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Abstract：In this study, to estimate the concentration of pesticide multiresidue in corn flour, an online supercritical fluid extraction method
coupled with supercritical fluid chromatography tandem mass spectrometry（SFE-SFC-MS/MS）was established to facilitate the accurate
qualitative and quantitative determination of 71 commonly used pesticide and metabolite residues in corn flour. By comparing different SFE
extraction conditions and SFC chromatographic separation parameters, the following online SFE-SFC-MS/MS conditions were found to be
optimal：the extraction solvent was a super critical CO2：ethanol mixture（91∶9, V /V）, static /dynamic extraction time was 5 min, dynamic
extraction velocity was 5 mL·min-1, weight ratio of anhydrous magnesium sulfate（dispersant）and the sample was 5∶1（m/m）, SFC modifier
was 0.1% formic acid methanol, gradient elution, flow rate was 1.5 mL·min-1, back pressure regulator A（BPRA）pressure was 14.8 MPa,
column temperature was 40 oC, and the post-column compensation solvent was 0.1% formic acid methanol with a flow velocity of 0.05 mL·
min-1. Good linearity was achieved（R2>0.99）for the 71 targets, with limits of detection and limits of quantification being 0.003~2.770 μg·
kg-1 and 0.01~8.41 μg·kg-1, respectively. The recoveries were in the range of 71.2%~124.6% under fortification levels of 1, 10 μg·kg-1, and
100 μg·kg-1, with relative standard deviation ranging from 1.9%~30.5%. The online supercritical fluid extraction method was less solvent-
consuming, easier to operate, time saving, and environmentally friendly, which can be useful for detecting pesticide residues in corn flour.
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摘 要：为评估玉米粉中农药多残留水平，采用在线超临界流体萃取-超临界流体色谱串联质谱法（SFE-SFC-MS/MS），建立了玉米

粉中71 种常用农药及其代谢物残留的精准定性定量分析方法。通过比较SFE提取及SFC分离分析参数，确定了最优的在线SFE-
SFC-MS/MS条件，具体为：提取溶剂为超临界二氧化碳∶乙醇（91∶9，V/V），静态萃取和动态萃取时间均为 5 min，动态萃取流速为 5
mL·min-1，分散剂无水硫酸镁和样品的比例为5∶1（m/m），SFC改性剂为含0.1%甲酸的甲醇溶液，梯度洗脱，流速为1.5 mL·min-1，背

压调节器A（Back pressure regulator A，BPRA）压力为14.8 MPa，柱温为40 ℃，柱后补偿溶剂为含0.1%甲酸的甲醇溶液，柱后补偿溶剂

流速为0.05 mL·min-1。71种目标物在SFE-SFC-MS/MS上线性良好（R2>0.99），检出限和定量限分别为0.003~2.770 μg·kg-1和0.01~
8.41 μg·kg-1。在 1、10、100 μg·kg-1农药混标添加水平下，回收率为 71.2%~124.6%、相对标准偏差为 1.9%~30.5%。所建立的在线

SFE-SFC-MS/MS法节省溶剂、操作简便省时、环境友好，可为玉米粉中农药多残留测定提供技术支撑。
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玉米是我国重要的粮食作物。根据世界粮农组

织数据，2019年我国玉米总产量和总种植面积分别

占世界总量的 43% 和 36%[1]。但在玉米种植过程中

会受到病虫害的危害，为了控制病虫害以提高产

量[2-3]，越来越多的杀虫剂、除草剂和杀菌剂被使用[4]，

从而造成了玉米中的农药残留问题。为了确保玉米

的质量安全，为我们的饮食健康保驾护航，我国食品

安全国家标准（GB 2763—2019）中明确规定了玉米中

农药最大残留限量标准。

食品中农药残留的分析方法主要分为样品前处

理和仪器分析[5]。样品前处理主要有索式提取法、固

相萃取法、基质固相分散萃取法、加速溶剂萃取法、液

液萃取法、QuEChERS（Quick easy cheap effective rug⁃
ged safe）法等，其中QuEChERS法在玉米等粮谷类基

质农药残留分析中得到越来越广泛的应用。李同宾

等[6]基于QuEChERS-液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）
建立了同时检测玉米粉中 41种常见农药残留的分析

