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摘$要!目的$建立一种同位素内标+液相色谱+串联质谱测定水果中 !! 种农药的方法! 方法$样品用乙腈提取"

离心后取上清液旋转蒸发浓缩"经过氨基固相萃取小柱净化后"旋转蒸发至干"流动相溶解样品"用 ‘:@CDIeGCBC2@

% 6GG R" 色谱柱&&.! KKs(% KK"&.( !K’进行分离"以乙腈和 %.&b甲酸溶液作为流动相进行洗脱"内标法测

定! 结果$本研究建立的方法相对标准偏差&C!<’在 *.Yb f#.*b之间"样品加标回收率在 Y,.-b f!%Y.*b之

间"定量限和检出限分别在 %.%%& f&.& 和 %.%%% * f%.-- !</J<! 结论$本研究建立的分析方法操作简便%结果准

确%灵敏度高"可满足实验室对食品中农药残留的检测要求!

关键词!液相色谱+串联质谱# 水果# 杀菌剂# 氟虫腈# 农药残留# 同位素# 内标
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$$水果是日常生活常用的食物"含有丰富的维
生素和微量元素* 杀菌剂和杀虫剂均属于农药"
用于防治各种病原微生物引起的病害"在水果的
栽植过程中会经常使用* 据统计"&%!" 年我国杀
菌剂和杀虫剂的使用量为 ,.%" 万吨 (!) * 杀菌剂
和杀虫剂的大规模使用对保证果树的+稳产, ’+高
产,和+产品质量,有较大帮助"但同时也给人体健
康带来危害"如过量食用此类农药含量超标的水
果可能会影响中枢神经系统"引起急性中毒"长期
低剂量摄入这些水果则可能通过遗传毒性"造成

畸胎或者发生器官病变 (&) * 世界各国都对杀菌剂
和杀虫剂类农药在食品中的残留做了严格的规
定"我国的国家或农业部的标准规定了部分杀菌
剂和杀虫剂的最大残留限量* 目前"杀菌剂和杀
虫剂的检测方法主要有化学分析法 (") ’生物化学
法 (*) ’气相色谱法 (() ’气相色谱+质谱联用法 (-) ’高
效液相色谱法 (Y) ’液相色谱+质谱联用法 (,)等* 虽
然化学分析法简便快速"但灵敏度低&生物化学法
灵敏度高"但可能存在假阳性结果"两种检测方法
多用于快速检测中* 多种杀菌剂和杀虫剂型农药
同时检测的方法比较鲜见"并且一些方法的灵敏
度过低无法满足检测要求* 本研究采用同位素内
标+固相萃取结合液相色谱+串联质谱法"选择 # 种
水果"针对 !% 种杀菌剂 (多菌灵’甲基硫菌灵’甲
霜灵’嘧霉胺’烯酰吗啉’咪鲜胺’三唑酮’苯醚甲
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环唑’腐霉利和乙撑硫脲#非内吸性$ )以及 ! 种吸
性杀虫剂#氟虫腈$ "建立一种操作简便"灵敏度’
准确度高的分析方法"适用于实验室对水果中杀
菌剂和氟虫腈类农药残留量的检测*

!$材料与方法
!.!$材料
!.!.!$样品

从大型超市’水果市场采集苹果’葡萄’柑橘’
草莓’樱桃’枇杷’猕猴桃’油桃’西瓜样品共 -" 份*
!.!.&$主要仪器与试剂

R4CDKA7B@9K:@C]_a+"-%% 高效液相色谱#美国
R4CDKA39I4CD$")LG29CcWRD:O "&%% 串联质谱仪美
国 )LG29Cc$"k9I9ODCORT]\固相萃取系统 #美国
GCO=B2A$"‘:@CDIeGCBC2@% 6GG R" 色谱柱#&.! KK
s(% KK"&.( !K$’GCO+a:J k:2氨基固相萃取小柱
#! <"- KB$均购自美国 ‘:@CDI"全自动均质器"旋转
蒸发仪"涡旋混匀器"真空泵"离心机*

多菌灵#>)G%!%-%(+&!+Y$’甲基硫菌灵 #>)G%
&"(-*+%(+,$’甲霜灵 #>)G% (Y,"Y+!#+! $’嘧霉胺
#>)G%("!!&+&,+%$’烯酰吗啉#>)G%!!%*,,+Y%+($’
咪鲜胺#>)G%-YY*Y+%#+($’三唑酮 #>)G%*"!&!+*"+
"$’苯醚甲环唑#>)G%!!#**-+-,+"$’腐霉利#>)G%
"&,%#+!-+,$’ 乙撑硫脲 #>)G% #-+*(+Y $’ 氟虫腈
#>)G%!&%%-,+"Y+"$’多菌灵+]" #>)G%!&(((%Y+,,+
%$标准品均购自德国 ]D1U4DC;I@AD3CD_KM6"氟虫
腈+!">&"

