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摘要：基于 ９６ 孔固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法，建立了人尿中 ２ 种苯氧乙酸除草剂、２ 种有机磷农药代谢

物和 ４ 种拟除虫菊酯农药代谢物的测定方法。 通过对液相色谱条件、质谱条件和样品前处理过程的系统优化，实
现了在 １６ ｍｉｎ 内对 ８ 种目标分析物的分析测定。 具体方法：１ ｍＬ 尿液经 β⁃葡萄糖醛酸酶酶解过夜，Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ ９６
孔固相萃取进行目标分析物的提取净化，甲醇洗脱；以 ０􀆰 １％ （体积分数）乙酸乙腈和 ０􀆰 １％ （体积分数）乙酸水作为

流动相，Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ Ｃ１８作为分析柱进行色谱分离；负离子电喷雾（ＥＳＩ－）多反应监测（ＭＲＭ）模式下检测目标化

合物，同位素内标法定量。 ２，４⁃二氯苯氧乙酸（２，４⁃Ｄ）、２，４，５⁃三氯苯氧乙酸（２，４，５⁃Ｔ）２ 种苯氧乙酸除草剂和 ３⁃苯
氧基苯甲酸（３⁃ＰＢＡ）、４⁃氟⁃３⁃苯氧基苯甲酸（４Ｆ⁃３ＰＢＡ）、反式二氯乙烯基二甲基环丙烷羧酸（ ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ）３ 种拟

除虫菊酯农药代谢物在 ０􀆰 １～１００ μｇ ／ Ｌ 内、对硝基苯酚（ＰＮＰ）、３，５，６⁃三氯⁃２⁃吡啶酚（ＴＣＰＹ）２ 种有机磷农药代谢

物、顺式二氯乙烯基二甲基环丙烷羧酸（ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ） １ 种拟除虫菊酯代谢物在 ０􀆰 ２～ １００ μｇ ／ Ｌ 内线性关系良好，相
关系数均大于 ０􀆰 ９９９ ３；方法检出限为 ０􀆰 ０２～０􀆰 ０７ μｇ ／ Ｌ，方法定量限为 ０􀆰 ０８～ ０􀆰 ２ μｇ ／ Ｌ；低、中、高 ３ 个水平下的加

标回收率为 ９１􀆰 １％ ～１１０􀆰 ５％，日内精密度为 ２􀆰 ９％ ～７􀆰 ８％，日间精密度为 ６􀆰 ２％ ～ １０％。 应用该方法测定了 ２１４ 份尿

液样本。 结果显示除 ２，４，５⁃Ｔ 外，其余 ７ 种目标分析物均有检出。 ＴＣＰＹ、ＰＮＰ、３⁃ＰＢＡ、４Ｆ⁃３ＰＢＡ、ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ、ｃｉｓ⁃
ＤＣＣＡ、２，４⁃Ｄ 的检出率为 ２􀆰 ８％ ～ ９９􀆰 １％。 检出浓度 （中位值） 由高到低分别是 ２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ （ＴＣＰＹ）、１􀆰 ８ μｇ ／ Ｌ
（ＰＮＰ）、０􀆰 ９９ μｇ ／ Ｌ（ ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ）、０􀆰 ８１ μｇ ／ Ｌ（３⁃ＰＢＡ）、０􀆰 ４４ μｇ ／ Ｌ（ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ）、０􀆰 ３５ μｇ ／ Ｌ（２，４⁃Ｄ）和未检出（４Ｆ⁃
３ＰＢＡ）。 该方法操作简便，定量准确，灵敏度高，每批次可完成 ９６ 个样品测定，适用于人尿中多种农药及农药代谢

物的批量分析测定。
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ｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＭＤＬｓ） ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＭＱＬｓ） ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０􀆰 ０２ ｔｏ ０􀆰 ０７ μｇ ／ Ｌ ａｎｄ ０􀆰 ０８ ｔｏ ０􀆰 ２ μｇ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ
ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ０􀆰 ５， ５ ａｎｄ ４０ μｇ ／ Ｌ ｗｅｒｅ ９１􀆰 １％ ｔｏ １１０􀆰 ５％． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ⁃ ａｎｄ
ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎａｌｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ２􀆰 ９％ ｔｏ ７􀆰 ８％ ａｎｄ ６􀆰 ２％ ｔｏ １０％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ２１４ ｈｕｍａｎ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｃｒｏｓｓ Ｃｈｉｎａ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｌｌ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎａｌｙｔｅｓ， ｅｘｃｅｐｔ ２，４，５⁃Ｔ， ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｒｉｎｅ． Ｔｈｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＴＣＰＹ， ＰＮＰ， ３⁃ＰＢＡ， ４Ｆ⁃３ＰＢＡ， ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ， ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ， ａｎｄ ２， ４⁃Ｄ ｗｅｒｅ
９８􀆰 １％， ９９􀆰 １％， ９４􀆰 ４％， ２􀆰 ８０％， ９９􀆰 １％， ６３􀆰 １％ ａｎｄ ９４􀆰 ４％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎａｌｙｔｅｓ ｉｎ ａ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｒｄｅｒ ｗｅｒｅ： ２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ （ＴＣＰＹ）， １􀆰 ８ μｇ ／ Ｌ （ＰＮＰ），
０􀆰 ９９ μｇ ／ Ｌ （ ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ）， ０􀆰 ８１ μｇ ／ Ｌ （３⁃ＰＢＡ）， ０􀆰 ４４ μｇ ／ Ｌ （ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ）， ０􀆰 ３５ μｇ ／ Ｌ （２，４⁃Ｄ）
ａｎｄ ｂｅｌｏｗ ＭＤＬｓ （４Ｆ⁃３ＰＢＡ ） ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ， ｗｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｙ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｏｆｆｌｉｎｅ ９６⁃ｗｅｌｌ ＳＰＥ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈ⁃
ｏｄ ｈａｓ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｕｐ ｔｏ
９６ ｈｕｍａｎ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｎ ｏｎｅ ｂａｔｃｈ． Ｉｔ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｌａｒｇｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅｓ．

