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分散液液微萃取-超高效液相色谱-串联质谱法 
测定市售凉茶中 6种有机磷农药残留 
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摘  要: 目的  建立分散液液微萃取-超高效液相色谱-串联质谱法测定凉茶中 6 种有机磷残留量的方法。   

方法  样品经 N-丙基乙二胺(N-Propylethylenediamine, PSA)固相萃取剂预净化后, 以甲醇为分散剂, 三氯甲

烷为萃取剂进行提取。在优化后的仪器条件下, 采用电喷雾离子化正离子模式电离, 多反应监测模式进行测

定。结果  6 种有机磷的标准曲线在 2.0~200 μg/L 范围内线性良好, 相关系数 r2 均大于 0.9990, 在添加水平为

0.25、0.50 和 2.5 μg/kg 的加标回收试验中, 平均回收率范围为 73.6%~99.5%, 相对标准偏差为 1.14%~8.01%, 

方法检出限和定量限为 0.02~0.04 μg/kg 和 0.06~0.10 μg/kg。结论  该方法操作简单便捷、富集倍数高、灵敏

度高、重现性好, 可用于实际市售凉茶产品的质量监督。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 6 kinds of organophosphorus pesticide 

residues in commercial herbal tea by dispersive liquid-liquid microextraction-ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Sample was pre-purified by N-propylethylenediamine (PSA) 

solid phase extractant, then extracted by methanol and chloroform which used as dispersant and extractant 

respectively, finally ionized by electrospray ionization positive ion mode and detected by multi-selected reaction 

monitoring under optimized instrument conditions. Results  The calibration curves of 6 organophosphorus pesticide 

exhibited a good linearity in the range of 2.0–200 μg/L, all correlation coefficients were greater than 0.9990. In the 

spiked recovery test with addition levels of 0.25, 0.50 and 2.5 μg/kg, the average recoveries were 73.6%–99.5%, 
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while the relative standard deviations were 1.14%–8.01%. The limits of detection and limits of quantitation were 

0.02–0.04 μg/kg and 0.06–0.10 μg/kg, respectively. Conclusion  This method is simple and convenient to operate, 

has high enrichment multiples, high sensitivity, and good reproducibility, and can be used for the quality supervision 

of actual commercially available herbal tea products. 
KEY WORDS: dispersive liquid-liquid microextraction; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; organophosphorus pesticide; herbal tea 
 
 
 

