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摘 要：目的　建立茶饮料中的 10 种有机磷酸酯类农药和 5 种氨基甲酸酯类农药的超高效液相色谱-串联质谱分

析方法。方法　提取液经 150 mg MgSO4、25 mg 乙二胺-N-丙基硅烷和 2. 5 mg 石墨化碳黑净化后，4 ℃下 14 000 r/min
离心 10 min 后取上层清液，用等体积的超纯水进行稀释。选用 Waters ACQUITY BEH C18（2. 1 mm×100 mm，1. 7 µm）

色谱柱，以 0. 1% 甲酸乙腈和 0. 1% 甲酸水溶液作为流动相，梯度洗脱，多反应监测进行检测。结果　方法在 5~
160 µg/L 范围内线性良好（R2>0. 99），检出限和定量限分别为 0. 05~5 µg/L 和 0. 15~15 µg/L。15 种农药的平均回收

率范围为 71. 2%~103. 2%，日内相对标准偏差（n=6）为 0. 1%~13. 8%，日间相对标准偏差（n=3）为 0. 4%~12. 2%。基

质效应为 84. 1%~114. 3%，可被认为无基质效应。43 份市售茶饮料中 2 份有乙酰甲胺磷检出，提示我们茶饮料中农

药残留可能会造成人们健康风险上升。结论　该方法操作简单、快速、准确，适用于不同茶饮料中 15 种农药的测定。
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Abstract： Objective　A QuEChERS ultra-high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry analytical 
method for the determination of 10 kinds of organophosphate esters pesticides and 5 kinds of carbamate pesticides in tea 
drinks was established. Methods　 The extraction solution was purified with 150 mg MgSO4， 25 mg Primary-secondary 
comine and 2. 5 mg graphitized carbon black.  After centrifugation at 14 000 r/min at 4℃ for 10 min and the supernatant 
was transferred， diluted with an equal volume of ultra-pure water.  The pesticides were separated on a Waters ACQUITY 
BEH C18 （2. 1 mm×100 mm， 1. 7 µm） chromatographic column with gradient elution using 0. 1% formate-acetonitrile 
and 0. 1% formic acid aqueous solution.  Pesticides were detected via multiple reaction monitoring mode. Results　The 
method showed a good linear range of 5-160 µg/L （R2>0. 99）.  The limits of detection and limits of quantification were 
0. 05-5 µg/L and 0. 15-15 µg/L， respectively.  Mean recoveries of 15 kinds of pesticides were 71. 2%-103. 2%.  Intraday 
（n=6） and interday （n=3） relative standard deviations were 0. 1%-13. 8% and 0. 4%-12. 2%， respectively.  Matrix effects 
were 84. 1%-114. 3%， and could be considered to have no matrix effect.  Acephate was detected in 2 out of 43 commercial 
tea drinks， it suggests that pesticide residues in tea drinks may cause increased health risks for people. Conclusion　The 
method was simple to operate， rapid， accurate， and suitable to detect fifteen kinds of pesticides in different tea drinks.
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随着我国人民生活水平的提高，消费者的健康

