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高效液相色谱—串联质谱法测定乳制品中
9种国际关注除草剂残留量
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摘要：［目的］针对乳制品中 9 种国际关注而中国暂未设定残留限量的除草剂（黄草灵、环嗪酮、茚嗪氟草胺、达草灭、磺

酰草吡唑、砜吡草唑、磺酰磺隆、特丁塞隆和吡喃草酮）的精准检测，建立一种快速测定方法。［方法］采用乙腈—丙酮混

合试剂（体积比 8∶2）超声提取目标物，提取液经分散固相萃取吸附剂氟罗里硅土（Florisil）、N-丙基乙二胺（PSA）和无水

MgSO4净化后，建立一种高效液相色谱—串联质谱（HPLC-MS/MS）方法进行测定。［结果］9 种除草剂在 7 min 内完全分

离，在 2.00~100 μg/L 范围内线性关系良好（r≥0.997），检出限为 0.02~0.30 μg/kg，加标回收率为 71.6%~104.1%，相对标

准偏差为 0.4%~10.3%。［结论］该方法操作简便、灵敏度高、重现性好，可用于乳制品中 9 种除草剂残留的快速测定。
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Abstract: ［［Objective］］ To establish a rapid and precise determination method for 9 herbicides (asulam, hexazinone, indaziflam, norflurazon, 

pyrasulfotole, pyroxasulfone, sulfosulfuron, tebuthiuron, and tepraloxydim) in dairy products that are of international concern but without 

established maximum residue limits (MRLs) in China. ［［Methods］］ The samples are ultrasonically extracted with acetonitrile-acetone mixed 

reagent (v∶v=8∶2), and the extract is purified by the dispersed solid-phase extraction adsorbents Florisil, N-propylethylenediamine (PSA), 

and anhydrous MgSO4. A high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method is established for 

determination. ［［Results］］ The nine herbicides are completely separated within 7 min. Their linear relationships are good within the range of 

2.00~100 μg/L (r≥0.997). Their detection limits are 0.02~0.30 μg/kg, spiked recoveries are 71.6%~104.1%, and relative standard 

deviations are 0.4%~10.3%. ［［Conclusion］］ This method is simple to operate, has high sensitivity and good reproducibility, and can be used 

for rapid determination of residues of the 9 herbicides in dairy products.
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黄草灵为氨基甲酸酯类除草剂，主要残留在地下

