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实验技术与方法

免疫亲合柱净化 - 气相色谱质谱法测定花生和大蒜中乙草胺残留量

裴道国1 　崔淑华1 　王 　雄2 　王 　莲2 　惠小敏2

(11 临沂出入境检验检疫局 ,山东 　临沂 　276034 ; 21 北京中检维康技术有限公司 ,北京 　100044)

摘　要 :目的 　建立花生和大蒜中乙草胺的残留分析方法。方法 　试样中的乙草胺用甲醇提取 ,经乙草胺免疫亲

合柱净化后 ,用气质联机方法在选择离子监测模式下分析检测。结果 　最低检测限为 5 ngΠg。在 10、20、40 ngΠg 3

个添加水平 ,花生试样的平均回收率为 9416 %～10613 % ,相对标准偏差为 417 %～819 % ,大蒜试样的平均回收率

为 9712 %～10512 % ,相对标准偏差为 318 %～714 %。结论 　方法检测结果准确可靠 ,符合定量要求 ,前处理方法重

复性好 ,速度快 ,可以用于花生和大蒜实际样品的日常检测。
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Determination of Acetochlor Residue in Peanut and Garlic by Gas Chromatography2Mass

Spectrometry After Purif ication by Immunoaffinity Chromatography

PEI Dao2guo , CUI Shu2hua , WANG Xiong , WANGLian , HUI Xiao2min

(Linyi Entry2Exit Inspection and Quarantine Bureau , Shandong Linyi 276034 , China)

Abstract : Objective 　To determine acetochlor residue in peanut and garlic by gas chromatography 2mass spectrometry after

purification by immunoaffinity chromatography. Method 　The acetochlor of samples were extracted with methanol and then

purifyied with immunoaffinity chromatography , and determined by gas chromatography 2mass spectrometry at the selected ion

monitoring mode. Results 　The limit of determination was 5 ngΠg. The average recoveries ranged from 9416 %～10613 % for

peanut when fortified 10 , 20 , 40 ngΠg and the relative standard deviations were from 417 % to 819 %. The average recoveries

ranged from 9712 %～10512 % for garlic at the same level and the relative standard deviations were from 318 % to 714 %.

Conclusion 　The method could be accurate , reliable , rapid and repetitive and could be applied to determine acetochlor in peanut

and garlic. It could meet the requirements for quantitative determination.
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　　乙草胺[1 ]
,一种新型旱田芽前选择性酰胺类除

