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摘 要：通过对前处理提取溶剂、溶剂用量、固相萃取小柱等因素对回收率影响的比较研究和二级质谱检测参数的确定，建立了鳕鱼、草鱼、斑点叉尾鮰、克氏螯虾和紫菜中扑草净残留量的固相萃取-气相色谱串联质谱测定法。样品中的扑草净残留由乙腈提取，经Envi-Carb串联LC-NH2固相萃取小柱净化后，通过TR-5MS毛细管色谱柱分离，采用电子轰击离子源选择反应监测模式进行质谱测定，以d14-扑草净作为内标物，内标法定量。结果表明，该方法在5～100 μg/L范围内线性关系良好，相关系数r2=0.999，在扑草净加标水平为5.0、10.0、25.0 μg/kg，内标量为10.0 μg/kg的条件下，加标样品回收率为82.0～111.2 %，RSD为1.2～6.0 %(n=6)，最低检测限为0.5 μg/kg。方法满足残留检测的要求，适用于样品的定性确证与定量测定。
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研究亮点：选择鳕鱼、草鱼、斑点叉尾鮰、克氏螯虾、紫菜等5种典型水产品种作为试验对象，采用固相萃取净化、气相色谱-串联质谱（GC-MS/MS）联用技术，内标定量，建立了水产品中扑草净农药残留的确证方法，该方法可以有效去除水产样品复杂背景的干扰，具有高选择性、高灵敏度。
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Gas chromatography-tandem mass spectrometry determination of prometryn residue in aquatic products with solid phase extraction 
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Abstract：Residues of prometryn in edible tissues of codfish, grass crap, channel calfish, crayfish, laver were determined by gas chromatography-tandem mass spectrometry (GC- MS/MS) using internal standard method. Such factors as extraction solvent, solvent dosage and choice of solid-phase extraction ( SPE ) columns were compared in this paper. The target compound was extracted two times with acetonitrile，purified by solid-phase extraction ( SPE ) with Envi-Carb column and LC-NH2 colunn. and analyzed with GC-MS/MS. TR-5MS capillary chromatographic column was used for separation, and the selected reaction monitoring(SRM) with electron impact ionization source was adopted in MS. This method chooses d14- prometryn as internal standard substance. The working curve were linear (r2=0.999) in the range of 5～100 μg/L. When spiked with 5.0, 10.0, 25.0μg/kg of prometryn and 10.0 μg/kg d14- prometryn, the average recoveries were 82.0～111.2 % and the RSD were 1.2～6.0 %. The detection limit was 0.5 μg/kg. The method could meet the requirements of the residul detection. It is suitable for qualitative and quantitative determination of samples.
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internal standard method

扑草净（Prometryn），是一种三氮类除草剂 (即三嗪类)，作为预防农田杂草生长的高效除草剂在世界范围内广泛使用[1]，水产养殖中主要用于清除鱼、虾、蟹、贝、海参等养殖水体中的丝状藻类（青苔）、大型草类及有害藻类。由于其水溶性较低，化学性质稳定，施药后残效期长，大量使用致其在养殖池塘中的广泛分布，长期积累导致最终产品中药物残留超标[2]。早在2006，日本在中国出口的紫菜产品中检测出扑草净残留的事件引起两国较大贸易争端[3]。近年，日本等国加强了对我国出口水产品质量的检查，要求出口贝类及相关产品均需接受农残扑草净检测方可销售，限量为10 μg/kg[4]。欧洲和美国等发达地区和国家也相继通过农药限量对中国相关水产品实施贸易技术壁垒，类似事件已引起国内外对水产品中扑草净残留的广泛关注。因此，针对种类繁多且基质成分复杂的水产品，建立扑草净残留快速、灵敏的定量定性检测方法，不仅可以保护消费者的健康安全，同时对促进水产品的出口和推动我国水产业的可持续发展意义重大。

