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摘要：建立高效液相－串联质谱法测定青刀豆中的毒死蜱代谢物磷酸二乙酯残留量的检测方法。青刀豆样品经

盐酸酸化后用乙腈提取，提取液经活性炭固相萃取小柱净化，以Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｗａｔｅｒｓ　ＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＲＲ　ｃｏｌｕｍｎ－

ＮＨ２色谱柱为分析柱，乙酸铵水溶液和乙腈体系为流动相，等梯度淋洗。检测器采用三重四极杆串联质谱仪，配

备电喷雾电离源，在负离子扫描模式下采用选择反应监测，定量离子为 ｍ／ｚ１５３＞１２５，定性离子为 ｍ／ｚ１５３＞

１２５，７９。该方法检测磷酸二乙酯在１６μｇ·Ｌ
－１到８０００μｇ·Ｌ

－１范围内有良好的线性关系，方法定量限（Ｓ／Ｎ ＝

１０）为２μｇ·ｋｇ
－１，加标回收率为８３％～９０％，测定值的相对标准偏差小于９．８％。
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　　广西是全国青刀豆的主要生产区，每年大量出口
青刀豆为原料制成的青刀豆罐头。毒死蜱是青刀豆
种植过程中主要使用的有机磷农药。毒死蜱（ＣＰ）等
有机磷农药因为植物体自身的代谢作用降解成为磷

酸二乙酯（ＤＥＰ）、二乙基硫代磷酸酯（ＤＥＴＰ）等烷基
磷酸酯并存在于植物体内，其中磷酸二乙酯的含量常

常作为毒死蜱等多种有机磷农药的生物标志物［１～５］，
用来监测生物对毒性物质的接确水平。

　　目前磷酸二乙酯残留的检测方法主要有气相色
谱法［６］、气质联用法［１，７］、液相色谱法［８］和液相色谱
串联质谱法［９，１０］。应用气相色谱法和气质联用法检
测磷酸二乙酯需要先进行衍生化反应，前处理步骤繁
琐，而液相色谱串联质谱法则可直接对磷酸二乙酯进
行测定，并具有定性特异性的优点。在文献［９，１１］中
均报道了用液质法测定人尿中磷酸二乙酯的含量，但
是在这些方法中使用的Ｃ１８液相色谱分析柱对磷酸
二乙酯的保留性较差，因而引起的质谱基质效应会对
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定量产生明显影响，无法准确定量测定基质更为复杂
的植物性样品中的磷酸二乙酯残留量。本实验研究
并建立高效液相－串联质谱法测定青刀豆中的毒死蜱
代谢物磷酸二乙酯残留的检测方法。本方法不仅在
提取和净化步骤上针对青刀豆样品，而且液相色谱使
用的氨基色谱分析柱更适合磷酸二乙酯的分离，有效
降低了基质效应对定量准确性影响，可以准确测定毒
死蜱在青刀豆中的生物标志物磷酸二乙酯残留量。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

　　三重四极杆液相色谱 －质谱联用仪 ＴＳＱ　Ｑｕａｎ－
ｔｕｍ　Ａｃｃｅｓｓ　Ｍａｘ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司出品），配备电喷雾电离源（ＥＳＩ），高速匀浆机（德
国ＩＫＡ 公司出品），旋转蒸发仪（上海亚荣公司出
品），离心机（上海安亭公司出品），固相萃取装置（美
国Ｓｕｐｅｌｃｏ公司出品），活性炭净化小柱，５００ｍｇ／６ｍｌ
（美国Ｖａｒｉａｎ公司出品）。磷酸二乙酯标准品（比利
时 Ａｃｒｏｓ　Ｏｒａｎｉｃｓ公司产品 ）纯度＞９４％。磷酸二乙
酯的化学结构式如图１所示。

图１　毒死蜱（ＣＰ）和磷酸二乙酯（ＤＥＰ）的化学结构式

　　Ｆｉｇ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｆｏｒｍｕｌａ　ｏｆ　ＣＰ　ａｎｄ　ＤＥＰ

１．２　标准溶液配制

　　精密称取磷酸二乙酯标准品适量，用乙腈配制成
质量浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１的混合储备液。量取适量
混和储备液用乙腈稀释成不同浓度的混合标准溶液。

