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分散固相萃取—气相色谱法测定稻谷
中５种有机磷农药残留

徐明雅，潘丹杰，杨志成，张彦

（杭州市粮油中心检验监测站，浙江 杭州　３１０００９）

摘　要：建立中性氧化铝分散固相萃取—火焰光度气相色谱法测定稻谷中乐果、毒死蜱、马拉硫磷、
水胺硫磷、三唑磷５种有机磷农药残留量的分析方法。样品粉碎后经乙腈提取，中性氧化铝分散萃
取，萃取液于７０℃水浴中氮吹干，丙酮定容后用带火焰光度检测器的毛细管气相色谱仪（ＧＣ－
ＦＰＤ）测定。结果表明，５种有机磷在０．０５～５．００μｇ／ｍＬ范围具有良好的线性关系，乐果、毒死蜱、
马拉硫磷、水胺硫磷、三唑磷的线性相关系数均为０．９９９９，检出限（ＬＯＤ）为０．００２ｍｇ／ｋｇ，最低定
量限（ＬＯＱ）为０．００７ｍｇ／ｋｇ。稻谷样品中低、中、高３个质量浓度的添加回收率在９７．７％～１０８．０％
之间，相对标准偏差（ＲＳＤ，ｎ＝６）在０．８％～５．７％之间。方法可以满足稻谷中５种有机磷农药残留
一次处理同时分析检测的要求。
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　　有机磷农药在农业生产中运用广泛，但毒性大，
对人体健康和生态环境有很大的危害。浙粮发

［２０１２］４７号文件明确规定：浙江省储备稻谷出库销
售时必须检验乐果、毒死蜱、马拉硫磷、水胺硫磷、三

唑磷５种农药残留量，以确保本省口粮市场粮食质
量安全。依据国标 ＧＢ２７６３—２０１４《食品安全国家
标准 食品中农药最大残留限量》［１］的规定，这５种
有机磷的检测涉及 ４种检测方法：ＧＢ／Ｔ５００９．
２０［２］、ＧＢ／Ｔ５００９．１４５［３］、ＧＢ／Ｔ１９６４９［４］和 ＧＢ／Ｔ
２０７７０［５］，前处理所用的提取溶剂、净化方法及仪器
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要求各不同（见表１），无法一次性同时提取、净化、
检测。因此，探索建立适合同时检测上述５种农药
残留的快速检测方法对浙江省粮食质量安全把关具

有现实意义。

表１　列入浙江省储备稻谷质量安全管理的５种有机磷农药

序号 项目 检测方法／仪器 提取溶剂 净化方法

１ 乐果
ＧＢ／Ｔ５００９．２０
／ＧＣ－ＦＰＤ

２ 毒死蜱
ＧＢ／Ｔ５００９．１４５
／ＧＣ－ＦＴＤ

３
马拉

硫磷

ＧＢ／Ｔ５００９．２０
ＧＢ／Ｔ５００９．１４５
ＧＢ／Ｔ１９６４９

４
水胺

硫磷

ＧＢ／Ｔ１９６４９
／ＧＣ－ＭＳ

５ 三唑磷

ＧＢ／Ｔ１９６４９
／ＧＣ－ＭＳ
ＧＢ／Ｔ２０７７０
／ＨＰＬＣ－ＭＳ

（１）二氯甲烷：
ＧＢ／Ｔ５００９．２０
第２法
（２）丙酮：
ＧＢ／Ｔ ５００９．
１４５ 和 ＧＢ／
Ｔ５００９．２０第 １
法

（３）乙腈：ＧＢ／Ｔ
１９６４９和 ＧＢ／Ｔ
２０７７０

（１）液－液萃取：
ＧＢ／Ｔ５００９．２０第１法
和ＧＢ／Ｔ５００９．１４５
（２）中性 Ａｌ２Ｏ３萃取：
ＧＢ／Ｔ５００９．２０第２法
（３）Ｅｎｖｉ－１８柱、Ｅｎｖｉ－
Ｃａｒｂ柱串联 Ｓｅｐ－Ｐａｋ
ＮＨ２ 柱 净 化：ＧＢ／Ｔ
１９６４９
（４）凝胶渗透色谱：ＧＢ／
Ｔ２０７７０

