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高效液相色谱-串联质谱联用技术快速分析水果和蔬菜中毒死蜱
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朱正伟 1，2，3，吴婉琴 1，2，3，朱松松 1，2，3，陈锂 1，2，3，江丰 1，2，3，范小龙 1，2，3，王会霞 1，2，3

（1. 湖北省食品质量安全监督检验研究院，湖北  武汉  430075；2. 国家市场监管重点实验室  动物源性食品

中重点化学危害物检测技术，湖北  武汉  430075；3. 湖北省食品质量安全检测工程技术研究中心，

湖北  武汉  430075）

摘 要：目的　建立高效液相色谱 -串联质谱联用技术快速分析蔬菜和水果中毒死蜱及其降解产物的检测方法。

方法　从色谱和质谱条件两方面对仪器采集参数优化；以韭菜、芹菜、甘蓝、苹果和柑橘为基质，采用 QuEChERS 方法

进行前处理，考察乙二胺-N-丙基硅烷化硅胶和石墨化炭黑（GCB）对毒死蜱及降解产物的影响；最后根据检出限、定

量限、线性范围、基质效应、准确度、精密度等对该方法进行考察。结果　流动相为乙腈和 0. 1%（V/V）甲酸水，质谱采

集模式为 ESI+，前处理过程中加入 GCB 45 mg/5 mL，此时 4 种目标物在线性范围内线性良好（R2≥0. 99），定量限为 1~
30 μg/kg；在 3 个加标水平下，回收率为 66. 1%~113. 6%，相对标准偏差为 1. 3%~16. 9%。结论　建立的毒死蜱及降

解产物残留量的检测方法快速、高效、准确度和重复性好，适用于蔬菜和水果中毒死蜱及其降解产物的测定。
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Abstract： Objective　The detection method of rapid analysis of chlorpyrifos and its degradation products in vegetables 
and fruits by HPLC-MS/MS was established. Methods　Both chromatographic conditions and mass spectrometry conditions 
were optimized.  Leek， celery， cabbage， apple and citrus were used as substrates for pretreatment by QuEChERS method， 
and the effects of PSA and GCB on chlorpyrifos and its degradation products were investigated.  Finally， the method was 
investigated based on limits of detection， limits of quantification， linear range， matrix effect， accuracy and precision.
Results　The suitable mobile phase was acetonitrile and 0. 1% （V/V） formic acid in water.  Acquisition parameter of mass 
spectrometer was ESI+ .  45 mg/5 mL of GCB in pretreatment was the best purification condition.  The linearity of the four 
compounds was good （R2≥0. 99）， and the limits of quantification （LQD） were 1-30 μg/kg.  The average recoveries of three 
levels ranged from 66. 1% to 113. 6%， and the relative standard deviation （RSD） was 1. 3%-16. 9%. Conclusion　 The 
method is fast， efficient， accurate， repeatable and suitable for the confirmation and quantification of chlorpyrifos and its 
degradation products in vegetables and fruits.
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毒死蜱是一种在全世界范围内广泛使用的有

