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摘要：在中国，毒死蜱作为替代高毒有机磷农药的最佳选择之一，已被广泛用于控制蔬菜生产过程中病虫害，然其带来的食品

安全问题引起了人们越来越多的关注，因此建立快速检测毒死蜱残留的新方法显得尤为重要。本研究构建了一种改进的 QuEChERS

样品预处理和气相色谱-质谱(GC-MS)联用法，以快速测定白菜叶际毒死蜱的残留量。样品用含 1%乙酸的乙腈提取，用适量 N-丙基

乙二胺(PSA)、无水 MgSO4、石墨化炭黑(GCB)和 C18 填料净化，GC-MS 检测，外标法定量。结果表明：毒死蜱在质量浓度为 0.20~1.00 

mg/L 时，线性关系良好，R 大于 0.999；添加水平为 0.10~0.50 mg/kg 时，平均回收率为 72.00%~111.00%，相对标准偏差为 1.30%~1.60%，

检出限(LOD)为 0.005 mg/kg，定量限(LOQ)为 0.01 mg/kg。该方法简便、快速、准确、灵敏，能够满足白菜叶际毒死蜱残留的定性和

定量分析检测。枯草芽胞杆菌 3374 对白菜叶际毒死蜱残留具备有效降解能力。 
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Abstract: In China, chlorpyrifos, as one of the most suitable pesticides to replace the highly toxic organophosphorus pesticides, has been 

widely used to control pests and diseases in vegetable production. However, the food safety problems brought by chlorpyrifos have attracted 

more and more attention. Therefore, it is very important to establish new methods for rapid detection of chlorpyrifos residues. In this study, an 

improved method, QuEChERS sample pretreatment coupled to gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) has been developed for rapid 

detection of the residual amount of chlorpyrifos on the phyllosphere of Brassica chinensis. The sample was extracted with acetonitrile containing 

1% acetic acid, and purified with an appropriate amount of N-propyl Ethylenediamine(PSA), anhydrous magnesium sulfate, graphitized carbon 

black(GCB) and C18 filler, before analysis by gas chromatography-mass spectrometry and quantification with external standards. The obtained 

results showed a good linear relationship in the concentration range of 0.20~1.00 mg/L with correlation coefficients greater than 0.999. When the 

spiked level was 0.10~0.50 mg/kg, the average recoveries of chlorpryrifos were 72.00%~111.00%, with the relative standard deviations as 

1.30%~1.60%, limit of detection (LOD) as 0.005 mg/kg, and limit of quantitation (LOQ) as 0.01 mg/kg. The established method is simple, rapid, 

accurate and sensitive, and can meet the requirements for qualitative and quantitative analysis of the residues of chlorpyrifos on the phyllosphere 

of Brassica chinensis. Bacillus subtilis 3374 could degrade effectively the chlorpyrifos residues on the phyllosphere of Chinese cabbage. 
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农药是现代农业中最重要的发明之一，不过它在

