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液相色谱-串联质谱法同时测定蜂王浆中 

15种高风险农药残留 

黄  华 1*, 郭浩炜 1, 王  健 1, 段  瑀 1, 毛小红 2 

(1. 衢州市食品药品检验研究院, 衢州  324000; 2. 浙江江山健康蜂业有限公司, 江山  324100) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)测

定蜂王浆中苯菌灵、乙基硫菌灵、多菌灵等 15 种高风险农药残留的检测方法。方法  样品经提取净化后, 以

0.1%甲酸水溶液与甲醇为流动相进行梯度洗脱 , 采用电喷雾离子源正离子方式扫描 , 在多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM)模式下检测。结果  实验验证 15 种农药在一定的浓度范围内, 具有良好

线性关系, 相关系数为 0.9915~0.9999, 回收率范围为 65.3%~113.5%, 精密度为 0.56%~9.11%, 检出限为

0.01 mg/kg, 定量限为 0.10 mg/kg。结论  该方法操作简单、准确可靠、灵敏度高, 可同时完成蜂王浆中 15

种农药残留的检测。 
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Simultaneous determination of 15 kinds of high risk pesticide residues in 
royal jelly by liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

HUANG Hua1*, GUO Hao-Wei1, WANG Jian1, DUAN Yu1, MAO Xiao-Hong2 

(1. Quzhou Institute for Food and Drug Control, Quzhou 324000, China;  
2. Zhejiang Jiangshan Health Bee Industry Co., Ltd., Jiangshan 324100, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method 

for the determination of 15 kinds of high risk pesticide residues in royal jelly such as benomyl, thiophanate-ethyl and 

carbendazim, etc. Methods  After extraction and purification, the samples were subjected to gradient elution with 

0.1% formic acid aqueous solution and methanol as the mobile phase, and then scanned by using electrospray ion 

source positive ion method, and detected in multiple reaction monitoring (MRM) mode. Results  The experiments 

verified that the 15 kinds of pesticides had good linear relationship within a certain concentration range, with the 

correlation coefficient of 0.9915‒0.9999, recoveries range of 65.3%‒113.5%, precision of 0.56%‒9.11%, limit of 

detection was 0.01 mg/kg and limit of quantitation was 0.10 mg/kg. Conclusion  This method is simple, accurate, 

reliable and sensitive, and can be used for the simultaneous detection of 15 kinds of pesticide residues in royal jelly. 
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0  引  言 

