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快速滤过型净化法结合超高效液相色谱串联
质谱法测定动物源性食品中四唑虫酰胺残留

袁列江 1,2 王 秀 1,2 李 政 1,2 朱 礼 1,2,3 邓 航 1,2

（1. 湖南省产商品质量检验研究院，湖南  长沙   410007； 2. 食品安全监测与预警湖南省重点实验室，

湖南  长沙   410111； 3. 岳阳市检验检测中心，湖南  岳阳   410042）

摘要：［目的］建立一种准确、快速测定动物源性食品中四唑虫酰胺残留量的分析方法。［方法］样品经乙腈提取，氯化钠

和无水硫酸镁盐析分层，上层经 m-PFC 净化，高效液相色谱质谱联用仪测定，外标法定量。［结果］四唑虫酰胺在 0.001~

0.150 mg/L 范围内线性良好，相关系数均>0.999，定量限为 0.002 mg/kg；以猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉、猪肝、牛肝、羊肝、鸡

肝、鸡蛋、牛奶阴性样品为基质，四唑虫酰胺的平均加标回收率为 90.0%~108.0%，相对标准偏差为 1.10%~4.89%。［结

论］该方法适用于动物源性食品中四唑虫酰胺的定量分析。
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Determination of tetraniliprole residues in animal derived foods by 

multi-plug filtration cleanup combined with HPLC-MS/MS
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to develop a rapid and efficient method for quantifying tetraniliprole residues in animal-derived 

foods by combining multi-plug filtration cleanup (m-PFC) with high-performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS). 

［［Methods］］ Samples were extracted with acetonitrile, followed by salting out using sodium chloride and anhydrous magnesium sulfate. The 

extracts were purified via m-PFC and analyzed using HPLC-MS with external standard calibration. ［［Results］］ The method demonstrated a 

strong linear correlation between tetraniliprole concentration and response values over a range of 0.001 to 0.150 mg/L, with a coefficient of 

determination (R2) exceeding 0.999. The limit of quantification (LOQ) was 0.002 mg/kg. Average recovery rates ranged from 90.0% to 

108.0%, with relative standard deviations between 1.10% and 4.89%, validated across a variety of matrices, including pork, beef, mutton, 

chicken, pork liver, beef liver, mutton liver, chicken liver, eggs and milk. ［［Conclusion］］ The proposed method is rapid, straightforward, high 

sensitivity, and suitable for quantitative determination of tetraniliprole residues in animal-derived food.
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四唑虫酰胺是一种新型杀虫剂，通过对害虫鱼尼丁

受体的胃毒作用，使其体内钙离子持续无限制释放，导致

害虫肌肉持续收缩，并出现麻痹、嗜睡、呕吐、脱粪等症

状，进而死亡 [1-2]。四唑虫酰胺可对水稻、果蔬等多种作

物上的鳞翅目、鞘翅目、双翅目害虫有效防治，且该药剂

可使用在作物的生长土壤、种子、叶面上 [3]。四唑虫酰胺

在高效作用于靶标动物的同时，对非靶标生物如水生无

脊椎动物和蜜蜂等具有较高风险 [2,4]，且会通过食物链富

集进入人体，具有一定的健康风险。加拿大卫生部的
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和 2022-26994 号条例，制定了四唑虫酰胺在部分食品中