消费观念及消费质量要求也不断提高，对饮料需求

的侧重点也从口感和包装向养生和保健功效等方

面转变。茶叶因含有多种有益成分，并具有降低胆

固醇和血压、降低心脑血管发病、降低糖尿病患病

风险和提高免疫力等保健功效［1］，从古至今一直是

人们喜欢的饮品之一［2］。相比传统的饮茶方式，无

须热水洗茶、冲泡等环节的即饮茶饮料因品质风味

佳和口味各异更受到人们的青睐。茶饮料具有茶

叶的独特风味，保留了茶叶有效成分，兼有营养、保

健功效，是清凉解渴的多功能饮料［3］。茶叶是茶饮

料的重要原料，茶树在自然环境中生长下很容易受

到病虫害的侵害，茶农会使用农药来预防和处理病

虫害。由于经济利益的驱使、安全意识的缺乏和对

农药合理使用知识的欠缺，一些茶农会超量使用农

药，茶叶的农药残留严重，人们饮用残留超标的茶

及其饮料后会严重危害身体健康。

有机磷酸酯类农药是使用最为广泛的杀虫剂

种类之一，能与人体中的乙酰胆碱酶结合并转化为

磷酰化乙酰胆碱酶，导致机体中乙酰胆碱无法有效

降解，大量聚集进而引发急性有机磷中毒；此类农

药的代表之一敌敌畏已被世界卫生组织国际癌症

研究机构列为 2B 类致癌物［4］。氨基甲酸酯类农药

是一类广谱性杀虫剂，因杀虫效果好、降解速度快、

适用范围广等优点被用于防治病虫害。氨基甲酸

酯类农药的毒性机理与有机磷酸酯类农药相似，由

于胆碱酯酶活性被抑制，造成组织内乙酰胆碱的蓄

积而中毒。长期食用含有氨基甲酸酯类农药残留

的农作物或其制品，会诱发毒蕈碱样、烟碱样和以

中枢神经系统症状为主的全身性疾病，严重时甚至

威胁生命［5］。在出口市场，欧盟近年来频繁修订茶

叶农药残留限量标准，造成我国茶叶出口形势愈发

严峻［6］。虽然我国关于茶叶农药残留检测方面的标

准和相关研究报道较多，但并无针对茶饮料中农药

残留检测的相关标准，同时检测多种有机磷酸酯类

和氨基甲酸酯类农药的报道更是少见。当前亟须

建立一种针对性强、前处理简便、灵敏度高和净化

效果好的检测技术，用于同时测定茶饮料中的有机

磷酸酯类和氨基甲酸酯类农药。

近年来报道的检测技术难以满足日趋严格的

残留限量要求。目前农药残留检测方法有气相色

谱法（Gas chromatography，GC）［7］、高效液相色谱法

（High performance liquid chromatography，HPLC）［8］、

GC-质谱法（Mass spectrometry，MS）、GC-串联质谱法

（Tandem mass spectrometry，MS/MS）［9-10］和 HPLC-

MS/MS［11］。GC 对于挥发性差、极性强、热不稳定的农

药常需要烦琐的衍生化过程；HPLC 的平均进样时间

长，灵敏度低，难以达到农残检测要求的检出限；GC
和 HPLC 的特异性差，只能通过保留时间实现对待测

物的定性，基质中组分的干扰可能会导致假阳性误

判，甚至需要 MS 或 MS/MS 进一步确证。超高效液

相 色 谱（Ultra-high-performance liquid chromatography，
UHPLC）能明显缩短进样分析时间，结合 MS/MS 优

异的灵敏度和特异性，成为本研究首选的检测技术。

UHPLC-MS/MS 法对前处理技术的要求较高，

样品净化在样品前处理过程中扮演着重要的角色。

净化效果不理想会造成严重的基质效应，不但影响

测定的准确性，同时也会污染离子源。现行的茶叶

或茶饮料中农药残留检测的净化技术有固相萃取

（Solid phase extraction，SPE）［12］、固相微萃取（Solid 
phase micro-extraction，SPME）［13］、液 -液萃取（Liquid-

liquid extraction，LLE）［14］、液 -液微萃取（Liquid-liquid 
microextraction，LLME）［15］和基质固相分散技术（Matrix 
solid-phase dispersion，MSPD）［16-17］等。 SPE 需要经

过上样、洗涤和洗脱等流程，前处理时间较长，且净

化效果不理想；LLE 需消耗大量有机溶剂，净化效

果差，氮气吹干耗时长，易挥发的有机溶剂对操作

人员的身体健康容易造成伤害；LLME 和 SPME 有

效降低了有机溶剂使用量，更符合“绿色化学”的要

求，但萃取重现性差是其无法避免的痛点；MSPD 近

些年得到了广泛应用，其中 QuEChERS 是最经典的

MSPE 应用方式之一［15］，样品经少量有机溶剂提取

后，通过乙二胺-N-丙基硅烷（Primary-secondary amine，
PSA）、石墨化碳黑（Graphitized carbon black，GCB）
和 C18 等吸附剂与基质中的绝大多数干扰物（有机

酸、碳水化合物和色素等）结合，再经离心分层，从而

取得理想的净化效果［18-20］，正如 QuEChERS 名称一

样，该项技术拥有快速、简单、便宜、有效、稳定和安全

的特点，对环境污染小，对实验人员风险也小。

综上所述，本研究拟建立一项同时检测多种茶

饮料中 15 种农药的 QuEChERS-UHPLC-MS/MS 精

准分析技术，用于茶饮料中有机磷酸酯和氨基甲酸

酯残留的筛查与监测，保护消费者和从业人员的健

康安全。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

Nexera X2 超高效液相色谱仪（日本岛津公司），
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配有 8060 三重四级杆质谱仪（日本岛津公司）；

Milli-Q® IQ 7005 超纯水系统（德国默克密理博公

司）；Centrifuge 5418 R 离心机（德国艾本德公司）；

MS 3 basic 振荡器（德国艾卡公司）。Waters ACQUITY 
BEH C18（2. 1 mm×100 mm，1. 7 µm）色谱柱、Waters 
ACQUITY BEH Shield RP18（2. 1 mm×100 mm，1. 7 µm）