蜂王浆也叫蜂乳, 简称王浆, 是工蜂头部营养腺分泌

的一种乳白色或淡黄色、略带甜味并附有酸涩味的浆液[1], 

具有抗衰老、抗菌、抗疲劳、抗炎、抗氧化、抗肿瘤、抗

糖尿病和抗突变等多种生理功能[2], 富含氨基酸、糖类、

有机酸等多种活性成分[3], 被誉为“生命青春之源”[4]。中国

是蜂王浆生产和出口第一大国, 世界上 90%以上的蜂王浆

产自中国[5], 2019 年, 日本、欧盟对蜂王浆农药残留限量要

求提高, 中国需要研究突破日本、欧盟技术壁垒的农药残

留检测的法定标准, 从而解决农药残留问题[6]。以日本为

例, 进口蜂王浆需要检测苯菌灵等高风险农药残留[7]。 

目前农药残留的检测方法主要有气相色谱法[8‒13], 如

GB 23200.98—2016《蜂王浆中 11 种有机磷农药残留量的

测定 气相色谱法》; 高效液相色谱法[14‒19]; 气相色谱-质

谱法[20‒25], 如 GB 23200.101—2016《食品安全国家标准 蜂

王浆中多种杀螨剂残留量的测定 气相色谱-质谱法》、GB 

23200.103—2016《食品安全国家标准 蜂王浆中双甲脒及

其代谢产物残留量的测定 气相色谱-质谱法》; 液相色谱-

质谱法[26‒31], 如 GB 23200.99—2016《食品安全国家标准 

蜂王浆中多种氨基甲酸酯类农药残留量的测定 液相色谱-

质谱/质谱法》。 

上述检测方法在一定程度上增强了对蜂王浆中农药

残留的质控力度, 但是方法涉及的农药残留品种偏少, 类

别单一, 前处理过程和检测手段不同且烦琐, 大大增加了

企业日常质量控制成本, 同时随着国际标准的提高, 现有

的法定标准已达不到检测要求, 苯菌灵、乙基硫菌灵、多

菌灵、三唑醇、氯苯胺灵、炔螨特、甲基硫菌灵、氟胺氰

菊酯、吡氟氯禾灵、双甲脒、2,4-二甲基苯胺、N-(2,4-二

甲苯基)甲酰胺、单甲脒、毒死蜱、蝇毒磷 15 种农药残留

为蜂王浆出口必检项目, 国内尚无同时测定这 15 种农药

残留的相关文献, 无法满足蜂王浆出口企业的实际需求。

因此, 亟须从国际出发, 提升检测方法, 破解技术壁垒。本

研究采用液相色谱 -串联质谱法 (liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)建立同时检测 15 种

农药残留的分析方法, 并将检测方法规范化, 应用于企业

出口产品质量检测, 增强出口企业国际竞争力, 为国家检

测标准的修订提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

实验材料为市售蜂王浆, 购于浙江江山健康蜂业有

限公司。 

甲醇、乙腈(色谱纯)、C18、0.22 µm 有机滤膜(上海

安谱实验科技股份有限公司); 氨水、无水 MgSO4(分析

纯 , 上 海 凌峰 化学 试剂有 限公 司 ); N- 丙 基乙 二胺

(N-propylenediamine, PSA)(美国 Agela Technologies 公司); 

甲酸(色谱纯, 上海麦克林生化科技有限公司); F5 色谱柱

(100 mm×3.0 mm, 2.6 µm)(飞诺美公司); 自制超纯水。 

标准品 : 苯菌灵 (纯度 97.40%)、乙基硫菌灵 (纯度

97.73%)、多菌灵(纯度 98.69%)、三唑醇(纯度 98.91%)、氯

苯胺灵(纯度 99.5%)、炔螨特(纯度 99.55%)、甲基硫菌灵(纯

度 98.92%)、氟胺氰菊酯(纯度 97.30%)、吡氟氯禾灵(纯度

99.65%)、双甲脒(纯度 99.38%)、2,4-二甲基苯胺 (纯度

98.87%)、N-(2,4-二甲苯基)甲酰胺(纯度 99.89%)、单甲脒(纯

度 98.28%)(德国 Dr. Ehrenstorfer 公司); 毒死蜱、蝇毒磷

(100 µg/mL, 农业部环境保护科研监测所)。 

1.2  仪器与设备 

QTRAP4500 液质联用仪(美国应用生物系统公司); 

XS-205 电子天平(精度 0.001 g, 瑞士梅特勒-托利多公司); 

Milli-Q 超纯水仪(美国密理博公司); X1R 冷冻离心机(美国

赛默飞公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  标准品溶液的制备 

精密称取 13 种标准品各约 10 mg, 分别置于 10 mL

容量瓶中, 以甲醇为溶剂定容至刻度, 摇匀, 即得 1.0 mg/mL

标准品储备液; 准确吸取毒死蜱、蝇毒磷标准品 500 µL, 

以甲醇为溶剂定容至 50 mL, 得 1.0 µg/mL 标准储备液。 

精密吸取双甲脒、2,4-二甲基苯胺、N-(2,4-二甲苯基)