水［1］、蜂蜜［2］、人体尿液［3］中，对人体健康具有潜在危害。

环嗪酮为三嗪酮类除草剂，对人类有致癌风险［4］。茚嗪

氟草胺为三嗪类除草剂，能诱导 DNA 链断裂［5］，对非目

标生物有健康威胁。达草灭对哺乳动物的胚胎发育具

有影响［6］。磺酰草吡唑和砜吡草唑的生物活性高，对环

境友好［7］，但在哺乳动物遗传毒性上的研究较少，风险

不明。磺酰磺隆为磺酰脲类除草剂，对肝脏和内分泌系

统均有危害［8］。特丁塞隆不具有基因毒性或致突变潜

力［9-10］，相对安全。吡喃草酮有潜在的细胞毒性氧化应

激风险［11］。以上 9 种除草剂均在一定程度对人类健康

有潜在威胁。

乳制品是人类理想的营养补充品［12-13］。中国是全球

重要的乳制品生产及消费国，乳制品出口和消费需求都

在持续增长。使用除草剂能提升牧草、豆粕等饲料质

量［14-15］，提高牧场生产能力。但除草剂有可能经饲料、

水、环境接触在动物体内富集，并在一系列生理过程中转

移至生乳中［16］，增加乳制品污染风险。试验研究的 9 种除

草剂在美国、欧盟、日本及澳大利亚等主要监管体系中均

设定了牛奶中的最大残留限量，而中国现行 GB 2763 尚未

制定相关限量要求（见表 1）。检测方法方面，国外仅提供

关于食品中农药残留检测方法的验证要求，但未针对具

体目标物的检测方法作出明确规定，实验室需自行选择

能满足要求的方法。而 GB 2763 提供的生乳中除草剂检

测方法均不适用于试验目标物。这种差异不利于保护中

国国民健康安全［17］，且会影响中国乳制品出口竞争力，亟

需建立一种可靠的检测方法，为乳品的质量控制、数据积

累、标准建立起奠基作用，应对潜在贸易壁垒和食品安全

风险。

乳 制 品 的 前 处 理 方 法 主 要 有 固 相 萃 取［18］ 、

QuEChERS［19］、液液分配［20］、分散液液微萃取［21］、固相支

撑液液萃取［22］等，其中 QuEChERS 技术操作简便、成本低

且净化效果好［23-24］，已被 GB 23200 系列标准采用［25-26］，

其回收率稳定在 60% 以上。课题组［27］前期建立了一种乳

制品农药残留检测方法。定量仪器方面，质谱检测器因

灵敏度高、抗干扰能力强，已成为农药残留检测仪器方法

的主流方法。Kobayashi 等［28］建立了一种牛肌肉、牛脂

肪、牛肝脏和牛乳 4 种畜产品中黄草灵的液相色谱串联质

谱分析方法；赵妍等［20］使用基于液液萃取和分散固相萃

取的超高效液相色谱—高分辨质谱法测定了牛奶中新烟

酰碱类农药残留；王敬等［29］使用复合固相萃取柱净化，利

用气相色谱/三重四极杆串联质谱法测定了牛奶及奶粉中

213 种农药多残留。以上研究主要关注某一种农药残留

或中国法规已有限量值的化合物，净化步骤也较为繁琐。

试 验 拟 基 于 改 良 QuEChERS 前 处 理 方 法 ，结 合

HPLC-MS/MS 技术，建立一种对乳制品中 9 种除草剂（黄

草灵、环嗪酮、茚嗪氟草胺、达草灭、磺酰草吡唑、砜吡草

唑、磺酰磺隆、特丁塞隆、吡喃草酮）的快速测定方法，以

实现目标物的高效净化和准确定量。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

牛乳、羊乳、马乳、骆驼乳和奶酪共计 40 批次：市售；

黄草灵、环嗪酮、茚嗪氟草胺、达草灭、磺酰草吡唑、

砜 吡 草 唑 、磺 酰 磺 隆 、特 丁 塞 隆 、吡 喃 草 酮 标 准 品 ：

100.0 mg/L，农业农村部环境保护科研监测所；

乙腈、丙酮、甲醇、甲酸：色谱纯，德国默克公司；

超纯水：自制；

氯化钠、无水硫酸镁、乙酸铵：分析纯，广州化学试

剂厂；

弗罗里硅土（Florisil）、N-丙基乙二胺（PSA）：分析纯，

广州太玮生物科技有限公司；

色谱柱：Accucore ™ Biphenyl 型（100 mm×2.1 mm，

2.6 μm），美国 Thermo Fisher Scientific公司；

色 谱 柱 ：Accucore ™ C18 型（100 mm×2.1 mm，

2.6 μm），美国 Thermo Fisher Scientific公司；

色 谱 柱 ：ACQUITY UPLC HSS T3 型（100 mm×

表 1　全球主要区域牛奶中 9种除草剂类农药残留限量

要求对比

Table 1　Comparison of residue limit requirements for 9 

herbicides in milk in major regions in the world

名称

黄草灵

环嗪酮

茚嗪氟草胺

达草灭

磺酰草吡唑

砜吡草唑

磺酰磺隆

特丁塞隆

吡喃草酮

牛奶中限量要求/ （mg·kg-1）

中国

/

/

/

/

/

/

/

/

/

美国

0.05

不得检出

不得检出

0.10

0.03

不得检出

0.02

不得检出

不得检出

欧盟

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.02

0.01

0.02

日本

0.050

11.000

0.010

0.100

0.010

0.010

0.006

0.010

0.050

澳大利亚

0.100

0.050

0.005

不得检出

0.010

0.002

0.005

0.200

不得检出
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2.1 mm，1.8 μm），美国 Waters公司；