１．３　样品处理

　　青刀豆样品用搅拌机搅碎，称量供试品５ｇ（准确
至０．０１ｇ）置于５０ｍｌ塑料离心管中。在离心管中加
入５ｍｌ饱和氯化钠溶液，０．５ｍｌ　１２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸，涡
旋混匀后加入１０ｍｌ乙酸乙酯／乙腈（１＋１）提取剂。
试样经匀浆机１５０００ｒ·ｍｉｎ－１匀浆提取１ｍｉｎ后于

３０００ｒ·ｍｉｎ－１转速离心样品３ｍｉｎ，吸取上清液到圆
底烧瓶中。用１０ｍｌ乙酸乙酯／乙腈（１＋１）提取剂清
洗匀浆机刀头，转入离心管中再提取样品１次，再经

３０００ｒ·ｍｉｎ－１转速离心后将上清液并入圆底烧瓶中，
提取液于４５℃水浴中真空旋转蒸至剩余约２ｍｌ。将
浓缩液转移至已用乙腈活化的活性炭净化小柱，用

１０ｍｌ乙腈洗脱，收集洗脱液。收集的洗脱液经减压
浓缩近干后，用流动相１．０ｍｌ溶解样品，过０．４５μｍ
滤膜后待上机。

１．４　色谱和质谱条件

　　色谱条件：色谱柱为 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｗａｔｅｒｓ
ＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＲＲｃｏｌｕｍｎ－ＮＨ２２．１ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ
（美国，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）；流动相为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸
铵水溶液＋乙腈（５５＋４５，ｐＨ值６．５）；柱温３０℃；流
速０．２ｍｌ·ｍｉｎ－１；进样量：１０μｌ。

　　质谱条件：ＥＳＩ负电离源，选择反应监测（ＳＲＭ）
扫描模式；喷雾电压３０００Ｖ；毛细管温度３５０℃；蒸发
温度１００℃；壳气流量３０ｐｓｉ，辅助气流量５ｐｓｉ；定量
离子ｍ／ｚ　１５３＞１２５，定性离子 ｍ／ｚ　１５３＞１２５，７９。
质谱经Ｔｕｎｅ　Ｍａｓｔｅｒ软件自动优化后得到最优的的
套管透镜补偿电压和碰撞能量参数。

２　结果与分析

２．１　提取试剂选择

　　磷酸二乙酯可溶于水，具有较强酸性（ｐＫａ ＝
１．３７）［１］，也可溶于醇类、醚类等有机溶剂，但是不溶
于饱和食盐水。所以，本方法先在青刀豆样品中加入
饱和氯化钠溶液，经１２ｍｏｌ·Ｌ－１的浓盐酸将样品酸
化后，加入乙酸乙酯／乙腈（１＋１）混和溶剂对样品进
行液液萃取。在酸性条件下，磷酸二乙酯在有机溶剂
中的溶解度得到提高，这将利于有机溶剂从水相中提
取出磷酸二乙酯。在样品中分别加入０．５ｍｌ　１２ｍｏｌ
·Ｌ－１盐酸、１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸、０．１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸等
不同浓度的盐酸以比较不同酸性条件对提取效率的

影响。实验结果表明，在样品中加入０．５ｍｌ　１２ｍｏｌ·

Ｌ－１盐酸，再经乙酸乙酯／乙腈（１＋１）混和溶剂提取
的效果最好，提取率可达９０％以上。而加入１ｍｏｌ·

Ｌ－１盐酸的提取率仅为５０％，加入０．１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸
的提取效率最低。实验还比较了乙酸乙酯、乙腈和乙
酸乙酯／乙腈（１＋１）混和溶剂在酸性条件下对磷酸二
乙酯的提取效率，结果表明，乙酸乙酯／乙腈（１＋１）混
和溶剂的提取效率最佳。氯化钠饱和溶液的加入也
因为盐析效应有效提高了磷酸二乙酯在有机相中的