!(?& 标准品购自 #E"*&&%&"加拿大 R’>$"
乙腈’甲醇’甲苯’甲酸均为色谱纯"无水硫酸钠’氯
化钠均为优级纯"试验用水为蒸馏水*
!.&$方法
!.&.!$样品前处理

取#&% q%.%!$ <水果样品于 !%% KB离心管中"
加入 *% !B混合内标应用液和 &% KB乙腈&!, %%% D/
K9; 均质器匀浆 ! K9;"加入 ( <氯化钠&再加入
!% KB乙腈"以 !, %%% D/K9; 均质器匀浆 ! K9;"
!* %%% D/K9; 离心 ( K9;&取 !( KB上清液于旋转蒸
发瓶 :中"*% p水浴中旋转蒸发至 ! f& KB"待净
化* 氨基固相萃取小柱中加入约 & 2K高的无水硫
酸钠"用 * KB乙腈+甲苯#"l!"-E-&下同$活化"待液
面到达无水硫酸钠顶部时"立刻将待净化的样品液
移至小柱"用旋转蒸发瓶 M 收集&分别用 & KB乙腈+
甲苯洗涤旋转蒸发瓶 :两次"并将洗涤液移入小柱
中&用 &( KB乙腈+甲苯以 ".% KB/K9;#约 ! 滴/I$的
速度洗脱小柱&将旋转蒸发瓶 M 在 *% p水浴中旋转
浓缩至干"加入 !.% KB%.&b甲酸+乙腈##l!"-E-$"

涡旋混匀"经 %.& !K滤膜过滤"待分析*
!.&.&$标准曲线的制备

!! 种标准物和两种同位素内标物用乙腈分别
配置成浓度为 ! %%% !</KB的储备液#多菌灵和多
菌灵+]" 需要加 (b甲酸和 &b二甲基亚砜助溶$&
配置混合内标应用液"使两种同位素内标浓度均为
!.% !</KB* 用不含待测物的样品经 !.&.! 前处理
后的样品溶液配置 ( 个浓度的混合标准应用液"浓
度分别为 %.%%% *’%.%%&’%.%!’%.%( 和%.* !</KB
#考虑到灵敏度差异"腐霉利的浓度分别为 %.%(’
%.&’%.*’! 和 & !</KB&乙撑硫脲的浓度分别为 %.&’
%.*’!’& 和 ( !</KB$*
!.&."$仪器条件

液相色谱条件%色谱柱%‘:@CDIeGCBC2@% 6GG
R" 色谱柱#&.! KKs(% KK"&.( !K$&柱温 *% p&
进样量 !% !B&流速 "%% !B/K9;&流动相 )为乙腈"流
动相 L为 %.&b甲酸"梯度洗脱条件见表 !*

表 !$梯度洗脱条件
R:MBC!$>A;F9@9A; A3<D:F9C;@CB=@9A;

时间/K9; 流动相 )/b 流动相 L/b

%.%% !% #%

!.%% *, (&

!%.%% *, (&

!%.%! #% !%

!!.%% #% !%

!!.%! !% #%

!&.(% !% #%

$$质谱条件%离子源及扫描方式%UG[m#% f,.(##
K9;$"UG[j # ,.-%% f!&.(%% K9; $& 气帘气压力
#>7’$ !Y&."Y( Ja:&碰撞气压力 #>)]$ "*.*Y(
Ja:&离子源电压% ( (%% k#UG[m$" j* (%% k
#UG[j$&离子源温度 ((% p&雾化气压力 "**.Y(
Ja:&辅助加热气压力 "**.Y( Ja:&扫描模式%多反应
离子监测#T’T$"驻留时间 Y% KI"离子条件见表
&* !! 种分析物和两种同位素内标的 T’T图见
图 !*
!.&.*$定性和定量测定方法

