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高效液相色谱⁃串联质谱法测定蜂蜜中 ９ 种农药残留
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摘要：建立了同时测定蜂蜜中 ９ 种苯并咪唑类和新烟碱类农药的全自动固相萃取⁃高效液相色谱⁃串联质谱检测方

法。 蜂蜜样品用磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝ ７􀆰 ８）溶解，超声提取，经亲水亲脂平衡（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ⁃ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｂａｌａｎｃｅ， ＨＬＢ）
固相萃取小柱净化，氮吹浓缩，定容，过滤膜后进行高效液相色谱⁃串联质谱分析，采用多反应监测（ＭＲＭ）模式测

定，以内标法定量。 结果表明，在 ０􀆰 ００２ ～ ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ 范围内 ９ 种农药呈现出较好的线性关系（相关系数 ｒ２ ≥
０􀆰 ９９），检出限和定量限分别为 ０􀆰 １～ １􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 和 ０􀆰 ３～ ２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ。 对阴性蜂蜜，在 ５􀆰 ０、１０􀆰 ０、２０􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ ３ 个水

平下分别进行加标回收试验，测出 ９ 种农药的平均回收率在 ７８􀆰 ２％ ～ １０１􀆰 ２％ 之间，相对标准偏差为 １􀆰 ３％ ～ １４􀆰 ３％
（ｎ＝ ６）。 该方法可适用于大批量蜂蜜样品的快速准确测定。
关键词：高效液相色谱⁃串联质谱法；苯并咪唑类农药；新烟碱类农药；蜂蜜
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ＭＳ）； ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ； ｎｅｏｎｉｃｏｔｉｎｏｉｄ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ； ｈｏｎｅｙ

　 　 苯并咪唑类农药是一类低毒高效内吸性的广谱

杀菌剂［１］。 其中多菌灵（ ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ）、甲基托布

津 （ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ⁃ｍｅｔｈｙｌ ） 及 乙 基 托 布 津 （ ｔｈｉｏ⁃
ｐｈａｎａｔｅ⁃ｅｔｈｙｌ）较为常见，在水果蔬菜及农副产品中

检出率较高［２，３］。 其中多菌灵的急性毒性比较低，
但它在自然界中降解半衰期长，可通过食物链蓄积

对人类身体健康尤其是生殖系统造成危害［４］。 而

甲基托布津不稳定，会在植物体内中转化为多菌

灵［５］。 洛苯达唑 （ ｌｏｂｅｎｄａｚｏｌｅ， 即 ｅｔｈｙｌ Ｎ⁃（ １Ｈ⁃
ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌ⁃２⁃ｙｌ）ｃａｒｂａｍａｔｅ，简称 ＥＢＣ）是乙基托