的最大残留限量。张静等 [5-7]对四唑虫酰胺制剂纯度进

行了测定。Lim 等 [8]通过乙腈提取，硅胶柱净化，液相色

谱—串联质谱检测，建立了农产品中四唑虫酰胺残留量

的测定方法；Li 等 [9]采用乙腈提取，QuEChERS 方法净化，

液相色谱—串联质谱检测，建立了大米及其相应生长环

境中四唑虫酰胺残留量测定的方法。而四唑虫酰胺在动

物源性食品中的检测尚未见报道。

农药残留检测常用的前处理方法主要有固相萃

取 [10]、液 液 萃 取 [11]、QuEChER 等 [12]。 滤 过 型 净 化 技 术

(multi-plug filtration cleanup, m-PFC)是农药残留分析领域

比较前沿的前处理技术，是将 QuEChERs 方法中的吸附

剂装填至固相萃取柱内制备成无需活化、淋洗，直接按压

过滤的固相净化小柱，与 QuEChERs 方法相比，其更加简

便、快速、灵敏 [13]。该技术已被应用于果蔬、茶叶、海产品

等食品中多种农药残留的检测 [14-18]，但未见应用于动物

源性食品中四唑虫酰胺残留检测。研究拟以动物源性食

品为研究对象，通过乙腈溶液提取，m-PFC 净化，外标法

定量，并优化色谱柱、流动相体系、提取条件及净化条件，

建立一种快速滤过型结合高效液相色谱—串联质谱测定

动物源性食品中四唑虫酰胺残留的分析方法，为建立快

速、准确测定动物源性食品中四唑虫酰胺残留量的分析

方法提供依据。

1　材料与方法

1.1　试剂与材料

四唑虫酰胺标准品：纯度 98.1%，天津阿尔塔科技有

限公司；

氯化钠、乙酸铵、无水硫酸镁：分析纯，国药集团化学

试剂有限公司；

乙腈：色谱纯，上海安谱实验科技股份有限公司；

动物源性样品：市售。

1.2　仪器与设备

高效液相色谱质谱仪：TSQ UITRA 型，美国 Thermo

公司；

高速冷冻离心机：AIIEGRA64R 型，美国 Beckman 

Coulter公司；

涡旋混匀器：Tolboys型，美国Henry Troemner LLC公司；

CQUITY UPLC BEH C18 色谱柱：100 mm×2.1 mm，

1.7 μm，美国 Waters公司；

Hypersil Gold C18色谱柱：100 mm×2.1 mm，3 μm，美

国 Thermo 公司；

Agilent Venusil MP C18 色 谱 柱 ：100 mm×2.1 mm，

3 μm，美国 Agilent公司；

Clean-up LPAS 多功能净化柱：200 mg，6 mL，北京科

德诺思技术有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　标准溶液配制　准确称取适量四唑虫酰胺标准

品，乙腈定容，配制 1.0 g/L 的标准储备液，于-20 ℃保存

备用。准确移取 0.1 mL 标准储备液于 10 mL 容量瓶，乙

腈定容，配制 10 mg/L 的标准中间液，4 ℃冷藏备用。准确

移取 1.0 mL 标准中间液于 10 mL 容量瓶，乙腈定容，配制

成 1.0 mg/L 标准工作液，4 ℃冷藏备用。准确移取适量标