1  引  言 

有机磷农药是目前我国农业使用较多的一类杀虫剂, 
产品状态多为油状液体, 挥发性强, 微溶于水, 遇碱破坏。

由于其高效、低毒等特点, 在防治植物病、虫、草害上有

广泛的应用。其作用机制为通过抑制害虫体内乙酰胆碱酯

酶的活性, 从而使乙酰胆碱积累过多, 导致代谢紊乱, 最
后令害虫器官功能发生障碍而达到除虫的目的[1]。有研究

表明 , 摄入有机磷过多可导致肺部损伤 [2]及呼吸衰竭 [3], 
而且对脑组织有急性毒性, 对动物也有神经毒性和胚胎毒

性[4,5]。由于有机磷农药不仅可通过直接摄入进入人体, 通
过呼吸和皮肤接触均可进入人体, 因此对人体健康存在较

大的隐患。目前我国对农作物的相关检测标准较为成熟, 
但关于植物源性的食品的相关法律法规, 尤其即食食品的

相关检测方法尚未完善, 如凉茶中, 草本植物虽经过工艺

炮制, 但有机磷农药残留量没有经过测定, 直接到终端消

费者, 这样对消费者的健康安全存在一定的隐患, 因此有

必要加大监管力度。 
目前, 有机磷农药相关的检测方法主要为QuEChERS

和固相萃取前处理, 结合气相色谱[6-8]、液相色谱[9,10]和气

相色谱 - 质谱 [11,12] 、液相色谱 - 质谱 [13-16] 进行分析。

QuEChERS 操作虽然简便, 但目标物富集倍数较低, 对于

含量低的产品, 检出限较高, 不适用于植物源性的食品检

测。固相萃取则操作繁琐, 回收率低, 且为了富集, 需进行

氮吹等操作, 耗时耗力, 难以应用于大批量检测。而液液

微萃取的方法则多是针对杂质较少的样品或者先采取固相

萃取后再进行液液微萃取, 操作繁琐[17]。    
本研究采用分散液液微萃取对凉茶中的有机磷进行

提取, 在萃取之前先采用固相萃取剂对样品进行净化, 除
去杂质, 降低基质效应, 同时方法操作简单方便, 富集倍

数高, 结合超高效液相色谱-串联质谱, 在短时间内完成 6
种有机磷的分析, 且分析效果良好, 满足日常大批量检测

的需求, 为后续相关研究提供了参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

4000Q 高效液相色谱-质谱/质谱联用仪(配有电喷雾

电离源和多反应监测模式, 美国 AB SCIEX 公司); 4k-15 离

心机(北京卓明贸易有限公司); IKA Vortex4 涡旋混匀器(广
州仪科实验室技术有限公司); Milli-Q 去离子水发生器(美
国 Millipore 公司)。 

毒死蜱、敌敌畏、乐果、马拉硫磷、杀扑磷、甲基立

枯磷(标准品, 纯度≥98%, 德国 Dr.Ehrenstorfer 公司); 甲
醇、甲酸、乙腈、正丙醇、丙酮(色谱纯, 美国 Thermo Fisher
公司); 溴苯、1-溴辛烷、正十一醇、二氯甲烷、三氯甲烷(分
析纯 , 上海安谱公司 ); 石墨化炭黑 (graphitized carbon 
black, GCB)、十八烷基键合硅胶(C18)、氨丙基粉(NH2)、
N-丙基乙二胺(N-Propylethylenediamine, PSA)(美国 Agilent
公司)。 

样品凉茶均为广州市售。 

2.2  标准溶液的配制 

标准储备溶液: 称取适量标准品, 用甲醇溶解并配成

浓度为 1.0 mg/mL 的标准储备溶液, 于 4 ℃下避光保存。 
混合基质曲线: 分别取上述混合标准储备溶液, 用空

白基质液稀释至刻度, 所得混合标准工作曲线浓度分别为

2.0、5.0、10、20、50、100、200 µg/L。 

2.3  样品前处理 

准确称取 4.00 g 样品于 50 mL 离心管中, 加入 1.5 g 
PSA 粉末, 涡旋震荡 5 min, 于 4500 r/min 离心 5 min, 转移

上清液于 15 mL 离心管中, 先加入 200 µL 三氯甲烷, 再
100 µL 甲醇, 涡旋震荡 5 min, 于 4000 r/min 离心 10 min, 
取下层提取液在内衬管种用乙腈定容至 0.2 mL, 供高效液

相色谱-串联质谱测定。 

2.4  色谱及质谱条件 

色谱柱: Xbridge BEH C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm,  
3 µm); 流动相为乙腈(A)-0.1%甲酸(B); 流速: 0.5 mL/min; 
进样量: 10 µL; 柱温: 35 ℃; 梯度洗脱程序: 0~5 min:  
40%~95%A, 5~7 min: 95%A, 7~8 min: 95%~40%A, 8~   
12 min: 40%A。 

离子化模式: 电喷雾电离源正模式(ESI+); 气帘气压: 
30 psi; 毛细管电压: 5500 V; 离子源温度: 550 ℃; 雾化气

压力: 45 psi; 加热辅助气压力: 45 psi; 碰撞气: 中等; 采
集模式: 多反应监测模式。 
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3  结果与分析 

