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摘要：目的：应用高效液相色谱法结合基质固相分散技

术，对不同茶类中对硫磷和甲基对硫磷农药残留量进行

检测。方法：茶叶样品采用基质固相分散方法进行预处

理，经中性 Ａｌ２Ｏ３研磨分散后，以乙酸乙酯—正己烷

（犞乙酸乙酯∶犞正己烷 为８％）洗脱，浓缩定容，经高效液相色

谱检定。结果：该方法简便、快速、准确；呈良好的线性相

关，甲基对硫磷和对硫磷的线性相关系数分别为０．９９９６，

０．９９９５；方法检出限分别为０．０１５，０．００６ｍｇ／ｋｇ；加标回

收率分别为９０．６７％，８６．６７％。此外，甲基对硫磷和对硫

磷的检出率分别为７．６９％，１９．２３％，平均残留量分别为

０．００４８，０．００８５ｍｇ／ｋｇ。不同茶叶中对硫磷和甲基对硫

磷的残留水平不同。甲基对硫磷和对硫磷的平均日摄入

量分别为０．０２３６，０．１０４１μｇ／（ｋｇ·ｄ·ＢＷ）。结论：不同

茶样中甲基对硫磷和对硫磷的残留问题并不突出，其残

留量均未超标；对硫磷的检出概率和残留量均高于甲基

对硫磷的；乌龙茶、红茶和绿茶中检出对硫磷的概率较

高，但不会对一般消费者产生因饮茶所导致的健康风险

问题。
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中国茶叶年产量居世界第一位，是全球第二大茶叶

出口国［１－２］。２０２２年，中国干毛茶总产量突破３２０万ｔ，

总产值超过３０００亿元。甲基对硫磷和对硫磷是中国使

用量较大、典型的有机磷农药，具有高毒、高效、广谱持久

性等特点。２０１７年，甲基对硫磷和对硫磷被列入世界卫

生组织国际癌症研究机构（ＩＲＡＣ）公布的２Ｂ类致癌物清

单。中国虽已于２００７年全面禁止生产和使用甲基对硫

磷和对硫磷，但其在茶叶中的残留及其健康危害仍是食

品安全中需要关注的重要问题［３］。研究［４－６］发现，即使

有约７０％的有机磷农药因高毒性而被禁用，依然有甲基
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对硫磷和对硫磷等几种毒性较高的有机磷农药在茶叶中

