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超高效液相色谱—串联质谱法测定生牛乳中
10种新烟碱类农药残留

高猛峰 1,2 童金蓉 1,2 梅 博 1,2 王 霞 1,2 张维谊 1,2

（1. 上海市农产品质量安全中心，上海   201708； 2. 农业农村部食品质量监督检验测试中心（上海），上海   201708）

摘要：［目的］建立分散固相萃取结合超高效液相—串联质谱（UPLC-MS）同时检测生牛乳中 10 种新烟碱类农药残留的

分析方法。［方法］生牛乳样品用乙腈提取，提取液加入 QuECHERS 盐包盐析，采用分散固相萃取剂净化，净化液以超高

效液相色谱—串联质谱测定，通过外标法定量。［结果］10 种化合物在一定浓度范围内呈现良好的线性关系（R2>
0.999），方法检出限为 0.2~0.5 μg/kg，定量限为 1 μg/kg，生牛乳中 1.0，2.5，5.0 μg/kg 3 个添加水平的平均加标回收率在

75.9%~108.9%，日内精密度为 1.8%~7.6%，日间精密度低于 11.7%。［结论］该方法前处理简便、重现性好、灵敏度高，适

用于生牛乳中新烟碱类农药的残留检测。
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Simultaneous determination of 10 neonicotinoid pesticides in raw milk by 

ultra-high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry
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Abstract: ［［Objective］］ To establish an analysis method for the simultaneous determination of 10 neonicotinoid pesticide residues in raw 

milk by dispersive solid-phase extraction combined with ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-

MS). ［［Methods］］ The samples are extracted with acetonitrile, salted out with a QuECHER salt pocket, and purified by the dispersive solid-

phase extraction (d-SPE) method. The analytes are detected by UPLC-MS/MS and quantified by the external standard method. ［［Results］］ 10 

targeted compounds show a good linear relationship in a certain concentration range with the coefficient of determination (R2) over 0.999. 

The limits of detection (LODs) are 0.2~0.5 μg/kg, while the limits of quantification (LOQs) are 1.0 μg/kg. At the supplemental levels of 1.0, 

2.5, and 5.0 μg/kg, the average recovery rates of standard addition of analytes in raw milk are between 75.9%~108.9%, with the intra-day 

precision (RSDr) of 1.8%~7.6% and the inter-day precision (RSDR) less than 11.7%. ［［Conclusion］］ The established method is simple for 

pretreatment and has good repeatability and high sensitivity. It is suitable for the detection of neonicotinoid pesticide residues in raw milk.

Keywords: neonicotinoid pesticides; raw milk; ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; dispersive solid-

phase extraction; IPP

新烟碱类农药是一类与尼古丁化学性质类似的新型

杀虫剂 ，因具有高效、广谱和低毒等特点 ，逐渐替代了传

统 有 机 磷 和 氨 基 甲 酸 酯 等 高 毒 农 药 ，被 广 泛 应 用 于 农 业

生产、城市绿化等领域［1-2］。目前，已经实现商业化生产

和规模化应用的新烟碱类杀虫剂主要包括：吡虫啉、噻虫

嗪、环氧虫啶、哌虫啶、啶虫脒、呋虫胺等 10 余种［3］。近些

年，一系列研究［4-8］发现，新烟碱类农药会阻断昆虫的神

经 系 统 传 导 ，对 于 蜜 蜂 等 授 粉 昆 虫 具 有 高 毒 性 危 害 。 因

此，欧盟委员会禁止在授粉昆虫喜爱的开花作物上使用 3

种新烟碱类农药，如玉米、油菜等［9］。同时还有文献［10-14］

报 道 ，新 烟 碱 类 杀 虫 剂 在 多 种 环 境 介 质 中 被 检 出 ，如 土

壤、地表水、地下水等均受到了不同程度的污染 ，其带来
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的生态环境危害引起了全球范围内的广泛关注。

乳制品产业链长，加之大多数农药具有高亲脂性，更

容易在牛乳中这类高脂肪产品中蓄积［15］，如奶牛进食了

有 农 药 残 留 的 饲 料 原 料 。 另 外 ，在 奶 牛 养 殖 过 程 中 使 用

杀虫剂控制奶牛身上的蝇虫时混入牛乳中，当挤奶设备、

用具以及其他直接接触的物品时也可导致残留［16］。市售

牛奶中也曾检出新烟碱类杀虫剂，赵妍等［17］从市售牛奶

样品中检出了噻虫嗪、吡虫啉和啶虫脒，其中啶虫脒的检

出 率 最 高 ，检 出 的 平 均 值 达 到 395.4 ng/L；宁 霄 等［18］从 市

售牛乳样品中检出了吡虫啉和啶虫脒。尽管检出参数均

未 超 限 量 值 ，但 这 种 由 环 境 带 入 或 食 物 链 蓄 积 所 带 来 的

新烟碱类农药残留应当引起适当关注。

GB 2763—2021 对 6 种 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 在 生 乳 中 的

