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摘　要：通过对色谱条件和样品前处理方法的研究比较�建立了水产品中敌百虫、敌敌畏残留量测定的气相
色谱法。样品用丙酮－水溶液 （2＋1�ｖ／ｖ）提取�乙酸锌去脂�活性碳脱色�二氯甲烷萃取�浓缩后用气相色谱
－火焰光度检测器 （ＧＣ-ＦＰＤ）测定。敌百虫在0．1～20μｇ／ｍＬ、敌敌畏在0．025～5μｇ／ｍＬ内线性关系良好
（ｒ2≥0．9995）；0．01～4ｍｇ／ｋｇ添加浓度水平的回收率在74．8％ ～106．8％之间�相对标准偏差 （ＲＳＤ）为1．
12％～13．7％；敌百虫的定量限为0．04ｍｇ／ｋｇ、敌敌畏的定量限为0．01ｍｇ／ｋｇ。该方法操作简捷�准确可靠�
能满足水产品中敌百虫、敌敌畏残留的检测要求。
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　　敌百虫 （Ｔｒｉｃｈｌｏｒｆｏｎ）为广谱性磷酸酯类杀虫
剂�目前广泛应用于水产养殖中的虫害防治。敌

百虫在弱碱性条件下�或进入环境、或在生物体
内代 谢 能 分 解 成 毒 性 更 大 的 敌 敌 畏
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（Ｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ） ［1－3］�因此�水产养殖中敌百虫的使
用�不仅要顾及对养殖鱼本身的毒性效应 ［1－2］�其
残毒对养殖鱼的食用安全也不可忽视 ［4－7］。更有
不法经营者�在咸鱼、鱼干加工和贮藏过程中违
禁使用有机磷杀虫剂�2003年以来�浙江、广西等
地对市售的水产品中有机磷农药残留的调

查 ［8－10］表明�敌百虫、敌敌畏检出率最高。问题
样本除同时使用敌百虫、敌敌畏外�也不排除单
独使用敌百虫�敌百虫转为毒性更大的敌敌畏残
留的可能�因此在实际监控中�有必要同时检测
样品中敌百虫、敌敌畏的残留。

我国农业部235号公告中对畜产品中敌百
虫的限量为0．05ｍｇ／ｋｇ�敌敌畏的限量为0．02～
0．10ｍｇ／ｋｇ；食品法典委员会、美国、韩国等对动
物性食品敌百虫限量为0．1ｍｇ／ｋｇ�敌敌畏限量
为0．02～2ｍｇ／ｋｇ［11］。目前国内针对动物源食品
中有机磷残留的检测方法�敌百虫、敌敌畏的检
测方法各自不同 ［12－16］�能一并检测的研究报道
不多 ［17－19］�而适应于水产鲜品及加工制品、能同
时检测敌百虫、敌敌畏的方法研究尚未见报道。
本研究通过对色谱检测条件、样品中目标物的提
取净化方法的优化�以及加标回收率、精密度、检
测限等验证实验�建立水产品 （含水产加工制品 ）
中敌百虫、敌敌畏残留量测定的气相色谱法。
1　材料与方法
1．1　材料
1．1．1　仪器

仪器包括 6890Ｎ气相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司 ）�配有火焰光度检测器、ＡＢ204－Ｅ电子天
平 （梅特勒一托利多仪器上海有限公司 ）、ＦＡ25
高速组织捣碎机 （上海弗克机电有限设备公司 ）、
ＳＨＺ－82气浴恒温振荡器 （常州国华电器有限公
司 ）、80－2Ｂ低速离心机 （上海安亭科学仪器厂 ）
和Ｒ205旋转蒸发器 （上海申生科学有限公司 ）。
1．1．2　试剂

试剂有敌百虫、敌敌畏标准溶液 （100μｇ／
ｍＬ�农业部环境保护科研监测所 ）；敌百虫、敌敌
畏混合标准工作液：根据需要准确移取适量的敌
百虫、敌敌畏标准液�用丙酮稀释成适宜浓度的
混合标准工作液�即用即配；丙酮、二氯甲烷 （色
谱纯�美国 Ｔｅｄｉａ公司 ）；乙酸锌 （分析纯 ）；无水
硫酸钠 （分析纯 ）：650℃ 灼烧4ｈ�置于干燥器内

