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第 ３９ 卷第 １ 期 ２０２０ 年 １ 月

Ｖｏｌ． ３９， Ｎｏ． １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２０

　 ２０１９ 年 ６ 月 １２ 日收稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： Ｊｕｎｅ １２， ２０１９） ．

　 ∗国家重点研发计划课题（２０１７ＹＦＤ０２００３０７）和北京市科技创新服务能力建设⁃高精尖学科建设项目（ＰＸＭ２０１９＿０１４２０７＿００００３２）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ２０１７ＹＦＤ０２００３０７） ａｎｄ ｔｈｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｅｒｖｉｃｅ Ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ Ｔｏｐ Ｓｕｂｊｅｃｔｓ （ＣＥＦＦ⁃ＰＸＭ２０１９＿０１４２０７＿００００３２） ．

　 ∗∗通讯联系人， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｚｙ＠ ｂｕａ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｚｙ＠ ｂｕａ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１９０６１２０１
寇弘儒， 刘士峰， 孙艳超，等．基于两种前处理对苹果叶片中虫酰肼残留的液相分析方法［Ｊ］ ．环境化学，２０２０，３９（１）：１７９⁃１８７．
ＫＯＵ Ｈｏｎｇｒｕ， ＬＩＵ Ｓｈｉｆｅｎｇ， ＳＵＮ Ｙａｎｃｈａｏ， ｅｔ ａｌ． Ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｅｂｕｆｅｎｏｚｉｄｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ａｐｐｌｅ ｌｅａｖｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｗｏ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ［ Ｊ］ ．
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２０，３９（１）：１７９⁃１８７．

基于两种前处理对苹果叶片中虫酰肼残留的液相分析方法∗

寇弘儒　 刘士峰　 孙艳超　 杨　 柳　 王进忠　 张志勇∗∗

（农业应用新技术北京市重点实验室， 北京，１０２２０６）

摘　 要　 为进一步研究虫酰肼在苹果树冠层的递释规律，分别采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法和 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法建立

虫酰肼在苹果叶片上的液相分析检测方法．结果显示，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法虫酰肼的均添加回收率为 ８０． ３４％—
９９．２０％，变异系数为 ５．３％—１７．９％，最小检出量均为 ０．１ ｎｇ，最低检出质量浓度均为 ０．０１ ｍｇ·Ｌ－１；Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相

萃取法虫酰肼的均添加回收率为 ７８．４５％—８８．２４％，变异系数为 ７．８％—１０．９％，最小检出量均为 ０．１ ｎｇ，最低

检出质量浓度均为 ０．０２ ｍｇ·Ｌ－１ ．两种方法均满足农药残留分析的要求．
关键词　 虫酰肼， 苹果叶片， 残留， 固相萃取法．

Ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｅｂｕｆｅｎｏｚｉｄｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ
ｉｎ ａｐｐｌｅ ｌｅａｖｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｗｏ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＫＯＵ Ｈｏｎｇｒｕ　 　 ＬＩＵ Ｓｈｉｆｅｎｇ　 　 ＳＵＮ Ｙａｎｃｈａｏ　 　 ＹＡＮＧ Ｌｉｕ　 　 ＷＡＮＧ Ｊｉｎｚｈｏｎｇ　 　 ＺＨＡＮＧ Ｚｈｉｙｏｎｇ∗∗

（Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｎｅｗ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ， Ｂｅｉｊｉｎｇ， １０２２０６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｅｂｕｆｅｎｏｚｉｄｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ａｐｐｌｅ ｃａｎｏｐｙ， ｔｈｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｐｈａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｅｂｕｆｅｎｏｚｉｄｅ ｏｎ ａｐｐｌｅ ｌｅａｖｅｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ＱｕＥＣｈＥＲＳ ａｎｄ Ｆｌｏｒｉｓｉｌ
ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｅｂｕｆｅｎｏｚｉｄｅ ｗｉｔｈ ＱｕＥＣｈＥＲＳ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ８０．３４％—９９．２０％， ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ５．３％—１７．９％， ｔｈｅ ＬＯＤ ｗａｓ ０．１ ｎｇ， ａｎｄ
ｔｈｅ ＬＯＱ ｗａｓ ０．０１ ｍｇ·Ｌ－１； ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｅｂｕｆｅｎｏｚｉｄｅ ｗｉｔｈ Ｆｌｏｒｉｓｉｌ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ７８．４５％—８８．２４％， ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ７．８％—１０．９％， ｔｈｅ ＬＯＤ ｗａｓ ０．１ ｎｇ， ａｎｄ
ｔｈｅ ＬＯＱ ｗａｓ ０．０２ ｍｇ·Ｌ－１ ． Ｂｏｔｈ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃｏｕｌｄ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｅｂｕｆｅｎｏｚｉｄｅ， ａｐｐｌｅ ｌｅａｖｅ， ｒｅｓｉｄｕｅｓ， ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ．