保留时间结合质谱信息 #! 个前体离子 m& 个
产物离子$定性* 样品溶液在与标准溶液相同条件
下测定"保证其浓度在标准曲线浓度范围内* 以最
高丰度为基峰"待测物离子与标准物质离子相对丰
度变化在以下范围内可以定性确认为与标准物质
一致(相对丰度 g(%b时"变化!&%b&相对丰度为
&%b f(%b时"变化! &(b&相对丰度为 !%b f
&%b时"变化!"%b&相对丰度!!%b时"变化!
(%b)* 内标法进行定量*
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表 &$!! 种杀菌剂和两种同位素内标的 T’T条件
R:MBC&$T’T2A;F9@9A; A3!! M:2@CD929FCI:;F & 9;@CD;:BI@:;F:DFI

分析物
保留时间
/K9;

前体离子
/#$EN$

产物离子
/#$EN$

去簇电压
/k

入口电压
/k

碰撞室入口
电压/k

碰撞电压
/Ck

碰撞室出口
电压/k

乙撑硫脲

多菌灵

甲基硫菌灵

嘧霉胺

甲霜灵

烯酰吗啉

咪鲜胺

三唑酮

腐霉利

苯醚甲环唑

氟虫腈

多菌灵+]"

氟虫腈+!">& "
!(?&

%.(! !%".!

!.(! !#&.&

".!" "*".&

".(& &%%.&

".-& &,%.&

*.&- ",,."

*.,, "Y-.%

(.&Y &#*.&

-.*- &,*."

,."Y *%-.!

,.#( *"*.#

!.*" !#(.!

,.#& *",.Y

-%.&$ "! (." , *( &."
,-.% "% (." !% &- &."

!-%.&$ "* *.% !" &( &.,
!"&.% "* *.% ,% *" ".(

!(!.%$ "( *.% !, &Y &.-
"!!.! "% *.% !! !" ".(

!-,.&$ (" *.% &% *% &.*
!%Y.! -* *.% &% "" &.(

&&%.!$ "& "., # !Y &.(
!#&.& "( "., # &" &.(

"%!.!$ -% (.( !( &Y *.%
!-(.& -% (.( !# *" &.(

"%,.!$ &, ".Y !! !( &.Y
&--.! &, ".Y !( &! &.Y

!#Y.%$ *% *.( &% &% &.(
&&(.& *% *.( &# !* ".%

-Y.!$ *" *.% !& *# &.(
#(.* *" *.( !& "% &.(

&(!.&$ (( (.% &! "* ".(
""Y.& (( (.% !* &% ".(

"&#.#$ j*( j(.( j!" j&! j".%
&(%.% j*( j(.( j&" j"# j".%

!-%.!$ ** ".% Y &( &.%
!"&.! ** ".% Y *" &.%

""*.!$ j"" j*.( j!( j&* j".%
&(&.% j"% j*.Y j&( j", j&.%

注%$表示定量离子

&$结果与分析
&.!$色谱柱的选择

根据分析物极性较强’偏碱性的特点"本试验
选择 LU6 G4C9BF >!, #&.! KKs(% KK"!.Y !K$’
)@B:;@9IF>!, # &.! KKs(% KK"" !K$ 和 6GG R"
#&.! KKs(% KK"&.( !K$色谱柱* LU6G4C9BF >!,
色谱柱在传统的三键键合烷基柱#LU6>!, $的基础
上内嵌了一个亲水的氨基甲酸酯官能团"理论上可
以对碱性分析物提供了优异的峰形&)@B:;@9IF>!,和
6GG R" 色谱柱分别是高纯度硅胶基质二键和三键
键合的 >!,"配基密度低"可适用 !%%b的水相"是反
相色谱条件下对极性化合物分离的理想选择* 通
过试验发现"优化色谱条件后"" 支色谱柱都能将
!! 种待测物良好分离"但对分析物多菌灵"使用
6GG R" 色谱柱的峰形明显优于 G4C9BF >!,和 )@B:;@9I
F>!,色谱柱"故试验选用 6GG R" 色谱柱用于分析*
&.&$甲酸浓度的影响

甲酸通常可以提高物质的离子化效率"增加灵
敏度"UG[m模式下更为明显* 但也有少量化合物"
甲酸浓度越高"灵敏度反而会下降&此外"甲酸浓度
太高也会影响到色谱柱的寿命"因此甲酸浓度对结

果影响较大* 试验对流动相不含甲酸’ %.%(b’
%.!b’%.!(b’%.&b和 %."b的甲酸浓度时"各待
测物的灵敏度进行了考察"见图 &* 从结果可以看
出"腐霉利和乙撑硫脲的灵敏度相对较低"方法需
要保证这两种物质的灵敏度"综合来看"甲酸浓度
为 %.&b时"大多数待测物能有较好的灵敏度"故本
试验流动相选用 %.&b甲酸*
&."$流动相条件的优化