被检测到［７］。

目前，有关茶叶样品中农药残留的含量检测与样品

预处理方法开发的研究较多，而针对日常饮茶中甲基对

硫磷和对硫磷暴露所引发的膳食风险的研究较少。由于

茶叶基质复杂，含有大量的色素、多酚、生物碱类物质，茶

叶农残分析的样品预处理过程需要严格的净化操作；常

用的方法有固相萃取法［８］、ＱｕＥＣｈＥＲＳ法
［９－１２］、基质固

相分散法［１３－１４］、固相微萃取法［１５－１６］等，固相萃取和固相

微萃取法均需要专用的萃取装置，成本较高；ＱｕＥＣｈＥＲＳ

法需要加入ＰＳＡ、ＧＣＢ、ＭｇＳＯ４等多种吸附剂，购买试剂

较为繁琐且价格较贵；基质固相分散法相对较为简单，但

处理效果不佳，农残测定的加标回收率低。

因此，研究拟建立一种简便高效的研磨—柱层析处

理方法，集提取、过滤、净化于一步完成，并结合高效液相

色谱—质谱联用（ＬＣＭＳ）技术，对不同类型茶叶样品中

甲基对硫磷和对硫磷的残留量进行准确的定性与定量检

测，以期为茶叶农残的潜在健康风险评估和消费建议提

供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

正己烷、乙酸乙酯：分析纯，天津市大茂化学试剂厂；

甲醇、乙腈：色谱纯，天津市大茂化学试剂厂；

正丁醇：分析纯，天津市恒兴化学试剂制造有限公司；

丙酮、无水Ｎａ２ＳＯ４：分析纯，医药集团化学试剂有限

公司；

柱层析硅胶：１００～２００目，青岛市基亿达硅胶试剂厂；

柱层析中性 Ａｌ２Ｏ３：１００～２００目，上海五四化学试

剂厂；

Ｆｌｏｒｉｓｉｌ硅藻土：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

甲基对硫磷、对硫磷标准品：１００μｇ／ｍＬ，丙酮介质，

中国标准物质局。

１．２　仪器与设备

液相色谱仪：１２９０型，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司；

质谱仪：６４６０Ａ型，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司；

超纯 水 处 理 系 统：ＥＡＳＹＰｕｒｅＩＩＤ７４１１ 型，美 国

Ｂａｒｎｓｔｅａｄ公司；

紫外—可见分光光度计：ＵＶ２１００型，北京莱伯泰科

仪器有限公司；

微型植物粉碎机：ＦＺ１０２型，天津市泰斯特仪器有限

公司；

超声波清洗器：ＫＷＤＯＳ型，上海科导超声仪器有限

公司；

电热鼓风干燥箱：０１ＡＺ型，上海实验仪器厂有限

公司；

箱式电阻炉：ＳＸ４１６型，上海实验电炉厂；

电子分析天平：ＳｈｉｍａｄｚｕＡＵＷ２２０Ｄ型，日本岛津公司。

１．３　试验方法

１．３．１　标准溶液配制　将甲基对硫磷和对硫磷标准品分

别稀释成质量浓度为１０．０ｍｇ／Ｌ的储备溶液，使用前将

其配制成质量浓度为２．０ｍｇ／Ｌ的混合标准溶液，再依次

稀释成质量浓度为０．４０，０．８０，１．２０，１．６０，２．００ｍｇ／Ｌ的标

准工作溶液，上述所有标准溶液于４℃贮藏备用。

１．３．２　样品预处理　参照ＧＢ２３２００．１１３—２０１８。

１．３．３　仪器工作条件　采用ＢＥＨＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×

１００ｍｍ，１．８μｍ），等度洗脱，流动相为甲醇—水（犞甲醇∶

犞水 为８５∶１５），流速０．４ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２５４ｎｍ，进样

体积２０μＬ。

１．４　样品预处理方法中各影响因素的考察

１．４．１　吸附剂种类　遵循唯一差异原则，分别以粉末活

性炭和高温灼烧处理的硅胶、中性 Ａｌ２Ｏ３、硅藻土作为吸

附剂进行研磨，并按１．３．３的方法进行 ＨＰＬＣ检测。

１．４．２　洗脱剂类型　按照有机溶剂极性大小的差异，分

别考察正己烷、丙酮、乙酸乙酯、甲醇和乙腈作为洗脱剂

的效果。在遵循唯一差异原则的基础上，其他试验条件

保持一致。

１．４．３　洗脱剂体积　分别采用４，６，８，１０ｍＬ的洗脱溶

剂，通过洗脱曲线试验来考察洗脱剂的最佳体积用量。

１．５　方法验证和质量控制

１．５．１　方法 的 线 性 与 范 围 　 按 １．３．１ 配 制 ０．４０～

２．００ｍｇ／Ｌ的标准工作溶液，按１．３．３的方法进行 ＨＰＬＣ

分析，以目标物的峰面积对其质量浓度绘制线性工作曲

线，考察方法的线性与范围。

１．５．２　方法检出限　参照文献［１６］。

１．５．３　方法空白的测定　称取茶叶样品直接进行１．３．２

的样品预处理操作步骤，平行１０次，取１０次测定的平均

值作为该试验的方法空白。

１．５．４　方法重复性的评估　采用质量浓度为２．０ｍｇ／Ｌ

的混合标准溶液，在１．３．３所述条件下连续进样１０次，计

算峰面积结果之间的相对标准偏差（ＲＳＤ）值，以此作为

衡量该方法重复性的评估指标。

１．５．５　方法准确性评估　准确称取０．５ｇ茶叶空白样品

９份，分别精密加入０．０２，０．１０，０．５０ｍＬ混合标准溶液

（１０ｍｇ／Ｌ），不同加标量水平的样本平行３份，其他试验

操作同１．３．２，１．３．３，经 ＨＰＬＣ检测后，计算不同加标水平

下的回收率，并进行方法的准确性评估。

１．６　茶叶中农药残留浸出安全性评价

１．６．１　农药日摄入量（ＥＤＩ）　参照文献［１］的方法，并按

式（１）计算ＥＤＩ。

ＥＤＩ＝犆×犚×犓×ＢＷ－１， （１）

犆＝（犆ａｖｇ×犖ｐｏｓ）×犖
－１， （２）

式中：

６５
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犆———茶叶样品中某一农药的平均残留量，μｇ／ｋｇ；

