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摘要:目的:快速测定乳制品(纯乳、发酵乳、乳粉)中８种

杀虫剂残留量.方法:建立分散固相萃取—超高效液相

色谱—串联质谱(UPLCＧMS/MS)法,样品经乙腈—丙酮

溶液(V乙腈 ∶V丙酮 ＝８０∶２０)超声提取,提取液使用吸附

剂氟罗里硅土、NＧ丙基乙二胺和无水 MgSO４净化,净化

后样液进入 UPLCＧMS/MS进行检测,在多反应检测扫描

模式下进行定性和定量分析.结果:苯线磷、吡虫啉、多

杀霉素、呋虫胺、甲氨基阿维菌素苯甲酸盐、灭多威、噻虫

啉、杀线威８种杀虫剂在２．００~１００μg/L的线性范围内

相关系数(r)均大于０．９９,检出限为０．０１０~０．３０μg/kg,

回收 率 为 ８２．６％ ~９７．５％,相 对 标 准 偏 差 (RSDs)为

１．２％~４．６％(n＝６).结论:该方法简便快捷、灵敏度高、

重现性好,适用于乳制品中杀虫剂的快速测定.

关键词:分散固相萃取;超高效液相色谱—串联质谱;乳

制品;杀虫剂

Abstract:Objective:Todetecteightkindsofinsecticidesindairy

products(pure milk,fermented milk,milkpowder)rapidly．

Methods:A high performanceliquid chromatographyＧtandem

massspectrometry(HPLCＧMS/MS)methodbasedondispersive

solidphaseextractionpreＧtreatmenttechnologywasestablished．

Thesamples wereextracted withacetonitrileＧacetonesolution

(Vacetonitrile ∶Vacetone ＝８０∶２０)in ultrasonic way,andthe

extractionsolution waspurifiedbyFlorisil,primarysecondary

amineandanhydrous MgSO４．Afterpurification,thesamples

wereanalyzedbyHPLCＧMS/MSqualitativelyandquantitatively

in multireaction monitoring (MRM) mode．Results: The

correlationcoefficient(r)offenamiphos,imidacloprid,spinosad,

dinotefuran,emamectin benzoate,methomyl,thiaclopridand

oxamylinthelinearrangeof２．００~１００μg/Lwasgreaterthan

０．９９,thelimitsofdetection were０．０１０~０．３０ μg/kg,the

recoveriesofmethod were８２．６％ ~９７．５％,andtherelative

standarddeviations (RSDs)were１．２％ ~４．６％ (n ＝６)．

Conclusion: The method is simple, rapid, sensitive and

reproducible．Itissuitablefortherapidscreeningofinsecticidesin

dairyproducts．

Keywords:dispersed solid phase extraction; UPLCＧMS/MS;

dairyproducts;insecticides

乳制品是一种营养丰富、均衡的食物,富含蛋白质、

脂肪、多种糖类及维生素等,是人类理想的营养补充品.

但有研究[１]发现,乳制品中存在不同程度的农药残留,中
国个别省份的牛奶中有机磷杀虫剂检出率达７０．５９％.

杀虫剂是畜牧业常用的农药类型之一,然而施用后杀虫

剂可能在牛羊体内积累,导致乳制品中存在杀虫剂残留,

危害食用者身体健康[２－３].目前中国对于乳制品中杀虫

剂的限量要求和检测方法并不完善,现行农药残留限量

标准 GB２７６３—２０２１«食品安全国家标准　食品中农药

最大残留限量»中规定了生牛乳中５４项杀虫剂的最大

４４
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残留限量,其中有近５０％的杀虫剂无适用乳制品基质的

国家标准检测方法,为企业和检测机构对乳制品的安全

检测带来困难,对政府的安全监管造成阻碍.目前市场

上常用的杀虫剂按化学结构可分成有机磷类、氨基甲酸

酯类、拟除虫菊酯类、有机氯类、新烟酰类、发酵抗生素

类、双酰胺类等,其来源、作用机理、化学性质均存在较

大差异,而关于乳制品杀虫剂检测的报道集中在拟除虫

菊酯和有机氯类,且多为检测某一类或两类杀虫剂[４].

