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在蜂蜜中产生残留，建立了蜂蜜中敌百虫、敌敌畏和蝇毒磷残留的液相色谱 串联质谱（ＬＣＭＳ／

ＭＳ）同时测定方法。蜂蜜样品经乙酸乙酯提取、浓缩，用甲醇溶解残渣，液相色谱（ＬＣ）分离，电喷
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９．１％～１３．１％。
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　　蜂蜜作为一种天然、营养的保健食品，一直受到

人们的喜爱。如果蜜蜂采集了被农药污染的花粉或

蜂农使用了农药，可能造成蜂蜜中的农药残留超标，

因此蜂蜜中的农药残留问题也引起了人们的广泛关

注［１６］。敌百虫、敌敌畏和蝇毒磷等有机磷农药为常

用的杀虫剂和驱虫药［７］，除用于农作物害虫和家畜

体内外寄生虫的防治外，还可用于防治蜜蜂天敌或

蜜蜂群中的寄生螨。由于它们的广泛使用，对其在

蜂蜜中的残留越来越受到人们的重视。２００６年５月

日本实行“肯定列表制度”，规定敌百虫在蜂蜜中的

最高残留限量为０．００４ｍｇ／ｋｇ，敌敌畏和蝇毒磷最

高残留限量为０．０１ｍｇ／ｋｇ。为了保护人体健康，应

对进出口检测需求，急需建立简便、快速和灵敏的残

留检测方法。

目前，蜂蜜中敌百虫、敌敌畏和蝇毒磷的残留检

测方法主要有气相色谱法［７９］和气相色谱 质谱联用

法［１０１１］。由于敌百虫受热会分解为敌敌畏，在用前

述２种方法检测敌百虫时，实际测定的是敌敌畏，不

能有效反映蜂蜜中敌百虫和敌敌畏残留的真实情

况。近年来，液相色谱 质谱联用技术在检测热不稳

定化合物中发挥着重要的作用，并用于蔬菜、水果中

多种农药残留的同时检测［１２１４］，对于蜂蜜样品中的

农药残留虽有采用液相色谱 质谱法进行多残留测

定的报道［１５１６］，中国也建立了蜂蜜中包括敌敌畏、敌

百虫和蝇毒磷在内的４８６种农药及相关化学品残留

量测定的液相色谱 质谱法［１７］，但这些方法为多残

留检测方法，样品处理过程较复杂，且提取过程中使

用了毒性较大的二氯甲烷，检测限偏高，不能很好满

足快速检测低残留的要求。

为此，笔者研究了蜂蜜样品的前处理方法，优化

了液相色谱串联质谱条件，建立了液相色谱 串联质

谱法同时测定蜂蜜中敌百虫、敌敌畏和蝇毒磷残留

的新方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

ＡＰＩ４０００四级杆串联质谱仪（美国ＡＢＩ公司）；

高效液相色谱系统（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）：包括四元

泵，自动进样器，柱温箱；Ｒ—２００旋转蒸发仪（瑞士

Ｂüｃｈｉ）；旋涡ＸＨＢ混匀器（江苏康健医疗用品有限

公司）；Ｚ３２３Ｋ 离 心 机 （德 国 Ｈｅｒｍｌｅ）；敌 百 虫

（Ｔｒｉｃｈｌｏｒｆｏｎ， ＣＡＳ 号：５２６８６， 分 子 式：

Ｃ４Ｈ８Ｃｌ３Ｏ４Ｐ），敌敌畏（Ｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ，ＣＡＳ号：６２７３

７，分子式：Ｃ４Ｈ７Ｃｌ２Ｏ４Ｐ），蝇毒磷（Ｃｏｕｍａｆｏｓ，ＣＡＳ

号：５６７２４，分子式：Ｃ１４Ｈ１６ＣｌＯ５ＰＳ）标准品，均购自

德国Ｄｒ．ＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂｈ公司；甲醇、乙酸乙酯

均为ＨＰＬＣ级（ＴＥＤＩＡ，ＵＳＡ）；乙酸铵为优级纯；

实验用水为 ＭｉｌｌｉＱ超纯水（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

１．２　样品提取

称取５ｇ蜂蜜样品（精确到０．０１ｇ）置于５０ｍＬ

具塞离心管中，加１０ｍＬ水和２５ｍＬ乙酸乙酯，旋

涡混合器２０００ｒ／ｍｉｎ混匀１ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ。将上层乙酸乙酯提取液收集于浓缩瓶中，样

