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摘 要：通过对几种利用高效液相色谱分析测定油炸薯条中丙烯酰胺含量方法的筛选，确定了一种用超纯水提取，正己

烷为萃取溶剂，经高速离心、固相萃取柱纯化，旋转蒸发、超纯水定容后采用 Agilent 1 260series高效液相色谱仪进行测定

的方法。该方法流动相∶水-甲醇（99.5∶0.5，V/V）；流速为 0.5 mL/min；进样量为 10μL；检测波长为 196 nm；柱温为 26℃；

保留时间为 12.752 min。该方法的检出限低于 0.9 ng/g，加标回收率大于 85%，相对标准偏差小于 0.9%，本方法操作简单，

准确率高，适用于食品中丙烯酰胺的检测。
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A Method for the Determination of Acrylamide in Fries by Using High Perfor⁃
mance Liquid Chromatography
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Abstract：Through the screening of several methods for determination of acrylamide content in fried French fries by
high performance liquid chromatography, an ultrapure water extraction methool was determined. N- hexane was
used as extraction solvent. After high speed centrifugation and solid phase extraction column purification, rotation
for evaporation, using ultrapure water to reach the constant volume, and measured using an Agilent 1 260 series
high performance liquid chromatography. The mobile phase of the method: water-methanol (99.5∶0.5, V/V), flow
rate of 0.5 mL/min, injection volume of 10 μL, detection wavelength of 196 nm, column temperature of 26 ℃, reten⁃
tion time of 12.752 min. The detection limit of the method is less than 0.9 ng/g, the recovery of standard addition is
more than 85%, and the relative standard deviation is less than 0.9%. The method is simple in operation and high in
accuracy, and is suitable for detection of acrylamide in food.
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随着社会经济的发展，人们生活水平日益提

高，在达到小康社会之后食品安全问题已成为人

们关注的焦点。2002年 4月，瑞典斯德哥尔摩大

学教授首次在 120℃以上的油炸或焙烤的土豆、地

瓜、油条、麻花、月饼、饼干、面包和馒头片等高淀

粉、高碳水化合物、低蛋白质类食品中发现了具

有神经毒性的潜在致癌物—丙烯酰胺，引起了世
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界各国政府和相关国际组织的广泛关注 [1-5]。

丙烯酰胺也称“丙毒”，结构为 CH2=CHCONH2，

分子量 71.08，是一种白色结晶性固体或无色透明

片状晶体，无臭，熔点 84～85℃，沸点 125℃，水中

溶解度 20.5 g/L，能溶于水、乙醇、二甲醚和丙酮，

微溶于苯、甲苯等烃类溶剂，不溶于庚烷。日常

食物在加热（120℃以上）烹调过程中会形成丙烯

酰胺，但在 100℃或低于 100℃的水煮食物中很少

产生或不产生丙烯酰胺。丙烯酰胺对酸稳定，在

碱性中易分解，对光不稳定，接近熔点时经紫外

线照射很容易聚合 [6]，在氧化剂作用下发生剧烈

的聚合反应形成聚丙烯酰胺。丙烯酰胺本身是低

毒的，当它进入机体后经细胞色素 P450-2E1催化

氧化为环氧丙烯酰胺，环氧丙烯酰胺是主要的致
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突变活性物质，它的产生是造成人体中毒的主要

