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高效萃取吸管-在线凝胶色谱-气相色谱-质谱法 

测定淡水鱼中的农药残留量 

马丽芳*, 胡贵祥, 夏  祥 

(南昌市疾病预防控制中心, 传染病预防控制国家重点实验室研究基地, 南昌  330038) 

摘   要: 目的   建立一种在线凝胶色谱-气相色谱-质谱(gel permeation chromatography coupled with gas 

chromatography-mass spectrometry, GPC-GC/MS)联用法测定淡水鱼中农药残留的检测方法。方法  采用超声

辅助技术和高效萃取吸管法对南昌地区淡水鱼样品净化处理, 以乙腈为提取液, 采用氯化钠去除水分后, 经

在线 GPC-GC-MS 系统进样分析, 选择离子检测方式定量检测。结果  25 种化合物的质量浓度在一定范围内

与其对应的峰面积有良好的线性关系, 相关系数大于 0.996, 方法的检出限为 9.1×105~3.1×101 mg/kg。以空

白样品为基体进行加标回收实验, 回收率为 71.4%~103.2%, 相对标准偏差小于 9%。结论  该方法前处理简

单快速, 灵敏度高, 有机溶剂使用量少, 适用于淡水鱼中农药残留的检测。 
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Determination of pesticide residues in freshwater fish by disposable pipette 
extraction-online gel chromatography gas chromatography coupled with 

mass spectrometry 

MA Li-Fang*, HU Gui-Xiang, XIA Xiang 

(The Collaboration Unit for Field Epidemiology of State Key Laboratory for Infectious Disease Prevention and Control, 
Nanchang Center for Disease Control and Prevention, Nanchang 330038, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of pesticide residues in freshwater fish by 

online gel permeation chromatography coupled with gas chromatography-mass spectrometry(GPC-GC/MS). 

Methods  The samples in Nanchang area were purified by ultrasonic assisted technology and high efficiency 

extraction pipette, extracted with acetonitrile,  removed water by sodium chloride,  then analyzed by online GPC- 

GC-MS,  quantitated by selected ion monitoring. Results  The mass concentration of 25 compounds has a good 

linear relationship with its corresponding peak area within a certain range, and the correlation coefficient was greater 

than 0.996. The limits of the detection method were 9.1×1053.1×101 mg/kg. The blank sample was used as the 

matrix for the standard recovery experiment. The recovery rates were 71.4%103.2%, and the relative standard 

deviation was less than 9%. Conclusion  The method is simple and rapid in pretreatment, sensitive, less organic 

solvent used and is suitable for the detection of pesticide residues in freshwater fish can be used. 
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1  引  言 

水产品具有高蛋白低脂肪、营养均衡性好等特点, 是

人类摄取动物性蛋白的重要来源之一。随着现代工业的迅

速发展和大量使用农药, 使得水生动物养殖和捕捞环境不

断恶化, 大大影响水产品品质, 严重威胁消费者的健康[1]。

被农药残留污染的水产品被长期食用会通过富集作用积累, 

达到一定程度对机体产生明显的毒害作用。因此, 对水产

品中农药残留的检测非常必要。 

目前, 国内外关于水产品中农药残留检测的方法很

多, 主要有气相色谱法(gas chromatography, GC)[27]、气相

色 谱 - 质 谱 法 (gas chromatography-mass spectrometry, 

GC-MS)[811]、高效液相色谱-串联质谱法(high performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
HPLC-MS/MS)[12,13]。由于水产品基质中含有大量的蛋白质

和脂肪, 对农药提取、净化和检测带来很大困扰。目前, 多

组分农药和其他农用化学品残留分析过程中, 主要是采用

超临界萃取(supercritical fluid extraction, SFE)、振荡均质、

加速溶剂萃取(accelerated solvent extraction, ASE)等技术进

行样品提取, 采用液-液分配、凝胶渗透色谱(gel permeation 

chromatography, GPC)固相萃取柱 (solid phase extraction, 

SPE) 等 技 术 进 行 样 品 净 化 [14,15] 。 高 效 萃 取 吸 管 法

(disposable pipette extraction, DPX)[16]是一种新的前处理技

术, 能快速、低量地从各种来源的样本中萃取分析物, 具

有溶剂使用量少, 不需要离心、浓缩等步骤就可以从溶液

中除去吸附剂和盐类等颗粒物质, 操作简单方便, 污染小, 

可分析农药种类多, 分析速度快等优点[17], 在水果、蔬菜、

土壤等领域中的农药残留分析有着广泛的应用[1820]。但用

于水产品中农药残留的检测相关报道较少。 

本研究采用QuEChERS半自动DPX萃取吸管(DPX-Q)