引用本文：张续，韩林学，邱天，胡小键，朱英，杨艳伟． 固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法测定人尿中苯氧乙酸除草剂和有机磷、
拟除虫菊酯农药代谢物． 色谱，２０２３，４１（３）：２２４－２３２．
ＺＨＡＮＧ Ｘｕ， ＨＡＮ Ｌｉｎｘｕｅ， ＱＩＵ Ｔｉａｎ， ＨＵ Ｘｉａｏｊｉａｎ， ＺＨＵ Ｙｉｎｇ， ＹＡＮＧ Ｙａｎｗｅｉ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ， ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｉｔｅｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｎｄ ｐｙｒｅｔｈｒｏｉｄ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｒｉｎｅ ｕｓｉｎｇ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２３，４１（３）：２２４－２３２．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＳＰＥ）； ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ）； ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ； ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ； ｕｒｉｎｅ； ｉｎｔｅｒｎａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ；
ｂｉｏｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
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色 谱 第 ４１ 卷

　 　 农药是农业生产中的重要生产要素，在提高农

作物产量和保障粮食安全中发挥重要作用。 近几十

年，农药在全球范围内的生产和使用呈现增长趋

势［１－３］。 １９９５～２０２０ 年，我国各类农药的年总产量

从 ４１􀆰 ６５ 万吨增长到 ２１４􀆰 ８ 万吨［４］，成为全球最大

的农药生产国和消费国［５］。 农药的大规模使用已

对我国生态环境造成潜在威胁［６］。 空气［７］、地表

水［８］、地下水［９］、土壤［１０］等环境介质和果蔬［１１］ 等农

产品中均可检出农药残留。 其中华东地区城市空气

中毒死蜱和拟除虫菊酯总含量为 １５０ ～ ３ ８１６
ｐｇ ／ ｍ３［７］；华中地区地表水、地下水中有机磷农药总

含量分别为 ８１􀆰 ５ ～ ２２５􀆰 １ ｎｇ ／ Ｌ 和 １７􀆰 ６ ～ ３２１􀆰 ８
ｎｇ ／ Ｌ［１２］。 农药暴露可造成神经系统［１３，１４］、呼吸系

统［１５］和内分泌系统［１６］损伤，还能诱导肿瘤发生［１７］，
其暴露也会对孕妇及儿童等环境易感人群产生健康

影响［１８］。 针对农药开展的暴露评估已成为环境健

康领域的研究热点。
　 　 除有机氯等持久性农药外，大部分在售农药在

人体内无明显蓄积，数小时或数日内可通过肾脏随

尿液排出体外［１９］。 因此，测定尿中农药或代谢物的

浓度水平，可在一定程度上反映其暴露数据。 美国、
加拿大等国家已针对其本国居民开展了多次农药暴

露监测工作，监测指标涉及乐果、呋喃酚、２⁃异丙基⁃
６⁃甲基⁃４⁃吡啶醇、４⁃氟⁃３⁃苯氧基苯甲酸（４Ｆ⁃３ＰＢＡ，
氯氟氰菊酯代谢物）、３⁃苯氧基苯甲酸（３⁃ＰＢＡ，氯菊

酯和氯氰菊酯代谢物）、顺式二氯乙烯基二甲基环

丙烷羧酸（ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ，溴氰菊酯代谢物）、反式二氯

乙烯基二甲基环丙烷羧酸（ ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ，氯菊酯和

氯氰菊酯代谢物）、２，４⁃二氯苯氧乙酸（２，４⁃Ｄ）、２，
４，５⁃三氯苯氧乙酸（２，４，５⁃Ｔ）等 ５０ 余种农药类生物

标志物；采用的分析方法包括高效液相色谱⁃串联质

谱法（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）、在线固相萃取⁃液相色谱⁃串
联质谱法（Ｏｎｌｉｎｅ⁃ＳＰＥ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）和气相色谱⁃质
谱法（ＧＣ⁃ＭＳ）等。 我国于 ２０１７ 年启动国家人体生

物监测工作，已将农药作为一类重要的监测指

标［２０］。 因此，亟需建立准确、稳定和快速的分析方

法，以满足大样本量的分析测定工作。 Ｍａｒｋ 等［２１］

利用全自动固相萃取处理尿液样本，ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
法测定尿中对硝基苯酚（ＰＮＰ，对硫磷代谢物）、３，
５，６⁃三氯⁃２⁃吡啶酚（ＴＣＰＹ，毒死蜱代谢物）等 １２ 种

特异性的农药标志物。 该法前处理通量高，测定物

质种类多，但其在前处理过程中使用的丙酮溶剂在

我国属于管制品，不易获得，导致方法使用受限。 加

拿大生物监测项目采用液液萃取⁃柱前衍生的方法

进行尿液前处理，再利用 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 和 ＧＣ⁃ＭＳ
测定 ＴＣＰＹ 及 ３⁃ＰＢＡ 等 ４ 种拟除虫菊酯代谢物［２２］。
该法存在操作繁琐、处理效率低、有机溶剂用量大等

