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超高效液相色谱-质谱法测定水产品中

敌百虫的含量

查玉兵，杨春亮 *，林 玲，李 涛，程盛华
(中国热带农业科学院农产品加工研究所， 广东 湛江      524001)

摘   要：建立敌百虫在水产品中残留量的超高效液相色谱 -电喷雾质谱(UPLC-MS/MS)测定方法。用乙酸乙酯提取

样品中的敌百虫，提取液经酸性氧化铝柱净化，经超高效液相色谱分离，用串联质谱测定，正离子多反应监测

(MRM)模式检测，外标法定量。在 0.02～0.8ng/mL范围内，敌百虫标准工作溶液的色谱峰面积与质量浓度成良好

的线性关系，相关系数 r=0.9992；水产品中敌百虫的添加回收率在 89.0%～93.8%，相对标准偏差为 2.1%～5.4%，

检出限为 1.0μg/kg。方法简便、快速、准确，保留时间为 1.5min。
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Determination of Trichlorphon Residues in Aquatic Products Using UPLC-MS/MS
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Abstract ：A UPLC-MS/MS method was developed to determine trichlorphon residues in aquatic products. Trichlorphon

residues in samples were extracted into ethyl acetate, defatted on an acidic alumina solid phase extraction column, separated  by

UPLC, measured by MS/MS in positive ion multiple reaction monitoring mode, and quantified by external standard method.

Over the range of 0.02 to 0.8 ng/mL, an excellent linear relationship (r = 0.9992) between trichlorphon concentration and peak

area was observed for the standard working solution of trichlorphon. The average spike recoveries for trichlorphon in blank

samples ranged from 89.0 % to 93.8 %, with a RSD between 2.1% and 5.4%. The detection limit for trichlorphon was 1μg/kg.

This method proved simple, rapid and accurate.
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敌百虫属有机磷脂类化合物，是一种低毒的广谱杀

虫剂。敌百虫在水产养殖中多用于防治鱼体内、外的

寄生虫病以及清除水中有害生物[1-3]。过量使用敌百虫会

造成残留药物污染，对人畜安全造成一定影响。最近

的研究发现，敌百虫作为胆碱能抑制剂除了具有急性毒

性外，还可引发迟发性神经毒性及导致其他慢性毒性症

状。动物试验显示，敌百虫可引起脑皮层神经细胞凋

亡，但发生机制并不清楚 [ 4 ]。

敌百虫残留分析方法已有许多报道，主要为气相色

谱法[5-7]和气质联用法[8-11]，但由于敌百虫热稳定性差，

在气相色谱分析过程中很容易发生分解，影响敌百虫的

定量分析。很少有用液质联用法分析敌百虫残留量[12-13]，

特别是水产品中的敌百虫残留分析还未见报道。本实验

用液质联用分析水产品中的敌百虫残留量，分析步骤简

单，灵敏度高，可完全满足欧盟、美国 F D A 和日本

等发达国家的限量要求。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

鳗鱼    送检样品。

甲醇(色谱纯)、乙腈(分析纯)、丙酮(分析纯)、二

氯甲烷(分析纯)、甲酸(色谱纯)、乙酸乙酯(分析纯)；

水为二次蒸馏水；酸性氧化铝固相萃取柱(1000mg/6mL)；

敌百虫标准品(95.0%)。
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敌百虫标准品溶液的配制：称取 10mg的敌百虫标准