品残渣再加入２０ｍＬ乙酸乙酯，重复上述操作，合

并乙酸乙酯提取溶液，在５０℃以下水浴减压浓缩至

约３ｍＬ，转移至离心管，用５ｍＬ乙酸乙酯分２次洗

涤，合并洗涤液，用氮气吹干，１．０ｍＬ甲醇溶解残

渣，过０．４５μｍ滤膜后供液相色谱 串联质谱测定。

１．３　高效液相色谱条件

色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８，４．６ｍｍ

（ｉ．ｄ．）×１５０ｍｍ，５μｍ（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；流动

相：甲醇 乙酸铵溶液（５ｍｍｏｌ／Ｌ），梯度洗脱程序见

表１；流速：０．３０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４０ ℃；进样量：

２０μＬ。

表１　流动相梯度洗脱程序

时间

犜／ｍｉｎ

甲醇

／％

乙酸铵

（５ｍｍｏｌ／Ｌ）／％

０ １０．０ ９０．０

５．００ １０．０ ９０．０

１０．００ ９５．０ ５．０

１８．００ ９５．０ ５．０

１８．０１ １０．０ ９０．０

２５．００ １０．０ ９０．０
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１．４　串联质谱仪条件

电喷雾离子源，正离子扫描方式，多反应检测，

离子源喷雾器电压（ＩＳ）４８００Ｖ，离子源温度（ＴＥＭ）

５４０℃；窗帘气（ＣＵＲ）：２５．００ｐｓｉ，雾化气（ＧＳ１）：

４２．００ｐｓｉ，辅助加热气 （ＧＳ２）：４５ｐｓｉ，碰 撞 气

（ＣＡＤ）：５．００ｐｓｉ；定性离子对、定量离子对、去簇电

压、碰撞能量见表２。

表２　３种有机磷农药的质谱检测条件

农药
定性离子对

犿／狕

定量离子对

犿／狕

去簇电压

ＤＰ／Ｖ

碰撞能量

ＣＥ／Ｖ

保留时间

ＲＴ／ｍｉｎ

敌百虫
２５９．０／１２７．１

２５９．０／１０９．２
２５９．０／１２７．１

６３．０

６３．０

２６．５

１６．０
１２．６５

敌敌畏
２２１．３／１２７．１

２２３．３／１０９．２
２２１．３／１２７．１

６３．０

６３．０

２５．５

２５．０
１３．６１

蝇毒磷
３６３．３／２２７．１

３６３．３／３０７．１
３６３．３／２２７．１

９６．０

９６．０

２５．０

３６．０

１４．９３

２　结果与讨论

２．１　提取溶剂的选择

提取有机磷农药一般采用丙酮、二氯甲烷、乙酸

乙酯和乙腈等有机溶剂或它们的混合溶剂。提取方

法主要有振荡法、均质法、固相萃取法和固相微萃取

法等。这里经预实验选用振荡提取法。蜂蜜的黏度

大，在提取前需加水降低黏度。蝇毒磷、敌敌畏微溶

于水，敌百虫可溶于水，因此在选用提取溶剂时，比

