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高效液相色谱-串联质谱法和高效液相色谱法测定
蜂蜜中氯虫苯甲酰胺残留量 

梁  宇 1, 司露露 1, 汪文龙 1, 黄  恺 2, 蔡翔宇 1, 苏  华 1, 秦  富 1* 

(1. 南宁海关技术中心, 南宁  530021; 2. 南宁师范大学化学与材料学院, 南宁  530100) 

摘   要 : 目的   建立通过一次样品前处理 , 可供高效液相色谱 -串联质谱法 (high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS) 和 高 效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC) 2 种仪器检测蜂蜜中氯虫苯甲酰胺残留量的方法。方法  试样经 1%乙酸水溶解, 乙酸乙

酯萃取, 氮吹浓缩, 乙腈-水(1:1, V:V)复溶, 供仪器检测, 外标法定量。结果  高效液相色谱-串联质谱法在

1.25~50.00 μg/L 范围内线性相关性良好, 相关系数 r2 为 0.9996; 在 1、2、5 μg/kg 质量浓度水平下的加标回收率

为 90.5%~105.9%, 相对标准偏差为 2.9%~4.6% (n=6); 检出限为 0.5 μg/kg, 定量限为 1.0 μg/kg。高效液相色谱法

在 25~1000 μg/L 范围内线性相关性良好, 相关系数 r2 为 0.9995; 在 20.0、50.0、100.0 μg/kg 质量浓度水平下的

加标回收率为 94.6%~104.4%, 相对标准偏差为 1.6%~2.9% (n=6); 检出限为 10 μg/kg, 定量限为 20 μg/kg。结论  

本方法快速、准确、灵敏, 适用于蜂蜜中氯虫苯甲酰胺残留量的测定。 
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Determination of chlorantraniliprole residues in honey by high performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry and high  

performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of chlorantraniliprole residues in honey by 2 kinds 

of instruments including high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) and 

high performance liquid chromatography (HPLC) through one sample pretreatment. Methods  The samples were 

dissolved in 1% acetic acid water and extracted with ethyl acetate. The extract was concentrated by nitrogen blowing, 

redissolved with acetonitrile-water (1:1, V:V), and detected by HPLC-MS/MS and HPLC. The results were quantified 

by external standard method. Results  High performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry had a 

good linear correlation in the range of 1.25‒50.00 μg/L, and the correlation coefficient r2 was 0.9996; the recoveries 

of standard addition at the mass concentration levels of 1, 2 and 5 μg/kg were 90.5%‒105.9%, the relative standard 
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deviations were 2.9%‒4.6% (n=6); the limit of detection was 0.5 μg/kg, and the limit of quantification was 1.0 μg/kg. 

The high performance liquid chromatography had a good linear correlation in the range of 25‒1000 μg/L, and the 

correlation coefficient r2 was 0.9995; the recovery rates of standard addition at the mass concentration levels of 20.0, 

50.0 and 100.0 μg/kg were 94.6%‒104.4%; the relative standard deviations were 1.6%‒2.9% (n=6); the limit of 

detection was 10 μg/kg, and the limit of quantification was 20 μg/kg. Conclusion  This method is accurate, sensitive 

and rapid, which is suitable for the determination of chlorantraniliprole residues in honey. 

KEY WORDS: chlorantraniliprole; honey; liquid liquid extraction; high performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry; high performance liquid chromatography 
 

 