布津在生物体内的代谢物［５］。 研究表明，其小鼠静

脉注射半数致死量（ ｌｅｔｈａｌ ｍｅｄｉａｎ ｄｏｓｅ， ＬＤ５０）为
１８０ ｍｇ ／ ｋｇ，具有一定的生殖毒性，能够影响胎儿的

肌肉骨骼发育，具有一定的致畸性［６］。
　 　 新烟碱类农药是一类昆虫乙酰胆碱受体激动

剂，能引发剧烈的神经毒害效应［１］。 其中常见的有

吡虫啉、啶虫脒、噻虫胺、噻虫嗪等。 虽然对哺乳动

物无毒害作用，但新烟碱类杀虫剂会对蜜蜂免疫系

统和中枢神经系统等造成损伤，甚至引起蜜蜂急性

中毒死亡［７］，不仅仅使养蜂业承受了巨大的经济损

失，更会危害整个生态系统。
　 　 蜂蜜是一种营养丰富的纯天然滋养食品。 但由

于蜜蜂在采蜜过程中采集了被农药污染的花粉及蜂

农不恰当使用的农药，导致蜂蜜中的农药残留量有

可能超标。 研究表明，全球超过 ７５％ 的蜂蜜含有至

少一种农药的残留［８］。 目前，欧盟规定蜂蜜中多菌

灵和苯菌灵总和不超过 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ［９］，并自 ２０１３ 年

以来限用并将全面禁用 ３ 种新烟碱类杀虫剂（吡虫

啉、噻虫胺和噻虫嗪） ［１０］。 而我国暂未规定蜂蜜中

这两类农药的残留限量。
　 　 目前国内分别检测苯并咪唑类和新烟碱类农药

残留的文献有很多，包括了紫外可见分光光度

法［１１］、免疫化学法［１２，１３］、高效液相色谱法［１４，１５］、高
效液相色谱⁃质谱联用法［１６，１７］和离子交换色谱法［１８］

等方法。 其中，高效液相色谱⁃质谱联用法抗干扰能

力强，灵敏度高，是主要的分析方法。 但针对蜂蜜基

质的研究不多，且同时涉及两类农药的较少，对洛苯

达唑的研究报道极少。 蜂蜜中含有大量的糖类物质

和少量的有机杂质，蜂蜜中农药残留的前处理方法

有液液萃取法［１６］、分散固相萃取法［１７］ 和固相萃取

法［１９］等。 由于基质效应的存在，报道的研究大多使

用基质校准曲线。 本研究针对 ４ 种苯并咪唑类农药

（多菌灵、甲基托布津、乙基托布津、洛苯达唑）和 ５
种新烟碱类农药（吡虫啉、啶虫脒、呋虫胺、烯啶酰

胺和氟啶虫酰胺），采用同位素内标法定量，在此基

础上比较了不同的溶解试剂和前处理净化方式，建
立了蜂蜜中 ９ 种苯并咪唑类和新烟碱类农药残留的

全自动固相萃取⁃高效液相色谱⁃串联质谱测定

方法。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＩＩ 高效液相色谱仪和 Ａｇｉ⁃
ｌｅｎｔ ６４７０Ａ 三重四极杆质谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；
真空氮气吹干仪 （美国 Ｃａｌｉｐｅｒ 公司）； Ｈｅｒａｅｕｓ
Ｍｕｔｉｆｕｇｅ Ｘ１Ｒ 离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ⁃Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；
Ｓｍａｒｔ⁃Ｎ 超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；亲水亲脂

平衡（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ⁃ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｂａｌａｎｃｅ， ＨＬＢ）固相萃

取柱（美国 ＷＡＴＥＲＳ 公司）； Ｐｒｅｖａｌ ＳＰＥ ３０４＋全自

动固相萃取装置（北京普立泰科仪器公司）。
　 　 多菌灵、甲基托布津、乙基托布津、吡虫啉、啶虫

脒、呋虫胺、烯啶虫胺和氟啶虫酰胺，纯度均高于

９７％ （德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司）；洛苯达唑，纯度

高于 ９９％ （北京曼哈格生物科技有限公司）；多菌

灵⁃Ｄ４、吡虫啉⁃Ｄ４，纯度均高于 ９７％ （美国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；甲醇、甲酸、乙腈、乙酸乙酯，均为色

谱纯（德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；水合磷酸二氢钾，分析纯

（南京化学试剂有限公司）； Ｎ⁃丙基乙二胺（ＰＳＡ），
４０～６０ μｍ（美国 Ｓｅｐａｘ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司）；实验

用蜂蜜样品均购自超市。
１．２　 标准溶液的配制

　 　 标准储备液：准确称取 ９ 种农药标准品各 ５􀆰 ０

·９·
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ｍｇ，分别用甲醇溶解并定容至 ５０ ｍＬ，配制成质量

浓度为 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液（多菌灵和洛苯达

唑可以加入适量甲酸助溶），放置在－１８ ℃的冰箱中

冷冻保存。
　 　 混合标准工作溶液：分别取适量上述 ９ 种农药

的标准储备液，用甲醇逐级稀释，配制成 １ ｍｇ ／ Ｌ 和

０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准工作液，放置在－４ ℃的冰箱

中保存。
　 　 内标储备液：准确称取 １０􀆰 ０ ｍｇ 的多菌灵⁃Ｄ４、
吡虫啉⁃Ｄ４，用甲醇溶解并定容至 １００ ｍＬ，配制成

１００ ｍｇ ／ Ｌ 的内标储备液，放置在－１８ ℃的冰箱中冷

冻保存。
　 　 内标工作溶液：取适量内标储备液，用甲醇稀

释，配制成 ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ 内标工作溶液，放置在－４ ℃
的冰箱中保存。
　 　 标准曲线的配制：准确吸取内标工作液 １００
μＬ、标准工作液适量，以甲醇⁃水溶液（３ ∶７， ｖ ／ ｖ）配
制质量浓度为 ０􀆰 ００２、０􀆰 ００５、０􀆰 ０１、０􀆰 ０２、０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ
的溶液，现配现用。
　 　 磷酸盐缓冲液的配制：准确称量 ２７􀆰 ２ ｇ 水合磷