较了采用乙酸乙酯、二氯甲烷、乙腈、丙酮 二氯甲烷

等组合的提取效果。结果表明采用乙酸乙酯、二氯

甲烷对３种有机磷农药均有很好的提取效果。由于

二氯甲烷在下层，转移时不方便，且二氯甲烷的毒性

较强，所以选择乙酸乙酯作为提取溶剂。同时，浓缩

后的残渣粘度较大，在用甲醇水（１＋１，Ｖ／Ｖ）提取

残渣时，不能完全提取分析物，回收率偏低，所以选

用纯甲醇提取残渣，以提高回收率。与 ＧＢ／Ｔ

２０７７１—２００８
［１７］的前处理方法比较，由于该方法是

针对４８６种残留物质的检测方法，提取溶剂采用了

二氯甲烷，提取液经浓缩后再用固相萃取方法净化，

处理过程相对复杂。因此，本研究建立的前处理方

法更简单、快速，污染更小。

２．２　质谱条件的优化及定性确证离子对选择

采用注射泵直接进样，用正离子扫描方式进行

一级质谱分析，确定了敌百虫、敌敌畏和蝇毒磷的准

分子离子峰（Ｍ ＋１），优化了去集簇电压。对被测

物的准分子离子碰撞后，进行二级质谱分析，获得子

离子质谱图，优化了碰撞能量，其结果如表２所示。

此外，还对离子源温度、雾化气、气帘气和辅助气等

参数进行了优化（即多反应监测模式，ＭＲＭ）；窗帘

气（ＣＵＲ）：２５．００；雾化气（ＧＳ１）：４２．００；辅助加热器

（ＧＳ２）：４５．００；ＩＳ：４８００．００；ＴＥＭ：５４０．００；ｉｈｅ：

ＯＦＦ，ＣＡＤ：７．００。敌敌畏的准分子离子峰有犿／狕

２２０．９和犿／狕２２３．０，主要碎片离子有犿／狕１０９．３和

犿／狕１２６．８。敌百虫的准分子离子峰为犿／狕２５９．１、

犿／狕２５７．０和 犿／狕２６１．１，主要碎片离子有 犿／狕

２２３．１、犿／狕２２１．２、犿／狕１２６．９、犿／狕１０９．４，其中犿／狕

２２３．１和犿／狕２２１．２为敌敌畏的准分子离子峰。蝇

毒磷的准分子离子峰为犿／狕３６３．２，主要碎片离子

有犿／狕２２６．９、犿／狕３０７．１和犿／狕３３４．９。敌敌畏和

敌百虫的裂解情况与Ｆａｍｉｇｌｉｎｉ等
［１４］报道的基本一

致，蝇毒磷的可能裂解规律见图１。

图１　蝇毒磷的可能裂解规律

　　根据欧盟ＥＣ６５７指令的规定，对于液相色谱

质谱联用法，一个母离子（１．０识别点）加２个特征

子离子（２!１．５识别点）可以满足定性确证被分析

物４个识别点的要求，所以研究中选择犿／狕２２１．３／

１０９．２、犿／狕２２１．３／１２７．１和犿／狕２２３．３／１０９．２离子

对为 敌 敌畏 的离 子对，犿／狕２５９．０／１０９．２、犿／狕

２５９．０／１２７．１和犿／狕２５６．９／２２１．２离子对为敌百虫

的离子对，犿／狕３６３．３／３０７．０、犿／狕３６３．３／３３４．９和
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犿／狕３６３．３／２２７．０离子对为蝇毒磷的定量／定性离

