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牛肉中 7种拟除虫菊酯类农药残留的固相萃取 -

超高效液相色谱 -串联质谱法测定
刘 � 琪, 孙 � 雷, 张 � 骊
(中国兽医药品监察所, 北京 � 100081)

摘 � 要: 建立了牛肉组织中胺菊酯、氯氰菊酯、溴氰菊酯、氟胺氰菊酯、氰戊菊酯、氟氯苯氰菊酯、氯菊酯

7种拟除虫菊酯类农药残留的超高效液相色谱 -串联质谱测定方法, 样品经乙腈提取后, 吹干提取液, 用正

己烷溶解, 氟罗里硅土固相萃取柱净化, 经 BEH C18色谱柱分离, 以 0�1% 甲酸的甲醇溶液和 0� 1% 乙酸铵溶

液为流动相进行洗脱。电喷雾正离子模式 ( ESI+ )电离, 多反应监测模式 (M RM )检测, 外标法定量。结果表

明, 7种拟除虫菊酯类农药标准溶液在 10~ 1 000 �g /L范围内呈良好线性, r2均大于 0�998; 方法检出限为 5

�g /kg, 定量下限为 10 �g /kg; 7种拟除虫菊酯农药在 10~ 50 �g /kg添加水平内的回收率为 81% ~ 116% , 批

内、批间 RSD均小于 15% 。该方法具有简便快捷、灵敏度高、定性准确等优点, 能满足食品安全检测有关

法规的要求。
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Sim u ltaneous Determ ination of 7 Pyrethro ids Pestic ide Res idues in

CattleM uscle by SPE- UPLC - M S /M S

LIU Q ,i SUN Le,i ZHANG L i

( Ch ina Institute o f Veter inary D rug Contro ,l Be ijing� 100081, Ch ina)

Abstrac:t An u ltra perform ance liquid chrom atography- tandem m ass spectrom etric ( UPLC - M S /

M S) m ethod w as estab lished for the sim ultaneous determ ination of tetram ethrin, cyperm ethrin, delta�
m ethrin, fluva linate, fenvalerate, flum ethrin, perm e thrin residues in cattle m usc le. The sam ples

w ere extracted by aceton itri,l c leaned up w ith F lorisil PR so lid phase extract ion( SPE ) co lum n. The

separation of pyre thro ids pesticide w as perform ed on W aters Acqu ity UPLC - Prem ier XE system w ith

BEH C18 co lum n( 50 mm � 2�1 mm, 1�7 �m ) and the e lut ion so lvent o fm ethano l( conta in ing 0�1%

form ic acid) and w ater( conta in ing 0�1% amm on ium acetate) at a flow rate of 0�3 mL /m in. The

electrospray w as operated under the positive ionization m ode and 7 pyrethro ids pestic idesw ere identi�
f ied under m ultip le reaction m on itoring ( MRM ) mode. The m ethod w as quantified by the ex terna l

standard m ethod. The calibrat ion curvesw ere linear betw een the peak areas and the concentrat ions in

the range of 10- 1 000 �g /L w ith correlation coefficients( r
2
) m ore than 0�998. The lim it of detec�

t ion for 7 pyrethro ids pest icides w ere all 5 �g /kg, and the lim it of quantitation w ere 10 �g /kg. The

average recoveries for the spiked cattle tissues at three concen trat ions of 10 - 50 �g /kg ranged from

81% to 116% and the relative standard deviat ions for intra� and inter�batch w ere both less than 15% .

The proposed m ethod w as easy, sensit ive, accurate and cou ld m eet the requirem ents for food safety

detection.

Key words: SPE; UPLC - M S /M S; pyrethro ids; residues; catt lem usc le

拟除虫菊酯类农药是仿效天然除虫菊化学结构的合成药物, 在兽医临床上常用作杀虫剂, 易溶于

多种有机溶剂, 难溶于水, 具有神经毒性, 严重中毒者可因呼吸、循环衰竭而死亡。该类药物在动物
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上的广泛应用可引起动物性食品中药物残留, 直接或间接对人体产生危害。已报道的该类药物的检测

方法有分光光度法、薄层色谱法 ( TLC )、气相色谱法 ( GC )、高效液相色谱法 (H PLC )、免疫分析法、

液相色谱 -质谱联用法 ( LC - M S、LC - M S /M S)、气相色谱 - 质谱联用法 ( GC - M S、GC - M S /M S)

等
[ 1- 10]

