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摘要：建立了山茶油中苯并[α]芘含量的液液萃取-气相色谱-三重串联四极杆质谱(GC-MS/MS)的检测方法。样品称量后加入苯并

[a]芘-d12同位素内标，采用乙腈提取两次提取，正己烷脱脂净化后，气相色谱-三重串联四极杆质谱分析。采用DB 5-MS 毛细管柱分

离，串联四级杆质谱多反应监测模式检测，内标法定量。在优化实验条件下，苯并[α]芘的峰面积与其浓度在 0.50 μg/L~100 μg/L 范围

内呈良好的线性关系，线性回归系数为 0.9994，方法的检出限(LODs)为 0.25 μg/kg，定量限(LOQs)为 0.50 μg/kg，在加标水平为 0.50、

1.00、5.00 μg/kg时，山茶油样品中苯并[α]芘的平均回收率在 92.51~103.70%之间，日内分析的相对标准偏差（RSD，n=6）为 3.84~5.80%，

日间回收率为 94.71~110.83%，相对偏差为 5.22~8.92%（n=5）。该方法具有前处理简单、定量准确、灵敏度高的特点，适用于山茶油

中苯并[α]芘的快速确认和准确定量。 
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Abstract: A method was developed for the determining of benzo[α]pyrene in camellia oil by gas chromatography by tandem mass 

spectrometry (GC-MS/MS) with liquid-liquid extraction. After spiked with the isotopic labeled benzo[a]pyrene - d12, the sample was extracted 

twice with acetonitrile, and then defatted by n-hexane to obtain an extract suitable for analysis using GC-MS/MS. The targeted compound was 

separated by a DB 5-MS column detected by GC-MS/MS system under the mode of multiple reaction monitoring (MRM). The internal standard 

was used for quantitative analysis. Under the optional conditions, the linear range was between 0.50 μg/L and 100 μg/L with the linear 

correlation coefficients of 0.9994. The detection limit of the method (LOD) was 0.25 μg/kg and the quantitation limit of the method (LOQ) was 

0.5 μg/kg. The mean recoveries for camellia oil at three spiked concentrations levels of 0.50, 1.00, 5.00 μg/kg were ranged from 92.51% to 

103.70% , respectively, with relative standard deviations (RSDs, n=6) 3.84~5.80%. The inter- recoveries were ranged from 94.71% - 110.83% 

and the precision was ranged from 5.22% to 8.92% (n=5). This method was suitable for the identification and quantification of benzo[α]pyrene 

in camellia oil due to its simplicity, accuracy and high sensitivity. 
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苯并[α]芘（Benzo[a]pyrene，BaP）是一种含 5 个

环的多环芳烃（结构式见图 1），是一种常见的高活性

间接致癌物[1]，被欧盟食品科学委员会（SCF）推荐 
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作为评价PAHs致癌性的标记物[2]。山茶油中苯并[α]芘

的来源主要包括油料种子的烟熏干燥，在植物生长过

程中的吸收和富集工业废气与交通运输工具尾气污染

的颗粒物，以及加工过程中的热处理或溶剂提取等环

节[3~4]。欧盟Regulation (EC) No 208/2005推荐食用油中

的苯并 [α]芘限量为 2 μg/kg ，我国国家标准 GB 

2762-2012规定食用油中苯并[α]芘的限量为10 μg/kg。 

山茶油中干扰苯并[α]芘检测的物质主要为甘油三



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2013, Vol.29, No.7 

1703 

酯、类固醇和游离脂肪酸等脂溶性化合物，文献报道

的主要采用溶剂萃取[5]、固相萃取[2~3, 6~7]、凝胶色谱[2, 8~9]