子对。在实际样品检测时发现，犿／狕２２３．３／１０９．２

和犿／狕２５６．９／２２１．２在最低浓度点时背景有干扰，

所以选择犿／狕２２１．３／１２７．１和犿／狕２２３．３／１０９．２为

敌敌畏的定量／定性离子对，犿／狕２５９．０／１２７．１和

犿／狕２５９．０／１０９．２为敌百虫的定量／定性离子对，

犿／狕３６３．３／２２７．０和犿／狕３６３．３／３０７．０作为蝇毒磷

的定量／定性离子对。而 ＧＢ／Ｔ２０７７１—２００８选择

犿／狕２２１．０／１０９．０和犿／狕２２１．０／１２７．１作敌敌畏的

定量／定性离子对，选择犿／狕２５７．０作为敌百虫的母

离子，犿／狕２５７．０／１０９．２和 犿／狕２５７．０／１２７．１分别

为定量／定性离子对，本研究选取了敌敌畏的２个同

位素母离子及各自碰撞后产生的１个子离子，共可

得到５个识别点，高于ＧＢ／Ｔ２０７７１—２００８，选取敌

百虫的同位素母离子避开了样品中杂质的干扰。

２．３　线性范围和检出限

敌百虫、敌敌畏和蝇毒磷的线性范围见表３。

从表３可以看出，３种有机磷农药残留的检出限

（犛／犖＝３）均为０．１μｇ／ｋｇ，定量限为４μｇ／ｋｇ；明显

优于ＧＢ／Ｔ２０７７１—２００８
［１７］测定敌百虫、敌敌畏和

蝇毒磷检出限（分别为：０．５２、０．１８、２．５２μｇ／ｋｇ）。

表３　３种有机磷农药的线性范围和检测限

农药
线性范围

／（μｇ·Ｌ
－１）

线性回归方程
相关系数

（狀＝５）

检出限

／（μｇ·ｋｇ
－１）

定量限

／（μｇ·ｋｇ
－１）

敌百虫 ２０～５００ 犃＝３．３３１０
７犆＋３．４９１０

４ 犚＝０．９９９２ ０．１ ４

敌敌畏 ２０～５００ 犃＝５．２７１０
７犆－７．０４１０

４ 犚 ＝０．９９８５ ０．１ ４

蝇毒磷 ２０～５００ 犃＝２．１１１０
８犆＋３．８１０

５ 犚＝０．９９４０ ０．１ ４

　　　说明：犃表示定量离子对峰面积（ｃｐｓ）；犆表示标准浓度（ｎｇ／ｍＬ）。

２．４　回收率和重复性

以阴性样品为测试样品，添加水平分别为１０、

２０和４０μｇ／ｋｇ，每组１０个平行样，３种有机磷农药

的回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ）见表４。从表４可

以看出，敌百虫、敌敌畏和蝇毒磷的回收率分别为

９３．５％～９６．８％、７８．５％～８０．５％和８７．５％～

９４．３％，ＲＳＤ均小于１５％。

表４　蜂蜜中３种有机磷农药添加回收率（狀＝１０）

农药
添加量

／（μｇ·ｋｇ
－１）

平均测得量

／（μｇ·ｋｇ
－１）

平均回收率

／％

相对标准偏差

／％

敌百虫

１０ ９．３７ ９３．７ １２．７０

２０ １８．７０ ９３．５ ９．１０

４０ ３８．７０ ９６．８ １１．８０

敌敌畏

１０ ７．８５ ７８．５ ９．１４

２０ １５．９０ ７９．５ ９．７０

４０ ３２．２０ ８０．５ １２．３０

蝇毒磷

１０ ９．４３ ９４．３ １１．８０

２０ １７．５０ ８７．５ １０．４０

４０ ３５．８０ ８９．５ １３．１０

２．５　基体影响

根据Ｓａｎｎｉｎｏ等
［１２］的研究，在ＬＣＭＳ／ＭＳ检测

中需要考虑样品基体的影响。由于无法找到合适的

内标物，所以采用空白样品按前处理过程制备提取

液，在测定工作曲线时用空白提取液来配制农药标

准溶液。空白蜂蜜样品和添加标准品的质谱图如图

２、３所示。从图３可以看出，敌百虫、敌敌畏和蝇毒

磷能很好地分离，样品中的杂质不干扰测定，它们的

保留时间分别为１２．６５、１３．６１和１４．９３ｍｉｎ。

２．６　实际样品测定

采用本研究建立的方法对１８个市售蜂蜜样品

进行测定，结果表明样品中均未检出敌百虫、敌敌畏

和蝇毒磷残留。说明本方法能够满足同时检测蜂蜜

中敌百虫、敌敌畏和蝇毒磷残留的需要。
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图２　空白蜂蜜溶液的选择性离子流图

图３　空白蜂蜜添加标准品选择性离子流图（０．０１０犿犵／犽犵）

３　结　论

笔者建立了同时测定蜂蜜中敌百虫、敌敌畏和

蝇毒磷残留的液相色谱 串联质谱方法。经过优化

质谱条件，降低了方法的测定低限，同时样品提取溶

剂采用乙酸乙酯，降低了多残留方法采用二氯甲烷

等有机溶剂的毒性对操作者身体健康和环境造成的

危害，在实际检测工作中具有应用价值。
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