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实验技术与方法
分散固相萃取$分散液液微萃取$气相色谱$质谱联用法测定

中草药类保健食品中 +( 种有机磷农药残留

马妍’!陈頔’!陈曦’!刘婷婷’!李琴+!7
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摘)要!目的)建立测定中草药类保健食品中有机磷农药残留的分散固相萃取$分散液液微萃取$气相色谱$质谱
联用法$ 方法)样品经含 *@&f甲酸的乙腈超声提取!上清液经含无水硫酸镁%V$丙基乙二胺"1-=#%!’6 的分散

固相萃取管"‘$-1,#净化后!采用分散液液微萃取"9//%,#步骤!用氯仿萃取%浓缩目标化合物$ 结果)在最优条

件下!线性范围为 *@*& j’@** !M>GJ!线性相关系数在 *@((( 以上!检出限"/39#为 *@7 j7@* !M>aM!+( 种有机磷

农药的平均加标回收率在 :*@7f j’*:@&f之间!相对标准偏差均 u’*f$ 结论)该方法具有简便快速%准确灵

敏%萃取效率高等特点!可用于中草药类保健食品中有机磷农药残留的检测$
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))欧盟食品安全委员会 )’* ’国际食品法典委员会
#!Z‘NY标准$ )+*和我国 T.+:?7!+*’? ,食品安全
国家标准 食品中农药最大残留限量- )7* "严格规定
了农牧产品中农药最大残留限量#GHYIGVG_N0I‘VN
JIGIP0"%2/0$"但是药用植物农药残留限量相关标
准缺失严重( 由于农药的广泛使用和长期使用"药



分散固相萃取$分散液液微萃取$气相色谱$质谱联用法测定中草药类保健食品中 +( 种有机磷农药残留!!!马妍"等 !&&:)) !

用植物等原料中的农药残留不可避免( ,中华人民
共和国药典-+*’& 版 )8*中明确提出"农药残留是影
响中药材安全性的主要风险因素之一( +*’& 版药
典对黄芪’西洋参’人参等 ? 个中药品种制定了有机
氯农药#Z_MHLZCEJZ_I‘N[N0PICI‘N0"3!10$残留限量标
准"并增订了药材’饮片及制剂中部分农药多残留
质谱测定法"包括气相色谱$串联质谱法同时测定
:8 种农药残留"其中含 ’’ 种有机磷农药"目前药典
中尚无植物类中药有机磷农药残留规定或限量(
中草药保健食品原材料主要以药食同源的中药材’

植物提取物为主"一些加工过程"如浓缩’干燥’精
油提炼等"可能会导致农药残留水平升高"还可能
导致某些农药成分发生变化"产生毒性更高的代谢
产物 )&* "因此"为了避免中草药保健食品中农药超
标’农药联合毒性对人体造成伤害"加强中草药保
健食品农药残留监管及风险评估的力度"建立一套
快速’简便’灵敏的检测方法十分必要(

目前"农药残留的前处理方法主要有液液萃取
法 )?* ’dV,!E,2- 法 ):* ’固相萃取法 )6* ’基质固相分
散法 )(*等"其中分散液液微萃取#9//%,$法是近年
来发展迅速的样品前处理技术"具有操作简便’富
集倍数高’快速"尤其是有机溶剂用量少等优点"已
经逐步在农药残留领域应用 )’*$’+* ( 在 9//%,法萃
取程序中"微量萃取剂在分散剂作用下与水溶液形
成三相乳浊液体系"离心后萃取剂集中到最下层(
在三相分配平衡过程中"萃取剂形成了细小的分散
液滴"增大了与分析物的接触面积"能够快速有效
达到分配平衡"完成萃取( 本试验以中草药保健食
品常见的 7 种剂型#片剂’硬胶囊剂和液体制剂$作
为研究基质"采用分散固相萃取# ‘$-1,$和 9//%,

