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菊薯中 3 种硫代磷酸酯类有机磷农药
残留量的快速测定
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摘要　应用超分子印迹微球与逆基质固相分散加速溶剂萃取,采用气相色谱质谱(GCＧMS)检测方法测定菊

薯中３种硫代磷酸酯类有机磷农药(毒死蜱、喹硫磷和甲基立枯磷)残留量.以甲基立枯磷为模板分子制备对

３种农药有特异性识别的分子印迹微球聚合物,然后作为固相分散剂进行加速溶剂萃取,再以气相色谱质谱法

测定菊薯中３种农药的残留量,质谱条件为电子轰击离子源正离子选择离子监测模式.结果表明:３种农药的

线性范围均为０．０１~２．５０μg/mL,相关系数为０．９９８７~０．９９９６;３种农药的检出限范围为０．１７４~０．５２６μg/kg,

相对标准偏差为２．３％~９．９％,回收率为７９．８％~１０４．５％.
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　　菊薯(Smallanthussonchifolius)是菊科类草本

植物,富含黄酮类、酚酸、酯类和多糖等化学成分,具
有多种保健和美容等功效[１].在菊薯的栽培过程

中,需施用毒死蜱、喹硫磷、甲基立枯磷等有机磷农

药进行病虫害防治.毒死蜱(Chlorpyrifos)是一种

高效机磷杀虫剂,在农作物种植过程中使用广泛[２].
喹硫磷(Quinalphos)是一种有机磷杀虫杀螨剂 ,对
害虫具有强烈的触杀和胃毒作用[３].甲基立枯磷

(TolclofosＧmethyl)是一个广谱、高效、低毒、对环境

安全的有机磷杀菌剂[４].因菊薯的化学成分复杂,
施药后的农药残留直接影响菊薯的食用和药用功

效,故农药残留是食材和药材质量控制的一项重要

指标[５].
有机磷农药残留检测方法主要有色谱检测法和

快速检测法.色谱检测法是目前农药残留主要的检

测方法,包括高效液相色谱(HPLC)法、气相色谱

(GC)法、薄层色谱(TLC)法等[６].快速检测法是一

类快速检测农药残留的方法,包括免疫分析技术和

酶抑制法等[６].基质固相分散法(MSPD)是一种样

品提取方法,具有简便快捷、样品和溶剂用量少等优

点[７].近年来,分子印迹聚合材料在农药残留分析

中得到广泛应用[８Ｇ１２].分子印迹聚合物(MIPs)是

一类有较强分子识别能力的新型高分子仿生材料,
具有预定性、识别性、实用性和稳定性,在较苛刻的

条件如使用有机溶剂或高温及一定压力情况下,也
不会破坏它的识别能力,可从复杂样品中分离富集

目标分子或与目标分子结构相似的化合物,清除基

质干扰,提高分析精度和准确性,很适合用于基质复

杂样品的净化、萃取等前处理过程.由于 MIPs在

识别目标物时具有很高的专一性和理化稳定性[１３],
因此被广泛应用在样品分离富集、传感器和模拟酶

功能等研究中[１４Ｇ１６].然而,在制备过程中,分子印迹

大多采用的是以待测物为模板分子的本体聚合技

术,得到的聚合物模板分子包埋过深、容易渗漏、不
利于洗脱,且处理繁琐[１７].

将分子印迹聚合物(MIPs)与加速溶剂固相基

质分散萃取技术(ASEＧMSPD)结合,用于菊薯中毒

死蜱残留样品前处理萃取净化后采用气相色谱质谱

法(GCＧMS)进行检测,在国内外还未见相关报道.
本试验以待测物甲基立枯磷作为模板分子,采用沉

淀印迹法制备的印迹聚合微球,旨在解决传统的本

体聚合带来的模板分子包埋过深、印迹微粒形状不

规则、聚合物后处理繁琐等问题,建立一种新颖、简
便和高效的有机磷农药残留量快速测定方法.
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1　材料与方法

1.1　仪器与设备

EYELANＧ１１００/OSBＧ２１００型旋转蒸发仪,北
京五洲东方科技发展有限公司产品;KQ５２００DE型

超声波清洗仪,昆山市超声仪器有限公司产品;

