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二阶导数恒能量同步荧光法快速测定 

海产品中的苯并(a)芘 
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摘要：海产品中的多环芳烃主要来自于水体污染，而苯并(a)芘是公认的多环芳烃指标，本文针对海产品中的苯并(a)芘含量的检

测，建立了简单快速的海产品中的苯并(a)芘含量的二阶导数恒能量同步荧光检测法。海产品样品经过微波辅助皂化萃取后，正己烷

萃取液被旋蒸干，后再溶解于二氯甲烷溶液中，以二阶导数恒能量同步荧光光谱法检测，设定恒能量差为 1400 cm-1，扫描范围为

300~500 nm，对其中的苯并(a)芘进行快速检测，根据海产品样品的谱图特性，用负峰-基线法读荧光强度值，连续标准加入法进行定

量分析，整个光谱扫描所需时间只需 1 min。对实际样品检测回收率在 80.5%~118.2%之间，检测限为 0.10 µg/kg，定量限为 0.34 µg/kg，

线性范围为 0.34~250 µg/kg。对海产品样品的荧光检测结果与 HPLC-FL 检测结果基本一致，对有证多环芳烃标准物质的检测结果与

参考值一致。 
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Abstract: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in seafood samples were ascribed to water pollution, while benzo(a)pyrene was 

recognized as an indicator of PAHs. A simple and rapid analytical method was developed by combining microwave-assisted pretreatment with 

second-derivative constant-energy synchronous fluorescence scanning technique for the determination of the benzo(a)pyrene content in seafood 

samples. The samples were firstly processed with microwave pretreatment, and the extractions were vaporized and redissolved into 

dichloromethane for further detection. According to the specific spectral properties of seafood samples, peak-to-derivative baseline measurement 

was used to read the fluorescence data, and standard addition method was applied to the quantitative analysis of seafood samples. The whole 

spectroscopic scan cost only 1 min. The recoveries ranged from 80.5% to 118.2% for seafood samples and the detection limit was 0.10 µg/kg 

with linear range from 0.34 to 250 µg/kg. The results obtained with this method were in consistence with those of HPLC-FL method. The 

satisfactory results acquired by using this method to analyze a certified reference material with a relative error of 7.1% from the certified 

benzo(a)pyrene concentration. 
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称 PAHs）是指分子中含有两个或者两个以上苯环的

化合物，是最早被发现和研究的致癌类化合物之一，

它主要源于化石燃料和有机物质的不完全燃烧，一些

多环芳烃具有致癌、致畸、致突变“三致”毒性[1]。

苯并(a)芘是公认的多环芳烃存在的指标，在中国国家

卫生标准GB 2762-2005[2]中规定了苯并(a)芘在植物油

中的限量为 10 µg/kg，熏烤肉和粮食为 5 µg/kg。欧盟
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规定[3]婴儿食品（包括谷物类和奶制品类）中 BaP 的