缺点，对环境不够友好且不适用于大样本的检测。
　 　 本工作建立了人尿中 ２ 种苯氧乙酸类除草剂

（２，４⁃Ｄ、２，４，５⁃Ｔ）、２ 种有机磷类农药代谢物（ＰＮＰ、
ＴＣＰＹ）和 ４ 种拟除虫菊酯类农药代谢物（３⁃ＰＢＡ、
４Ｆ⁃３ＰＢＡ、ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ、 ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ） 共 ８ 种农药及

农药代谢物的固相萃取⁃液相色谱⁃串联质谱测定方

法。 该法采用 ９６ 孔离线固相萃取处理尿液样本，具
有操作简单、测定结果准确、稳定性好、样品处理通

量高的优点，适用于尿液样本中这 ８ 种农药及农药

代谢物的快速批量测定。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＡＢ ＳＣＩＥＸ ６５００＋三重四极杆质谱仪（美国 ＡＢ
公司）； Ｉ⁃Ｃｌａｓｓ 超高效液相色谱 （美国沃特世公

司）； ２Ｋ⁃１５ 高速离心机（美国 ＳＩＧＭＡ 公司）；恒温

水浴摇床（莱伯泰科仪器股份有限公司）； ９６ 孔固

相萃取装置（美国沃特世公司）； ＭＰＣ⁃２０００ 离心机

（北京鼎昊科技有限公司）； ＩＱ７００５ 超纯水机（美国

Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 公司）； ＮＤＫ２００⁃１Ａ 氮吹仪（杭州米欧仪器

公司）。
　 　 农药及农药代谢物标准溶液：ＰＮＰ、ＴＣＰＹ、２，４⁃
Ｄ、２，４，５⁃Ｔ 单标溶液购自 Ａｃｃｕ⁃ｓｔａｎｄａｒｄ 公司，质
量浓度均为 １００ μｇ ／ ｍＬ，纯度＞９７％； ４Ｆ⁃３ＰＢＡ 购自

Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司，质量浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ，纯度

＞９８％； ３⁃ＰＢＡ、ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ、ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ 和 ８ 种目标

分析物的同位素内标单标溶液 （ １３ Ｃ６ ⁃ＰＮＰ、 １３ Ｃ３ ⁃
ＴＣＰＹ、１３Ｃ６⁃３⁃ＰＢＡ、１３Ｃ６⁃４Ｆ⁃３ＰＢＡ、１３Ｃ２⁃Ｄ１⁃ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ、
１３Ｃ２⁃Ｄ１⁃ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ、１３Ｃ６ ⁃２，４⁃Ｄ、１３Ｃ６ ⁃２，４，５⁃Ｔ）购自

Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ Ｉｓｏｔｏｐｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ 公司，质量浓度均

为 １００ μｇ ／ ｍＬ，纯度＞９７％。
　 　 甲醇（色谱级）购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；乙腈（色
谱级）、无水乙酸钠（色谱级）和 β⁃葡萄糖醛酸酶（酶
活力＞８５ ０００ Ｕ ／ ｍＬ）购自美国 ＳＩＧＭＡ 公司；乙酸

（色谱级）购自美国 ＴＩＥＤＡ 公司；９６ 孔 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ
固相萃取柱（３０ ｍｇ）购自美国沃特世公司。
１．２　 实验条件

１．２．１　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ Ｃ１８（１００ ｍｍ ×
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张　 续，等：固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法测定人尿中苯氧乙酸

除草剂和有机磷、拟除虫菊酯农药代谢物

２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）；流动相 Ａ： ０􀆰 １％ （体积分数）乙
酸水；流动相 Ｂ： ０􀆰 １％ （体积分数）乙酸乙腈；进样

量：１０ μＬ；柱温：４０ ℃。 梯度洗脱： ０ ～ １􀆰 ０ ｍｉｎ，
９５％ Ａ； １􀆰 ０ ～ ２􀆰 ０ ｍｉｎ， ９５％ Ａ ～ ８０％ Ａ； ２􀆰 ０ ～ ４􀆰 ０
ｍｉｎ，保持 ８０％ Ａ； ４􀆰 ０ ～ ５􀆰 ０ ｍｉｎ， ８０％ Ａ ～ ６０％ Ａ；
５􀆰 ０～７􀆰 ０ ｍｉｎ，保持 ６０％ Ａ； ７􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０ ｍｉｎ， ６０％ Ａ～
５０％ Ａ； ８􀆰 ０ ～ １０􀆰 ０ ｍｉｎ，保持 ５０％ Ａ； １０􀆰 ０ ～ １０􀆰 ５
ｍｉｎ， ５０％ Ａ～０Ａ； １０􀆰 ５～１２􀆰 ５ ｍｉｎ，保持 ０Ａ； １２􀆰 ５～
１３􀆰 ０ ｍｉｎ， ０Ａ～９５％ Ａ； １３􀆰 ０～１６􀆰 ０ ｍｉｎ，保持 ９５％ Ａ。
１．２．２　 质谱条件

　 　 离子源：电喷雾电离源（ＥＳＩ）；电离方式：负电

离；扫描模式：多反应监测 （ＭＲＭ） 模式；碰撞气

（ＣＡＤ）： Ｈｉｇｈ；气帘气 （ＣＵＲ）： ２０７ ｋＰａ；雾化气

（ＧＳ１）： ３４５ ｋＰａ；加热气（ＧＳ２）： ４１４ ｋＰａ；喷雾电

压（ ＩＳ）： －４ ５００ Ｖ；离子源温度（ＴＥＭ）： ３５０ ℃；入
口电压（ＥＰ）： －１０ Ｖ；扫描时间：３０ ｍｓ。 ８ 种目标

分析物及内标的其他质谱参数见表 １。

表 １　 ８ 种目标物及其同位素内标的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｓｏｔｏｐｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｄａｕｇｈｔｅｒ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） ＤＰ ／ Ｖ ＣＥ ／ ｅＶ
Ｐａｒａ⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ （ＰＮＰ） ５．８０ １３８．０ １０８．０∗ －４０ －２４