法联用的前处理技术"结合气相色谱$质谱#T!$%-$
法同时测定了中草药类保健食品中 +( 种农药残留(

’)材料与方法
’@’)材料
’@’@’)样品来源

’& 份中草药保健食品均购自北京市药店"其中
液体制剂#口服液$& 份"固体制剂#含片剂’硬胶囊
剂$’* 份(
’@’@+)主要仪器与试剂

"EN_GZ’7**$"-d6*** ,bZ气相色谱$质谱联用
仪#美国 "EN_GZ$’离心机’涡旋振荡器’氮吹仪’电
热恒温水浴锅’干式恒温混匀仪’%IJJI$d2NDN_NLCN
型超纯水机’商品化 ’+ GJ1-=>!’6 净化管)美国色
谱科"填料为 ’&* GMV$丙基乙二胺#1-=$’’&* GM
!’6’(** GM无水硫酸镁*(

+( 种农药对照品均购自德国 9_B,E_NL0ZP_ZDN_"
标准品用丙酮配制成 ’ *** !M>GJ的储备液"于
8 h冰箱中避光保存( 四氯化碳’氯苯’氯仿’乙腈’

丙酮’氯化钠’无水硫酸钠均为分析纯"试验用水为
超纯水(
’@+)方法
’@+@’)标准溶液的配制

分别吸取 +( 种农药 ’ *** !M>GJ的储备液
’@** GJ置于同一 &* GJ容量瓶中"配制成质量浓度
为 +*@* !M>GJ的混合标准液( 之后用不含有目标
化合物的样品溶液稀释成质量浓度为 ’@* !M>GJ的
混合标准液"并逐步配制成 *@**’*@*&’*@’*’*@+&’
*@&*’’@** !M>GJ的标准曲线系列溶液(
’@+@+)样品前处理

片剂’硬胶囊剂保健食品提取%称取粉碎样品
+@* M#片剂去外层辅料’胶囊去壳$"置于 &* GJ离
心管中"加入 & GJ水和 ’* GJ含 *@&f甲酸的乙腈
溶液"涡旋混合 + GIL"在混匀仪上振摇 ’& GIL 后"
加入 SH!J约 +@& M"继续振摇 & GIL"6 *** _>GIL 离
心 & GIL( 转移上清液至 ‘$-1,管(

液体制剂保健食品提取%称取 ’*@* M样品溶
液"置于 &* GJ离心管中"加入 ’* GJ含 *@&f甲酸
的乙腈溶液"涡旋混合 + GIL"在混匀仪上振摇
’& GIL 后"加入 SH!J约 7@& M"继续振摇 & GIL"
6 *** _>GIL 离心 & GIL( 转移上清液至 ‘$-1,管(

‘$-1,净化%取 ?@& GJ上清液加到商品化 ’+ GJ
1-=>!’6 净化管中净化"涡旋振荡混合 ’ GIL"
6 *** _>GIL离心 & GIL( 取净化好上清液 & GJ到
’* GJ螺口锥型离心管中"室温水浴通氮气吹至约
余半滴大小"在通风橱内将余下的溶剂挥发至近干(

9//%,法萃取%向含有浓缩样品的 ’* GJ离心
管中加入 & GJ+6 h超纯水"涡旋振荡 7* 0后"用微
量注射器在离心管底部迅速注入氯仿 &+ !J’丙酮
66 !J"之后 +6 h恒温混匀 + GIL"形成均匀的乳浊
液"于 6 *** _>GIL 离心 & GIL( 用微量注射器将沉
淀相转移至含 ’&* !J锥形微量内插管的样品瓶中"

供 T!$%- 分析检测(
’@+@7)仪器条件

色谱%毛细管色谱柱 "T$&%-#7* Gs*@+& GG"
*@+& !G$ 配 置 & G 脱 活 保 护 柱& 高 纯 氦
#((@(((f$"流速梯度 ’@+ GJ>GIL 保持 7* GIL"之
后 7 GJ>GIL 保持 :@+ GIL&进样模式%程序升温气化
#1"e$ 进样口" 不分流反吹进样" 不分流时间
+@* GIL"吹扫流量 &@* GJ>GIL&传输压力%+’* a1H&
进样口初始温度 :& h"进样后以 +@& h>0快速升
至 7** h" 保 持 7@* GIL" 进 样 净 化 阶 段 再 以
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’8@& h>0快速升至 77* h"保持 +*@* GIL&色谱柱
升温程序%(* h保持 & GIL"然后以 +& h>GIL 升至
’6* h"以 & h>GIL 升至 +6* h"再以 ’* h>GIL 升
至 7** h"保持 & GIL( 进样体积 ’ !J(