最大量为 1.0 µg/kg，世界卫生组织和欧盟规定饮用水

中苯并 (a)芘的含量不能超过 10 ng/L，国（GB 
5749-2006）[4]也对食品中苯并(a)芘的最大含量制定了

相同的规定。海产品中多环芳烃的主要来源为水体的

污染，污染源包括原油泄漏，陆地废水排放，船舶污

染等[5]。对水体的污染间接地污染了鱼类、贝类和其

他海洋生物[6]。BaP 通过食物链在鱼类、植物和软体

动物中发生生物蓄积，造成海产品的 BaP 污染。因此，

加强对海产品中苯并(a)芘含量的监管是非常必要的。 
现有海产品中多环芳烃检测方法大多为气相色

谱-质谱法（GC/MS）、高效液相色谱-荧光法检测联用

（HPLC-FL）等。这些方法虽有较强的分离分析的能

力，但对于复杂的食品样品，由于组分间或基体的干

扰，常需加以预分离，而色谱分离不仅费用昂贵，同

时操作也复杂和费时，且由于载体的稀释作用，也相

对降低了灵敏度[7]。微波萃取可显著地缩短样品处理

时间和有机溶剂用量[8]。恒能量同步荧光法通过选择

合适的能量差，能简化光谱、窄化谱带、减少散射光

对检测的影响，利用该技术，可有效地减少样品前处

理的步骤，如净化步骤等，解决多组分光谱重叠、不

易分辨等问题。导数技术与恒能量同步荧光法联用能

提高窄带的灵敏度，进一步减小光谱重叠和散射光的

影响，而且使谱带特征更明显[9~13]。 
本研究建立了对海产品中苯并(a)芘的简单、低耗

的快速检测方法。结合微波辅助皂化萃取技术，采用

导数恒能量同步荧光法，并利用连续标准加入法定量，

实现对海产品中苯并(a)芘含量的快速检测。回收率在

80.6%~118.2%之间，检测限为 0.10 µg/kg，远低于欧

盟对食品中苯并(a)芘的限量标准（1 µg/kg），线性范

围为 0.34-250 µg/kg。对厦门市场上的海产品的恒能量

差同步荧光法检测结果与 HPLC-FL 检测结果基本一

致，对有证标准物质检测结果与参考值一致。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

微波炉为格兰仕微波炉，G7020 YSLⅡ -V1，广东

佛山；离心沉淀机，800 型，上海公私合营鑫昌医疗

器械厂；所有光谱扫描均在实验室自制的多功能荧光

分光光度计[14]上实现。控制荧光仪的软件用 C 语言编

写。该仪器配备 150 W 的氙灯光源，激发、发射单色

仪的光谱通带均为 5 nm，激发和发射单色仪的扫描速

度均设为 240 nm/min。导数光谱由电子微分器可以直

接获得，校准曲线由标准加入法获得。光谱检测时使

用 1×1 cm 石英比色皿。 
苯并(a)芘（BaP，1×1 mL，ACET，1000 mg/L，

正己烷），GBW(E)100130 海鲈鱼多环芳烃标准物质，

购自 Sigma-Aldrich 上海分公司；正己烷、二氯甲烷（农

残级，TEDIA Co. USA）；其余试剂均为分析纯，购自

上海国药试剂厂；超纯水由 Milli-Q 水处理系统净化。 

1.2  标准溶液配制 

标准工作液是将苯并(a)芘储备液用正己烷逐级

稀释到合适的浓度。所有溶液均在 4 ℃避光环境下保

存。 

1.3  试验方法 

海产品样品购自厦门市场，取其食用部分，鱼去

鱼鳞取鱼肉，虾去壳后取虾肉，海蛎和文蛤等贝类均

去壳后，以食品搅拌机分别搅拌均匀，放入冰箱冷藏

待测。称取 1.0 g 海产品样品，加入 100 mL 锥形瓶中，

加入 15 mL 1 M 的 MeOH-NaOH 皂化溶液，以及 15 
mL 正己烷微波皂化萃取，微波功率为 140 W，微波

时间为 6 min，冷却时间为 10 min，取上层正己烷萃

取液旋蒸后，溶解于 5 mL 二氯甲烷溶液中，以恒能

量差 1400 cm-1二阶导数恒能量同步荧光法检测，连续

标准加入法定量。整个样品前处理和检测过程总时间

仅需约 30 min。 

2  结果与讨论 

2.1  皂化、萃取条件的优化 

正交实验法可以以极少的实验次数获得更多的信

息，通过方差分析选择最佳的实验条件，有利于提高

实验结果的准确性并大大节省萃取条件优化的考察时

间。萃取效果的因素主要有：萃取功率、萃取时间、

溶剂体积与冷却时间等。由于实验采用为普通微波炉，

在微波功率大于最低可设置微波功率 140 W 时，溶剂

易爆沸造成损失，因此微波功率采用 140 W。每个因

素选择 3 个水平，采用 L9(33）正交表安排实验，因素

水平见表格 1。 
表1 正交因素水平表 

Table 1 Orthogonal factor level table 

水平
萃取时间

/min 
溶剂体积

/mL 
冷却时间

/min 

1 6 10 10 

2 9 15 15 

3 12 20 20 

根据极差大小，可判断因素的主次影响顺序。极
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差 R 越大，表示该因素的水平变化对试验结果的影响