3.1  质谱条件的确定 

由于 6 种有机磷农药在正离子模式下, 均能形成稳定

的分子离子峰[M+H]+, 因此选择正模式进行测定。以流动

注射混合流动相的形式, 模拟实际测定条件, 由于实际分

析中采取的是梯度洗脱程序, 因此选择 1:1 的乙腈-0.1%甲

酸水溶液体系作为流动相。在此条件下对 6 种目标物的质

谱参数进行优化, 得到母离子和子离子, 每个化合物选取

响应最高的两个子离子作为定量定性分析依据, 其中, 响
应最高的作为定量离子, 详细质谱参数见表 1。6 种有机磷

的提取离子流色谱图见图 1。 
 

表 1  6 种目标化合物的质谱分析参数 
Table 1  Mass spectrometry analytical parameters of 6 analytes 

目标物 母离子
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

去簇电压
DP/V 

碰撞电压
CE/eV 

乐果 230.2 
199.0* 

51.0 
16.2 

125.0 27.6 

敌敌畏 221.1 
109.0* 

71.5 
24.8 

127.1 21.7 

杀扑磷 303.0 
145.1* 

50.1 
14.1 

85.3 30.2 

马拉硫磷 331.1 
127.0* 

66.1 
17.4 

285.1 12.5 

甲基立枯磷 302.0 
125.1* 

81.2 
26.7 

268.9 24.9 

毒死蜱 352.1 
199.8* 

68.0 
16.3 

323.8 26.2 

注: *表示该离子为定量离子。 
 
 

3.2  吸附剂种类的选择 

凉茶中含有较多的糖和植物色素, 因此需要对样品

先进行净化 , 否则会导致基质效应影响严重 , 回收率低

下。为最大限度减少基质干扰, 增加此步骤作为预净化处

理, 利用分散固相萃取对被分析物进行预净化。实验比较

了 GCB、C18、NH2、PSA 4 种固相萃取净化剂对凉茶的净

化效果, 结果如图 2 所示, 4 种吸附剂中 PSA 的净化效果最

好。而 PSA 的用量也与回收率有关, 用量太少, 净化效果

不好, 用量太多则有可能会吸附目标物, 因此, 进一步对

用量作探究, 最终使用 1.5 g PSA 进行净化。 

 
 

图 1  6 种有机磷的提取离子流色谱图 
Fig.1  Extracted ion chromatogram of six organophosphorus 

pesticides 
 
 

 
 

图 2  吸附剂对回收率的影响(n=6) 
Fig.2  Effect of adsorbent on recovery(n=6) 

 
3.3  分散剂种类及用量的选择 

分散液液微萃取过程中, 加入分散剂和待测样液互

溶的情况下, 再加入萃取剂振荡形成微小的液滴, 这些分

散的液滴具有较大的比表面积, 在移动的过程中对目标物

进行连续萃取 , 形成水/分散剂/萃取剂均相乳浊液体系 , 
快速完成分析物在水溶液与萃取剂之间的分配平衡。在实
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验初期, 在萃取剂为三氯甲烷 150 μL, 分散剂用量为 100 
μL 的条件下, 分别考察了甲醇、乙腈、丙酮、正丙醇作为

分散剂对萃取效果的影响。测定结果表明, 选取甲醇为分

散剂时的萃取效率最高, 而乙腈、丙酮、正丙醇也有较好

的效果, 回收率均在 70%以上。同时, 分散剂用量过小, 回
收率低下, 用量过多, 则导致萃取剂难以析出, 因此, 进
一步考察甲醇的最佳用量, 最终选取甲醇用量为 100 μL。

详细结果见图 3。 
 

 
 

图 3  分散剂用量对回收率的影响(n=6) 
Fig.3  Effect of dosage of dispersant on recovery(n=6) 

 

3.4  萃取剂种类的选择 

在萃取剂用量为 100 μL 的条件下, 实验以甲醇为分

散剂, 比较了溴苯、1-溴辛烷、正十一醇、二氯甲烷、三

氯甲烷 5 种有机溶剂的萃取效果, 提取效果见图 4。结果

表明, 三氯甲烷对 6 种有机磷的提取效率最高, 其次是二

氯甲烷和溴苯, 而使用 1-溴辛烷和正十一醇作为萃取剂, 
回收率均低于 50%。所以, 最终选择三氯甲烷作为萃取剂。 

 