９２．１ －４０ －３０
３，５，６⁃Ｔｒｉｃｈｏｌｏｒ⁃２⁃ｐｙｒｉｄｉｎｏｌ （ＴＣＰＹ） ７．７１ １９６．０ ３５．１∗ －３０ －４４

１９８．０ ３５．１ －３０ －４０
３⁃Ｐｈｅｎｏｘｙ ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ （３⁃ＰＢＡ） ８．９５ ２１３．１ ９３．０∗ －３０ －２６

６５．１ －３０ －７０
４⁃Ｆｌｕｏｒｏ⁃３⁃ｐｈｅｎｏｘｙ ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ （４Ｆ⁃３ＰＢＡ） ９．０５ ２３１．１ ９３．１∗ －３０ －２８

６５．１ －３０ －７５
ｃｉｓ⁃Ｄｉｃｈｌｏｒｏｖｉｎｙｌ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ ９．３２ ２０６．９ ３５．１∗ －２０ －３５
ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ （ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ） ２０８．９ ３５．１ －２０ －３５
ｔｒａｎｓ⁃Ｄｉｃｈｌｏｒｏｖｉｎｙｌ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ ８．９１ ２０７．１ ３５．２∗ －２０ －４０
ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ （ ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ） ２０９．１ ３５．２ －３０ －４０
２，４⁃Ｄｉｃｈｏｌｏｒｐｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （２，４⁃Ｄ） ７．３０ ２１９．０ １６１．１∗ －３０ －１８

１２５．０ －３０ －３６
２，４，５⁃Ｔｒｉｃｈｏｌｏｒｐｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （２，４，５⁃Ｔ） ８．５４ ２５３．１ １９５．０∗ －２０ －１９

１５９．０ －２０ －３９
１３Ｃ６ ⁃ＰＮＰ ５．７９ １４４．１ １１４．１ －２０ －１０
１３Ｃ３ ⁃ＴＣＰＹ ７．７０ ２０１．１ ３５．１ －５０ －４０
１３Ｃ６ ⁃３⁃ＰＢＡ ８．９４ ２１９．１ ９９．１ －２５ －２７
１３Ｃ６ ⁃４Ｆ⁃３ＰＢＡ ９．０４ ２３６．９ ９９．１ －３０ －３０
１３Ｃ２ ⁃Ｄ１ ⁃ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ ９．３０ ２１０．２ ３５．１ －３０ －３０
１３Ｃ２ ⁃Ｄ１ ⁃ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ ８．８９ ２１０．１ ３５．１ －４０ －３８
１３Ｃ６ ⁃２，４⁃Ｄ ７．２９ ２２４．８ １６７．０ －３０ －１７
１３Ｃ６ ⁃２，４，５⁃Ｔ ８．５３ ２６０．６ ２０３．０ －４０ －１５

　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ． ＤＰ： ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ； ＣＥ： ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ．

１．３　 溶液配制

　 　 混合标准储备液（４ ｍｇ ／ Ｌ）：用移液管准确移取

８ 种目标分析物单标溶液各 １􀆰 ０ ｍＬ 至 ２５ ｍＬ 容量

瓶中，用乙腈定容；将定容好的混合标准储备液放置

在 ４ ℃下溶解 １２ ｈ，再将混合标准储备液分装至 ２
ｍＬ 安瓿瓶中，封口后于 ４ ℃保存。
　 　 混合同位素内标储备液（４ ｍｇ ／ Ｌ）：按混合标准

储备液配制方法配制混合同位素内标储备液。 使用

时，将混合同位素内标储备液用纯水稀释成 １００
μｇ ／ Ｌ 的混合内标工作液使用。
　 　 系列标准溶液配制：用乙腈将混合标准储备液

稀释至质量浓度为 １ ０００、１００ 和 １０ μｇ ／ Ｌ 的混合标

准工作液；吸取适量混合标准工作液，配制成 ０􀆰 １、
０􀆰 ５、１、２􀆰 ５、５、１０、２５、５０、１００ μｇ ／ Ｌ 的系列标准溶

液，内标添加量为 ２０ μｇ ／ Ｌ。
１．４　 样品前处理

　 　 将尿液样本平衡至室温，涡旋混匀后取 １ ｍＬ
尿液到 ５ ｍＬ 聚丙烯离心管中。 向离心管中加入

５００ μＬ 乙酸钠溶液（０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ）、１００ μＬ 混合内标

工作液和 １５ μＬ β⁃葡萄糖醛酸酶，混匀后于 ３７ ℃酶

解过夜。 酶解后取出样品降至室温，加入 ２０ μＬ 乙

酸，振荡，４ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液进行固

相萃取。
　 　 依次用 １ ｍＬ 甲醇和 １ ｍＬ 水活化及平衡每个

固相萃取孔；在一定压力条件下进行样品上样

·７２２·
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（１ 滴 ／ ｓ）。 上样完成后，每孔用 １ ｍＬ ２５％ （体积分

数）甲醇水溶液快速淋洗，空气抽干 ５ ｍｉｎ，用 １ ｍＬ
甲醇分两次洗脱（每次 ０􀆰 ５ ｍＬ）。 洗脱液收集于 ９６
孔收集板中，氮吹浓缩至约 ２００ μＬ，加入 ５０ μＬ 纯

水作为保护剂。 继续氮吹至 ５０ μＬ，加入 ４５０ μＬ
１０％ 乙腈水（体积分数）进行复溶，４ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ 后上机测定。
１．５　 质量保证与控制