准工作液，以空白基质溶液稀释，配制成 0.001，0.002，

0.005，0.010，0.020，0.050，0.100，0.150 mg/L 系列标曲溶

液，现配现用。

1.3.2　样品制备　

（1） 畜禽及其肝脏类样品：取可食部分约 200 g，切碎

后经研磨仪搅碎混匀成肉糜，用塑料容器封装，于-20 ℃
保存。

（2） 鸡蛋：取 10 枚去壳后充分混匀，用塑料容器封

装，于 0~4 ℃保存。

（3） 牛奶：取 200 g 充分混匀，用塑料容器封装，于 0~

4 ℃保存。

1.3.3　样品提取　称取 5 g 样品于 50 mL 离心管，加入

5 mL 水（畜禽类、鸡蛋），涡旋混匀，加入 20 mL 乙腈溶液，

涡旋 1 min，超声处理 15 min，加入 1 g 氯化钠、2 g 无水硫

酸镁，涡旋 1 min，4 ℃、8 000 r/min 离心 5 min，待净化。

1.3.4　 样 品 净 化　 移 取 2 mL 样 品 提 取 液 于 Clean-up 

LPAS 多功能净化柱（含 0.22 μm 滤膜）上端，缓慢推动注

射杆，控制流出速度 1 滴/s，收集流出液，待检测分析。

1.3.5　仪器参数　

（1） 液相色谱参数：色谱柱为 Agilent Venusil MP C18

色 谱 柱（100 mm×2.1 mm，3 μm）；柱 温 30 ℃ ；流 速

0.4 mL/min；进样体积 2 μL；流动相 A 为纯水，流动相 B 为

甲醇。梯度洗脱程序见表 1。

（2） 质谱参数：电喷雾离子源；负离子模式；多重反应

监测扫描；毛细管温度 325 ℃；蒸发温度 300 ℃；鞘气流量

9.45 L/min；辅助气流量 12.1 L/min；喷雾电压 2 800 V；质

谱参数见表 2。

表 1　四唑虫酰胺梯度洗脱程序

Table 1　Gradient elution procedure for tetraniliprole

时间/min

0.00

1.00

3.50

4.00

4.01

5.00

流速/（mL·min-1）

0.40

0.40

0.40

0.40

0.40

0.40

流动相 A/%

90

50

5

5

90

90

流动相 B/%

10

50

95

95

10

10
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1.4　数据分析

运用 Masshunter 数据处理系统进行图谱采集及数据

定量分析，利用 Origin 2019 绘图，统计学分析采用 SPSS

软件 24.0，并进行 P<0.05 的方差分析，以衡量数据的显

著性差异。

2　结果与分析

2.1　色谱条件优化

2.1.1　 色 谱 柱 选 择　 比 较 Venusil MP C18（100 mm×
2.1 mm，3 μm）、ACQUITY UPLC BEH C18（100 mm×
2.1 mm，1.7 μm）和 Hypersil Gold C18（100 mm×2.1 mm，