色谱柱、Waters ACQUITY HSS C18（2. 1 mm×100 mm，

1. 7 µm）色谱柱和 Waters ACQUITY HSS T3（2. 1 mm×
50 mm，1. 8 µm）色谱柱均购自美国沃特世公司。

丙酮中甲拌磷、丙酮中敌敌畏、乙腈中毒死蜱、

丙酮中三唑磷、丙酮中乐果、丙酮中氧乐果、乙腈中

敌百虫、丙酮中乙酰甲胺磷、丙酮中水胺硫磷、甲醇

中灭多威、甲醇中异丙威、甲醇中克百威、甲醇中仲

丁威、丙酮中丁硫克百威等标准品溶液（100 µg/mL）

和乙腈中杀螟硫磷标准品溶液（1 000 µg/mL），纯

度均≥99. 0%，购自天津阿尔塔科技有限公司；分

析级甲酸（纯度≥99. 5%）购自国药集团化学试剂有

限公司；MS 级乙腈（Acetonitrile，ACN）购自德国默

克公司；试验用水由 Milli-Q® IQ 7005 超纯水系统制

备。MgSO4、PSA 和 GCB 均购自美国色谱科公司。

分别准确移取 500 µL 各农药标准品于 10 mL
容量瓶，用乙腈（Acetoni trile，ACN）加至刻度线，配

制成浓度为 5 µg/mL（杀螟硫磷浓度为 50 µg/mL）的

农药混合标准储备液，-20 ℃保存备用，保存期 6 个

月；取 2 mL 农药混合标准储备液于 10 mL 容量瓶，用

ACN 加至刻度线，配制成浓度为 1 µg/mL（杀螟硫磷

浓度为 10 µg/mL）的农药混合标准工作液，4 ℃保存

备用。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　样品前处理

移取茶饮料样品 500 µL 于 2 mL 离心管中，加

入 500 µL ACN，涡旋振荡 30 s 后，将混合液转入装

有 150 mg MgSO4、25 mg PSA 和 2. 5 mg GCB 的 2 mL
离心管中，涡旋振荡 45 s 后，4 ℃下 14 000 r/min 离

心 10 min，取上层溶液 400 µL 于 2 mL 玻璃进样小

瓶中，向小瓶中加入 400 µL 超纯水后混匀，UHPLC-

MS/MS 进行分析。

1. 2. 2　UHPLC-MS/MS 条件

色谱柱：Waters ACQUITY BEH C18 流动相 A 为

0. 1% 甲酸水溶液，流动相 B 为 0. 1% 甲酸 ACN；柱

温：40 ℃；流速：0. 3 mL/min；进样体积：5 µL；梯度

洗脱程序见表 2。
离子化模式：电喷雾电离，正离子模式；扫描模

式：多反应监测（Multiple-reaction monitoring，MRM）；

雾化气流量：3. 0 L/min；干燥气流量：10. 0 L/min；
加热气流量：10. 0 L/min；接口温度：300 ℃；脱溶剂

温度：526 ℃；DL 温度：250 ℃；加热块温度：400 ℃；

15 种农药的质谱参数见表 3。

2　结果

2. 1　质谱条件优化

为了使 UHPLC-MS/MS 对 15 种农药的选择性

和灵敏度达到最佳，本研究首先通过查阅文献尽可

能多地获得每一种农药的母离子和子离子 ，用

ACN 对每种标准品的原液进行稀释，配制浓度为

200 µg/L 的单种农药标准溶液，使用 LabSolutions
仪器操作软件“LCMS-System Administrator”下“数据

表 1　15 种农药的化学信息

Table 1　Chemical information of 15 kinds of pesticides
农药分类

有机磷酸酯

有机磷酸酯

有机磷酸酯

有机磷酸酯

有机磷酸酯

有机磷酸酯

有机磷酸酯

有机磷酸酯

有机磷酸酯

有机磷酸酯

氨基甲酸酯

氨基甲酸酯

氨基甲酸酯

氨基甲酸酯

氨基甲酸酯

英文名称（中文名称）

Isocarbophos（水胺硫磷）

Fenitrothion（杀螟硫磷）

Phorate（甲拌磷）

Dichlorvos（敌敌畏）

Chlorpyrifos（毒死蜱）

Triazophos（三唑磷）

Dimethoate（乐果）

Omethoate（氧乐果）

Trichlorphon（敌百虫）

Acephate（乙酰甲胺磷）

Methomyl（灭多威）

Isoprocarb（异丙威）

Fenobucarb（仲丁威）

Carbosulfan（丁硫克百威）

Carbofuran（克百威）

分子式

C11H16NO4PS
C9H12NO5PS
C7H17O2PS3C4H7Cl2O4PC9H11Cl3NO3PS

C12H16N3O3PS
C5H12NO3PS2C5H12NO4PS
C4H8Cl3O4PC4H10NO3PS
C5H10N2O2SC11H15NO2C12H17NO2C20H32N2O3SC12H15NO3

分子量

289.29
277.23
260.38
220.98
350.59
313.31
229.26
213.19
257.44
183.17
162.21
193.24
207.27
380.54
221.25

Log P
1.66
3.24
3.67
0.71
4.77
3.99
1.32
0.06
0.48

-0.85
0.60
2.51
3.04
6.05
1.76

CAS 号

24353-61-5
122-14-5
298-02-2
62-73-7

2921-88-2
24017-47-8

60-51-5
1113-02-6

52-68-6
30560-19-1
16752-77-5
2631-40-5
3766-81-2

55285-14-8
1563-66-2

表 2　梯度洗脱程序

Table 2　Gradient elution program
时间/min
0.0
0.1
7.0
10.0
10.1
12

A/%
97
97
10
10
97
97

B/%
3
3

90
90

3
3
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处理”模块的“优化方法”功能，进样体积 5 µL，分别

