定的色

谱图，测定值为12.6 μg/kg。由图1可见，GPC前处理对于

精炼程度低、色泽深、基质复杂的初级压榨植物油样品

也可以去除油脂基质干扰，有效净化，方法可行。
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图 1 四级菜籽油BaP阳性样品色谱图

Fig.1 Chromatography of BaP positive sample

2.1.2 浓缩和定容方法  
以真空旋转蒸发代替旋转蒸发，温度由GB /T  

22509—2008的65 ℃降低为35 ℃，而且蒸发速度加快、

时间缩短。一步浓缩至近干，氮吹至干后，直接以

1.0 mL乙腈而不是100 μL乙腈-四氢呋喃混合试剂溶解

样品。目的是通过增加定容溶剂体积的方法代替反复洗

涤、浓缩、定容的步骤，并且只需普通2 mL样品瓶，不

需要特殊样品瓶。仅乙腈就可以满足测试要求，不需要

特别引入四氢呋喃，避免了国标法的麻烦。

2.2 HPLC色谱条件的改进

GB/T 22509—2008采用25 cm多环芳烃色谱柱长柱作

为HPLC分析柱，本实验中采用15 cm C18短柱作为分析

柱，由图1可以看出，杂质和BaP目标峰有效分离，说明

15 cm C18短柱可以满足检测要求，如果不具备多环芳烃

色谱柱，可以采用实验室普遍配备的C18柱代替，省去添

置的麻烦。其余色谱条件，不需做更改。

2.3 线性范围和检出限

BaP标准溶液系列，按法进样分析，结果表明BaP在
0.21～52.50 ng/mL范围呈现良好的线性，以溶液中BaP
的质量浓度X（ng/mL）对峰面积Y进行线性回归，线

性回归方程为Y=1.27×106X＋1.47×104，相关系数R为
0.999 9，灵敏度高、线性好、范围宽。

采用在空白基质中添加BaP标准溶液的方法，以RSN

为3计算出的检出限为0.2 μg/kg，以RSN为10计算出的最低

定量限为0.7 μg/kg。
2.4 回收率和精密度

取不含BaP的三级大豆油、四级菜籽油、一级菜籽油、

一级山茶油、芝麻油、橄榄油样品各一个，准确称取各样

品（1.680 0±0.000 2）g于10 mL容量瓶中，然后准确加入

一定量的BaP加标使用溶液，用乙酸乙酯-环己烷（1∶1， 

V/V）溶液定容至刻度，充分混匀后经0.45 μm微孔过滤膜过

滤至GPC样品瓶中，配成低、中、高3 个水平的QC样品，

每一平行测定6 次（表1）。结果表明，样品中低、中、高

3 个水平的添加均具有较好的精密度与准确度，回收率在

98.6%～103.5%之间，相对标准偏差在2.98%～4.69%之间，

不受植物油的品种、等级、工艺的影响。

表 1 加标回收率和精密度（x±s，n=6）

Table 1 Spiked recoveries and RSDs (x  ± s, n = 6)

样品名称
（等级工艺）

添加量/
（μg/kg）

测定值/
（μg/kg）

回收
率/%

相对标准
偏差/%

大豆油
（三级浸出）

5.0 5.06±0.23 101.1 4.50
10.0 10.04±0.42 100.4 4.21
50.0 50.69±1.92 101.4 3.78

菜籽油
（四级压榨）

5.0 5.01±0.22 100.0 4.35
10.0 10.20±0.41 102.0 4.01
50.0 50.41±1.88 100.8 3.73

菜籽油
（一级压榨）

5.0 4.93±0.23 98.6 4.69
10.0 9.98±0.33 99.8 3.35
50.0 51.73±1.63 103.5 3.15

山茶油
（一级压榨）

5.0 5.13±0.18 102.6 3.43
10.0 10.18±0.42 101.8 4.12
50.0 50.66±1.51 101.3 2.98

芝麻油
（香油二级）

5.0 5.04±0.23 100.9 4.50
10.0 10.14±0.45 101.4 4.40
50.0 50.90±1.78 101.8 3.49

橄榄油
（初榨）

5.0 4.98±0.22 99.6 4.40
10.0 9.95±0.40 99.5 4.00
50.0 50.07±1.65 100.1 3.31
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虽然上述BaP标准溶液添加到油脂样品中进行加标回

收考察时，结果理想，但是将BaP标准溶液直接按GPC-
HPLC法进行加标回收考察，回收率仅为14.2%，说明样

品基质效应非常显著。因此，进行GPC流出曲线考察时

必须将标准溶液添加到植物油样品中，否则得到的流出

时间不能和实际样品匹配。

2.5 方法长效稳定性

表 2 阳性样品跟踪检测结果（x±s）
Table 2 Results of repeated determinations of the same BaP positive 

sample (x  ± s)

序号
测定值/

（μg/kg）
平均值/

（μg/kg）（n=3）
相对标准

偏差/%（n=3）
平均值/（μg/kg）

（n=10）
相对标准偏

差/%（n=10）
1 10.56、10.27、10.84 10.56±0.23 2.20

10.94±0.23 2.12

2 10.78、10.53、11.21 10.84±0.28 2.59
3 11.16、10.88、11.01 11.02±0.11 1.04
4 11.16、10.95、10.71 10.94±0.18 1.68
5 10.74、11.05、10.53 10.77±0.21 1.98
6 10.97、10.86、11.15 10.99±0.12 1.09
7 11.04、11.13、10.88 11.02±0.10 0.94
8 11.27、11.13、11.39 11.26±0.11 0.94
9 10.95、10.59、10.28 10.61±0.27 2.58

10 11.17、11.59、11.09 11.28±0.22 1.94

跟踪检测含BaP的芝麻油样品期间，该GPC系统共

处理植物油样品1 451 批次。10 次检测中，图谱重复性

较好，杂质峰集中在4 min前，荧光响应强度稳定在30以
内，QC样品回收率在98%～104%范围内，表2是10 次跟踪

检测结果。结果表明，10 次测定结果在10.56～11.28 μg/kg
之间，平均值为（10.94±0.23） μg/kg，相对标准偏差为

2.12%。可见：GPC系统处理多样品后保持稳定，GPC-
HPLC方法长效稳定，同时说明冷藏条件下芝麻油中BaP
质量分数稳定。

3 结 论

本实验对GB/T 22509—2008进行改进，建立了GPC-
HPLC法测定食用植物油中BaP含量的方法，并进行了加

标回收考察和阳性样品跟踪检测。结果表明：该方法操

作简单，能有效去除油脂基质干扰，准确度高，重复性

好，是一种灵敏度高、线性范围宽，样品适应性强，高

效稳定的检测方法，前处理过程较GB/T 22509—2008自
动化程度提高，过程简化，在批量食用植物油样品中BaP
的测定时效率提高。
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