目前针对扑草净残留常用检测方法包括：气相色谱法（GC）[5]、高效液相色谱法HPLC)[1,6-10] 、气质联用法(GC-MS)[3,11-15 ]、液-质联用法[2,4, 16-19]及其他方法[20-21]，主要涉及水体[1,6,8,10,14,15,20,21]、土壤[5,6, 10,16]、农作物[10,12,13,16,17]、畜产品[7,12,18]、紫菜[3,9,11]和贝类[2,4,19]等，但上述方法大多针对一种基质展开，且部分方法的检出限接近于国家对食品中农药残留的最大限量。而在水产品痕量扑草净残留的检测中，品种繁多，基质多样性如色素、脂肪、蛋白质等的干扰给实际样品检测带来诸多困难，二级质谱技术可以有效去除样品复杂背景的干扰，具有高选择性、高灵敏度。因此，本文选择鳕鱼、草鱼、斑点叉尾鮰、克氏螯虾、紫菜等5种典型水产品种作为试验对象，采用固相萃取净化、气相色谱-串联质谱（GC-MS/MS）联用技术，对不同基质水产品中扑草净农药残留的检测方法进行了探索，以建立适用于不同类型水产品的定量定性方法，为不同水产品中扑草净的残留检测提供依据。
1 实验材料与方法

1.1仪器与设备
TSQ-45000 Quantum气相色谱-串联质谱仪（美国ThermoFisher公司）；AllegraTM 21R台式高速冷冻离心机（美国Beckman公司）；XW-80A微型涡旋混合仪（上海沪西分析仪器厂）；AE200电子天平，感量0.0001 g(瑞士梅特乐-托利多公司)，JY5002电子天平，感量0.01 g(上海精天电子仪器厂)，N-EVAPTM111氮吹仪(美国Organomation公司)，DOA-P504-BN固相萃取仪（美国Supelco公司），KQ250B超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），Turbovap Ⅱ全自动浓缩工作站（英国Caliper公司），Envi-Carb固相萃取柱3 mL，1 g（美国Supelco公司），LC-NH2 固相萃取柱3 mL，1 g（美国Supelco公司）。
1.2药品与试剂  
扑草净标准品：100 μg/mL（农业部环境保护科研监测所，Lot：1201）；内标d14-扑草净标准品(加拿大CDNisotopes公司，Lot：Z206P5)；正己烷、乙酸乙酯、乙腈、丙酮、二氯甲烷、甲醇，色谱纯（美国Tedia公司）；氨水，分析纯（南京化学试剂有限公司）；硫酸钠，分析纯（南京化学试剂有限公司）。
1.3 实验方法
1.3.1 样品的提取与净化
样品制备  实验选用鳕鱼、草鱼、斑点叉尾鮰、克氏螯虾和紫菜这5种具有代表性及重点监测品种样品，鳕鱼、草鱼、斑点叉尾鮰，取肌肉部分，克氏螯虾去壳，取肉，用高速万能试样粉碎机打成匀浆，置于-20℃冰箱中冷冻贮存，测定前将其室温解冻供前处理用，紫菜样品搅拌成粉末，室温存放。

样品前处理  准确称取2.00 g混合均匀的样品于离心管中，d14-扑草净添加浓度为10.0 μg/kg，加入20 mL乙腈（紫菜样品加入50 mL），使用超声清洗仪器超声30 min，8000 r/min离心10 min，转移提取液至60 mL浓缩玻璃瓶中。重复提取一次，合并提取液，45℃水浴氮吹吹干，用3 mL正己烷溶解备用；使用Envi-Carb和LC-NH2 SPE小柱净化，用柱接头将活性炭小柱和氨基小柱按照从上到下的顺序接好，依次用3 mL丙酮和3 mL正己烷活化，转移备好的样品溶液至柱子中，再用3 mL正己烷清洗瓶子过柱子，过完后抽干，最后用5 mL正己烷:丙酮（6:4 V/V）混合液分两次洗脱，收集全部洗脱液至10 mL小试管中，45 ℃水浴氮吹吹干，用1 mL正己烷定容，供气相色谱-串联质谱仪分析。
1.3.2 仪器分析条件
色谱条件 色谱柱：TR-5MS（30 m×0.25 mm×0.25 µm）；进样口温度：280℃；接口温度：280℃；柱温：采用程序升温，初温：150℃（0.50 min），升温速率：30 ℃/min，升温至213℃（0 min），再以3 ℃/min的升温速率升温至230℃（0 min），再以30 ℃/min的速率升温，终温：280℃（2 min）；载气：99.999%高纯氮气，流速：1.0 mL/min；进样方式：不分流进样；进样量：1 μL。

