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摘 要：采用固相萃取牗ＳＰＥ牘和液相色谱牗ＨＰＬＣ牘相结合的方法对除虫脲、灭幼脲和杀铃脲在黄瓜中的残留检测条件进
行了研究。结果表明，本法采用乙腈提取经盐析脱水后，取５．０ｍＬ稀释１倍直接上样，经甲醇洗脱后定容至４．０ｍＬ，摇
匀后进液相色谱直接检测，方法简便易于操作。３种农药的最小检出浓度分别为０．０１４３ｍｇ·ｋｇ－１牞０．０１６７ｍｇ·ｋｇ－１牞
０．０２０ｍｇ·ｋｇ－１，高浓度、中浓度和低浓度的平均添加回收率分别为９５．１１％～９９．３５％，９４．００％ ～１０１．６３％，１０１．６５％
～１０５．１５％。变异系数分别为１．３５％ ～１．８４％，３．７７％ ～６．０９％，２．６３％～８．０９％。
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脲类农药如灭幼脲其作用机制主要是通过抑制

昆虫蜕皮、变态，导致不育及直接杀卵等方面的作

用 犤１犦来控制害虫，所以其对人畜毒性相对较低，因而

在粮食、蔬菜、水果上得到广泛的应用。其化学结构式

见图１。
除虫脲和灭幼脲原药的分析检测，高效液相色谱

方法已有报道 犤２牞３犦，在国标中 犤４犦也推荐了灭幼脲的分

析方法，但较为繁琐。目前３种脲类的多残留分析方
法尚未见报道。本文采用固相萃取（ＳＰＥ）和高效液相
色谱（ＨＰＬＣ）相结合的方法同时成功检测了黄瓜中这
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除虫脲 杀铃脲灭幼脲

图１ 除虫脲、灭幼脲、杀铃脲的化学结构式
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３种农药的残留。

１ 仪器与试剂

１．１仪器
Ｗａｔｅｒｓ５１０型高效液相色谱仪，配有紫外检测

器；Ｗａｔｅｒｓ７４０型数据积分仪；ＤＳ－１型高速组织捣碎
机，上海标本模具厂生产。

１．２试剂和材料
乙腈、丙酮、甲醇（均为色谱纯级），氯化钠（分析

纯）。

除虫脲、灭幼脲、杀铃脲标样由农业部环境保护

科研监测所农药室提供，纯度＞９８％。
Ｃ１８固相萃取柱（１ｇ牞Ｖａｒｉａｎ牞ＭｅｇａＢｏｎｄＥｌｕｔ）。
ＨＰＬＣ分析柱：Ｃ１８４．６ｍｍ×３０ｃｍ牞５μｍ。
实验用黄瓜购自蔬菜批发市场。

２ 样品的提取、净化

２．１提取、净化
准确称取２５．０ｇ切碎混匀的黄瓜样品于捣碎缸

中，用移液管准确加入５０．０ｍＬ乙腈，高速匀浆捣碎
提取２ｍｉｎ。在５０．０ｍＬ的具塞量筒中放入约５．０ｇ的
ＮａＣｌ，放一铺有滤纸的玻璃漏斗，过滤匀浆好的样品，
收集约３０～４０ｍＬ的滤液，盖上塞子剧烈振摇２ｍｉｎ，
静置分层约１０ｍｉｎ犤５犦。
用移液管准确吸取上层的乙腈溶液５．０ｍＬ（相当

于２．５ｇ样品）于一１０．０ｍＬ的刻度试管中，用双蒸水
稀释至１０．０ｍＬ，在重力作用下通过用５．０ｍＬ甲醇和
５．０ｍＬ双蒸水条件化的Ｃ１８固相萃取柱。将固相萃取
柱中的水挤干后，加入甲醇洗脱，收集洗脱液约３．５
ｍＬ用甲醇定容至４．０ｍＬ，混匀后待进液相色谱检测。
２．２添加回收率试验

分别向３份切碎混匀的２５．０ｇ黄瓜样品中添加
１００μｇ·ｍＬ－１的３种农药混标溶液各２５０μＬ，１２５μＬ
和 ５０μＬ，则 ３个水平的添加浓度分别为 １．０ｍｇ·
ｋｇ－１，０．５ｍｇ·ｋｇ－１和０．２ｍｇ·ｋｇ－１，提取、净化步骤

同２．１。共重复５次，并同时做空白对照。

３ 检测条件

流动相：甲醇∶水＝７５∶２５；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１牷
波长：２５４ｎｍ；分析柱：Ｃ１８４．６ｍｍ×３０ｃｍ牞５μｍ；柱
温：室温；进样量：２０μＬ牷纸速：２ｍｉｎ·ｃｍ－１牷衰减：
３２。其标准色谱图如图２。图中色谱峰按时间顺序分
别为除虫脲（１７．２７８ｍｉｎ）、灭幼脲（１９．７４５ｍｉｎ）、杀
铃脲牗２９．０５２ｍｉｎ牘。