酸二氢钾固体，先用 ８００ ｍＬ 水溶解，再用 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＯＨ 溶液调节 ｐＨ 至 ７􀆰 ８，加水至 １ ０００ ｍＬ。
１．３　 样品前处理

１．３．１　 提取

　 　 准确称量提前混匀的蜂蜜样品（１􀆰 ００±０􀆰 ０５）
ｇ，置于 ５０ ｍＬ 塑料离心管中，加入 １００ μＬ 内标溶

液、１５ ｍＬ 磷酸盐缓冲溶液，加盖涡旋使溶液充分溶

解、混匀；超声 １５ ｍｉｎ；用滤纸过滤至 ２０ ｍＬ 玻璃试

管中，待净化。
１．３．２　 净化

　 　 先将上述玻璃试管放入全自动固相萃取仪中，
再将 ＨＬＢ 固相萃取柱放入全自动固相萃取仪中，预
先设计好程序（ＨＬＢ 固相萃取柱用 ５ ｍＬ 甲醇活化，
５ ｍＬ 水平衡，采用 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速上样，５ ｍＬ 水

淋洗，５ ｍＬ 甲醇洗脱），样品按此程序进行净化；洗
脱液在 ４５ ℃水浴下氮气吹干；用甲醇⁃水溶液（３ ∶７，
ｖ ／ ｖ）定容至 １􀆰 ０ ｍＬ，涡旋 ３０ ｓ，过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜至

进样小瓶中，供液相色谱⁃质谱联用仪测定。
１．４　 分析条件

１．４．１　 色谱条件

　 　 色谱柱：ＳＶＥＡ Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ，
５ μｍ）；柱温：４０ ℃；流动相 Ａ 相为 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲

酸水溶液，Ｂ 相为 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸甲醇溶液；流速：
０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０～１ ｍｉｎ， ９５％ Ａ； １～
２ ｍｉｎ， ９５％ Ａ～４０％ Ａ； ２～５ ｍｉｎ， ４０％ Ａ～０％ Ａ； ５～
６ ｍｉｎ， ０％ Ａ～９５％ Ａ。 进样量：１０ μＬ。
１．４．２　 质谱条件

　 　 离子源：电喷雾离子（ＥＳＩ）源，正离子模式；多
反应监测（ＭＲＭ）模式；喷雾电压：４ ０００ Ｖ；干燥气

温度：３５０ ℃；干燥气流速：１０ Ｌ ／ ｍｉｎ；雾化气压力：
３４４ ｋＰａ；鞘气温度：４００ ℃；鞘气流速：１２ Ｌ ／ ｍｉｎ； １１
种化合物的其他质谱参数见表 １。

表 １　 １１ 种化合物的监测离子对、毛细管出口电压、碰撞能量、保留时间及内标物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｏｎ ｐａｉｒｓ， ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ， ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ， ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｏｆ ｔｈｅ １１ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｏｎ
ｐａｉｒｓ （ｍ／ ｚ）

Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ ／
ｅＶ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ

Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ （多菌灵） １９２．０ ／ １６０．０∗ １０５ ２０ ２．８１８ ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ⁃Ｄ４
１９２．０ ／ １３２．０ ３６

Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ⁃ｍｅｔｈｙｌ （甲基托布津） ３４３．３ ／ １５１．０∗ １０５ １７ ３．３４ ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ⁃Ｄ４
３４３．１ ／ １１７．９ ６５

Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ⁃ｅｔｈｙｌ （乙基托布津） ３７１．１ ／ １５１．０∗ １１４ ２５ ３．７７８ ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ⁃Ｄ４
３７１．１ ／ ９３．１ ６９

Ｌｏｂｅｎｄａｚｏｌｅ （ＥＢＣ） （洛苯达唑） ２０５．８ ／ １３４．１∗ ６０ ２９ ３．０８１ ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ⁃Ｄ４
２０５．８ ／ １７７．８ ２０
２０５．８ ／ １６０．０ ２５

Ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ （吡虫啉） ２５６．１ ／ １７５．１∗ ９２ １７ ２．８４ ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ⁃Ｄ４
２５６．１ ／ ２０９．１ ９

Ａｃｅｔａｍｉｐｒｉｄ （啶虫脒） ２２３．１ ／ １２６．０∗ ９７ １７ ２．９３２ ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ⁃Ｄ４
２２３．１ ／ ５６．２ １３

Ｆｌｏｎｉｃａｍｉｄ （氟啶虫酰胺） ２３０．０ ／ ２０２．９∗ １３０ １４ ２．７２２ ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ⁃Ｄ４
２３０．０ ／ １７４ １５

Ｄｉｎｏｔｅｆｕｒａｎ （呋虫胺） ２０３．１ ／ １２９．０∗ ８５ ６ ２．５０２ ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ⁃Ｄ４
２０３．１ ／ １５７．０ ２
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表 １　 （续）
Ｔａｂｌｅ １　 （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｏｎ
ｐａｉｒｓ （ｍ／ ｚ）

Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ ／
ｅＶ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ

Ｎｉｔｅｎｐｙｒａｍ （烯啶虫胺） ２７１．１ ／ １２６．０∗ １０２ ２９ ２．６１８ ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ⁃Ｄ４
２７１．１ ／ ２２５．１ ５

Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ⁃Ｄ４ （多菌灵⁃Ｄ４） １９６．２ ／ １６４．０∗ ８０ ２０ ２．８０１
１９６．２ ／ １３６．０ ３６

Ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ⁃Ｄ４ （吡虫啉⁃Ｄ４） ２６０．１ ／ ２１３．１∗ ６０ １７ ２．８３９
２６０．１ ／ １７９．１ ２５

　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

２　 结果与讨论

２．１　 前处理方法的优化

　 　 蜂蜜中含有大量的糖类物质和少量的有机杂

质，本实验着重于前处理方法的研究。 在 ５０􀆰 ０
μｇ ／ ｋｇ 水平下，各前处理方法分别做 ３ 个平行的阴

性样品加标试验，以平均回收率判定方法的优劣。

图 １　 不同溶剂对乙酸乙酯提取后的目标化合物回收率的影响
Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｏｎ

ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｆｔｅｒ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ

　

２．１．１　 样品溶解试剂的确定

　 　 由于蜂蜜基质的特殊性，直接加入有机试剂时

样品易变成胶质状，故先用少量水溶解、稀释蜂蜜，
使其成为均相体系。 研究最初采用液液萃取法进行

预处理，而乙酸乙酯是常用的提取试剂，且据报

道［１６］对多菌灵等农药有较高的回收率。 故在样品

内加入乙酸乙酯，涡旋、超声、离心后，将提取液氮吹

浓缩至干，复溶后进行液相色谱⁃质谱联用分析。 实

验结果如图 １ 所示，仅有多菌灵、洛苯达唑、吡虫啉

和啶虫脒的回收率达到 ８０％，呋虫胺约 ４０％，而甲基

托布津、乙基托布津、烯啶虫胺和氟啶虫酰胺的回收

率不足 ２５％。
　 　 蜂蜜溶于水后的溶液偏酸性，而且研究中的农

药呈中性至弱碱性，可能会以离子形式存在于蜂蜜

水溶液中，不利于有机溶剂提取。 因此，考虑使用偏

碱性的磷酸盐缓冲液（ｐＨ ＝ ７􀆰 ８）来溶解和稀释蜂

蜜，使目标物在此 ｐＨ 值下以分子形式存在，再加入

乙酸乙酯超声提取，提取液浓缩定容后，进行液相色

谱⁃质谱联用分析，结果如图 １ 所示。 在缓冲液溶解

样品后，呋虫胺的回收率提高明显，达到了 ７０％ 以

上。 甲基托布津、乙基托布津、烯啶虫酰胺和氟啶虫

酰胺也均有一定提高，但仍不足 ５０％。 多菌灵、洛苯

达唑、吡虫啉和啶虫脒也均有较好的回收率。 故选

用磷酸盐缓冲液作为蜂蜜样品的溶解试剂。
２．１．２　 样品前处理方法的选择

　 　 研究比较了乙酸乙酯萃取法、ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法和

固相萃取法的净化效果。 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法是以乙腈

作提取溶剂，加入适量的盐，以盐析作用促进提取，
分散固相萃取法净化来完成［２０］。 将样品用少量缓

冲液溶解后，加入适量乙腈超声提取。 考虑到 ＰＳＡ
可以吸附基质中各种极性有机酸、糖类和脂肪等杂

质，故在盐析过程中加入少量 ＰＳＡ 除杂。
　 　 固相萃取技术能够选择性吸附、保留目标物，除
去杂质的同时，还能起到浓缩的作用。 其中的 ＨＬＢ
固相萃取柱常用于净化蜂蜜中大量糖类及极性极强