串联质谱条件 离子源：电子轰击离子源（EI源）；离子源温度：220 ℃；溶剂延迟：5.0 min；灯丝电流：50 μA；多反应离子监测（SRM）。取1.0 mg/L扑草净标准溶液和d14-扑草净标准溶液在色谱条件下，用全扫描方式进行分析，根据扑草净离子和d14-扑草净离子强度大小，选定检测母离子（m/z）分别为241.2、255.2；设置3个水平的碰撞能量（5V、10V、15V、）对选定的母离子进行轰击，并以子离子全扫描（Product Scan）模式监测，选择2个响应值高、质核比大的特征子离子碎片，其中响应值高的子离子确定为SRM模式下的定量离子，另一个为定性离子。
1.3.3 定量分析方法

溶剂标准曲线  精确称取0.010 g d14-扑草净标准品，用正己烷定容至100 mL容量瓶中，配制成100 μg/mL 的标准储备液，4℃冰箱冷藏保存。使用时用正己烷稀释100 μg/mL扑草净与d14-扑草净标准溶液，配制成分别含扑草净5、10、20、50、100 ng/mL、d14-扑草净20 ng/mL的标准溶剂工作液。
基质标准曲线  分别称取5个2 g不同基质(鳕鱼、草鱼、斑点叉尾鮰、克氏螯虾、紫菜)的样品，加入5、10、20、50、100 ng的扑草净，均加入20 ng d14-扑草净，以下按“样品前处理”操作样品，制备基质标准工作液。
    精密度、回收率与最低检测限  在2.00 g空白鳕鱼、草鱼、斑点叉尾鮰、克氏螯虾、紫菜样品中分别添加100、200和500 μL浓度为100 ng/mL 的扑草净标准液（添加水平分别相当于扑草净5、10、25 μg/kg），d14-扑草净添加浓度均为10.0 μg/kg，每个添加水平作6个平行，按照“方法”中进行样品前处理和色谱、质谱条件测定，溶剂标准曲线内标法定量，最后计算出扑草净的平均回收率及相对标准偏差，以分别考察方法的回收率和精密度。当样品中添加水平为5 µg/kg，按照3倍信噪比计算最低检测限，其中信噪比为扑草净定性离子中响应最低离子的信噪比。

2 结果与分析
2.1 提取溶剂和提取溶剂用量的选择
以鳕鱼为实验样本，扑草净添加浓度为50 µg/kg时，通过溶剂标准曲线外标法定量，比较不同提取剂的提取效率。由表1可知，乙腈、乙酸乙酯和二氯甲烷等三种溶剂对鳕鱼中扑草净提取的平均回收率为46.7~91.9 %，乙腈、乙酸乙酯提取效果佳，因乙腈共提杂质少，故选择乙腈作为提取剂。
表1 提取溶剂对回收率的影响(n=3)

Tab. 1  Effect of extraction solvents on recoveries (n=3)

	提取试剂

extraction solvent
	检测浓度/(µg /kg)

detected concentration
	平均回收率/%

average recovery
	RSD/%

	乙腈acetonitrile
	45.8±3.6
	91.5±7.3
	7.9

	乙酸乙酯ethyl acetate
	45.9±3.6
	91.9±7.2
	7.8

	二氯甲烷dichloromethane
	23.4±2.1
	46.7±4.1
	8.9


实验以乙腈为提取剂，通过溶剂标准曲线外标法定量，进一步考察提取剂用量对回收率的影响。由表2可知，3个体积梯度试剂用量无显著差异( p＞0.05 )，所有回收率均大于90 %，乙腈20 mL萃取2次已经可以满足检测要求，因此，为减少有机溶剂的使用，本实验选择乙腈用量为40 mL。
表2 提取溶剂用量对回收率的影响 (n=3)