虫酰肼（ｔｅｂｕｆｅｎｏｚｉｄｅ），别名抑虫肼，是非甾族新型昆虫生长调节剂，同时也是最新研发的昆虫激素

类杀虫剂．研究表明，虫酰肼杀虫活性高，选择性强，对哺乳动物无致畸、致突变等毒性作用，并且不易使

害虫产生抗药性［１－５］，可用于玉米、水稻、棉花、葡萄、猕猴桃、高梁、大豆、甜菜、茶叶、核桃、花卉等［６］ ．该
农药在我国尚未在苹果上登记，但已经被用来防治苹果黄蚜和苹小卷叶蛾等害虫［６］，对苹果园非靶标昆

虫毒性及环境压力的相关研究也鲜有报道．为进一步研究虫酰肼的递释规律、环境压力，科学进行药后

监控及风险评估，生产中亟需建立起苹果叶片中该杀虫剂的残留分析方法．
目前针对虫酰肼的残留检测主要采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ） ［７］、高效液相色谱⁃串联质谱法
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（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ） ［８］、液相色谱⁃串联质谱法 （ ＬＣ⁃ＭＳ） ［９］、超高效液相色谱⁃串联质谱 ／质谱法 （ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ） ［１０］、高效液相色谱⁃电喷雾串联质谱法（ＨＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃ＭＳ） ［１１］ 等．对虫酰肼的残留研究主要有大豆［１２］、
玉米［１３］、大米［１４］、番茄［１５］、苹果［１６］、柑橘［１７］、土壤［１６， １８⁃２０］等．其中在叶片上的残留分析方法研究集中在

水稻［２１⁃２２］、甘蓝［１５⁃１６］、白菜［２３］、花椰菜［１９， ２４］、青菜［１５］、葱［２５⁃２７］、莴笋［２８］、红栎和胶枞树叶［２９］等．
液相色谱分析是植物叶片中农药的分布和递释研究的重要方法．由于叶片中农药成分提取、净化受

多种因素影响，至今未见其在苹果叶片上残留分析检测方法的相关报道．研究表明，叶片中内含物质非

常丰富，富有多酚类、色素等多种化学成分，会对样品检测带来很大的干扰，成为了叶片农药残留检测的

难点［３０］ ．对于植物色素的净化，国家标准推荐使用固相萃取法［３１］ ．近几年，一种用于农产品检测的快速

样品前处理技术⁃ＱｕＥＣｈＥＲＳ（Ｑｕｉｃｋ、Ｅａｓｙ、Ｃｈｅａｐ、Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ、Ｒｕｇｇｅｄ、Ｓａｆｅ）在国际上迅速发展起来［３２］ ．该方

法原理和固相萃取法相似，均是利用吸附剂填料与基质中的杂质相互作用，吸附杂质从而达到除杂净化

的目的［３３］，具有回收率高、溶剂使用量少、污染小、价格低廉、操作简单等优点．
本研究拟采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法和 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法结合液相色谱条件优化，建立虫酰肼在苹果叶片

上的分析检测方法，以期为虫酰肼在苹果树冠层递释规律、环境风险评估等工作提供方法支撑．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 材料