方法；李菊颖等[7]建立了玉米粉中吡虫啉、三唑酮、乙

草胺与异丙甲草胺的QuEChERS结合LC-MS/MS法；

叶倩等[8]开发了玉米粉中乙草胺、异丙甲草胺和三唑

酮残留检测的气相色谱串联质谱（GC-MS/MS）法；HE
等[9]建立了粮谷中 200 余种农药残留的GC-MS/MS检

测方法。但上述这些前处理方法的溶剂消耗量大、操

作繁琐[10]，例如 QuEChERS 法提取时需要 15~20 mL
乙腈，且需经过称量、振摇提取、离心、净化、再离心

等多个步骤。相对而言，在线超临界流体萃取具有

节省有机溶剂、操作简便等优点，将样品称量至萃取

池并添加分散剂混匀后即可上机进行自动化在线萃

取，且萃取时通常有机溶剂的消耗量低于 5 mL。然

而该方法尚未应用于玉米粉中农药多残留分析。

玉米粉中农药残留的仪器分析方法多为LC-MS/
MS[6-7]、GC-MS /MS[8-9]等。目前，超临界流体色谱

（SFC）与液相色谱（LC）相比，超临界二氧化碳流体作

为流动相具有低黏度和高分子扩散性，可以提高分析

效率，降低有机溶剂的消耗[11]。此外，搭配串联质谱

后，超临界流体色谱串联质谱（SFC-MS/MS）显示出

良好的选择性和灵敏度[12]。

目前，尚无研究应用在线超临界流体萃取-超临

界流体色谱串联质谱（SFE-SFC-MS/MS）开展食品中

农药多残留分析。本研究针对现有玉米粉中农药多

残留分析方法存在的不足，结合超临界流体萃取、超

临界流体色谱串联质谱的优点，建立了用于分析玉米

粉中农药多残留的在线SFE-SFC-MS/MS分析方法。

1 材料与方法

1.1 仪器、试剂与材料

Nexera 超临界流体萃取仪（日本岛津公司）、Nex⁃
era UC 超临界流体色谱仪（日本岛津公司）；Shim-
pack UC-X-RP色谱柱（3 μm，2.1 mm×150 mm，日本

岛津公司）。涡旋振荡器（Thermo，美国）；高速冷冻离

心机（Heal Force，中国香港）；Milli-Q净水系统（德国

MILLIPURE）；食品粉碎机（中国奥克斯集团有限公

司）；万分之一天平（SQP，赛多利斯科学仪器北京有

限公司）。

色谱纯甲醇、异丙醇、乙腈购于美国Fisher Scien⁃
tific公司；无水乙醇购于中国天津市康科德科技有限

公司；95%甲酸、LC-MS级甲酸铵（纯度≥99%）、无水

硫酸镁（纯度≥99.5%）购于美国 Sigma-Aldrich 公司；

超纯水由实验室Milli-Q制备。71种农药标准品购于

美国Chemservice和德国Dr.Ehrenstorfer公司，纯度均

大于 98%。空白玉米粉购自天津市某超市。此外，另

从河南省玉米主产地采集 10 份玉米粉样品用于残留

测定。

1.2 标准溶液配制

精确称取 71种农药的标准品，用色谱纯乙腈分

别配制 1 000 mg·L-1标准储备溶液，-20 ℃储存。色

谱纯乙腈稀释配制10 mg·L-1混合标准工作溶液。

1.3 超临界流体萃取（SFE）
以玉米粉为基质，农药混标添加浓度为 50 μg·

kg-1对超临界流体萃取条件进行优化。在 SFE提取阶

段，优化 5个变量，具体包括：提取剂的组成、比例、萃

取时间、动态萃取流速、分散剂无水硫酸镁和样品的

比例。通过单因素变量法，控制其他条件不变，只改

变单个因素以摸索最优的萃取条件，基础条件如下：

萃取剂组成及比例为95%超临界二氧化碳流体和5%
含 0.1% 甲酸的甲醇溶液，动态萃取流速为 5 mL·
min-1，静态和动态萃取时间为 3 min，分散剂无水硫酸