原因，它比丙烯酰胺更容易与DNA结合从而形成加

合物 [7-8]，导致细胞内遗传物质损伤和基因突变，从

而产生致癌作用，还会引起人体细胞中氧化压力急

剧上升，增加其他疾病发病的危险。经研究，世界卫

生组织（World Health Organization，WHO）和欧盟[9]规

定饮用水的限量标准为 1μg/L，美国环境保护局规

定饮用水限量标准为 0.5μg/L[10-11]，而我国《生活饮

用水卫生标准》（GB 5749-2006）[12]中规定丙烯酰

胺的限值为 0.0005 mg/L。但目前丙烯酰胺的限量

标准主要针对饮用水而制定。

动物实验和体外细胞实验都证明丙烯酰胺可

导致神经性病变、生殖性损害、遗传物质改变和

癌症的发生，人体可通过消化道、呼吸道、皮肤黏

膜等多种途径接触丙烯酰胺，其中最为常见的是

通过皮肤接触而中毒吸收最快的是通过人体消化

道进入 [13]。丙烯酰胺现已被国际癌症研究中心

（International Cancer Research Center，IRAC）列为

可能致癌物质（ⅡA类）[14]。目前，食品中丙烯酰

胺的检测方法主要有气相色谱法（Gas chromatog⁃
raphy，GC-MS）、液相色谱法（Liquid chromatogra⁃
phy，LC-MS）、液相色谱-串联质谱法（Liquid chro⁃
matography- tandem mass spectrometry，LC- MS-
MS）、高效液相色谱法（High performance liquid
chromatography，HPLC）、高效液相色谱-串联质谱

法（High performance liquid chromatography- tandem
mass spectrometry，HPLC-MS-MS）[15-19]、酶联免疫分

析 法（Enzyme- linked immunosorbent assay，ELI⁃
SA）[20]、生物传感器法 [21]、差示脉冲极谱法 [22]、毛细

管电泳法 [23]。本文采用了适用范围广、分离性能

好、灵敏度高的高效液相色谱法进行检测，通过

多种方法的重复实验确定了最适前处理及检测条

件。

1 材料与方法

1.1 仪器及试剂

丙烯酰胺（纯度 99%，HPLC）、丙烯酰胺标准

储备液（1 mg/mL，超纯水配制）、丙烯酰胺标准使

用液（超纯水配制，临用现配）、正己烷（AR）、甲醇

（AR）、CarrezⅠ试剂（称取 15 g K4Fe（CN）6 · 3H2O
溶于 100 mL超纯水中）、CarrezⅡ试剂（称取 30 g
ZnSO4溶于 100 mL超纯水中），乙酸乙酯（AR）、聚
乙二醇、甲酸（色谱纯）、氯化钠、乙腈（色谱纯）、

蒲公英提取物、茶多酚提取物、小茴香提取物、甘

草提取物。

高效液相色谱仪（Agilent 1260，配紫外检测

器）、ZORBAX SB-C18柱（4.6mm×150 mm，5μm）、
Inertsil ODS-SP（4.6 mm×250 mm，5μm）（GL Sci⁃
ences Inc）、旋转蒸发仪（RE-52）、循环水式多用

真空泵、超纯水机（LAB-DI-20）（长春莱博帕特科

技发展有限公司）、高速万能粉碎机（FW100）（天

津泰斯特仪器有限公司）、电热鼓风干燥箱

（DHG-9240A）（上海一恒科学仪器有限公司）、亮

彩不锈钢全能汤锅（ST20A3）（苏泊尔）、电磁炉

（2200WIC22-IH02K）（苏泊尔）、高速冷冻离心机

（3K15）、旋涡混合器（XW-80A）（上海驰唐电子有

限公司）、电子天平（FA2204B）（上海精密科学仪

器有限公司）、磁力搅拌器（85-2）（江苏城西晓阳

电子仪器厂）、数控超声波清洗器（KQ5200DV型）

（昆山市超声仪器有限公司）、HLB固相萃取小

柱、针头过滤器（0.22μm、0.45μm水相滤膜）、玻

璃棒、氮吹仪、25 mL分液漏斗。

1.2 配制标准溶液

准确称量 10 mg丙烯酰胺标准品到 10 mL棕色

容量瓶中用超纯水定容，配制成浓度为 1 mg/mL的
丙烯酰胺标准储备液（避光，4℃储存备用）。

准确量取0.1 mL的丙烯酰胺标准溶液（1 mg/mL）
于 10 mL容量瓶中定容，配制成 10μg/mL的丙烯

酰胺标准溶液（临用现配）（见图 1）。按此配制成

8μg/mL、6μg/mL、4μg/mL、2μg/mL的溶液来得到标

准曲线 [24]（见图 2）。

1.3 实验方法

1.3.1 油炸薯条的制作工艺及丙烯酰胺检测的实

验流程

1.3.1.1 实验流程

 

