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[摘要 ] � 目的: 建立农药中毒现场快速分类检测方法。方法:利用微色谱法检测技术,检测分类未知农药类型。结果: 用

于农药中毒分析 ,可以快速得到可靠结果。结论: 本法操作简便、高效、重现性好,且试剂用量少, 是批量农药样品定性检

测和突发农药中毒事件现场快速筛选的一种新方法。
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A new method ofm icro- chromatography to rapid detect in pestid ide poisioning analysis

WEIH ai- yan, SHAO H ua

( Shandong Institution o f P revention and O ccupationa lH ealth and O ccupationa lD isease, Jinan 250062, Ch ina)

[ Abstract] � Objective: To establish a new approach fo r fast detec tion of unkown tox icm atters in pesticide po ison ing. M ethods:

Based on the princ iple o f thin- layer chrom atography, fix ing the so rbent in the thin heating w ire, us ing m icro- column detector to

rap idly detect pestid ides qualitativ ly and quantitativ ly. Resu lts: Them ethed can m ake qualitative and quantitative analysis of un�

kow n pestidides, and them in imum de tection lim it is 10 �g. Conc lu sion: Them ethod is sim ple, e fficien t, reproduc ible and reagent

consump tion and it can be used to detec t bulk ca rbam ate pestid ides sam ples and it is a new m ethed o f rapid pestic ide po isoning

filter ing.

[ Key words] � Pesticide poison ing; M ic ro- co lum n; Rapid ly filter ing

� � 农药中毒是中毒和意外死亡的主要病因之一, 是目前我

国突发公共卫生多发事件之一,其中以急性生活性中毒为多,

由于农药种类繁多, 各类农药的理化性质和毒性亦不相同,近

年来更风行将不同类别的农药混配使用, 使农药中毒的临床

表现更为复杂, 给农药中毒的准确诊断和正确治疗造成很大

的障碍。中毒事件发生后, 毒物的确认是第一关键的环节,确

认了毒物, 才能正确的使用解毒剂, 挽救患者的生命, 并及时

采取措施控制事件的进一步发生和扩散。因此在短时间内快

速筛选确证农药类型显得尤为重要, 它为正确实施应急救治、

现场取证提供重要资料。

� � 目前对毒物分析的测定方法很多, 有气相色谱法 [ 1]、分光

光度法等, 但由于其存在着设备昂贵、样品前处理复杂, 且要

求熟练的专业技术人员,分析费时等问题, 不适合农药中毒的

现场快速筛选。本实验是在薄层色谱原理和毛细管效应的基

础上, 建立一种新的检测仪 -微色谱柱检测仪, 以其超强的分

离和定性能力, 快速准确的分类几类农药, 非常适用于现场的

快速筛选。

� � 按化学结构将农药分为四大类: 有机磷类, 氨基甲酸酯

类, 拟除虫菊酯类,有机氯类, 有机氯类自 1983年禁产之后, 目

前使用很少。故本实验主要以前三类为主, 选择国内常用, 易

引起中毒的农药作为检测对象, 研究它们的快速分类方法, 构

建农药中毒快速检测平台。

1� 材料与方法

1. 1� 仪器与试剂
� � 20 cm � 0. 3 mm细加热丝、固定器、点样用毛细管、小型喷

雾器、吸管。

� � 农药标准: 对硫磷、甲拌磷、氧化乐果、甲基对硫磷、毒死

蜱、甲胺磷、速灭威、仲丁威、灭多威、甲萘威、异丙威、克百威、

溴氰菊酯、氯氰菊酯、杀灭菊酯、氟氯菊酯标准样, 由农业部环

境检测总站提供; 使用前将各标准液稀释至使用浓度; 硅胶

GF254;丙酮、正己烷、(正己烷 �丙酮 = 4�1); 无水乙醇; 氯锌

碘; 碘化钾; 碘均为分析纯。 2% 碘化硫代乙酰胆碱溶液;

pH 7. 71磷酸盐缓冲液 ; 0. 04% 2, 6-二氯靛酚水溶液; 小麦粉;