VARIANCPＧ３８００SATURN２０００ 气相色谱质谱

联用仪(配有电子轰击 EI源)及色谱工作站,美国

VARIAN公司产品;S２３０００N 扫描电镜,日本 HiＧ
tachi公司产品;CRＧ２１G高速冷冻离心机,日本 HiＧ
tachi公司产品;VERTEX７０型红外光谱仪,德国

Bruker公司产品;DIONEXASE３００加速溶剂萃取

仪,德国Dionex公司产品.
1.2　试剂与材料

乙酸,分析纯;丙酮、甲醇、乙酸乙酯、乙腈、无

水硫酸钠(６５０℃烘５h),分析纯,国药集团产品;乙

二醇二甲基丙烯酸酯,分析纯,美国 SigmaＧAldrich
公司产品);甲基丙烯酸,分析纯,国药集团产品;偶
氮二异丁腈,分析纯,国药集团产品;标品溶液,美
国阿拉丁试剂(上海)有限公司产品:１０００μg/mL
毒死蜱标准溶液(甲醇中),１０００μg/mL甲基立枯

磷标准溶液(甲醇中),１０００μg/mL喹硫磷标准溶

液(丙酮中).
对照空白菊薯,取自华中农业大学药用植物园.

对５００g空白菊薯进行检测,确定无有机磷农药残

留后,将空白菊薯与样品同样处理萃取.
1.3　气相色谱Ｇ质谱仪 GCＧMS 检测条件

色谱条件:VFＧ５MS毛细管柱 (３０m ×０．２５
mm,０．２５μm);载气为纯度大于９９．９９９％的氦气,
载气柱流速１mL/min;进样口温度２００℃;柱升

温程序:初始温度８０℃,保持３min,以１２℃/min
速率升至２８０℃,保持５min;不分流进样,进样量

为１μL.
质谱条件:电子轰击(EI)离子源,电子能量

７０eV,灯电流６０μA,检测器电压１．００kV,EI源

温度２００℃,接口温度２５０℃,溶剂延迟时间３．０
min,传输线温度:２８０℃.选择离子监测(m/z):
毒死蜱 １９９,２５８,２８６,３１４;甲基立枯磷 ９３,１４５,