ACR 

 

图1 丙烯酰胺标准溶液图

 

图2 丙烯酰胺标准曲线
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1.3.1.2 油炸薯条的制作

将土豆去皮切条，放入 120～130℃的油锅中

初炸 2 min，立即取出晾 90 s，将其置于 170～
180℃的高温油中复炸 3 min，取出用厨房用纸吸

干表面油分置于 60℃烘箱中 8 h，粉碎机粉碎后待

用。

1.3.2 实验方法的筛选

1.3.2.1 氯化钠处理法

样品前处理：2 g样品用超纯水溶解离心→2
次正己烷超声震荡 15 min脱脂→60 mL氯化钠溶

液（2 mol/L）重复 2次在 8 000 r/min下脱蛋白→乙

酸乙酯重复 3次于分液漏斗中进行萃取→氮气吹

干乙酸乙酯后超纯水复溶→HLB固相萃取柱经活

化、上样、淋洗→洗脱液经氮吹、超纯水复溶、过

0.45μm水相滤膜后进HPLC。
色谱检测条件：Agilent 1260高效液相色谱仪

（配紫外检测器），C18柱（250 mm×4.6 mm，5μm），
流动相甲醇∶水（5∶95，v/v），流速 0.8 mL/min，柱温

32℃，进样量 10μL，检测波长 195 nm。
1.3.2.2 滤布处理法

样品前处理：2 g样品用超纯水定容→磁力搅拌

器匀浆→过500目滤布3遍→正己烷振荡后于分液漏

斗分液→重复加正己烷分液3次→合并下层液体→10
000 r/min高速冷冻离心机离心→得到的液体过固

相萃取柱→氮吹至干、超纯水复溶过 0.45μm水相

滤膜后进HPLC。
色谱检测条件：Agilent公司反相色谱柱（ODS

Hypersil100x2.1 mm），二极管阵列检测器（DAD），
流动相甲醇∶水（5∶95，v/v），流速 0.5 mL/min，柱温

30℃，进样量 10μL，检测波长 195 nm。
1.3.2.3 甲醇冷藏处理法

样品前处理：2 g样品用 4 mL甲醇溶解、振荡

20 min后 4 000 r/min离心10 min→重复加3次甲醇萃

取后合并上清液→40℃氮吹至3 mL→置于4℃冰箱3
h→4 000 r/min高速冷冻离心机离心 10 min→上清

液中加入正己烷重复萃取 3次→下层液体于 40℃
氮吹至 0.8 mL→过固相萃取柱后氮吹至干→甲

醇复溶过 0.45μm水相滤膜后进HPLC。
色谱检测条件：Agilent公司反相色谱柱（ODS

Hypersil100x2.1 mm），全波长光谱扫描，流动相甲

醇∶水（5∶95，v/v），流速 0.8 mL/min，柱温 40℃，进

样量 10μL，检测波长 210 nm。
1.3.2.4 甲酸冷冻处理法

样品前处理：2 g样品用 0.1%甲酸定容→涡旋

30 min后 5 000 r/min离心→上清液于 -24℃冷冻

10～12 h→解冻后 15 000 r/min高速离心机离心

20 min→上清液过 0.45μm水相滤膜→过固相萃

取柱后再过一次 0.45μm滤膜→进HPLC。
色谱检测条件：Agilent公司反相色谱柱（ODS

Hypersil100x2.1 mm），全波长光谱扫描，流动相

水-乙腈-0.1%乙酸水溶液（98.9∶1∶0.1，V/V/V），
流速 0.2 mL/min；进样量：20μL，检测波长 202 nm，
柱温：26℃。
1.3.2.5 真空旋转蒸发处理法

样品前处理：称取 2 g样品加入 15 mL超纯

水，再分别加入 2.5 mL CarrezⅠ试剂与 2.5 mL Car⁃
rezⅡ试剂，涡旋振摇 30 min，离心机 8 000 r/min高
速离心 10 min，抽取上层溶液加入 5mL正己烷涡