或基质固相分散[10]等净化方法去除植物油基质中的干

扰物质，这些方法需要的检测周期长，且需要使用大

量的有机溶剂。 

目前，苯并[α]芘的仪器检测方法主要有液相色谱-

荧光法（LC-FLD）[6, 10]、气相色谱-质谱联用法（GC-MS）
[8~9]和液相色谱串联三重四极杆质谱法（LC-MS/MS，

需配APPI源）[11]等。但是LC-FLD法不能定性；GC-MS

法以电子轰击离子源（EI源）使苯并[α]芘离子化，以

选择离子扫描模式（SIM）检测目标碎片，但单级质谱

易受样品基质干扰，基质碎片托高基线而影响灵敏度

和定量的准确性；LC-MS/MS法的多反应监测模式

（MRM）有较高的选择性，可以有效降低杂质干扰，

灵敏度高、定量准确，但是LC-MS/MS法需使用APPI

源才能电离苯并[α]芘，应用受限。气相色谱串联三重

四极杆质谱法（GC-MS/MS）兼顾了GC-MS法和

LC-MS/MS法的优点，EI源离子化，以MRM模式检测，

可以实现复杂食品基质中痕量苯并[α]芘的检测和确证

分析[12]。本文采用同位素内标法，样品经过简单的提

取和净化，建立了快速、准确、灵敏的山茶油中苯并[α]

芘的GC-MS/MS检测方法。 

 

图1 苯并[α]芘的化学结构式 

Fig.1 Chemical structure of benzo[α]pyrene 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器和试剂 

TSQ Quantum GC 气相色谱-三重四极杆串联质谱

仪（美国Thermo公司），配置EI源；涡旋混匀器（德

国IKA公司）；离心机（德国Eppendorf公司）；旋转

蒸发器（瑞士Buchi公司）。 

苯并[α]芘（≥98%）和苯并[α]芘-d12（≥98%）（美

国Sigma aldrich公司）；乙腈、正己烷、苯（色谱纯，

美国Fisher公司）；乙腈饱和正己烷：在试剂瓶中加入

1/5的乙腈和4/5的正己烷，振摇混合均匀，静置分层，

上层即为乙腈饱和的正己烷。山茶油样品均购于本地

市场。 

1.2  标准溶液的配制 

苯并[α]芘和苯并[α]芘-d12 内标用甲苯配成浓度为

100 mg/L单标标准储备液；分别吸取适量的单标储备

液，用正己烷稀释成浓度为 1 mg/L的标准使用液和 0.5 

mg/L的苯并[α]芘-d12内标溶液，均置于4℃恒温保存。

临用前，用正己烷溶液稀释成所需浓度的标准系列工

作溶液，并均含 10 µg/L的苯并[α]芘-d12 内标。 

1.3  样品处理 

准确称取均匀混合的样品1.00 g 于高速离心管中，

加入 20 μL 500 μg/L的内标使用溶液和 10 mL正己烷，

混匀，加入 15 mL乙腈，涡旋振荡 10 min，于-10 ℃下

15000 r/min离心5 min，取出下层乙腈至另一离心管中，

加入 15 mL乙腈重复萃取一次，合并两次萃取液，加

入 10 mL 乙腈饱和正己烷，混匀后离心，取出下层乙

腈至鸡心瓶，45 ℃水浴旋转蒸发至干，加入正己烷溶

解残留物并定容至 1.0 mL，经 0.22 µm滤膜过滤后上

机测定。 

1.4  实验条件 

1.4.1  色谱条件 

色谱柱，DB 5-MS毛细管柱（30 m0.25 mm 

i.d0.25 μm df）；分流/不分流进样口温度，270 ℃；

不分流进样，1.5 min后打开分流阀；色谱柱为程序升

温，起始100 ℃保持1 min，然后以20 ℃/min升温至

260 ℃，保持5 min，再以15 ℃/min升温至280 ℃，保持

5 min；载气为高纯氦气（纯度≥99.999%）；流速为1.0 

mL/min，恒流；进样量：1 µL。 

1.4.2  质谱条件 

传输线温度为280 ℃；碰撞气为氩气，压力为1 

Torr；离子源为Close EI源，正离子模式；离子源温度

为250 ℃；发射电流为25 μA；溶剂延迟时间为11.0 

min；扫描方式：多反应离子监测模式（MRM）；采

用“EZ Method”设定方法，在“Start time”设定为“11.0 

min”，在“End time”设定为“14.0 min”；苯并[α]