机磷农药，主要用于粮食、蔬菜、饲料作物等的病虫

害防治［1-2］。毒死蜱能抑制人和动物的乙酰胆碱酯

酶（Acetylcholinesterase，AChE）和神经病靶标酯酶

（Neuropathy target esterase，NTE）活性，使机体产生

急性毒理学作用［3］，我国农药毒性分级将其列为中

等毒性农药，世界卫生组织农药危害性分类将其列

为Ⅱ类（中度危害）。由于其毒性较高，有些国家已

经限制了其使用，我国已于 2017 年在蔬菜上禁用

毒死蜱，2020 年美国的加利福尼亚、纽约、华盛顿和

马里兰州已经开始禁止毒死蜱用于农业用途。尽

管被限制使用，但毒死蜱作为一种高效、广谱的杀

虫杀螨剂，仍被广泛应用于农业生产的病虫害防治

中，由于没有可替代的农药，或者替代品价格昂贵，

或者对特定作物上的害虫杀灭效果不明显，这使得

公众更愿意选择毒死蜱而不是其他农药［4-5］。从近几

年国家和各省市市场监督管理部门网站公布的食

品安全抽检情况来看，毒死蜱在蔬菜和水果等农产

品中也屡次检出不合格，是检出率高的农药之一。

光降解是农药降解的重要途径之一，影响农药

的残留、功效和毒性［6］，同时与农药在生态环境中的

安全性评估息息相关，因此许多国家在进行农药登

记时，需要提供农药的光降解信息［7］。毒死蜱的磷

酯键易断裂，生成 3，5，6-三氯 -2-吡啶醇（3，5，6-

TCP）或氧化脱硫形成 O，O-二乙基-O-［3，5，6-三氯-2-

吡啶基］磷酸盐（氧化毒死蜱），3，5，6-TCP 又可进一

步转化为 3，5，6-三氯 -2-甲氧基吡啶（TMP）［8-9］。毒

死蜱和氧化毒死蜱被认为是饮食接触的毒理学残留

物［10-11］。根据美国环保署健康危害部的分析，TMP
不被认为是毒理学关注的残留物［8］。除了发现氧化

毒死蜱和 3，5，6-TCP 的两种降解产物外，在毒死蜱

的一些光解实验中，脱氯光解产物也被称为光解产

物（脱氯毒死蜱）［12-13］。

本文以韭菜、芹菜、甘蓝、苹果和柑橘为代表基

质，采用简便、快速的 QuEChERS 方法进行前处理，

建立蔬菜和水果中毒死蜱及降解产物 3，5，6-TCP、
氧化毒死蜱、脱氯毒死蜱残留量的检测方法，为毒

死蜱及其降解产物的进一步研究提供参考。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

高效液相色谱-串联质谱仪（Xevo TQS Micro 型，

美国沃特斯公司）；高效液相色谱仪（e2695 型，美国

沃特斯公司）；分析天平（MSA125P-1CE-DU 型，德

国 Sartorius 公司）；分析天平（ME204/02 型，梅特

勒 -托利多仪器有限公司）；离心机（Allegra X-15R

型，美国 Beckman 公司）；旋转蒸发仪（HeidoLph Hei-
VAP 型，德国 HeidoLph 仪器公司）；均质器（T25 
digital 型，德国 IKA 公司）；涡旋混合器（945605 型，

美国 TALBOYS 公司）；超纯水仪（Milli-Q 型，美国

Millipore 公司）。

韭菜、芹菜、甘蓝、苹果和柑橘（均为市场上购

买，且经测定不含所测的目标物）；甲醇、乙腈（色谱

级 ，Fisher Scientific 公 司）；甲 酸（质 谱 级 ，美 国

Fisher Scientific 公司）；O，O-二乙基硫代磷酰氯（纯

度>97%，阿拉丁生化科技有限公司）；3，5-二氯吡啶

（纯度 98%，阿拉丁生化科技有限公司）；三乙胺、石

油醚（60~90）、柠檬酸钠、柠檬酸氢二钠、无水硫酸

镁（分析纯，国药化学试剂有限公司）；乙二胺 -N-丙

基硅烷化硅胶（PSA，40～60 μm，北京艾杰尔科技有

限公司）；石墨化炭黑（GCB，40～120 μm，北京艾杰

尔科技有限公司）；陶瓷均质子（2 cm×1 cm，上海安谱

实验科技股份有限公司）；有机相微孔滤膜（0. 22 μm，

天津市津腾实验设备有限公司）；毒死蜱（纯度

98. 9%，北京曼哈格生物技术有限公司）；氧化毒死

蜱（纯度 98. 9%，北京曼哈格生物技术有限公司）；

3，5，6-TCP（纯度 99. 1%，日本 TCI 公司）；脱氯毒死

蜱无法购买到标准品，其合成参照研究团队申请的

专利［14］进行，经液相色谱归一化法测定其纯度为

98. 5%。

1. 2　标准溶液的配制

1. 2. 1　标准储备溶液（1 000 mg/L）
准确称取 10. 0 mg （精确至 0. 1 mg）各农药标

准品，根据色谱纯乙腈溶解并定容至 10 mL，避光

-18 ℃保存。

1. 2. 2　标准中间溶液（100 mg/L）
准确吸取一定量的农药标准储备溶液于容量瓶

中，用乙腈定容配制成浓度均为 100 mg/L 的标准

中间液。

1. 2. 3　混合标准使用溶液

分别吸取一定量的农药标准中间溶液于容量瓶

中，用乙腈定容，配制成混合标准使用溶液，其中 3，
5，6-TCP 浓度为 10、30、50、150、300、600、1 800 μg/L，
氧化毒死蜱浓度为 0. 2、0. 6、1、3、6、12、36 μg/L，脱
氯毒死蜱浓度为 1. 0、3. 0、5. 0、15、30、60、180 μg/L，
毒死蜱浓度为 5、15、25、75、150、300、900 μg/L。
1. 2. 4　基质混合标准工作溶液