犚———农药从干茶到茶汤中的浸出率；

犓———茶叶每人每天的平均消费量，ｋｇ／（ｄ·人）；

ＢＷ———消费者平均体重，约为７０ｋｇ
［１７］；

犆ａｖｇ———检测有残留的分析样品中该农药的平均含

量，ｎｇ／ｇ；

犖ｐｏｓ———有残留的样品数量；

犖———分析的样品总数。

１．６．２　风险商（ＨＱ）　根据欧盟（ＥＵ）推荐的评估方法和

技术，ＨＱ为有机磷农药的风险程度，ＨＱ＜１表示摄入食

品的风险是可接受的，风险较低；ＨＱ值越大则风险越

高［１８］。按式（３）计算 ＨＱ。

ＨＱ＝ＥＤＩ×ＡＤＩ－１×１００％， （３）

式中：

ＡＤＩ———有机磷农药可接受日摄入量，μｇ／（ｋｇ·ｄ·ＢＷ）。

１．７　数据处理与统计分析

采用Ｅｘｃｅｌ２０１９、ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．５软件进行数据统计并

绘制相关图表。

２　结果与分析
２．１　样品预处理方法中各影响因素的优化

２．１．１　吸附剂种类　根据洗脱液的 ＨＰＬＣ色谱图结果发

现，硅胶、活性碳和硅藻土３种吸附剂的效果均不佳；其

中活性碳的吸附性能太强，目标物难洗脱，损失较大；硅

胶作为吸附剂洗脱出大量的杂质峰；硅藻土相较于其他

２种吸附剂而言，同等用量下所需的洗脱剂体积较多。因

此，选择中性Ａｌ２Ｏ３作为吸附剂。

２．１．２　洗脱剂类型　在上述研究基础上，分别配制不同

体积比的乙酸乙酯和正己烷混合溶剂，其中乙酸乙酯占

比分别为１５％，２０％，２５％，３０％，５０％，观察洗脱液的

ＨＰＬＣ色谱图，结果证实１０％的乙酸乙酯—正己烷的洗

脱效果较好，甲基对硫磷和对硫磷呈基线分离状态，无杂

质峰干扰、重叠或掩盖。在此基础上对乙酸乙酯—正己

烷的体积比进一步优化，结果见图１。由图１（ａ）可知，随

着洗脱剂中乙酸乙酯比例的增大，洗脱液中甲基对硫磷

和对硫磷的峰面积均增加；当乙酸乙酯含量＞８％时，洗

脱液中目标峰面积呈显著减小趋势。因此，选择８％乙酸

乙酯—正己烷作为洗脱溶剂。

２．１．３　洗脱剂体积　由图１（ｂ）可知，当洗脱体积为４～

１０ｍＬ时，随着洗脱剂用量的增加，甲基对硫磷和对硫磷

的峰面积均逐渐增大，当洗脱剂用量为８ｍＬ时洗脱效果

最佳，故选择洗脱剂体积为８ｍＬ。

２．２　方法验证和质量控制

２．２．１　方法的线性与范围　由图２和表１可知，在０．４０～

２．００ｍｇ／Ｌ的质量浓度范围内，甲基对硫磷和对硫磷均呈

图１　洗脱剂比例与洗脱剂用量对目标物峰面积的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈａｎｇｅｌａｗｓｏｆｐｅａｋａｒｅａｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓｅｌｕｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆｅｔｈｙｌ

ａｃｅｔａｔｅ：狀ｈｅｘａｎｅａｎｄｔｒｅａｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｓｏｆｅｌｕｅｎｔ

图２　甲基对硫磷和对硫磷的 ＨＰＬＣ色谱图与标准工作曲线图

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓａｎｄｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｔｗｏｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ

７５
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表１　甲基对硫磷和对硫磷的方法学结果


Ｔａｂｌｅ１　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｍｅｔｈｙｌｐａｒａｔｈｉｏｎａｎｄｐａｒａｔｈｉｏｎ