残 留 限 量 值 作 了 规 定 ，其 中 啶 虫 脒 的 限 量 值 最 低 ，为

0.02 mg/kg，而且只有噻虫嗪、噻虫胺和啶虫脒 3 个参数有

相应推荐的检测方法，涉及 GB 23200.39 和 GB/T 20772 等

两项国家标准，其他几种新烟碱类杀虫剂均无指定检测方

法。GB 23200.121—2021 检测参数中囊括了几种新烟碱

类农药且仅适用于植物源性食品，文献［17-18］也只报道

了乳制品中噻虫嗪、吡虫啉和啶虫脒等几种应用较多的新

烟碱类农药的检测分析方法。环氧虫啶和哌虫啶是由华

东理工大学自主研发的 2 种新烟碱类杀虫剂，可用于粮食

中飞虱等多种害虫的防治，目前国内外关于哌虫啶的定量

分析报道主要为高效液相色谱法测定［19-21］。

研 究 拟 采 用 分 散 固 相 萃 取 技 术 结 合 超 高 效 液 相 色

谱 — 串 联 质 谱（UPLC-MS）建 立 一 种 同 时 检 测 生 牛 乳 中

10 种新烟碱类农药的分析方法，以期弥补环氧虫啶和哌

虫 啶 的 液 相 色 谱 — 串 联 质 谱 分 析 方 法 的 缺 失 ，为 推 进 乳

制品中农药残留检测标准制修订和生牛乳中新烟碱类农

药残留风险排查提供技术参考。

1　材料与方法
1.1　材料、试剂与仪器

超高效液相色谱—质谱联用仪：Xevo TQ-S 型，沃特

世（Waters）中国有限公司；

超纯水仪：Milli-Q 型，美国密理博公司；

高速离心机：Thermo Heraeus X1R 型，美国赛默飞世

尔（Thermo Fisher）科技有限公司；

涡旋混合器：XW-80A 型，上海米青科实业有限公司；

呋虫胺（DIN）、烯啶虫胺（NIT）、哌虫啶（IPP）、噻虫嗪

（THI）、噻虫胺（CLO）、吡虫啉（IMI）、环氧虫啶（CYO）、氯

噻 啉（IMID）、啶 虫 脒（ACE）、噻 虫 啉（THID）：纯 度 >
98.0%，德国 Dr. Ehrenstorfer 公司；

乙 腈 、甲 酸 、甲 醇 ：色 谱 纯 ，国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限

公司；

N-丙 基 乙 二 胺（PSA，粒 径 40~60 μm）和 十 八 烷 基 硅

烷 键 合 硅 胶 吸 附 剂（C18，粒 径 40~60 μm）：天 津 博 纳 艾 杰

尔公司；

QuECHERS EN Method 盐 包 ：北 京 迪 科 马 科 技 有 限

公司；

试验用水：由美国 Milipore 纯水仪制备；

生乳样品：上海地区的牧场和奶牛基地。

1.2　方法

1.2.1　 标 准 溶 液 配 制　 分 别 准 确 称 取 5~10 mg（精 确 至

0.1 mg）各新烟碱类农药标准物质于 10 mL 容量瓶中，用

乙 腈 溶 解 并 定 容 至 刻 度 ，配 制 得 到 质 量 浓 度 为 100 mg/L

的新烟碱类农药标准储备液。分别吸取适量各新烟碱类

农药标准储备液于 100 mL 容量瓶中，用乙腈定容至刻度，

配 制 得 到 质 量 浓 度 为 1 mg/L 的 10 种 新 烟 碱 类 农 药 混 合

标准中间液。新烟碱类农药标准储备液和混合标准中间

液避光保存于-18 ℃冰箱，可使用一年。用按 1.2.2 样品

前 处 理 得 到 的 空 白 生 牛 乳 基 质 溶 液 ，将 混 合 标 准 中 间 液

逐步稀释，得到质量浓度为 0.2，0.5，1.0，2.0，5.0，10.0 μg/L

的生牛乳基质混合标准工作溶液，绘制标准工作曲线，生

牛乳基质混合标准工作溶液应现用现配。

1.2.2　 样 品 前 处 理　 准 确 称 取 10 g 生 牛 乳 样 品（精 确 至

0.01 g）于 50 mL 塑 料 离 心 管 中 ，先 后 加 入 10 mL 乙 腈 、

QuECHERS 盐 包 ，振 荡 混 匀 2 min 后 ，在 4 ℃ 下 以

8 000 r/min 离 心 5 min。 准 确 移 取 2 mL 上 层 提 取 液 于

15 mL 离心管中，加入 100 mg PSA 和 25 mg C18 粉末，涡旋

混 匀 1 min，4 ℃ 、4 200 r/min 离 心 5 min，取 上 清 液 经

0.22 μm 尼龙滤膜过滤至进样小瓶，待测。

1.2.3　仪器工作条件　

（1） 液 相 色 谱 条 件 ：采 用 HSS T3 色 谱 柱（2.1 mm×
100 mm，1.8 μm）；柱温 35 ℃；进样体积 1 μL；流动相 A 为