取 1 mL 空白基质溶液氮气吹干，加入 1 mL 相

应质量浓度的混合标准使用溶液复溶，过 0. 22 μm
微孔滤膜。基质混合标准工作溶液应现用现配。

1. 3　样品的前处理

称取 10. 00 g 试样（精确至 0. 01 g）于 50 mL 塑
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料离心管中，加入 10 mL 乙腈、4 g 硫酸镁、1 g 氯化

钠、1 g 柠檬酸钠、0. 5 g 柠檬酸氢二钠及 1 颗陶瓷均

质子，盖上离心管盖，剧烈震荡 1 min 后 4 000 r/min
离心 5 min，离心半径为 20. 8 cm。吸取 5 mL 上清液

加到内含 750 mg 无水硫酸镁及 45 mg GCB 的 15 mL
塑料离心管中，涡旋混匀 1 min。4 000 r/min 离心

5 min，吸取上清液过 0. 22 μm 微孔滤膜，上机供液

相色谱-串联质谱仪测定。

1. 4　仪器条件

色谱：Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱

（2. 1 mm×100 mm，1. 7 μm）；柱温 35 ℃；进样体积

5 μL；流速为 0. 3 mL/min；流动相 A 为 0. 1% 甲酸水

溶液，B 为乙腈；梯度洗脱程序：0. 0~0. 5 min，15%B；

0. 5~1. 5 min，15%~95%B；1. 5~4. 0 min，95%B；4. 0~
4. 1 min，95%~15%B；4. 1~6. 0 min，15%B。

质谱：离子源温度 120 ℃；脱溶剂温度 450 ℃；

毛 细 管 电 压 ：2 500 V；采 集 模 式 为 多 反 应 监 测

（Multi reaction monitoring，MRM），毒死蜱及其降解

产物的定性定量离子对信息、锥孔电压和碰撞能量

等质谱采集参数见表 1。

2　结果

2. 1　色谱条件的优化

比较纯水与乙腈、0. 1%（V/V）的甲酸水与乙腈

两种常用的流动相对毒死蜱及其降解产物的影响。

在两种流动相中，毒死蜱、脱氯毒死蜱和氧化毒死

蜱峰型和响应均较好，而在流动相为纯水、乙腈时，

3，5，6-TCP 的峰形拖尾且分叉，同时响应强度较流

动相为 0. 1% 的甲酸水、乙腈低（图 1）。这可能是

由于 3，5，6-TCP 呈弱酸性，在流动相中加入一定量

的甲酸可以抑制 3，5，6-TCP 的电离，增强在 C18 色

谱柱上的保留，改善峰形，同时流动相中含有一定

量的甲酸也可以促进 3，5，6-TCP 在离子源内的离

子化效率，增加 3，5，6-TCP 的响应强度，这一结果

与其他文献［15-16］中的结果一致，故选择 0. 1% 的甲

酸水、乙腈作为较优的流动相进行后续的优化。

2. 2　质谱条件的优化

有研究者［15-17］在测定 3，5，6-TCP 时，选用 ESI-
模式条件进行定性定量，但该模式下子离子碎片质

量数小（35 和 37），在测定实际样品时容易受到基

质成分的干扰。同时对比正负模式下该物质的响

应，发现在负模式条件下，3，5，6-TCP 的响应低于正

模式近 2 个数量级（图 2）且离子对的抗干扰能力

强，综合考虑灵敏度和实际样品基质的复杂性，选

用正模式进行测定。

表 1　毒死蜱及其降解产物的质谱采集参数

Table 1　Parameters of MS for chlorpyrifos and its 
degradation products

名称

3,5,6-TCP
氧化毒死蜱

脱氯毒死蜱

毒死蜱

定量离子对/锥孔电压 V/

碰撞能量 eV
197.9>107/30/25
335.7>199.8/32/30
315.9>97/30/32
349.9>97/30/32

定性离子对/锥孔电压 V/

碰撞能量 eV
199.9>109/30/25
335.7>279.8/32/18
315.9>164.1/30/15
349.9>198/30/20

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50
0

100

3.18

TIC (TCP)

1.43e7
2.56

3.19

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50
0

100 TIC (TCP)

3.71e6
3.24

Time

Time

 

相
对
丰
度

/%

(2) 

(1) 

注：（1）流动相为水、乙腈；（2）流动相为 0.1% 的甲酸水、乙腈

图 1　两种流动相下 3,5,6-TCP 的总离子流图

Figure 1　Total ion chromatography of 3,5,6-TCP in 
two mobile phase
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图 2　在正负模式下 3,5,6-TCP 的总离子流图

Figure 2　Total ion chromatography of 3,5,6-TCP under ESI- and ESI+
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2. 3　前处理条件的优化