备用；活性碳 （粉末、层析用 ）：用3ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶
液浸泡过夜�去离子水洗至中性�120℃烘干备
用；丙酮-水溶液 （2＋1�ｖ／ｖ）：将1份水加入到2
份丙酮中。
1．1．3　试样制备

实验中所采用罗非鱼、对虾为鲜活样品�咸
丁香鱼、鱿鱼干分别为半干和干制品�均购于厦
门市农贸市场。罗非鱼去鳞、取带皮肌肉；对虾
去头、去壳�取肌肉部分；用高速组织捣碎机匀
浆。咸丁香鱼、鱿鱼干取可食部分�剪成不大于
0．25ｃｍ×0．25ｃｍ×0．25ｃｍ的小块后混匀。将
试样于－18℃以下冷冻保存备用。
1．2　方法
1．2．1　样品前处理

提取：称取试样5ｇ（精确到0．01ｇ）于50ｍＬ
离心管中�加入0．5ｇ乙酸锌、0．1ｇ活性碳�再加
入20ｍＬ丙酮-水溶液�涡旋混合�在振荡器上振
荡提取20ｍｉｎ�以2000ｒ／ｍｉｎ离心5ｍｉｎ�将上清
液转移至250ｍＬ分液漏斗中。残渣用20ｍＬ丙
酮-水溶液重复提取2次�合并提取液于同一分液
漏斗中。

净化：在盛有提取液的分液漏斗中加入20
ｇ／Ｌ的硫酸钠溶液100ｍＬ�振摇混匀 （如混合液
出现絮凝而影响两相分层时�需经两层滤纸抽
滤 ）�加入30ｍＬ二氯甲烷�剧烈振摇3ｍｉｎ�静置
分层�下层二氯甲烷经无水硫酸钠柱 （8．0ｃｍ×
1．5ｃｍ玻璃柱�内装5ｃｍ高无水硫酸钠 ）滤入
250ｍＬ梨形瓶中�上层液体加入30ｍＬ二氯甲
烷�按上述方法重复提取2次�合并萃取液�在40
℃以下减压蒸至近干�残渣以丙酮溶解定容至
2．0ｍＬ�供气相色谱测定。
1．2．2　色谱测定

色谱柱：ＤＢ－1701毛细管柱�30ｍ ×0．32
ｍｍ×0．25μｍ；柱温：60℃保持1ｍｉｎ；以10℃／
ｍｉｎ升至150℃�保持2ｍｉｎ；再以30℃／ｍｉｎ升至
230℃�保持2ｍｉｎ；进样口温度：280℃ （选用不
带玻璃毛的不分流衬管 ）；检测器温度：250℃；载
气：高纯氮�纯度≥99．999％�流速2．0ｍＬ／ｍｉｎ；
氢气：纯度≥99．99％；进样方式：不分流进样�进
样量：1μＬ。

选定与样液浓度相近的标准工作溶液�采用
外标法进行定量分析；标准工作溶液和样液等体
积参插进样测定；标准工作溶液和样液中敌百
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虫、敌敌畏响应值均应在仪器检测线性范围内。
2　结果
2．1　标准色谱图和线性范围

在上述色谱条件下�敌百虫以其分解产物亚
磷酸二甲酯定量�参考保留时间为3．3ｍｉｎ；敌敌
畏的参考保留时间为9．2ｍｉｎ�敌百虫 （10μｇ／
ｍＬ）、敌敌畏 （2．5μｇ／ｍＬ）标准溶液色谱图见图
1。

图1　敌百虫、敌敌畏标准溶液色谱图
Ｆｉｇ．1　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ｔｒｉｃｈｌｏｒｆｏｎａｎｄｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ
1．敌百虫分解产物亚磷酸二甲酯；2．敌敌畏

分别以0．1、0．2、1、10、20μｇ／ｍＬ的敌百虫

及0．025、0．05、0．25、2．5、5μｇ／ｍＬ的敌敌畏混
合标准溶液进样�以峰高为纵坐标�以质量浓度
为横坐标�绘制标准曲线�并计算相关系数。线
性方程与相关系数见表1�敌百虫在0．1～20μｇ／
ｍＬ、敌敌畏在0．025～5μｇ／Ｌ范围内线性相关良
好。

表1　敌百虫、敌敌畏线性方程及相关系数
Ｔａｂ．1　Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｆｏｒｔｒｉｃｈｌｏｒｆｏｎａｎｄｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ

化合物 线性回归方程 相关系数

敌百虫 ｙ＝625．75ｘ－18．06 0．9995
敌敌畏 ｙ＝2619．94ｘ＋46．62 0．9998

2．2　准确度和精密度
以阴性罗非鱼、对虾、咸丁香鱼、鱿鱼干样品

作为基质�进行加标回收和精密度实验�以考察
方法的准确度和精密度�添加量为敌百虫0．04
ｍｇ／ｋｇ、0．4ｍｇ／ｋｇ、4ｍｇ／ｋｇ�敌敌畏0．01ｍｇ／ｋｇ、
0．1ｍｇ／ｋｇ、1ｍｇ／ｋｇ�每个浓度水平重复6次�回
收率在74．8％ ～106．8％之间�相对标准偏差为
1．12％～13．7％�日内回收率和精密度实验结果
见表2。

表2　日内平均回收率和精密度 （ｎ＝6）
Ｔａｂ．2　Ｉｎｔｒａ-ｄａｙａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎ （ｎ＝6）

样品名称 化合物
加标量
（ｍｇ／ｋｇ）

检测值
（ｍｇ／ｋｇ）

平均回收率
（％ ）

相对标准偏差
ＲＳＤ（％ ）

罗非鱼

敌百虫

0．04 0．0386 96．5 2．54
0．4 0．334 83．4 10．6
4 3．68 92 11．0

敌敌畏

0．01 0．00856 85．6 5．23
0．1 0．0991 99．1 2．39
1 0．991 99．1 2．82

对虾

敌百虫

0．04 0．0383 95．8 2．88
0．4 0．409 102 4．93
4 3．58 89．4 7．70

敌敌畏

0．01 0．00848 84．8 4．34
0．1 0．0838 83．8 1．12
1 0．853 85．3 4．25

咸丁香鱼

敌百虫

0．04 0．0328 82．1 11．10
0．4 0．355 88．7 12．60
4 3．42 85．6 13．70

敌敌畏

0．01 0．00996 99．6 4．67
0．1 0．0912 91．2 8．99
1 0．993 99．3 3．75

鱿鱼干

敌百虫

0．04 0．0360 89．9 11．90　
0．4 0．377 94．3 9．97
4 3．13 78．3 8．32

敌敌畏

0．01 0．00939 93．9 4．12
0．1 0．0923 92．3 5．46
1 0．748 74．8 3．87
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　　为了验证方法的再现性�以空白对虾、鱿鱼
干样品作为基质�作敌百虫0．04ｍｇ／ｋｇ、0．4ｍｇ／
ｋｇ；敌敌畏0．01ｍｇ／ｋｇ、0．1ｍｇ／ｋｇ的日间 （ｎ＝3）
加标回收实验�回收率在82．4％～103．1％之间�
相对标准偏差为3．82％～9．15％�日间回收率和

精密度实验结果见表3。实验结果表明日内和日
间加标回收率和精密度均符合动物性产品药物

残留分析技术要求。罗非鱼空白样品的色谱图
见图2�罗非鱼空白样品的敌百虫 （1ｍｇ／ｋｇ）、敌
敌畏 （4ｍｇ／ｋｇ）加标色谱图见图3。

表3　日间平均回收率和精密度 （ｎ＝3）
Ｔａｂ．3　Ｉｎｔｅｒ-ｄａｙａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎ （ｎ＝3）

样品名称 化合物
加标量
（ｍｇ／ｋｇ）

检测值
（ｍｇ／ｋｇ）

平均回收率
（％ ）

相对标准偏差
ＲＳＤ（％ ）

对虾　

敌百虫
0．04 0．0397 99．3 6．04
0．4 0．411 102 6．00

敌敌畏
0．01 0．00824 82．4 6．06
0．1 0．0903 90．3 9．15

鱿鱼干

敌百虫
0．04 0．0412 103　 5．70
0．4 0．352 88．0 8．00

敌敌畏
0．01 0．00969 96．9 3．84
0．1 0．0926 92．6 3．51

图2　罗非鱼空白样品色谱图
Ｆｉｇ．2　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｏｆｔｉｌａｐｉａ

图3　罗非鱼空白样品添加敌百虫、敌敌畏色谱图
Ｆｉｇ．3　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｉｌａｐｉａｓａｍｐｌｅａｄｄｅｄｗｉｔｈ