 
 

图 4  萃取剂对回收率的影响(n=6) 
Fig.4  Effect of extractant on recovery(n=6) 

3.5  萃取剂用量的优化 

实验分别用 50、100、150、200、250、300 μL 的三

氯甲烷进行萃取, 考察了萃取剂用量对 6 种有机磷回收率

的影响。当萃取剂体积低于 50 μL 时, 下层无法有效回收

到有机相。随着三氯甲烷用量增大, 回收率也增大, 而当

三氯甲烷体积大于 200 μL 时, 回收率增大不明显。因此, 
最终选取三氯甲烷的最佳用量为 200 μL。详细结果见图 5。 

 

 
 

图 5  萃取剂用量对回收率的影响(n=6) 
Fig.5  Effect of dosage of extractant on recovery(n=6) 

 
3.6  基质效应 

由于凉茶为草本植物的煎煮产品, 因此含有较多的

杂质, 虽然前处理中采用了 PSA 对样品进行预净化, 但基

质效应依然较为严重。实验初期对基质效应进行了探究, 
分别用空白基质液和甲醇配制 100 µg/L 的混合标准溶液, 
上机测试, 并以其峰面积的比值 K 为参考依据, 当 K 值范

围在 0.9~1.1 之间时, 说明基质效应不明显; K 值＜0.9 时, 
则说明基质负效应明显; K 值＞1.1 时, 则说明基质正效应

明显; 实验结果表明, 6 种有机磷的 K 值在 0.23~0.51 之间, 
说明基质负效应较为明显, 因此, 最终用空白基质液配制

曲线定量, 以校正结果。 

3.7  线性范围、检出限和定量限 

在 2.3 实验条件下, 使用空白基质液配制 2.0、5.0、
10、20、50、100、200 µg/L 的校准曲线进行测定, 以峰面

积(Y)对相应的浓度(X)进行线性回归。6 种有机磷的浓度与

对应的峰面积呈现良好的线性关系, r2 均大于 0.9990。分别

以仪器信噪比的 3 倍和 10 倍确定方法的检出限和定量限, 
结果表明, 该方法灵敏度较高, 适用于日常实验室中, 大
部分样品分析测定。详细结果见表 2。 

3.8  精密度、回收率及重复性 

为了进一步验证方法的可行性, 随机选取市面上的
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感冒茶、止咳茶和祛湿茶 3 种样品进行测定, 按 2.3 对样

品进行前处理, 每个样品先平均测定 6 次, 确定其本底值, 
结果发现, 3 种样品均为阴性样品。因此, 为了准确测定, 
降低实验结果误差, 选取比方法定量限稍高一点的水平进

行加标回收实验, 以 0.25 µg/kg 为基准, 按照其 1 倍、2 倍

和 10 倍进行添加, 并且每个水平进行日内重复测定 6 次, 
结果见表 3。6 种有机磷平均回收率范围为 73.6%~99.5%, 
相 对 标 准 偏 差 (relative standard deviation, RSD) 为

1.14%~8.01%。方法学结果表明, 回收率及精密度能达到分

析测定的要求。 
 

表 2  线性方程、相关系数、方法检出限和定量限 
Table 2  The linear equation, correlation coefficient, limits of detection and quantitation for the method 

名称 线性范围/(µg/L) 校正曲线 r2 检出限/(µg/kg) 定量限/(µg/kg) 