, 其中气相色谱法和气相色谱 -质谱联用法的应用最广泛, 但方法耗时、灵敏度较低。具有更

高灵敏度和分离能力的超高效液相色谱 -串联质谱技术的快速发展, 使得该类药物的检测更快速、灵

敏, 定性、定量更准确可靠, 且前处理更简单。

由于动物性食品样品的基质复杂, 其提取和净化处理较为困难, 针对动物性食品中拟除虫菊酯药

物残留的检测方法也较少报道, 其中经典的净化处理方法是凝胶色谱法净化
[ 11]

, 但处理过程较为繁

琐, 而本文采用固相萃取 ( SPE )净化方法, 更为省时、简便、溶剂用量少, 结合超高效液相色谱 - 串

联质谱法用于 7种拟除虫菊酯类农药残留的分析, 结果满意。

1� 实验部分

1�1� 仪器与材料

ACQU ITY UPLC�Prem ier XE液 -质联用仪 (W aters公司 ); AE260电子天平 (M ettler To ledo公司 ) ;

B iofuge Strators高速冷冻离心机 (贺利氏公司 ); Organom ation A ssoc iates氮吹仪 ( Jnc公司 ) ; S IR4旋涡混

合器 ( IKA公司 ) ; 固相萃取装置 ( Supe lco公司 ); 氟罗里硅土固相萃取柱 ( 1 000 m g /6 mL)。

胺菊酯、氯氰菊酯、溴氰菊酯、氟胺氰菊酯、氰戊菊酯、氟氯苯氰菊酯、氯菊酯对照品 (纯度均大

于 98�0% , D r� Ehrenstorfer公司 ) ; 甲醇为色谱纯 ( F isher公司 ) ; 乙腈、正己烷、丙酮均为分析纯; 所

用水为超纯水。

1�2� 标准溶液的配制

分别准确称取适量的上述 7种拟除虫菊酯农药对照品, 用适量丙酮溶解后, 再用甲醇稀释定容,

分别配成 1 g /L的标准储备液, - 20  保存, 分析时用甲醇稀释成适当浓度的标准工作液。

表 1� 流动相梯度洗脱程序
Tab le 1� Grad ient e lution procedure of mob ile phase

T im e t /m in M ob ile phase�A /% M ob ile phase�B /% Cu rve type

0 75 25 6

5�0 90 10 6

6�5 75 25 1

1�3� 仪器分析条件

色谱柱为 BEH C18 ( 50 mm � 2�1 mm, 1�7

�m ); 流动相 A相为 0�1% 甲酸甲醇溶液, B相

为 0�1%乙酸铵溶液; 流速为 0�3 mL /m in; 柱温

为 30  ; 进样量为 10 �L。梯度洗脱程序见表 1。

电喷雾离子源 ( ES I+ ) ; 毛细管电压为 3�0

kV; 萃取电压为 5�0 V; 预六极杆电压为 0�5 V;

源温为 110  ; 脱溶剂温度为 350  ; 脱溶剂气流速为 650 L /h; 锥孔反吹气流速为 50 L /h。多反应监

测各药物离子对及对应的锥孔电压、碰撞能量见表 2。

表 2� 7种拟除虫菊酯类农药的定性、定量离子对、锥孔电压和碰撞能量

Table 2� Qualitative and quantitative ions, cone vo ltage and collison energy of 7 pestic ides

Pesticide Qu alitat ive ion(m /z)
C one voltage

U /V

C ollision energy

U / eV

Retent ion tim e

t /m in

T et ram ethrin (胺菊酯 ) 332�4> 135�0 332�4 > 164�0* 20 20 25 1�87, 2�04

Cyperm ethrin(氯氰菊酯 ) 433�4> 126�9 433�4 > 191�2* 20 30 15 3�29, 3�43

Deltam eth rin(溴氰菊酯 ) 523�5> 281�2*  523�5> 506�3 25 15 10 3�41

Fenvalerate(氰戊菊酯 ) 437�8> 125�1 437�8 > 167�0* 20 35 15 3�61

Perm eth rin(氯菊酯 ) 408�5> 183�1 408�5 > 355�4* 15 25 10 3�99, 4�41

F luvalinate(氟胺氰菊酯 ) 503�8> 208�2 503�8 > 181�1* 25 25 15 4�08

Flum eth rin(氟氯苯氰菊酯 ) 527�7> 239�2 527�7 > 267�3* 25 25 15 4�70

* qu ant itat ive ion

1�4� 样品前处理

称取牛肉 ( 2 ! 0�02) g, 置 50m L离心管内, 加入乙腈 5 mL, 再加入无水硫酸钠 1 g, 涡旋混匀后,

中速振荡提取 5 m in, 再以 8 000 r/m in离心 8 m in, 取全部上清液至另一离心管中, 用玻璃棒将沉淀物

捣散, 重复提取 1次, 合并两次提取液于 40  下吹至近干, 加入正己烷 2 mL, 涡旋混合 1 m in, 超声
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10 m in, 再次涡旋混合, 作为备用液。

