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摘要: ［目的］建立了水产品中辛硫磷、倍硫磷和蝇毒磷 3 种有机磷农药的检测方法。［方法］样品经酸化乙腈提取，PSA
吸附剂分散固相萃取净化，超高效液相色谱 － 串联质谱在多反应离子监测模式下检测，基质匹配外标法定量。结果加标

浓度在 10 ～100 μg /kg 范围内，线性相关系数( Ｒ) 大于 0． 99。3 种有机磷农药的平均回收率范围为65． 8% ～101． 0%，

ＲSD 范围为 11． 4% ～16． 0%。本方法检出限为 10 μg /kg，定量限为 20 μg /kg。［结论］该方法可用于水产品中辛硫磷、
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有机磷类农药( organophosphorus pesticides) 被广

泛用于农作物种植和中药材栽培过程中病虫害的防

治。然而，农药的使用就好比一把双刃剑，在实际生产

上起到了一定积极作用，但也存在着一定的安全隐患，

如近年来有机磷农药对土壤与水体环境的污染［1-2］，以

及由此而引起的食品安全问题已引起广泛关注。
目前，中国使用较多的有机磷农药残留检测方法

为气相色谱法及气质联用法［3-7］，样品基质以植物性

或液体为主［3-13］，动物性基质中有机磷农药残留分析

研究报道较少［14-15］，对于水溶性较强且稳定性较差

的辛硫磷、倍硫磷和蝇毒磷在水产品中同时检测的研

究更是未见报道。由于水产品基质复杂，且气相色谱

及气质联用不适用于极性强、不易气化的农药残留的

检 测，因 此 本 研 究 采 用 液 质 联 用 法 进 行 检 测。
QuEChEＲS 方法是近年来国际上最新发展起来的一

种用于农产品检测的快速样品前处理技术［11］。其原

理与高效液相色谱( HPLC) 和固相萃取( SPE) 相似，

都是利用吸附剂填料与基质中的组分相互作用，吸附

杂质，从而达到除杂净化的目的，比较适合一些成分

复杂样品的前处理。本研究以 QuEChEＲS 法的理论

为基础，对前处理方法进行优化，结合超高效液相色

谱-串联质谱检测的方法，建立了水产品中 3 种有机

磷农药的多残留检测方法，实现样品中目标化合物快

速分离和准确检测。

1 实验部分

1． 1 仪器与试剂
超高效液相色谱 － 串联质谱仪 ( Quattro premier

XE，Waters，USA) ，配有电喷雾离子源( ESI) ; 分析天

平( Sartorius Basic) ; 超纯水仪( Milli-Q Gradient，Milli-
pore，France) ; 高速离心机( TGL-10C，上海安亭科学仪

器厂) ; 超声波清洗器( KQ-600E，昆山市超声仪器有限

公司) ; 氮 吹 仪 ( N-EVAPTM112，Organomation Associ-
ates，USA) ; 漩涡混合器( IKA) 。乙酸( 优级纯) ，甲酸

( 优级纯) ，乙腈( 色谱纯) ，无水乙酸钠( 优级纯) ，PSA
吸附剂( 40 ～60 μm) 。3 种有机磷标准品( 辛硫磷、倍
硫磷和蝇毒磷) ，均购自德国 Dr． Ehrenstorfer GmbH。
纯度均不小于 98%，结构式见图 1。混合标准溶液: 称

取适量有机磷标准品，用乙腈溶解，配成 100 mg /L 标

准储备溶液，使用前用流动相稀释至所需质量浓度。
1． 2 样品的提取与净化

称取 5． 00 g 样品于 50 mL 无菌离心管中，加入

乙腈( 含 1%乙酸) 25 mL，加入无水乙酸钠 1 g，漩涡
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混合 2 min，超声提取 30 min，然后以 8 000 r /min 离

心 10 min; 上清液转移至另一 50 mL 离心管中，加入

PSA 吸 附 剂 100 mg，于 漩 涡 混 合 振 荡 仪 上 振 荡 1
min，以 8 000 r /min 离心 10 min; 将上清液转移至棕

色鸡心瓶中，于 45 ℃下旋转蒸干，加入乙腈-水( 3∶7，

V /V) 溶液( 含 0． 1% 甲酸) 1 mL 使溶解，加入 20 mg
PSA，旋 涡 1 min，转 移 至 15 mL 离 心 管 中 以

5 000 r /min离心 10 min，取上清液上机检测。

图 1 3 种有机磷农药结构式

Fig． 1 Structural formulas of 3 organophosphorus pesticides

1． 3 液相色谱条件
色谱柱为 ACQUITYTM UPLC HSS C18 ( 100 mm

×2． 1 mm，1． 8 μm) ; 色谱柱温度为 40℃ ; 流动相 A

为乙腈，流动相 B 为 0． 1% 甲酸溶液; 流速为 0． 25
mL /min; 进样量为 10 μL。梯度洗脱程序见表 1。

表 1 3 种有机磷农药液相梯度洗脱程序表

Tab． 1 Programs of gradient elution for 3 organophosphorus pesticide

时间 /min Time 流速 / ( mL·min －1 ) Flow rate
体积分数 /% Volume-volume percentage

φ( A) φ( B)