的杂质［１９］。 蜂蜜样品经缓冲液溶解后，需过滤以避

免固相萃取柱堵塞。 过滤液经固相萃取柱净化后，
收集的洗脱液经氮吹复溶后进行液相色谱⁃质谱联

用分析。
　 　 由图 ２ 可知，对于多菌灵、洛苯达唑和吡虫啉，３
种方法均有较好的回收率；对于啶虫脒、呋虫胺，乙
酸乙酯萃取法和固相萃取法的回收率可达 ７５％ 以

上；对于烯啶虫胺、氟啶虫酰胺，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法和固

相萃取法的回收率达到 ７５％ 以上；对于甲基托布津

和乙基托布津，仅有固相萃取法的回收率较好。 故

选择 ＨＬＢ 固相萃取法对样品进行净化。
２．２　 仪器条件优化

２．２．１　 色谱条件的优化

　 　 实验之初以水溶液作为水相，发现甲基托布津

·１１·
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图 ２　 不同前处理方法对目标化合物回收率的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
　 Ｍｅｔｈｏｄ １： ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｂｙ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ； ｍｅｔｈｏｄ ２： ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｂｙ ＱｕＥＣｈＥＲＳ； ｍｅｔｈｏｄ ３： ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｂｙ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ⁃ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｂａｌａｎｃｅ （ＨＬＢ） ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ．

和乙基托布津的峰形拖尾严重，其他化合物的峰形

也存在一定程度的不对称。 而以 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸

作水相时，各化合物的峰形对称，如图 ３ 所示。 因此

采用 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸溶液作水相，０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸

甲醇为有机相。
２．２．２　 质谱条件的确定

　 　 研究的 ９ 种农药以及同位素内标的分子结构均

含有氨基，易形成正离子，故采用正离子模式进行电

离。 在 ＭＲＭ 模式下对 １１ 种化合物的母离子、毛细

管出口电压，子离子、碰撞能量等条件进行优化，结
果如表 １ 所示。 由于流动相中添加少量甲酸，１１ 种

化合物的母离子峰均为加氢峰。
２．３　 方法学验证

２．３．１　 线性范围、检出限和定量限

　 　 确定实验方法后，按照 １􀆰 ２ 节配制标准曲线，进
行标准溶液的测定。 以质量浓度（Ｘ， ｍｇ ／ Ｌ）为横

坐标，标准物的峰面积与内标物的峰面积之比（Ｙ）
为纵坐标，绘制标准曲线。 结果显示，在 ０􀆰 ００２ ～
０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ 范围内，９ 种农药均呈现出良好的线性

关系（相关系数 ｒ２≥０􀆰 ９９），如表 ２ 所示。 在阴性蜂

蜜中加标测定，３ 倍信噪比对应的加标水平为方法

的检出限，１０ 倍为定量限，结果如表 ２ 所示。
２．３．２　 回收率和精密度

　 　 选取阴性蜂蜜样品，分别在 ５􀆰 ０、１０􀆰 ０、２０􀆰 ０
μｇ ／ ｋｇ ３ 个水平下进行加标试验，测得的回收率和

精密度如表 ３ 所示。 结果显示，蜂蜜中 ９ 种农药的

平均回收率在 ７８􀆰 ２％ ～ １０４􀆰 ６％ 之间，相对标准偏差

在 １􀆰 ３％ ～１４􀆰 ３％ 之间。

图 ３　 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ 标准溶液中 １１ 种化合物的 ＭＲＭ 色谱图
Ｆｉｇ． ３　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ １１ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ

０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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表 ２　 ９ 种农药的回归方程、相关系数、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２）， ＬＯＤｓ ａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ ＬＯＤ ／ （μｇ ／ ｋｇ） ＬＯＱ ／ （μｇ ／ ｋｇ）

Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ Ｙ＝ １．３５２７１８Ｘ－０．００４６２１ ０．９９７８ ０．１ ０．３
Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ⁃ｍｅｔｈｙｌ Ｙ＝ ３．０３４９１３Ｘ－０．０５５６６１ ０．９９３３ ０．２ ０．７
Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ⁃ｅｔｈｙｌ Ｙ＝ ３．７８３６７２Ｘ－０．０７０５２２ ０．９９２７ ０．２ ０．７
ＥＢＣ Ｙ＝ ０．７３２６６４Ｘ－０．００８１３１ ０．９９５６ １．０ ２．０
Ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ Ｙ＝ ０．９９０９５０Ｘ－０．００７８３４ ０．９９８０ ０．２ ０．７
Ａｃｅｔａｍｉｐｒｉｄ Ｙ＝ ３．５７４１４７Ｘ－０．０３８７４８ ０．９９８１ ０．２ ０．５
Ｆｌｏｎｉｃａｍｉｄ Ｙ＝ ０．０２１７３７Ｘ－０．０００２９７ ０．９９５４ ０．３ １．０
Ｄｉｎｏｔｅｆｕｒａｎ Ｙ＝ １．６８１６８２Ｘ－０．０１６３２４ ０．９９７６ ０．３ １．０
Ｎｉｔｅｎｐｙｒａｍ Ｙ＝ ０．５１１５９６Ｘ－０．００７６７６ ０．９９６０ ０．１ ０．３

　 Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｏｆ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｍｇ ／ Ｌ．

表 ３　 阴性蜂蜜中 ９ 种农药的加标回收率和相对标准偏差（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ

ｉｎ ｂｌａｎｋ ｈｏｎｅｙ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ａｄｄｅｄ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／ ％

Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ５．０ ８６．６ １４．３
１０．０ ８９．９ ８．０
２０．０ ９６．２ ６．７

Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ⁃ｍｅｔｈｙｌ ５．０ ７８．２ １３．６
１０．０ ８５．７ ９．６
２０．０ ８８．１ ７．９

Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ⁃ｅｔｈｙｌ ５．０ ８３．０ １０．４
１０．０ ８７．７ ８．３
２０．０ ８９．２ ８．９

ＥＢＣ ５．０ ８５．１ １０．３
１０．０ ８７．８ ８．０
２０．０ ９１．２ ６．４

Ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ ５．０ ９４．１ ４．１
１０．０ ９７．７ ２．６
２０．０ １０４．６ １．３

Ａｃｅｔａｍｉｐｒｉｄ ５．０ ７８．９ ７．２５
１０．０ ８２．８ ６．７
２０．０ ７９．２ ４．０

Ｆｌｏｎｉｃａｍｉｄ ５．０ ８８．４ ４．８
１０．０ ８５．６ ６．１
２０．０ ９６．５ ５．８

Ｄｉｎｏｔｅｆｕｒａｎ ５．０ ８０．１ １０．８
１０．０ ８２．７ ９．２
２０．０ ８１．４ ６．３

Ｎｉｔｅｎｐｙｒａｍ ５．０ ８８．９ ９．４
１０．０ ８８．８ ８．０
２０．０ ９２．６ ２．０

２．４　 实际样品检测

　 　 用上述建立的方法对实际蜂蜜样品进行检测。
选择 ３０ 批蜂蜜样品进行检测，多菌灵、吡虫啉和啶

虫脒分别有不同程度的检出。 其中多菌灵检出 １７
批，残留量在 ５ ～ １０ μｇ ／ ｋｇ 之间。 吡虫啉和啶虫脒

分别检出 １３ 批和 １２ 批，检出量分别为 ５～２０ μｇ ／ ｋｇ
和 ５～１０ μｇ ／ ｋｇ。 其余农药未检出。

３　 结论

　 　 本研究建立了蜂蜜样品经缓冲液溶解、稀释、提
取，通过 ＨＬＢ 固相萃取柱净化，液相色谱⁃质谱联用

仪分析的检测方法。 此方法前处理简单、快速，操作

简便易行，且准确，灵敏度高，重现性好，检出限低，
能够满足大批量蜂蜜样品中 ９ 种苯并咪唑类、新烟

碱类农药同时检测的要求。
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