化合物
保留时

间／ｍｉｎ

线性相

关系数

ＬＯＤ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
方法空白

回收率／

％

ＲＳＤ／

％

甲基对硫磷 ５．３２ ０．９９９６ ０．０１５ ＮＤ ９０．６７ １２．７８

对硫磷　　 ６．６５ ０．９９９５ ０．００６ ＮＤ ８６．６７ ８．８２

　　　　　　　　　ＬＯＤ为检出限；ＲＳＤ为相对标准偏差；ＮＤ为未检出，即低于检出限。

良好的线性相关，其线性相关系数分别为 ０．９９９６，

０．９９９５。

２．２．２　方法的检出限　由表１可知，甲基对硫磷和对硫

磷的检出限分别为０．０１５，０．００６ｍｇ／ｋｇ，与ＳＮ／Ｔ２３２４—

２００９中的相关规定（甲基对硫磷为０．０１ｍｇ／ｋｇ，对硫磷为

０．００５ｍｇ／ｋｇ）较为接近，且符合欧盟、美国、日本和中国

等组织对于食品中农残分析方法的高灵敏度要求。

２．２．３　方法的空白　经 ＨＰＬＣ检测证实，在甲基对硫磷

和对硫磷的出峰时间段，无其他杂质的信号峰，不存在空

白干扰问题。

２．２．４　方法的重复性　由表１可知，甲基对硫磷和对硫

磷的ＲＳＤ值分别为１２．７８％，８．８２％，符合ＧＢ２７６３—２０２１

的要求。

２．２．５　方法的准确性　由表１可知，甲基对硫磷和对硫

磷的回收率分别为９０．６７％和８６．６７％，检测目标物质的

损失在可接受范围内，符合ＧＢ２７６３—２０２１的要求，说明

该方法的准确性较高。

２．３　茶叶中甲基对硫磷和对硫磷的污染特征分析

由图３（ａ）可知，５２份茶叶样品中有１０份样品检出甲

基对硫磷和对硫磷，其中４份样品（３份乌龙茶和１份黑

茶）中检出甲基对硫磷，检出率为７．６９％，但残留量均未

超出ＧＢ２７６３—２０２１中规定的０．０２ｍｇ／ｋｇ。对硫磷的检

出率较高为１９．２３％，且对硫磷的残留量普遍高于甲基对

硫磷的，但其残留量均＜０．０２ｍｇ／ｋｇ；由于对硫磷残留量

在茶叶中尚未制定限量标准，若参考 ＧＢ２７６３—２０２１中

针对蔬菜水果的 ＭＲＬｓ规定０．０１ｍｇ／ｋｇ，则仅有乌龙茶

Ｃ和黑茶Ｃ两个样品中的对硫磷残留量稍高。

　　由图３（ｂ）可知，对硫磷在不同类型茶叶样品中的分

布差异较大，检出最多的为乌龙茶，其次为红茶和绿茶；

白茶和黄茶中并未检出对硫磷，而黑茶中仅有１份样品

检出对硫磷，充分说明对硫磷农药在茶叶中的残留问题

相对较大，且乌龙茶、红茶和绿茶中的对硫磷农药残留风

险较高，与Ｃｈｅｎ等
［１］的结果一致。

２．４　茶叶中甲基对硫磷和对硫磷的残留安全性评价

试验结果表明，甲基对硫磷和对硫磷的平均残留量

分别为０．００４８，０．００８５ｍｇ／ｋｇ，根据欧盟农药数据库

２０１４，其可接受日摄入量（ＡＤＩ）规定分别为０．０００６，

０．００１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ·ＢＷ）。由于不同茶类中甲基对硫磷

和对硫磷的浸出率数据难以确定，二者均为水溶性较高

的农药，溶解度分别为０．００６，０．００１ｇ／１００ｇ；而茶叶中农