质谱% 传 输 线 温 度 +&* h" 离 子 源 温 度
7** h&电离方式%电子轰击电离源 #,;$ &电离能
量 :* Ne&溶剂延迟 ?@& GIL( 保留时间和选择离
子见表 ’ (

表 ’)+( 种有机磷农药的保留时间和定性’定量离子

"ĤJN’)2NPNLPIZL PIGNHL‘ %- [H_HGNPN_0DZ_PEN

PH_MNPCZG[ZVL‘0

出峰
顺序

化合物 英文名称
保留
时间
>GIL

定量
离子
>#?2T$

定性
离子
>#?2T$

’ 敌敌畏 9ICEJZ_bZ0 :@(? ’*( :("’6&
+ 速灭磷 %NbIL[EZ0 (@78 ’+: ’*("’(+
7 氯甲磷 !EJZ_GN[EZ0 (@6: ’+& (7"+*6
8 灭线磷 ,PEZ[_Z[EZ0 ’’@*? ’&6 (:"’7(
& 蔬果磷 -HJIPEIZL ’’@88 +’? :6"’&7
? 硫线磷 !H‘V0HDZ0 ’’@&6 ’&( ’&6"&:
: 甲拌磷 1EZ_HPN ’+@** :& ’+’"(:
6 乐果 9IGNPEZHPN ’+@*? 6: (7"’+&
( 杀螟腈 !]HLZ[EZ0 ’+@&8 ’*( ’+&"+87
’* 地虫硫磷 FZLZDZ0 ’+@?7 ’*( ’7:"+8?
’’ 二嗪农 9IHmILZL ’+@:& ’7: ’:("’&+
’+ 氯唑磷 ;0HmZDZ0 ’7@*: ’?’ ’’("?+
’7 乙嘧硫磷 ,P_IGDZ0 ’7@’’ +(+ ’&7"’6’
’8 除线磷 9ICEJZDNLPEIZL ’7@?6 (: ++7"’?+
’& 磷胺 1EZ0[EHGI‘ZL ’7@:6 ’+: :+"’*(
’? 甲基毒死蜱 CEJZ_[]_IDZ0$GNPE]J ’7@(& +6? :("’+&
’: 甲基立枯磷 "ZJCJZDZ0$GNPE]J ’8@*: +?: ’+&"+?&
’6 甲基嘧啶磷 1I_IGI[EZ0GNPE]J ’8@?? ’+& +:?"+(*
’( 马拉硫磷 %HJHPEIZL ’8@68 ’+& (7"’+:
+* 毒死蜱 !EJZ_[]_IDZ0 ’&@+7 (: ’(:"’((
+’ 噻唑膦$ FZ0PEIHmHPN$’ ’&@:? (: ’+?"’(&
++ 噻唑膦# FZ0PEIHmHPN$+ ’&@68 (: ’(&"’+?
+7 异柳磷 ;0ZDNL[EZ0 ’?@8+ &6 ’+’"+’7
+8 喹硫磷 dVILHJ[EZ0 ’?@&+ ’8? ’+("’&?
+& 杀扑磷 %NPEI‘HPEIZL ’?@(8 ’8& 6&"(7
+? 砜拌磷 9I0VJDZPZL$0VJDZYI‘N ’:@+: ’*( 7+(":(
+: 丁胺磷 .VPHGIDZ0 ’:@?+ (? +**"+*+
+6 丙硫磷 1_ZPEIZ[EZ0 ’:@:( ’’7 ’?+"+?:
+( 丙溴磷 1_ZDNLZDZ0 ’:@(+ (: +*6"’7(