提取淡水鱼中的农药残留, 通过在线 GPC-GC-MS 建立一

种新的淡水鱼中 25 种农药残留的快速检测方法。该方法具

有简单易操作、快速、溶剂消耗量小、环保等优点, 是一

种值得推广的绿色检测方法, 为今后水产品中的农药残留

检测提供一种新的方法, 对保障食品安全和保护人类身体

健康都具有重要的意义。 

2  材料与方法 

2. 1  仪器与试剂 

在线凝胶色谱-气相色谱-质谱系统(包括EV-200AC凝

胶渗透色谱柱, 2 mm×150 mm, 2010 plus 气相色谱-质谱, 

日本岛津公司); KQ-500DB型数控超声仪(昆山市超声仪器

有限公司); Eppendorf 5430 小型高速离心机(德国艾本德公

司); MS3BS25 涡旋振荡器(德国 IKA 公司);  DPX-Q 高效

萃取吸管(5 mL, 美国 DPX 公司)。 

标准品: 固体内标物 D10-毒死蜱(纯度为 99.55%)、农

药氟虫腈砜(纯度为 98.23%)(德国 LGC Labor GmbH 公司); 

吡唑醚菌酯(纯度为 99.5%, 德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公

司); 氟虫腈亚砜(纯度为 98.2%)、异菌脲(纯度为 97.7%)、

氟甲腈(纯度为 98.1%)、氟虫腈(纯度为 99.1%)(美国 CATO 

Research Chemicals Inc 公司); 其余 19 种农药标准品(浓度

均为 100 mg/L, 农业部环境保护科研监测所); 乙腈(农残

级, 美国 ACS 恩科化学); 环已烷(农残级, 美国 ACS 恩科

化学); 丙酮(农残级, 美国 ACS 恩科化学); 氯化钠(优级纯, 

上海国药集团)。 

实际样品来源: 草鱼、鲫鱼、鲈鱼均购于农贸市场。   

2.2  实验方法 

2.2.1  样品提取 

将鱼肉可食部分捣碎匀浆, 称取 5 g(精确至 0.001 g)

样品至 50 mL 具塞聚四氟乙烯离心管中, 加入内标物 D10-

毒死蜱 100 μg/mL 5 μL 然后加入 10 mL 乙腈, 涡旋混匀  

1 min, 室温超声 15 min, 加入 0.5 g 氯化钠立即涡旋混匀 

1 min, 以 6000 r/min 转速离心 10 min, 吸取 2.0 mL 乙腈溶

液到另一试管中待用。 

2.2.2  样品净化 

将 5 mL DPX-Q吸管套在DPX专用注射筒上, 然后吸

取试管中全部乙腈溶液, 净化后的溶液转到 15 mL 聚四氟

乙烯离心管中, 氮气浓缩近干, 最后用丙酮: 环己烷(3:7, 

V:V)定容到 1 mL, 涡旋, 离心转移到自动进样小瓶中, 用

于上机进样检测。 

2.2.3  标准溶液的配制 

内标物: 将固体内标物 D10-毒死蜱用丙酮-环已烷(3:7, 

V:V)配成浓度为 100 mg/L 的溶液;  

将固体氟虫腈砜、吡唑醚菌酯、氟虫腈亚砜、异菌脲、

氟甲腈、氟虫腈用丙酮-环已烷(3:7, V:V)分别配制成浓度为

100 mg/L 的标准溶液;  

标准中间液: 吸取浓度为 100 μg/mL 标准溶液 500 μL

于 25 mL 容量瓶中, 用丙酮-环已烷(3:7, V:V)定容至刻度, 

得标准中间液浓度为 2.0 μg/mL。 

标准系列: 分别吸取浓度为 2.0 μg/mL 的标准中间液

0.25、0.50、1.50、2.00、2.50、5.00 mL 以及内标物 D10-

毒死蜱 100 μg/mL 10 μL 于 10 mL 容量瓶中, 再用丙酮-环

已烷(3:7, V:V)定容至刻度, 配制成浓度分别为 0.05、0.1、

0.2、0.5、1.0 μg/mL 系列标准溶液。 
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2.2.4  GPC-GC-MS 分析条件 