分配，从而提高了提取效率。

２．２　净化条件选择

　　实验比较了弗罗里硅土、氧化铝、硅胶小柱等正
相ＳＰＥ小柱、Ｃ１８反相ＳＰＥ小柱以及活性炭ＳＰＥ小
柱的净化效果。实验发现，由于磷酸二乙酯极性太
强，在极性的弗罗里硅土、氧化铝、硅胶等正相小柱上
会产生强烈吸附，甲醇、乙腈等具有强洗脱能力的极
性溶剂也无法将磷酸二乙酯从ＳＰＥ小柱上完全洗脱
下来，造成回收率偏低，而Ｃ１８小柱对样品提取液的
净化效果同样不佳。本试验最后选用了活性炭ＳＰＥ
小柱对青刀豆样品提取液进行净化，该方法可有效吸
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附提取液中的叶绿素等大分子色素，而且操作简单，
经乙腈洗脱后，磷酸二乙酯过柱后的回收率达９５％
以上。

２．３　液相条件选择

　　文献［１０］曾报道应用Ｃ１８液相分析柱、乙酸铵－
乙腈体系流动相对毒死蜱的几种代谢物进行分离测

定。但是我们实验发现，由于磷酸二乙酯的强极性，
导致其在Ｃ１８柱上不能得到很好的保留，即使改变流
动相中的水相比例，磷酸二乙酯出峰时间依旧过早，
样品中的杂质无法得到有效分离。由于质谱的基质
效应［１１］的影响，杂质将对磷酸二乙酯在质谱检测器
上的响应产生严重干扰。用基质提取液配制的标准
品溶液得到的质谱响应值明显低于相同浓度的纯标

准品溶液，基质效应造成的离子抑制作用对定量测定
的准确性和精密度产生严重影响，因此有必要寻找对
磷酸二乙酯具有较好保留性的色谱分析柱进行分离，
以降低基质效应对定量测定的影响。根据磷酸二乙
酯具有酸性的性质，根据氨基柱在弱酸性条件下具有
阴离子交换性的特性，本方法选用氨基柱做为分析
柱。实验结果表明，在乙酸铵 －乙腈体系流动相（ｐＨ
值为６．５）条件下，磷酸二乙酯在氨基柱上可得到很
好的保留，而且峰形良好，磷酸二乙酯和基质杂质能
得到有效的分离，用基质提取液配制的标准品溶液得
到的质谱响应值与相同浓度的纯标准品溶液一致，基
质效应对定量的影响得到有效降低。磷酸二乙酯标
样的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ选择反应监测（ＳＲＭ）色谱图及
青刀豆样品中检出ＤＥＰ的ＳＲＭ色谱图见图２。

　　图２　ＤＥＰ标准样品的ＳＲＭ 色谱（Ａ）和青刀豆样品中

检出ＤＥＰ的ＳＲＭ色谱（Ｂ）

　　Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣ－ＳＲＭ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｏｆ　ＤＥＰ　ｓｔａｎｄａｒｄ
（Ａ）ａｎｄ　ＤＥＰ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｉｎ　ｇｒｅｅｎ　ｓｔｒｉｎｇ　ｂｅａｎ　ｓａｍｐｌｅ（Ｂ）

２．４　质谱条件选择

　　磷酸二乙酯在ＥＳＩ离子源、负离子扫描模式下
具有较高的灵敏度。其母离子为［Ｍ－Ｈ］－ （ｍ／ｚ
１５３．２５），在一定的碰撞能量下对母离子进行碰撞而
得到的二级质谱图如图３所示。图３中丰度较强的
碎片分别为 ｍ／ｚ　１２５．２２和 ｍ／ｚ　７９．２２。选择碎片

ｍ／ｚ　１２５．２２作为定量离子，另一丰度较高的离子ｍ／

ｚ　７９．２２作为定性离子。经过对质谱透镜补偿（Ｔｕｂｅ
Ｌｅｎｓ　ｏｆｆｓｅｔ）及碰撞能量等参数的优化，将得到最优
的质谱参数，使磷酸二乙酯检测的灵敏度得到提高。