+)结果与分析
+@’)9//%,法萃取条件优化
+@’@’)分散剂与萃取剂的选择

选择合适的萃取溶剂是影响 9//%,法萃取效
果的重要因素之一"萃取溶剂应与目标化合物满足极
性/相似相容0原理"同时对样品中干扰物质的溶解
度尽量低"减少基质效应( 萃取溶剂还应选择不溶于
水且密度大于水的溶剂"在离心后能沉积到下层"如
一些氯代烃类( 本试验采用经 ‘$-1,净化的保健食

品样品水溶液 & GJ"添加混合标准样品至浓度为
*@& !M>GJ"分别对 &* !J不同萃取剂四氯化碳’氯苯’

氯仿进行回收率考察&并用 *@& !M>GJ的溶剂混合标
准样品对基质效应进行了考察( 结果表明"氯仿具有
最好的萃取效果"回收率较高且稳定"色谱峰形好&四
氯化碳的萃取效率最差&采用氯苯萃取时"磷胺极性
较强农药回收率偏低(

分散剂要求既溶于水又溶于萃取剂"能与水’

萃取剂构成微小液滴的三相乳化体系( 试验比较
了乙腈与丙酮的分散效果"发现两者均可以与氯
仿’水溶液形成均匀的乳化体系"丙酮做分散剂时
氯仿萃取液中的基质效应较小( 这可能是由于丙
酮与氯仿极性更相近"转移了氯仿中的部分杂质(
本试验最终选择丙酮作分散剂"将 ‘$-1,与 9//%,

法有效结合"使 9//%,法可以应用于基质复杂样
品前处理中(
+@’@+)氯化钠用量’混匀时间’[5的选择

氯化钠常用来调节样品溶液的离子强度"从而
影响待测物在水相中的溶解度( 本试验考察了
9//%,法萃取程序中氯化钠用量分别为 *@7 j
’@& M时对保健食品农药残留平均回收率的影响"试
验结果表明"若增加氯化钠浓度"富集倍数和回收
率均明显降低( 显示出随着离子强度的增加"水与
有机溶剂互溶减小"难以形成均匀微小液滴的三相
乳浊体系"使得沉积相体积增加’萃取效率降低"因
此本试验选择不加氯化钠(

考察了恒温时混匀萃取平衡时间分别为 ’@* j
&@* GIL 时对萃取效率的影响( 结果表明"当混匀时
间 k’@& GIL 时"萃取效率达到稳定状态"最终选择
混匀时间为 + GIL(

在提取时加入酸化乙腈"可以增加目标化合物
在乙腈中的稳定性"提高提取率( 弱酸性环境也会
增加一些带酸性基团#如羧基’酰胺基’醚基等$有
机磷农药在乙腈中的溶解度( [5降低时"电离平衡
向中性分子方向移动"而中性分子比离子化分子在
有机相中的溶解性更好"更容易转移到萃取剂中"

萃取率相对更高( 为了选择合适的样品溶液 [5

值"本试验考察了加入不同酸度乙腈#分别含 *f甲
酸’*@&f甲酸’’f甲酸$时的萃取率( 结果表明"
使用含 *@&f甲酸的乙腈提取保健食品样品时"获
得的萃取率最高(
+@’@7)9//%,法萃取的响应面试验设计’模型及
优化方案

根据单因素试验结果"本试验采用 9N0IML$
,Y[N_P6@*@? 软件对选择分散剂体积#=$’萃取剂体
积#.$和萃取温度#!$等因素进行响应面#_N0[ZL0N



分散固相萃取$分散液液微萃取$气相色谱$质谱联用法测定中草药类保健食品中 +( 种有机磷农药残留!!!马妍"等 !&&()) !