镁和样品比例为1∶1（m/m）。

（1）提取剂的组成：95%超临界二氧化碳流体和

5%的甲醇、乙醇、异丙醇、乙腈、含 1 mmol·L-1甲酸铵

的甲醇溶液、含 0.1%甲酸的甲醇溶液、含 0.01%甲酸

和2 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液。

（2）乙醇和超临界流体二氧化碳的比例：1∶99、3∶
97、5∶95、7∶93、9∶91（V /V），即乙醇含量为 1%、3%、

5%、7%、9%的超临界流体二氧化碳。

（3）动态萃取流速：1、2、3、4、5 mL·min-1。
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（4）静态和动态萃取时间：1、2、3、4、5 min。
（5）分散剂无水硫酸镁和样品的比例（m/m）：1∶5、

1∶2、1∶1、2∶1、5∶1。
每个处理 3个平行。通过在线 SFE-SFC-MS/MS

进行检测，计算回收率。

1.4 超临界流体色谱（SFC）
色谱柱为 Shim-pack UC-X RP（3 μm，2.1 mm×

150 mm），进样量为 2 μL，背压调节器 B（Back pres⁃
sure regulator B，BPRB）压力为 40 MPa，流动相A为超

临界二氧化碳流体，流动相B为改性剂。对改性剂、

流速、背压调节器A（BPRA）压力、柱温、柱后补偿溶

剂及流速等条件进行优化，基础色谱条件为：改性剂

为含 0.01%甲酸和 2 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液，流

速为 1.5 mL·min-1，BPRA 压力为 14.8 MPa，柱温为

40 ℃，柱后补偿溶剂为含 0.1%甲酸的甲醇溶液，柱后

补偿溶剂流速为 0.1 mL·min-1。采用单因素变量法，

保持其他条件不变，分别对以下条件进行优化：

（1）改性剂：甲醇、乙醇、异丙醇、正丁醇、含

0.01%甲酸和 1 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液、含 0.1%
甲酸和 2 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液、含 1 mmol·L-1

甲酸铵的甲醇溶液、含 0.1% 甲酸的甲醇溶液、含

0.01%甲酸和2 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液。

（2）流速：1.3、1.5、1.8、2.0、2.2、2.6、3.0 mL·min-1。

（3）BPRA 压力：10.0、12.0、14.0、14.8、16.0、18.0
MPa。

（4）柱温：30、35、40、45、50 ℃。

（5）柱后补偿溶剂：甲醇、含 0.1%甲酸和 5 mmol·
L-1甲酸铵的甲醇溶液、含 0.1%甲酸和 1 mmol·L-1甲

酸铵的甲醇溶液、含 0.01%甲酸和 2 mmol·L-1甲酸铵

的甲醇溶液、含0.1%甲酸的甲醇溶液。

（6）柱后补偿溶剂流速：0.05、0.10、0.15、0.20、
0.25 mL·min-1。

通过对以上条件的优化，考察不同条件对色谱分

离效果、目标化合物峰面积的影响。

1.5 质谱条件

采用 MRM模式，71 种目标农药的离子对、碰撞

能等信息见表 1。雾化气流量 3 L·min-1，加热气流量

10 L·min-1，干燥气流量 10 L·min-1，接口温度 300 ℃，

DL温度250 ℃，加热块温度400 ℃。

1.6 方法学考察

1.6.1 线性、检出限和定量限

SFE在线萃取后，作为特殊进样设备，在线将目

标物导入 SFC系统分离分析。因此，在考察目标物线

性范围时，使用玉米粉空白基质配制 9个农药混标浓

度水平的玉米基质标准添加样品（浓度分别为 1、2、
5、10、20、50、100、200、500 μg·kg-1），SFE-SFC-MS/
MS上机分析。以峰面积为纵坐标，以与峰面积对应