草剂 ,通用名为 Acetochlor ,化学名称为 :2 - 乙基 - 6

- 甲基 - N - (乙氧甲基) - 2 - 氯代乙酰替苯胺 ,主

要用于玉米、大豆、棉花、甘蔗及多种菜田。乙草胺

主要通过杂草的幼芽及幼根吸收 ,抑制发芽种子细

胞的蛋白质合成 ,特别是抑制赤霉酸所诱导的蛋白

酶和α- 淀粉酶的形成 ,使杂草死亡。由于它选择

性好、药效高、价格较低 ,因此在全世界被广泛使用。

乙草胺具有较长的降解周期 ,对人、动植物有一定的

毒害作用[2 ] 。乙草胺已经被美国环境保护局定为 B

- 2 类致癌物 ,并规定地下水中的乙草胺残留量不

得超过 0110μgΠL。日本进口食品对其限量实行“一

律标准”,即不超过 01010 mgΠkg。因此 ,建立快速准

确的乙草胺残留测定方法是非常必要的。该类除草

剂残留分析大多是采用固相萃取柱净化 ,气相色谱 -

质谱 ( GC - ECD - MS) 、高效液相色谱 - 二极管阵列

检测Π质谱 (HPLC - DAD - MS) 法[3 ,4 ] 测定样品中乙草

胺。如田丰等采用 GC - MS 法测定大豆蛋白粉中乙

草胺残留量[5 ] 。这些文章中报道的样品处理方法大

多步骤繁琐 ,特异性不强 ,分离效果不佳。本文采用

免疫亲合柱对花生和大蒜中的乙草胺进行净化 ,然后

用 GC - MS选择离子监测模式对其残留量进行测定

分析。

1 　材料与方法

111 　仪器与试剂

Agilent 6890N GCΠ5975B inert XL EIΠCI MSD 气相

色谱 - 质谱联用仪 , HP - 5 (30 m ×0125 mm ×0125

μm) MS 毛细管柱 (美国安捷伦公司) , 配 7683 自动

进样器 ; IKAT18 Basic 型均质器、AE - 240 型 电子天

平 (Mettler 公司) 、乙草胺免疫亲合柱 (北京中检维康

技术有限公司) 、氮气吹干仪 (北京八方世纪科技有

限公司 ) 、水 (去离子水 ) 、甲醇 (色谱纯 , 美国

J1T1Baker 公司) 、丙酮 (色谱纯 ,天津科密欧科技有

限公司) 、乙草胺标准物质 (含量 ≥9713 % ,Sigma 公

司) 、吐温 - 20 ( Reagent Grade ,Amresco 公司) 、N3Na
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(含量 ≥9910 % ,Fluka 公司) 。