试剂药品：虫酰肼标准品（纯度 ９９．２％），由 ＣＡＴＯ 公司出品（市购购买）；色谱纯乙腈（ＣＮＷ 公司），
其余为分析纯．

仪器设备：Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 液相色谱仪（ＤＡＤ 检测器，Ａｇｉｌｅｎｔ 色谱工作站），美国安捷伦公司；ＢＣ ／ ＢＤ⁃
２７５５Ｂ 低温冰箱，青岛海尔特种电冰柜有限公司；ＤＷ⁃ＦＬ２０８ 低温冰箱，中科美菱；ＪＡ２００３Ｎ 万分之一分

析天平，上海天平仪器厂；ＬＡＢＯＲＯＴＡ ４００１ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ 旋转蒸发仪，德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ 公司；ＱＬ⁃８６１ 漩涡混合

器，江苏海门麒麟贝尔医用仪器厂；ＳＢ⁃３２００ＤＴ 型超声波清洗器，宁波海曙赛福试验仪器厂；ＳＨＢ⁃ＩＩＩ 型
循环水式多用真空泵，郑州长城科工贸有限公司等．
１．２　 标准溶剂的准备

用万分之一天平准确称取 ０．１０００ ｇ 虫酰肼标准品，用色谱纯乙腈配成 １０００ ｍｇ·Ｌ－１的标准储备液，
用色谱纯乙腈稀释储备液配制溶剂标准曲线．所有试剂在－４ ℃冰箱中保存．
１．３　 检测条件

高效液相色谱仪和气相色谱仪均能检测虫酰肼，但用气相色谱检测虫酰肼残留量需要进行甲基衍

生化，操作繁琐，试剂毒性大［２１，２９］，因此选用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱仪（二极管阵列检测器及 Ａｇｉｌｅｎｔ
化学工作站）和 ＸＤＢ⁃Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４．６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，对苹果叶片样品中虫酰肼的残留量进行分

析检测．
色谱条件：在 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱仪（二极管阵列检测器及 Ａｇｉｌｅｎｔ 化学工作站）条件下，利用

ＸＤＢ⁃Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４．６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，设置不同的流动相比例、流速、柱温、进样量和检测波长对

同一浓度的虫酰肼标准溶液进行检测，根据虫酰肼色谱峰面积的大小、保留时间的长短和峰形等选择最

佳检测条件．
利用二极管振列检测器（ＤＡＤ）在波长 １９０—４００ ｎｍ 范围内扫描检测可得虫酰肼的最佳检测波长．

１．４　 标准曲线的建立

将虫酰肼储备液用色谱纯乙腈稀释成 ０．１、０．２、０．５、１、２、５、１０、２０ ｍｇ·Ｌ－１标准液，在稳定的色谱条件

分别进样 １０ μＬ，得到虫酰肼各进样浓度及相应峰面积，以此得出线性关系．
１．５　 前处理方法

称取 １．００ ｇ（精确到 ０．０１ ｇ）经液氮研磨的空白对照叶片样品 １０ 份，分成 ２ 组，每组 ５ 份．置于 １５ ｍＬ
离心管中，分别添加 ０．０５、０．２、０．５、１ ｍｇ·Ｌ－１的标准溶液，涡旋 ５ ｍｉｎ，静置平衡 ３０ ｍｉｎ．以未添加药剂的苹

果叶片为空白对照．比较 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 和固相萃取两种方法对苹果叶片中虫酰肼回收率的影响．试验重复

５ 次．
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　 １ 期 寇弘儒等：基于两种前处理对苹果叶片中虫酰肼残留的液相分析方法 １８１　　

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法　 取第 １ 组标准添加样品，１０ ｍＬ 乙腈∶水（Ｖ ／ Ｖ）＝ ８∶２ 提取，加入 ２ ｇ ＮａＣｌ 盐析，涡旋

５ ｍｉｎ，１００００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ．取上清 ７ ｍＬ，转移至含有 １００ ｍｇ ＰＳＡ、３０ ｍｇ ＧＣＢ、５０ ｍｇ Ｃ１８ 的净化管

中，涡旋 ５ ｍｉｎ，１０ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ．取上清 ６ ｍＬ，旋转蒸发仪浓缩近干．１ ｍＬ 乙腈溶解，过 ０．４５ μｍ
滤膜，待测．

Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法　 取第 ２ 组标准添加样品，１０ ｍＬ 乙腈∶水（Ｖ ／ Ｖ）＝ ８∶２ 提取，加入 ２ ｇ ＮａＣｌ 盐析，
涡旋 ５ ｍｉｎ，１００００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ．取上清 ４ ｍＬ，旋转蒸发仪浓缩近干，１ ｍＬ 乙腈溶解．净化采用弗罗

里硅土固相萃取小柱净化，淋洗液为乙腈．首先用 ５ ｍＬ 乙腈预淋洗固相小柱，弃去淋出液．将浓缩物转

移到小柱内，用 ｌ ｍＬ × ４ 次淋洗液洗脱柱内样品，收集淋出液，在旋转蒸发仪上浓缩近干，１ ｍＬ 乙腈溶

解，过 ０．４５ μｍ 滤膜，待测．
１．６　 净化剂的选择

为了提高萃取效率，进一步去除样品中的色素、糖分、脂类等杂质［３４］，本试验采用 ＰＳＡ、ＧＣＢ、Ｃ１８ 组

合或 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取柱净化样品［３１，３６⁃３９］ ．以样品的净化程度（图 １）和添加回收率为指标，评估净化剂对

萃取结果的影响，其中样品净化程度是以潘通（ＰＡＮＴＯＮＥ）Ｃ 色卡作为依据．试验设 １０ 个处理，每处理

重复 ３ 次．虫酰肼添加水平为 １ ｍｇ·Ｌ－１，检测样品的回收率．

图 １　 样品净化程度标准

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

１．７　 浓缩温度的选择

为了明确浓缩温度对浓缩结果的影响，本试验选择通常用到的 ３ 个浓缩温度［２３，３９⁃４０］ 对样品进行浓

缩．以样品的添加回收率为指标，评估浓缩温度对浓缩结果的影响．试验设 ３ 个处理，每处理重复 ３ 次．虫
酰肼添加水平为 １ ｍｇ·Ｌ－１，检测样品的回收率．
１．８　 方法验证

准确度　 在苹果叶片空白样品中添加质量分数为 ０．０５、０．２、０．５、１ ｍｇ·Ｌ－１的虫酰肼标准液，每个添

加浓度重复 ５ 次，然后按照前处理方法提取净化并定容．
精密度　 在上述稳定的色谱条件下，待仪器稳定后，连续对添加浓度 １ ｍｇ·Ｌ－１虫酰肼标准溶液的同

一样品进行 ６ 次平行测定．
灵敏度　 灵敏度以最低检出浓度表示．

最低检出浓度（ｍｇ·Ｌ－１）＝ 最小检知量（ｎｇ）×样本溶液定容体积（ｍＬ）
样本溶液进样体积（μＬ）×称样重量（ｇ）

式中，最小检出量（ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）指使检测系统产生 ３ 倍噪声信号所需待测物的质量（以 ｎｇ 为

单位表示） ［４１］ ．最低检测浓度（ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）指用添加方法能检测出待测物在样品中的最

低含量（以 ｍｇ·Ｌ－１为单位表示） ［４１］ ．
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２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 检测条件的选择

不同检测条件下目标峰情况见表 １．在 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱仪（二极管阵列检测器及 Ａｇｉｌｅｎｔ
化学工作站）条件下，利用 ＸＤＢ⁃Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４．６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，对流动相比例、柱温、流速和进样

量进行了优化选择．
从第 １—４ 组的检测结果可以看出，当流动相比例为水∶乙腈（Ｖ ／ Ｖ）＝ ３０∶７０ 时，出峰时间较早，易受

到样品杂质的干扰；当进样量为 ２０ μＬ 时，易出现前沿峰．其中第 １ 组检测条件模拟了贺敏等［２３］ 建立的

虫酰肼分析条件，既易受到样品杂质的干扰，又易出现前沿峰．
从第 ５—８ 组的检测结果可以看出，当流动相比例为水 ∶乙腈（Ｖ ／ Ｖ） ＝ ４０∶ ６０ 时，保留时间约为

１０．１ ｍｉｎ．第 ５ 组和第 ６ 组检测条件下，因其进样量较小，响应值面积也相应较小；在第 ８ 组的检测条件

下，阈值面积较第 ７ 组信号反应灵敏，阈值面积增加 ４１．５９％．
利用二极管振列检测器（ＤＡＤ）在 １９０—４００ ｎｍ 扫描检测可得虫酰肼的最大吸收波长在 １９７ ｎｍ．经