Tab.2 Effect of extraction solvent quantity on recoveries (n=3)

	溶剂量/mL

solvent quantity
	检测浓度/(µg /kg)

detected concentration
	平均回收率/%

average recovery
	RSD/%

	20
	52.2±2.5
	104.4±4.9  
	4.7

	40
	49.0±2.3
	98.0±4.7  
	4.8

	60
	47.4±1.0
	94.7±1.9  
	2.0


2.2 净化柱的选择
以鳕鱼为实验样本，扑草净添加浓度为50 µg/kg时，通过溶剂标准曲线外标法定量，比较不同固相萃取柱对回收率的影响。由表3可知，固相萃取柱Envi-Carb与LC-NH2联用的平均回收率为101.3 %，Envi-Carb与LC-SCX联用的平均回收率为49.4 %，LC-NH2与Envi-Carb联用对样品中扑草净的回收率显著高于LC-SCX与Envi-Carb联用( p＜0.05 )。
表3 固相萃取柱对回收率的影响(n=3)

Tab.3  Effect of different SPE columns on recoveries (n=3)

	固相萃取柱

SPE columns
	检测浓度/(µg /kg)

detected concentration
	平均回收率/%

average recovery
	RSD/%

	Envi-Carb+LC-NH2
	50.7±0.5
	101.3±1.0  
	1.0  

	Envi-Carb+LC-SCX
	24.7±3.8
	49.4±7.7  
	15.5  


2.3 定量标准曲线的选择
为消除样品基质效应，可采用样品基质标准曲线定量。实验比较了溶剂标准曲线和各基质（紫菜、草鱼、斑点叉尾鮰、克氏螯虾、鳕鱼）标准曲线。由表4可知，扑草净在5～100 ng/mL范围内线性关系均良好（表5），相关系数r分别为0.999、0.996、0.999、0.993和0.996，且各基质标准曲线回归方程与试剂标准曲线回归方程的斜率比均在90%~105%之间，说明基质前处理效果良好，无明显基质效应，可以用溶剂标准曲线定量鱼虾和藻类中的扑草净残留量。
表4 基质和溶剂扑草净标准曲线回归方程的比较

Tab. 4 Comparisons of the standard curves of prometryn in 5 kinds of aquatic products and solvent

	样品名称

Sample name
	标准曲线

Standard curve
	斜率比率（%）

ratio of slope

	紫菜laver
	y=5.97×103x+4.55×103     r2=0.999
	90.4    

	草鱼grass crap
	y=6.47×103x+5.02×103     r2=0.996
	98.1    

	斑点叉尾鮰channel catfish
	y=6.69×103x+1.82×103     r2=0.999
	101.4    

	克氏螯虾crayfish
	y=6.76×103x-7.32×103    r2=0.993
	102.4    

	鳕鱼codfish
	y=6.02×103x+2.38×104      r2=0.996
	91.2    

	溶剂标准曲线
	y=6.60×103x-8.70×102      r2=0.999
	100.0    


2.4 串联质谱检测条件的确定

根据串联质谱条件实验得出，扑草净（m/z）质谱条件为母离子241.1、子离子184.3 、199.3，定量离子184.3，碰撞能量为10 V；内标d14-扑草净（m/z）质谱条件为母离子255.2、子离子192.3、237.5，定量离子192.3，碰撞能量为15 V。
2.5 质谱图

标准溶液、鳕鱼样品空白及样品加标SRM图如图1所示。从质谱图中可以看出本检测方法能有效地分离目标物和内标物，且在目标物和内标物出峰处无杂质干扰。
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图1  标准溶液（A）、鳕鱼空白样品(B)和加标样品(C)的SRM谱图
Fig. 1 GC-MS/MS chromatograms of prometryn and d14- prometryn standards(A) ,blank cod sample (B) and cod sample with additiaon of standards(C) under SRM mode
2.6 线性范围和检出限