保护农作物免受病虫害危害同时也带来了食品安全问

题。农业部数据显示，到 2016 年中国的农药使用量已

达到 175 万吨[1]。有机磷农药广泛应用于农业用于控

制病虫害，它是乙酰胆碱酯酶的有效抑制剂，可对人

类或其他哺乳动物造成严重损害[2,3]。蔬菜作为人类饮

食的重要组成成分，为人类提供必需的维生素、矿物

质和膳食纤维等营养物质[4]。近年来，有机磷农药已

被广泛应用于蔬菜上用于控制病虫害，进而提高蔬菜

的产量和质量，但其过度使用会造成蔬菜上农药残留，

这已成为人类健康的一个潜在威胁[5]。自2007年以来，

随着甲胺磷、对硫磷和甲基对硫磷等高毒性有机磷农

药的禁用，毒死蜱作为一种中等毒性的广谱性杀虫剂，

是替代高毒性有机磷农药的最佳选择之一，已被广泛

用于控制蔬菜生产过程中病虫害，不过由此带来的食

品安全问题也引起了人们越来越多的关注[6~9]。因为毒

死蜱除了干扰机体的繁殖和发育外，还可引起神经和

免疫效应[10]。因此，开发一种快速简单有效的方法来

检测蔬菜上的毒死蜱残留量是十分必要的。 
气相色谱-质谱联用法（GC-MS）作为先进的检

测技术之一，灵敏度高，能精确定量，可达到超微量

级，在农药多残留检测中得到广泛应用，已成为毒死

蜱检测常用的方法之一[11,12]。Valente等[13]采用GC-MS
法检测了血液中毒死蜱的含量；Wu[14]采用 GC-MS 法

对茶叶中毒死蜱进行了检测。尽管气相-质谱联用技术

广泛应用于农药残留的分析检测，然而其样品预处理

的技术要求较高，已成为该方法应用的瓶颈[12]。

QuEChERS（Quick，Easy，Cheap，Effective，Rugged 
and Safe）法是一种提取和净化技术，可用于回收水果

和蔬菜上农药残留，妥善解决农药残留检测时复杂的

基质效应[15~17]。选择不同提取剂、添加不同缓冲液以

及优化样品量和用盐量，可以提高 QuEChERS 法的提

取效率[18,19]。目前降解蔬菜农药残留的方法有物理降

解[20]、化学降解[21]和生物降解[22]。其中，物理和化学

降解方法成本太高，容易造成二次污染；而微生物降

解因其代谢多样性、生物降解效率高、生态恢复良好、

无二次污染等优点，在农药残留降解方面具有较大优

势，已成为一种降解蔬菜农药残留的有效方法[23]。本

文通过改进不同提取剂和缓冲液等的用量，优化了

QuEChERS 法的提取效率，同时将优化后的方法与

GC-MS 法相结合进而解析枯草芽胞杆菌降解白菜叶

际毒死蜱残留特性，这有利于白菜的安全与人体的健

康。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  材料与试剂 
枯草芽胞杆菌（Bacillus subtilis）3374（编号

GU086422），保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会

普通微生物中心（保藏编号：CGMCC No. 3374）；毒

死蜱标准品（质量浓度 1 mg/mL），国家质量监督检验

检疫总局；乙腈（HPLC 级），瑞典 Oceanpak 公司；

N-丙基乙二胺（PSA）（粒度 40~60 μm），美国 Agela 
Technologies 公司；C18（孔径 6 nm，粒度 40~60 μm），

美国 Sepax Technologies 公司；石墨化炭黑（GCB）
（120~400 Mesh），美国 Sepax Technologies 公司；无

水乙酸钠、无水硫酸镁（620 ℃灼烧 4 h）和乙酸均为

分析纯，上海国药集团化学试剂有限公司；其他试剂

均为分析纯。 
1.1.2  主要仪器设备 

GC-MS-QP2010 ultra ， 岛 津 制 造 所 ；

QUINTIX1102-1CN 电子天平，北京塞尔里斯科学仪

器有限公司；H1650-W 台式高速离心机，湖南湘仪实

验室仪器开发有限公司；VM-10 涡旋振荡器，韩国

Daihan Scientific 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  样品前处理 
1.2.1.1  提取 

精确称取15 mL匀浆好的白菜试样于50 mL聚乙

烯离心管中，加入 3 g 氯化钠、1.5 g 无水乙酸钠及 15 
mL 1%乙酸乙腈溶液，漩涡 1 min 后，以 5000 r/min
离心 10 min。 
1.2.1.2  净化 

取 2 mL 上清液转入装有 100 mg N-丙基乙二胺

(PSA)、100 mg C18 烷基-硅胶(C18)、300 mg 无水

MgSO4和 30 mg 石墨化炭黑(GCB)的 5 mL 离心管中，

漩涡 1 min 使其混匀，以 5000 r/min 离心 10 min，上

清液过0.22 μm滤膜，收集于自动进样瓶中，供GC-MS
检测。 

1.2.2  检测条件 
1.2.2.1  气相色谱条件 

安捷伦 DB-5MS 色谱柱(30 m×0.25 mm×0.25 
μm)，柱温 50  ℃ 保持 2 min，以 10 /min℃ 升温至

180 ℃，保持 1 min，再以 6 /min℃ 升温至 270 ℃，保

持 7 min；柱流速 1.0 mL/min；进样口温度 280 ℃；

进样方式：不分流进样，高压进样（100 kPa），1.5 min
后开阀；进样体积 1 μL。 
1.2.2.2  质谱条件 
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电子轰击源（EI）电离方式，70 eV；离子源温度

200 ℃；离子源电压 1.20 kV。 
1.2.3  标准溶液的配置 

分别取 100 mg/L 毒死蜱标准品 1 mL、2.50 mL、
5 mL 置于 10 mL 容量瓶中，用乙腈定容，分别配成

10 mg/L、25 mg/L、50 mg/L 的标准储备液，于 4 ℃保

存备用。 
1.2.4  标准曲线的绘制 

取一定量的毒死蜱标准储备液（10 mg/L），用乙

腈稀释成 0.20 mg/L、0.40 mg/L、0.60 mg/L、0.80 mg/L
和 1.00 mg/L 的标准液，进行标准曲线的绘制。 
1.2.5  枯草芽胞杆菌降解白菜叶际毒死蜱 