回检，１９７ ｎｍ 条件下，干扰较小，且灵敏度高，满足农药残留分析的要求．

表 １　 不同检测条件下的目标峰情况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔａｒｇｅｔ ｐｅａｋｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

序号
Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

流动相比例
Ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ

水∶乙腈
Ｗａｔｅｒ ∶Ａｃｅｔｏｎｅ（Ｖ ／ Ｖ）

流速
Ｆｌｏｗｒａｔｅ ／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

柱温
Ｃｏｌｕｍｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

进样量
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ ／ μＬ

波长
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ／ ｎｍ

目标峰情况
Ｔａｒｇｅｔ ｐｅａｋｓ

１ ３０ ∶７０ １ ３５ ２０ ２３４ 前沿峰，保留时间与空白叶片杂质的保
留时间接近

２ ３０ ∶７０ １ ３０ ２０ ２３４ 前沿峰，保留时间与空白叶片杂质的保
留时间接近

３ ３０ ∶７０ １ ３０ ２０ ２０５ 前沿峰，保留时间与空白叶片杂质的保
留时间接近

４ ３０ ∶７０ １ ３０ ２ ２０５ 保留时间与空白叶片杂质的保留时间
接近

５ ４０ ∶６０ １ ３０ ２ ２０５ 响应值面积过小

６ ４０ ∶６０ １ ３０ ５ ２０５ 响应值面积较小

７ ４０ ∶６０ １ ３０ １０ ２０５ 阈值面积较小

８ ４０ ∶６０ １ ３０ １０ １９７ 阈值面积增加 ４１．５９％

２．２　 标准曲线及线性范围

分别进样 １０ μＬ 虫酰肼标准工作液，得到虫酰肼各进样浓度及相应峰面积．不同进样浓度（ｘ）和相

应峰面积（ｙ）存在高度相关性，即：ｙ ＝ ９６．３８８ｘ ＋ ３．１１９２，相关系数 ｒ＝ ０．９９９９（ｎ＝ ８），在 ０．１—２０ ｍｇ·Ｌ－１

范围内，标准曲线呈良好的线性关系（图 ２）．

图 ２　 虫酰肼标准曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｉａｍｅｔｈｏｘａｍ
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２．３　 净化剂的选择

不同净化剂组合的净化程度和回收率见表 ２．从表 ２ 的结果可以看出，ＧＣＢ 的净化效果最好，Ｃ１８ 次

之，ＰＳＡ 最差．编号为 ７、９、１０ 的 ３ 个组合净化程度均为优级，根据其回收率的高低，本试验最终选取 ９
或 １０ 两组处理净化样品．

表 ２　 不同净化剂组合的回收率比较（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｇｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ（ｎ＝ ３）

序号
Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ

净化剂 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｇｅｎｔ ／ ｍｇ

ＰＳＡ ＧＣＢ Ｃ１８
净化程度

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
平均回收率

Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

１ １００ ０ ０ 差 １００．３１

２ ０ １００ ０ 良 ７８．２３

３ ０ ０ １００ 中 ９６．１２

４ １００ １００ ０ 良 ７８．０９

５ ０ ５０ ０ 中 ８８．４５

６ ０ ０ ５０ 中 ９８．８８

７ １００ ５０ ５０ 优 ９０．４１

８ ０ ３０ ０ 中 ９５．７７

９ １００ ３０ ５０ 优 ９５．８４

１０ Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取柱 优 １０５．９３

２．４　 浓缩温度的选择

不同浓缩温度下的回收率结果见表 ３．由表 ３ 的结果可以发现，３ 个浓缩温度的回收率结果均满足

农药残留分析的要求，其中 ４０ ℃条件下农药提取速度最快，效率最高，该温度宜作为优化的浓缩温度．

表 ３　 不同浓缩温度的回收率比较（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ｎ＝ ３）

序号
Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ

温度
Ｔｅｍｐｒｅｔｕｒｅ ／ ℃

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

１ ３０ １００．０２

２ ３５ １０３．５７

３ ４０ １０３．２６

２．５　 方法的准确度、精密度及灵敏度

２．５．１　 准确度

在苹果叶片样品中，添加质量分数为 ０．０５、０．２、０．５、１ ｍｇ·Ｌ－１的虫酰肼标准液，按照上述两种方法提

取、净化、定容，其检测结果见表 ４．从表 ４ 可以看出，两种前处理方法均能满足虫酰肼残留分析的要求．
两种前处理方法中，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法对不同添加水平虫酰肼的回收率高，４ 个添加水平的平均回收率