乳制品作为高营养食品,基质复杂,准确定性定量其中

的目标物有一定难度,建立一种适用多类型杀虫剂同时

测定的快速筛查方法将对乳制品生产和安全监管具有

重要意义.

目前杀虫剂检测的前处理技术主要包括固相萃取

法[５]、分散固相萃取法[６]、液液萃取法[７]、凝胶渗透法[８]

和低温冷冻除脂法[９]等,其中分散固相萃取方法具有试

剂消耗量少、快捷、高效的优点,目前较多应用在蔬菜水

果基质中[１０－１１],在生乳基质中的应用相对较少.而杀

虫剂的检测技术主要有液相色谱法[１２]、液相色谱—串联

质谱法[１３]、气相色谱法[１４]、气相色谱—串联质谱法[１５],

其中液相色谱—串联质谱法具有快速、高效、专一性好

的特点,被广泛用于农药残留量检测,能显著提高农药

痕量检测的分析能力[１６－１７].研究针对常见的乳制品基

质(纯乳、发酵乳、乳粉),拟选择８种目前无适用国家标

准检测方法的杀虫剂作为研究对象,包括有机磷类的苯

线磷,氨基甲酸酯类的灭多威和杀线威,新型烟酰类的

吡虫啉、呋虫胺和噻虫啉,发酵抗生素类的多杀霉素和

甲氨基阿维菌素苯甲酸盐,开发建立利用分散固相萃取

净化的超高效液相色谱—串联质谱(UPLCＧMS/MS)法,

以期为后续开展乳制品中杀虫剂残留的风险监测提供

技术支持.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

纯乳、发酵乳、乳粉:市售;

苯线磷、吡虫啉、多杀霉素、呋虫胺、甲氨基阿维菌素

苯甲酸盐、灭多威、噻虫啉、杀线威标准品:１００．０mg/L,

农业部环境保护科研监测所;

丙酮、二 氯 甲 烷、乙 酸 乙 酯:分 析 纯,广 州 化 学 试

剂厂;

乙腈、甲醇、甲酸:色谱纯,德国默克公司;

氯化钠(NaCl)、无水硫酸镁(MgSO４):分析纯,广州

化学试剂厂;

弗罗里硅土(Florisil)、NＧ丙基乙二胺(PSA)、石墨化

炭黑(GCB)、十八烷基键合硅胶(C１８):分析纯,广州太玮

生物科技有限公司;

聚四氟乙烯(PTFE)微孔滤膜:０．２２μm,天津市津腾

实验设备有限公司.

１．１．２　主要仪器设备

液相 色 谱 串 联 四 级 杆 联 用 仪:LCＧ３０AD/TRIPLE

QUAD４５００型,美国 ABSCIEX公司;

电子分析天平:ME２００２E型,瑞士梅特勒公司;

涡旋振荡器:MS３数显型,德国IKA公司;

超声波提取仪:KQＧ１１８型,昆山舒美超声仪器有限

公司;

高速离心机:３K１５型,德国Sigma公司;

自动氮吹浓缩仪:MV６４型,美国LabTech公司;

超纯水仪:DirectＧPureUP１０型,上海乐枫生物科技

有限公司.

１．２　方法

１．２．１　样品前处理　称取样品(纯乳１０g,发酵乳５g,乳

粉２g)于５０mL离心管中,加入约４５℃的超纯水溶解混

匀(纯乳不需加,发酵乳中加５mL,乳粉中加８mL),加入

１０mL乙腈—丙酮溶液(V乙腈 ∶V丙酮 ＝８０∶２０)、４g无水

MgSO４和１gNaCl,超声５min后在５５００r/min条件下

离心５min,吸取约５mL上清液于１５mL离心管中,加

入５０mgFlorisil、１００mgPSA和４００mg无水 MgSO４分

散固相萃取净化剂,涡旋混匀２min,在５５００r/min条件

下离心５min,吸取上清液过０．２２μmPTFE微孔滤膜,使

用 UPLCＧMS/MS测定.同时做空白试验.