0  引  言 

蜂蜜是一种食疗佳品和天然药品, 不仅有调节机体生

理机能、消除疲劳、抗衰老等功效, 而且还可以辅助治疗和

抵抗多种疾病, 促进人们健康长寿。随着人们对养生保健意

识的不断增强, 蜂蜜消费量不断增长, 人们对蜂蜜产品质量

的追求也越来越高。然而, 近年来由于蜂农为了防治蜜蜂和

蜂巢病害而滥用抗生素和农药, 导致蜂蜜产品检出农兽药

残留超标。其中, 氯虫苯甲酰胺是近年来被开发应用于蜜蜂

养殖的一种新型高效广谱杀虫剂农药, 主要用来防治巢虫

和蜂螨[1], 其结构式如图 1 所示。目前应用最广泛的是一种

含有 20%氯虫苯甲酰胺(商品名为康宽)的巢虫清木片, 因其

杀虫除虫效果非常显著, 几乎成为了蜜蜂养殖业的必用产

品。因此也导致蜂蜜产品中残留氯虫苯甲酰胺农药, 对蜂蜜

产品质量造成了较大影响。尽管对蜜蜂、鱼、鸟等动物的毒

理学研究显示氯虫苯甲酰胺属于低毒化合物[2‒3], 但是由

于对哺乳动物和人体方面的毒理学研究数据缺乏, 长期摄

入含有氯虫苯甲酰胺的食品对人体健康仍然具有潜在的风

险[4]。因此, 美国、日本、欧盟等许多国家均对蜂蜜产品中

的氯虫苯甲酰胺制定了残留限量要求 , 其中欧盟法规

COMMISSION REGULATION (EU) 2020/1565 规定的最大

残留量为 0.050 mg/kg。尽管中国 GB 2763—2021《食品安

全国家标准 食品中农药最大残留限量》中尚未针对蜂蜜产

品制定氯虫苯甲酰胺的限量要求, 但是对谷物、油料、蔬菜、

水果、肉类等食品制定了临时限量, 表明国家对氯虫苯甲酰

胺在食品中的残留风险监测加强了要求。因此, 有必要对蜂

蜜中的氯虫苯甲酰胺残留量进行风险监测和管理, 以保障

蜂蜜的产品质量和促进蜂蜜的出口贸易。 

目前, 氯虫苯甲酰胺相关检测方法较多, 但主要适用

于水果蔬菜[5‒8]、辣椒[9‒10]、茶叶[11‒13]、调味料[14]等植物源

性食品的检测, 其中既有液相色谱法也有液相色谱-串联质

谱法, 前处理方法主要是采用乙腈提取后进行固相萃取柱

净化或分散固相萃取填料净化。张云等[15‒16]先后建立了适

用于动物源性食品中氯虫苯甲酰胺的高效液相色谱法和液

相色谱-串联质谱法。但这 2 种方法均未对蜂蜜产品进行方

法验证, 而且前处理步骤较烦琐, 需要 2~3 次的重复提取和

固相萃取柱净化, 液相色谱法的灵敏度(0.1 mg/kg)亦未达到

欧盟的限量要求, 不适用于蜂蜜产品的检测。因此, 本研究

针对蜂蜜产品建立了一种通过简单的液液萃取和氮吹浓缩

后 , 供高效液相色谱 -串联质谱 (high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)和

高效液相色谱 (high performance liquid chromatography, 

HPLC) 2 种仪器检测氯虫苯甲酰胺的方法, 为蜂蜜中氯虫苯

甲酰胺残留量的风险监测和监督管理提供技术参考。 
 

 
 

图 1  氯虫苯甲酰胺的化学结构 

Fig.1  Chemical structure of chlorantraniliprole 
 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

乙腈、甲醇、乙酸乙酯、乙酸、甲酸(色谱纯, 美国

Tedia 公司); 无水硫酸钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限

公司); 氯虫苯甲酰胺标准品(100 μg/mL, 中国农业部环境

保护科研监测所)。 

1.2  仪器与设备 

QTRAP 4500 高效液相色谱-四极杆线性离子阱质谱

仪(美国 AB SCIEX 公司); Agilent 1260 高效液相色谱仪、

ZORBAX Eclipse Plus-C18 柱(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)、

Poroshell 120 EC-C18 柱 (100 mm×4.6 mm, 4 μm)(美国

Agilent 公司); Milli-Q Integral 10 超纯水机(美国 Millipore

公司); ML204 电子天平(瑞士 Mettler-Toledo 公司); KL512J

氮气浓缩装置(北京康林科技有限公司); Vortex-Genie2 多

功能旋涡混合器(美国 Scientific Industries 公司); SA300 多

功能振荡器(日本 Yamato 公司); 0.22 μm 疏水性针式滤器

(上海安谱实验科技公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

准确称取蜂蜜5.00 g于50 mL离心管中, 加入5 mL 1%

乙酸水, 于 45 ℃水浴中适温 5 min 使蜂蜜溶解, 涡旋振荡  

1 min, 加入 10 mL 乙酸乙酯, 于振荡器上振荡 5 min, 加入 

5 g无水硫酸钠, 立即涡旋混合, 于振荡器上振荡10 min, 以

4000 r/min 离心 5 min。取 5 mL 上清液于 45℃水浴氮气吹

干, 用 1 mL 乙腈-水(1:1, V:V)复溶, 过 0.22 μm 疏水性针式

滤器装瓶。 

1.3.2  HPLC-MS/MS 分析条件 

离子源为电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)源, 

正离子模式 ; 扫描方式为多反应监测 (multiple reaction 

monitoring, MRM); 气 帘 气 : 20 psi; 碰 撞 活 化 解 离

(collisionally activated dissociation, CAD): Medium; 离子源电

压: 4500 V; 离子源温度: 550 ℃; 雾化气: 55 psi; 辅助加热气: 