甲酰胺、单甲脒标准品储备液适量混合, 使用空白基质提

取液逐级稀释储备液, 配制成 0.01、0.02、0.05、0.10、0.50、

1.00 µg/mL 的混合标准溶液。精密吸取苯菌灵、乙基硫菌

灵、多菌灵、三唑醇、氯苯胺灵、炔螨特、甲基硫菌灵、

氟胺氰菊酯、吡氟氯禾灵、毒死蜱、蝇毒磷标准品储备液

适量混合, 使用空白基质提取液逐级稀释储备液, 配制成

0.001、0.002、0.005、0.010、0.050、0.100 µg/mL 的混合

标准溶液。 

1.3.2  供试品溶液的制备 

取 1 g 样品于 50 mL 离心管中, 加入‒20℃冰 5%氨水

乙腈 5 mL, 涡旋混匀 1 min, 静置 5 min, 8500 r/min, 10℃

离心, 移取上层乙腈至 10 mL 容量瓶中, 样品中在加入

‒20℃冰 5%氨水乙腈 5 mL, 涡旋混匀 1 min, 静置 5 min, 

8500 r/min, 10℃离心, 合并乙腈提取液, 定容至 10 mL, 混

匀待净化。将 5.0 mL 提取液转移至含有 125 mg PSA、50 mg 

C18 和 150 mg 无水 MgSO4 的 15 mL 具塞离心管中, 涡旋混

匀 30 s, 过 0.22 µm 有机滤膜, 用于测定。 

1.3.3  仪器色谱条件 

色谱柱: F5 色谱柱(100 mm×3.0 mm, 2.6 µm); 流速: 

0.3 mL/min; 进样量: 10 µL; 柱温: 30℃; 电离模式: 电

喷雾离子源(electrospray ionization, ESI); 扫描模式: 正
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离子扫描 ; 检测方式 : 多反应监测模式 ; 电喷雾电压 : 

5500 V; 雾化气压力: 55 psi; 辅助气压力: 60 psi; 气帘

气压力: 35 psi; 离子源温度: 550℃; 流动相: B: 甲醇,  

A: 1%甲酸水, 梯度洗脱比例见表 1; 15 种农药其他质谱

参数见表 2。 

 

表 1  梯度洗脱条件 
Table 1  Conditions of gradient elution 

时间/min 0.01 1.00 11.00 12.00 15.00

流动相 A 90 10 10 90 90 

流动相 B 10 90 90 10 10 

 
表 2  15 种农药的质谱参数 

Table 2  Mass spectrum parameters of 15 kinds of pesticides 

化合物 
定性离子对(m/z) 

(母离子/子离子) 

定量离子对(m/z) 

(母离子/子离子) 
去簇电压/V 入口电压/V 碰撞能量 碰撞池出口电压/V

苯菌灵 
291.1/160.0 

291.1/160.0 
55 10 42 4 

291.1/192.1 57 10 19 4 

乙基硫菌灵 
371.1/151.1 

371.1/151.1 
90 10 22 7 

371.1/93.1 88 10 34 7 

多菌灵 
192.2/160.2 

192.2/160.2 
76 10 33 7 

192.2/132.1 76 10 27 7 

三唑醇 
296.1/70.1 

296.1/70.1 
56 10 25 10 

296.1/227.2 56 10 19 10 

氯苯胺灵 
214.0/172.1 

214.0/172.1 
36 10 13 6 

214.0/154.2 36 10 25 6 

炔螨特 
368.0/231.0 

368.0/231.0 
46 10 17 6 

368.0/175.0 46 10 21 6 

甲基硫菌灵 
343.0/151.0 

343.0/151.0 
78 10 29 6 

343.0/268.0 78 10 15 6 

氟胺氰菊酯 
503.0/208.1 

503.0/208.1 
92 10 17 6 

503.0/181.1 92 10 19 6 

吡氟氯禾灵 
362.2/316.1 

362.2/316.1 
73 10 25 6 

362.2/288.1 83 10 39 6 

双甲脒 
294.1/163.1 

294.1/163.1 
63 10 24 6 

294.1/122.0 66 10 40 6 

2,4-二甲基苯胺 
122.1/105.1 

122.1/105.1 
64 10 23 7 

122.1/103.1 70 10 24 7 

N-(2,4-二甲苯基) 

甲酰胺 

150.2/77.1 
150.2/77.1 

79 10 30 7 

150.2/107.1 78 10 51 7 

单甲脒 
163.2/122.2 

163.2/122.2 
75 10 19 7 

163.2/107.2 63 10 23 7 

毒死蜱 
350.0/197.9 

350.0/197.9 
82 10 15 10 

350.0/96.9 82 10 29 10 

蝇毒磷 
363.0/227.0 

363.0/227.0 
100 10 18 10 

363.0/307.0 100 10 36 10 
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1.4  数据处理 