４ 结果和讨论

４．１固相萃取柱穿漏试验
固相萃取的方法已广泛应用于液体样品中的农

药残留分析，例如水和浆液犤６牞７犦。为了使食物样品进入

固相萃取柱，首先要使用与水相溶的溶剂进行提取如

丙酮，在上柱前把提取溶剂蒸发近干 犤８犦，用适当溶剂

溶解后并将此溶剂用水进行适当的稀释以降低溶剂

的强度，使农药保留在固相萃取柱上。否则由于溶剂

强度过大，直接上样农药分子将随溶剂一起流出固相

萃取柱，即造成穿漏现象。为解决穿漏现象本试验中

分别考察了３种不同浓度的溶剂。
分别用不同浓度的甲醇、乙腈和丙酮的水溶液配

制１．０μｇ·ｍＬ－１的３种农药的混标溶液１０ｍＬ。在重
力作用下使其通过固相萃取柱，然后用甲醇进行洗

脱，收集３．５ｍＬ淋洗液，混匀后取２０μＬ进液相色谱
测定其回收率，其结果见表１。

由表１中数据可见，当甲醇的浓度增加时，穿漏
现象也迅速增加导致回收率迅速降低；但 ２０％至

图２ 除虫脲、灭幼脲、杀铃脲混标的标准图谱
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表１ 不同浓度的甲醇、乙腈、丙酮固相萃取柱穿漏试验

Ｔａｂｌｅ１ Ｔｈｅｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈｔｅｓｔｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ牞ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅａｎｄａｃｅｔｏｎｅｉｎｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃａｒｔｒｉｄｇｅ

注：（１）表中数据均为回收率 ／％；（２）表中数据均为 ５次平均值。

农药
甲醇 乙腈 丙酮

１０％ １５％ ２０％ ２０％ ３０％ ５０％ １００％ ２０％ ３０％ ５０％ １００％
除虫脲 ７３．９１ ３９．１３ ３０．４３ １０２．８０ １０５．１４ １００．７５ ０．５０ ２２．４５ １００．００ １０２．３８ ０．６１
灭幼脲 ７０．３７ ４４．４４ ２９．６３ １０１．７８ １０２．２２ １００．００ ０．４１ ３３．９６ ９５．６５ １０１．１２ ０．５３
杀铃脲 ６５．００ ４０．００ ３０．００ １０４．４１ １０１．４７ ９８．２４ ０．３８ ３５．００ １００．８６ １０５．６３ ０．５６