用正己烷稀释配制含扑草净5~100 µg/L以及内标d14-扑草净20 µg/L系列质量浓度的标准溶液，以标样与内标的定量目标离子峰面积比(y)对标样浓度(x)做标准曲线，得到线性回归方程y=0.060x -0.011，相关系数r2=0.999。结果显示，扑草净在5~100 ng/mL范围内线性关系良好。当样品中添加扑草净水平为5.0 μg/kg时，以3倍信噪比确定扑草净的检出限为0.5 µg/kg，与2014 年8 月公布的国家标准[22]相比，检出限均低于食品中农药的最大残留限量，说明此方法已达到了国家限量检出要求。且与文献报道[23][24]值相比，也具有较高的检出限。
2.7 回收率和精密度
挑选阴性的水产品作为空白样品基质，分别在5、10 及25 µg /kg共3 个水平进行扑草净加标实验，每个水平设置6个加标平行样，结果如表1所示。分析各组的添加回收率和相对偏差（RSD）可知，内标法测定的扑草净的平均回收率在82.0～111.2 %之间，精密度RSD在1.2～6.0 %之间。说明该方法具有较好重复性; 同时，针对不同基质具有方法简单、快速的优点，回收率和精密度均能满足水产品中扑草净残留快速检测的要求。内标法定量避免了外标法对前处理的操作过程要求严格，回收率和RSD值变化范围增大的现象，进一步增强了检测的稳定性。
表5 回收率与精密度（n=6）
Tab.5 Average recovery and precisions of prometryn(n=6)
	样品名称

sample name
	添加浓度/(µg /kg) 
spiking concentration
	检测浓度/(µg /kg)

detected concentration
	平均回收率/%
average recovery
	RSD/%

	紫 菜

laver
	5.0      
10.0      
25.0      
	4.1±0.1    
9.9±0.5    
27.0±0.8    
	82.0±2.3  
98.7±5.2  
108.1±3.2  
	2.8
5.3
2.9

	草 鱼

grass crap
	5.0      
10.0      
25.0      
	5.0±0.3    
9.4±0.3    
24.3±1.4    
	100.3±5.8  
94.0±3.5  
97.2±5.7  
	5.8
3.7
5.8

	斑点叉尾鮰

channel catfish
	5.0      
10.0      
25.0      
	4.9±0.3    
9.4±0.4    
24.4±0.8    
	98.9±5.9  
94.3±3.6  
97.9±3.4
	6.0
3.8
3.5

	克氏螯虾
crayfish
	5.0      
10.0      
25.0      
	5.4±0.3    
9.5±0.4    
27.8±1.4    
	108.4±5.9
95.1±3.8
111.2±5.5
	5.4
4.0
4.9

	鳕 鱼

godfish
	5.0      
10.0      
25.0      
	5.3±0.1    
10.4±0.1    
23.8±0.7    
	106.3±2.9
103.5±1.2
95.1±2.9
	2.7
1.2
3.0


2.8 实际样品检测

本研究以紫菜为例，对江苏沿海的紫菜进行了抽样检测，通过对21个紫菜样品进行测定，扑草净检出率为14.3%, 含量在4.7～7.6 µg /kg之间。

3 讨论
3.1提取溶剂和提取溶剂用量的选择 

本文考察了乙腈、乙酸乙酯和二氯甲烷等三种溶剂对鳕鱼中扑草净的提取效率，溶剂标准曲线外标法定量的结果表明（表1），乙腈和乙酸乙酯的提取效果较好，在添加浓度为50 µg/kg时，回收率均在90 %以上。但基质空白实验发现，乙酸乙酯萃取出的样品中油脂类杂质较多，而乙腈对脂肪和色素的溶解性较差，共提杂质少，通过固相萃取柱后能基本上消除基质干扰，减少对仪器与色谱柱的污染，效果理想。同时，实验考察了乙腈提取紫菜、草鱼、斑点叉尾鮰、克氏螯虾中扑草净残留的效果，回收率在88.5~95.6 %。因此在保证目标物提取效率的前提下采用乙腈作为提取剂，这与其他文献的报道结果一致[3,4,11~13]。
通过比较，实验选择40 mL乙腈作为提取剂。但对于干紫菜样品，由于其密度小，药物提取步骤与鱼虾略有不同，一是在溶剂量使用上，2 g紫菜体积明显比鱼虾类样品体积大，为了使溶剂将样品浸没，达到良好的提取效果，实验选择用50 mL的乙腈溶剂两次超声提取；二是在转移提取液时，应采用过滤或吸管滴入的方式，防止紫菜样混入浓缩瓶中。
3.2 净化柱的选择