　 　 为降低空白干扰，实验使用的玻璃器皿、枪头和

离心管等实验耗材均为一次性使用。 实验试剂为

ＨＰＬＣ 级或 ＭＳ 级试剂；塑料离心管采用聚丙烯材

质，且在每次使用前均用纯水和甲醇分别润洗 ２ 遍；
玻璃试管清洗干净后在 ４５０ ℃下烘烤 ４ ｈ 以上。

２　 结果与讨论

２．１　 质谱条件优化

　 　 将 ５０ μｇ ／ Ｌ 单标溶液注入质谱仪进行目标分析

物的质谱参数优化。 由于 ８ 种目标化合物的结构中

均含有羟基，在 ＥＳＩ 源下易失去 Ｈ 而形成［Ｍ－Ｈ］ －

的母离子。 因此，本实验在负电离模式下确定化合

物及其同位素内标的母离子信息。 确定母离子后，
再依次进行子离子扫描，选择丰度较高的 ２ 个特征

碎片离子作为子离子，同时优化各特征离子对的碰

撞能量和去簇电压。 最后在 ＭＲＭ 模式下对 ＣＡＤ、
ＣＵＲ、ＧＳ１、ＴＥＭ 等质谱参数进行优化，使各目标化

合物的离子化效果均处于最佳状态。
２．２　 液相色谱条件优化

２．２．１　 色谱柱

　 　 采用Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８（１００ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ Ｘｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８（１００ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ ＣＳＨ Ｃ１８（１００ ｍｍ×２􀆰 １
ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ ＨＳＳ Ｔ３（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ，
１􀆰 ７ μｍ） 和 Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｐｈｅｎｙｌ （ １００ ｍｍ × ２􀆰 １
ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）柱对 ８ 种目标分析物进行色谱分离。
结果显示，以乙腈⁃水为流动相时，８ 种目标分析物

在 ＣＳＨ Ｃ１８、ＨＳＳ Ｔ３ 和 ＢＥＨ Ｐｈｅｎｙｌ 柱上的保留效

果不理想。 目标分析物经 ３ 种色谱柱分离后的质谱

响应显著低于 ＢＥＨ Ｃ１８ 和 Ｘｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８ 柱。 除此之

外，使用 ＨＳＳ Ｔ３ 和 ＢＥＨ Ｐｈｅｎｙｌ 柱进行分析时，其
色谱图的基线明显偏高。 对比 ＢＥＨ Ｃ１８和 Ｘｂｒｉｄｇｅ
Ｃ１８色谱柱的分离效果，发现 ＢＥＨ Ｃ１８柱在兼顾灵敏

度的条件下实现了 ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ 和 ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ 两种

同分异构体的完全分离。 因此，实验选择 ＢＥＨ Ｃ１８

柱作为分析柱。
２．２．２　 流动相

　 　 以 ＢＥＨ Ｃ１８作为分析柱，在甲醇⁃水和乙腈⁃水两

种流动相体系下优化洗脱梯度。 结果显示，无论如

何调节洗脱梯度，甲醇⁃水进行洗脱时均无法实现

ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ 和 ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ 的有效分离，两种目标物

表现为重叠峰或驼峰。 当以乙腈⁃水作为流动相时，
可通过调整洗脱梯度实现两种物质的完全分离。
　 　 在流动相中加入有机酸能改善带负电荷的目标

分析物在色谱柱上的保留效果［１９］。 因此，向流动相

中加入不同体积分数的乙酸 （ ０􀆰 ０５％、 ０􀆰 １％ 和

０􀆰 ２％）以确定最优流动相。 结果显示，随着乙酸浓

度增加，目标分析物的色谱峰变窄，色谱分离度提

高。 然而，在改善分离效率的同时，乙酸对多种目标

分析物的电离产生了抑制，导致灵敏度降低。 因此，
综合考虑同分异构体的分离效果和方法的灵敏度，
实验最终选择 ０􀆰 １％ （体积分数）乙酸乙腈和 ０􀆰 １％
（体积分数）乙酸水作为流动相。 在此流动相条件

下，８ 种目标分析物的提取离子色谱图见图 １。
２．３　 前处理条件优化

２．３．１　 酶解条件优化

　 　 尿液中的目标分析物主要以葡萄糖醛酸酯和 ／
或硫酸酯等结合物形式存在。 因此，应先对样品进

行酶解。 Ｍａｒｋ 等［２１］ 和 Ｐａｒａｍｊｉｔ 等［２３］ 采用固体酶

酶解过夜的方式处理尿液样本，酶活力分别＞ ５００
Ｕ ／ ｍＬ 和＞１ ０００ Ｕ ／ ｍＬ。 本课题组前期研究表明，
来源相同（如全部来自罗曼蜗牛）的固体酶和液体