2. 3. 1　PSA 在基质中对毒死蜱及其降解产物回收

率的影响

PSA 是 QuEChERS 前处理方法常用净化剂，能

有效的去除中等极性或极性范围较广的多种化合

物，如有机酸、脂肪酸、碳水化合物等杂质［18-19］。阴

性基质按 1. 3 中的方法提取后，用提取液配制成毒

死蜱及其降解产物浓度均为 100 μg/L 的基质溶液。

取 5 mL 上述基质溶液，加入不同量的 PSA，研究

PSA 加入量对毒死蜱及其降解产物回收率的影响

（图 3）。结果表明，无论是在蔬菜（韭菜、芹菜和甘

蓝）基质中，还是水果（苹果、柑橘）基质中，PSA 对

3，5，6-TCP 的吸附性都很强。有文献报道［19］PSA 含

有的氨基可与含有羟基的极性化合物形成氢键，从

而有效去除含有羟基的极性化合物。3，5，6-TCP 极

性较强，其含有的羟基能与 PSA 的氨基形成氢键，

从而对 3，5，6-TCP 具有很强的吸附。故在净化过

程中，不宜添加 PSA 作为净化剂。

2. 3. 2　GCB 在基质中对毒死蜱及其降解产物回收

率的影响

GCB 是农药残留检测中常用的吸附剂，可以有

效去除水果和蔬菜中的色素。阴性基质按 1. 3 中

的方法提取后，用提取液配制成毒死蜱及其降解产

物浓度均为 100 μg/L 的基质溶液。取 5 mL 上述基

质溶液，加入不同量的 GCB，研究 GCB 加入量对毒

死蜱及其降解产物回收率的影响（图 4）。通过分析

发现，随着 GCB 加入量的增加，毒死蜱及其降解产

物的回收率均呈现下降的趋势。考虑到 GCB 能有

效的去除果蔬中色素的含量，降低基质效应带来的

影响，同时减轻对仪器设备的污染，以目标物在各

种基质中的回收率大于 90% 为限定条件，选择

GCB 的加入量为 45 mg/5 mL 为较优的条件。

2. 4　方法学的考察

2. 4. 1　检出限和定量限

分别称取 10. 00 g（精确至 0. 01 g）的韭菜、芹

菜、甘蓝、苹果、柑橘阴性基质，分别加入适量的标

准溶液，按优化好的前处理方法处理后，上机分析，

以 3 倍的信噪比为检出限，10 倍的信噪比为定量

限，最终得到 3，5，6-TCP、氧化毒死蜱、脱氯毒死

蜱、毒 死 蜱 的 检 出 限 分 别 为 10. 00、0. 30、1. 00、

6. 00 μg/kg，定 量 限 分 别 为 30. 00、1. 00、3. 00、
20. 00 μg/kg。
2. 4. 2　基质效应

分别称取 10. 00 g（精确至 0. 01 g）的韭菜、芹

菜、甘蓝、苹果、柑橘阴性基质，按优化的样品前处

理方法处理后，以提取液为溶剂，配制不同浓度的

系列基质标准溶液，同时配制同浓度的溶剂标准溶

液，上机分析，基质效应的计算参考公式（1）［20］。目

标物在 5 种基质中的基质效应结果如图 5 所示。

除毒死蜱和脱氯毒死蜱在苹果中的呈现弱基质效

应外，其他目标物在 5 种基质中均呈现中等或高强

度的基质效应，故要准确测定基质中 5 种目标物的

含量，必须使用基质标准曲线定量。

ME=（km/ks-1）×100% （1）
式中：km 和 ks 分别为基质标准曲线和溶剂标准曲

线的斜率。
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注：a为韭菜，b 为芹菜，c为甘蓝，d 为苹果，e为柑橘

图 3　PSA 的加入量对毒死蜱及其降解产物回收率的影响

Figure 3　Effects of the PSA addition on recovery of chlorpyrifos and its degradation products
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当-20%<ME<20% 时为弱基质效应；当-50%<
ME≤-20% 或 20%≤ME<50% 为 中 等 基 质 效 应 ，当