1)  GPC 条件 

GPC 柱 : EV-200AC 凝 胶 渗 透 色 谱 柱 (2 mm×      

150 mm×16 μm); 进样量: 10 μL; 流动相: 丙酮-环已烷

(3:7, V:V); 流速: 0.1 mL/min; 柱温: 40 ℃。 

2)  GC-MS 条件  

色谱柱: 预柱: 惰性石英管: 5 m×0.53 mm; 分析柱:  

DB-5MS: 25 m ×0.25 mm×0.25 µm;  进样口温度: 120 ℃保

持 4.5 min, 然后以 80 ℃/min 升至 250 ℃, 保持 28.87 min; 

程序升温: 初始温度 82 ℃保持 5 min, 然后以 8 ℃/min 升至

280 ℃保持 5.25 min; 柱流速: 1.75 mL/min; 载气: 氦气, 纯

度≥99.999%; 离子源温度: 200 ℃;  接口温度: 250 ℃; 选

择 SIM 下定量离子绘制校准曲线, 分析实际样品。 

2.2.5  基质效应 

将同浓度的标准溶液和经高效萃取吸管处理后基质

的样品溶液, 进入在线 GPC-GC-MS。根据分子量的不同, 

将油脂等干扰成分与农药分离, 通过六通阀的转换有效截

取含有农药残留部分的馏分, 导入试样定量捕集环, 最后

在  程序升温气化 (programmed temperature vaporrization, 

PTV)进样口内进行 GC-MS 分离检测。   

2.2.6  提取条件的优化 

按 2.2.1 方法将称取的样品超声后, 分别加入氯化钠

和氯化钠、无水硫酸镁混合物, 涡旋超声后经 DPX 净化处

理, 氮吹浓缩进样检测, 计算回收率。 

2.2.7  加标回收实验 

选用草鱼样品若干份, 加入混合标准溶液, 加标水平

为 0.15、0.30、0.60 mg/kg 3 个浓度水平按照上述实验条件

进行检测。 

3  结果与分析 

3.1  25 种农药的 SIM 色谱图 

25 种农药混合标准溶液的色谱图见图 1。25 种农药

的定量离子、定性离子及保留时间见表 1(峰号 1~25 所对

应的化合物名称同表 1)。 

 

 
 

注: 1-氧乐果; 2-甲拌磷; 3-五氯硝基苯; 4-百菌清; 5-氟虫腈亚砜; 6-

甲拌磷亚砜; 7-毒死蜱; 8-甲拌磷砜; 9-水胺硫磷; 10-氟甲腈; 11-甲

基异柳磷; 12-氟虫腈; 13-α-硫丹; 14-氟虫腈砜; 15-腈菌唑; 16-β-硫

丹; 17-恶霜灵; 18-三唑磷; 19-硫丹硫酸酯; 20-异菌脲; 21-氯氟氰菊

酯; 22-氟氯氰菊酯; 23-氯氰菊酯; 24-氰戊菊酯; 25-吡唑醚菌酯 

图 1  25 种农药混合标准溶液的色谱图 

Fig.1  Chromatogram of mixed standard solution of 25 pesticides 
 

 

表 1  25 种农药定量、定性离子及保留时间 
Table 1  Retention time and characteristic ions of 25 pesticides 

峰号 化合物 定量离子/(m/z) 定性离子/(m/z) 保留时间/min 

1 氧乐果 110 156, 79, 126 16.440 

2 甲拌磷 260 121, 231, 153 18.000 

3 五氯硝基苯 295 237, 249 18.860 

4 百菌清 266 264, 268 19.470 

5 氟虫腈亚砜 388 333, 390 20.920 

6 甲拌磷亚砜 97 125, 153, 199 21.950 

7 毒死蜱 314 258, 286 22.140 

8 甲拌磷砜 153 97, 125, 199 22.140 

9 水胺硫磷 136 121, 230.00 22.465 

10 氟甲腈 351 353, 55 22.905 

11 甲基异柳磷 58 199, 121 22.905 

12 氟虫腈 367 369, 213 23.170 

13 α-硫丹 242 408, 302, 374 24.230 
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续表 1 