２０７,２８６;喹硫磷１１８,１２９,２６５.
1.4　标准曲线的配制

将毒死蜱、甲基立枯磷、喹硫磷标品溶液依次用

乙腈稀释成１００μg/mL 单剂标准储备溶液和５０

μg/mL的混剂标准储备溶液,然后用乙腈依次逐

级稀释成２．５０、１．００、０．２５、０．０５、０．０１μg/mL的系列

混剂标准工作溶液,依次进样按照仪器 GCＧMS检

测条件测定,绘制峰面积Ｇ质量浓度标准曲线.
1.5　高分子印迹聚合微球 MIPs 制备

将１．５mmol模板子甲基立枯磷溶解于１２０mL
乙腈溶液中,依次加入６mmol功能单体甲基丙烯

酸,室温下振荡９０min,再置于冰箱中冷藏１０h,使
甲基立枯磷与甲基丙烯酸充分作用,取出,加入３０
mmol交联剂乙二醇二甲基丙烯酸酯和３０mg引发

剂偶氮二异丁腈,混匀后向混合溶液中通入氮气２０
min,以除去溶解氧,密封后置于６０℃水浴中反应

聚合２４h,取出冷却至室温,于４℃下７０００r/min
离心１０min得聚合物沉淀,以含体积分数５％乙酸

的甲醇为溶剂对聚合物沉淀进行索氏提取２次,每

次提取２４h,用以去除模板分子甲基立枯磷,再用

甲醇洗去过量的乙酸至中性,于３５℃下真空干燥至

恒质量,然后取少量分子印迹微球 MIP进行电镜

扫描.
按上述方法不加入模板分子甲基立枯磷同时制

备非印迹聚合微球(NIPs),然后取少量印迹聚合微

球进行红外光谱分析.
1.6　分子印迹聚合微球 MIP 的吸附特异性试验

在甲醇体系中进行 MIP吸附性能试验,称取

１００．０mg洗脱掉模板分子后的印迹聚合微球 MIP,
置于５mL试管中,加入３mL甲醇,加入３种系列

硫代磷酸酯类有机磷农药标准溶液１．０、５．０、１０．０、

２５．０、５０．０、１００．０μg/mL各２００μL,用甲醇定容至

５mL,振荡吸附１h后于４℃下８０００r/min转速

离心２５min,取出沉淀物,用５mL甲醇(含５％乙

酸)解析 MIP聚合沉淀物并过滤,将甲醇解析液于

４５℃下浓缩近干,加入１mL乙腈溶解残余物,经

０．２μm滤膜过滤后在仪器工作条件下进行分析,再
以不同含量的吸附量计算绘制等温吸附曲线.
1.7　添加回收率与检出限试验

在匀浆了的空白菊薯样品中,添加一定量的毒

死蜱、甲基立枯磷、喹硫磷标准溶液,添加水平分别

为０．１、０．５、２．０μg/g,每组设５个重复,按照所建立

的样品前处理和 GCＧMS检测条件进行测定,然后

分别计算出添加回收率.再取匀浆过的空白菊薯

１０g,加入５０mL甲醇/水(１/４)振荡提取２０min,
以０．４５μm 滤膜真空抽滤后弃去滤液,将残渣加入

３g 无 水 硫 酸 钠 并 加 入 ２５ mL 乙 腈 振 荡 提 取

２０min,过滤后取出乙腈滤液.将此基质提取液用

２３
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于将含毒死蜱、甲基立枯磷、喹硫磷的５０μg/mL混

剂标准储备液稀释至０．１μg/mL,分别按GCＧMS检

测条件进样测定,用于计算检出限.
1.8　样品处理

空白菊薯样品取自华中农业大学药用植物园,
实际菊薯样品采购于湖北省武汉市洪山区果蔬批发

基地市场.将新鲜菊薯样品取回后经组织匀浆机匀

浆,称取１０g匀浆样品,加入２００mg分子印迹聚

合物 MIPs,于２５mL具塞锥瓶中,加入甲醇/水

(１/３)２０mL,再加入０．１gMgCl２,充分搅拌混匀

于９０r/min匀速振荡６０min后 转移至１００mL不

锈钢萃取池中,再置于加速溶剂萃取仪 ASE３００
中,先以甲醇/水(１/４)混合溶剂为杂质萃取剂,于

１５℃、２MPa压力下,静态萃取５min,重复萃取

２次.每次冲洗体积为２０mL,氮气吹扫２０s,然后

将此提取液弃去,换上含５％乙酸的甲醇作为萃取

剂,于２５℃、１０MPa压力下,静态萃取２５min,重
复萃取３ 次.每次冲洗体积为６０mL,氮气吹扫

４０s.将萃取液转移到旋转蒸发仪中,于４５℃旋转

蒸发至近干时,加入 １ mL 乙腈溶解残余物,经

０．２μm滤膜过滤后再用乙腈定容至２mL,在仪器工

作条件下进行检测分析.

2　结果与分析

2.1　分子印迹聚合微球 MIP 的表征与吸附特异性

经电镜扫描显示(图１),印迹微球的直径均小

于１μm,微球中有致密的孔隙和凹凸不平的表面,
能够有效识别吸附目标分子.印迹聚合物的红外光

谱图如图 ２ 所示.对于分子印迹 聚 合 物,３５０８
cm－１处为 O－H 的伸缩振动吸收峰;２９５６cm－１处

为 C－H 的伸缩振动吸收峰;１７３１cm－１处为C＝O
伸缩振动吸收峰;１４５５cm－１ 和１３８９cm－１ 处为

C－H弯曲振动吸收峰;１１６０cm－１处为Si－O振动

吸收峰.这些震动吸收峰表明模板分子与功能单体

和交联剂发生了有效键合作用.