氯解磷定。

1. 2� 实验原理
1. 2. 1� 微色谱法的原理 � 利用毛细管效应, 基于薄层色谱的

原理, 将硅胶吸附于细加热丝上, 液体在硅胶上扩散的原理,

制备微色谱柱检测仪, 见图 1。

1. 2. 2� 酶抑制剂法 � 在 pH 7- 8的溶液中, 植物脂酶可水解

碘化硫代乙酰胆碱, 生成硫代胆碱, 硫代胆碱具有还原性, 能

使蓝色的 2, 6-二氯靛酚褪色。当样品中有一定量的有机磷

316 中国卫生检验杂志 2011年 2月 第 21卷 第 2期 � Ch inese Journal ofH ealth Laboratory T echnology, Feb 2011; V ol 21� No 2



图 1� 微色谱柱快速检测仪示意图

或氨基甲酸酯类农药存在时,植物脂酶活性受抑制, 不能使 2,

6-二氯靛酚褪色,从而检测两类农药的存在。而胆碱酯酶复

活剂 (氯解磷定 )能使被有机磷农药抑制的胆碱酯酶恢复活

性, 而对氨基甲酸酯类农药引起的胆碱酯酶抑制无复活作用。

1. 2. 3� G IBBS法 [ 2, 3] � 在碱性环境中, 氨基甲酸酯类农药与

2, 6-二氯醌氯亚胺反应呈蓝绿色反应。

1. 2. 4� 氯锌碘反应 [ 2, 3] � 在一定条件下, 氯锌碘与拟除虫菊

酯类农药反应呈橙红色反应。

1. 3� 试剂配制

� � 植物脂酶液: 称取小麦粉 10 g,加入 40 m l蒸馏水, 先振荡

30 m in, 然后在 4� , 3000 r /m in条件下离心 10 m in, 上清液过

滤即得植物脂酶液。

� � pH 7. 71磷酸盐缓冲液: A液: 1 /15 mo l/L磷酸氢二钠溶

液: 称取磷酸氢二钠 2. 3876 g加水定容至 100 m l。 B 液:

1 /15 mo l/L磷酸二氢钾溶液: 称取磷酸二氢钾 0. 9078 g加水定

容至 100 m l。取 A液 90 m ,l B液 10 m l混合, 即得 pH7. 71磷

酸盐缓冲液。

� � 氯锌碘试剂: 15 g氯锌碘溶于 10 m l水中, 2 g碘化钾与

0. 5 g碘共溶于 5 m l水中, 然后两液相混, 避光保存。

1. 4� 微色谱柱检测仪的制备
� � 将 20 cm � 0. 3 mm 细加热丝用固定器固定, 分别在

0. 5 cm、2 cm处做标记。同时将硅胶 GF254用蒸馏水按 1�3

比例调成糊状均匀铺于 20 cm � 0. 3 mm细加热丝上, 阴干。

1. 5� 试验方法
� � 第一根细加热丝 :在 2 cm 标记处用毛细管将一种有机磷

类农药标准液点在细加热丝上, 用吸管吸取一定量的正己烷

+丙酮 ( 4�1)展开剂在 0. 5 cm标记处点液, 同时保持吸管不

离开细加热丝, 以保证细加热丝上展开剂的组成不变。用小

型喷雾器将植物脂酶液均匀地喷于细加热丝上,放置 3 m in后

再喷 2% 碘化硫代乙酰胆碱溶液, 放置 2 m in喷以 0. 04%

2, 6-二氯靛酚水溶液, 若细加热丝上呈蓝色说明有有机磷类

农药。再喷以氯解磷定溶液, 若蓝色褪去说明有有机磷农药。

� � 第二根细加热丝 :在 2 cm 标记处用毛细管将一种氨基甲

酸酯类农药标准液点在细加热丝上, 用吸管吸取一定量的正

己烷 +丙酮 ( 4�1)展开剂在 0. 5 cm标记处点液, 同时保持吸

管不离开细加热丝, 以保证细加热丝上展开剂的组成不变。

用小型喷雾器将植物脂酶液均匀地喷于细加热丝上, 放置

3 m in后再喷 2% 碘化硫代乙酰胆碱溶液, 放置 2 m in喷以

0. 04% 2, 6-二氯靛酚水溶液, 若细加热丝上呈蓝色说明有氨

基甲酸酯类农药。再喷以氯解磷定溶液, 若蓝色不褪去说明

有氨基甲酸酯类农药。

� � 第三根细加热丝: 在 2 cm标记处用毛细管将一种氨基甲

酸酯类农药标准液点在细加热丝上 , 用吸管吸取一定量的正

己烷 +丙酮 ( 4�1)展开剂在 0. 5 cm 标记处点液,同时保持吸

管不离开细加热丝, 以保证细加热丝上展开剂的组成不变。

用小型喷雾器将 5 g /L 2, 6-二氯醌氯亚胺丙酮溶液均匀地喷

于细加热丝上, 然后再喷 50 g /L氢氧化钠溶液。细加热丝上

有氨基甲酸酯类农药处都会呈蓝绿色变化。

� � 第四根细加热丝: 在 2 cm标记处用毛细管将一种拟除虫

菊酯类农药标准液点在细加热丝上 , 用吸管吸取一定量的正

己烷 +丙酮 ( 4�1)展开剂在 0. 5 cm 标记处点液,同时保持吸

管不离开细加热丝, 以保证细加热丝上展开剂的组成不变。

用小型喷雾器将氯锌碘试剂喷于细加热丝上, 细加热丝上有

拟除虫菊酯类农药处都会呈橙红色变化。

2� 结果与讨论
2. 1� 微色谱柱检测体系

微色谱柱法是以薄层色谱法的原理为基础, 通过多次试

验确定本实验选择硅胶做吸附剂, 展开剂为正己烷 + 丙酮

( 4�1)效果最好。

2. 2� 显色体系

多数显色反应在室温下即可很快进行, 但有些显色反应

需在较高温度下才能较快完成。时间对显色反应的影响需从

以下两方面综合考虑。一方面要保证足够的时间使显色反应

进行完全,对反应速率较小的显色反应, 需显色时间长些。另

一方面测定工作必须在有色配合物的稳定时间内完成 [4]。本

实验在 16� 时, 30 s即可完成显色, 12 h颜色无变化, 较为稳

定。

2. 3� 最低检出限
由于本实验以定性为主, 主要以化学显色为确证依据, 以

快速分类为目的, 按本方法有机磷类农药的最低检出限为

10 �g~ 100 �g;氨基甲酸酯类农药的最低检出限为 10 �g; 拟

除虫菊酯类农药的最低检出限为 50�g。

2. 4� 方法的准确度、精密度的评价

本研究通过加标回收试验来评价方法的准确度和精确度。

选择已知不含有待测组分 (取三份平行样品按本方法测定 )的

水样作为代表性样品,进行加标回收试验,结果见表 1、表 2、表

3。数据显示: 添加水平为 0. 05 m g /m l的有机磷农药,阳性率为

66. 7% ;添加水平为 0. 05 mg /m l的氨基甲酸酯类农药阳性率可

达 100%; 添加水平为 0. 05 mg /m l的拟除虫菊酯类农药阳性率

为 75% ;添加水平为 0. 50 mg /m l的有机磷农药、氨基甲酸酯类

农药、拟除虫菊酯类农药阳性率均达到 100%。

表 1� 水样中有机磷农药的加标回收试验

名称 加标 0. 05 mg /m l 加标 0. 50 m g/m l

对硫磷

甲拌磷

氧化乐果

甲基对硫磷

毒死蜱

甲胺磷

+

+

_

+

+

_

+

+

+

+

+

+
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述 7种真菌毒素, 回收率实验结果均良好。表明本文所述方