品，用甲醇溶解于100mL容量瓶中，配成100μg/mL的标

准储备液，使用时根据需要以流动相稀释成标准工作液。

ACQUITY UPLCTM -TQD MS/MS系统    美国Waters

公司；R205旋转蒸发仪    瑞士 Buchi公司；E120H超

声波清洗器   德国 ELMA公司；MS3涡旋混合器    德国

IKA公司；Milli-Q纯水系统    美国Millipore公司。

1.2 方法

1.2.1 提取

称取 2g(精确到 0.01g)试样于 50mL具塞塑料离心管

中，加乙酸乙酯 15mL，再加入 1g 无水硫酸钠，在混

匀器上充分混匀 2min，5000r/min离心 5min，将上层乙

酸乙酯溶液移至 5 0 m L 浓缩瓶中，残渣加乙酸乙酯

15mL，重复上述操作，合并两次提取液，在 40℃水浴

减压浓缩至约 5 m L，待净化。

1.2.2 净化

将酸性氧化铝柱用 5mL酸化乙酸乙酯活化，弃去流

出液。将提取液过柱，用 10 mL 试管收集，待样液完

全流出后，再向小柱中加入 5mL乙酸乙酯淋洗，净化

液于 40℃水浴减压浓缩至干，加入 1mL流动相溶解，混

匀，过 0.2μm滤膜，供 UPLC-MS/MS测定。

1.2.3 色谱质谱条件

色谱柱：UPLC ACQUITY BEH (50mm× 2.1mm，

1.7μm)；流动相：甲醇 -0.1%甲酸溶液(35:65，V/V)；

流速：0 .2mL/min；柱温：40℃；进样量：5μL；离

子源：ESI，正离子模式；毛细管电压：4.0kV；离子

源温度：105℃；脱溶剂气温度 350℃；脱溶剂气流量：

600L/hr；锥孔反吹气流量 50L/h；锥孔电压：40V；扫

描方式：多反应监测(MRM)；离子对：m/z 259.4/109.1

(定性离子对)，m/z 259.4/221.1(定量离子对)。

2 结果与分析

2.1 提取试剂的选择

农药残留分析中对使用的溶剂要求是非常高的，即

要求提取回收率高、杂质干扰小、经济、环境友好等。

提取溶剂的选择直接影响到提取效果的好坏，有机磷农

药是亲酯性化合物，易溶于有机溶剂。水产品中的敌

百虫主要用二氯甲烷、乙酸乙酯、丙酮、乙腈等极性

较大的溶剂进行提取 [ 1 4 - 1 7 ]，本实验选择并比较丙酮、

二氯甲烷、乙酸乙酯和乙腈作为提取溶剂时的提取效

率。结果表明：用乙酸乙酯和乙腈作为提取溶剂均能

获得较高的添加回收率。乙腈的提取效率高，杂质干

扰小，但是考虑到乙腈的毒性较大，对环境不友好，

所以最终确定乙酸乙酯作为水产品中敌百虫残留分析的

提取溶剂。

2.2 净化条件的选择

考虑到用乙酸乙酯提取水产品中残留的敌百虫时会

将水产品中的脂肪一并提取出来。所以提取后必须选择

一种合适的净化方法将提取液中的脂肪除去。经过比

较，最终确定酸性氧化铝固相萃取小柱(1000mg/6mL)能

够很好地除去样品中的脂肪。

2.3 标准曲线及线性范围

使用基质匹配标准溶液建立标准曲线对样品进行定

量，可以消除基质中其他组分对目标分析物的干扰[18]。

用流动相准确配制 5、10、50、100、200ng/mL标准
工作溶液。在仪器测定条件下进行分析，以被测组分

峰面积(Y)对其质量浓度(X)作工作曲线。结果表明，在

0.02～0.8ng/mL范围内，敌百虫标准工作溶液的色谱峰
面积与质量浓度成良好的线性关系，其线性方程为 Y =
2230X＋ 2790(r=0.9992)。该测定条件下敌百虫标准溶液

保留时间约为 1.5min，以 3倍信噪比计，最低检出限为

1.0μg/kg，标准溶液离子流图见图 1。

图 1 敌百虫标准溶液的离子流图

Fig.1   Selected ion chromatogram of trichlorphon standard

2.4 方法的准确度和精密度实验

以不含敌百虫的水产品样品为本底，分别添加系列浓

度的待测药物标准溶液(添加水平分别为4、20、100μg/kg，

进行添加回收实验，重复测定 5次，添加回收实验结果
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见表 1。结果表明，平均添加回收率为 89.0%～93.8%，

RSD为 2.1%～5.4%。

添加质量浓
测得值 /(μg/kg)

平均回 RSD/

度 /(μg/kg) 收率 /% %

4 3.71 3.74 3.79 3.65 3.86 93.8 2.1

20 18.2 17.4 18.9 18.5 17.7 89.7 5.4

100 86.3 92.1 89.4 90.4 86.8 89.0 2.7

表 1 水产品中敌百虫添加回收率和精密度 (n=5)

Table1   Recoveries and precisions of trichlorphon from fortified blank

aquatic samples (n=5)
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3 结  论

本实验建立的 UPLC-MS/MS方法适用于鱼、虾、

贝类等水产品中敌百虫的残留分析，具有简便快捷、灵

敏度高等特点，添加回收率以及精密度均满足残留分析

的要求[19-20]。
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