聚四氟乙烯（PTFE）微孔滤膜：0.22 μm，天津市津腾

实验设备有限公司。

1.1.2　主要仪器设备　

高效液相色谱—串联质谱联用仪：Triple Quad™  5500

型，美国 AB Sciex 公司；

电 子 分 析 天 平 ：ME2002E 型 ，瑞 士 Mettler Toledo

公司；

超声波提取仪：KQ-500DE 型，昆山舒美超声仪器有

限公司；

涡旋振荡器：MS 3 digital型，德国 IKA 公司；

高速离心机：3K15 型，德国 Sigma公司；

超纯水系统：Direct-Pure UP 10 型，上海乐枫生物科

技有限公司。

1.2　方法

1.2.1　 混 合 标 准 溶 液 配 制　 准 确 移 取 9 种 标 准 溶 液

（100.0 mg/L）各 1.00 mL，用 乙 腈 定 容 ，混 匀 ，配 制 成

5.00 mg/L 的混合标准储备溶液，-18 ℃避光贮藏，有效期

1 个月。

1.2.2　试样制备及贮藏　随机取独立包装液体奶类样品

3 份以上（总质量≥500 g），放入干净聚乙烯瓶中，混匀；奶

粉类样品混匀后随机取不同位置样品（总质量≥100 g），

按产品标签上的冲调比例配制成液体乳，放入聚乙烯瓶

中；随机取独立包装奶酪样品 3 份以上（总质量≥50 g），

粉碎成颗粒状（粉碎前先置于-18 ℃冷冻 12 h，降低样品

黏度），放入聚乙烯瓶或袋中。待测样品均于 0~4 ℃冷藏

保存。

1.2.3　样品前处理　称取一定质量（精确至 0.01 g，液体

乳 10 g，奶酪 2 g）样品于离心管中，加入 10 mL 乙腈—丙

酮混合试剂（体积比 8∶2）、4 g 无水 MgSO4和 1 g NaCl，超

声处理 5 min，5 500 r/min 离心 5 min，吸取约 5 mL 上清

液，加入 100 mg PSA、50 mg Florisil、400 mg 无水 MgSO4

混合净化剂，涡旋混匀 2 min，5 500 r/min 离心 5 min，分层

后上清液经微孔滤膜过滤，待测，同时做空白试验。

1.2.4　空白基质匹配标准工作溶液　选择与被测样品性

质相同或相似的空白样品按照 1.2.3 进行前处理，得到空

白基质溶液。精确吸取一定量混合标准溶液，逐级用空

白基质溶液稀释成质量浓度分别为 2.00，5.00，20.0，50.0，

100 μg/L 的空白基质匹配标准工作溶液，现配现用。

1.2.5　液相色谱条件　色谱柱为 Accucore™ Biphenyl 色

谱 柱（100 mm×2.1 mm，2.6 μm）；柱 温 35 ℃ ；进 样 量

2.0 μL；流速 0.3 mL/min；流动相 A 为 0.1 %甲酸水，流动

相 B 为乙腈；梯度洗脱程序见表 2。

1.2.6　质谱条件　电喷雾电离源；正离子模式（ESI⁺）采

集；多反应监测（MRM）模式；电喷雾电压 5 500 V；离子源

温度 550 ℃；9 种除草剂的保留时间及质谱参数见表 3。

1.2.7　加标回收率、基质效应　采用加标回收率、基质效

应（ME）对前处理方法进行评估，并作为方法学验证的指

标。分别按式（1）、式（2）计算加标回收率和基质效应。

R= X 1 - X 2

X
× 100%， （1）

ME = ( )B
A

- 1 × 100%， （2）

表 2　梯度洗脱程序

Table 2　Gradient elution procedure

时间/min

0.00

2.00

5.00

5.10

7.00

流动相 A/%

90.0

30.0

7.0

90.0

90.0

流动相 B/%

10.0

70.0

93.0

10.0

10.0

表 3　9种除草剂的保留时间及质谱参数

Table 3　Retention time and mass spectrometric parameters of 9 herbicides

化合物

黄草灵

环嗪酮

茚嗪氟草胺

达草灭

磺酰草吡唑

砜吡草唑

磺酰磺隆

特丁塞隆

吡喃草酮

保留时间/min

2.2

2.6

2.9

3.0

2.5

3.2

3.1

2.5

3.3

去簇电压/V

40

76

80

110

60

185

70

40

115

定量离子对

231.0/156.0

253.2/171.1

302.1/158.0

304.2/284.1

363.2/251.1

392.2/229.1

471.0/211.0

229.2/172.0