对单种农药的每一对母离子和子离子的 m/z、、Q1
预杆电压、碰撞电压和 Q3 预杆电压进行自动优化

和调整，根据优化结果手动剔除响应差、信噪比低

的离子对，优选出最佳质谱参数，每种化合物的离

子对数量不低于 2 对。如表 3 所示，优化后毒死

蜱、乐果的离子对数量为 3，灭多威的离子对数量甚

至达到 5，这 3 种农药的离子对数量均多于其他报

道［21］。离子对数量越多，结合离子对的响应强度和

对样品基质的耐受性，可供选择的定量和定性离子

对就更多，同时对于母离子相同的化合物来说，选

用多个离子对可以明显提升对待测物的定性能力，

为茶饮料中痕量农药的定量和定性检测奠定了良

好的仪器基础。

2. 2　色谱条件优化

2. 2. 1　流动相组成的优化

色谱柱采用 Waters ACQUITY BEH C18，研究

甲醇 -超纯水、ACN-超纯水、ACN-5 mmol/L 乙酸铵

水溶液、ACN-0. 1% 甲酸水溶液和 0. 1% 甲酸 ACN-

0. 1% 甲酸水溶液等不同流动相组成对 15 种农药

的保留时间、色谱峰型和响应值的影响。由于有机

相中 ACN 在反相色谱柱上的洗脱能力要优于甲醇，

所以对于含 ACN 的流动相，15 种农药的出峰时间

要早于甲醇，而且峰型较好。流动相水相中含有

0. 1% 甲 酸 和 乙 酸 铵 时 ，峰 型 要 优 于 超 纯 水 ，但

0. 1% 甲酸的响应值要高于乙酸铵。可能是由于甲

酸提供的 H+使得 MS/MS 在正离子模式下更容易形

成分子离子峰［M+H］+［22］。此外，氨基甲酸酯类农药

结构中含有氨基，甲酸的存在还可以增加其离子化

效率［23］。本研究采用的梯度洗脱程序，水相的比例

随运行时间的改变而发生较大变化，仅水相中含有

0. 1% 甲酸无法保证整个流动相系统中 H+浓度的恒

定。因此，流动相最终选择 0. 1% 甲酸 ACN 作为有

机相，0. 1% 甲酸水溶液作为水相。

2. 2. 2　色谱柱的优化

对 Waters ACQUITY BEH C18、Waters ACQUITY 
BEH Shield RP18、Waters ACQUITY HSS C18 和

Waters ACQUITY HSS T3 等色谱柱进行优化，试验

结果显示：对 15 种农药的保留能力由强到弱依次

为 HSS T3、HSS C18、Shield RP18 和 BEH C18，保留

时间也依次缩短，与其他文献中报道的色谱保留能

力相一致［24］。化合物在不同色谱柱的条件下峰型

相差不大，综合考虑响应值和信噪比，色谱柱优选

为 Waters ACQUITY BEH C18。
2. 3　前处理条件优化

2. 3. 1　净化剂组成和用量的优化

QuEChERS 法 中 常 用 的 净 化 剂 包 括 MgSO4、

PSA、GCB 和 C18。MgSO4 可通过盐析作用降低农

药在水相中的溶解度，从而增加农药在有机相中的

分配量，同时可促进水相和有机相的分层，并减少

有机相中水的含量。PSA 作为一种极性吸附剂，能

够去除茶饮料中的糖类、脂肪酸和有机酸等极性基

质成分，但对酸性化合物有吸附作用。GCB 可有效

去除色素，但对含苯环的农药有吸附。C18 对非极

性或极性弱的脂类和糖类有较强的吸附，但过量的

C18 也会吸附亲脂性强的农药［25］。合理的净化剂组

成和用量对于实现饮料中 15 种农药的高效净化至关

重要。对 7 种不同的净化剂组成和用量进行优化：

C1（MgSO4：150 mg，C18：50 mg）、C2（MgSO4：150 mg，
PSA：25 mg，GCB：2. 5 mg）、C3（MgSO4：150 mg，PSA：

50 mg）、C4（MgSO4：150 mg，PSA：50 mg，C18：50 mg）、

C5（MgSO4：150 mg，PSA：25 mg，GCB：7 mg，C18：25 mg）、

C6（MgSO4：150 mg，PSA：25 mg，C18：25 mg）和 C7

表 3　15 种农药的质谱参数

Table 3　MS parameters for fifteen pesticides
中文名称

水胺硫磷

杀螟硫磷

甲拌磷

敌敌畏

毒死蜱

三唑磷

乐果

氧乐果

敌百虫

乙酰甲胺磷

灭多威

异丙威

仲丁威

丁硫克百威

克百威

母离子

/（m/z）
273.1
273.1
278.1
278.1
260.9
260.8
222.1
222.1
351.9
351.9
351.9
314.0
314.0
230.1
230.1
230.1
214.1
214.1
259.0
257.2
184.0
184.0
163.1
163.1
163.1
163.1
163.1
194.1
194.1
208.1
208.1
380.9
381.6
222.1
222.1

子离子

/（m/z）
231.0*
121.0
125.1*
246.1

75.1*
199.1
109.0*

79.1
96.9*
79.1

197.8
162.1*
286.0
199.0*
171.1
125.0
125.1*
183.0
109.2*
109.0
143.1*

95.1
88.1*
42.1
47.0
58.1

106.1
95.1*

137.1
95.2*

151.4
118.1*
160.9
123.1*
165.2

Q1 预杆

电压/V
-13
-14
-21
-17
-20
-13
-17
-26
-24
-17
-13
-12
-12
-12
-12
-16
-11
-11
-10
-12
-14
-22
-19
-30
-13
-24
-19
-23
-22
-25
-11
-18
-19
-12
-12