0V_DHCN$优化"以保健食品中农药的平均回收率为评
价指标"建立高效的试验模型( 按照中心组合设计
#CNLP_HJCZG[Z0IPN‘N0IML$原理"每因素设 & 水平"分
别用代码值 g"’ g’’*’’’"表示"因素水平见表 +(
得到的拟合方程差异有统计学意义#:v*@(’"Iu
*@*&$"因素 =’.’!对综合评分#平均回收率$的影
响见效应面图 ’( 由此可知"在 7 个因素的互相作
用下"分散剂丙酮对综合萃取效率的影响较大"回
收率随着分散剂丙酮的用量增大而增大"但在达到
66 !J之后"若继续提高参数"回收率反而下降( 温
度对萃取效率的影响基本呈二次函数关系"在
+:@* j+(@* h时达到最大( 萃取剂体积主要影响
化合物的富集倍数"体积越小萃取效率越高"但体

积过小时"基质效应较高’重现性变差"且不适于分
析仪器的自动进样( 结合实际应用"最终确定萃取
优化条件为温度 +6 h’分散剂丙酮体积 66 !J’萃取
剂氯仿体积 &+ !J(

表 +)因素水平
"ĤJN+)FHCPZ_JNbNJ0

代码值 水平
因素

分散剂体积
#=$>!J

萃取剂体积
#.$>!J

萃取温度
#!$>h

g" g’@?6 +* ’* *
g’ g’ ?’ 76 ’*
* * ’+* :( +&
’ ’ ’:( ’+* 8*

" ’@?6 ++* ’86 &*

注%H’^’C分别表示分散剂体积#=$和萃取剂体积#.$ ’萃取剂体积#.$和萃取温度#!$ ’分散剂体积#=$和萃取温度#!$的

交互作用对有机磷平均回收率的影响

图 ’)保健食品有机磷农药平均回收率的响应面分析
FIMV_N’)2N0[ZL0N0V_DHCNHLHJ]0I0ZDHbN_HMN_NCZbN_]_HPNZDZ_MHLZ[EZ0[EZ_V0[N0PICI‘N0IL !EILN0NEN_̂HJGN‘ICILN0ENHJPE DZZ‘

+@+)方法的线性关系
将 ’@+@’ 配制的农药标准曲线系列溶液在

’@+@7 仪器条件下进样"分别测定其峰面积"并以此
作为纵坐标"农药标准液的质量浓度为横坐标"绘
制标准 曲线( 结果 表明" +( 种农药在 *@*& j
’@** !M>GJ内具有良好的线性关系"其相关系数均
k*@((("样品添加浓度为 *@& !M>GJ水平的 +( 种
农药总离子流色谱图见图 +(

注%’%敌敌畏&+%速灭磷&7%氯甲磷&8%灭线磷&&%蔬果磷&?%硫线

磷&:%甲拌磷&6%乐果&(%杀螟腈&’*%地虫硫磷&’’%二嗪农&’+%氯

唑磷&’7%乙嘧硫磷&’8%除线磷&’&%磷胺&’?%甲基毒死蜱&’:%甲基

立枯磷&’6%甲基嘧啶磷&’(%马拉硫磷&+*%毒死蜱&+’%噻唑膦$&

++%噻唑膦#&+7%异柳磷&+8%喹硫磷&+&%杀扑磷&+?%砜拌磷&

+:%丁胺磷&+6%丙硫磷&+(%丙溴磷

图 +)+( 种农药的总离子流色谱图
FIMV_N+)!E_ZGHPZM_HG0ZDPENPH_MNPCZG[ZVL‘0

+@7)方法的回收率和精密度

在经分析不含上述 +( 种农药的保健食品中"
分别进行添加水平为 ’*’&* 和 ’** !M>aM的加标
回收试验"每个浓度均做 ? 个平行样"+( 种农药的
平均回收率为 :*@7f j’*:@&f"相对标准偏差
#@FW$均 u’*f"符合农药残留检测的要求"具体
数据见表 7(

+@8)方法的检出限与定量限

本方法各农药检出限#/39$是采用检测器 7 倍
基线噪声"结合所用农药标准溶液的浓度’定容体
积’稀释倍数’称样量和响应值#峰高$各因素计算
所得"范围为 *@7 j7@* !M>aM"/39与定量限
#/3d$见表 7"均低于我国相关标准规定的蔬菜农
药 %2/0值的要求(