水，流动相 B 为乙腈；梯度洗脱流速 0.4 mL/min；梯度洗脱

程 序 ：0~0.5 min，95% A；0.5~3.5 min，95%~5% A；3.5~

4.0 min，5% A；4.0~4.5 min，5%~95% A；4.5~6.0 min，

95% A。

（2） 质谱条件：采用电喷雾离子源（ESI）；扫描方式为

正 离 子 扫 描 ；检 测 方 式 为 多 反 应 监 测（MRM）；离 子 源 温

度 150 ℃；锥孔电压 30 V；毛细管电压 3 kV；脱溶剂气流量

700 L/h；去 溶 剂 气 温 度 500 ℃；锥 孔 气 流 量 150 L/h；驻 留

时间 0.018 s；离子对和碰撞能等质谱参数见表 1。

2　结果与分析

2.1　质谱条件优化

以质量浓度为 500 μg/L 的 10 种新烟碱类农药的单一

标准溶液分别在正离子（ESI+）和负离子（ESI-）进行全扫

描，以获得最佳的质谱参数。结果表明，10 种目标化合物

在正离子模式下响应较好，相对于负离子模式强度更高，

因 此 选 择 单 一 正 离 子 扫 描 方 式 。 针 对 每 种 化 合 物 ，选 择

两对响应值较高的特征离子作为定量离子对和定性离子

对，同时优化了锥孔电压和碰撞能等关键参数，优化后的

质谱参数见表 1。

75



安全与检测  SAFETY & INSPECTION 总第  279 期  | 2025 年  1 月  |

2.2　色谱条件优化

2.2.1　色谱柱的选择　以水—乙腈为流动相体系，考察了

HSS T3 柱和 C18 柱对 10 种新烟碱农药的分离效果。结果

发现，DIN、ACE 等 9 种农药在两根色谱柱上的分离效果基

本一致，而 IPP 在 C18 柱上峰形较差且分离不好。在 C18 柱

上，IPP1 峰形存在拖尾，IPP2 峰形不对称且受干扰严重，

而在 HSS T3 柱上，IPP 峰形尖锐且无拖尾，具体如图 1 所

示。从整体结果来看，HSS T3 柱对各目标化合物的分离

效 果 和 响 应 均 优 于 C18 柱 ，因 此 选 择 HSS T3 柱 开 展 后 续

试验。

2.2.2　 流 动 相 的 优 化　 在 优 化 后 的 质 谱 条 件 下 ，对 方 法

流动相体系进行优化。比较了甲醇—水、乙腈—水、纯乙

腈、乙腈和 0.1% 甲酸—水 4 种流动相体系对 10 种新烟碱

农药的分离效果。结果表明，当甲醇用作流动相 B 时，出

现 较 多 杂 峰 ；当 纯 水 中 加 入 0.1% 甲 酸 时 ，IPP 与 THID 出

现峰叠加；仅使用纯乙腈作为流动相时，10 种农药的分离

度不如乙腈—水；当使用乙腈—水为流动相时，其对目标

物 质 的 分 离 度 和 响 应 最 佳 。 因 此 ，选 择 乙 腈 — 水 为 最 佳

流 动 相 开 展 后 续 试 验 。 在 优 化 后 的 色 谱 条 件 下 ，质 量 浓

度为 10 μg/L 的基质配制标准溶液中 10 种新烟碱农药的

总离子色谱图如图 2 所示。

2.3　前处理方法优化

乙 腈 在 农 药 提 取 效 率 方 面 具 备 一 定 优 势 ，且 能 够 较