酶，其酶解效率可能存在差异［２４］。 因此，方法比较

了不同液体酶添加量（１０、１５ 和 ２０ μＬ）的酶解效

果。 结果表明，添加 １０ μＬ 液体酶时（酶活力＞８５０
Ｕ ／ ｍＬ），尿中各目标分析物的测定值最低；添加量

１５ μＬ 液体酶时（酶活力＞１ ２７５ Ｕ ／ ｍＬ），尿中各物

质的测定值进入平台期，与添加 ２０ μＬ 液体酶（酶
活力＞１ ７００ Ｕ ／ ｍＬ）的测定结果一致。 因此，本方法

确定液体酶添加量为 １５ μＬ。 在相同酶活力条件

下，比较两个不同来源（来源于罗曼蜗牛和大肠杆

菌）液体酶的酶解效果。 结果表明，罗曼蜗牛液体

酶对 ＰＮＰ 和 ２，４⁃Ｄ 两类物质的酶解效率更高，两类

物质的测定值比大肠杆菌液体酶酶解后的测定值高

１ 倍。 因此，方法选择罗曼蜗牛 β⁃葡萄糖醛酸酶进

行酶解，添加量为 １５ μＬ（酶活力＞１ ２７５ Ｕ ／ ｍＬ）。
２．３．２　 上样条件

　 　 对样品进行适度酸化能增加目标分析物在

·８２２·
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除草剂和有机磷、拟除虫菊酯农药代谢物

图 １　 尿液中 ８ 种目标分析物的提取离子色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ

ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ

ＨＬＢ 柱上的富集和保留。 向酶解完成的尿液中加

入不同体积的乙酸（０、１０、２０、３０ μＬ），比较目标分

析物在不同乙酸添加条件下的质谱响应。 峰面积越

高，表明在该条件下有更多的目标物被富集在固相

萃取柱上。 结果显示，随着乙酸添加量增加，８ 种目

标分析物的定量离子峰面积均呈现不同程度的增

加，其中以 ２，４⁃Ｄ 的增加最为显著。 当乙酸添加量

为 ２０ μＬ 时，目标分析物峰面积达到最高值。 因此，
本方法向酶解完成的样品中添加 ２０ μＬ 乙酸以提高

目标分析物的灵敏度。

２．３．３　 淋洗条件

　 　 用不同体积分数 （５％、１０％、１５％、２０％、２５％、
３０％）的甲醇水溶液淋洗固相萃取柱，以不同淋洗条

件下各目标分析物的色谱峰面积大小来评估淋洗效

果。 结果显示，随着甲醇比例的增加，８ 种目标分析

物的色谱峰面积均呈现增加趋势（增加幅度为 １０％
～１５％ ）。 当甲醇体积分数为 ２５％ 时，峰面积增加幅

度最大。 其原因是淋洗液中的甲醇比例升高导致淋

洗液极性降低，低极性溶液在反相固相萃取柱上具

有更大的淋洗强度。 因此有更多的干扰物被淋洗，
进而降低了基质对样品测定的干扰。 而当淋洗液中

甲醇比例升高至 ３０％ 时，此时由于淋洗强度变强，
部分目标化合物可能随干扰物一同被淋洗，从而导

致目标物丢失。 此外，实验向 ２５％ 甲醇水溶液中分

别添加 ０􀆰 ５％、１％ 和 ２％ （体积分数）的乙酸，以考察

酸性条件对淋洗效果的影响。 结果表明，８ 种目标

分析物的峰面积在不同酸性环境淋洗条件下无明显

差异。 因此，实验选择 ２５％ 甲醇水溶液作为淋洗

溶剂。
２．３．４　 洗脱条件

　 　 向尿液中加入 ５ μｇ ／ Ｌ 目标分析物，以甲醇、乙
腈、甲醇⁃乙腈（１ ∶ １， ｖ ／ ｖ）、甲醇⁃乙酸乙酯 （１ ∶ １，
ｖ ／ ｖ）、乙腈⁃乙酸乙酯（１ ∶１， ｖ ／ ｖ）和丙酮作为洗脱溶

剂，通过回收率比较 ６ 种洗脱溶剂洗脱效果。 如图

２ 所示，以甲醇和甲醇⁃乙腈（１ ∶１， ｖ ／ ｖ）作为洗脱溶

剂时，８ 种目标分析物的回收率结果差异不明显，但
优于其他 ４ 种洗脱溶剂。 为获得较优洗脱溶剂，分
别对 ６ 种洗脱条件下各目标分析物的基质效应

（ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ）进行了初步评估。 参考 Ｌｉ 等［２５］采

用的单点浓度评估方法，分别向不同洗脱溶剂处理

后的样品基质和纯溶剂基质中加入 ５ μｇ ／ Ｌ 的目标

分析物，以目标分析物在样品基质中的峰面积与相

同目标分析物在纯溶剂中的峰面积的比值评估基质

效应。 当基质效应在 ８０％ ～ １２０％ 时为低基质效应；
基质效应在 ５０％ ～ ８０％ 或 １２０％ ～ １５０％ 时为中基质

效应；基质效应＜５０％ 或＞１５０％ 时为高基质效应。 结

果如图 ３，以甲醇为洗脱溶剂时，所有目标分析物均

表现为低基质效应或中基质效应；而以甲醇⁃乙腈（１
∶１， ｖ ／ ｖ）作为洗脱剂时，ＰＮＰ 表现为高基质效应。
因此，实验最终选择甲醇作为洗脱溶剂。
　 　 使用 ２ ｍＬ 甲醇分 ４ 次洗脱固相萃取柱（每次

０􀆰 ５ ｍＬ）。 收集 ４ 次洗脱液并上机测定，以每次洗

脱后目标分析物的峰面积占 ４ 次洗脱的总面积的百

·９２２·
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图 ２　 不同洗脱溶剂对 ８ 种目标分析物回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｎ＝３）

ＭｅＯＨ： ｍｅｔｈａｎｏｌ； ＡＣＮ： ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ＥＡＣ： ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ； ＡＣＥ： ａｃｅｔｏｎｅ．

图 ３　 不同洗脱溶剂对 ８ 种目标分析物的基质效应（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ （ｎ＝３）