粮食中有机磷农药残留量检测国标方法［２－３，１４］

中样品提取普遍采用振荡提取，也有加速溶剂萃取

法的应用［４］，另外文献报道了超临界流体萃取

法［６］、均质提取法［７］、超声波辅助提取法［８］等，后面

四种提取方法具有提取时间短、效率高的优势，但是

也存在仪器设备昂贵、样品单次处理数量有限的问

题，所以振荡提取方式仍被普遍采用。

农药残留检测中样品净化主要采用液—液萃取

法［２］、凝胶渗透色谱法［５］、固相萃取柱法［４，９－１０］和基

质分散固相萃取法［１１－１３］等。液—液萃取法是经典

的样品净化方法，但是溶剂使用量大，操作繁琐，目

标物回收也往往不是很理想；凝胶渗透色谱法净化

能有效去除油脂等大分子基质，但是有机溶剂用量

大而且对小分子基质的净化能力不强；基质分散固

相萃取法和固相柱萃取法近年来得到了越来越广泛

地应用，其中固相萃取柱法需要预处理、上样、洗脱

等多个步骤，样品上样前需要预浓缩，去除复杂基质

时往往需要串联不同填料的柱子多步萃取、洗脱，操

作复杂，消耗溶剂多，不适合大批量样品快速处理，

而基质分散固相萃取法只采用简单的振荡，操作简

单，经济快速。

国标方法［２－５］中有机磷农药残留检测方法主要

是气相色谱法和气相色谱质谱法与液相色谱串联质

谱法，其中，气相色谱法中用到的检测器是火焰光度

检测器（ＦＰＤ）和火焰热离子检测器（ＦＴＤ）。质谱法
虽然可以实现几十种甚至上百种农药同时检测和定

性分析，但是仪器昂贵，对样品前处理要求高，样品

净化不充分，容易污染离子源，故气相色谱法仍然是

有机磷农药检测中最常用的方法。火焰光度检测器

和氮磷检测器是有机磷特异性检测器，国标方法中

也有氮磷检测器的应用［１４］，但是火焰光度检测器仅

对磷化合物有响应，特异性更强，比氮磷检测器更不

易受基质干扰［７］，更稳定。

本研究采用国标方法［２－５］中样品制备和提取净

化方式，采用气相色谱—火焰光度检测器（ＧＣ－
ＦＰＤ）检测，以期实现稻谷中乐果、毒死蜱、马拉硫
磷、水胺硫磷、三唑磷５种有机磷农药残留一次处理
同时测定。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

稻谷：杭州粮食收储公司；农药标准溶液（１００
±０．０７μｇ／ｍＬ；毒死蜱，１００±０．０８μｇ／ｍＬ；马拉硫
磷，１００ ±０．１１ μｇ／ｍＬ；水 胺 硫 磷，１００ ±
０．０５μｇ／ｍＬ；三唑磷，１００±０．１９μｇ／ｍＬ）：农业部环
境保护科研监测所；乙腈、丙酮、乙酸乙酯、二氯甲烷