55 psi。氯虫苯甲酰胺离子对参数: 母离子为 484.0 (m/z), 定

量和定性子离子分别为 453.1 (m/z)和 286.1 (m/z), 碰撞能

(collision energy, CE)分别为 27 V 和 22 V, 去簇电压

(declustering potential, DP)均为 60 V。 

色谱柱为 ZORBAX Eclipse Plus-C18 柱 (100 mm×   

2.1 mm, 1.8 μm); 柱温为 40 ℃; 进样量为 5 μL; 流动相 A

为 0.1%甲酸水; 流动相 B 为乙腈; 流速为 0.35 mL/min; 梯

度洗脱程序见表 1。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution process 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

  0 90 10 

0.5 90 10 

1.0 40 60 

4.5 10 90 

5.0 10 90 

5.1 90 10 

6.0 90 10 

 
1.3.3  HPLC 分析条件 

色谱柱为 Poroshell 120 EC-C18 (100 mm×4.6 mm,    

4 μm); 柱温为 30 ℃; 进样量为 20 μL; 流动相为 0.1%甲酸

水-乙腈(40:60, V:V), 等度洗脱; 流速为 0.8 mL/min。检测

器为二级阵列管检测器(diode array detector, DAD); 检测

波长为 265 nm。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件优化 

根据氯虫苯甲酰胺的化学结构在正离子模式下进行

母离子监测扫描, 结果母离子 501.0 (m/z)和 484.0 (m/z)均

有较强信号, 表明氯虫苯甲酰胺在电喷雾离子源中可以通

过[M+NH4]
+和[M+H]+ 2 种加合方式进行离子化。然而进行

子离子 Product Ion (MS2)监测扫描时, 发现 501.0 (m/z)的

碎片离子信号较弱且不稳定, 提供稳定的铵根离子后, 其

响应值仍不理想, 而 484.0 (m/z)的碎片离子 453.1 (m/z)和

286.1 (m/z)信号较强且稳定, 如图 2 所示。 
 

 
 

图 2  氯虫苯甲酰胺质谱图 

Fig.2  Mass spectrum of chlorantraniliprole 
 

2.2  色谱条件优化 

吴 丹 亚 等 [10] 开 发 的 方 法 、 地 方 标 准 DB 34/T 

2407—2015《大米中氯虫苯甲酰胺残留量的测定 高效液相

色谱法》和行业标准 SN/T 5221—2019《出口植物源食品

中氯虫苯甲酰胺残留量的测定》中分别选择 270、220 和

265 nm 紫外波长来检测氯虫苯甲酰胺, 表明氯虫苯甲酰胺

在这 3 个波长条件下均有较强的吸收峰。为了从中选择出

最适合的波长, 本研究选择加标试样(20 μg/kg)提取净化

后, 同时采集这 3 个波长的检测数据并进行比较分析, 结

果发现 220 nm组的目标峰附近有较明显干扰峰, 265 nm和

270 nm 组无明显干扰峰, 色谱峰形和分离度均较好, 保留

时间为 8.79 min, 如图 3 所示。本研究选择 265 nm 作为

HPLC 法的检测波长用于后续的方法验证。 

 

 
 

注: A: 220 nm; B: 265 nm; C: 270 nm。 

图 3  不同检测波长的色谱图 

Fig.3  Chromatograms of different detection wavelengths 
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在流动相选择方面, 分别选取了乙腈-水、甲醇-水、

乙腈-0.1%甲酸水、乙腈-5 mmol/L 甲酸铵缓冲液进行比较, 

结果无论是 HPLC-MS/MS 法还是 HPLC 法, 使用乙腈

-0.1%甲酸水作为流动相体系时氯虫苯甲酰胺的色谱峰形

和信号响应值都优于其他 3 组, 因此选择乙腈-0.1%甲酸水

作为流动相体系, 并进行洗脱程序优化。其中 HPLC 法采

用等度洗脱程序, 比较了乙腈-0.1%甲酸水比例为 70:30、

65:35、60:40、55:45、50:50 (V:V)时的洗脱效果, 结果表明

乙腈比例过高时目标峰与干扰峰分离度较差, 乙腈比例过

少时目标峰保留时间较长、峰形较宽、灵敏度降低, 最终

选择 60:40 (V:V)的比例进行等度洗脱可以获得较好的色谱

峰形和分离度, 如图 3B 所示。HPLC-MS/MS 法采用梯度

洗脱程序, 优化后获得峰形锐利、对称的色谱图, 如图 4

所示。 
 

 
 