数据采集通过 AB SCIEX Analyst 1.7.1 软件完成, 检

测结果的数据处理通过 AB SCIEX OS Version 1.4.0.18067

软件完成。 

2  结果与分析 

2.1  实验条件优化 

2.1.1  仪器条件的摸索 

在正离子模式下, 采用 only ms 模式对 0.1 µg/mL

待测化合物的单标准溶液进行母离子的全扫描, 确定分

子离子峰 , 再以分子离子为母离子 , 对其子离子进行全

扫描。按照欧盟 EC/657 指令, 串联质谱法定量确证须满

足 4 个识别点的要求(母离子 1 点, 特征子离子 1.5 点/

个), 本研究选择 2 个特征子离子进行测定, 其中以信噪

比高、峰形好、干扰小的离子对作为定量离子对, 另一

个离子对作为定性离子对。15 种农药的定量离子对、定

性离子对见表 2。 

2.1.2  提取剂的选择 

对于蜂王浆样品基质, 考察了‒20℃酸性、‒20℃中性

和 5%氨水乙腈作为提取试剂时对 15种分析物响应的影响, 

当‒20℃酸性 1%甲酸/乙腈为提取剂时, 双甲脒发生了降

解, 响应值很低, ‒20℃中性乙腈为提取时, 苯菌灵发生了

降解, 响应值很低。当用‒20℃冰 5%氨水乙腈作为提取剂

时, 15 种农药残留均具有较大的响应, 因此确定采用‒20℃

冰 5%氨水乙腈作为提取剂。 

2.2  方法学考察 

2.2.1  检出限和标准曲线 

在 1.3 实验条件下, 以空白蜂王浆基质添加标准品进

行测定, 仪器计算目标峰信噪比, 结果表明检出限和定量

限分别为 0.01 和 0.10 mg/kg, 根据检测时的信噪比(S/N)>3

时分别计算 15 种农药残留的检出限, 能够很好满足定量

分析要求, 15 种农药残留检出限的信噪比见表 3。 

在 1.3 实验条件下, 15 种农药以甲醇配制的系列农药

残留标准品质量浓度分别为 0.001、0.002、0.005、0.010、

0.050、0.100 µg/mL 的混合标准溶液供液相色谱-串联质谱

仪测定。以农药残留定量离子峰面积为纵坐标(Y)、农药残

留标准品溶液质量浓度为横坐标(X, µg/mL), 绘制标准曲

线, 结果表明苯菌灵、乙基硫菌灵、多菌灵、三唑醇、氯

苯胺灵、炔螨特、甲基硫菌灵、氟胺氰菊酯、吡氟氯禾灵、

双甲脒、2,4-二甲基苯胺、N-(2,4-二甲苯基)甲酰胺、单甲

脒、毒死蜱、蝇毒磷在 0.001~0.100 μg/mL 范围内有良好的

线性关系, 相关系数 r2 为 0.9915~0.9999, 具体结果见表 3。 

2.2.2  回收率和精密度 

称取蜂王浆空白样品进行 15 种农药 0.01、0.02 和

0.10 mg/kg 3 个浓度水平添加回收率实验, 每个浓度水平平

行进行 3 次实验, 在每个添加浓度水平选取其中 1 份重复测

定 6 次进行精密度实验, 测定结果计算相对标准偏差(relative 

standard deviations, RSDs)。在 1.3.3 实验条件下, 15 种农药的

回收率范围为 65.3%~113.5%, 精密度 RSDs 为 0.56%~9.11% 

(n=6), 符合 GB/T 27404—2008《实验室质量控制规范食品理

化检测》附录 F 回收率、精密度的要求, 见表 4。 

 
表 3  15 种农药残留检出限的信噪比、线性方程及相关系数 

Table 3  Signal-to-noise ratios of limits, linear equations and correlation coefficients of detection of 15 kinds of pesticide residues 

化合物名称 S/N 线性方程 相关系数(r2) 