分比计算洗脱效率。 结果如表 ２ 所示，完成第 １ 次

洗脱时，目标分析物的洗脱效率为 ９０􀆰 ３％ ～ ９８􀆰 ４％；
继续进行第 ２ 次洗脱，仍有部分目标化合物被持续

洗脱下来；在完成 ２ 次洗脱后，各目标分析物的洗脱

效率已达到 ９９％ 以上；此时再增加洗脱次数，对洗

脱效率影响并不显著。 因此，实验最终选择 ２ 次洗

脱（每次 ０􀆰 ５ ｍＬ）的方式洗脱目标化合物。
表 ２　 不同洗脱次数下 ８ 种目标分析物的洗脱效率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｅｌｕｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ／ ％

１ｓｔ ２ｎｄ ３ｒｄ ４ｔｈ

ＰＮＰ ９５．８ ３．６４ ０．３８ ０．１８
ＴＣＰＹ ９７．０ ２．３６ ０．３５ ０．２５
３⁃ＰＢＡ ９０．３ ８．８８ ０．６０ ０．２３
４Ｆ⁃３ＰＢＡ ９４．４ ４．９６ ０．４０ ０．２４
ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ ９８．３ １．２７ ０．２７ ０．１９
ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ ９８．４ １．１３ ０．２５ ０．１９
２，４⁃Ｄ ９８．０ １．５６ ０．２８ ０．２１
２，４，５⁃Ｔ ９７．０ ２．３６ ０．３５ ０．２５

２．４　 基质效应

　 　 样本中存在的复杂基质可能对目标物的分析过

程产生干扰，从而影响方法的准确度和精密度。 因

此需要对方法的基质效应进行评估，以确定是否需

要进行基质补偿或校正。 采用文献报道的方

法［２５，２６］，选用 ６ 个不同来源的尿液，按前处理方法

进行样本处理后，以 ６ 个处理尿液为基质配制 ６ 个

系列的质量浓度为 ０、１、２􀆰 ５、５、１０、２５、５０、１００ μｇ ／ Ｌ
的尿液基质标准溶液，同时配制相同浓度的系列甲

醇基质标准溶液。 以尿液基质标准曲线的斜率与甲

醇基质标准曲线的斜率的比值来评估方法的基质效

应。 基质效应评估结果如图 ４ 所示，对于 ＰＮＰ 和

ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ，有 ４ 个尿液基质表现为中基质效应，２ 个

尿液基质表现为低基质效应；在 ３⁃ＰＢＡ 和 ２，４⁃Ｄ
中，有 ３ 个尿液基质表现为中基质效应和 ３ 个尿液

基质表现为低基质效应。 上述结果表明在分析过程

中，需要采取措施对上述目标分析物进行基质校正。
同位素内标对 ８ 种物质的基质校正结果见表 ３。 当
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第 ３ 期
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除草剂和有机磷、拟除虫菊酯农药代谢物

图 ４　 ８ 种目标分析物在 ６ 个不同尿液基质中的基质效应
Ｆｉｇ． ４　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｒｉｎｅ ｍａｔｒｉｃｅｓ

加入同位素内标后，８ 种目标分析物的基质效应为

９４􀆰 １％ ～１００％，均表现为低基质效应。 因此，本方法

采取同位素内标法进行定量分析。

表 ４　 ８ 种目标物的加标回收率、日内精密度和日间精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒ⁃ ａｎｄ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
Ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ＲＳＤｓ ／ ％
Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ＲＳＤｓ ／ ％
Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ

ＰＮＰ ９７．８ ６．７ ９１．９ ２．２ ９１．３ ２．８ ３．４ ２．９ ６．３ ８．２
ＴＣＰＹ １０２．２ ４．２ １０１．２ １．７ ９３．１ １．６ ３．６ ３．７ ９．１ ７．８
３⁃ＰＢＡ ９２．５ ８．６ ９７．１ １．２ ９７．６ ２．２ ５．３ ３．６ ７．６ ９．３

４Ｆ⁃３ＰＢＡ ９３．５ ９．３ ９９．１ ２．５ ９９．７ １．８ ６．０ ３．０ ７．１ ８．８
ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ ９９．６ ５．４ １００．５ ３．４ ９８．８ ２．５ ６．８ ７．８ ８．７ ９．３

ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ ９６．９ ９．０ ９８．４ ２．１ ９６．４ ３．８ ４．７ ３．６ ６．２ ８．９
２，４⁃Ｄ １０５．７ ２．４ １１０．５ ３．１ １０７．８ １．２ ３．４ ３．７ ８．８ １０

２，４，５⁃Ｔ ９１．１ ７．０ ９４．７ １．６ ９５．６ １．８ ２．９ ３．９ ７．４ ９．８

２．５　 方法学评价

２．５．１　 线性范围、检出限与定量限

　 　 配制质量浓度为 ０􀆰 １、０􀆰 ２、０􀆰 ５、１、２、５、１０、２０、
５０、１００ μｇ ／ Ｌ 的系列标准溶液并进样分析，以目标

物与相应内标的定量离子峰面积之比为纵坐标，样
品中目标物的质量浓度为横坐标绘制标准曲线。 ８
种目标物在各自的线性范围内相关系数 （ ｒ２ ） 均

≥ ０􀆰 ９９９ ３。 检出限和 定 量 限 根 据 美 国 环 保 署

（Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ Ａｇｅｎｃｙ，
ＵＳＥＰＡ）检出限测定程序第 ２ 版 （ＥＰＡ ８２１⁃Ｒ⁃１６⁃
００６ 规范文件）计算［２７］。 ２，４⁃Ｄ、ＴＣＰＹ、ＰＮＰ 存在过

