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凝胶渗透色谱-高效液相色谱串联质谱法测定 

咸鱼中 7种有机磷农药 

李永刚, 毛燕妮, 陈子亮, 刘  潇, 罗  苹, 周  妍, 闻  胜* 

(应用毒理湖北省重点实验室(湖北省疾病预防控制中心), 武汉  430079) 

摘  要: 目的  建立咸鱼中丙溴磷、毒死蜱、马拉硫磷、亚胺硫磷、三唑磷、敌百虫和乐果等 7种有机磷农药

的凝胶渗透色谱-高效液相色谱串联质谱测定法。方法  咸鱼样品经环己烷-乙酸乙酯(1:1, v:v)提取后, 经凝胶

渗透色谱仪净化, 再使用 Extend-C18 色谱柱分离, 采用电喷雾离子化源, 以多反应监测(MRM)方式分析, 正离

子化模式进行检测。结果  7种有机磷农药在 2.5~100 µg/kg线性范围内的相关系数良好, 其检出限在 0.05~0.20 

µg/kg之间。该方法加标回收率为 70.9%~116.6%, 相对标准偏差为 2.7%~13.8%(n=6)。结论  本方法具有提取

效率高, 净化效果好, 准确灵敏和快速等优点, 适用于咸鱼中有机磷农药残留检测, 符合实际工作需要。 
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Determination of seven organophosphate pesticide residues in salted fish by 
high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry with gel 

permeation chromatography 

LI Yong-Gang, MAO Yan-Ni, CHEN Zi-Liang, LIU Xiao, LUO Ping, ZHOU Yan, WEN Sheng* 

(Hubei Provincial Key Laboratory for Applied Toxicology (Hubei Provincial Center for Disease Control and Prevention), 
Wuhan 430079, China) 

ABSTRACT: Objective  A tandem mass spectrometry-liquid chromatography separation systems (HPLC- 

MS-MS) method was developed for the determination of 7 organophosphate pesticide residues (profenofos, 

chlorpyrifos, malathion, phosmet, triazophos, trichlorphon, and dimethoate) in salted fish. Methods  Homogenized 

samples were extracted with cyclohexane-ethylacetate(1:1, v:v), purified by gel permeation chromatography, 

separated by Extend-C18 column, and determined by electrospray ionization in positive mode under multiple reactions 

monitoring (MRM). Results  The calibration curve showed a good linearity in the range of 2.5~100 μg/kg, the 

detection limits for 7 pesticides were 0.05~0.20 μg/kg, the recoveries at 3 spiked levels were 70.9%~116.6%, and 

RSDs were between 2.7%~13.8% (n=6). Conclusion  This method is simple, effective, and sensitive, which is 

suitable for the determination and confirmation of the 7 organophosphate pesticide residues in salted fish. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; gel permeation 

chromatography; organophosphate pesticide residues; salted fish 
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1  引  言 

农药残留是当前食品安全面临的主要问题之一, 

食品中超标的农药残留严重影响人们的身体健康。据

媒体报道, 在咸鱼加工销售过程中, 不法商贩常用有

机磷农药喷淋、浸泡咸鱼来防治蚊蝇和蛆虫, 严重威

胁人们的健康。目前可能使用的有机磷农药主要为以

下 7种(见表１)。有机磷农药的检测方法主要有分光

光度法[1,2]、荧光法[3]、电化学法[4]、气相色谱法[5-8]、

液相色谱法[9,10]、气质联用法[11-14]、液质联用法[15,16]

等。现阶段, 对咸鱼中有机磷农药的检测, 多为气相

色谱、气质联用法[17, 18], 国标中关于鱼类制品中有机

磷农药的检测方法也是气相色谱法, 而液质联用的

相关报道较少。但是在分析中, 有机磷农药, 特别是

敌百虫的热稳定性差, 采用气相色谱和气质联用检

测容易分解, 生成三氯乙醛和磷酸二甲酯, 影响检测

结果的准确性[19]。采用液相色谱检测时, 由于分析过

程中基质干扰大, 对待测目标物的定性有一定偏差。

液相色谱质谱串联能够更为准确的定性, 同时, 由于

咸鱼样品中的油脂含量比较高, 杂质成分较为复杂, 

目前常用的固相萃取柱除脂、净化效果不太理想。而

凝胶渗透色谱能够有效地除去样品中脂类、色素等杂

质[14,20], 且操作简单。因此, 本研究采用有机溶剂萃

取、凝胶渗透色谱仪净化、液相色谱质谱联用仪快速

检测咸鱼中有机磷农药残留。  

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Agilent 1200SL-QQQ6460液相色谱-串联质谱联