ME≤-50% 或≥50% 为强基质效应。

2. 4. 3　线性范围

分别称取 10. 00 g（精确至 0. 01 g）的韭菜、芹

菜、甘蓝、苹果、柑橘阴性基质，按优化的样品前处

理方法处理后，以提取液为溶剂，配制不同浓度的

系列标准溶液，上机分析后作基质标准曲线，其结

果如表 2 所示。3，5，6-TCP 在 10~1 800 μg/L，氧化

毒死蜱在 0. 2~36 μg/L，脱氯毒死蜱在 1~180 μg/L，
毒死蜱在 5~900 μg/L 浓度范围内，均有良好的线

性关系（R2≥0. 99）。

2. 4. 4　准确度和精密度

称取 10. 00 g （精确至 0. 01 g）的韭菜、芹菜、甘

蓝、苹果、柑橘阴性基质，3，5，6-TCP、氧化毒死蜱、

脱氯毒死蜱、毒死蜱按 1 倍、5 倍、25 倍定量限进行

加标，每个加标水平重复 6 次，按优化的前处理方

法处理后上机分析，得到目标物的回收率和精密度

（表 3）。结果表明在所选择的加标水平下，毒死蜱

及其降解产物的回收率在 66. 1%~113. 6% 之间，相

对标准偏差（Relative standard deviation，RSD）均在

20% 以内，能较好的满足农业部第 2386 公告《农药

残留检测方法国家标准编制指南》中关于准确度和

精密度的规定。

3　结论

本研究建立同时检测水果和蔬菜中毒死蜱母

体及其降解产物 3，5，6-TCP、氧化毒死蜱、脱氯毒死
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图 4　GCB 的加入量对毒死蜱及其降解产物回收率的影响

Figure 4　Effects of the GCB addition on recovery of chlorpyrifos and its degradation products
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图 5　毒死蜱及其降解产物在 5 种基质中的基质效应

Figure 5　Matrix effect diagram of chlorpyrifos and its degrada⁃
tion products in five different matrices

表 2　毒死蜱及其降解产物的基质标准曲线方程和决定系数

Table 2　Matrix calibration curves,correlation coefficients of chlorpyrifos and its degradation products
名称

3,5,6-TCP
氧化
毒死蜱

脱氯
毒死蜱

毒死蜱

线性范围
（μg/L）
10~1 800

0.2~36
1~180
5~900

线性方程和相关系数 R2

韭菜

Y=183.345X+4 179.12，
R2=0.999

Y=1 243.97X+57.498 6，
R2=0.998

Y=1 182.8X+5 512，
R2=0.997

Y=36.287 1X+792.022，
R2=0.994

芹菜

Y=524.234X+3 184.94，
R2=0.999

Y=14 237.2X+720.917，
R2=0.999

Y=6 675.93X+13 036.1，
R2=0.999

Y=135.691X+3 788.26，
R2=0.998

甘蓝

Y=602.38X+15 667.7，
R2=0.991

Y=25 192.1X+4 127.47，
R2=0.999

Y=4 690.98X+9 326.5，
R2=0.994

Y=95.196 7X+5 855.33，
R2=0.994

苹果

Y=861.639X-5 254.21，
R2=0.999

Y=84 156.6X+8 210.01，
R2=0.998

Y=37 092.1X+114 136，
R2=0.996

Y=585.038X+5 091.87，
R2=0.999

柑橘

Y=841.275X+
14 083.7，R2=0.997

Y=12 282.7X+
2 352.17，R2=0.996

Y=18 851.2X+
52 475，R2=0.995

Y=323.443X+
12 142.9，R2=0.991
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高效液相色谱-串联质谱联用技术快速分析水果和蔬菜中毒死蜱及其降解产物——朱正伟，等

蜱的快速检测方法。该方法将前期研究中毒死蜱

的另一种降解产物（脱氯毒死蜱）纳入检测中，快

速、高效、准确度和重复性好，满足制定检测方法标

准的要求，适用于蔬菜和水果中毒死蜱及其降解产

物的快速定性、定量分析，为进一步保障农产品质

量安全提供了技术支撑。
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加标水平/（μg/kg）目标物

3,5,6-TCP

氧化毒死蜱

脱氯毒死蜱

毒死蜱

30
150
750

1
5

25
3

15
75
20

100
500
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96.5
75.3
83.3
86.5
75.3
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85.9

106.8
109.3
113.6
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80.9
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80.9
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80.0
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89.0
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104.7
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102.0

70.7
89.8
76.4
74.0
72.4

RSD/%
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4.0
12.7

9.4
4.0

12.7
9.4
9.3
6.7
4.5
3.2
4.3
5.1
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7.5
5.9
5.6
1.3
1.4
8.8

10.3
5.9
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7.5
4.0

10.4
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11.4
1.3
1.4

13.3
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5.0
15.6

2.6
3.3
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9.8
14.6
14.7
16.9

7.9
11.5

2.6
3.9

11.4
4.0

12.5
7.1

柑橘

11.6
4.3
3.8

16.4
6.5
7.5

10.9
12.6

3.2
6.3
6.1
8.3
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