旋振荡 10 min于 10 000 r/min离心萃取，重复上述

萃取一次后过 0.45μm水相滤膜，再过经 3 mL甲
醇、3 mL超纯水活化过的固相萃取柱，称取流出

液 7mL加入 3 mL甲醇充分涡旋混匀于 10 000 r/
min离心 15 min，上清液真空旋转蒸发处理至干，

1 mL超纯水定容后过 0.22μm水相滤膜，进 HPLC
检测。

色谱检测条件：

Agilent 1260高效液相色谱仪（配紫外检测

器），Inertsil ODS-SP（250 mm×4.6 mm，5μm），流
动相甲醇∶水（0.5∶99.5，v/v），流速 0.5 mL/min，柱
温 26℃，进样量 10μL，检测波长 196 nm。
2 结果与分析

2.1 氯化钠处理法

利用氯化钠溶液去除溶液中的蛋白质，使溶

液更加纯净，有利于后续的检测。但是用乙酸乙

酯提取的丙烯酰胺并不完全，会有损失使检测结

果有偏差（见图 3）。

 

                                       氯化钠处理法 

        滤布处理法 

精选土豆→去皮切条→油炸→烘干粉碎        甲醇冷藏处理法 过滤膜进 HPLC 

甲酸冷冻处理法 

        真空旋转蒸发处理法 
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2.2 滤布处理法

因氮气很难与其他物质发生反应，所以得到

的样品能更加纯净。但是样品处理量少，还存在

样品中物质吹到空气中的风险，必须在通风橱中

操作，另外，整个操作过程需要监控消耗人力，不

适合大规模的处理（见图 4）。

2.3 甲醇冷藏处理法

将薯条溶解于甲醇中，能尽可能少地提取多

糖甚至是淀粉从而得到更加纯净的含有丙烯酰胺

的溶液。另外，甲醇更易挥发可以缩短氮吹的时

间，提高效率。但是丙烯酰胺在水中的溶解度要

高于甲醇，所以用水提取更充分，更能真实地反

映食品中丙烯酰胺的真实数据（见图 5）。

2.4 甲酸冷冻处理法

通过在水中加酸降低提取液的 pH值进而提

高稳定性。虽然长时间冷冻可使一些小分子物质

粘连在一起，再经高速离心后沉淀下来，进而得

到更清澈的溶液。但是在沉淀物中也会含有少量

的丙烯酰胺，再去除沉淀物的同时也会损失丙烯

酰胺，使最后结果并不是食品中丙烯酰胺的最真

实数据（见图 6）。
2.5 真空旋转蒸发处理法

用超纯水做提取溶剂既能解决提取不完全的

缺点，又能做到保护环境、节省资金、对人体无伤

害；其次用抽真空旋转蒸发代替氮吹法，浓缩速

度快、不会污染空气、安全可调控，还可批量处理

样品。所以，该方法既弥补了上述几种方法的不

足，又具有独到的操作手法，最适于作为检测油

炸食品中丙烯酰胺的前处理方法（见图 7）。

通过对以上 5种检测方法优缺点及色谱图的

对比，发现真空旋转蒸发处理法能弥补上述几种

方法的不足，还能做到对人安全、对环境无污染、

节约能源。并且所得到的色谱峰峰形较好，没有

明显的前伸峰或拖尾峰，分离度较好，最适合食

品中丙烯酰胺的检测。所以下面对真空旋转蒸发

法检测的色谱条件进行筛选。

2.6 色谱条件的优化

2.6.1 HPLC 色谱波长的确定

用分光光度计对丙烯酰胺标准溶液进行全波

长扫描，发现丙烯酰胺标品在 196 nm处有最大吸

收峰（见图 8），因此选择 196 nm的波长进行测定。

2.6.2 其它色谱条件的确定

根据所选用 Inertsil ODS-SP柱可用纯水做流

动相的性质，我们对流动相为甲醇∶水（10∶90，5∶
95，1∶99，0.5∶99.5，v/v）的检测进行对比；流速在

0.2 mL/min、0.4 mL/min、0.6 mL/min、0.8 mL/min、1

 