程空白干扰，以 ７ 次过程空白的均值加 ３ 倍标准偏

差为检出限，７ 次过程空白均值加 １０ 倍标准偏差为

定量限。 其余 ５ 种目标分析物，选择测定值较低的

尿液样本，用纯水稀释 ５ 倍制成空白尿液。 向此空

白尿液基质进行 ０􀆰 １ μｇ ／ Ｌ 加标（ｎ ＝ ７），以测定值

的 ３ 倍标准偏差计算方法检出限（ＭＤＬ）、１０ 倍标准

偏差计算方法定量限（ＭＱＬ）。 ８ 种目标分析物的线

性范围、相关系数、ＭＤＬ、ＭＱＬ 等数据见表 ３。
表 ３　 ８ 种目标分析物的线性范围、相关系数、

方法检出限、方法定量限和基质效应

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２），
ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ ＭＤＬｓ ）， ｍｅｔｈｏｄ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ ＭＱＬｓ ） ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

　

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｌｉｎｅａｒ
ｒａｎｇｅ ／
（μｇ ／ Ｌ）

ｒ２
ＭＤＬ ／

（μｇ ／ Ｌ）
ＭＱＬ ／

（μｇ ／ Ｌ）
Ｍａｔｒｉｘ

ｅｆｆｅｃｔ ／ ％

ＰＮＰ ０．２－１００ ０．９９９６ ０．０７ ０．２ １００
ＴＣＰＹ ０．２－１００ ０．９９９３ ０．０５ ０．２ ９９．９
３⁃ＰＢＡ ０．１－１００ ０．９９９３ ０．０３ ０．１ ９８．１
４Ｆ⁃３ＰＢＡ ０．１－１００ ０．９９９８ ０．０２ ０．０８ ９５．２
ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ ０．２－１００ ０．９９９５ ０．０６ ０．２ ９７．４
ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ ０．１－１００ ０．９９９４ ０．０３ ０．１ ９８．５
２，４⁃Ｄ ０．１－１００ ０．９９９４ ０．０３ ０．１ ９４．１
２，４，５⁃Ｔ ０．１－１００ ０．９９９８ ０．０２ ０．０８ ９６．１

２．５．２　 回收率与精密度

　 　 以 ６ 个实际尿液样本进行低（０􀆰 ５ μｇ ／ Ｌ）、中（５
μｇ ／ Ｌ）、高（４０ μｇ ／ Ｌ）３ 个水平的加标回收试验。 在

同一自然日对高、低两个浓度的混合尿液进行 ６ 次

平行测定，考察方法的日内精密度；在不同自然日分

６ 次对相同的混合尿液样品进行测定，考察方法的

日间精密度。 结果如表 ４ 所示，８ 种目标分析物的

加标回收率为 ９１􀆰 １％ ～ １１０􀆰 ５％， ＲＳＤ 为 １􀆰 ２％ ～
９􀆰 ０％，日内精密度为 ２􀆰 ９％ ～ ７􀆰 ８％，日间精密度为

６􀆰 ２％ ～１０％。
２．６　 实际样品测定

　 　 利用本方法测定了 ２１４ 份人群尿液样本，结果

见表 ５。 其中，除 ２，４，５⁃Ｔ 未检出外，其余 ７ 种目标

分析物均有检出，检出率为 ２􀆰 ８％ ～ ９９􀆰 １％ 。 尿液中

ＴＣＰＹ 和 ＰＮＰ 的检出浓度较高，中位值分别为 ２􀆰 ０
μｇ ／ Ｌ 和 １􀆰 ８ μｇ ／ Ｌ。 ３⁃ＰＢＡ、ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ 处于同一
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污染水平，中位值分别为 ０􀆰 ８１ μｇ ／ Ｌ 和 ０􀆰 ９９ μｇ ／ Ｌ。
上述结果提示农药对人群的暴露不容忽视。

表 ５　 人尿样品中 ８ 种目标物的含量
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ

ｈｕｍａｎ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ／ ％

Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ／ （μｇ ／ Ｌ）
Ｍｉｎ Ｐ２５ Ｍｅｄｉａｎ Ｐ７５ Ｍａｘ

ＰＮＰ ９９．１ ＜ＭＤＬｓ １．１ １．８ ３．９ １５
ＴＣＰＹ ９８．１ ＜ＭＤＬｓ ０．９５ ２．０ ４．８ ５２
３⁃ＰＢＡ ９４．４ ＜ＭＤＬｓ ０．５１ ０．８１ １．８ ２２
４Ｆ⁃３ＰＢＡ ２．８０ ＜ＭＤＬｓ ＜ＭＤＬｓ ＜ＭＤＬｓ ＜ＭＤＬｓ ０．３９
ｃｉｓ⁃ＤＣＣＡ ６３．１ ＜ＭＤＬｓ ＜ＭＤＬｓ ０．４４ ０．７２ ５．３
ｔｒａｎｓ⁃ＤＣＣＡ ９９．１ ＜ＭＤＬｓ ０．５０ ０．９９ ２．６ ４４
２，４⁃Ｄ ９４．４ ＜ＭＤＬｓ ０．２０ ０．３５ ０．５５ ６．０
２，４，５⁃Ｔ ０ ＜ＭＤＬｓ ＜ＭＤＬｓ ＜ＭＤＬｓ ＜ＭＤＬｓ ＜ＭＤＬｓ

　 Ｐ２５ ａｎｄ Ｐ７５： ｔｈｅ ２５ｔｈ ａｎｄ ７５ｔｈ ｐｅｒｃｅｎｔｉｌｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

３　 结论

　 　 本文利用 ９６ 孔固相萃取，建立了尿中 ８ 种农药

及农药代谢物的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析方法，系统评

估了前处理方法、基质效应及方法学指标。 方法采

用 ９６ 孔固相萃取高通量处理样品，处理效率高，同
时兼具操作简单、定量准确、检出限低、重复性好的

特点，适用于开展人尿中多种农药及农药代谢物的

快速分析测定。
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