0． 00 0． 25 5 95

1． 00 0． 25 5 95

2． 00 0． 25 95 5

4． 00 0． 25 95 5

4． 50 0． 25 5 95

5． 00 0． 25 5 95

注: A 为乙腈，B 为 0． 1%甲酸溶液。

1． 4 质谱条件
配制 3 种有机磷农药自动优化液( 均为 1 μg /mL) ，

采用蠕动泵进样方式 ( 20 μL /min) ，自动优化，优化

的质谱条件如下所示: 正离子 ( ESI + ) 电离; 电离电

压为 2． 50 kV; 锥 孔 电 压 为 30 V; 离 子 源 温 度 为

40 ℃ ; 锥孔反吹气流速为 50 L /h; 脱溶剂气温度为

400 ℃ ; 脱 溶 剂 气 流 速 为 700 L /h; 氩 气 流 速 为

0． 12 mL /min; 其他参数见表 2。

表 2 3 种有机磷农药在正电离子喷射模式的 UPLC-ESI-MS /MS 仪器参数

Tab． 2 UPLC-MS/MS parameters for 3 organophosphorus pesticides in positive electrospray ionization mode

化合物

Compound
母离子( m/z)
Parent ion

子离子( m/z)
Daughter ion

锥孔电压 /V
Cone voltage

碰撞能量 /eV
Collision energy

辛硫磷 299． 0 129． 0* 、153． 0 22、22 13、7

倍硫磷 279． 1 169． 1、247． 1* 36、36 16、13

蝇毒磷 363． 0 307． 0* 、289． 0 32、32 16、24

注: * 代表定量离子。
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2 结果与讨论

2． 1 前处理条件的确定
2． 1． 1 光照的影响

本研究在实验过程中发现辛硫磷在光照下易分

解，而蝇毒磷与倍硫磷对光照敏感度不高，详见图 2。
因此实验过程中需要进行避光操作。

图 2 光照对辛硫磷、倍硫磷和蝇毒磷回收率的影响( n =3)

Fig． 2 Effects of illumination on the recovery
of phoxim，fenthion and coumaphos

2． 1． 2 提取溶剂的选择

辛硫磷、倍硫磷和蝇毒磷的极性较强，辛硫磷在

酸性条件下稳定，参考相关的标准和文献［11-13］，本研

究对比了乙腈、乙酸乙酯、酸化乙腈( 含 1% 乙酸) 、酸
化乙酸乙酯( 含 1%乙酸) 的提取效率，结果发现采用

酸化乙腈 3 种目标物平均回收率均能满足要求，故确

定酸化乙腈作为提取溶剂( 图 3) 。

图 3 不同萃取剂对回收率的影响( n =3)

Fig． 3 Effects of different extraction solvents on recovery

2． 1． 3 净化条件的选择

实验对比了 C18吸附剂、PSA 吸附剂、正己烷和凝

胶色谱净化对目标物回收率的影响，结果见图 4。C18

吸附剂对倍硫磷有吸附，会严重影响回收率; 正己烷

净化对蝇毒磷的回收率影响比较大; 凝胶色谱的平均

回收率虽然比较好，但是显著增加了样品前处理时间

和成本; 而 PSA 吸附剂净化效果满足实验要求，因此

本研究采用 PSA 吸附剂进行净化操作。

图 4 不同净化剂对回收率的影响( n =3)