峰号 化合物 定量离子/(m/z) 定性离子/(m/z) 保留时间/min 

14 氟虫腈砜 383 385, 255 24.730 

15 腈菌唑 179 150, 181 24.920 

16 β-硫丹 242 406, 336, 370 25.765 

17 恶霜灵 105 163, 45 25.840 

18 三唑磷 161 172, 257 26.275 

19 硫丹硫酸酯 386 98, 185, 352 26.735 

20 异菌脲 314 187, 189 27.805 

21 氯氟氰菊酯-1 181 197, 141 29.095 

21 氯氟氰菊酯-2 181 197, 141 29.330 

22 氟氯氰菊酯-1 163 206, 226 31.515 

22 氟氯氰菊酯-2 163 206, 226 31.590 

23 

氯氰菊酯-1 163 181, 165 31.810 

氯氰菊酯-2 163 165, 181 32.000 

氯氰菊酯-3 163 181, 165 32.100 

氯氰菊酯-4 163 165, 181 32.180 

24 
氰戊菊酯-1 167 225, 181 33.630 

氰戊菊酯-2 167 225, 181 34.110 

25 吡唑醚菌酯 132 164, 111 33.815 

 

3.2  基质效应的考察 

按 2.2.5 实验方法考察基质效应。由于鱼类产品油脂

含量高, 成分复杂, 在相同的条件下将同浓度的标准和处

理好的样品分别进行检测, 结果见图 2, 实验表明, 由于基

质效应, 会有杂峰、峰形不好, 进而影响分离效果。所以

本研究中加入内标来补偿基质效应, 提高了回收率。 

3.3  提取条件的优化 

按 2.2.6 实验方法对提取条件进行优化, 实验表明, 

加入氯化钠比加入氯化钠和无水硫酸镁的混合物回收率提

高近 5%(结果见表 2)。提取液中含有大量的水与无水硫酸

镁接触瞬间结成块状, 被包裹在结块里层的无水硫酸镁就

达不到好的除水效果, 会降低农药转入到乙腈层的效率, 

直接影响到净化效果。因此本实验采用乙腈超声后加入氯

化钠盐析涡旋振荡 1 min, 经 DPX 高效萃取吸管净化, 大

大提高提取效果。 

3.4  相关系数和检出限 

按“2.2.3”所述方法配制一系列不同浓度混合标准溶

液, 在“2.2.4.1”所述的 GPC 条件和“2.2.4.2”所述的质谱条

件下对混合物标准溶液进行测定, 以定量离子峰面积 Y 为

纵坐标, 对应农药浓度 X 为横坐标进行线性回归分析; 以

3 倍信噪比计算检出限 (limit of detection, LOD), 按照

S/N=10 计算得出定量限(limit of quantitation, LOQ)结果  

见表 3。 

3.5  回收率和精密度 

按照上述 2.2.7 的实验条件, 选用草鱼样品若干份(已

测得此样的农药残留本底值为空白), 对样品进行低、中、

高 3 种浓度分别为 0.15、0.30、0.60 mg/kg 的加标回收率

实验, 每个添加水平做 6 个平行, 求平均回收率及相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD)。结果见表 4, 测得

的加标回收率与相对标准偏差(RSD)分别为 71.4%~103.2%

和 1.1%~8.6%。 
 

 
 

图 2  基质效应对 25 种农药响应值的影响 

Fig.2  Effect of matrix effect on response values of 25 pesticides 
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表 2  提取剂优化效果比较(n=6) 
Table 2  Comparison of the optimization effects of extractant (n=6) 

化合物名称 提取剂氯化钠(回收率/%)(RSD/%) 提取剂氯化钠和无水硫酸镁(回收率/%)(RSD/%) 