用仪(美国 Agilent公司), 配有自动进样器、电喷雾离

子源; PRO200均质机(美国 PRO公司); Direct-Q5超

纯水器(美国 Millipore 公司); Z383K 离心机(德国

Hermle 公司); 全自动凝胶渗透色谱净化在线定量浓

缩仪(GPC, 德国 LCTech 公司)。GPC 柱子的填料为

Bio Beads S-X3(200目~400目), 装于 ID 25 mm, OD 

40 mm 规格的柱子中 , N-EVAP 116 氮吹仪(美国

Organomation Associates 公司); BT 125D天平(德国

Sartorius公司)。 

丙溴磷、毒死蜱、马拉硫磷、亚胺硫磷、三唑磷、

敌百虫、乐果的标准品购于德国 Dr. Ehrenstorfer 

GmbH公司, 乙腈、乙酸铵、乙酸乙酯、环己烷为色

谱纯级别, 均购于美国 TEDIA试剂公司。 

准确称取适量标准品, 用乙腈溶解并定容至 100 

mL, 配制成 1000 µg/L的储备液。用阴性样品添加标

准品作基质添加校正曲线, 浓度分别为 2.5、10、20、

50、100 µg/kg。 

 
表 1  7 种有机磷农药的化合物信息 

Table 1  Main information of seven organophosphorus pesticides 

化合物 英文名 CAS 分子量 结构式 

丙溴磷 profenofos 41198-08-08-7 373.63 
 

毒死蜱 chlorpyrifos 2921-88-2 350.5 
 

马拉硫磷 malathion 330.358 330.36 
 

亚胺硫磷 phosmet 732-11-6 317.33 

 

三唑磷 triazophos 24017-47-8 313.3125 

敌百虫 trichlorphon 257.45 257.44 
 

乐果 dimethoate 229.12 228.26 
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2.2  样品处理 

称取 5 g左右(精确到 0.01 g)粉碎好的咸鱼样品

于 50 mL塑料离心管内, 加入 5 g 无水硫酸钠和 20 

mL环己烷-乙酸乙酯(1:1, v:v)后, 在 10000 r/min的条

件下均质 2 min, 振荡提取 20 min后, 5000 r/min离心

10 min, 取出上清液至刻度管内, 35~40 ℃氮吹。残渣

按照上述步骤再提取一次, 合并提取液氮吹至 1 mL

左右, 加入环己烷-乙酸乙酯定容至 10 mL, 过 0.45 

μm 滤膜后(滤后体积大于 7 mL), 待凝胶色谱(GPC)