ACR 

 

图3 丙烯酰胺样品色谱图

 

ACR 

图4 丙烯酰胺样品色谱图

 

ACR 

 

图 5 丙烯酰胺样品色谱图

 

ACR 

 

图6 丙烯酰胺样品色谱图

 

ACR 

 

图7 丙烯酰胺样品色谱图

 
图8 HPLC 色谱波长
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mL/min内进行筛选；进样量在 5～15μL之间；柱

温控制在 22～32℃之间进行实验。最终确定了最

佳的色谱条件为：流动相为甲醇∶水（0.5∶99.5，v/
v）；流速 0.8 mL/min；柱温 26℃；进样量 10μL；检测

波长 196 nm。
2.6.3 标准曲线的线性范围

用超纯水将 1 mg/mL的丙烯酰胺标准储备液

（避光，4℃储存备用）稀释成 0.002～10.00μg/mL
的标准工作液，在最佳条件下进行进样分析，以

液相色谱峰峰面积为纵坐标，以丙烯酰胺标准浓

度为横坐标绘制标准曲线，得到标准溶液线性回

归方程：y=178.11x+25.019，R2=0.999。线性系数 R2
极接近 1说明标准溶液在 0.002～10μg/mL范围内

线性关系良好。

2.6.4 最低检测限

选取 1μg/mL丙烯酰胺标准溶液进行稀释，稀

释 成 0.01μg/mL、 0.008μg/mL、 0.006μg/mL、
0.004μg/mL、0.002μg/mL、0.001μg/mL、0.0005μg/
mL的浓度进行检测，结果表明 0.0008～0.01μg/

mL的溶液均能检测出丙烯酰胺，在 0.001μg/mL
（图 9、图 10）浓度时信噪比为 5，也就是峰高约是

基线噪音高的 5倍，经换算得最低检测限低于 0.9
ng/g。所以本实验的检出限低于 0.9 ng/g。

2.6.5 实验的精密度及准确度

为了确定实验结果的准确性 [25]，不仅进行了

对同一样品的多次进样检测（表 1），还进行了加

标回收率实验（表 2）。

表1 方法精密度结果

标液浓度 (μg/mL)
10
8
6
4
2

检测次数

6
6
6
6
6

峰面积平均值

2176.38
1776.10
1312.26
852.4
419.36

含量平均 (μg/mL)
12.079
9.831
7.227
4.645
2.214

RSD(%)
0.2816
0.5685
0.8162
0.7019
0.2065

表2 加标回收率结果

加标前含量 (μg/mL)
12.033
4.818
2.279

加标量 (μg/mL)
20.01
20.01
20.01

加标后含量 (μg/mL)
29.37±0.98
22.361±1.15
19.893±0.888

回收率 (%)
91.66±3.06
90.06±4.63
89.25±3.98

 
图9 丙烯酰胺样品色谱图

 

图10 丙烯酰胺数据分析图

结果表明：该方法的相对标准偏差（RSD）在
0.2%～0.85%之间，回收率在 85%以上。即该实验

前处理方法比较完美，高效液相色谱精密度高、

较准确。

3 前景展望

丙烯酰胺不仅具有神经性毒性 [26]、遗传性毒

性和生殖性毒性 [27]，甚至能够导致癌症 [28]的发生，

它广泛且大量存在于人们所食用的食物中。虽然

自 2002年至今检测食品中丙烯酰胺的方法层出

不穷，检测的仪器更是不断地更新换代，但是前

处理的步骤还是过于繁琐且耗时较长，仪器要求

特别高。所以，未来的发展趋势则是类似于曹成

喜教授所提出的：既快速又安全的测定牛奶中蛋

白质含量的双内标准图（DISP）电泳滴定模型

（ET）方法，他打开了便携式可视化定量方法的窗

口。我们未来也应该朝这方面探索，研究取少量

产品溶于水，放在仪器上就能够得到产品内丙烯

酰胺含量的方法，这样既能节省时间，提高效率，

又能保护我们的健康。
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