乐果 2~200 Y=20400X+89700 0.9993 0.02 0.06 

敌敌畏 2~200 Y=4100X+47600 0.9991 0.04 0.10 

杀扑磷 2~200 Y=7320X+136000 0.9992 0.02 0.06 

马拉硫磷 2~200 Y=19200X+56000 0.9990 0.02 0.06 

甲基立枯磷 2~200 Y=1440X+6500 0.9995 0.04 0.10 

毒死蜱 2~200 Y=7600X+17300 0.9999 0.04 0.10 
 

表 3  凉茶中 6 种有机磷的回收率和精密度(n=6) 
Table 3  Recoveries and RSDs of 6 organophosphorus pesticides in herbal tea (n=6)  

化合物 添加水平/(μg/kg) 
感冒茶 止咳茶 祛湿茶 

平均回收率/%(RSD/%) 

乐果 

空白 - ND ND ND 

加标 

0.25 74.2(3.33) 82.5(7.43) 73.6(5.24) 

0.50 83.4(3.42) 87.9(6.66) 85.2(4.52) 

2.5 92.1(7.71) 92.1(5.74) 93.5(4.63) 

敌敌畏 

空白 - ND ND ND 

加标 

0.25 80.2(6.26) 82.2(5.52) 77.4(2.96) 

0.50 82.3(4.53) 86.7(4.11) 82.6(4.42) 

2.5 79.2(3.31) 90.4(2.21) 91.2(3.41) 

杀扑磷 

空白 - ND ND ND 

加标 

0.25 75.5(5.36) 86.9(4.32) 77.7(4.45) 

0.50 85.5(4.27) 92.4(4.89) 89.8(5.36) 

2.5 95.3(1.14) 90.2(7.84) 86.5(6.68) 

马拉硫磷 

空白 - ND ND ND 

加标 

0.25 79.6(5.12) 78.3(2.23) 86.2(5.17) 

0.50 84.2(5.21) 87.4(4.37) 91.2(7.02) 

2.5 89.5(4.51) 96.9(5.57) 99.5(4.08) 

甲基立枯磷 

空白 - ND ND ND 

加标 

0.25 83.3(8.01) 82.2(4.43) 83.6(4.55) 

0.50 89.9(6.53) 87.8(5.35) 92.3(3.93) 

2.5 96.0(4.47) 97.4(2.29) 91.0(1.83) 

毒死蜱 

空白 - ND ND ND 

加标 

0.25 78.2(2.26) 81.2(4.43) 82.4(3.85) 

0.50 85.3(1.88) 84.7(3.95) 86.6(2.73) 

2.5 92.2(2.10) 93.4(2.82) 96.1(3.93) 

注: ND 为未检出。 
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3.9  实际样品检测 

随机选取 30 个广州市售的凉茶样品进行实际测定, 
其中感冒茶、止咳茶、祛湿茶各 10 个。结果表示, 其中一

个止咳茶测得马拉硫磷含量为 0.28 µg/kg, 其余样品的所

有项目均低于检出限, 可能是炮制工艺导致残留的有机磷

分解, 但出现阳性样品同样说明市售的凉茶产品存在着一

定的风险。 

4  结  论 

本研究建立了同时测定凉茶中 6 种有机磷残留的超

高效液相色谱串联质谱法。以分散液液微萃取为前处理手

段, 优化了分散剂和萃取剂的种类和用量, 对目标物快速

富集, 相对于直接提取[18]和净化浓缩[19]的质谱方法, 大大

提升了方法的整体灵敏度; 利用流动注射方式结合多反映

监测模式优化了质谱参数, 使方法的灵敏度满足现行国标

GB 23200.40-2016《食品安全国家标准 可乐饮料中有机

磷、有机氯 农药残留量的测定 气相色谱法》[20]的分析测

定的要求; 结合超高效液相色谱, 6 种有机磷均在 4.5 min
内完全出峰, 且峰型良好; 使用 PSA 对样品进行预净化, 
降低了基质效应, 并且使用基质曲线进行定量, 进一步校

正了结果, 回收率较好; 方法学结果表明, 该方法适合于

实际检测应用, 为市售凉茶产品的农药残留监控的相关研

究提供了参考依据。 
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