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R P - H P L C 同时测定蔬菜中甲基对硫磷和对硫磷的残留量
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摘要：建立了同时测定甲基对硫磷、对硫磷在蔬菜中残留量的反相高效液相色谱分析方法。用Hypersil C18柱

(4.6mm × 300mm，5µm)色谱柱，以甲醇∶水(60∶40，v∶v)为流动相，流速1.0ml/min，270nm 检测。甲

基对硫磷、对硫磷分别在0.04~10.00、 0.002~10.00µg/ml范围内呈良好的线性关系，检出限分别为0.036、

0.00043µg/ml，两种农药(添加浓度0.05、0.5、2µg/g)的回收率为91.8%~94.8%，相对标准偏差为1.06%~2.41%。
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Simultaneous detection by RP-HPLC of methyl-parathion and parathion

residue levels in vegetables
WANG Shao-yun1,2, ZHOU Guang-ming2, WANG Li2, LI Rong 2,3

(1.Institute of Applied Chemistry, Kaili College, Kaili 556000, Guizhou, China; 2.School of Chemistry and Chemical Engineering,
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Abstract: A method was developed for simultaneous determination of methyl-parathion and parathion residues in

vegetables by reversed-phase high performance liquid chromatography. A Hypersil C18 column (4.6 × 300 mm, 5µm)

with CH3OH:H2O (60:40, by vol) as the mobile phase, a flow rate of 1.0 ml/min, and an ultraviolet detection

wavelength of 270 nm. Methyl-parathion and parathion showed linear responses in the concentration ranges of 0.04

to 10.00 and 0.002 to 10.00 µg/ml, respectively, and detection limits of 0.036 and 0.00043 µg/ml, respectively.

Recoveries of the two pesticides (total additive concentrations of 0.05, 0.5, and 2 µg/g) were 91.8 to 94.8% with

relative standard deviations (RSD) from 1.06 to 2.41%.
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甲基对硫磷和对硫磷都是毒性较强的有机磷农药，具

有触杀和胃毒作用，对蔬菜、水稻等的害虫有很好的防

治效果，如不正确使用[ 1 ]，会严重威胁人们的身体健康，

目前，甲基对硫磷和对硫磷等有机磷农药的测定大多采用

气相色谱法[2-3]、化学发光法[4]、液相色谱-质谱联用法[5]、

毛细管胶束电动色谱法[6]等，文献[2-5]方法操作繁琐，实验

条件要求高，文献[6]检测限高。而采用高效液相色谱法同

时测定甲基对硫磷和对硫磷的方法，目前未见报道。本

文探讨采用反相高效液相色谱法同时测定甲基对硫磷和对

硫磷的残留量。

1  实验部分

1.1  仪器与试剂

LC-6A 高效液相色谱仪、岛津SPD-6AV 紫外检测器

(Shimadzu，日本)，U2001 型紫外分光光度计(Hitachi，日

本)，KQ-50型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)，

AB204-N型电子天平(上海梅特勒-托利多仪器有限公司)，

SENCO
R-201

旋转蒸发器(上海申顺生物科技有限公司)。甲基

对硫磷和对硫磷标准品：纯度≥99%(Sigma 公司) ；甲醇、
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二氯甲烷、无水硫酸钠，均为分析纯，水为二次蒸馏

水，所有溶液使用前均由0.45µm 孔径的滤膜过滤。甲基

对硫磷和对硫磷标准储备液100µg/ml甲醇溶液。

1.2  实验条件

1.2.1  色谱条件

色谱柱：Hypersil C18柱(4.6mm × 300mm，5µm，大

连依利特分析仪器有限公司)；流动相为甲醇∶水=60∶

40(v∶v)；流速：1.0ml/min；检测器：SPD-6AV 紫外检

测器；检测波长：270nm；柱温：室温；进样量：20µl。

1.2.2  样品的提取与净化

将蔬菜切碎混匀后，称取10.00g样品置于250ml具

塞锥形瓶中，加入30ml 二氯甲烷，超声提取30min 后

过滤于分液漏斗中，用20ml二氯甲烷分3次洗涤锥形瓶

及漏斗，静置，待溶液清晰分层，收集有机相，水

相用30ml 二氯甲烷分两次萃取，合并有机相，加适量

无水硫酸钠，至溶液透明( 表示水分已除掉) ，抽滤，

用约20ml 二氯甲烷分数次洗涤容器和无水硫酸钠，将

滤液在小于40℃水浴旋转蒸发器浓缩至干，用甲醇超
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声溶解移入2ml 刻度容量瓶中，用甲醇定容，用0.45µm