等（均为色谱纯）：德国 ＣＮＷ公司；Ｃ１８固相萃取柱
（１ｇ／６ｍＬ）：迪马科技；活性炭、中性氧化铝（层析
用）：上海五四化学试剂有限公司；中速定性滤纸：

杭州沃华滤纸有限公司。

１．２　仪器与设备
ＤＢ－１７０１（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）和 ＨＰ

－５（３０ｍ×０．３２ｍｍ×０．２５μｍ）色谱柱：美国安捷
伦公司；６８９０Ｎ－５９７５气质联用仪（配有火焰光度检
测器）：美国安捷伦公司；Ｐｅｒｔｅｎ３３０３实验磨：瑞典波
通公司；ＳＨＡ－Ｂ恒温振荡器：常州国华电器有限公
司；ＫＨ２２００Ｅ型超声波清洗器：昆山禾创超声仪器
公司；ＤＣ－２４水浴控温氮吹仪：上海安谱科学仪器
公司；ＷＸＷ－８０Ａ旋涡混合器：上海医科大学仪器
厂；ＳＪ－Ⅱ食品均质仪：中国科学院上海昆虫研
究所。

１．３　标准溶液的配制
５种有机磷混合标准曲线系列溶液：按农药标

准样品证书使用方法将安瓿瓶中体积分别为

１．０ｍＬ、质量浓度分别为１００μｇ／ｍＬ的５种有机磷
单标标准溶液全转移到１０ｍＬ容量瓶中，丙酮定容
得到质量浓度为１０μｇ／ｍＬ的混合标准溶液，用丙
酮逐级稀释得到系列质量浓度：０．０５、０．１０、０．２５、
０．５０、１．００、２．５０、５．００μｇ／ｍＬ。
１．４　样品前处理

按ＧＢ５４９１—１９８５《粮食、油料检验 扦样、分样
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法》［１５］用分样器法，分别取代表性样品约１００ｇ，经
实验磨粉碎，过２０目筛［２－５］制成稻谷试样，准确称

取该试样１０ｇ（精确到０．０１ｇ）到１５０ｍＬ具塞刻度
三角瓶中，加入２５．０ｍＬ乙腈，在１２０ｒ／ｍｉｎ、４０℃
恒温振荡中提取２０ｍｉｎ，用中速定性滤纸过滤，取滤
液１５ｍＬ于具塞刻度试管中，加入１．０ｇ中性氧化
铝，涡旋或振荡１ｍｉｎ，静置片刻，用中速定性滤纸过
滤，取滤液１０．０ｍＬ，在７０℃水浴中氮吹浓缩至干，
加２．０ｍＬ丙酮涡旋溶解，进行ＧＣ－ＦＰＤ检测。
１．５　气相色谱条件

色谱柱：ＤＢ－１７０１（３０ｍ ×０．２５ｍｍ ×
０．２５μｍ）；进样口温度：２５０℃；进样量：１μＬ，不分
流进样；载气：高纯氮气，流速（恒流）２．０ｍＬ／ｍｉｎ；
程序升温：初始温度１４０℃，保持１ｍｉｎ，２０℃／ｍｉｎ
升温至２００℃，保持１ｍｉｎ，再以１０℃／ｍｉｎ升温至
２５０℃，保持５ｍｉｎ，共计１５ｍｉｎ；检测器：２５０℃，高
纯氢气７５ｍＬ／ｍｉｎ，高纯空气１００ｍＬ／ｍｉｎ。

２　结果与分析
２．１　样品提取
２．１．１　提取溶剂

丙酮、二氯甲烷、乙腈、乙腈＋水（５：２，Ｖ／Ｖ）、３０
～６０℃石油醚、乙酸乙酯是农药残留检测中常用的
提取溶剂，通过对加标样品进行提取测定的方法考

察上述溶剂对５种有机磷的提取效果，操作如下：取
未检出农药残留的稻谷粉碎试样 １０ｇ（精确到
０．０１ｇ）于１５０ｍＬ具塞锥形瓶中，准确加入５种有
机磷农药的混标，各农药的加标水平为０．１ｍｇ／ｋｇ，
充分混匀后静置２４ｈ以上促使样品充分吸收。准
确加入 ２５．０ｍＬ试剂，振荡提取并过滤，取滤液
１０．０ｍＬ，不净化，直接在７０℃水浴氮吹至干，加入
２．０ｍＬ丙酮溶解后得到测试液待测。同时进行空
白试验，取滤液１０．０ｍＬ，氮吹至干后１０５℃烘干至
恒重，计算不挥发物的质量。各试验平行测定３次，
结果平均值见表２。实验结果表明：丙酮、二氯甲烷
提取率最高；乙腈次之，乙腈加水后对三唑磷的提取