342.2/250.2

碰撞能/V

17

11

12

24

23

25

20

15

18

定性离子对

231.0/108.0

253.2/85.1

302.1/138.2

304.2/160.1

363.2/113.0

392.2/179.1

471.0/261.0

229.2/116.1

342.2/166.1

碰撞能/V

31

28

20

38

25

41

25

30

26
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式中：

R——加标回收率，%；

X——目标物的理论添加量，mg/kg；

X1——样品中目标物的测得含量，mg/kg；

X2——样品中目标物的本底含量，mg/kg；

ME——基质效应，%；

B——基质标准曲线斜率；

A——纯溶剂标准曲线斜率。

ME 值为正值时，为基质增强效应，ME 值为负值时，

为基质减弱效应；0＜ |ME|≤20 为弱基质效应，20＜ |ME|≤
50 为中等基质效应，50＜ |ME|为强基质效应。

1.2.8　数据处理　使用 Agilent MassHunter软件对目标物

进行定性、定量分析，使用 Excel 软件进行数据处理及

绘图。

2　结果与分析

2.1　前处理方式

课题组前期开发的乳制品专用改良 QuEChERS 方

法，针对 9 种新目标物进行了提取净化。乳制品基质富含

蛋白质、脂肪及碳水化合物等成分［30］，其中脂质组分与多

数除草剂具有显著亲和性，导致提取过程中非目标杂质

与目标物共萃取。这些共存杂质一方面会对仪器造成损

害，如缩短色谱柱使用寿命和污染离子源［31］，另一方面会

增强或减弱质谱信号［32］，影响检测结果的准确性。为平

衡目标物回收率与基质净化效率这一关键技术矛盾，试

验通过乙腈和丙酮混合溶剂提取，乙腈可有效沉淀乳蛋

白［33］，丙酮可增强脂溶性目标物萃取效率；利用多种分散

固相萃取净化剂联合净化基质，Florisil 可吸附脂肪等杂

质［34］，PSA 可吸附极性物质，包括糖、有机酸、脂肪酸、色

素等［35］，无水 MgSO4 可吸附水分保证其他吸附剂的净化

效果。单个样品处理时间约 15 min，每增加一个样品约

增加 1 min，处理过程简便、快捷、易复制。

2.2　色谱条件优化

对 9 种除草剂残留化学性质进行分析，黄草灵、磺酰

磺隆等的极性较大、沸点较高，不适宜用气相体系分离，

使用液相体系能更好地兼顾 9 种物质的分离，获得更好的

分离度和峰形。而且对于每一批次样品，液相体系的分

离时间更短，检测效率更高，利于大批量样品的检测。试

验 考 察 了 乙 腈 — 水 、乙 腈 —0.1% 甲 酸 水 、乙 腈 —

10 mmol/L 乙酸铵溶液、甲醇—水、甲醇—0.1% 甲酸水、甲

醇—10 mmol/L 乙酸铵溶液 6 种流动相的洗脱效果。结果

表明，添加 0.1% 甲酸的流动相体系有利于目标物的离子

化，能增强响应。使用乙腈—0.1% 甲酸水作为流动相，目

标物能获得更对称的峰形。采用梯度洗脱方式，4 min 内

所有化合物均完成出峰。

由图 1~图 3 可知，使用乙腈—0.1% 甲酸水为流动相，

大部分目标物在 3 种类型色谱柱上分离时的峰形差异不

明显，磺酰草吡唑在 T3 和 C18 类型柱子上分离时峰形拖

尾，在 Biphenyl 色谱柱上分离时峰形良好。经分析，磺酰

草吡唑含苯环，与 Biphenyl 色谱柱的芳香环结构更匹配，

目标物与色谱柱固定相形成定向均匀吸附，减少了非特

异性吸附导致的拖尾，故选择 Biphenyl 色谱柱对目标物

进行分离。

图 1　T3色谱柱分离磺酰草吡唑的色谱图

Figure 1　Chromatogram of pyrasulfotole separated using 

T3 chromatographic column

图 2　C18色谱柱分离磺酰草吡唑的色谱图

Figure 2　Chromatogram of pyrasulfotole separated using 

C18 chromatographic column

图 3　Biphenyl 色谱柱分离磺酰草吡唑的色谱图

Figure 3　Chromatogram of pyrasulfotole separated using 

Biphenyl chromatographic column
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2.3　质谱条件优化