滤膜过滤，待H P L C 分析。

2  结果与讨论

2.1  提取溶剂的选择

甲基对硫磷、对硫磷微溶于水，易溶于有机溶剂，

对二氯甲烷、三氯甲烷、丙酮等不同溶剂进行萃取率比

较，实验表明以二氯甲烷萃取率最高，而与水不相溶，

沸点低(39℃)便于浓缩，故选择二氯甲烷为提取溶剂。

2.2  检测波长的选择

以甲醇作空白，将甲基对硫磷和对硫磷储备液分别

于紫外分光光度计中进行扫描，结果表明，甲基对硫

磷在220~370nm，对硫磷在230~370nm 范围内有紫外吸

收，其最大吸收波长分别为 272、28 0 n m。通过实验

在270nm 处分离效果最好，读数精密度高、稳定性好，

故选择270nm 为检测波长。

2.3  流动相的选择

在Hypersil C18色谱柱上比较甲醇-水体系作流动相，

按不同比例进行恒流洗脱的研究，组分的比例对灵敏度和

分离度均有一定的影响。发现甲醇∶水=60∶40(v∶v)

时，柱效最高，甲基对硫磷、对硫磷在12min 内达到基

线分离，且灵敏度高，杂质峰与甲基对硫磷、对硫磷峰

分开效果最好。所以，流动相为甲醇∶水=60∶40；流

速：1.0ml/min；检测波长：270nm；柱温：室温；进

样量：20 µl。在此色谱条件下，甲基对硫磷、对硫磷的

平均保留时间分别为5.66、10.91min，见图1。

A  混合标准色谱图　　　                                          B  空白样品色谱图 　　                                                  C  样品加标色谱图

1.  甲基对硫磷              2.  对硫磷

图1  甲基对硫磷、对硫磷色谱图

2.4  标准曲线及检出限

取一定量的甲基对硫磷、对硫磷标准储备液进行混

合，用流动相稀释至所需浓度后进行测试，各取20ml 进

样分析，外标法以峰面积y对质量浓度x(µg/ml)作图，绘

制标准曲线。在上述色谱条件下，经测试甲基对硫磷、

对硫磷的质量浓度分别在0.04~10.00、0.002~10.00µg/ml范

围内呈线性关系，回归方程分别为y=8744.9x + 1173.7

(r=0.9996)、y= 25527x+7382.9(r=0.9983)，检出限分别为

0.036、0.00043µg/ml(S/N=3)。

2.5  方法的回收率和精密度

用本法在未受农药污染的蔬菜样品上添加已知浓

度，对两种农药按添加水平0.05、0.5、2µg/g 三个浓

度水平进行加标回收实验，测得两种农药回收率范围为

91.8%~94.8%；精密度实验为每个添加浓度重复5 次测

定，测得方法的RSD 为 1.06%~2.41%，其准确度和精

密度均符合农药残留分析的要求。

2.6  样品的测定

取适量蔬菜样品，按1.2.2 方法处理后，按给定的

色谱条件测定农药残留，结果见表 1 。

依照我国食品卫生标准GB14874-94、GB5127-1998规

定，蔬菜中甲基对硫磷和对硫磷的残留量不得检出，测

定结果显示，部分蔬菜中有机磷农药污染还比较严重。

3  结论

应用RP-HPLC 法同时测定蔬菜中甲基对硫磷和对硫

磷，具有精密、灵敏、准确且简单易行的特点，比传

统气相色谱法更能满足目前的要求，可用于残留量检测。
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表1  蔬菜样品农药残留(mg/kg)
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