碰撞

电压/V
-10
-26
-21
-16
-10

-9
-25
-35
-20
-44
-33
-17
-12

-9
-13
-21
-21
-12
-17
-17
-10
-23

-9
-20
-22
-24
-12
-15
-11
-16
-10
-45
-27
-12
-21

Q3 预杆

电压/V
-11
-12
-28
-18
-14
-14
-21
-29
-21
-16
-10
-17
-14
-21
-18
-13
-24
-19
-18
-22
-15
-10
-16
-17
-18
-20
-11
-10
-15
-10
-16
-12
-11
-17
-21

注：*为定量离子
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（MgSO4：150 mg，PSA：25 mg）。如图 1 所示，净化剂

为 C1 时，毒死蜱、氧乐果和丁硫克百威的平均回收

率为 38. 9%~56. 7%，可能是 C18 过量导致亲脂性

农药被吸附；净化剂为 C3 时，氧乐果的平均回收率

为 56. 6%，可能是 PSA 过量，对极性较强的氧乐果

（Log P 0. 06）产生吸附；净化剂为 C4 时，丁硫克百

威的平均回收率为 47. 8%，可能由于 C18 过量，吸

附了亲脂性强的丁硫克百威；净化剂为 C5 时，杀螟

硫磷、毒死蜱、三唑磷和丁硫克百威的平均回收率

为 22. 7%~56. 4%，4 种农药的 Log P 依次为 3. 24、
4. 77、3. 99 和 6. 05，亲脂性均较强，回收率低可能

是由于此净化剂组成下 GCB 和 C18 用量较大，对

这 4 种含苯环结构且亲脂性较强的农药产生吸附；

净化剂为 C6 时，丁硫克百威平均回收率为 55. 4%，

可能与 C18 过量有关；净化剂为 C7 时，氧乐果的平

均回收率为 61. 7%，可能与 PSA 吸附相关；只有净化

剂为 C2 时，所有农药的平均回收率均大于 71. 5%，

说明此净化剂中各组分用量合适，在有效去除样品

杂质成分的同时，避免了对目标农药的大量吸附。

因此，为了取得更高的回收率，选择净化剂 C2 用于

后续试验。

2. 3. 2　净化剂组成和用量的优化

茶饮料样品与 ACN 的混合液转入 2 mL 装有分

散固相萃取剂的离心管后，通过涡旋振荡（Vortex）、

单手上下翻转摇动（Shake）和超声（Ultrasound）等方

式进行提取，持续时间均为 30 s。40 ng/mL 的加标

水平下 3 种提取方式的平均回收率如图 2 所示，涡

旋下 15 种农药的平均回收率高于超声和摇动，超

声高于摇动。摇动的方式由于是人工操作，翻转速

度和作用强度较为有限，能达到的有效振荡次数较

少；超声的作用强度高于摇动，超声提取利用超声波

的空化效应和热效应等，可增强样品与分散固相萃

取基质之间的分子运动，提升提取效率，但由于超声

时间较短，样品与分散固相萃取剂的相互作用不够

充分；涡旋振荡可达 3 000 r/min，高强度的振荡可

以让混合液在与固相萃取管中的分散固相萃取基

质充分作用，使 15 种农药可能更多地分配至分层

后的乙腈层中，导致平均回收率也最高。因此，本研

究采用涡旋振荡的提取方式，与其他报道一致［26］。

2. 3. 3　涡旋条件优化

涡旋时间对 QuEChERS 各组分与杂质的相互

作用有明显影响，40 ng/mL 加标水平下各农药的平

均回收率如图 3 所示，随着涡旋时间的增加到 45 s，
平均回收率逐渐增加，直至时间为 60 s，回收率又有

所下降。可能是涡旋时间过长导致吸附剂与目标

化合物发生结合，如 PSA 可通过氨基的弱离子交换

作用与极性农药形成氢键，GCB 对非极性和具有平

面结构的农药也有一定的吸附作用［27］。因此，选择

涡旋时间为 45 s。

2. 3. 4　离心温度的优化

QuEChERS 中的各组分与饮料样品中的杂质结

合后，通过高速离心使体系中的乙腈和水进行分

层，移取部分乙腈用于后续分析。体系达到平衡

后，农药和杂质由于在不同溶剂中溶解度存在差

别［28］，分别主要分布于有机相和水相中，离心温度

直接影响农药在有机相和水相之间的扩散和分配，

尤其是对于极性强的农药影响更为明显。本研究

图 1　不同净化剂组成和用量下 15 种农药的回收率

Figure 1　Recoveries of fifteen pesticide in different composi⁃
tion and dosage of cleaning agent

图 2　不同提取方式下 15 种农药的回收率

Figure 2　Recoveries of fifteen pesticide in different 
extraction methods

图 3　不同涡旋时间（s）下 15 种农药的回收率

Figure 3　Recoveries of fifteen pesticide in different vortex time (s)
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对比了常温（25 ℃）和 4 ℃下离心后 15 种农药的回