图 4  HPLC-MS/MS 法色谱图 
Fig.4  HPLC-MS/MS chromatograms 

 

2.3  前处理方法优化 

在样品提取和净化方面, QuEChERS 方法以快速、简

便、高效著称, 在水果蔬菜[5,7,17]、辣椒[8]、水稻[18]、甘蔗[19]

等植物源性食品中氯虫苯甲酰胺残留量检测方面获得广泛

应用。本研究尝试参照司文帅等[18]的 QuEChERS 方法分析

蜂蜜中氯虫苯甲酰胺, 结果发现该方法存在较强的基质增

强效应, 导致加标回收率大于 120%, 不满足定量方法要

求。曹雪等[6]、吴丹亚等[10]、林毅楠等[11]的研究及行业标

准 SN/T 5221—2019 中样品前处理均是采用固相萃取方法, 

通常使用乙腈提取, 然后进行氮吹或蒸发浓缩, 再使用 N-

丙基乙二胺(primary secondary amine, PSA)、C18、氨基等

固相萃取柱进行净化。尽管这些方法的净化效果较好, 基

质效应较低, 但是由于方法操作复杂, 成本较高、不适合

大批量样品的快速检测。本研究选择弱极性的乙酸乙酯作

为提取液, 可充分有效地将弱极性的氯虫苯甲酰胺萃取出

来, 而又不会萃取到蜂蜜中极性相对较强的水分、糖分、

矿物质等杂质, 经过氮吹复溶后不需要再次净化即可获得

较高的回收率。同时由于蜂蜜含糖量高、含水量低、质感

粘稠, 所以加水先将蜂蜜溶解可以进一步提高乙酸乙酯对

目标化合物的提取效率。本实验比较了分别使用 5 mL 超

纯水、1%乙酸水、0.1 mol/L 氢氧化钠溶液溶解蜂蜜后, 乙

酸乙酯对氯虫苯甲酰胺的提取效果。结果如图 5 所示, 用

1%乙酸水溶解蜂蜜时, 氯虫苯甲酰胺的回收率和精密度

都优于纯水和氢氧化钠溶液组。 

 

 
 

图 5  不同预处理溶液对回收率的影响(n=6) 

Fig.5  Effects of different pretreatment solutions on recovery (n=6) 

 

2.4  基质效应 

HPLC-MS/MS 分析时存在基质效应 (matrix effect, 

ME), 基质效应会干扰目标物的检测结果, 为了数据的可

靠性和准确性, 对基质效应进行评价并降低基质效应是很

有必要的。目前一般采用空白样品经前处理净化后添加标

准品的方法来评价基质效应, ME=(B-A)/A×100% (A 为溶剂

标准曲线的线性方程斜率, B 为基质标准曲线的线性方程

斜率)[20]。本研究分别制备了质量浓度为 1.25、2.50、5.00、

12.50、25.00 μg/L 基质标准曲线和溶剂标准曲线同时进样

后对基质效应进行分析。结果基质曲线线性方程为

Y=1.25×104 X-7.50×102, 相关性系数 r2为 0.9999, 溶剂曲线

线性方程为 Y=1.21×104 X-7.54×102, 相关系数 r2 为 0.9995, 

基质效应 ME=3.2%。该结果表明本实验方法的基质效应较

小, 使用溶剂外标法进行定量即可获得很好的准确度。 

2.5  检出限和线性范围 

方法的检出限和定量限受限于仪器的灵敏度, 同时受

前处理过程和样品基质效应的影响。本研究通过在阴性蜂蜜

样品中添加低浓度水平的氯虫苯甲酰胺进行加标实验, 以

满足信噪比 S/N≥3 和 S/N≥10 的最低质量浓度分别确定为

方法的检出限和定量限。结果 HPLC-MS/MS 法的检出限和

定量限分别为 0.5 μg/kg 和 1.0 μg/kg, HPLC 法的检出限和定

量限分别为 10 μg/kg 和 20 μg/kg。分别使用乙腈-水(1:1, V:V)