的浓度为横坐标，得到玉米粉基质校准曲线。分别以

信噪比 S/N为 3和 10时所对应的 71种农药的浓度作

为检出限（LOD）和定量限（LOQ）。

1.6.2 准确度和精密度

在玉米粉中设置 1、10、100 μg·kg-1 3个农药混标

添加水平，每个添加水平 5 个平行。按照优化后的在

线SFE-SFC-MS/MS条件进行分析，计算回收率。

2 结果与讨论

2.1 SFC条件优化

2.1.1 改性剂优化

超临界二氧化碳流体属于非极性流动相，因此对

一些中等极性的化合物不能很好地分离。添加改性

剂可以提高 SFC的分离能力，拓宽其分析范围。本研

究比较了甲醇、乙醇、异丙醇和正丁醇等不同改性剂

对目标化合物分离效果的影响。根据 lg Kow大小评

估化合物的极性，lg Kow越小，化合物在水相中的溶

解度越大，极性越高。在 71种化合物中有 67种可查

询到 lg Kow值（表 1），其范围为-1.65~6.37，中位值为

2.84，表明本研究中目标化合物的极性范围较宽。乙

醇、异丙醇、正丁醇较甲醇的保留时间都有延后，且异

丙醇和正丁醇条件下部分化合物未出峰。甲醇在考

察的改性剂中极性最大，流动相极性的调节范围也最

宽[12]，因此选择甲醇作为改性剂。在此基础上，对不

同缓冲体系进行优化，考察了不同甲酸、甲酸铵组合

及不同浓度对目标化合物响应的影响，如图 1所示，

通过比较不同改性剂缓冲体系与初始缓冲体系作为

流动相时目标化合物峰面积，可知只有在含 0.1%甲

酸的甲醇溶液条件下，所有化合物的峰面积才会大于

等于初始缓冲体系条件下目标化合物的峰面积，由此

确定含 0.1%甲酸的甲醇溶液条件为最优条件，以此

进行后续优化。

2.1.2 流速优化

随着 SFC流速增大，目标化合物的保留时间逐渐

前移。由于 Shim-pack UC-X RP色谱柱（5 μm）最高

耐压为 30 MPa，为延长色谱柱寿命，工作压力需在 20
MPa以下。本研究中上述色谱柱在 1.3~3.0 mL·min-1

流速下柱压可达 17.26~23.47 MPa，因此从延缓色谱

柱损耗的角度，选择流速为 1.5 mL·min-1，此条件下柱
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表1 71 种农药及代谢物的质谱参数