收率，结果如图 4 所示，除氧乐果、乙酰甲胺磷和敌

百虫在 4 ℃下平均回收率明显更高外，其他农药在

两种温度下的回收率相差不大（4 ℃下略高）。这可

能农药本身的极性有关，乙酰甲胺磷、氧乐果和敌

百虫在 15 种农药中的极性位列前 3，Log P 值依次

为-0. 85、0. 06 和 0. 48，根据相似相溶原理，这 3 种

极性较大的农药在水相中的分配程度依然要远高

于其他农药，造成农药在有机相中的分配减少，因

此在常温下回收率偏低更加明显。当离心温度由

常温降至 4 ℃时，乙酰甲胺磷、氧乐果和敌百虫在水

相中的溶解度降低，分配在有机相中的农药绝对量

相对增加，回收率则明显上升。

2. 3. 5　离心后上清液稀释体积的优化

基质中的成分会随着待测物经离子源气化后

进入质谱进行分析检测，进样后的液滴经气化后在

离子源处发生电离。基质的存在阻止气相离子生

成，喷雾液滴中较高浓度的基质成分改变了液滴的

表面张力和黏度，导致雾滴的挥发性受到影响，基

质成分还会与目标物相竞争电荷，造成待测物的离

子化效率增强或者降低，也就是基质增强或抑制效

应。基质效应通常是通过将某一浓度下基质匹配

标准品（基质匹配标准曲线）与纯溶剂标准品（纯溶

剂标准曲线）的峰面积（斜率）作比值来进行评价。

由于峰面积作比值的农药在多种工作条件下均需

要对应建立多条标准曲线，工作量较大且耗时，因

此此处采用第一种方法评价基质效应。当基质效

应为 80%~120% 时，可认为基质效应可以忽略［29］；

当大于 120% 时，为基质增强效应；当小于 80% 时，

为基质抑制效应。基质效应对分析方法测定的准

确性影响重大，本研究尝试采用稀释的方法降低基

质效应。取离心后的上清液 400 µL，分别加入 0、
100、200、400、800 和 1 200 µL 的超纯水对上清液

进行稀释，稀释倍数依次增加，15 种农药的基质效

应见图 5。如图 5 所示，在稀释体积为 0~400 µL
时，基本所有的农药基质效应均在 80%~120%。随

着稀释体积的增加，会降低分析方法的检测灵敏

度，因此稀释体积不宜过大。但待稀释的上清液中

主要的溶剂为 ACN，当稀释体积过小时，稀释后液

体中 ACN 比例过高时，在进入反相液相系统时，会

导致溶剂效应，严重影响农药的色谱峰型。综合两

者进行考虑，本研究发现稀释体积为 400 µL 可有

效解决溶剂效应导致的峰型差的问题。因此，选择

稀释体积为 400 µL。

2. 4　线性范围和基质效应

取 3 种茶饮料空白样品（分别标注为 T1、T2 和

T3）进行样品前处理，将用 400 µL 超纯水稀释后的

上清液作为溶剂，配制 7 份不同浓度的基质标准溶

液。同时，用 50%ACN 水溶液作为溶剂，配制 7 份不

同浓度的溶剂标准溶液。每份标准溶液进样 3 次，

以浓度为横坐标，定量离子的峰面积为纵坐标，分

别建立溶剂标准曲线和基质标准曲线。比较两条

标准曲线的斜率，评估基质效应。基质匹配标准曲

线的斜率记作 k1，溶剂标准曲线的斜率记作 k2，以

两种标准曲线和斜率之比（k1/k2×100%）来评价基质

效应［30］，结果如表 4 所示，在浓度为 5~160 µg/L 的

范围内，标准曲线的相关系数均>0. 99，线性良好；基

质效应为 84. 1%~114. 3%，可被认为无基质效应。

表明本研究建立的 QuEChERS-UHPLC-MS/MS 方法

可直接用溶剂标准曲线对茶饮料样品进行定量，无

须费时费力配制基质匹配标准曲线，也无需使用稳

定同位素内标校正基质效应。

2. 5　检出限、定量限、准确度和精密度

在 3 种茶饮料空白样品中加入低浓度水平的

15 种农药，经样品前处理后采用 UHPLC-MS/MS 分

析，将 3 倍信噪比和 10 倍信噪比定义为方法的检

出 限（Limit of detection，LOD）和 定 量 限（Limit of 
quantification，LOQ）。如表 5 所示，15 种农药的 LOD

图 4　不同离心温度下 15 种农药的回收率

Figure 4　Recoveries of fifteen pesticide in different centrifugal 
temperature

图 5　不同稀释液体积下（µL）15 种农药的基质效应

Figure 5　Matrix effects of fifteen pesticide in different volume 
（µL） of dilute solution
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表 4　15 种农药的线性范围、标准曲线和基质效应

Table 4　Linearity ranges, standard curves and matrix effects of fifteen pesticides
中文名称

水胺硫磷

杀螟硫磷

甲拌磷

敌敌畏

毒死蜱

三唑磷

乐果

氧乐果

敌百虫

乙酰甲胺磷

灭多威

异丙威

仲丁威

丁硫克百威

克百威

线性范围/（µg/L）
5~160

50~1600
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160
5~160

溶剂标准曲线和相关系数

y=32 266x+53 726 R2=0.998 7
y=868.56x-608.73 R2=0.998 1
y=35 478x+17 259 R2=0.998 3
y=8 592.8x+29 938 R2=0.998 4
y=42 237x+68 658 R2=0.997 1
y=1E+06x+2E+06 R2=0.992 5
y=786 425x+2E+06 R2=0.999 3
y=362 697x+3E+06 R2=0.996 5
y=3E+06x+4E+06 R2=0.990 2
y=533 592x+2E+06 R2=0.999 6
y=242 860x+517 532 R2=0.999 1
y=137 753x+332 388 R2=0.998 3
y=155 412x+439 732 R2=0.998 3
y=118 548x+262 055 R2=0.999 3
y=1E+06x+3E+06 R2=0.997 8