试验中发现苯醚甲环唑和氟虫腈的保留时间
非常接近"很难达到完全分离"本课题组曾尝试用
甲醇作为有机流动相"同样不能使二者完全分离&
经过反复优化流动相比例"最终在 !.%% f!%.%%
K9;"流动相乙腈+%.&b甲酸比例为 *,l(& 时"两种
待测物分离度可达到 !.(!*
&.*$UG[电离模式的选择

!! 种分析物中"除氟虫腈外"!% 种物质在 UG[
正离子条件下均表现出较高的灵敏度* 氟虫腈则
在 UG[负离子时的响应值比正离子高约 !%% 倍"因
此方法中采用正负离子切换* 通过 &." 部分流动相
条件优化后"采用在 %.%% f,.-% K9; 正离子模式检
测",.-% f!&.(% K9; 负离子模式检测可有效对
!! 种分析物进行多反应离子监测#T’T$*
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注%:1乙撑硫脲&M1多菌灵&21嘧霉胺&F1甲霜灵&C1腐霉利&31甲基硫菌灵&<1咪鲜胺&41烯酰吗啉&

91苯醚甲环唑&01三唑酮&J1氟虫腈&B1氟虫腈+!">& "
!(?& &K1多菌灵+]"

图 !$!! 种分析物#浓度为 &%% ;</KB$和两种同位素内标物#浓度为 !.% !</KB$的 T’T图
E9<=DC!$T’T24DAK:@A<D:KIA3!! M:2@CD929FCI:;F & 9;@CD;:BI@:;F:DFI
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注%因版面关系"图中 !! 种农药标注的横坐标与折线图的

点位置有偏差

图 &$甲酸浓度对灵敏度的影响
E9<=DC&$XO@9K9Q:@9A; A32A;2C;@D:@9A; 3AD3ADK92:29F

&.($方法准确性和灵敏度
在优化的色谱和质谱条件下"# 种杀菌剂在

%.* f*%% ;</KB"腐霉利在 (% f& %%% ;</KB"乙撑硫
脲在 &%% f( %%% ;</KB的线性范围有较好的相关
性&以 " 倍信噪比#!EMr"$所对应的样品中分析物
浓度为检出限"以 !% 倍信噪比# !EMr!%$所对应的
样品中分析物浓度为定量限"得到 !! 种分析物检出
限范围为 %.%%% * f%.-- !</J<"定量限范围为
%.%%& f&.& !</J<&选择 *%’(’%.%& !</J<#乙撑硫
脲和腐霉利由于灵敏度原因"分别选择 !.% 和
&.( !</J<$" 个浓度水平进行加标回收试验"按照
_L/R&Y*%*!&%%,-实验室质量控制规范 食品理化
检验.进行试验 (#) "对已制定最高残留限量#T’\$
的最大化学残留量的分析物"回收率应在方法定量
限’T’\进行 " 次水平试验"每个水平平行做 - 份"
得到加标回收率为 Y,.-b f!%Y.*b’相对标准偏
差#C!<$为 *.Yb f#.*b"见表 "*
&.-$实际样品检测

在 -" 份水果#苹果’葡萄’柑橘’草莓’樱桃’枇
杷’猕猴桃’油桃’西瓜$中检出 (! 份多菌灵’*! 份
$$$

甲基硫菌灵’"% 份甲霜灵’&! 份烯酰吗啉’!# 份苯
醚甲环唑’!& 份嘧霉胺’!% 份三唑酮’Y 份咪鲜胺’
( 份氟虫腈’* 份腐霉利"均高于方法定量限"样品均
未检出乙撑硫脲* 图 " 列举了 " 份样品"共检出
$$$

注%:1多菌灵&M1甲基硫菌灵&21嘧霉胺&F1烯酰吗啉&C1腐霉利&

31苯醚甲环唑&<1甲霜灵&41三唑酮&91氟虫腈&01咪鲜胺

图 "$阳性样品的 T’T图
E9<=DC"$T’T24DAK:@A<D:KIA3@4COAI9@9PCI:KOBCI

表 "$方法的线性回归方程’相关系数’检出限’定量限’回收率和相对标准偏差

R:MBC"$’C<DCII9A; CS=:@9A;I"2ADDCB:@9A; 2AC33929C;@"B9K9@IA3FC@CDK9;:@9A;"B9K9@IA3S=:;@9392:@9A;"DC2APCD9CIA3

I:KOBCI:;F DCB:@9PCI@:;F:DF FCP9:@9A; A3@4CKC@4AF

分析物 回归方程 相关系数
检出限
/#!</J<$

定量限
/#!</J<$

回收率/b#C!</b$
! & "