Fig． 4 Effects of different decontaminants on recovery

2． 1． 4 定容液的选择

定容液能影响目标物的峰形和响应值，从而影响

定量结果的准确性。本研究发现定容液中不添加甲

酸对辛硫磷和倍硫磷回收率影响比较大，采用乙腈-
水( 3∶7，V /V) 溶液( 含 0． 1% 甲酸) 作为最终定容液，

3 种目标物均得到较好的峰形和响应值。但是倍硫

磷的稳定性比较差，实验结果显示 100 μg /L 的倍硫

磷溶液隔天进样的响应值下降 30% 左右，因此在样

品前处理完成后应及时上机检测。
2． 2 液相色谱条件的确定

流动相中，有机相对比了甲醇和乙腈，水相对比

了超纯水、0． 1%甲酸溶液、5 mmol /L 乙酸铵和含有

0． 1%甲酸的 5 mmol /L 乙酸铵溶液，发现流动相中的

酸度对蝇毒磷在质谱的上响应和峰型有比较大的影

响，采用乙腈和 0． 1% 甲酸溶液时，分离效果和响应

值达到最佳。
2． 3 基质效应的研究

基质是指在化学分析中除分析物以外的组分。
基质效应现象于 1993 年首先被 Tang 等［16］发现，基

质效应是指样品基质中的某些共提取物组分对待测

物浓度或质量测定准确度的影响。用一种简单的比

值法来评价基质效应: 绝对基质效应 = B /A × 100%，

其中，A 为纯溶剂中待测物的响应值，B 为空白样品

基质中添加相同含量待测物的响应值。若绝对基质

效应大于 100%，则表明离子增强，反之则表明离子

抑制。一般要求绝对基质效应控制在 85% ～ 115%
之间［17］。

在液相色谱串联质谱法中，产生基质效应的原因
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也是待测组分与非待测组分之间的竞争关系。带电

雾滴在气化形成气态离子时，由于基质中非挥发组分

束缚住了挥发组分的离子化，阻止其进一步离子化，

使得待测组分的离子化效率降低，即离子化的效率和

进入喷雾源的基质有关系［18-20］。还有人认为基质中

高浓度的非待测物质，使得带电雾滴的黏度和表面张

力都增强，溶剂挥发的效率降低，阻止更小带电液滴

的形成，进而影响待测组分的离子化效率，从而影响

待测组分定量的准确度［19-21］。
取 5． 00 g 空白样品于 50 mL 离心管中，按“1． 2”

方法制得空白基质液，取混合标准工作储备液100 μL，

分别以含 0． 1%甲酸的乙腈 － 水溶液( 3∶ 7，V /V) 及空

白基质液为溶剂配制相同浓度的 3 种农药混合溶液，

通过测定各农药在空白基质液中的平均响应值( B，n
=3) 和在含 0． 1%甲酸的乙腈-水溶液( 3∶7，V /V) 中的

平均响应值( A，n = 3) 的比值来计算绝对基质效应。
如图 5 所示，草鱼、海参、大菱鲆和对虾样品基质中 3

图 5 4 种样品基质中 3 种有机磷农药在 UPLC-MS/MS
分析中的基质效应( n = 3)

Fig． 5 Matrix-effects of 3 organophosphorus pesticides
in four samples during UPLC-MS/MS analysis

种农药均存在抑制效应。由于基质效应的产生原因复

杂，因而难以根本清除基质效应的影响。目前用以清除

或补偿基质效应的方法有基质净化法、同位素内标法、
空白基质匹配标准溶液等［22］。为了能较好地减小基质

效应的影响，本实验采用基质匹配标准溶液进行校正。
2． 4 标准曲线的绘制

分别用相应的基质溶液配制一系列标准工作溶

液 50、100、200、300 和 500 μg /L，在优化色谱和质

谱条件下进行测定，基质标准溶液色谱图( 50 μg /L)

见图 6，由图 6 可发现辛硫磷基线噪音较蝇毒磷与倍

硫磷要高，但信噪比都要大于 10。3 种有机磷农药的

线性方程、线性范围和相关系数见表 3，3 种有机磷农

药的线性相关系数均大于 0． 99。

图 6 3 种有机磷农药( 50 μg·L －1 ) 选择离子流图

Fig． 6 Selected ions chromatogram of 3 organophosphorus

pesticides ( 50 μg·L －1 ) in MＲM mode

表 3 3 种有机磷农药的线性方程、线性范围和相关系数

Tab． 3 Linear equations，linearity ranges and correlation coefficients for 3 organophosphorus pesticides

化合物

Compound
线性方程

Linear equations
线性范围 / ( ng·mL －1 )

Linearity range
相关系数

Correlation coefficient
辛硫磷 Y = 120． 741X + 369． 296 50 ～ 500 0． 996

倍硫磷 Y = 1 971． 74X + 3 342． 58 50 ～ 500 0． 993

蝇毒磷 Y = 2 276． 2X + 5 630． 79 50 ～ 500 0． 998

2． 5 检出限、回收率及变异系数
以 3 种有机磷农药在 4 种水产品基质中的信噪比

大于 3 时作为检出限，本方法的检出限均为10 μg /kg;

以 3 种有机磷农药在 4 种水产品基质中的信噪比大于

10、回收率在 70% ～ 120% 时为定量限，本方法的定量

限为 20 μg /kg。实验采用草鱼、海参、大菱鲆和对虾作

为空 白 样 品，添 加 有 机 磷 农 药 分 别 为 20、50 和

100 μg /kg，回收率及相对标准偏差情况见表 4。
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表 4 3 种有机磷农药回收率及变异系数