氟罗里硅土固相萃取柱分别用 10% 丙酮 -正己烷溶液 5 mL和正己烷 5 m L活化, 取全部备用液过

柱, 控制流速为 1 mL /m in, 收集流出液, 再用 10% 丙酮 -正己烷溶液 10 mL以同样速度淋洗柱子并收

集, 合并收集液于 40  下氮气吹干。残余物中加入 80% 乙腈水溶液 1�0 mL, 超声 10 m in, 充分涡旋

混匀, 过 0�2 �m滤膜后供液相色谱 -串联质谱仪测定。

2� 结果与讨论

2�1� 色谱条件的选择

考察了甲醇 (含 0�1% 甲酸 ) - 0�1% 乙酸铵、甲醇 - 0�1% 甲酸、乙腈 - 0�1% 乙酸铵、乙腈 -

0�1%甲酸 4种流动相体系对分析效果的影响。结果表明, 采用甲醇 (含 0�1% 甲酸 ) - 0�1% 乙酸铵水

溶液作为流动相时, 拟除虫菊酯农药的离子化效率最高, 色谱峰形好, 灵敏度高。

参考文献 [ 12- 17]建立色谱条件, 实验结果表明, 梯度洗脱的分离效果较好。由于拟除虫菊酯类

药物分子结构中含有多个不对称碳原子, 包含多种同分异构体
[ 15]

, 同一化合物会出现多个异构体色谱

峰, 当个别异构体的色谱峰未能完全分离时, 仍能够满足检测需要。

在优化的色谱条件下, 5�0 m in内完成了对上述几种拟除虫菊酯类农药的分析, 方法快速、灵敏度

高、选择性强和重复性好, 适合大量样本的快速检测。

2�2� 质谱条件的建立

以不同的锥孔电压进行正负离子扫描, 发现 7种拟除虫菊酯农药均在正离子模式下分别获得丰度

较高的准分子离子峰 M + H
+

(M + 1)或溶剂加和物离子峰 M + NH
+
4 (M + 18)及其子离子峰。选择丰度

最大的母离子及对应的两个响应较强的子离子作为定性离子, 再选其中灵敏度最高、基质干扰最小的

子离子作为定量离子, 具体数值见表 2。

2�3� 样品前处理条件的确定

2�3�1� 提取溶剂的选择 � 常用的提取拟除虫菊酯类药物的溶剂有乙腈、丙酮以及丙酮 - 石油醚、丙

酮 -正己烷混合溶剂等
[ 1]

, 这些溶剂主要针对植物性样品, 对于样品成分更为复杂的动物组织中拟除

虫菊酯农药的提取, 文献报道较少。本文通过实验比较了乙腈、丙酮及丙酮 - 正己烷作提取溶剂时对

动物性样品中拟除虫菊酯药物的提取效果, 结果表明, 乙腈对动物性样品中的脂肪、色素和内源性物

质的提取量最小, 对拟除虫菊酯药物的溶解度很高, 提取效果最好; 而用丙酮和正己烷提取, 则会增

加干扰物的提取量。因此, 确定采用乙腈进行提取。将提取液吹干浓缩后, 采用正己烷溶解浓缩物,

可以充分溶解该类药物。然后通过固相萃取方法进行净化。

2�3�2� 固相萃取条件的选择 � 已报道对植物性样品的萃取方法有固相萃取法 ( SPE )
[ 18]
、超临界流体

萃取法 ( SFE )
[ 19 ]
、凝胶渗透色谱法 ( GPC )

[ 20 ]
、微波萃取法 ( MAE )

[ 21]
及基质固相分散法 (M SPD )