１．２．２　标准溶液配置　分别准确移取１．００mL苯线磷、

吡虫啉、多杀霉素、呋虫胺、甲氨基阿维菌素苯甲酸盐、灭

多威、噻虫啉、杀线威的１００．０mg/L标准溶液于１０mL
容量瓶中,用乙腈稀释定容,得到１０．０mg/L８种杀虫剂

的混合标准中间溶液.采用不含目标杀虫剂残留的阴性

乳制品样品,按１．２．１步骤处理,所得溶液为空白基质提

取液.分别移取２．００,１０．００,４０．０,５０．０,１００．０μL混合标

准中间溶液至５个１０mL容量瓶中,用上述空白基质提

取液定容,得２．００,１０．０,４０．０,５０．０,１００μg/L的基质标准

工作液曲线,现配现用.

１．２．３　液相色谱条件　色谱柱为 PhenomenexKinetex

Biphenyl(１００mm×３．０mm,２．６μm);柱温３５℃;流动相

A为０．１％甲酸水溶液,流动相 B为乙腈溶液;梯度洗脱

(洗脱程序:０ min,９０％ A,１０％ B;３．００ min,４０％ A,

６０％ B;７．００min,５％ A,９５％ B;７．１０min,９０％ A,１０％

B;１０．００min,９０％ A,１０％ B);流速０．２５mL/min;进样

量１０μL.

１．２．４　质谱条件　电离方式为电喷雾离子源正离子模式

(ESI＋ );电喷雾电压５５００V;离子源温度３５０℃;多反应

监测模式(MRM)采集,８种农药的保留时间、离子对等参

数见表１.
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表１　８种杀虫剂的质谱参数†

Table１　Massspectrometricparametersof８kinds
ofinsecticides

序号 目标物
保留时

间/min
离子对

去簇电

压/V

碰撞

能/V

１ 苯线磷 ５．８２
３０４．２/２１７．１∗

３０４．２/２０２．０
７７

３１

４５

２ 吡虫啉 ４．５４
２５６．１/２０９．１∗

２５６．１/１７５．１
２５

２０

２７

３ 多杀霉素 ６．０８
７３２．４/１４２．２∗

７３２．４/９８．１
６０

３５

９０

４ 呋虫胺 ３．４５
２０３．１/１１４．１∗

２０３．１/１２９．０
６５

１８

３５

５
甲氨基阿维菌

素苯甲酸盐
６．４４

８８６．５/１５８．１∗

８８６．５/１２６．０
５０

７０

７５

６ 灭多威 ３．９７
１６３．０/１０６．０∗

１６３．０/８８．０
３８

１３

１３

７ 噻虫啉 ４．９６
２５３．１/１２６．１∗

２５３．１/９９．１
８１

２９

５７

８ 杀线威 ３．８２
２３７．１/７２．０∗

２３７．１/９０．１
４３

２５

１１

　†　∗定量离子对.