芘和苯并[α]芘-d12的母离子、子离子、碰撞能量及保留

时间见表1。 

表1 苯并[α]芘的质谱分析条件 

Table 1 MS parameters for the analysis of benzo[α]pyrene 

Analysts 
Retention 

 Timet/min 

Quantitative ion 

pair m/z 

Qualitative  

ion pairm/z 

Collision 

energy E/V 

Benzo[α]pyrene 12.59 252/250 252/224 30, 40 

Benzo[α]pyrene-d12 12.49 264/262 / 30 
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2  结果与讨论 

2.1  前处理条件的优化 

根据液液萃取的原理，选择非脂溶性有机溶剂乙腈作为萃取剂，达到既可以提取出痕量的苯并[α]芘，又有利

于减少共萃取脂溶性杂质的目的。但是，苯并[α]芘在油基中的溶解度较大，且山茶油样品粘度大，直接用乙腈萃

取的效果不好，加入正己烷作为稀释剂后，通过高速涡旋振荡，使两相有效分散，增大相界接触面积，有利于充

分萃取。同时，根据分配系数的定义（即指平衡时被萃取组分在两相中的浓度比，是一常数），每次使用多于被萃

相体积的乙腈进行2 次萃取，有效提高了萃取效率。 

由于正己烷与乙腈有微弱的互溶性，在液液萃取过程中也会有少量的脂溶性杂质被分配到乙腈相，本实验采

用乙腈饱和的正己烷通过液液萃取除脂净化，既可避免在液液分配时造成乙腈提取液中目标物的损失，又可除去

杂质。在离心分层时，离心机的温度设置在-10 ℃，不仅可以降低油脂在乙腈中的溶解度，还可以促进正己烷和

乙腈的分层，提高净化效果。为保证方法的灵敏度，需要对 30 mL 的乙腈萃取液进行浓缩，鉴于乙腈沸点较高

（80 ℃），旋转蒸发比氮吹浓缩更节省时间，本实验采用旋转蒸发浓缩。实验发现，旋转蒸发时温度过高或时间

过长均会有苯并[α]芘损失，经优化，控制浓缩温度在45 ℃，浓缩时间在 15 min 为宜。 

2.2  仪器条件的优化 

本实验选用多环芳烃检测最常用的DB-5MS弹性石英毛细管柱，由于苯并[α]芘的沸点较高，选择较高的进样

口温度，可以降低化合物在衬管表面上的吸附，提高响应值和稳定性。实验针对苯并[α]芘的色谱峰形、样品基质

干扰等情况进行了升温程序的优化，发现升温过慢时存在歧视效应，色谱峰展宽、拖尾，响应降低，升温过快则

样品基质效应较明显。经比较，在本文的色谱条件下，苯并[α]芘的峰形良好、响应较高，基质效应较少。 

GC-MS/MS在SRM检测模式下具有很好的选择性和专属性，已应用于农残等检测分析[12~13]。在优化过程中，

首先用标准溶液进行全扫描分析，获得目标物的保留时间和一级质谱图，选择其中丰度比较高的母离子做子离子

扫描，得到二级质谱。由于多环芳烃的结构非常稳定，必须使用较高的碰撞能量才能进行有效的碎裂，苯并[α]

芘在30 V碰撞能下获得的质谱碎片如图2所示，m/z252为母离子，选择经二级裂解后的主要碎片m/z250和m/z224

为子离子。优化各个子离子碎片的碰撞能，使其响应值最高，以丰度最高的m/z 252>250作为定量离子对。经优化

后，确定苯并[α]芘的SRM质谱条件（母离子-子离子-碰撞能量）见表1，在该条件下，苯并[α]芘和苯并[α]芘-d12

的SRM色谱质谱图见图3。 

 