氧乐果 88.5        3.6 83.9       4.6 

甲拌磷 88.8        2.8 84.1       2.8 

五氯硝基苯 94.3        4.9 89.2       3.3 

百菌清 92.3        2.9 87.1       4.5 

氟虫腈亚砜 99.1        4.2 95.0       3.1 

甲拌磷亚砜 93.8        3.9 88.5       1.3 

毒死蜱 90.8        3.2 85.6       2.6 

甲拌磷砜 92.9        2.2 87.3       1.8 

水胺硫磷 89.0        1.8 84.6       2.4 

氟甲腈 89.7        2.0 84.6       4.0 

甲基异柳磷 97.6        3.3 92.8       2.4 

氟虫腈 93.7        4.1 88.5       1.5 

α-硫丹 87.9        1.1 83.1       2.7 

氟虫腈砜 101.3        2.3 96.5       2.6 

腈菌唑 100.5        3.1 95.0       3.5 

β-硫丹 88.3        1.6 83.0       2.4 

恶霜灵 91.7        2.3 87.1       1.7 

三唑磷 103.2        1.8 98.0       2.3 

硫丹硫酸酯 98.5        3.1 92.6       3.9 

异菌脲 98.2        1.9 93.0       2.0 

氯氟氰菊酯 100.9        1.6 96.1       3.2 

氟氯氰菊酯 96.1        2.6 91.0       1.7 

氯氰菊酯 98.4        4.3 93.5       2.6 

氰戊菊酯 88.3        3.8 82.5       3.3 

吡唑醚菌酯 96.1        2.6 90.2       1.8 

 
表 3  25 种农药线性参数及检出限、定量限 

Table 3  Linearity parameters, detection limits and limits of quantification of 25 pesticides 

农药名称 线性回归方程 相关系数 r/ 检出限 LOD/(mg/kg) 定量限 LOQ/(mg/kg) 

氧乐果 Y=3.467831X0.1504807 0.996 0.00038 0.00114 

甲拌磷 Y=2.76377X2.784761e002 0.9995 0.00037 0.00111 

五氯硝基苯 Y=1.553964X3.28461e002 0.9994 0.00085 0.00255 

百菌清 Y=10.3417X0.2602568 0.998 0.00010 0.00030 

氟虫腈亚砜 Y=2.639873X+4.01664e002 0.9995 0.00034 0.00102 

甲拌磷亚砜 Y=5.728348X0.2404034 0.997 0.0033 0.0099 

毒死蜱 Y=5.563932X+9.915257e002 0.9997 0.00016 0.00048 

甲拌磷砜 Y=11.77344X+7.015696e002 0.9998 0.00019 0.00057 
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续表 3 

农药名称 线性回归方程 相关系数 r/ 检出限 LOD/(mg/kg) 定量限 LOQ/(mg/kg) 