优化后的质谱参数见表１。
表１　优化后的ＤＥＰ测定质谱参数

Ｔａｂｌｅ　１　Ｍａｓｓ　ｐａｒａｍｅｔｅｒ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＥＰ

母离子
Ｐａｒｅｎｔ
（ｍ／ｚ）

子离子
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
（ｍ／ｚ）

质谱透镜补偿
Ｔｕｂｅ　Ｌｅｎｓ
ｏｆｆｓｅｔ（Ｖ）

碰撞能量
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ（ｅＶ）

１５３　 ７９　 ８７　 ２５
１５３　 １２５　 ８７　 １３

图３　ＤＥＰ的二次质谱

Ｆｉｇ．３　ＭＳ２ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ＤＥＰ　ｓｔａｎｄａｒｄ

２．５　线性范围与定量下限

　　配制浓度为１６～８０００μｇ·Ｌ
－１的一系列磷酸二

乙酯标准工作液，以峰面积 （Ｙ）对磷酸二乙酯的含
量 （Ｘ）作图。结果表明，在１６～８０００μｇ·Ｌ

－１浓度

范围内，峰面积与标准溶液中磷酸二乙酯的含量呈良
好的 线 性 关 系，线 性 方 程 为 Ｙ ＝－２８１５４．９＋
５１２６．９　Ｘ，相关系数Ｒ ２＝０．９９８１。经验证，确定本
方法的定量下限 （Ｓ／Ｎ ＝１０）为２μｇ·ｋｇ

－１。

２．６　回收率与精密度

　　以未检出磷酸二乙酯残留的青刀豆做为样品基
质，在２０μｇ·ｋｇ

－１、１００μｇ·ｋｇ
－１、５００μｇ·ｋｇ

－１　３个
含量水平上添加磷酸二乙酯标准样品，按前述实验方
法测定并计算回收率，每个添加水平平行测定６次。
实验测得青刀豆中磷酸二乙酯的回收率分别为８３％
～９０％，相对标准偏差为４．５％～９．８％（表２），结果
符合ＧＢ　２７４０４－２００８实验室质量控制规范：食品理
化检测［１２］中关于残留分析的要求。

２．７　实际样品检测

　　对田间生长的青刀豆喷散一定浓度的毒死蜱农
药，分别按喷药后０ｄ、１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ等７个
生长期的青刀豆进行采摘并测定其磷酸二乙酯和毒

死蜱含量。磷酸二乙酯的测定按１．３、１．４的方法进
行定，毒死蜱的测定按ＧＢ／Ｔ　２０７６９－２００８［１３］中规定
的方法进行。测定结果表明，在喷药后第５天采摘的

０５３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．１９Ｎｏ．４，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２０１２



青刀豆样品中毒死蜱的含量已未能检出（毒死蜱检出
限０．００５ｍｇ／ｋｇ），而磷酸二乙酯含量在喷药后第３
天达到峰值后逐渐降低，喷药后第２１天采摘的青刀
豆样品仍可检出含有磷酸二乙酯残留。
表２　青刀豆中ＤＥＰ的测定方法回收率与相对标准偏差

Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＤＥＰ　ｄｅ－
ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｇｒｅｅｎ　ｓｔｒｉｎｇ　ｂｅａｎ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

分析物
Ａｎａｌｙｓｔ

ｎ 加入量
Ａｄｄｅｄ
（μｇ·ｋｇ－１）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＲＳＤ
（％）

青刀豆
Ｇｒｅｅｎ　ｓｔｒｉｎｇ
ｂｅａｎ

ＤＥＰ　 ６　 ２０　 ８７　 ９．８

２００　 ８３　 ４．５

８００　 ９０　 ５．２

３　结束语

　　本次实验建立高效液相－串联质谱法测定青刀豆
中的毒死蜱代谢物磷酸二乙酯残留量的检测方法，样
品经浓盐酸酸化后用乙腈提取，活性炭固相萃取小柱
净化，以氨基柱为色谱分析柱进行分析测定。该法操
作简便，定性确认准确，方法回收率为８３％～９０％ ，
测定值的相对标准偏差小于９．８％，定量限 （Ｓ／Ｎ ＝
１０）为０．００２ｍｇ／ｋｇ，可以作为监测毒死蜱在青刀豆
中的代谢情况提供准确可靠的检测依据。
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