越大，因素越重要。K1、K2、K3分别为各因素的三个

水平所对应的试验结果的平均值，由 K 值大小可以判

断各因素优水平，K 值越大，相应的水平越佳。正交

实验结果分析见表格 2。从表格 2 中极差分析可知，

各种因素对海产品中BaP的提取效果影响的从大到小

为：溶剂体积>萃取时间>冷却时间。那么，实验获得

的最优萃取条件：萃取时间为 6 min，溶剂体积为 15 
mL，冷却时间为 10 min。 
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表2 正交实验极差分析结果 

Table 2 Range analysis of the orthogonal experiment 

因素 A (水平 
萃取时间) 

B (水平 
溶剂体积)

C (水平 
冷却时间) 

苯并(a)芘含量
/(μg/kg) 

实验 1 6 10 10 7.64 

实验 2 6 15 15 8.14 

实验 3 6 20 20 8.15 

实验 4 9 10 15 5.95 

实验 5 9 15 20 8.18 

实验 6 9 20 10 7.28 

实验 7 12 10 20 5.13 

实验 8 12 15 10 7.56 

实验 9 12 20 15 7.12 

K1 7.98 6.24 7.49  

K2 7.14 7.96 7.07  

K3 6.60 7.52 7.15  

极差 R 1.37 1.72 0.42  

因素主

次顺序 
溶剂体积>萃取时间>冷却时间 

优水平 6 min 15 mL 10 min  

2.2  海产品样品的恒能量同步荧光谱图 

按照优化好的方法对样品进行处理，所得到的海

产品样品的谱图如图 1 所示。比较样品的恒能量差同

步荧光谱图和加标后的恒能量差同步荧光谱图，样品

中苯并(a)芘的荧光信号受到基体的干扰严重，同步荧

光法在联合导数技术以后，基体的荧光信号被消弱，

而苯并(a)芘的峰形更加突出，更有利于辨别，特别是

当待测物低浓度时，更能将弱信号从复杂背景中区分

开来。 

 

 
图1 海产品样品以及加标(2.00 μg/kg BaP)样品零阶恒能量

同步荧光谱图(A)和二阶恒能量同步荧光谱图（B）（恒能量差为

1400 cm-1） 

Fig.1 Constant-energy synchronous fluorescence spectra (A) 

and second-derivative constant-energy synchronous 

fluorescence spectra (B) of seafood sample (black line) and the 

sample spiked with 2.00 µg/kg BaP (red line) (Δυ = 1400 cm−1) 

2.3  检测限与定量限 

对样品空白（未检测出 BaP 的海产品样品作为样

品空白）进行 11 次二阶导数同步荧光光谱检测，根据

负峰基线法得到样品空白荧光强度的标准偏差，然后

对样品空白进行连续标准加入，过程同对实际样品检

测方法，得到标准加入工作曲线及线性拟合方程，以

3 倍空白样品的标准偏差除以工作曲线的斜率得到检

测限。如表格 3 所示：海产品的检测限为 0.10 μg/kg，
线性范围为 0.34~250 μg/kg。 

表3 苯并（a）芘的线性方程及检出限 

Table 3 Linear relationships, limits of detection and quantification of BaP 

样品 

名称 

线性范围 

/(µg/kg) 

工作曲线 

方程 a 

相关系数 

(r) 

空白信号 

(mean±SDb) 

检出限

/(µg/kg) 