+@&)实际保健食品样品分析

’& 份保健食品按 ’@+@+ 样品前处理方法平行制
备 + 份"按 ’@+@7 仪器条件进行测定( 结果显示"样
品 ’ 奶蓟草胶囊中毒死蜱的检出量是 66@? !M>aM’样
品 ? 丹参胶囊中毒死蜱的检出量是 (:@+ !M>aM( 图
7 为 样 品 ( 五 味 子 片 中 含 马 拉 硫 磷" 其 含 量
为?’@7 !M>aM(
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表 7)+( 种有机磷农药回收率’@FW’/39及 /3d值#" v?$

"ĤJN7)2NCZbN_IN0" @FW" JIGIP0ZD‘NPNCPIZL HL‘ JIGIP0ZD

QVHLPIDICHPIZL ZDPENGNPEZ‘

农药
平均回收率>f

’*
!M>aM

&*
!M>aM

’**
!M>aM

@FW
>f

/39
>#!M>aM$

/3d
>#!M>aM$

敌敌畏 6?@? 66@( (’@+ 8@+ j?@? *@? +

速灭磷 6?@7 (*@8 (&@7 7@: j8@6 *@7 ’

氯甲磷 6*@: 6(@+ 6?@8 +@& j8@6 *@? +

灭线磷 6+@& 67@* 67@? &@6 j?@7 *@? +

蔬果磷 67@7 6:@8 6(@& +@: j6@’ *@? +

硫线磷 67@& 6?@8 (’@( ?@6 j:@’ ’@& &

甲拌磷 6+@( 66@? (*@6 &@+ j6@7 7@* ’*

乐果 6?@+ (:@6 ’*:@& &@( j(@+ ’@& &

杀螟腈 67@8 6&@: 6&@6 ?@8 j(@7 *@? +

地虫硫磷 :6@’ 6*@& 6&@? &@: j(@& *@7 ’

二嗪农 66@7 (*@+ ’*’@7 ?@& j:@8 *@? +

氯唑磷 6+@’ 67@8 6?@( 7@8 j6@* ’@& &

乙嘧硫磷 :*@7 :&@7 :+@+ :@+ j(@* *@7 ’

除线磷 6?@& 6(@? 66@+ 8@& j:@* *@? +

磷胺 :+@’ :’@& :+@8 ?@( j(@& 7@* ’*

甲基毒死蜱 6’@8 6&@& 6:@: 6@8 j(@: *@7 ’

甲基立枯磷 ’*&@6 67@? 6?@6 ?@& j:@8 *@? +

甲基嘧啶磷 6+@& 6&@? 6*@+ &@? j:@6 *@? +

马拉硫磷 :?@’ :(@7 6’@’ &@6 j?@: *@? +

毒死蜱 6+@6 68@& 6?@& 7@+ j6@7 *@7 ’

噻唑膦$ :+@+ :&@* :?@( &@6 j(@? 7@* ’*

噻唑膦# :?@7 6*@( 6+@& ?@7 j:@6 7@* ’*

异柳磷 6+@& 6:@& 66@: 7@& j?@& *@7 ’

喹硫磷 :+@? :7@( :&@6 8@: j?@’ *@? +

杀扑磷 :+@? :&@’ :(@7 &@* j:@7 *@7 ’

砜拌磷 6*@& 6’@+ 6?@’ ?@+ j6@( ’@& &

丁胺磷 :8@? :7@: :6@’ &@: j(@7 7@* ’*

丙硫磷 6(@? 6(@? 66@& 8@: j?@* ’@& &

丙溴磷 6’@( 6?@6 6(@? 8@+ j&@* 7@* ’*

图 7)样品 ( 五味子片中马拉硫磷#?’@7 !M>aM$

FIMV_N7)!E_ZGHPZM_HG0ZDGHJHPEIZL _N0I‘VNIL 0CEI0HL‘_H

PĤJNP0#?’@7 !M>aM$

7)小结
本试验建立了 ‘$-1,$9//%,$T!$%- 法测定中

)))

草药保健食品有机磷农药残留"可实现 +( 种农药残
留检测( 该法前处理过程简单"减少了基质效应的
影响"提高了检测速度"方法的线性范围’准确度’
精密度及检出限均满足相关标准的要求"适合农药
检测任务量日益增加的实际需要(
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