好地去除畜禽肉、蛋等复杂基质中的脂肪、蛋白质及糖分

等 干 扰 性 物 质［18］，因 此 试 验 中 优 选 乙 腈 作 为 提 取 溶 剂 。

赵 妍 等［17］通 过 乙 腈 — 水 的 冷 冻 诱 导 液 液 萃 取 富 集 分 析

物，同时采用低温诱导脂质沉降获得了较好的除脂效果。

图 1　哌虫啶在不同色谱柱中提取离子色谱图

Figure 1　Extracted ion chromatograms of IPP at different columns

表 1　10种新烟碱类化合物的质谱参数†

Table 1　Mass spectrometric parameters of 

10 neonicotinoid pesticides

化合物

DIN

NIT

THI

CYO

CLO

IMI

IMID

ACE

THID

IPP1 和 2

保留时

间/min

2.69

2.82

3.01

3.06

3.17

3.24

3.30

3.30

3.48

3.44/3.71

母离子

（m/z）

203.1

271.1

292.0

323.2

250.1

256.1

262.0

223.1

253.1

367.2

子离子

（m/z）

129.0*，157.0

224.0，237.0*

180.9，211.1*

182.0，276.0*

131.8，169.0*

175.1，209.1*

122.1，181.0*

89.9，125.9*

125.9*，185.9

263.1*，321.2/

137.1*，306.1

锥孔电

压/V

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

碰撞

能/V

12，10

20，15

20，10

15，15

17，13

25，18

27，15

30，20

22，13

15，10/

30，25

 †  *为定量离子对。
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考 虑 到 除 脂 对 新 烟 碱 类 农 药 的 回 收 率 是 否 会 产 生 影 响 ，

研究不但考察了提取试剂酸碱度对于新烟碱农药的提取

效率的影响，还考察了提取剂温度的影响，重点比较了常

温 乙 腈 、0.1% 甲 酸 — 乙 腈 ，1% 甲 酸 — 乙 腈 和 低 温 乙 腈

-18 ℃沉降 2 h 4 种提取方式的回收率。结果发现，经低

温乙腈沉降可观察到有沉降脂质 ，但低温乙腈-18 ℃沉

降与常温乙腈提取回收率并无显著差异，如图 3（a）所示，

脂 质 沉 降 并 未 在 目 标 物 回 收 率 上 体 现 出 较 大 差 异 ，其 原

因 可 能 是 10 种 新 烟 碱 类 农 药 的 水 溶 性 和 亲 脂 性 各 有 差

异，加之乙腈相和水相比例固定，因此总体回收率并未体

现出显著性差异。使用酸化乙腈并未提高目标化合物的

提 取 回 收 率 ，当 使 用 1% 甲 酸 — 乙 腈 时 ，DIN 的 回 收 率 >
120%，使 用 纯 乙 腈 时 ，10 种 化 合 物 的 提 取 回 收 率 为