本次实验在北京市怀柔区的试验田里进行，白菜

种子分别种植于六个面积为 2 m2的田里，实验分为两

个处理，分别是毒死蜱加上枯草芽孢杆菌菌液喷施以

及毒死蜱加上等量的无菌水喷施，每个处理设置三个

平行。待白菜长出幼苗后，在白菜幼苗上均匀喷洒 240 
mg/L 毒死蜱后，再喷洒 2×107 cfu/mL 枯草芽胞杆菌菌

液，另以无菌蒸馏水代替菌液作对照，然后在不同时

间收集样品，采用上述 QuEChERS-GC/MS 法测定白

菜上毒死蜱残留量。 
1.2.6  数据统计分析 

收集实验所得的数据，经由软件 Origin 9.0 进行

统计分析，同时绘制相关的图片。 

2  结果与讨论 

2.1  提取条件的选择 

目前蔬菜上有机磷农药提取常用的提取试剂有甲

醇、乙腈、乙酸乙腈、乙酸乙酯等。本试验对象为白

菜，以 0.01 mg/kg 为加标浓度，比较了甲醇、乙腈、

0.10%乙酸乙腈溶液、乙酸乙酯对白菜上毒死蜱的提

取效率的影响。结果表明，甲醇提取效率较其他有机

溶剂较差，可能是因为其极性较强，与水亲和力相对

较大，两者极易互溶，使共提物含量增大，从而降低

了甲醇对毒死蜱的提取效率。乙酸乙酯与乙腈的提取

效率相当，且高于甲醇，但乙酸乙酯提取物颜色较深，

表明极少部分弱极性的基质成分被带出，这会增加后

续净化的难度。0.10%乙酸乙腈溶液对毒死蜱的提取

效率高于乙腈，表明一定的酸性条件可以提高毒死蜱

的提取效率。本实验也对乙腈的酸度（0.00%、0.10%、

0.50%、1.00%、1.50%和 2.00%）进行了优化，结果

表明 1.00%乙酸乙腈提取效果最佳，毒死蜱的平均提

取率为 85.60%。此外，盐析能促进水相和有机相的分

层，选取氯化钠作为盐析剂来提高毒死蜱的提取效率。 

2.2  净化条件的选择 

蔬菜中含有较多的糖类、维生素、脂肪以及有机

酸等，由于这些物质在提取过程中易被提取出来，引

起一定的基质效应，进而影响蔬菜农药残留检测的准

确性，需对所提样品进一步净化。PSA 含有两个氨基，

可以作为极性吸附剂以去除脂肪酸、糖类等物质，是

使用最广泛的吸附材料；GCB 作为一种基于反相的无

孔吸附剂，可以用来去除诸如色素、维生素和固醇等

平面分子；C18 作为一种基于反相的强疏水性吸附剂，

可以用来去除非极性物质如脂肪和色素。本实验选择

100 mg PSA、100 mg C18 对提取液进行净化；同时研

究了 10 mg、30 mg、50 mg 和 100 mg GCB 对提取液

的净化效果，发现 30 mg GCB 可使提取液澄清透明且

提取效果良好。此外分别比较了 100 mg、200 mg、300 
mg、400 mg 和 500 mg 无水 MgSO4的回收效率，发

现无水 MgSO4 添加量为 300 mg 时回收率最优为

93.70%。无水 MgSO4添加量为 100 mg 和 200 mg 时，

可能由于添加量不足以使毒死蜱在有机溶剂中完全溶

解；而无水 MgSO4的添加量为 400 mg 和 500 mg 时，

可能由于添加量过多，吸附目标物质，从而影响提取

效率。 

2.3  标准曲线 

分别采用 0.20 mg/L、0.40 mg/L、0.60 mg/L、0.80 
mg/L 和 1.00 mg/L 毒死蜱标准液进行标准曲线的绘

制，气相-质谱联用法检测毒死蜱标准液所得标准曲线

的线性方程为：Y=aX+b，a=103494，b=2160.90，
R2=0.9996，R=0.9998，可见该标准曲线可对白菜上毒

死蜱进行定量分析检测。 

2.4  GC-MS检测毒死蜱方法的建立 

用 0.20 mg/L 毒死蜱标准溶液进行 GC-MS 检测，

所得色谱图见图 1。 

 

图 1 毒死蜱标准溶液色谱图 

Fig.1 The chromatogram of chloripyfos standard solution 
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由图 1 可知，GC-MS 检测毒死蜱标准溶液的出峰