基质效应/%
T1
88.9
91.7
93.1
93.1
98.9

101.7
93.4

107.2
86.7
84.6
90.5

100.6
103.9

94.4
100.0

T2
104.5

94.8
93.8

108.2
105.3
108.2

99.3
114.3

89.6
96.3
86.9
98.0
98.3
88.0

101.8

T3
94.9
95.3

111.2
99.9
91.4

100.2
111.8

98.8
89.1

105.4
84.1
92.1
94.9
96.6

105.0
表 5　15 种农药的保留时间、检出限、定量限、平均回收率（n=6）、日内 RSDs（n=6）和日间 RSDs（n=3）

Table 5　Retention time, LODs, LOQs, mean recoveries (n=6), intraday RSDs (n=6) and interday RSDs (n=3) of fifteen pesticides

水胺硫磷

杀螟硫磷

甲拌磷

敌敌畏

毒死蜱

三唑磷

乐果

氧乐果

敌百虫

乙酰甲胺

磷

灭多威

异丙威

仲丁威

5.599

6.252

7.021

4.573

7.635

6.249

3.749

2.470

3.420

2.327

3.054

5.282

5.707

0.05

5.00

0.25

1.25

0.38

0.10

0.15

1.25

0.50

1.50

0.40

0.20

0.15

0.15

15.00

1.00

4.70

1.24

0.40

0.50

3.6

1.50

5.00

1.00

0.75

0.50

低 a

中 b

高 c

低

中

高

低

中

高

低

中

高

低

中

高

低 a

中 b

高 c

低

中

高

低

中

高

低

中

高

低

中

高

低 a

中 b

高 c

低

中

高

低

中

高

90.1
85.8
83.2
82.6
84.4
80.8
85.7
87.4
84.9
71.2
82.2
99.3
77.2
73.7
76.3
97.6
83.0
71.9
87.5
85.4
83.6
89.0
71.5
74.1
86.4
89.0
81.4
88.1
82.0
81.6
88.7
83.5
76.5
89.8
87.8
83.9
90.6
81.5
79.9

5.4
3.7
1.3
8.5
2.1
1.2

12.7
0.2
4.9

11.0
5.8
1.8

11.8
5.6
2.6
1.5
1.3
2.4
8.2
4.2
2.7
2.1
1.9
2.2
9.7
0.1
0.2
5.6
2.7
7.3
4.4
5.0
2.6
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4.6
2.6
4.2
4.2
0.9

0.7
2.3
6.4
9.4
4.8
4.3
4.0
7.4
4.1
4.6
4.2
2.3
8.3
3.9

11.6
7.3
8.3
4.2
4.9
2.5
3.3
8.6
5.5
4.8
7.0
3.2
3.6
8.7
5.1

10.4
8.6
2.5
1.9
8.8
7.8
5.3
5.6
1.6
4.3

93.7
89.0
85.1
88.2
83.6
79.8
95.2
81.8
78.0
78.3
90.4
82.1
83.5
74.9
74.1
87.1
80.1
78.2
97.2
84.1
81.6
80.4
78.6
74.4
88.6
74.4
71.8
98.0
83.0
87.6
85.7
80.4
76.9
87.5
85.3
77.5
95.1
86.3
80.3

1.7
0.1
2.1
6.2
5.2
2.0
6.7
1.9
0.5

10.6
8.1
0.2
7.2
2.3

10.2
9.4
4.0
7.1
3.0
3.0
2.7
0.2
1.2
3.0
3.9
4.6
0.2
6.0
0.3
2.6
4.2
5.7
1.5
9.5
0.8
5.1
8.1
3.4
0.3

2.0
2.1
4.5
5.3
4.2
4.8
1.1
1.6
2.4

12.2
7.0
6.2
4.5
3.2
3.6
3.4
1.4
4.0
5.5
1.2
1.7
5.6
4.8
3.2
1.7
0.7
2.8
6.3
6.4
4.9
3.8
2.3
1.6
2.2
1.4
4.0
2.5
2.9
0.4

89.2
93.7
77.9
88.1
88.2
78.5
90.1
90.0
78.0
76.6
81.7
78.6
81.1
74.9
80.0
87.7
79.9
71.8
88.7
87.4
84.8
76.5
85.4
74.2
89.4
88.1
78.5
93.2
95.1
83.4
92.8
85.8
77.6
90.0
89.1
83.6
88.0
87.6
76.3