3 μm）3 种不同的 C18 色谱柱对四唑虫酰胺的响应情况以

及分离效果。由图 1 可知，在相同的流动相体系下，不同

C18 色谱柱的保留时间存在差异 ，而 Venusil MP C18 和

Hypersil Gold C18 色 谱 柱 的 响 应 强 度 优 于 ACQUITY 

UPLC BEH C18色谱柱，但 Venusil MP C18色谱柱的峰形较

Hypersil Gold C18 色谱柱和 ACQUITY UPLC BEH C18 色

谱柱的更加对称尖细，峰宽更小，且不存在 Hypersil Gold 

C18 色谱柱和 ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱上的拖尾

现 象 。 因 此 ，选 择 Venusil MP C18（100 mm×2.1 mm，

3 μm）色谱柱进行四唑虫酰胺残留分析。

2.1.2　流动相体系优化　对比相同质量浓度的四唑虫酰

胺在水、5 mmol/L 甲酸铵、0.1% 甲酸水、甲醇和乙腈 5 种

常见的流动相体系下的色谱峰分离效果和响应情况。由

图 2 可知，四唑虫酰胺在甲醇和乙腈作为有机相的两种流

动相体系下保留时间存在差异，而两种有机相体系下的

峰形均对称尖细，无拖尾现象。但甲醇作为有机相的流

动相体系对四唑虫酰胺的响应强度优于乙腈，其中以甲

醇—水流动相体系的响应效果最佳。鉴于峰形和响应强

度，选择甲醇—水体系作为检测四唑虫酰胺的流动相

体系。

2.2　提取条件优化

2.2.1　提取试剂　考察乙腈、甲醇、乙酸乙酯 3 种极性溶

剂对四唑虫酰胺的提取效果，以四唑虫酰胺回收率作为

评价指标，并探究不同体积分数（1%，2%）的甲酸添加量

对四唑虫酰胺回收率的影响，结果如图 3 所示。由图 3 可

知，与甲醇和乙酸乙酯相比，乙腈对四唑虫酰胺的提取效

果最佳，回收率可达 84.4%，这是因为动物源性样品的成

分主要为脂肪、蛋白质、水分等，乙腈的极性强于甲醇和

乙酸乙酯，可以减少脂肪和蛋白质的提取，且对不同极性

物质具有较强的提取效果。分别在乙腈、甲醇和乙酸乙

酯中添加不同体积分数的甲酸，随着甲酸体积分数的增

加，3 种极性试剂对四唑虫酰胺的提取效果均有所降低，

未添加甲酸的极性溶剂的提取效果最佳，说明四唑虫酰

胺对酸度变化敏感，甲酸的添加使得杂质溶出，影响了有

机溶剂对四唑虫酰胺的提取效果。故选择未添加甲酸的

乙腈作为四唑虫酰胺的提取溶剂。

2.2.2　乙腈体积　探究不同体积的乙腈对四唑虫酰胺提

取效果的影响，结果如图 4 所示。由图 4 可知，随着乙腈

体积的增加，四唑虫酰胺的提取回收率逐渐上升，当乙腈

体积为 20 mL 时，四唑虫酰胺的提取效果最佳，回收率可

达 85.5%，继续增加乙腈体积，提取效果无显著变化，说明

四唑虫酰胺从基质中充分溶出。故选择乙腈体积为

20 mL。

2.2.3　提取时间　超声波提取是利用超声波在样品中的

机械作用、空化效应和热效应，将四唑虫酰胺从基质中提

取出来。由图 5 可知，随着超声提取时间的延长，四唑虫

酰胺回收率逐渐增加，提取效果越来越好，当超声时间延

长至 15 min 时，四唑虫酰胺平均回收率为 86.8%，且提取

效果趋于稳定，说明超声辅助处理使得四唑虫酰胺充分

溶出。因此，选择超声提取时间为 15 min。

2.3　净化条件优化

研究采用的样品为动物源性食品，含有丰富的蛋白质

表 2　四唑虫酰胺质谱参数†

Table 2　Mass spectrum parameters of tetraniliprole

母离子

543

543

子离子

137.04*

274.06

碰撞电压/Ｖ

16.75

9.71

去簇电压/Ｖ

163

163

† *表示定量离子。

图 1　不同色谱柱下四唑虫酰胺的总离子流图

Figure 1　Total ion chromatograms of tetraniliprole on 

different chromatographic columns
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和脂类，为了减少非目标组分的干扰，需对样品提取液进

一步净化。选择 mPFC、Prime HLB、PLS、C18、PSA、HLB 

6种净化方式进行试验，结果如图 6所示。由图 6可知，6种

净化方式的平均回收率均在 87.0% 以上，尤以 mPFC 的平

均回收率最高，可达 98.2%，净化效果最佳，且 mPFC 无需

离心、淋洗、浓缩等程序，更加简便、快速、高效。故选择

mPFC作为动物源性食品中四唑虫酰胺的净化方式。

2.4　基质效应评价

通过基质匹配标准工作曲线斜率和纯溶剂的标准工

作曲线斜率计算基质效应 (ME)。ME>0，为基质增强效

应，ME<0，为基质抑制效应。若 |ME|<10%，基质效应对

分析结果的影响可忽略；若 10%≤ |ME|<20%，基质效应

表现较弱；若 20%≤ |ME|<50% ，表现出较强基质效应；

若 |ME|≥50%，表现出强基质效应，需进行校准 [19-21]。由

图 7 可知，所有动物源性样本均表现出基质增强效应，且

牛奶和鸡蛋的 |ME|分别为 0.84%，2.29%，均<10%，表明

图 2　不同流动相下四唑虫酰胺的提取离子流图

Figure 2　Elective ion flow diagram of tetraniliprole in different mobile phase systems

图 3　提取试剂对四唑虫酰胺回收率的影响

Figure 3　Effects of reagents on tetraniliprole recovery

图 4　乙腈体积对四唑虫酰胺回收率的影响

Figure 4　Effects of acetonitrile volumes on tetraniliprole 

recovery

图 5　超声提取时间对四唑虫酰胺回收率的影响

Figure 5　Effects of ultrasonic time on tetraniliprole recovery
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基质效应的干扰性较低，可忽略其影响。其他 8 种动物源