净化。 

GPC 的流动相为乙酸乙酯 -环己烷 (1:1, v:v), 

流速 5 mL/min, 收集 22~32 min流出物 50 mL。在

35 ℃的条件下, 用旋转蒸发仪蒸发至近 1 mL, 然

后转移至进样瓶内氮吹, 分别用 1 mL乙酸乙酯-环

己烷清洗旋蒸瓶三次 , 合并后氮气吹干; 加入 0.5 

mL乙腈涡旋 1 min, 再加入 5 mmol/L乙酸铵-0.1%

甲酸的水溶液定容至 1 mL, 供液相色谱质谱联用

仪测定。 

2.3  液相色谱和质谱条件 

液相色谱柱为安捷伦 Extend-C18(2.1100 mm, 

1.8 μm); 流动相 A 为乙腈, B 为 5 mmol/L 乙酸铵

-0.1%甲酸缓冲溶液, 梯度(B 相):  03 min: 80%,  

35 min: 80%10%, 57 min: 10%, 79.5 min: 
10%80%, 9.516 min: 80%; 柱温 40 ℃; 进样量 10 

µL; 流速为 0.25 mL/min。 

质谱参数为: 离子源: 电喷雾离子源(ESI), 正离

子模式, 检测模式为多反应监测(MRM); 干燥气温

度为 300 ℃, 干燥气流量为 7 mL/min, 雾化器压力为

40 psi, 鞘流气温度为 300 ℃, 鞘流气流量为 10 

L/min, 毛细管电压 3000 V, 喷嘴电压 500 V。具体参

数如表 2。 

3  结果与讨论 

3.1  样品前处理条件选择 

不同基质的样品采取的提取溶液存在差异。咸鱼

含油脂比较多, 相对于甲醇、乙腈, 乙酸乙酯-环己烷

体系能够更充分地提取油脂, 更有利于农药的提取。

试验证明, 超声提取 30 min 时, 样品的回收率低于

30%, 且超声时间过长会导致温度升高, 影响实验结

果, 故本实验选用振荡提取。通过实验发现, 振荡 20 

min提取率趋于稳定, 可达到 90%以上。旋蒸与氮吹

的温度控制在 35~40 ℃最佳, 温度太低氮吹效率不

高; 而农药在高温下易分解, 一旦温度高于 40 ℃, 7

种农药的回收率明显偏低。 
 

表 2  7 种有机磷农药的质谱参数 
Table 2  Main parameters of seven organophosphate pesticides 

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碎裂电压/V 碰撞能量/eV 驻留时间/ms 离子源模式 

丙溴磷 
374.9 346 115 9 20 正模式 

374.9 304.9 115 17 20 正模式 

毒死蜱 
350 197.9 100 13 20 正模式 

350 97 100 29 20 正模式 

马拉硫磷 
331.3 127.1 80 9 20 正模式 

331.3 99 80 21 20 正模式 

亚胺硫磷 318 160.1 70 9 20 正模式 

 318 133.1 70 40 20 正模式 

三唑磷 314.2 162.1 110 13 20 正模式 

 314.2 119.1 110 37 20 正模式 

敌百虫 257.1 221 105 5 20 正模式 

 257.1 109 105 13 20 正模式 

乐果 230.2 199 80 5 20 正模式 

 230.2 125 80 17 20 正模式 
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3.2  GPC 条件讨论 

GPC净化可有效去除样品中的脂类、色素、蛋

白质等大分子干扰物, 常用于脂肪含量较高的动物

源性食品的净化。本实验选用 7 种有机磷农药中分

子量最高的丙溴磷 (373.9)与分子量最小的乐果

(229.2)在 GPC 波长为 254 nm 的条件下进样, 经过

紫外检测器得到的图谱见图 1。可以看出, 从 22 min

开始, 丙溴磷与乐果基本同时流出, 收集 22~32 min

内的 50 mL流出液, 用旋转蒸发仪旋干后上机。结

果显示采用 GPC即能有效去除油脂、色素等大分子

物质, 又能保证回收率, 非常适合咸鱼中有机磷农

药的检测。 

 

图 1  丙溴磷与乐果的 GPC色谱图 

Fig. 1  GPC chromatogram of profenofos and dimethoate 
 

 