图１　甲基立枯磷分子印迹聚合微球MIPs的扫描电镜图

Fig．１　SEMmicrographsoftolclophosＧmethylMIPs

图２　甲基立枯磷分子印迹聚合物的红外谱图

Fig．２　FTIRspectraoftolclophosＧmethylMIP

　　为进一步表征分子印迹聚合物 MIP,对３种农

药进行吸附特异性试验.图 ３ 表明,３ 种农药在

MIP上的吸附量要明显高于在 NIP上的吸附量,两
者对农药的吸附量差值在２倍以上,并且在２．０

μg/mL时,MIP和 NIP对３种农药的吸附量趋于饱

和.其中,MIP对甲基立枯磷 A 的吸附量最高,对
毒死蜱B的吸附量最低,这是因为该分子聚合物是

以甲基立枯磷为模板分子进行印迹聚合的,故对甲

基立枯磷有很强的特异吸附性.又因３种农药中毒

死蜱的分子质量最大,分子体积较大,故 MIP对其

吸附量明显偏低些,且 MIP对喹硫磷和甲基立枯磷

的吸附量要明显略高于毒死蜱.NIP对３种农药的

吸附差异性明显没有 MIP显著,说明 MIP对３种

农药具有明显的吸附差异性和选择性,这是由其分

子结构差异造成的.NIP对不同农药的吸附差异性

不明显,具有较弱的选择性与吸附量.

　　A,B,C:MIP对甲基立枯磷 A,毒死蜱B,喹硫磷 C的吸

附曲线;D,E,F:NIP对甲基立枯磷D,毒死蜱E,喹硫磷F的

吸附曲线.A,B,C,D,E,F:AdsorptioncurvesofChlorpyrifos
(B,E),TolclofosＧmethyl(A,D),Quinalphos(C,F)onMIP
(A,B,C)andNIP(D,E,F)．

图３　MIP和NIP对３种农药的等温吸附曲线

Fig．３　AdsorptioncurvesofthreepesticidesonMIPandNIP
2.2　仪器的精密度

在气相质谱仪器条件下,待仪器基线稳定后连

续对同一质量浓度的毒死蜱样品(０．５μg/mL)进

行７次平行测定,进样量为１μL.结果表明:峰面

３３
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积和保留时间的平均值分别为１．４２３×１０３(RSD
２．１８％)和１５．３６min(RSD０．１２％),说明该方法重

现性好,仪器的精密度高.
2.3　方法的线性关系、检出限和定量限

经检出 限 测 定,计 算 得 到 仪 器 响 应 信 噪 比

(S/N)分别为１２．９、１３．５和１１．２,以S/N≥３为检出

限(LOD),折算得基质匹配标准溶液中的LOD值

分别为０．２８３μg/kg(毒死蜱)、０．１７４μg/kg(甲基立

枯磷)、０．５２６μg/kg(喹硫磷);以S/N≥１０为定量

限(LOQ),折算得基质匹配标准溶液中的 LOQ 值

分别为０．９１４μg/kg(毒死蜱)、０．６２５μg/kg(甲基立

枯磷)、１．４５２μg/kg(喹硫磷).３种有机磷农药的线

性范围均在０．０１~２．５μg/mL,线性相关系数r 值

均在０．９９以上(表１).
由图４可知,３种农药均得到充分分离,且与相

关文献对比后发现,３种农药在菊薯中检出限均明

显低于相关文献中检出限的LOD值[１８Ｇ１９].
表１　３种农药的线性范围、相关系数与标准曲线

Table１　Linearrange,linearequationsandcorrelationcoefficients

ofthreepesticides

农药
Agrochemicals

线性方程
Linearequations

相关系数(r)
Correlationcoefficient

毒死蜱
Chlorpyrifos y＝３１３２４．７x－２５２８．５ ０．９９８７

甲基立枯磷
TolclofosＧmethyl y＝４３４６７．２x－２７３６．７ ０．９９９６

喹硫磷
Quinalphos y＝３６１５２．４x－３８４９．８ ０．９９９２

　　１．喹硫磷 Quinalphos;２．甲基立枯磷 TolclofosＧmethyl;

３．毒死蜱 Chlorpyrifos．

图４　对照空白样品、添加样品(０．１μg/g)

和实际样品的总离子流(TIC)色谱图

Fig．４　Totalioncurrent(TIC)chromatogram
ofthestandardsofblanksample,spiked
sample(０．１μg/g)andactualsample

2.4　方法的准确度和精密度

添加回收试验结果表明:回收率显然受添加浓

度的影响,浓度越高时回收率越高,相对标准偏差越

低(表２).