苯菌灵 24 Y=1545.1X+1772.8 0.9915 

乙基硫菌灵 1359 Y=278471X+159133 0.9916 

多菌灵 1927 Y=677693X+621756 0.9964 

三唑醇 480 Y=58102.1X+1867.9 0.9999 

氯苯胺灵 404 Y=93124X+6113.9 0.9998 

炔螨特 4027 Y=487916X+216504 0.9933 

甲基硫菌灵 1708 Y=213539X+1333861 0.9925 

氟胺氰菊酯 334 Y=31839.3X+11232.4 0.9986 

吡氟氯禾灵 1325 Y=121666X+12760.0 0.9994 

双甲脒 196 Y=4098.3X+14790.3 0.9995 

2,4-二甲基苯胺 69 Y=2873.7X+12298.2 0.9981 

N-(2,4-二甲苯基)甲酰胺双甲脒代谢物 DMF 101 Y=28647.7X+79155.1 0.9971 

单甲脒 597 Y=2267.2X+1778.9 0.9992 

毒死蜱 271 Y=22309.2X+7003.5 0.9973 

蝇毒磷 571 Y=52508.9X‒353.1 0.9994 
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表 4  15 种农药残留的回收率、精密度 
Table 4  Recoveries and precision of 15 kinds of pesticide residues 

名称 
0.01 mg/kg 0.02 mg/kg 0.10 mg/kg 

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/%

苯菌灵 

67.0 

3.54 

98.0 

2.33 

99.2 

3.70 68.2 102.0 96.0 

79.0 102.0 93.4 

乙基硫菌灵 

76.0 

2.85 

104.5 

0.77 

105.9 

0.76 75.0 105.5 103.0 

81.0 109.0 107.2 

多菌灵 
68.0 

1.80 

104.5 

1.95 

106.0 

0.89 65.3 107.0 101.4 

68.0 108.0 103.1 

三唑醇 

95.0 

3.58 

98.5 

2.85 

103.8 

1.08 94.0 97.5 101.2 

96.0 98.0 102.9 

氯苯胺灵 

93.0 

1.30 

101.0 

2.20 

103.6 

1.39 101.0 98.5 102.5 

95.0 94.5 105.6 

炔螨特 

75.0 

1.11 

96.5 

0.93 

109.7 

0.61 75.0 98.0 100.2 

80.0 98.0 106.6 

甲基硫菌灵 

78.0 

0.98 

109.5 

1.58 

108.2 

0.56 82.0 113.5 105.8 

80.0 113.0 108.4 

氟胺氰菊酯 

82.0 

3.22 

98.5 

4.50 

99.0 

2.38 91.0 102.5 102.1 

89.0 105.5 108.2 

吡氟氯禾灵 

94.0 

3.19 

100.5 

1.97 

104.8 

1.37 94.0 95.5 106.0 

96.0 101.5 106.7 

双甲脒 

87.1 

8.83 

80.8 

7.05 

90.7 

4.73 83.9 83.8 92.0 

80.3 82.1 90.0 

2,4-二甲基苯胺 

82.8 

3.92 

93.1 

4.80 

102.7 

1.08 84.1 97.0 104.6 

85.1 92.4 104.2 

N-(2,4-二甲苯基)甲酰胺 

82.3 

9.11 

92.6 

3.40 

107.2 

1.19 82.8 94.2 105.4 

87.2 96.5 106.4 

单甲脒 

89.5 

2.41 

98.9 

2.39 

105.0 

1.34 84.7 97.2 106.6 

88.1 99.6 105.7 

毒死蜱 

81.0 

5.27 

102.5 

3.05 

106.6 

1.64 83.0 97.5 109.3 

91.0 104.0 108.7 

蝇毒磷 

103.0 

3.67 

100.0 

3.19 

105.5 

1.42 106.0 100.0 105.5 

103.0 103.5 108.0 
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2.2.3  样品检测 

按照本研究建立的方法对市售 9 批次蜂王浆样品进

行测定, 检测结果均为未检出, 并进行自加标阳性样品测

定, 阳性样品检出并与其加标情况一致。 

该方法的建立, 不仅能帮助蜂产品出口企业加强源

头管理, 把蜂产品质量隐患杜绝在萌芽中, 同时也能指导

蜂农合理科学用药, 便于更好地从源头解决蜂产品农药残

留超标问题, 减少蜂产品出口企业损失。 

3  结  论 

本研究建立了一种 LC-MS/MS 同时检测蜂王浆中 15

种农药残留的分析方法。该方法操作简便快捷、灵敏度高、

准确度及精密度好, 可为相关检测机构、蜂王浆生产企业

及出口企业提供方法参考。 
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