Tab． 4 Ｒecoveries and relative standard deviations for 3 organophosphorus pesticides n =3

化合物

Compound
基质

Matrix

20 μg·kg －1 50 μg·kg －1 100 μg·kg －1

平均回收率 /%
Average
Ｒecovery

相对标准

偏差 /%
ＲSD

平均回收率 /%
Average
Ｒecovery

相对标准

偏差 /%
ＲSD

平均回收率 /%
Average
Ｒecovery

相对标准

偏差 /%
ＲSD

辛硫磷 草鱼 98． 2 11． 9 96． 0 13． 1 91． 4 11． 7

海参 89． 7 13． 4 91． 5 14． 2 87． 6 14． 9

大菱鲆 92． 3 11． 9 85． 1 11． 8 85． 5 12． 6

对虾 74． 1 14． 5 94． 9 14． 9 87． 8 12． 3
倍硫磷 草鱼 90． 2 12． 2 92． 6 15． 5 76． 8 11． 9

海参 65． 8 15． 8 94． 9 15． 7 79． 6 15． 7

大菱鲆 93． 1 15． 5 73． 2 14． 8 89． 4 13． 1

对虾 95． 0 16． 0 100． 0 14． 0 72． 1 12． 6

蝇毒磷 草鱼 72． 2 13． 4 69． 3 13． 3 84． 2 15． 0
海参 77． 0 12． 5 87． 1 14． 4 83． 9 13． 7

大菱鲆 79． 0 11． 4 68． 5 14． 4 88． 4 11． 4

对虾 73． 9 12． 7 81． 9 14． 3 101． 0 13． 0

2． 6 市售动物源性样品检测情况
考虑到样品基质的多样性，本实验对某市农贸市

场上销售的草鱼、海参、大菱鲆和对虾 4 个批次 20 个

样品进行采样分析，未发现有这 3 种农药残留情况。
有机磷农药不是渔业生产的投入品，水产品中有机磷

农药残留的来源主要是环境污染，或是由于环境突发

事件引起，因此市售样品没有检出有机磷农药是正

常的。

3 结论

本研究建立了水产品中辛硫磷、倍硫磷和蝇毒磷

3 种有机磷农药的超高效液相色谱串联质谱测定方

法。样品经 PSA 吸附杂质后旋转蒸发浓缩，ACQU-
ITYTM UPLC HSS C18 色谱柱分离，多反应监测模式

下定性及定量分析，外标法定量。由于水产品基质对

辛硫磷、倍硫磷和蝇毒磷有很强的抑制效应，因此采

用了 相 应 的 基 质 标 准 曲 线 定 量。方 法 检 出 限 为

10 μg /kg，定 量 限 为 20 μg /kg。在 20、 50 和

100 μg /kg三个水平加标，平均回收率为 65． 8% ～
101． 0%，相对标准偏差在 16． 0% 以内。该方法灵敏

度高、操作简单高效，适用于水产品中 3 种有机磷农

药的定量及确证分析。
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Detection of phoxim，fenthion and coumaphos in aquatic products by
UPLC-MS /MS

ＲEN Chuanbo1，2，WU Mengmeng3，WANG Qian4，XUE Jinglin1，2，ZHANG Huawei1，2，
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of Marine Ecology Ｒestoration，Yantai 264006，China; 3． Shandong Freshwater Fisheries Ｒesearch Institute，Jinan 250000，China;

4． Zibo Dean Environment Monitoring Co． ，Ltd，Zibo 255000，China)

Abstract: ［Aim］A method was developed for determining simultaneously of phoxim，fenthion and coumaphos resi-
dues in aquatic products． ［Method］The samples were extracted with acidic acetonitrile，cleaned up using PSA adsor-
bent，detected quantitatively by UPLC-MS /MS with external standard method by matrix-match standard solution．
［Ｒesult］At the spiked level of 10 ～ 100 μg /kg，the linear correlation coefficient ( Ｒ) is greater than 0． 99，the aver-
age recoveries of the 3 organophosphorus pesticides were ranged from 65． 8% to 101． 0% with 11． 4% ～16． 0% rela-
tive standard deviations ． The detection limit of these three pesticides was 10 μg /kg and the quantitation limit was 20
μg /kg． ［Conclusion］The method was simple and reliable，and could meet the requirement of 3 organophosphorus
pesticide residue analysis． It could be applied to determine simultaneously phoxim，fenthion and coumaphos in aquat-
ic products．［Chinese Fishery Quality and Standards，2017，7( 5) : 39 － 44］
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