率反而下降；乙酸乙酯对水胺硫磷和三唑磷的提取

率略差且提取液颜色深，石油醚对乐果的提取率仅

为２５．２％，最不适合。测试液颜色深、提取液中不
挥发物含量高说明杂质含量高，不利于进一步净化，

对色谱系统也容易造成污染。选择提取液中杂质含

量最低、提取率较高的乙腈作为提取溶剂，有利于下

一步的净化。

表２　提取溶剂对提取率影响 ％

项目 丙酮 乙腈
乙腈＋
水

二氯

甲烷
石油醚

乙酸

乙酯

乐果 １０２．７ １０１．２ １００．６ １０１．９ ２５．２ ９７．６

毒死蜱 １０１．７ ９９．７ １００．８ １００．７ １００．９ １０１．４

马拉硫磷 １０１．２ ９８．７ １０１．０ ９９．５ １０１．２ １０１．２

水胺硫磷 １００．７ ９９．０ ９９．６ ９８．３ ７４．８ ９３．６

三唑磷 ９９．７ １００．８ ９６．２ １００．４ ９８．５ ９５．０

２．１．２　液固比
以乙腈作为提取剂，进一步考察了溶剂用量与

样品质量比值（液固比）对加标样品中５种有机磷
提取率的影响。结果显示：加标水平０．１ｍｇ／ｋｇ下，
液固比２５∶１０、３０∶１０、４０∶１０、５０∶１０ｍＬ／ｇ时对５种
有机磷农药的提取率结果接近，都可以达到９８％以
上。节能环保考虑，确定 １０ｇ样品乙腈用量为
２５ｍＬ。
２．１．３　提取方式

静止提取、振荡提取、均质、超声波辅助提取是

分析检测中常用的提取方式，比较了室温（１５～
２０℃）静止过夜（１５ｈ）、２５℃恒温１２０ｒ／ｍｉｎ振荡
１ｈ、３０００ｒ／ｍｉｎ均质５ｍｉｎ、２５℃超声波辅助提取
１０ｍｉｎ四种提取方式的提取率，结果见表３。结果

表３　提取方式对提取率的影响 ％

项目

提取方式

静止

１５ｈ
１２０ｒ／ｍｉｎ
振荡１ｈ

３０００ｒ／ｍｉｎ
均质５ｍｉｎ

超声波辅助

提取１０ｍｉｎ

乐果 １０２．１ １０１．２ ９５．６ ９４．５

毒死蜱 １００．５ ９９．７ １０１．１ ９５．１

马拉硫磷 ９９．８ ９８．７ ９８．４ ９６．３

水胺硫磷 １００．２ ９９．０ １０２．４ １００．５

三唑磷 １０２．６ １００．８ １００．２ １０２．４

表明，均质和超声波辅助提取对乐果的提取相对较

低，该两种方式虽然时间较短、效率高，但是均质一

次只能处理一个样品，样品切换需要清洗刀头，超声

波辅助提取则受设备容积的限制，一次处理的样品

数量也有限，不适合大批量样品操作；静止过夜（１５
ｈ）与振荡１ｈ的回收效果相当，这两种提取方式设
备要求低，适合批量样品同时处理。对振荡提取的

温度和时间进一步优化，比较了提取温度分别为

２０、３０、４０℃时，提取时间分别为１０、２０、３０、４０、５０、
６０ｍｉｎ时的提取效果。结果表明：３个温度条件下，５
种有机磷提取率都达到９５％以上需要的最短时间
分别为：２０℃时 ４０ｍｉｎ，３０℃时 ３０ｍｉｎ，４０℃时
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２０ｍｉｎ。故实验选择提取条件为４０℃恒温振荡提
取２０ｍｉｎ。
２．２　样品净化