定量限

/(µg/kg) 
海产品 0.34~250 I=74.6C+17.8 0.9993 2.44±0.51 0.10 0.34 

Note: a: I, Fluorescence intensity; C, concentration (µg/kg); b: SD, standard deviation. 
针对不同样品，做了加标回收率考察，分别加入

从低到高三个不同浓度的 BaP 标准溶液，按照前面建
2.4  实际样品加标回收率 
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立方法萃取，回收率见表格 4，回收率结果在

80.5%~118.2%之间，证明在所选择的实验条件下微波

皂化萃取样品中的 BaP 结果令人满意。 
表4 实际样品中不同浓度的加标回收率 

Table 4 Recoveries of BaP in seafood samples 

样品 
苯并(a)芘含 

量/(µg/kg) 

加标量 

/(µg/kg) 

测得量 

/(µg/kg) 

回收率 

/% 

平均回收率和

标准偏差/%

海蛎 2.23 

1 3.06 83.0 

84.4±2.42 5 6.38 83.0 

10 10.95 87.2 

文蛤 2.45 

5 7.20 95.0 

92.5±3.64 10 11.28 88.3 

20 21.27 94.1 

鱼 1.31 
2 3.46 107.5 

102.1±19.45 7.22 118.2 
10 9.36 80.5 

为了验证方法的精密度，选用 6 份样品，进行了

重现性的考察，结果如表格 5 所示，结果显示方法重

现性的相对标准偏差为 2.5%，符合定量分析的要求。 
表5 方法重现性 

Table 5 Method repeatability 

编号 1 2 3 4 5 6 标准偏差

检测量 
/(μg/kg) 10.2 10.3 10.0 10.0 10.5 9.8 2.5% 

 

2.5  与标准物质比对 

为了进一步验证检测方法的准确度和精确度，平

行称量三份 GBW(E)100130 海鲈鱼多环芳烃标准物

质，在 140 W 微波功率下，微波萃取 6 min。海鲈鱼

中 BaP 的测定值和参考值见表 5，结果显示，测定值

与参考值基本接近。 

2.6   与 HPLC 方法比对 

表 6海鲈鱼多环芳烃标准物质 

Table 6 Detection of seabass PAHs standard material 

样品 

编号 

测得量

/(μg/kg） 

平均值 

/(μg/kg) 

参考值

/(μg/kg) 

1 82.7 
83.6 90.0 2 85.0 

3 83.0 

与 HPLC-FL 方法做对照，采用国家水产行业标

准 SC/T3041-2008《水产品中苯并(a)芘的测定 高效液

相色谱法》进行比对。比对数据见表 6。将两组数据

做线性回归，相关系数为 0.997，证明两种方法所测量

得到的数据之间相关性良好，本研究所建立的方法可

用于海产品中苯并(a)芘的快速检测。 
表7 导数恒能量同步荧光法与高效液相色谱法对照 

Table 7 Comparison of DCESFS and HPLC-FL methods 

样品 
导数恒能量同步

荧光法/(µg/kg) 

高效液相色谱法

/(µg/kg) 

鱼样 0.26 0.68 

加标鱼样 1 13.14 16.24 

加标鱼样 2 112 110 

文蛤 1.54 3.03 

加标文蛤 1 35.92 38.57 

加标文蛤 2 159 144 

海蛎 2.34 1.83 
加标海蛎 118 111 

3  结论 

针对海产品中苯并(a)芘的检测难题，本研究建立

了用微波辅助皂化进行样品前处理，导数恒能量同步

荧光光谱法进行含量检测的快速分析方法，方法的检

测限低至 0.10 µg/kg。该法用于对实际样品的检测，

与 HPLC-FL 法对比结果一致性良好，并且对于有证

标准物质的检测，测定值与参考值一致，验证了方法

的有效性。该方法简单、快速、低消耗而且灵敏度高，

可实现海产品中苯并芘的常规快速筛查。 
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