表２　空白菊薯样品中毒死蜱、喹硫磷和甲基立枯磷的添加回收率与精密度(n＝５)

Table２　Standardrecoveriesandprecisionofchlorpyrifos,quinalphosandtolclofosＧmethylinblankyaconsamples(n＝５)

检测物
Detectedcomponent

实际样品检测值/(mg/kg)
Detectionvalue
ofactualsample

添加水平/(mg/kg)
Added

concentration

检测平均值/(mg/kg)
Meanof

detectionvalue

平均回收率/％
Averagerecovery

变异系数/％
RSD

０．１０ ０．０８１±０．００８ ８１．２ ９．９
毒死蜱 Chlorpyrifos ０．０６９±０．００５ ０．５０ ０．４６１±０．０１７ ９２．２ ３．７

２．００ ２．０９０±０．０５８ １０４．５ ２．８

０．１０ ０．０８０±０．００５ ８０．４ ５．８
喹硫磷 Quinalphos － ０．５０ ０．４７４±０．０１３ ９４．９ ２．８

２．００ １．９９０±０．０４７ ９９．６ ２．３

０．１０ ０．０８０±０．００４ ７９．８ ５．４
甲基立枯磷 TolclofosＧmethyl － ０．５０ ０．４７３±０．０１５ ９４．７ ３．１

２．００ ２．０７０±０．０９３ １０３．６ ４．５

　　在不同的加标回收率中,毒死蜱的回收率为

８１．２％~１０４．５％,甲基立枯磷的回收率为７９．８％~
１０３．６％,喹硫磷的回收率为８０．４％~９９．６％,其相

对标准偏差RSD均低于１０％.这说明３种有机磷

农药的回收率和相对标准偏差结果都比较理想,能
够满足菊薯中农药残留分析的要求.

2.5　仪器条件的选择

因农药残留量检测属痕量分析,样品中含量往

往很低,故进样方式采用 “不分流”的方式.为增

加检测的灵敏度,进样量设为１μL.根据３种有机

磷农药的气化温度,采用程序升温,初始温度设为

８０℃,略高于溶剂温度而低于样品沸点,充分利用
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热聚集效应改善峰形,同时可避免溶剂效应所致的

空间谱带展宽.将溶剂延迟时间设为３min,可避

免高浓度溶剂对离子源灯丝的不利影响.
分析菊薯中有机磷农药,提取液中杂质干扰比

较大,用全扫描则灵敏度低.本试验采用全扫描结

合选择离子(毒死蜱１９９,２５８,２８６,３１４;甲基立枯

磷９３,１４５,２０７,２８６;喹硫磷１１８,１２９,２６５)监测

方式,大大提高了检测的灵敏度,保留时间结合

NIST２．０质谱谱库检索,使定性结果更为可靠;以

分子离子峰(毒死蜱 m/z３１４,甲基立枯磷 m/z
２８６,喹硫磷m/z２６５)的峰面积积分值定量,结果

更为准确.３种农药的保留时间以及 GCＧMS监测

的特征离子和丰度比详见表３与图５.
表３　３种农药的保留时间、特征离子和丰度比

Table３　Retentiontimes,characteristicions

andabundanceratiosofthreepesticides

农药
Agrochemicals

保留时间/min
Retention

time

特征离子(m/z )
Characteristic

ion

丰度比
Abundance

ratio
毒死蜱
Chlorpyrifos

１５．３８ ３１４２８６１９９ １００∶４５∶８３

甲基立枯磷
TolclofosＧ
methyl

１５．０４ １４５２８６２０７９３ １００∶７８∶４２∶８５

喹硫磷
Quinalphos

１４．７２ ２６５１２９１１８ １００∶３５∶８２

图５　毒死蜱(A)、喹硫磷(B)和甲基立枯磷(C)