ｔｒｉｃｈｌｏｒｆｏｎａｎｄｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ

1．敌百虫分解产物亚磷酸二甲酯；2．敌敌畏。

2．2　方法定量限
方法最低定量限的确定依据是样品的实际

加标回收率70％～120％之间�信噪比≥10�精密
度≤15％。本方法在加标量敌百虫为0．04ｍｇ／
ｋｇ、敌敌畏为0．01ｍｇ／ｋｇ时信噪比大于10�回收
率在78．3％ ～105．7％之间�精密度为4．1％ ～
12．4％�因此将0．04ｍｇ／ｋｇ、0．01ｍｇ／ｋｇ分别定

为敌百虫和敌敌畏的定量检测限�敌百虫、敌敌
畏定量限水平加标回收率和精密度见表4。

表4　定量限水平的回收率和精密度 （ｎ＝6）
Ｔａｂ．4　Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｉｎｔｈｅ

ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｅｖｅｌ（ｎ＝6）

样品名称 化合物
加标量
（ｍｇ／ｋｇ）

平均回收率
（％ ）

相对标准偏差
ＲＳＤ（％ ）

罗非鱼
敌百虫 0．04 95．9 5．0
敌敌畏 0．01 86．7 4．9

对虾
敌百虫 0．04 105．7 6．6
敌敌畏 0．01 79．8 11．0

咸丁香鱼
敌百虫 0．04 78．3 12．0
敌敌畏 0．01 100．7 4．1

鱿鱼干
敌百虫 0．04 90．3 12．4
敌敌畏 0．01 93．9 4．1

3　讨论
3．1　色谱分析条件的确定

气相色谱-质谱联用技术 （ＧＣ／ＭＳ）对敌百虫
在气相色谱分析过程产生的分解产物进行定性

研究表明 ［16�20］�敌百虫在进样口受热情况下�分
子中的Ｃ-Ｐ键断裂�经重排生成三氯乙醛和亚磷
酸二甲酯。敌百虫的定量检测�采用测定敌百虫
母体的方式存在弊端�检测结果不稳定或测不
到�但只要分解产物稳定�分解量同敌百虫的量
成正比�通过分解产物对敌百虫定量是可行的�
以分解产物三氯乙醛或亚磷酸二甲酯为依据定
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量检测敌百虫�已有报道和例证 ［14－16］。ＥＣＤ检
测器对三氯乙醛的响应值高�灵敏度好�但其分
子量小�出峰早�容易受到杂质峰的干扰；ＦＰＤ检
测器适合于亚磷酸二甲酯�亚磷酸二甲酯在自然
条件中存在的可能性极小�在中低极性的色谱柱
中有较为合适的保留时间 ［16］。考虑到和敌敌畏
一并检测�ＦＰＤ对有机磷的选择性、稳定性、灵敏
度为最佳�因此本方法选择 ＦＰＤ检测器�以亚磷
酸二甲酯为敌百虫的定量目标物。

敌百虫、敌敌畏为弱极性化合物�选用中低
极性键合交联柱作为色谱分离柱�试验结果证
明�用 ＤＢ－1701毛细管柱 （30ｍ×0．25μｍ×
0．32ｍｍ）�敌百虫分解产物亚磷酸二甲酯、敌敌
畏与样品基质的分离效果好。色谱条件的选择
和优化�关键点在于对敌百虫分解产物灵敏度和
稳定性的把握�有机磷气相色谱分析进样口的温
度在200～280℃之间�敌敌畏的响应值在此温
度范围内变化不大�而敌百虫分解产物亚磷酸二
甲酯�响应值随温度的升高而增大�超过280℃�
分解产物的含量趋于平缓�根据实验所得数据�
进样口选择有利于提高敌百虫检测灵敏度和稳

定性的温度�即280℃�而柱温则采用尽量温和
的升温程序�敌百虫分解产物量在色谱柱分离过
程中保持稳定。带玻璃毛的衬管对敌百虫的分
解有影响�样品中油脂、蛋白等杂质可能促进敌
百虫在玻璃毛的衬管内的分解�造成敌百虫的回
收率偏高�但不带玻璃毛的衬管此现象不明显�
因此选用不带玻璃毛的不分流衬管。本方法参
考保留时间为3．3ｍｉｎ的色谱峰�经质谱验证为
亚磷酸二甲酯�作为敌百虫的定量峰�敌敌畏的
参考保留时间为9．2ｍｉｎ。
3．2　提取溶剂的选择