水胺硫磷 Y=15.98843X0.2688013 0.9999 0.000091 0.000273 

氟甲腈 Y=3.802104X+0.1269402 0.998 0.00024 0.00072 

甲基异柳磷 Y=22.27773X+0.4303231 0.9994 0.00040 0.0012 

氟虫腈 Y=5.385989X1.941011e002 0.9999 0.00025 0.00075 

α-硫丹 Y=0.7057325X+2.407656e002 0.998 0.0018 0.0054 

氟虫腈砜 Y=2.566553X+5.729471e002 0.9994 0.0011 0.0033 

腈菌唑 Y=11.79858X+0.1228265 0.9996 0.00015 0.00045 

β-硫丹 Y=0.5738803X+1.77589e002 0.998 0.0015 0.0045 

恶霜灵 Y=5.976928X+0.1470495 0.9994 0.00035 0.00105 

三唑磷 Y=11.23677X6.148522e002 0.9999 0.00031 0.00093 

硫丹硫酸酯 Y=0.1483385X+2.836653e003 0.9997 0.0034 0.0102 

异菌脲 Y=2.634076X+9.990373e003 0.9998 0.0011 0.0033 

氯氟氰菊酯-1 Y=0.9631214X+2.410643e003 0.9990 0.0024 0.0072 

氯氟氰菊酯-2 Y=21.08067X+0.1701292 0.9997 0.00012 0.00036 

氟氯氰菊酯-1 Y=7.601596X+2.196977e003 0.9998 0.15 0.45 

氟氯氰菊酯-2 Y=15.41038X+2.159041e002 0.9991 0.074 0.222 

氯氰菊酯-1 Y=16.92218X-2.26829e002 0.997 0.31 0.93 

氯氰菊酯-2 Y=17.01355X8.121866e002 0.997 0.28 0.84 

氯氰菊酯-3 Y=14.28629X6.552148e002 0.997 0.14 0.42 

氯氰菊酯-4 Y=13.02255X4.536428e002 0.997 0.0029 0.0087 

氰戊菊酯-1 Y=16.85764X+0.1313009 0.996 0.0019 0.0057 

吡唑醚菌酯 Y=15.72708X0.4789741 0.9991 0.030 0.090 

氰戊菊酯-2 Y=5.908615X+5.037234e002 0.997 0.073 0.219 

 
表 4  农药在草鱼中的添加回收率和相对标准偏差(n=6) 

Table 4  Recoveries and RSDs of pesticides in grass carp (n=6) 

化合物名称 
添加量 0.15 mg/kg 添加量 0.3 mg/kg 添加量 0.6 mg/kg 

回收率/ % RSD/ % 回收率/ % RSD/% 回收率/ % RSD/ % 

氧乐果 88.5 5.4 86.7 5.5 88.2 2.1 

甲拌磷 88.8 1.7 71.4 3.2 72.3 2.7 

五氯硝基苯 94.3 2.6 78.8 2.4 79.8 1.1 

百菌清 92.3 3.5 79.6 3.4 75.9 2.5 

氟虫腈亚砜 99.1 5.4 97.4 1.7 98.9 2.1 

甲拌磷亚砜 93.8 2.2 87.8 2.2 83.3 2.9 

毒死蜱 90.8 3.6 81.3 3.6 94.7 5.3 

甲拌磷砜 92.9 5.1 101.4 2.7 101.9 2.6 

水胺硫磷 89.0 4.6 93.3 6.1 96.6 3.6 

氟甲腈 89.7 8.6 90.1 3.7 93.9 5.2 
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续表 4 

化合物名称 

添加量 0.15 mg/kg 添加量 0.3 mg/kg 添加量 0.6 mg/kg 

回收率/ % RSD/ % 回收率/ % RSD/% 回收率/ % RSD/ % 

甲基异柳磷 97.6 6.4 98.8 3.0 102.4 3.5 

氟虫腈 93.7 3.8 98.2 2.0 97.2 2.2 

α-硫丹 87.9 3.9 91.0 4.1 88.1 6.8 

氟虫腈砜 101.3 4.6 98.6 2.5 98.1 2.8 

腈菌唑 100.5 2.4 101.5 2.5 98.2 2.7 

β-硫丹 88.3 4.8 84.7 3.8 85.5 4.2 

恶霜灵 91.7 4.3 81.4 4.5 90.2 1.9 

三唑磷 103.2 4.2 101.3 2.7 93.9 6.4 

硫丹硫酸酯 98.5 1.5 91.3 3.8 91.8 4.4 

异菌脲 98.2 2.0 94.9 3.7 96.9 2.0 

氯氟氰菊酯 100.9 2.1 100.8 3.1 91.3 4.1 

氟氯氰菊酯 96.1 3.6 91.6 3.1 89.1 3.6 

氯氰菊酯 98.4 4.0 90.4 2.8 95.8 1.4 

氰戊菊酯 88.3 2.1 100.8 3.1 91.3 4.1 

吡唑醚菌酯 96.1 4.1 95.6 2.0 98.5 1.8 

 
3.6  实际样品检测 

按优化的实验方法对 3 批次的草鱼、鲫鱼、鲈鱼样品

进行上述 25 种农药的检测, 结果均未检出。 

4  结  论 

本实验通过高效萃取吸法结合 GPC-GCMS 分析方法, 

对南昌地区淡水鱼中的 25 种农药残留进行分析测定, 建

立了一种快速高效的检测技术。该方法步骤简单, 有机试

剂使用量少, GPC-GC/MS一方面实现了试样提纯到分析的

自动化, 减少了人为操作带来的偶然误差, 另一方面有很

强的去除基质干扰能力, 提高了方法的灵敏度和结果的准

确性。本方法具有操作简单、准确度高、分离效果好、重

现性好, 而且可以对多种农药同时分析, 为今后淡水鱼中

农药残留快速分析提供一种可行的方法。 
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