２　结果与分析

２．１　前处理条件优化

２．１．１　提取试剂的选择　杀虫剂的极性大多为中等极性

或弱极性,利用有机物极性相似相溶的原理选择合适的

提取试剂.试验比较了提取试剂乙腈、丙酮、二氯甲烷、

乙酸乙酯对生乳中８种杀虫剂的提取效果,结果如图１
所示.乙腈作为提取溶剂时,回收率为７８．１％~８６．５％,

符合试验回收率要求;丙酮作为提取剂时,目标物易溶于

溶剂中,回收率更高,但乳制品中脂肪含量较高,脂肪在

丙酮中溶解度高,导致提取液颜色偏黄,色谱图杂峰偏

多;二氯甲烷作为提取剂时,乳化情况严重,试验的重现

性差;乙酸乙酯作为提取剂时,８种杀虫剂回收率整体较

低,均低于５０％.而且乙腈适用于非极性或中等极性农

药的提取,适合的农药极性范围比其他溶剂广,且提取出

的脂类杂质较少,同时可快速沉淀蛋白[１８].综合上述结

果,试验继续尝试在乙腈中加入小比例的丙酮,进一步增

强目标物在试剂中的回收率,比较V乙腈 ∶V丙酮 分别为

９０∶１０,８０∶２０,７０∶３０时的提取情况,发现乙腈—丙酮

溶液(V乙腈 ∶V丙酮 ＝８０∶２０)可获得最佳回收率,且样品

提取液颜色接近无色,色谱图杂峰少,８种杀虫剂的平均

回收率为８２．３％~９３．１％(见图１).最终选择乙腈—丙

酮溶液(V乙腈 ∶V丙酮 ＝８０∶２０)作为提取试剂.

图１　提取剂对８种杀虫剂回收率的影响

Figure１　Effectsofextractionreagentonrecovery
rateofeightkindsofinsecticides(n＝６)

２．１．２　提取时间的优化　试验采用超声方式提高提取目

标物的效率,相比于机械振荡或高速匀浆,超声方式更易

操作、耗时短、适合大批样品同时处理.在以１０mL 乙

腈—丙酮溶液(V乙腈 ∶V丙酮 ＝８０∶２０)为提取试剂的条件

下,考察超声时间(２,５,１０,２０min)对８种杀虫剂回收率

的影响,结果(见图２)表明,杀虫剂在超声处理５~１０min
时回收率基本稳定,均在 ８０％ 以上,当 超 声 处 理 超 过

１０min后,个别杀虫剂回收率有降低趋势,分析是过长时

间的超声处理对杀虫剂有降解作用[１９－２０].因此,５min
为适宜的超声时间.

图２　超声时间对８种杀虫剂回收率的影响

Figure２　Effectsofultrasonictimeonrecoveryofeight
kindsofinsecticides(n＝６)

２．１．３　净化材料的确定　乳制品基质较复杂,需要净化

其中大量的蛋白质、脂肪、磷脂等干扰物,试验采用分散

固相萃取 净 化.分 散 固 相 萃 取 常 用 的 吸 附 剂 主 要 有

Florisil、PSA、GCB、C１８与无水 MgSO４等.Florisil能较好

地吸附脂肪等杂质,是乳制品中使用最广泛的净化剂[２１];

PSA主要吸附极性物质,包括糖、有机酸、脂肪酸、色素

等;GCB能吸附色素和类固醇杂质,但对平面结构农药有

吸附作用,一般乳制品无明显色素干扰;C１８可以去除提取

液中的脂类、糖类等亲脂型杂质,在乳制品基质中作用与

Florisil相近;无水 MgSO４的吸水能力强,能保证其他吸

６４
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附剂的净化效果.基于此,研究选择三因素四水平正交

试验来优化确定 Florisil、PSA 与无水 MgSO４的最优水

平.正交试验因素水平取值见表２,试验设计及结果见

表３.由表３可知,PSA的极差最大,其对净化效果影响

最大;３ 种 吸 附 剂 的 最 佳 水 平 为 Florisil５０ mg、PSA
１００mg、无水 MgSO４４００mg.按照正交试验所得最优条

件进行 ３ 次 验 证 实 验,测 定 其 回 收 率 分 别 为 ８９．５％,

９２．３％,９１．２％,平均值为９１．０％,大于正交试验中任意一

组的杀虫剂回收率,因此认为正交试验结果为净化材料

的最优条件.