92.8%~106.8%，基本达到农药残留分析要求，如图 3（b）所

示 。 结 合 目 标 物 的 回 收 率 及 前 处 理 时 长 等 因 素 ，选 择 纯

乙腈作为提取溶剂。

牛 乳 经 提 取 后 存 在 脂 质 、糖 类 、酚 类 等 杂 质 ，考 虑 采

用 DSPE 净化管对提取液进行净化。PSA 含有叔氨基团

等极性基团，具有弱阴离子交换能力，可有效吸附有机酸

和 金 属 离 子 等 干 扰 物 ，而 C18 能 够 较 好 地 吸 附 脂 肪 等 杂

质［17］。选择 PSA 和 C18 两种吸附剂进行吸附试验，同时考

察 了 不 同 吸 附 剂 用 量 配 比（25~200 mg）对 目 标 化 合 物 回

收 率 的 影 响 ，结 果 表 明 ，当 C18 用 量 为 25 mg，PSA 为

100 mg 时，10 种新烟碱类农药均有较好的回收率，而后续

探 究 吸 附 剂 用 量 与 提 取 回 收 率 的 关 系 时 发 现 ，增 加 吸 附

剂用量，净化效果不但未改善，反而部分化合物回收率略

有 降 低 ，因 此 采 用 内 含 100 mg PSA 和 25 mg C18 的 DSPE

净化管进行净化。

2.4　方法学验证

2.4.1　基质效应　为了评价方法的基质效应，分别配制了

质量浓度为 0.2，0.5，1.0，2.0，5.0，10.0 μg/L 的基质配制标准

溶液和纯溶剂标准溶液，通过计算两者标准曲线的斜率比

值 与 1 的 差 值 ，进 而 确 定 基 质 效 应 。 基 质 效 应 参 考 文 献

［22］进行计算。试验结果表明：NIT 和 IPP 表现出基质增

强效应，其他化合物均为基质抑制效应，THI、CYO、DIN、

THIA 表现出可忽略的弱基质效应，其余均为中等基质效

应。研究后续定量分析均采用基质配标的线性方程计算。

2.4.2　线性范围、检出限和定量限　以各化合物定量离子

对的峰面积（y）对应质量浓度（x）绘制标准曲线，相关系数

和 回 归 方 程 如 表 2 所 示 。 由 表 2 可 知 ，相 关 系 数（R2）为

0.999 0~0.999 9，均大于 0.999，方法在 0.2~10 μg/kg 的质量

浓度范围内呈现良好的线性关系。以加标基质的 3 倍信噪

比 峰 高（S/N=3）对 应 方 法 检 出 限（LOD），10 倍 信 噪 比

（S/N=10）对 应 方 法 定 量 限（LOQ），计 算 方 法 参 照 GB/T 

27417—2017《合格评定  化学分析方法确认和验证指南》

执行，另外结合了 10 种新烟碱类农药的限量值要求和实际

检测需求来定值，得出该方法牛乳中 10 种新烟碱类农药的

检出限为 0.2 或 0.5 μg/kg，定量限为 1 μg/kg。

2.4.3　 回 收 率 和 精 密 度　 以 空 白 牛 乳 基 质 制 备 加 标 样

品，设计 3 个添加水平（1.0，2.5，5.0 μg/kg），每个水平 6 个

平 行 样 ，来 评 估 方 法 的 准 确 度 和 精 密 度 。 空 白 样 品 和 加

标样品的前处理步骤按 1.2.2 执行。分析日内 6 个平行样

用以计算日内精密度，随后连续 3 d 内单一加标样品的响

应峰面积用以计算日间精密度。方法的回收率和精密度

结果见表 3。10 种新烟碱类农药在 1.0，2.5，5.0 μg/kg 加标

水 平 下 的 平 均 回 收 率 为 75.9%~108.9%，日 内 精 密 度 为

1.8%~7.6%，日间精密度低于 11.7%，结果表明，研究所建

立 的 方 法 具 有 较 高 精 密 度 和 准 确 度 ，可 满 足 新 烟 碱 类 农

药的检验检测需求。

图 2　10 种新烟碱类农药的总离子流图

Figure 2　Total ion chromatogram of 10 neonicotinoid pesticides

图 3　不同提取方式对 10 种化合物提取效率的影响

Figure 3　Effect of different extraction methods for 10 compounds （n=3）
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2.5　实际样品测定

采 用 建 立 的 方 法 对 30 批 次 生 牛 乳 样 品 进 行 10 种 新

烟碱类农药检测，结果显示在 2 批次样品中分别检出 ACE

和 THI，其他 8 种新烟碱类农药中均未检出。ACE 含量为

1.14 μg/kg，THI 含量为 1.26 μg/kg，均低于 GB 2763—2021

标准中所规定生乳中的最大残留限量值，这与文献［17-
18］的报道基本一致。

3　结论

利用超高效液相色谱—串联质谱和分散固相萃取技

术，建立了一种同时检测生牛乳中 10 种新烟碱农药的分

析方法，并对前处理及色谱条件进行了优化。结果表明，

样品用乙腈按 m 牛乳∶V 乙腈=1∶1 （g/mL）提取，乙腈—水为

最 佳 流 动 相 ，10 种 化 合 物 在 6 min 内 全 部 出 峰 ，哌 虫 啶 1

和 2 可实现完全分离，响应值高且峰形较好，10 种化合物

在 0.2~10 μg/L 的 质 量 浓 度 范 围 内 线 性 相 关 系 数 均 大 于

0.999，平均加标回收率为 75.9%~108.9%。在对实际样品

进 行 检 测 分 析 时 ，有 痕 量 啶 虫 脒 和 噻 虫 嗪 检 出 。 该 方 法

前处理快速简便、极大地节约了时间和成本，可满足生牛

乳中多种新烟碱类农药的快速检测分析。
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