水产品和水产加工制品蛋白、脂肪含量较
高�因此应选择对敌百虫、敌敌畏溶解性好、脂溶
性较差且对动物蛋白有良好沉淀作用的提取剂。
敌百虫、敌敌畏为弱极性化合物�易溶于乙酸乙
酯、二氯甲烷、乙腈、丙酮等有机溶剂�在水中也
有一定的溶解度�敌百虫在水中的溶解较好�为
154ｇ／Ｌ�敌敌畏差些�为10ｇ／Ｌ。用纯粹的有机
溶剂提取�脂肪杂质较高�不易净化；因此考虑用
有机溶剂水溶液为提取剂。提取液中水的配比
高了�敌敌畏的溶解度较差�后续净化会出现乳
化现象�通过不同比例的丙酮和乙腈水溶液提取

效果的优化实验�确定以2＋1丙酮溶液为提取
剂。乙腈溶液提取效果和丙酮溶液差别不大�从
试剂的毒性和价格方面考虑�选择丙酮溶液为提
取剂。
3．3　净化方法

有机磷检测样品净化通常采用液-液萃取、
固-液萃取方式。因敌百虫、敌敌畏两者在有机相
或水相中的溶解度差异较大�采用液-液萃取除脂
净化的方式�两者难于同时达到理想的回收率；
中性氧化铝对蛋白、油脂、色素的吸附性较好�常
用于有机磷检测的样品净化 ［12］�但若中性氧化铝
去活化处理控制不好�对目标检测物也有吸附作
用�本实验中发现�中性氧化铝对低浓度的敌百
虫和敌敌畏有一定的吸附性�低浓度的加标回收
率不足60％；以凝胶作为固相萃取材料虽有较好
的净化效果 ［13］�但成本较高�试剂用量大�整个实
验过程也费力费时。

经大量的实验比对�本研究的样品前处理方
法在文献 ［14］的基础上改进完善。在提取液中
加入乙酸锌�利用乙酸锌水解后�易与脂肪形成
脂肪酸锌沉淀�除去提取溶解带来的脂类化合
物。水产品及加工制品 （甲壳类、头足类等 ）带有
色素�容易被提取需经净化�在提取液中加入少
量活性碳�兼有除色素和除脂功能�活性碳对敌
百虫有一定的吸附作用�经实验验证�5ｇ样品中
以加入0．1ｇ活性碳为宜。样品经提取和净化�
提取物中的杂质已大大降低�为了进一步除去水
溶性杂质�并将目标物转移至有机相�采取有机
溶剂反萃的方法。乙酸乙酯、二氯甲烷、三氯甲
烷是通常用于萃取有机磷的溶剂�从易于蒸发浓
缩和毒性方面考虑�选用提取液在二氯甲烷－硫
酸钠水溶液中液－液分配的方式进行相转移并
起到进一步净化的作用；水产腌制品、盐、淡干制
品基质复杂�在相转移过程中�与硫酸钠水溶液
混合时会出现絮凝而影响两相分层�混合液需经
两层滤纸抽滤�再加入二氯甲烷萃取。
3．4　方法的适应性

目前国内动物性食品中敌敌畏残留的测定

采用 《ＧＢ／Ｔ5009．20食品中有机磷残留的测
定》［12］和《ＧＢ／Ｔ5009．161动物食品中有机磷农
药多组分残留的测定》［13］�这两个标准均未规定
敌百虫残留的检测方法；而敌百虫残留的检测标
准《ＳＮ0125－92出品肉及肉制品中敌百虫残留
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的检验方法》［14］、《农业部783号公告－3－2006
水产品中敌百虫残留量的测定气相色谱法》［15］�
也未规定敌敌畏残留的检测方法。本方法能同
时检测水产品中敌百虫、敌敌畏残留�敌百虫定
量限为0．04ｍｇ／ｋｇ�和《农业部783号公告－3－
2006水产品中敌百虫残留量的测定气相色谱
法》［15］相当�敌敌畏的定量限为0．01ｍｇ／ｋｇ�略
优于 《ＧＢ／Ｔ5009．20食品中有机磷残留的测
定》［12］�能满足目前国内外的相关限量标准要求�
适合于水产品养殖、加工、流通环节中对产品敌
百虫、敌敌畏残留的日常监控�也可作为参考方
法用于其它动物源产品的检测。
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