[ 12]
。

其中, 固相萃取方法不仅节省大量溶剂, 而且省时, 可减少杂质的引入, 对操作者安全, 重复性好,

也可避免产生液液分配中的乳化现象。拟除虫菊酯药物的固相萃取法使用最多的吸附剂是氟罗里硅土,

也有文献使用 C18反相固相萃取柱和氧化铝萃取柱
[ 16]
。本文对上述 3种固相萃取柱进行了比较, 发现

氟罗里硅土柱的药物添加回收率较 C18柱和氧化铝萃取柱高, 而 C18柱和氧化铝萃取柱之间的差异不显

著。氟罗里硅土对亲酯性化合物有特别的吸附作用, 适合于油性杂质的净化, 用低极性的溶剂洗脱氟

罗里硅土柱, 对拟除虫菊酯药物的回收率很高。对比了 200 m g /3 mL、 500 m g /3 mL和 1 000 m g /6 m L 3

种规格的氟罗里硅土固相萃取柱的净化结果, 结果表明: 对于 2 g牛肉组织, 当采用前 2种规格的柱子

时, 净化不理想, 基质杂质多, 干扰和抑制了被测化合物离子的形成和色谱峰的检测, 使用 1 000 mg /6 mL

的氟罗里硅土固相萃取柱时可有效去除样品中杂质的干扰, 达到最佳的净化效果, 且该净化方法简便,

能在短时间内处理大量样品。因此选择用 1 000 m g /6 mL氟罗里硅土固相萃取柱进行净化。

2�4� 方法的线性范围

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物的干

扰
[ 13- 14]

。配制 10、50、100、 200、 500、1 000 m g /L的系列拟除虫菊酯类农药混合对照溶液, 各取 1

mL, 分别溶于由 ( 2 ! 0�02) g空白牛肉组织经提取、净化及吹干后的残余物中, 充分混匀, 作为基质
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图 1� 7种拟除虫菊酯类农药的特征离子质量色谱图

F ig�1� Character istic ion mass chrom atog ram s of 7 pesticides

A. flum ethrin, B. fluvalinate, C. perm ethrin, D. fenva�
lerate, E. deltam ethrin, F. cyp erm eth rin, G. tetram ethrin

匹配系列混合标准溶液, 过 0�2 �m微孔滤膜后,

上机测定。以各定量离子的质量色谱峰面积为纵坐

标 ( y ) , 对照溶液的质量浓度 ( x, �g /L )为横坐标,

绘制标准曲线。回归方程及相关系数见表 3, 7种

拟除虫菊酯药物在 10~ 1 000 �g /L范围内呈良好

的线性关系, r
2
均大于 0�998。

2�5� 方法的灵敏度与精密度

采用空白组织中添加目标化合物的方法, 依据

特征离子质量色谱峰信噪比 S /N > 3为方法检出

限, S /N > 10为方法定量下限, 得出 7种拟除虫菊

酯农药在牛肉样品中的检出限均为 5 �g /kg, 定量

下限均为 10 �g /kg。 7种拟除虫菊酯类药物的特征

离子质量色谱图见图 1。

采用标准添加法, 在空白牛肉中添加 10、 20、

50 �g /kg的拟除虫菊酯类农药进行加标回收率实

验, 各添加量进行 5个样品的平行实验, 重复 3

次, 批内、批间相对标准偏差结果见表 3。本方法

在空白牛肉中的回收率为 81% ~ 116% , 相对标准

偏差均小于 15%。

3� 结 � 论

利用超高效液相色谱 - 串联质谱法 ( UPLC -

M S /M S)进行测定, 采用固相萃取 ( SPE )方法对样

品进行前处理, 建立了牛肉中 7种拟除虫菊酯类农

药残留量的测定方法, 方法具有较好的灵敏度、准

确度和精密度, 线性良好, 能满足我国和欧盟等有关国际组织对于食品安全检测方法和残留限量等相

关法规的要求。

表 3� 7种拟除虫菊酯类农药的回归方程、相关系数、回收率及相对标准偏差 ( n = 5)

Table 3� L inear equa tions, corre lation coeffic ients( r2 ) , spiked recover ies and RSDs o f 7 pesticides( n = 5)

Pes ticide L in ear equat ion r2
Added

w A / ( �g∀ kg- 1 )
Recovery R /% In tra�RSD sr /% In ter�RSD sr /%

Tetram eth rin y = 923�67x + 11 986 0�999 6 10 20 50 90 116 81 4�6 6�0 9�4 4�0 5�5 8�0

Cyperm eth rin y= 219�67x + 658�29 0�999 3 10 20 50 102 111 111 7�5 5�9 6�7 7�8 6�1 6�3

Deltam ethrin y= 257�07x - 717�03 0�999 8 10 20 50 99 107 102 7�3 11�0 6�8 7�6 8�4 5�7

Fluvalin ate y = 599�83x - 1 102�2 0�999 5 10 20 50 89 114 103 9�3 6�4 12�3 8�5 5�7 9�6

Fenvalerate y= 34�866x - 78�760 0�999 3 10 20 50 98 105 116 10�7 5�8 6�1 9�3 6�0 6�7

F lum ethrin y= 33�922x - 18�627 0�999 4 10 20 50 90 95 88 4�6 13�7 8�2 4�5 12�3 7�9

Perm ethrin y = 551�91x + 1 059�2 0�998 4 10 20 50 102 98 88 7�5 14�7 10�0 7�0 11�1 8�2
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