２．２　仪器条件优化

２．２．１　质谱条件优化　取８种杀虫剂混合标准溶液,以

２０μL/min的流速注入电喷雾离子源中,在正离子模式进

表２　正交试验因素水平表

Table２　Factorsandthelevelsoftheorthogonal
experiment mg

因素 AFlorisil BPSA C无水 MgSO４

１ ２５ ５０ １００

２ ５０ １００ ２００

３ １００ ２００ ４００

４ ２００ ４００ ８００

表３　正交试验设计及结果

Table３　Orthogonaltestdesignstable

因素 A B C 回收率/％

１ １ １ １ ７５．１

２ １ ２ ２ ８４．２

３ １ ３ ３ ８３．１

４ １ ４ ４ ８０．１

５ ２ １ ２ ７９．９

６ ２ ２ １ ８５．１

７ ２ ３ ４ ８７．３

８ ２ ４ ３ ８６．９

９ ３ １ ３ ７３．０

１０ ３ ２ ４ ８２．８

１１ ３ ３ １ ７７．８

１２ ３ ４ ２ ７９．３

１３ ４ １ ４ ６６．１

１４ ４ ２ ３ ８２．２

１５ ４ ３ ２ ７９．１

１６ ４ ４ １ ８５．３

K１ ８０．６ ７３．５ ８０．８
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

K２ ８４．８ ８３．６ ８０．６

K３ ７８．２ ８１．８ ８１．３

K４ ７８．２ ８２．９ ７９．１

R ６．６ １０．１ ２．２

行全扫描,选择丰度比最强的离子作为检测离子,８种目

标物均能获得稳定高响应的[M＋H]＋ 作为母离子,对母

离子进行二级质谱扫描,选择丰度较高的两个碎片离子

为定性、定量离子,并对各个离子对的质谱参数进行优

化,使仪器的灵敏度、稳定性处于最佳状态,优化后参数

见表１.

２．２．２　色谱条件优化　流动相的选择方面,乙腈体系洗

脱能力中等,对杀虫剂的分离度好,流动相中加入酸有利

于目标化合物形成稳定的[M＋H]＋ ,响应更稳定,因此

选择乙腈/０．１％甲酸水溶液为流动相.进一步优化梯度

洗脱 程 序 及 流 速 (如 “１．２．３ ”所 述),在 １００ mm 的

Biphenyl色谱柱上实现了８种杀虫剂的良好分离,峰形对

称尖锐,信噪比高.图３为空白纯牛乳样品中添加８种

杀虫剂的 MRM 色谱图.

１．呋虫胺　２．杀线威　３．灭多威　４．吡虫啉　５．噻虫啉　６．苯
线磷　７．多杀霉素　８．甲氨基阿维菌素苯甲酸盐

图３　空白纯牛乳样品中添加８种目标化合物的

MRM 色谱图

Figure３　MRMchromatogramsofablankmilksample
spikedwiththeeightanalytes

２．３　方法学评价

２．３．１　线性方程、相关系数与方法检出限　在２．００~
２００μg/L 的质量浓度范围内作苯线磷、吡虫啉、多杀霉

素、呋虫胺、甲氨基阿维菌素苯甲酸盐、灭多威、噻虫啉、

杀线威的标准曲线.最佳条件下,目标物峰面积与浓度

呈良好线性关系.根据仪器信噪比及前处理过程相关参

数可得出该方法测得各组分的检出限,见表４.

２．３．２　回收率和精密度　在１０g纯乳、５g发酵乳、２g乳

粉中准确加入一定量１０．０mg/L８种杀虫剂的混合标准

溶液,得３个添加水平的阳性样品(１０,５０,１００μg/kg),在

４℃冰箱冷藏放置１２h,按１．２．１步骤进行前处理,在最优

条件下测定８种组分在３种基质中的平均回收率,测定

结果见表５.