药浸出率与农药的水溶性相关，水溶性越高农药浸出越

高，故为了保守评估，根据世界卫生组织推荐的方法

ＧＥＭＳ／ＦＯＯＤ２０１２，试验中甲基对硫磷和对硫磷农药从

干茶到茶汤中的浸出率参考较大值为９７．５％
［１３］。

采用甲基对硫磷和对硫磷残留量的平均值来评估日

常饮茶过程中农药摄入的ＥＤＩ；并对其高风险暴露情况

进行评估，结果见表２。由表２可知，饮茶过程中甲基对

硫磷和对硫磷单体的ＥＤＩ值远低于其相应的ＡＤＩ值，根

图３　茶叶样品中甲基对硫磷和对硫磷的残留量统计结果

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｗｏｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｐｅｓｔｉｃｉｄｅｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆｔｅａｓａｍｐｌｅｓ
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表２　甲基对硫磷和对硫磷的残留安全性评价结果


Ｔａｂｌｅ２　Ｓａｆｅｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｅｔｈｙｌｐａｒａｔｈｉｏｎ

ａｎｄｐａｒａｔｈｉｏｎｒｅｓｉｄｕｅｓ

化合物
ＭＲＬｓ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＥＤＩ／（μｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１·ＢＷ）
ＴＨＱ ＨＱ

甲基对硫磷 ０．０２ ０．０２３６ ０．０３９４ ０．１７７２

对硫磷　　 ／ ０．１０４１ ０．１０４１ ０．１８７４

　　ＭＲＬｓ为 ＧＢ２７６３—２０２１规定最大残留限量；“／”为 ＧＢ

２７６３—２０２１中无相关规定。

据《食品中农药残留风险评估指南》评估结果，饮茶过程

中甲基对硫磷和对硫磷的长期摄入风险商 ＨＱ值均低于

０．２，远远低于１．０，证明饮茶方式对于甲基对硫磷和对硫

磷的健康暴露风险较低。

３　结论
研究建立了研磨—柱层析样品预处理方法，分析了茶

样中甲基对硫磷和对硫磷的残留风险。结果表明，该方法

操作简便、分析速度快、有机溶剂消耗量小；甲基对硫磷和

对硫磷在不同类型茶样中的污染特征差异较大，对硫磷检

出率较高但其残留量较低（０．００４０～０．０１５９ｍｇ／ｋｇ），并未

超过０．０２ｍｇ／ｋｇ。此外，甲基对硫磷和对硫磷的平均日

摄入量分别为０．０２３６，０．１０４１μｇ／（ｋｇ·ｄ·ＢＷ），日常饮

茶不会产生健康风险问题。
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生物体内代谢功能的研究，另外其在化妆品及医药品中

的用量以及实际功效还有待进一步研究。
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