3.3  色谱条件的优化 

经过几个色谱柱的对比, 我们选用分离度较好

的 Extend-C18(2.1 mm 100 mm, 1.8 μm)。流动相的

选择中, 分别使用 5 mmol/L乙酸铵-0.1%甲酸水-乙

腈、5 mmol/L乙酸铵水-乙腈水-乙腈作为流动相, 添

加 5 mmol/L乙酸铵的峰型更好; 有机磷农药都是在

正模式下采集, 添加一定浓度的甲酸会使信号增强, 

因此选用 5 mmol/L乙酸铵-0.1%甲酸水-乙腈作为流

动相。 

3.4  质谱条件的优化 

在空白样品中添加浓度为 1 ng/g的有机磷标液, 

按照实验步骤处理后上机分析。在离子源为 ESI的检

测方式下进行母离子全扫描, 得到其分子离子峰, 根

据欧盟 2002/657/EC 指令规定低分辨液相色谱-质谱

联用仪检测应在确定母离子的基础上选择两个以上

的子离子。全扫描后得到分子离子峰的质荷比, 以该

离子峰为母离子, 优化毛细管两端的电压, 然后进行

二级质谱扫描, 最后采集全扫描的二级质谱图, 得到

碎片离子信息, 再对得到的二级质谱参数碰撞能量

等进行优化, 使定性离子与定量离子产生的离子对

强度比例达到最大时为佳, 具体参数见表 2, 标液的

MRM 图谱见图 2。从图 2 可以看出, 敌百虫的峰型

良好, 克服了采用气相色谱法和气相色谱质谱联用

法时, 其易分解的缺点。 

3.5  线性关系及检出限 

用基质加标作校正曲线, 分别进样 10 μL, 测定

结果显示 7种农药在 2.5~100 μg/kg范围内线性良好, 

结果见表 2。同时进行样品加标实验, 通过工作站计

算添加回收的最低点的信噪比, 以信噪比为 S/N=3确

定方法的检出限, 结果见表 3; 将空白样品添加成浓

度为检出限的加标样品, 按照方法处理后, 经检测

S/N大于 3。 

3.6  方法的回收率和精密度 

准确称取空白咸鱼样品后, 7种有机磷农药的添

加浓度为 5、25、50 μg/kg, 平均加标回收率和相对

标准偏差见表 4。该方法在三个水平上添加回收率为

70.9%~116.6%, 相对标准偏差为 2.7%~13.8%。表明

本方法的精密度和准确度满足痕量分析的要求。 

3.7  实际样品的检测 

应用此方法检测湖北各地市采集的咸鱼样品 35

份 , 检出一份咸鱼样品含有毒死蜱 , 其含量是 3.6 

μg/kg, 说明本方法适用于咸鱼样品中这 7 种有机磷

的监测。 

4  结  论 

本实验建立了咸鱼中 7 种有机磷农药残留的有

机溶剂萃取-凝胶渗透色谱-高效液相色谱-串联质谱

联用检测的分析方法 , 7 种有机磷农药在 2.5~100 

µg/kg范围内的线性关系良好, 其检出限在 0.05~0.20 

µg/kg之间。方法加标回收率为 70.9%~116.6%, 相对

标准偏差为 2.7%~13.8%。该方法的提取效率高, 净

化效果好, 灵敏度高、重现性好, 各项指标均满足痕

量分析要求, 适用于咸鱼中有机磷农药残留检测实

际工作的需要。 
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图 2  多反应监测模式下 7种有机磷的 MRM色谱图 

Fig. 2  Chromatograms of 7 organophosphate pesticides by MRM mode 
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表 3  7 种有机磷农药的线性方程、检出限和保留时间 
Table 3  Linear equations, detection limits and retention time of 7 target compounds 

化合物 线性回归方程 相关系数(R2) 线性范围(μg/kg) 检出限(μg/kg) 保留时间(min) 

丙溴磷 Y = 113.06X128.7 0.994 2.5100 0.1 11.4 

毒死蜱 Y = 87.827X25.097 0.997 2.5100 0.2 9.4 

马拉硫磷 Y = 523.37X + 55.847 0.999 2.5100 0.1 9.9 

亚胺硫磷 Y = 192.45X139.69 0.995 2.5100 0.2 9.5 

三唑磷 Y = 6805.3X3716.8 0.999 2.5100 0.05 9.8 

敌百虫 Y = 435.1X + 302.5 0.998 2.5100 0.5 2.9 

乐果 Y = 5777.4X + 6839.1 0.999 2.5100 0.1 4.3 

 
表 4  7 种有机磷农药在不同加标水平下的回收率及相对标准偏差(n=6) 

Table 4  Spiked recoveries and RSDs of target compounds spiked in three levels (n=6) 

农药 

 添加浓度(μg/kg)  

5 25 50 

回收率 
(%) 

相对标准偏差
(%) 

回收率 
(%) 

相对标准偏

差(%) 
回收率 

(%) 

相对标准偏

差(%) 

丙溴磷 107.9 4.7 92.4 9.4 90.4 9.5 

毒死蜱 90.1 8.3 116.6 3.5 83.9 4.9 

马拉硫磷 74.1 7.0 75.7 6.6 84.9 10.2 

亚胺硫磷 70.9 10.5 87.1 10.7 79.9 13.8 

三唑磷 94.4 7.4 76.1 4.8 85.2 11.4 

敌百虫 107.1 4.8 79.9 7.7 93.9 2.7 

乐果 89.8 9.8 93.2 8.9 86.7 9.2 
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