Ｏ Ｏ
牗—ＮＨ—Ｃ—ＮＨ—Ｃ—牘

５０％的乙腈和３０％至５０％的丙酮回收率均在１００％
左右；而１００％的乙腈和丙酮的回收率低于１％。

分析其原因是由于农药分子中的脲基团

牗见图１牘与甲醇（ＣＨ３－ＯＨ）可

形成较强的氢键，而甲醇与水也会形成很强的氢键，

在此甲醇起到了纽带的作用，它把脲类农药分子和水

分子连接起来形成１个三联体结构（如图３）。

当此三联体结构通过固相萃取柱时，Ｃ１８基团对
脲分子的侧链基团（Ｒ－）也具有吸附亲和作用，但当
甲醇浓度很高时此亲和作用力不足以打破甲醇分子

与脲类农药分子之间绝大部分的氢键作用力，结果大

部分脲类农药分子就以三连体的形式随水分子流出

固相萃取柱。而当甲醇的浓度降低时甲醇分子与脲类

农药分子之间的氢键作用力减弱，当通过Ｃ１８固相萃
取柱时，脲基与Ｃ１８基团之间的亲和作用力可以将大
部分的脲类农药分子与甲醇分子间的氢键作用力打

破使大部分脲类农药分子保留在固相萃取柱中，所以

当甲醇浓度降低时，３种脲类农药的回收率迅速升高。
当将甲醇换做乙腈和丙酮时，由于乙腈 （ＣＨ３－

ＣＨ２－ＣＮ）和丙酮 牗ＣＨ３－ＣＯ－ＣＨ３牘分子侧链基团的
空间位阻较大，羰基和腈基与脲基之间形成的氢键较

弱，当经过固相萃取柱时此氢键作用力很容易被Ｃ１８
基团和脲类农药分子侧链基团间的亲和作用力打破，

则脲类农药被保留在固相萃取柱上。当乙腈和丙酮的

浓度增加时，虽然氢键作用力也相应增加，但由于位

阻较大增加缓慢，所以对于５０％的溶剂浓度仍能获
得满意的回收率，但当两种溶剂的浓度无限升高直至

１００％的纯溶剂时则会造成严重的穿漏现象，导至回
收率小于１％。

在５０％的乙腈和５０％的丙酮的穿漏试验中两者
的回收率都很高，但当使用丙酮上样时在色谱图上溶

剂峰过大，这可能是由于丙酮部分残留在固相萃取柱

中，当洗脱时随甲醇一起流出，故本方法采用５０％乙
腈上样。

在样品提取时如选用其他溶剂如丙酮或甲醇，则

在提取完成后仍需要将提取溶剂蒸发近干再用５０％
乙腈溶解。为简化操作，本方法直接采用乙腈进行捣

碎提取，经盐析脱水、稀释１倍后直接上样，这样既简
化了操作又可避免在蒸发的过程中造成农药的损失，

可达到较高的回收率，并节省大量的有机溶剂。

４．２淋洗曲线的绘制
当 １０ｍＬ经稀释的提取液在重力作用下通过固

相萃取柱后，用从顶部加压或从下面抽真空的方法把

柱管中残留的水分挤干。向柱管中加入甲醇进行洗

脱，用刻度试管按每管１ｍＬ收集洗脱液，混匀后进液
相色谱进行定量检测，并绘制出洗脱曲线，见图４。从
图４中可见，在前２ｍＬ中大部分农药已经被洗脱下
来。从第３ｍＬ以后溶液中３种农药的含量已经不再
增加。故收集约３．５ｍＬ足可以将固相萃取柱中的农
药全部洗脱下来。

４．３添加回收率试验结果
向黄瓜样品中添加１．０，０．５，０．２ｍｇ·ｋｇ－１的农

药以后，其回收率测定结果列于表２、表３和表４中，
在空白对照样品中未检出３种农药。

由表２、表３和表４可见３种农药在３个水平上
的平均添加回收率分别为 ９５．１１％～９９．３５％，
９４．００％～１０１．６３％，１０１．６５％～１０５．１５％。变异系数
分别为１．３５％～１．８４％，３．７７％～６．０９％和２．６３％

Ｒ１ Ｃ ＨＮ

Ｏ

Ｏ

Ｈ

ＣＨ３

ＯＨ２

Ｏ

ＣＨ３

Ｒ１Ｒ１Ｃ１８

Ｃ１８

ＨＮ
Ｈ

ＯＨ２Ｃ＝Ｏ

图３ 脲类农药分子、甲醇、水形成的三联体结构与 Ｃ１８基团
作用示意图

Ｆｉｇｕｒｅ３ Ｔｈｅｔｅｒｎａｒｙｃｏｍｐｌｅｘｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｍｏｎｇｕｒｅａｐｅｓｔｉｃｉｄｅ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ牞ｍｅｔｈａｎｏｌ牞ｗａｔｅｒａｎｄＣ１８ｇｒｏｕｐ
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～８．０９％。将检出限（ＬＯＤ）定义为Ｓ／Ｎ＞２，则３种农药的
最小检出浓度为 ０．０１４３ｍｇ·ｋｇ－１，０．０１６７ｍｇ·ｋｇ－１，
０．０２０ｍｇ·ｋｇ－１；最小检测出量为１．４３×１０－９ｇ，１．６７×
１０－９ｇ，２．０×１０－９ｇ。

５ 结论

在我国的国家标准中规定灭幼脲在蔬菜中的最大残
图４ ３种脲类农药的洗脱曲线

Ｆｉｇｕｒｅ４ Ｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｒｅｅｕｒｅａｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ

农药 回收率 平均值 相对标准偏差

除虫脲 ９７．６２ ９４．８０ ９４．０２ ９３．８２ ９５．３０ ９５．１１ １．６０
灭幼脲 ９５．８０ ９７．５７ ９８．０５ ９９．０３ ９６．３０ ９７．３５ １．３５
杀铃脲 ９９．１０ １００．００ ９８．１８ ９７．３８ １０２．１０ ９９．３５ １．８４

表２ 添加１．０ｍｇ·ｋｇ－１的黄瓜回收率试验结果牗％牘

Ｔａｂｌｅ２ Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ１．０ｍｇ·ｋｇ－１牗％牘

表３ 添加０．５ｍｇ·ｋｇ－１的黄瓜回收率试验结果牗％牘

Ｔａｂｌｅ３ Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ０．５ｍｇ·ｋｇ－１牗％牘

农药 回收率 平均值 相对标准偏差

除虫脲 ９２．００ ９６．００ ９３．３３ １０１．４２ ９６．００ ９７．７５ ３．７７
灭幼脲 ９１．１１ ９４．４４ ８８．８８ ９７．７８ ９７．７８ ９４．００ ４．２３
杀铃脲 ９３．８８ １０４．０８ ９７．９６ １１０．２０ １０２．０４ １０１．６３ ６．０９

表４ 添加０．２ｍｇ·ｋｇ－１的黄瓜回收率试验结果牗％牘

Ｔａｂｌｅ４ Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ０．２ｍｇ·ｋｇ－１牗％牘

农药 回收率 平均值 相对标准偏差

除虫脲 １１０．５３ ９８．５７ ９６．６７ １０８．００ １１２．００ １０５．１５ ６．７１
灭幼脲 １００．００ ９７．５０ １１７．００ ９８．３０ ９８．６２ １０２．２８ ８．０９
杀铃脲 ９８．５６ ９９．３８ １０２．５６ １０２．６０ １０５．１３ １０１．６５ ２．６３

注：表中回收率数据为３次测定的平均值。

留限量（ＭＲＬ）为３．０ｍｇ·ｋｇ－１犤９犦，除虫脲在梨果和柑
橘中最大残留限量为１．０ｍｇ·ｋｇ－１犤１０犦。使用本方法完
全可以满足日常检测要求，并且具有操作简便、回收

率和灵敏度较高、节省溶剂的特点。
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