性食品的 |ME|为 10.0%~17.0%，具有较弱的基质干扰，为

了降低其影响，实现四唑虫酰胺的准确定量检测，采用基

质匹配标准曲线外标法进行定量检测。

2.5　方法学评价

2.5.1　标准曲线与定量限　分别选取 10 种阴性样品，配

制空白基质溶液。以四唑虫酰胺质量浓度为横坐标，峰

面积为纵坐标进行线性拟合，得出线性关系及相关系数

（R2）（表 3）。由表 3 可知，在 0.001~0.150 mg/L 质量浓度

范围内，四唑虫酰胺浓度具有良好的线性关系，R2 均>
0.999。采用空白试样进行加标回收，以最低添加浓度（S/

N≥10）作为定量限（LOQ），结果表明，四唑虫酰胺的 LOQ

为 0.002 mg/kg。

2.5.2　回收率和精密度　选取 10 种阴性样品进行加标回

收试验，分别以 LOQ、10LOQ、100LOQ 为加标水平进行

6 次平行试验，结果（表 4）表明，四唑虫酰胺在动物源性食

品中的平均加标回收率为 90.0%~108.0%，相对标准偏差

（RSD）为 1.10%~4.89%，表明所建立的方法准确可靠，且

加标回收率和精密度满足 GB/T 27404—2008 的要求。

2.6　实际样品的检测

采用试验建立的方法对市售的 50 份畜禽肉及内脏

类、牛奶、鸡蛋样品进行四唑虫酰胺残留分析，均未检出

四唑虫酰胺。一方面是由于新型杀虫剂四唑虫酰胺于

2021 年在国内新登记上市，在湖南省各地区还未大规模

应用；另一方面，四唑虫酰胺目前主要应用于田间作物，

需要通过食物链富集进入动物源性食品。

3　结论

研究优化了四唑虫酰胺的提取条件和净化条件，建

立了快速滤过型净化结合高效液相色谱—串联质谱测定

动物源性食品中四唑虫酰胺的分析方法。该方法实现了

动物源性食品基质中四唑虫酰胺的高效提取净化，并通

过基质效应评价建立了不同基质标准曲线，其相关系数

均>0.999，在 0.001~0.150 mg/L 线性范围内，动物源性食

图 6　净化方式对四唑虫酰胺回收率的影响

Figure 6　Effects of purification methods on tetraniliprole 

recovery

图 7　食品基质中四唑虫酰胺的基质效应

Figure 7　Matrix effect of tetraniliprole in various matrices

表 3　食品基质中四唑虫酰胺的标准曲线、定量限

Table 3　Standard curve and limit of quantification of tetraniliprole in various matrices

基质

猪肉

牛肉

羊肉

鸡肉

猪肝

牛肝

羊肝

鸡肝

鸡蛋

牛奶

线性方程

Y=10 675.8X-1 288.41

Y=11 827.1X-5.757 44

Y=11 806.9X-2 813.1

Y=11 865.2X-2 213.17

Y=11 842.8X-2 327.99

Y=12 342.0X-3 276.16

Y=11 744.6X-3 641.58

Y=12 490.5X-1 606.99

Y=12 111.5X-1 118.6

Y=10 920.3X-461.341

线性范围/(mg·L-1)

0.001~0.150

0.001~0.150

0.001~0.150

0.001~0.150

0.001~0.150

0.001~0.150

0.001~0.150

0.001~0.150

0.001~0.150

0.001~0.150

R2

0.999 5

0.999 8

0.999 6

0.999 6

0.999 5

0.999 7

0.999 3

0.999 8

0.999 5

0.999 8

定量限(S/N≥10)/(mg·kg-1)

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002
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品中四唑虫酰胺的平均加标回收率为 90.0%~108.0%，相

对标准偏差为 1.10%~4.89%。该方法具有前处理过程简

便快速、净化效果好、线性良好、灵敏度高等优点。后续

将针对食品基质中其他双酰胺类杀虫剂多残留的高通量

分析作进一步研究。
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基质

猪肉

牛肉

羊肉

鸡肉

猪肝

牛肝

羊肝

鸡肝

鸡蛋

牛奶

添加量/

（mg·kg-1）

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

0.002

0.020

0.200

测定平均值/

（mg·kg-1）

0.001 98

0.019 70

0.196 00

0.002 07

0.018 00

0.190 00

0.001 99

0.018 10

0.197 00

0.002 03

0.018 30

0.197 00

0.002 16

0.019 10

0.200 00

0.002 15

0.018 10

0.180 00

0.002 14

0.018 80

0.202 00

0.001 93

0.019 20

0.206 00

0.002 01

0.018 60

0.203 00

0.002 11

0.018 10

0.202 00

平均回

收率/%

99.0

98.5

98.0

104.0

90.0

95.0

99.5

90.5

98.5

102.0

91.5

98.5

108.0

95.5

100.0

108.0

90.5

90.0

107.0

94.0

101.0

96.5

96.0

103.0

101.0

93.0

102.0

106.0

90.5

101.0

相对标准偏

差（RSD）/%

2.04

4.81

2.78

4.89

3.93

4.48

2.20

2.34

2.48

4.55

4.88

1.56

4.57

2.10

1.10

4.75

2.14

3.89

3.07

4.28

2.90

3.34

4.24

3.54

3.81

4.82

2.91

4.26

3.31

3.38
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