时间为 22.836 min，分别设置了 258、286、314 和 316
四个质荷比检测目标物，发现质荷比为 314 时，波峰

良好且峰型较尖细，因此选取用以检测的质荷比为

314。 

 
图2 毒死蜱的质谱图 

Fig.2 Mass spectrogram of chloripyfos by GC-MS 

依据质荷比为 314 的色谱图，通过质谱库比对，

可得相应的质谱图见图 2。 
由图 2 可知，横坐标表示质荷比，纵坐标表示相

对丰度(%)，GC-MS 检测的目标物结构式为毒死蜱，

其有效成分的化学名称为 O,O-二乙基-O-(3,5,6-三氯

-2-吡啶基)硫代磷酸酯，保留指数为 3210，说明该检

测方法可以对毒死蜱进行有效检测。 

2.5  添加回收率和精密度 

采用水平分别为 0.10 mg/kg、0.25 mg/kg 和 0.50 
mg/kg 开展白菜叶际毒死蜱检测方法的回收实验，添

加回收率和精密度见表 1。 
由表 1 可知，在添加水平为 0.10~0.50 mg/kg 内，

白菜叶际毒死蜱的平均回收率范围为 72.00%~ 
111.00%，相对标准偏差范围为 0.013~0.016，这与

NY/T 788-004《农药残留试验准则》中有关农药残留

分析的要求相符，说明该检测方法可行。 
 

表1 白菜叶际毒死蜱残留的添加回收率和相对标准偏差 

Table 1 The added recovery rate and relative standard deviation of chloripyfos residues on the phyllosphere of Brassica chinensis 

浓度/(mg/kg) 检测浓度/(mg/kg) 均值/(mg/kg) 相对标准偏差 回收率/% 

0.10 0.095 

0.081 0.013 

95.00 

0.10 0.072 72.00 

0.10 0.074 74.00 

0.25 0.248 

0.259 0.016 

99.00 

0.25 0.250 100.00 

0.25 0.277 111.00 

0.50 0.486 

0.497 0.014 

97.00 

0.50 0.512 103.00 

0.50 0.493 99.00 

2.6  方法检出限和定量限 

本实验方法对最低添加浓度 0.01 mg/kg 白菜空白

样品进行检测，得到相关色谱图。根据信噪比分别为

3 和 10 的确定方法可得该法的检出限(LOD)和定量限

(LOQ)分别为 0.005 mg/kg 和 0.01 mg/kg。可见该检测

方法可以用来检测白菜叶际毒死蜱残留量。 

2.7  枯草芽胞杆菌降解白菜叶际毒死蜱 

将 240 mg/L 毒死蜱乳油均匀喷洒到白菜幼苗上，

分别在不同时间采用上述 QuEChERS-GC/MS 法测定

白菜叶际毒死蜱残留量，结果见图 3。 
由图 3 可知，白菜叶际残留的毒死蜱在实验初期

降解速度比较快，随着时间延长，降解速度逐渐趋于

平缓，发现白菜上毒死蜱的降解周期较短，平均约 4 d
左右即可下降至国家安全标准 1 mg/kg 以下。而毒死

蜱+菌液处理组相较于毒死蜱+水处理组，降解曲线下

降比较明显，两天后毒死蜱残留即可达国家安全标准

1 mg/kg。可见，枯草芽胞杆菌 3374 对白菜叶际毒死

蜱具备有效降解能力，有利于白菜安全与人体健康。 

 
图3 枯草芽胞杆菌降解白菜毒死蜱残留特性 

Fig.3 Degradation dynamic of chlorpyrifos residues on the 

phyllosphere of Brassica chinensis by Bacillus subtilis 3374 
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3  结论 

本文以白菜为实验材料，通过一种改进的

QuEChERS 样品预处理和气相色谱-质谱联用法对白

菜叶际毒死蜱的残留量进行快速检测，样品采用适量

1%乙酸乙腈提取，用 100 g N-丙基乙二胺(PSA)、300 
g 无水 MgSO4、30 g 石墨化炭黑(GCB)和 100 g C18
填料净化，净化后所得提取物供气相-质谱联用法检

测，经由外标法定量。结果表明：毒死蜱在 0.20~1.00 
mg/L 质量浓度内呈现良好的线性关系，R2为 0.9996，
在 0.10~0.50 mg/kg 添加水平范围内，平均回收率为

72.00%~111.00%，相对标准误差为 1.26%~1.58%，检

出限(LOD)为 0.005 mg/kg，定量限(LOQ)为 0.01 
mg/kg。可见该方法简便、快速、准确、灵敏，能够

满足白菜叶际毒死蜱残留的定性和定量分析检测。本

文用 QuEChERS-GC/MS 法解析枯草芽胞杆菌降解白

菜叶际毒死蜱残留特性，结果表明枯草芽胞杆菌 3374
对白菜叶际毒死蜱残留具备有效降解能力，可见该菌

株在蔬菜的安全生产中具有广阔的应用潜力，有利于

白菜安全与人体健康。 
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