112 　乙草胺标准溶液的配制

准确称取适量的标准品 , 用丙酮配成浓度为

01010 mgΠml的标准储备液。根据需要用丙酮将乙草

胺标准储备液配置成 5、10、20、40、100、200 ngΠml系

列浓度 ,进行色谱测定 ,并绘制校正曲线。

113 　试样提取

称取 2510 g 粉碎的花生 (大蒜) 试样置于均质

杯中 ,加入 125 ml 甲醇 ,高速均质 120 s。用滤纸过

滤 ,取滤液 25 ml (相当于 5 g 样品) 置于 100 ml 梨形

瓶中 ,于旋转蒸发器在45 ℃水浴中减压浓缩至约

215 ml ,加入 2215 ml 01010 molΠL pH 714 的磷酸盐缓

冲液 (PBS) ,即得 25 ml 溶液 (含甲醇约为 10 %) 。将

上述溶液用玻璃纤维滤纸过滤 ,取 20 ml 滤液 (相当

于 4 g 样品)待净化。

114 　净化

取上述提取液 20 ml (即 4 g 样品)过免疫亲合柱

( IAC) ,以 1 滴Πs 的速度过柱 ,直至空气进入到亲合

柱中。用 10 ml 含 0101 % 吐温 - 20 的 pH 714 磷酸

盐缓冲液 (PBST)淋洗 IAC ,以 1 滴Πs 的速度过柱 ,并

用空气吹干。再用 10 ml 纯水淋洗 IAC ,以 1 滴Πs 的

速度过柱 ,并用空气吹干。最后用纯甲醇 1 ml 洗脱 ,

以 1 滴Π2s 的速度过柱 ,并用空气吹干 ,将所有试样洗

脱液 (1 ml)收集于玻璃试管中 ,用氮气吹干。准确加

入丙酮 1 ml 溶解残渣 ,供气相色谱质谱测定。

使用过的 IAC可用 PBS 液再生 ,60 min 后重新

使用。方法是加 PBS 液以自然流速流经 IAC ,最后

尽可能赶出亲合柱中的气泡 ,用含 0102 % N3Na 的

PBS 液封装保存。

115 　仪器条件

载气为氦气 (纯度 991999 %) , 进样口温度

250 ℃,进样量 2μl ,脉冲不分流进样 ,脉冲压力 40

psi ,延时 015 min ;色谱柱为 HP - 5 (30 m ×0125 mm

×0125μm) MS 毛细管柱 ,温度程序 : 70 ℃保持 1

min ,然后以 25 ℃Πmin升温至150 ℃,再以3 ℃Πmin升

温至 200 ℃,再以 20 ℃Πmin升温至 280 ℃, 保持 5

min。柱流速 110 mlΠmin。

色谱 - 质谱接口温度 280 ℃, 离子源温度

230 ℃,四级杆温度150 ℃;离子化方式 EI ;电子能

量 70 eV ;选择离子 ( mΠz) 检测 (SIM) :选择 1 个定量

离子 ,3 个定性 (阳性确证)离子。

2 　结果与讨论

211 　乙草胺的净化方法

目前文献报道的净化试样中乙草胺的方法主要

是采用弗罗里硅土柱进行净化。这种方法不仅不能

够完全去除杂质 ,而且针对不同试样 ,还需要摸索相

应的洗脱条件。本试验采用免疫亲合色谱方法纯化

花生、大蒜中的乙草胺 ,简便高效、去杂质效果良好。

首先 ,由于本方法是利用抗原和抗体间特异性反应

的原理[6 ] ,使试样中其他物质不被亲合柱上的抗体

所识别吸附 ,所以简单洗涤后即可大大消除杂质干

扰。其次减少了洗脱溶剂的体积 ,只要 1 ml 甲醇就

可使抗体变性 ,将亲合柱上富集的乙草胺洗脱下来。

相比图 5 田丰、杨长志等用中性氧化铝和氟罗里硅

土混合柱净化大豆蛋白粉中乙草胺得到的色谱

图[5 ]
,本实验中得到的色谱图中杂质相对要少 (图

3) ,而且即使针对花生等含油较高的试样 ,采用同样

简单的处理也能够得到比较理想的色谱分离效果。

因此 ,用免疫亲合色谱来纯化试样具有一定的优势。

图 1 　花生的空白色谱图

图 2 　花生中添加 20 ngΠg 乙草胺的色谱图

图 3 　大蒜空白的色谱图

212 　乙草胺的检测

在设定的色谱条件下 ,首先进行全扫描方式

(GC - MSDΠSCAN) 检测 ,做出总离子流色谱图。然
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图 4 　大蒜中添加 10 ngΠg乙草胺的色谱图

图 5 　中性氧化铝和氟罗里硅土混合柱

净化的大豆粉空白色谱图

后参照文献[7 ]
,根据质谱图中的碎片离子选择丰度

相对较高、分子量较大及特异性较强的碎片离子 ,分

别选择一个定量离子 ,3 个定性离子 ,即 mΠz 146、

132、162、223 离子作为其测定和确证的特征目标监

测离子。

根据样液中乙草胺预估含量 ,选定浓度相近的

标准工作溶液。对标准工作液与样液等体积进样测

定 ,外标法定量。

213 　线性范围及检测限

以乙草胺浓度为横坐标 ,色谱峰面积为纵坐标 ,

绘制校正曲线 ,并作线性回归 ,见图 6。结果表明 ,

当标准品浓度在 5～200 ngΠml的范围内呈良好线性

关系 , 回归方程为 : y = 304121 x - 867119 ; R
2 =

01999 1。

图 6 　乙草胺校正曲线

根据 GC - MSD 检测的灵敏度 ( SΠN ≥3) 及试样

前处理方法 ,得出乙草胺在本方法中的最低检测限

是 5 ngΠg。完全满足国内外最高残留限量 (MRL) 对

乙草胺的检测需要。

214 　方法回收率和精密度

在实际样品中分别添加 3 个浓度水平 ,按照方

法进行处理 ,每个处理重复 10 次 ,其回收率和精密

度见表 1。

表 1 　花生、大蒜添加乙草胺的回收结果和

方法的精密度 ( n = 10)

名称
样品空白

(ngΠg)
添加水平

(ngΠg)
回收率

( %)
相对标准偏差

( %)

花生 0 10 9717 819

0 20 9416 417

0 40 10613 614

大蒜 0 10 10311 318

0 20 10512 513

0 40 9712 714

注 : n 为测定次数。

　　由表 1 可见 ,在花生中乙草胺的平均回收率为

9416 %～10613 % ,相对标准偏差为 417 %～819 %。

在大蒜中平均回收率为 9712 %～10512 % ,相对标准

偏差为 318 %～714 %。完全符合残留分析质量控制

指南的要求。

免疫亲合色谱 ( immunoaffinity chromatography ,

IAC)技术具有重要应用价值及其特殊的优点 : (1)

IAC 的高选择性使样本前处理过程大大简化 ,分析

质量得到改善。一次层析即可使待测组分得到高度

净化 ,洗脱液通常可直接进样分析 ,避免了反复萃取

和浓缩等操作 ,能节省大量有机溶剂 ,降低分析成本

和环境污染 ,且回收率高。(2) IAC 对待测组分有很

强的保留和浓缩能力 ,不受上样体积的影响。(3) 对

组分净化的同时提供定性信息。(4) 水相操作 ,且

IAC柱能重复使用。经试验表明 ,该 IAC 柱经有效

再生后 ,可重复使用 10 次以上。
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