配制 1.25、2.50、5.00、12.50、25.00、50.00 μg/L 和 25、50、

125、250、500、1000 μg/L 2 个系列质量浓度的氯虫苯甲酰

胺标准溶液, 分别用 HPLC-MS/MS 和 HPLC 进行测定, 以

质量浓度(X, μg/L)为横坐标, 峰面积(Y)为纵坐标绘制标准

曲线。HPLC-MS/MS 法在 1.25~50.00 μg/L 范围内线性相关

性良好, 相关性系数 r2为 0.9996, 线性方程为Y=1.18×104X+ 
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1.53×103。HPLC 法在 25~1000 μg/L 范围内线性相关性良好, 

相关性系数 r2 为 0.9995, 线性方程为 Y=0.08X-0.54。 

2.6  回收率和精密度 

本研究在阴性蜂蜜样品中添加氯虫苯甲酰胺标准溶

液进行加标回收率实验, HPLC-MS/MS 法加标浓度分别为

1、2、5 μg/kg; HPLC 法加标浓度分别为 20、50、100 μg/kg; 

每个加标水平 6 个平行样。结果如表 2 所示 , 采用

HPLC-MS/MS 法, 低、中、高 3 个浓度的加标回收率范围

为 90.5%~105.9%, 相对标准偏差为 2.9%~4.6%; 采用

HPLC 法 , 低、中、高 3 个浓度的加标回收率范围为

94.6%~104.4%, 相对标准偏差为 1.6%~2.9%。为进一步模

拟实际蜂蜜样品中氯虫苯甲酰的残留状态对加标回收率的

影响, 分析比较定量限(1 μg/kg)加标后分别平衡 0、2、6

和 24 h 的回收率变化, 各组的平均回收率均较好(100%左

右), 尽管 24 h组略低于其余 3 组, 但仍接近 100%, 表明本

方法的提取效率、准确度和精密度均较高, 均满足相关法

规的要求, 适用于蜂蜜中氯虫苯甲酰胺残留量测定。 

 
表 2  加标试验的回收率和相对标准偏差(n=6) 

Table 2  Recoveries and relative standard deviations of standard 
addition test (n=6) 

检测方法 
加标浓度 
/(μg/kg) 

回收率 

范围/% 

平均回 

收率/% 

相对标准

偏差/% 

HPLC-MS/MS 

  1 97.1~105.5 100.3 2.9 

  2 92.6~105.9  98.6 4.6 

  5 90.5~99.6  95.8 3.9 

HPLC 

 20 94.6~102.8  98.4 2.9 

 50 98.1~104.4 101.2 2.3 

100 96.3~100.3  98.2 1.6 

 
2.7  方法应用 

采用本研究的 UPLC-MS/MS 法对市售的 50 批次蜂蜜

进行检测, 有 8 批次(16%)检出氯虫本甲酰胺, 浓度范围为

1.0~23.4 μg/kg, 典型的蜂蜜样品谱图如图 6 和图 7 所示。

结果表明市售蜂蜜产品存在氯虫苯甲酰胺污染残留问题, 

尽管均未超过欧盟限量标准, 但是由于市售蜂蜜经过加工

处理后可能对原蜜中氯虫苯甲酰胺残留量造成影响, 因此

其实际残留风险可能被低估。 

3  结  论 

本研究建立了高效液相色谱-串联质谱法和高效液相

色谱法测定蜂蜜中氯虫苯甲酰胺残留量的检测方法。该方

法采用乙酸乙酯萃取蜂蜜中的氯虫苯甲酰胺, 方法简单、

高效, 无需固相萃取柱或分散净化填料进行净化即可获得

较高的灵敏度和准确度, 而且适用于 2 种仪器进行分析, 

可有效兼顾缺乏质谱仪的各基层实验室, 为蜂蜜中氯虫苯

甲酰胺残留风险监测提供技术参考。 

 

 
 

注: A: 阴性样品; B: 阳性样品。 

图 6  HPLC 法蜂蜜样品谱图 

Fig.6  HPLC chromatograms of honey sample 

 
 

 
 

注: A: 阴性样品; B: 阳性样品。 

图 7  HPLC-MS/MS 法蜂蜜样品谱图 

Fig.7  HPLC-MS/MS chromatograms of honey sample 
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