ＦＰＤ检测器仅对磷化合物有响应，抗干扰能力
强，但是工作中发现，样品若经丙酮提取，浓缩后直

接进样，对进样系统污染严重，重复进样几十次后，

响应值明显下降，特别是三唑磷的响应值下降尤为

显著，降到５０％以下。本实验考察了分散固相萃取
和固相萃取小柱两种净化方式，具体操作如下：（ａ）
固相分散萃取：取样品提取液滤液１５ｍＬ于具塞试
管中分别加入一定量的吸附剂（活性炭、中性氧化

铝）涡旋１ｍｉｎ，静置后，取萃取滤液１０．０ｍＬ氮吹
至干，丙酮溶解得测试液待测；（ｂ）固相萃取柱：取
样品提取液滤液１０．０ｍＬ，浓缩后以１ｍＬ丙酮溶解
样品待上样；Ｃ１８柱依次以 ５ｍＬ丙酮活化、上样、５
ｍＬ丙酮：二氯甲烷（１∶１，Ｖ／Ｖ）淋洗２次，收集液氮
吹至干，丙酮溶解用于测定。

从净化得率、１０ｍＬ提取液净化后不挥发物质
量、测试液颜色三方面综合评价净化效果，结果见表

４。结果表明：（１）Ｃ１８柱固相萃取后测试液颜色没有
变浅，不挥发物质量没有降低，没有起到净化作用；

（２）活性炭可有效吸附色素使得测试液颜色变浅，
但是不挥发物质量没有明显降低，而净化前后５种
农药的得率显著降低，不适用；（３）中性氧化铝可使
试液颜色变浅、不挥发物含量降低、净化前后得率未

降低，是理想的净化介质。且分散固相萃取比固相

萃取柱操作更简便，故本实验采用中性氧化铝分散

萃取的净化方式。

表４　净化方式对提取率的影响 ％

项目

净化方式

未净化 Ｃ１８柱
活性炭

（１．０ｇ）

活性炭＋中
性氧化铝

（０．５ｇ＋０．５ｇ）

中性

氧化铝

（１．０ｇ）

乐果 １０１．２ １０１．７ ９２．８ ９７．８ １０１．９
毒死蜱 ９９．７ １００．１ ５３．１ ８１．３ ９７．６
马拉硫磷 ９８．７ １００．６ ８３．２ ９７．２ １００．７
水胺硫磷 ９９．０ ９６．０ ６９．６ ８５．９ ９８．１
三唑磷 １００．８ １０１．７ ５４．４ ７２．２ ９９．４

２．３　气相色谱条件
ＨＰ－５、ＤＢ－１７０１是农药残留气相色谱分析中

常用的毛细管柱，对气相色谱的柱流量、升温程序等

条件进行了优化，并考察了这两根毛细管柱对５种
有机磷的分离效果。图１是５种有机磷质量浓度分
别为２．０μｇ／ｍＬ的混合标准溶液通过两根毛细管

柱分离分析的比较色谱图。由图可见，毒死蜱和马

拉硫磷在两毛细管柱中出峰顺序相反；相同浓度下，

前出峰的４种有机磷在 ＨＰ－５柱中峰高响应低于
ＤＢ－１７０１柱的一半，而最后出峰的三唑磷在ＨＰ－５
柱的响应略佳。整体考虑，采用 ＤＢ－１７０１毛细管
柱作为分析柱。