为了使目标物在质谱检测器中的响应值最高，对其

母离子、子离子及碰撞电压进行优化。对 9 种除草剂化合

物的标准储备溶液（1.0 mg/L）进行一级质谱扫描，获得目

标物的母离子；对选定的母离子进行二级质谱扫描，选取

离子丰度最大的离子作为定量离子，次之的为定性离子

（同时避免选择质荷比过小的离子碎片，以确保结构特征

性和抗干扰能力）；对定量、定性离子进行碰撞能量优化，

以获得最佳的离子对响应。图 4 为空白纯牛乳样品中添

加 9 种目标物的 TIC 色谱图。

2.4　空白试验

按前处理步骤操作，不称取样品，处理后溶液经

HPLC-MS/MS 分析，色谱图在目标物保留时间处均无响

应，基线平稳，表明试验过程及方法对目标物无干扰，该

方法专属性良好。

2.5　验证实验

2.5.1　标准曲线和方法检出限　由表 4 可知，在 2.00~

100.00 μg/L 质量浓度范围内，9 种除草剂的相关系数（r）

均＞0.997，线性关系良好。检出限为 0.02~0.30 μg/kg，表

明该方法灵敏度高，能满足乳制品基质中痕量目标物的

检测需求。

2.5.2　方法回收率和精密度　由表 5 可知，在基质中添加

质量浓度为 2，5，10 μg/kg 的 9 种除草剂，平均回收率为

71.6%~104.1%，相对标准偏差（RSDs）为 0.4%~10.3%，表

明该方法提取及净化过程稳定，准确度和精密度良好。

其中，磺酰草吡唑在多种基质中的平均回收率为 73.9%~

83.5%，相比其他目标物的稍低，可能是因为磺酰草吡唑

与乳制品中的某些成分发生相互作用，导致提取难度

增大。

2.5.3　基质效应　由图 5 可知，9 种除草剂在试验涉及的

基质中以基质抑制效应为主，磺酰草吡唑和吡喃草酮在

5 种乳制品基质中的基质效应绝对值均为 20%~50%，为

中等基质效应。其余化合物在 5 种乳制品基质中的基质

效应绝对值均＜20%，为弱基质效应。因此，试验方法的

基质效应不宜忽视，为降低基质效应对目标化合物回收

率的影响，应采用空白基质匹配标准曲线对目标化合物

进行定量。

2.6　实际样品测定

采用试验建立的方法对 40 份市售的国产及进口乳制

品进行检测，包括 20 份纯牛乳、10 份纯羊乳、3 份骆驼乳、

3 份马乳及 4 份奶酪（n=6）。结果表明，各样品中均未

检出黄草灵、环嗪酮、茚嗪氟草胺、达草灭、磺酰草吡唑、

砜吡草唑、磺酰磺隆、特丁塞隆、吡喃草酮；即使没有限

量要求，中国乳制品在上述除草剂残留控制方面也达到

了较高水平，与进口乳制品品质接近。建议持续加强风

险监测，为完善中国乳品质量安全标准体系提供科学

依据。

1. 黄草灵  2. 磺酰草吡唑  3. 特丁塞隆  4. 环嗪酮  5. 茚嗪氟

草胺  6. 达草灭  7. 磺酰磺隆  8. 砜吡草唑  9. 吡喃草酮

图 4　空白纯牛乳样品中添加 9 种目标物的 TIC 色谱图

Figure 4　TIC of a blank milk sample spiked with 9 

analytes

图 5　9 种除草剂在 5 种乳制品基质中的基质效应

Figure 5　Matrix effects of 9 herbicides in 5 kinds of dairy 

product matrices

表 4　9种除草剂的标准曲线线性方程、相关系数及检出限

Table 4　Linear equations， correlation coefficients， and 

detection limits of standard curves for 9 herbicides

化合物

黄草灵

环嗪酮

茚嗪氟草胺

达草灭

磺酰草吡唑

砜吡草唑

磺酰磺隆

特丁塞隆

吡喃草酮

线性方程

y=19 351x-9 225.6

y=42 235x+78 907

y=31 332x-13 992

y=51 611x+28 575

y=76 202x-62 990

y=16 586x+11 350

y=50 062x-25 411

y=110 972x+129 574

y=24 440x+10 386

相关系

数（r）

0.999

0.999

0.999

1.000

0.997

0.999

0.999

0.998

0.997

检出限/

（μg·kg-1）

0.23

0.18

0.12

0.02

0.06

0.18

0.03

0.30

0.13
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3　结论

研究成功建立了一种高效液相色谱—串联质谱检测

方法，可适用于牛乳、羊乳、马乳和骆驼乳等不同乳制品

基质中黄草灵、环嗪酮、茚嗪氟草胺、达草灭、磺酰草吡

唑、砜吡草唑、磺酰磺隆、特丁塞隆、吡喃草酮 9 种除草剂

残留的精准检测。该方法有效拓宽了乳制品中农药残留

的检测覆盖范围，且检测性能完全满足欧盟、美国和澳大

利亚等国家的国际先进标准，可为中国乳制品突破技术

性贸易壁垒、助力出口贸易高质量发展提供技术支持。
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