10.8
2.5
3.4

12.4
0.4
2.4

13.6
1.4
2.4
1.1
4.1
4.1
4.2
0.1

12.1
10.4

4.3
7.2
4.0
0.7
1.2
6.9
1.0
3.4

13.8
0.5
1.0
1.8
4.7
5.5

10.3
4.1
1.6
5.6
0.2
1.1

12.0
3.1
2.3

3.0
1.4
7.9
5.0
2.3
2.2
2.9
1.5
4.3
3.7

10.5
5.5
2.5
1.5
5.6
4.2
2.5
6.6
2.8
1.5

10.4
6.1
4.1
5.4
1.7
0.6
1.9
3.5
9.2
7.3
4.2
1.6
1.3
2.9
3.8
7.3
1.7
1.3
6.3

中文名称
保留时间

/min
LOD/

(µg/L)
LOQ/

(µg/L)
加标水平/

(µg/L)
T1

平均

回收率/%
日内

RSD/%
日间

RSD/%

T2
平均

回收率/%
日内

RSD/%
日间

RSD/%

T3
平均

回收率/%
日内

RSD/%
日间

RSD/%

——1355



中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2024 年第  36 卷第  12 期

注：a:空白茶饮料样品；b:溶剂混合标准溶液（浓度为 10 LOQ）；c:茶饮料基质匹配混合标准溶液（浓度为 10 LOQ）；d: 茶饮料添加混合标准溶液

（浓度为 10 LOQ）。1.乙酰甲胺磷；2.氧乐果；3.灭多威；4.敌百虫；5.乐果；6.敌敌畏；7.丁百威；8.异丙威；9.水胺硫磷；10.仲丁威；11.杀螟硫

磷；12.三唑磷；13.甲拌磷；14.毒死蜱；15.丁硫克百威

图 6　15 种农药的总离子流图

Figure 6　Total ion chromatagrams of fifteen pesticides

丁硫克百

威

克百威

8.820

4.817

0.15

0.20

0.50

0.65

低

中

高

低

中

高

97.9
85.4
82.9
99.3
98.7
84.0

7.4
9.6
1.9
6.1
0.8
2.3

9.1
5.0
9.0
7.3
3.1
2.5

103.2
94.0
99.6
84.2
81.6
75.9

10.3
7.5
1.4
9.7
1.4
3.9

2.8
4.8
7.8
2.7
3.7
2.0

88.4
75.0
78.2
97.9
95.5
85.4

5.0
6.9
3.8
5.0
0.2
0.7

4.8
7.0

10.3
2.6
1.6.
2.4

续表

中文名称
保留时间

/min
LOD/

(µg/L)
LOQ/

(µg/L)
加标水平/

(µg/L)
T1

平均

回收率/%
日内

RSD/%
日间

RSD/%

T2
平均

回收率/%
日内

RSD/%
日间

RSD/%

T3
平均

回收率/%
日内

RSD/%
日间

RSD/%

注：a低添加水平：LOQ；b中添加水平：5 LOQ；c高添加水平：10 LOQ
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超高效液相色谱—串联质谱法同时测定茶饮料中 15 种有机磷酸酯和氨基甲酸酯农药残留——姚凯，等

最低为 0. 05 µg/L，最高为 5. 00 µg/L；LOQ 最低为

0. 15 µg/L，最高为 15. 00 µg/L。
在空白茶饮料样品中加入低、中、高 3 个加标

水 平（LOQ、5 LOQ、10 LOQ），按 照 QuEChERS-

UHPLC-MS/MS 法分析样品，每个加标水平设置 6 个

重复，连续 3 天重复样品前处理和测定加标回收

率，分别计算日内和日间相对标准偏差（Relative 
standard deviations，RSDs），以评估准确度和精密度。

如表 5 所示，3 种茶饮料中 15 种农药的平均回收率

为 71. 2%~103. 2%，日内 RSD 为 0. 1%~13. 8%，日间

RSD 为 0. 4%~12. 2%。以上结果表明方法的准确

度高和精密度良好，适用于茶饮料中有机磷酸酯类

和氨基甲酸酯类农药的检测。

2. 6　实际样品的检测

从北京市东城区超市购买包括茶汤饮料、复合茶

饮料、果汁/果味茶饮料 3 大类共 43 份茶饮料进行检

测，其中 2 份分别以茉莉花茶和红茶为基底的果味茶

饮料中检出乙酰甲胺磷，根据 1 L 茶饮料重量为

1 kg 进行折算，样品检出浓度 mg/L 替换为 mg/kg，
浓度分别为 0. 005 48 mg/kg 和 0. 005 55 mg/kg，说
明本研究建立的 QuEChERS-UHPLC-MS/MS 方法

适用于茶饮料中 15 种农药的残留检测。我国 GB 
2763—2021 中乙酰甲胺磷在茶叶中的最大残留限

量为 0. 05 mg/kg，但由于并未规定其在茶饮料中的

最大残留限量，故本研究采集的市售样品虽有乙酰

甲胺磷检出，含量明显低于 0. 05 mg/kg，但无法判

断其是否超标。提示我们茶饮料中农药残留可能

会造成人们健康风险上升。

3　结论

本研究采用 QuEChERS 技术进行样品前处理，

建立了茶饮料中 15 种农药的 UHPLC-MS/MS 的检

测方法。该方法操作简单，灵敏度高。净化效果、

准确度和精密度好，为科研工作者和相关部门对茶

饮料中农药残留的检测和监测工作提供有力的技

术支撑。
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