图１　５种有机磷农药的色谱图

２．４　线性范围和检出限
对５种有机磷农药混合标准溶液系列进样分

析，结果表明，０．０５～５．００μｇ／ｍＬ范围具有良好的
线性关系，以溶液中各有机磷的质量浓度（Ｘ，
μｇ／ｍＬ）对峰面积（Ｙ）进行线性回归，线性回归方程
分别为：乐果Ｙ＝３×１０８Ｘ－１６９２２１，Ｒ＝０．９９９９；毒
死蜱Ｙ＝３×１０８Ｘ－２×１０６，Ｒ＝０．９９９９；马拉硫磷Ｙ
＝３×１０８Ｘ－２×１０６，Ｒ＝０．９９９９；水胺硫磷 Ｙ＝３×
１０８Ｘ－２×１０６，Ｒ＝０．９９９９；三唑磷 Ｙ＝２×１０８Ｘ＋５
×１０６，Ｒ＝０．９９９９。
采用在空白基质中添加农药标准溶液的方法，

以 ３倍 Ｓ／Ｎ 值 计 算 出 的 检 出 限 （ＬＯＤ）为
０．００２ｍｇ／ｋｇ，以１０倍 Ｓ／Ｎ值计算出的最低定量限
（ＬＯＱ）为０．００７ｍｇ／ｋｇ。
２．５　回收率和精密度

取不含农药的稻谷样品，粉碎，准确称取１０．００
±０．０１ｇ于１５０ｍＬ锥形瓶中，然后准确加入一定量
的农药混标溶液，充分混匀，配成低、中、高３个浓度
的质量控制（ＱＣ）样品，平衡４８ｈ以促进样品充分
吸收并挥去丙酮，待样品表面干燥后，加入２５．０ｍＬ
乙腈进行提取，中性氧化铝净化，氮吹至干，丙酮定
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容，用ＧＣ－ＦＰＤ测定，每一浓度平行测定６次，测定
结果平均值、回收率和相对标准偏差（见表５）。结
果表明，样品中低、中、高３个浓度的添加均具有较
好的精密度与准确度，回收率在９７．７％～１０８．０％之
间，相对标准偏差（ＲＳＤｓ）在０．８％～５．７％之间，方法
稳定可靠。

表５　加标实验测定结果平均值、回收率和精密度

（ｎ＝６，ｘ－±ｓ）

农药
加标水平

／（ｍｇ／ｋｇ）
测定值

／（ｍｇ／ｋｇ）
回收率／％ ＲＳＤ／％

乐果

毒死蜱

马拉硫磷

水胺硫磷

三唑磷

０．０１

０．０１０５±０．０００６ １０５．０ ５．７

０．０１０６±０．０００２ １０６．０ １．９

０．０１０８±０．０００３ １０８．０ ２．８

０．０１０２±０．０００４ １０２．０ ３．９

０．０１０５±０．０００２ １０５．０ １．９

乐果

毒死蜱

马拉硫磷

水胺硫磷

三唑磷

０．１０

０．０９７７±０．００１５ ９７．７ １．５

０．１０４７±０．００３２ １０４．７ ３．１

０．１０４８±０．００２５ １０４．８ ２．４

０．１０１３±０．００３８ １０１．３ ３．８

０．１０２７±０．００５５ １０２．７ ５．４

乐果

毒死蜱

马拉硫磷

水胺硫磷

三唑磷

１．００

１．００３７±０．０２７４ １００．４ ２．７

１．０４８２±０．０２７９ １０４．８ ２．７

１．０３７３±０．０１９３ １０３．７ １．９

１．０３９７±０．００８１ １０４．０ ０．８

１．０４４７±０．０１１３ １０４．５ １．１

〗

３　结论
本实验在国标 ＧＢ／Ｔ５００９．２０—２００３、ＧＢ／Ｔ５０

０９．１４５—２００３、ＧＢ／Ｔ１９６４９—２００６等检测方法的基
础上，对样品制备、提取净化、检测条件等进行探索，

建立了稻谷中５种有机磷农药残留的分析方法。结
果表明：该方法操作简单，前处理设备要求低，灵敏

度高、线性范围宽，稳定可靠，实现了稻谷样品经一

次前处理，同时可测定５种有机磷农药残留量。
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