标准物质选择离子扫描质谱图

Fig．５　Selectedionscanmassspectraofchlorpyrifos(A),

quinalphos(B)andtolclofosＧmethyl(C)standardsubstance

2.6　实际样品测定分析

测定结果表明,在实际样品中只检出毒死蜱,平
均含量为０．０６９±０．００５mg/kg(n＝５),而喹硫磷

和甲基立枯磷均未检出.这说明在实际菊薯栽培中

毒死蜱已被广泛应用于防治该作物的病虫害,但样

品中毒死蜱的检测值未超出第５版欧洲药典的最大

残留限量(MRL)值０．２mg/kg和２００６年韩国中药

材农药残留限量标准的 MRL值０．５mg/kg[２０].中

国目前还没有毒死蜱、喹硫磷、甲基立枯磷在中药材

中的残留限量标准,但若将菊薯作为保健类果蔬食

品进行食品安全评价研究可参考国家«食品安全国

家标准 食 品 中 农 药 最 大 残 留 限 量»(GB２７６３－
２０１４)中根茎类蔬菜中毒死蜱,喹硫磷和甲基立枯磷

的 MRL值.

3　讨　论

本试验建立了菊薯中３种硫代磷酸酯类有机磷

农药的高分子印迹基质固相分散Ｇ加速溶剂萃取Ｇ气

相色谱质谱测定方法,将分子印迹微球作为固相分

散萃取剂应用在加速溶剂萃取中,在０．１~２．０μg/g
的添加水平内,采用甲醇/水(１/４)先萃取除去杂质

后,再用含５％乙酸的甲醇萃取解析出分子印迹聚

合物所吸附的有机磷农药,３种硫代磷酸酯类有机

磷农药(毒死蜱、甲基立枯磷、喹硫磷)的平均回收率

为７９．８％~１０４．５％,RSD为２．３％~９．９％.本试验

以甲基立枯磷为模板分子,以甲基丙烯酸为功能单

体,以乙二醇二甲基丙烯酸酯为交联剂的沉淀印迹

聚合方法,既具有基质固相分散技术简便快捷的特

点,又具有分子印迹聚合物选择性高的优势,再结合

采用 NPD检测器的气相色谱质谱(GCＧMS)检测方

法,使得３种农药的检出限明显降低,且低于相关

文献的检出限.应用该方法能够灵敏地测定菊薯中

３种硫代磷酸酯类农药的残留量,最低检测限达到

了０．１７４μg/kg,显著提高毒死蜱的检测灵敏度,能

够适用于菊薯样品中硫代磷酸酯类有机磷农药的残

留测定和食品药品安全评价研究.
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Rapiddeterminationofthreephosphorothioatepesticidesinyacon

ZHOU MengＧchun１　HEHai１　 SHUYaoＧgao２　WANGFanＧlin１　SHUShaoＧhua１　WANG Mo１

１．CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．ShanghaiResearchInstituteofChemicalIndustry,Shanghai２０００６２,China

　　Abstract　Thisstudydevelopedamethodtoassessthelevelsofthreephosphorothioatepesticides
(chlorpyrifos,tolclofosＧmethyl,quinalphos)inyaconthatbasedonusingamolecularlyimprintedreＧ
versedmatrixsolidＧphasedispersion (MIＧMSPD)andacceleratedsolventextraction (ASE)combined
withGCＧMS．TheMIPsarecrossＧlinkedpolymerswithspecificbindingsitesforaparticularanalyte,

whichrecognizetargetmoleculesbyimprintingamoleculeduringpolymersynthesisthroughcovalentor
nonＧcovalentinteractions．TheobtainedMIPswasusedtoextractandpreconcentratethreephosphorotＧ
hioatepesticidesasadsorbentofmatrixsolidphasedispersionfromyaconsampleinextractionpotand
cellofASE,thenthesamplesweredetectedbygaschromatographyＧmassspectrograph(GCＧMS),and
thepositiveionmodeofselectedionmonitoring(SIM)withelectronimpactionizationsourcewasadoptＧ
edinMS．Theresultsof３kindsofphosphorothioateagrochemicalsidentifiedinyaconsamplesinWuhan
areaweresatisfactory．Thelinearcorrelationwas０．９９８７Ｇ０．９９９６betweenconcentrationsrangeof０．０１Ｇ
２．５μg/mL;thedetectionlimitofthemethodwas０．１７４Ｇ０．５２６μg/kginyaconsamples,therelative
standarddeviationswereintherangeof２．３％Ｇ９．９％inyaconsamples,therecoverieswereintherangeof
７９．８％Ｇ１０４．５％inyaconsamples．

Keywords　Smallanthussonchifolius;organicphosphoruspesticide;residue;determination
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