图2 苯并[α]芘的子离子二级全扫描质谱图（CE=30 V） 

Fig.2  Mass spectrum and fragmentation pathways of benzo[α]pyrene  
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图3 苯并[α]芘标准溶液（5.0 μg/L）和内标苯并[α]芘-d12（10.0 μg/L）的提取离子色谱图 

Fig.3 Selected ion chromatograms of the mixed standard solution of benzo[α]pyrene (5.0 μg/L)  

and the internal standard of benzo[α]pyrene - d12 (10.0 μg/L) 

2.3  线性关系、检出限和定量限 

按 1.2 配制系列待测物标准工作溶液，苯并[α]芘的浓度分别为 0.5、1.0、5.0、10、50、100 µg/L；均含 10.0 μg/L

内标苯并[a]芘-d12。按本实验仪器条件进行检测，以待测物峰面积与内标峰面积的比值为纵坐标（y），以相应的

质量浓度为横坐标（x）作曲线，得到待测物的线性方程。对阴性山茶油样品加标、前处理后的样液进行检测，计

算方法的检出限（LOD，S/N=3）和定量限（LOQ，S/N=10）。苯并[a]芘在0.5~100 µg/L的浓度范围内线性关系良

好，线性回归方程为 y= 0.0122x- 0.0148，相关系数为0.999 4，方法检出限为 0.20 µg/kg，定量限为 0.50 µg/kg。 

2.4  方法的回收率与精密度 

选取阴性山茶油样品，按本实验方法进行 3 个加标水平的回收率和精密度实验，均加入 20 µL 0.5 mg/L苯并

[a]芘-d12内标溶液，计算其回收率和相对标准偏差，采用中间浓度的加标水平连续测定 5 d，计算日间回收率和精

密度，实验结果见表2。在添加浓度范围内，苯并[a]芘的平均回收率为92.51~103.70%，相对标准偏差为3.84~5.80%，

日间回收率为 94.71~110.83%，精密度为 5.22~8.92%，表明方法的回收率、准确度和精密度良好。 

表2 山茶油的添加回收率和精密度实验数据 

Table 2 Recoveries and repeatabilities for benzo[α]pyrene in camellia oil 

Intra-day RSD (%, n=6) Inter-day RSD (%, n=5) 

Added 

w/(µg/kg) 

Recovery 

/%) 

RSD 

/% 

Added 

w/(µg/kg) 

Recovery  

/% 

RSD 

/% 

0.50 98.43 5.80 

1.00 

94.71 8.92 

1.00 92.51 3.84 110.83 6.14 

5.00 103.70 4.33 97.12 5.22 

2.5  实际样品的检测 

使用本方法测定了 18 个本地市场上购买的山茶油样品。16个样品中苯并[a]芘含量低于欧盟 2 µg/kg 的限量

值，2 个样品的含量高于欧盟的限量值但均低于我国国家标准中 10 µg/kg限量值，其检出的目标物的谱图如图 4

所示。 

 
图4 山茶油样品中检出的目标物的提取离子色谱图 

Fig.4 Selected ion chromatograms of benzo[α]pyrene in camellia oil sample  

3  结论 

采用液液萃取，结合同位素内标法，建立了山茶油样品中苯并[α]芘的气相色谱-三重串联四极杆质谱
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(GC-MS/MS)测定方法。试验对前处理条件、色谱分离条件和质谱参数进行了优化，优选出最佳的实验条件。通

过对方法回收率、精密度等方法学技术指标的研究，表明方法准确、前处理简单，具有较高的回收率和精密度，

可为定性定量分析山茶油样品中苯并[α]芘提供一种准确有效的检测方法。 
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