２．３．３　基质效应的评价　在优化后的前处理条件下对阴

性样品进行处理,按１．２．２配制基质混合标准工作溶液曲

线,同时用纯试剂配制同浓度的纯试剂混合标准工作溶

液曲线,依次进入 HPLCＧMS/MS检测.基质效应(ME)

主要通过计算分析物在同浓度的加标空白基质提取液

和纯溶剂标准溶液中的响应比值进行评价,计算公式如
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表４　８种杀虫剂的线性方程、相关系数和检出限

Table４　Linearequation,correlationcoefficientand

detectionlimitof８insecticides

分析物 线性方程
相关系数

(r)

检出限LOD/

(μg􀅰kg－１)

苯线磷　　　 y＝３０７００x－６３８０ ０．９９９０ ０．０１

吡虫啉　　　 y＝１９００x－６６００ ０．９９７７ ０．１６

多杀霉素　　 y＝４４６０x－１３７０００ ０．９９７５ ０．２８

呋虫胺　　　 y＝１２７０x＋９８７ ０．９９９０ ０．１９

甲氨基阿维菌

素苯甲酸盐　
y＝１２５０x－４４３０ ０．９９９２ ０．１１

灭多威　　　 y＝４１５０x＋１８７ ０．９９８７ ０．３０

噻虫啉　　　 y＝１１１００x－１６９００ ０．９９８４ ０．０１

杀线威　　　 y＝４８２０x－２６２０ ０．９９９５ ０．０４

表５　８种杀虫剂的加标回收率和精密度值

Table５　Spikedrecoveryandprecisionof８

insecticides(n＝６)

组分
本底值/

(μg􀅰kg－１)

添加水平/

(μg􀅰kg－１)

加标回收

率/％

标准偏差

RSD/％

苯线磷 未检出

１０ ８２．６ ４．６

５０ ８９．６ ３．２

１００ ９２．１ ３．０

吡虫啉 未检出

１０ ８６．２ ３．９

５０ ９０．１ ２．６

１００ ９４．５ １．３

多杀霉素 未检出

１０ ８６．５ ４．５

５０ ９２．３ ３．３

１００ ９５．６ ３．２

呋虫胺 未检出

１０ ９０．５ ３．６

５０ ９５．６ ２．１

１００ ９６．２ ２．８

甲氨 基 阿 维 菌

素苯甲酸盐
未检出

１０ ９０．２ ４．６

５０ ９３．６ ３．３

１００ ９７．５ ３．２

灭多威 未检出

１０ ９２．５ ２．６

５０ ９６．６ １．３

１００ ９６．８ １．２

噻虫啉 未检出

１０ ８４．６ ３．６

５０ ８９．９ ２．５

１００ ９０．６ ２．９

杀线威 未检出

１０ ８９．５ ４．４

５０ ９２．３ １．５

１００ ９３．６ ２．７

式(１)所示.当 ME＞５０％为强基质效应;２０％~５０％为

中等基质效应;０~２０％为弱基质效应.结果表明,在试

验条件下,８种杀虫剂的基质效应在８％~１７％,基质效

应较弱,影响较小.

ME＝(B/A－１)×１００％, (１)

式中:

ME———基质效应,％;

B———基质标准曲线斜率;

A———纯溶剂标准曲线斜率.

２．４　实际样品的测定

采用研究建立的方法对市售的１０份纯牛乳、１０份酸

牛乳、５份羊乳粉、５份牛乳粉样品进行检测,各样品中均

未检出苯线磷、吡虫啉、多杀霉素、呋虫胺、甲氨基阿维菌

素苯甲酸盐、灭多威、噻虫啉和杀线威８种杀虫剂残留.

３　结论

研究建立了分散固相萃取—超高效液相色谱—串联

质谱法(HPLCＧMS)测定乳制品(纯乳、发酵乳、乳粉)中
苯线磷、吡虫啉、多杀霉素、呋虫胺、甲氨基阿维菌素苯甲

酸盐、灭多威、噻虫啉和杀线威８种杀虫剂残留量的方

法,该方法具有经济简便、灵敏度高、重现性好的优势,准
确度和精密度均达到农药残留检测的要求,适用于乳制

品中杀虫剂农药残留的快速确认和准确定量分析.
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