水产品中含有较多的杂质，如脂肪、蛋白质、色素和其他营养成分及杂质，如紫菜样品中含有较多色素和其他诸如或萝卜素、蛋白质、糖等有机营养成分以及其他大量杂质[3]，斑点叉尾鮰、草鱼等样品中含有大量脂肪、蛋白质和有机酸类物质，部分鱼虾品种粘度大、含大量色素，这些物质如果在上机前没有得到有效去除，就会对仪器造成污染，且难以定性和定量。固相萃取净化是常用的方法，操作简便，效果好。本文比较了Envi-Carb与LC-NH2联用和Envi-Carb与LC-SCX联用的净化效果以及对扑草净回收率的影响，在鳕鱼样品提取液中添加50µg/kg浓度的扑草净，实验数据（表3）表明，LC-NH2与Envi-Carb联用对样品中扑草净的回收率显著高于LC-SCX与Envi-Carb联用( p＜0.05 )，同时进一步试验表明采用Envi-Card串联LC-NH2 固相萃取小柱对不同种类的水产样品均有良好的净化效果。Envi-Card小柱具有极强吸附性，可从非极性溶液中吸附各种色素，LC-NH2小柱是不规则硅胶粒，当用非极性溶剂进行处理时，它能与带有-OH，-NH或-SH官能团的分子形成氢键，而扑草净在分子结构上含有一个1,3,5三嗪和两个-NH基团，因此，LC-NH2不仅能有效去除较多蛋白质、脂类及有机酸等杂质，又不会造成目标物损失，且与Envi-Carb+LC-SCX固相萃取柱比较，操作简便易行，中间损失少。因此本文选择Envi-Card串联LC-NH2固相萃取柱作为样品净化柱。
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修改说明：
1. 作者和单位、角注已补充，英文题名、中文摘要、英文摘要已修改。
2. 前言已根据专家意见补充修改。

3. 样品制备部分补充了选择这几类水产品作为检测对象的依据。原稿中鳕鱼需去水，因我们用于试验的鳕鱼为冷冻品，含水量高，在样品制备时用纱布挤走了部分水分，考虑一般检测时样品均为鲜品，已删除去水这一步了。 
4. 结果与讨论分开撰写。
5. “本文比较了两种商业用固相萃取小柱对样品的净化效果，但一般来讲，这种商业小柱的价格较高，与实验室填充柱相比，这种小柱的优势体现在什么地方？”目前对外出具数据的样品残留检测基本都选择商业小柱，与实验室填充柱相比，实验室自己填的小柱批次间稳定性很难掌握，同时费时费力。
6. 针对审稿老师提出“如何确定你所选用的原料都是不含扑草净的空白样品？”这个问题，我们在进行方法性能测试前，先对选用的样品按确定的方法进行检测，确定样品不含待检目标物后，使用阴性空白样品进行检测方法性能测试。

7. “本文得出的检出限确实可以满足要求，但对仪器配置的要求也较高，如果仅仅满足残留检测的要求，较低的检出限可以节约成本。”针对水产品扑草净检测，主要用气相法与气质法，气相法主要用于定量，不能确证，本文建立了的方法为定量和定性确证的方法。
8. 补充了近两年实验室做的紫菜实际样品检测结果。

9. 参考文献的格式已按要求修改，中文参考文献已补充英文对照。
10. 审稿老师与编辑部老师提出的其他修改意见已一一对应进行了修改。
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