法适用于上述样品中多成分真菌毒素残留的检测, 可以用于

中药材中真菌毒素残留的筛查。

2. 7� 色谱图

混合标准品溶液的质谱图 ( A:负离子模式, B:正离子模式 )

3� 讨论

3. 1� 分析方法的选择
� � 目前食品标准中主要针对粮谷类样品进行真菌毒素的检

验, 收载的检验方法有薄层色谱法 ( TLC)、酶联吸附免疫法

( EL ISA )和高效液相色谱法 ( HPLC ) [ 5]。TLC法灵敏度、特异

性较差, 提取过程中需要大量有机溶剂, 易污染环境、对人体

有较大危害。 ELISA法测定结果受试剂盒差异、实验温度、仪

器灵敏度等条件影响较大, 重复性差, 假阳性率高。H PLC法

多为采用免疫亲和柱针对单一真菌毒素进行的单成分检验,

专属性较强, 假阳性率较低。

� � 与食品相比, 中药材基质成分比较复杂, 在日常检验过程

中部分中药材不可避免地会出现假阳性情况, 选用液相色谱

-串联质谱法进行检测,不仅可以彻底排除假阳性的情况,同

时进行多成分的检测不仅大大降低了检测成本, 而且节省了

检测时间。

3. 2� 检测成分的选择

� � 本实验对黄曲霉毒素、呕吐毒素、玉米赤霉烯酮、T- 2毒

素、伏马毒素、赭曲霉毒素及展青霉素均进行了研究 , 结果发

现伏马毒素、赭曲霉毒素及展青霉素的回收率偏低, 不适合采

用本文所述方法进行检测, 需要进行进一步的研究。

3. 3� 分析条件的优化

� � 通过对不同填料的色谱柱进行比较, 结果采用 BEH C18

柱所得色谱峰保留时间适中, 峰形较好。

� � 另外, 实验中同时采用正负离子模式进行数据采集, 结果

发现黄曲霉毒素、T- 2毒素采用正离子模式,呕吐毒素和玉米

赤霉烯酮采用负离子模式所得色谱峰响应较好。

3. 4� 样品处理方法的选择

� � 分别采用 ( 1)在农药残留分析领域已有广泛应用的

QuECH ERS[ 6, 7]方法, ( 2) C18小柱净化法, ( 3)本文所述方法

进行实验, 结果方法 ( 1)所得回收率偏低, 方法 ( 2)、( 3)结果

较为满意,相比较而言,方法 ( 3)操作更为简便, 且分析时间较

短。通过对方法 ( 3)中的提取溶剂, 提取方式, 净化过程等的

优化, 最终建立了本文所述的样品处理方法, 该方法适合于中

药材中真菌毒素多成分残留的筛查检验。
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表 2� 水样中氨基甲酸酯类农药的加标回收试验

名称 加标 0. 05 m g/m l 加标 0. 50 m g /m l

速灭威

仲丁威

灭多威

甲萘威

异丙威

克百威

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

表 3� 水样中拟除虫菊酯类农药的加标回收试验

名称 加标 0. 05 m g/m l 加标 0. 50 m g /m l

溴氰菊酯

氯氰菊酯

杀灭菊酯

氟氯菊酯

+

+

+

�

+

+

+

+

3� 结论

� � 本实验是在薄层色谱原理基础上, 通过将吸着剂固定于

细加热丝上, 利用毛细管效应以达到快速分离筛选的目的。

此法可以对常见的三类农药有机磷农药、氨基甲酸酯类农药、

拟除虫菊酯类农药作出快速的分类定性分析, 且最低检出量

可达到 10 �g,而且操作灵敏度高、准确性好、快速、省时, 是批

量样品定性检测和突发农药中毒事件现场快速筛选的一种新

方法。
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