乙撑硫脲 1r((."9j"&., %.### - %.&" %.Y- Y,.-#Y.-$ ,Y.*#(.,$ #Y.,#*.#$

多菌灵 1r!-(%9m!%"% %.##, " %.%%" %.%! ,&.-#,.Y$ ,*.###.&$ !%!.*#(.&$

甲基硫菌灵 1r"!*%9j!%,% %.##Y - %.%%! %.%%* Y#.%#Y.Y$ ,-.&#*.,$ !%Y.*#*.Y$

嘧霉胺 1r!!*%%9m"Y!% %.### Y %.%%& %.%%Y ,%.!##.*$ ,-."#(.Y$ #".,#-.%$

甲霜灵 1r#YY%9j&*Y% %.##Y # %.%%& %.%%Y ,!.(##.!$ #!.&#*.#$ #!.*#(.#$

烯酰吗啉 1r*,Y%9jYY# %.##, % %.%%" %.%! ,&.##-.,$ ,Y.,#(.&$ ,,.*#(.%$

咪鲜胺 1r!Y"%9mY&* %.### Y %.%%& %.%%Y Y,.,#Y.&$ ,(.!#Y.%$ #-.&#(.($

三唑酮 1r*(,%9m*,# %.### , %.%%* %.%!* ,%.*#(.%$ ,-.,#(.Y$ #-.##-."$

腐霉利 1r!Y"9mY&.* %.##Y * %.-- &.& Y#.&##.%$ ,&.##-.*$ ,Y.,#Y.*$

苯醚甲环唑 1r#,!%9m!*&% %.### , %.%%% * %.%%& ,%."#,.&$ ,,.!#(.,$ ,#.*#(.#$

氟虫腈 1r(,%%9j"!"% %.##Y Y %.%%( %.%!Y ,%.!##.%$ ,"."#Y.%$ ,-.##-.*$

注%!’&’" 表示因试验条件不同加标水平分别为 %.%&’!.%’&.("("*% !</J<
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# 种杀菌剂和氟虫腈* 根据 _L&Y-"!&%!* -食品
安全国家标准 食品中农药最大残留限量. (!%)对结
果进行判定"" 份样品的农药残留量均未超出国家
规定的限量值*

"$小结
本试验前处理采用固相萃取’旋转蒸发浓缩的

技术"质谱检测模式上应用分段 UG[m与 UG[j扫描
方式"建立了水果中 !% 种常用杀菌剂和杀虫剂#氟
虫腈$同位素内标+液相色谱+串联质谱同时检测的
方法* 方法简便’灵敏度高"满足我国实验室农药
残留的检测要求*
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实验技术与方法
免疫亲和柱净化+高效液相色谱+串联质谱法

测定鱼肉和肝脏中河鲀毒素

岳亚军"张律"游杰"夏伟"陈戊申"张风雷
!深圳市罗湖区疾病预防控制中心"广东 深圳$(!,%&%#
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作者简介!岳亚军$男$副主任技师$研究方向为生物毒素检测$U+K:9B$H=CH:0=;!#Y,V!&-12AK

摘$要!目的$采用免疫亲和柱净化鱼肉和肝脏中的河鲀毒素"建立高效液相色谱+三重四级杆质谱串联&\>+TG/

TG’方法检测鱼肉和肝脏中的河鲀毒素"为水产品中的河鲀毒素检测提供方法依据! 方法$选用 592+69B92色谱柱

&!(% KKs&.! KK"( !K’"以 !% KKAB/\甲酸铵+%.!b甲酸+乙腈为流动相"采用梯度洗脱进行分离! 样品用 !b乙

酸+甲醇沉淀蛋白提取"上清液加入 aLG 缓冲液后经免疫亲和柱净化"将洗脱液氮吹至干定容后上机测定! 多重反

应监测&T’T’方式检测! 结果$河鲀毒素的线性范围为 !.% f! %%%.% ;</KB"鱼肉和肝脏中河鲀毒素的检出限分

别为 %." 和%.& !</J<"回收率在 (&.*b fY&.-b之间! 结论$本方法特异性强%提取效果好%无基质抑制效应"适

用于鱼肉和肝脏中河鲀毒素的痕量检测!

关键词!河鲀毒素# 鱼# 肝脏# 免疫亲和柱# 液相色谱+串联质谱法# 基质效应# 检测
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