为 ８０．３４％—９９．２０％，０．０５、０．２、０．５ ｍｇ·Ｌ－１的低添加水平下不同重复间变异较大；Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法对

不同添加水平虫酰肼的回收率较高，４ 个添加水平的平均回收率为 ７８．４５％—８８．２４％，同一添加水平下

不同重复间变异小．此外，固相萃取中萃取柱为一次性耗材，且有机溶剂用量较多，成本较高，耗时较长，
适合少量样品的检测；相比而言，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法操作简便，有机溶剂用量较少，成本较低，耗时较短，适合

大批量样品的前处理．
目前，国内外的科研工作者所建立虫酰肼的残留分析方法尽管均满足残留分析的要求，但普遍存在

有机试剂使用量大的问题．例如，对水稻及环境中的虫酰肼残留时稻米、稻田水、稻田土、稻草和稻壳五

种不同基质中有机试剂使用量分别为 ２１７、１５２、１８２、２２７、２１７ ｍＬ，其中二氯甲烷的用量均为 １００ ｍＬ［２１］ ．
本文建立的两种方法有机试剂用量少，其中 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法有机试剂使用量为 ９ ｍＬ，Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法

有机试剂使用量为 １９ ｍＬ．
国内报道，测定大白菜中虫酰肼的残留量前处理提取时间达 １ ｈ［２３］，水稻及环境中的虫酰肼残留分

析时前处理提取时间稻米、稻田土、稻草和稻壳四种不同基质均达 ５０ ｍｉｎ［２１］，红栎和胶枞树叶中的虫酰
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肼残留检测时前处理提取时间为 ３０ ｍｉｎ［２９］ ．本文建立的两种方法前处理时采用振荡提取法，提取时间

相对短，５ ｍｉｎ 即可达到要求．

表 ４　 虫酰肼在苹果叶片中的添加回收率试验

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｉａｍｅｔｈｏｘａｍ ｉｎ ａｐｐｌｅ ｌｅａｖｅｓ

方法
Ｍｅｔｈｏｄ

添加浓度
Ｓｐｉｋｉｎｇ ｌｅｖｅｌ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

变异系数
ＣＶ ／ ％

０．０５ ９４．５１ ８７．７６ ７７．６４ ７０．８９ ７０．８９ ８０．３４ １３．１

ＱｕＥＣｈＥＲＳ
０．２ ８６．０２ ７１．４０ １０３．２３ ６５．３８ ８１．７２ ８１．５５ １７．９

０．５ ８３．２２ ８９．９５ １２０．６５ １０３．９５ ８４．８３ ９６．５２ １６．３

１ ９３．１０ １０５．５０ ９９．３７ １０３．０５ ９５．００ ９９．２０ ５．３

０．０５ ７３．４２ ７０．８９ ７５．９５ ９１．１４ ８６．０８ ７９．４９ １０．９

Ｆｌｏｒｉｓｉｌ
０．２ ７６．１３ ９０．３２ ９６．７７ ８０．００ ７７．４２ ８４．１３ １０．７

０．５ ７８．７７ ８８．０６ ７７．５６ ７６．７５ ７１．１０ ７８．４５ ７．８

１ ８９．７６ ９８．７５ ８１．１７ ９２．２１ ７９．３３ ８８．２４ ９．１

２．５．２　 精密度

在上述稳定的色谱条件下，待仪器稳定后，连续对添加浓度 １ ｍｇ·Ｌ－１虫酰肼标准溶液的同一样品进

行 ６ 次平行测定（表 ５），ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法的峰面积平均值为 ７２．９ ｍＡＵ·ｓ，变异系数为 ４．７％；Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃

取法的峰面积平均值为 ４３．７ ｍＡＵ·ｓ，变异系数为 ８．６％．变异系数均低于 ２０％的标准，表明两种方法具有

良好的重现性．

表 ５　 两种方法的精密度测定

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ

方法
Ｍｅｔｈｏｄ

进样编号
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ １ ２ ３ ４ ５ ６

峰面积 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ／ （ｍＡＵ·ｓ） ６８．３ ７７．４ ７２．９ ７５．６ ６９．７ ７３．５

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 峰面积平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ ／ （ｍＡＵ·ｓ） ７２．９

变异系数 ＣＶ ／ ％ ４．７

峰面积 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ／ （ｍＡＵ·ｓ） ４３．９ ４８．３ ３９．７ ４５．１ ３８．８ ４６．３

Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 峰面积平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ ／ （ｍＡＵ·ｓ） ４３．７

变异系数 ＣＶ ／ ％ ８．６

２．５．３　 灵敏度

通过仪器检测及公式计算得到， ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法的最小检知量为 ０． １ ｎｇ， 最低检出浓度为

０．０１ ｍｇ·Ｌ－１；Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 法的最小检知量为 ０．１ ｎｇ，最低检出浓度为 ０．０２ ｍｇ·Ｌ－１ ．

表 ６　 两种方法的灵敏度

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ
方法 Ｍｅｔｈｏｄ ＬＯＤ ／ ｎｇ ＬＯＱ ／ （ｍｇ·Ｌ－１）

ＱｕＥＣｈＥＲＳ ０．１ ０．０１

Ｆｌｏｒｉｓｉｌ ０．１ ０．０２

２．６　 实际样品检测

按照上述方法，选取常规喷雾方式下 ２０％虫酰肼悬浮剂处理，检测药后第 ７ 天和第 １４ 天苹果树冠

层虫酰肼的残留量（表 ７）．由实例证明，按照上述两种方法，可检测虫酰肼在苹果叶片上的残留量，两种

方法均具有一定的实用性．
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表 ７　 两种方法的实际样品检测（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ（ｎ＝ ３）

剂量

Ｄｏｓａｇｅ ／ （ｇ ａ．ｉ·ｈａ－１）
方法

Ｍｅｔｈｏｄ

残留量±标准差

Ｒｅｓｉｄｕｅ±ＳＤ ／ （ｍｇ·Ｌ－１）
药后 ７ ｄ

Ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｐｒａｙｉｎｇ
药后 １４ ｄ

Ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｐｒａｙｉｎｇ

６０ ＱｕＥＣｈＥＲＳ ３９．０５±２．４９ ３７．０４±１．６０

Ｆｌｏｒｉｓｉｌ ３９．６０±２．６７ ３６．５１±２．９０

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

本文分别采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法和 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法建立了虫酰肼在苹果叶片上分析检测的两种方

法，用乙腈提取，ＰＳＡ、ＧＣＢ、Ｃ１８ 组合或 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取柱净化处理，Ｃ１８ 色谱柱分离，液相色谱 ＤＡＤ 检

测器测定样品中的农药残留量，方法简便，净化效果较好，最低检出量 （ ０． １ ｎｇ）、最低检出浓度

（ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法 ０．０１ ｍｇ·Ｌ－１；Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法 ０．０２ ｍｇ·Ｌ－１）、平均回收率（＞７０％）均满足农药残留试

验准则的要求．
ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法操作简便、快速，前处理试剂用量少，平均回收率高，净化步骤耗时较少，为 １０ ｍｉｎ．总

结条件筛选过程及相关结果，该方法变异系数较大，净化效果相对 Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法较差．液相检测

１—５ ｍｉｎ 内有峰面积高达 １０ ０００—２００００ 的杂峰出现．Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法净化效果好，平均回收率也较

高，变异系数小，但净化步骤耗时相对较长，为 ２５ ｍｉｎ，且前处理试剂用量大．因此，在苹果叶片中检测虫

酰肼残留，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法适合大批次样品快速检测，Ｆｌｏｒｉｓｉｌ 固相萃取法适合少量样品的检测．

致谢：在试验过程中得到了董兆克老师的指导和帮助，特此致谢！
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