Table 1 Mass spectrometric parameters for 71 pesticides and metabolites

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

苯磺隆

苯醚甲环唑

苯嗪草酮

吡虫啉

吡嘧磺隆

吡唑醚菌酯

苄嘧磺隆

丙环唑

丙溴磷

除虫脲

哒螨灵

稻瘟灵

敌百虫

敌草胺

丁草胺

啶虫脒

多菌灵

多效唑

二甲戊灵

二嗪磷

伏杀硫磷

氟虫腈

氟虫腈砜

氟虫腈硫醚

氟甲腈

氟铃脲

禾草敌

己唑醇

甲胺磷

甲草胺

甲萘威

克百威

乐果

绿麦隆

氯虫苯甲酰胺

氯唑磷

马拉硫磷

马拉氧磷

咪鲜胺

嘧菌酯

嘧霉胺

灭草松

灭线磷

扑草净

tribenuron methyl
difenoconazole

metamitron
imidacloprid

pyrazosulfuron ethyl
pyraclostrobin

bensulfuron methyl
propiconazole

profenofos
diflubenzuron

pyridaben
isoprothiolane

trichlorfon
napropamide

butachlor
acetamiprid
carbendazim
paclobutrazol
pendimethalin

diazinon
phosalone
fipronil

fipronil sulfone
fipronil sulfide

fipronil desulfinyl
hexaflumuron

molinate
hexaconazole

methamidophos
alachlor
carbaryl

carbofuran
omethoate

chlortoluron
chlorantraniliprole

isazofos
malathion
malaoxon
prochloraz

azoxystrobin
pyrimethanil
bentazone

ethoprophos
prometryn

C15H17N5O6S
C19H17Cl2N3O3

C10H10N4O
C9H10ClN5O2

C14H18N6O7S
C19H18ClN3O4

C16H18N4O7S
C15H17Cl2N3O2

C11H15BrClO3PS
C14H9ClF2N2O2

C19H25ClN2OS
C12H18O4S2

C4H8Cl3O4P
C17H21NO2

C17H26ClNO2

C10H11ClN4

C9H9N3O2

C15H20ClN3O
C13H19N3O4

C12H21N2O3PS
C12H15ClNO4PS2

C12H4Cl2F6N4OS
C12H4Cl2F6N4O2S
C12H4Cl2F6N4S
C12H4Cl2F6N4

C16H8Cl2F6N2O3

C9H17NOS
C14H17Cl2N3O
C2H8NO2PS
C14H20ClNO2

C12H11NO2

C12H15NO3

C5H12NO3PS2

C10H13ClN2O
C18H14BrCl2N5O2

C9H17ClN3O3PS
C10H19O6PS2

C10H19O7PS
C15H16Cl3N3O2

C22H17N3O5

C12H13N3

C10H12N2O3S
C8H19O2PS2

C10H19N5S

396>155
406>251
203>175
256>175
415>182
388>194
411>149
342>159
373>303
311>158
365>309
291>231
257>109
272>129
312>238
223>126
192>160
294>70
282>212
305>169
368>182
435>330
451>415
419>262
387>351
459>439
188>126
314>70
142>94
270>238
202>145
222>165
230>199
213>72
484>453
316>164
331>127
315>99
376>308
404>372
200>107
239>132
243>131
242>158

-30
-25
-18
-17
-18
-20
-14
-25
-25
-15
-23
-20
-17
-16
-12
-22
-39
-21
-10
-15
-14
16
17
29
17
12
-13
-21
-15
-10
-9
-20
-15
-40
-19
-16
-12
-45
-12
-25
-25
25
-20
-15

396>181
406>337
203>104
256>209
415>139
388>163
411>182
344>161
373>345
311>141
365>147
291>189
257>221
272>171
312>147
223>56
192>132
294>125
282>194
305>153
368>111
435>250
451>244
419>314
387>282
459>175
188>98
314>159
142>125
270>162
202>127
222>123
230>125
213>46
484>286
316>122
331>125
315>127
376>266
404>329
200>168
239>197
243>97
242>200

-30
-17
-23
-14
-42
-35
-35
-31
-20
-24
-42
-30
-11
-17
-36
-15
-40
-40
-18
-20
-39
26
47
19
32
36
-20
-29
-16
-19
-27
-30
-30
-25
-16
-26
-26
-20
-17
-28
-29
20
-32
-12

20.79
23.52
25.23
25.52
20.93
24.00
24.29
18.69
17.54
24.40
23.54
18.20
19.17
19.32
16.07
24.84
25.23
20.49
15.98
14.80
20.00
18.96
23.44
23.41
22.91
24.09
15.70
20.58
22.75
15.54
24.57
18.60
21.01
24.70
25.39
14.71
14.45
14.08
23.14
22.77
21.76
24.51
14.69
20.33

0.38
4.36
0.85
0.57
3.16
3.99
0.79
3.72
1.70
3.89
6.37
3.30
0.43
3.30
4.50
0.80
1.48
3.11
5.40
3.69
4.01
3.75
3.97

无数据

无数据

5.68
2.86
3.90
-0.79
3.09
2.36
1.80
-0.90
无数据

2.86
3.10
2.75

无数据

3.50
2.50
2.84
-0.46
2.99
3.34

序号
No.

农药
Pesticide

英文名
English name

化学式
Chemical formula

定量离子对
Quantification ion
transition（m/z）

碰撞能量（定量）
Collision energy/

eV
定性离子对

Diagnostic ion
transition（m/z）

碰撞能量（定性）
Collision energy/

eV
保留时间
Retention
time/min

lg Kowa
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压可控制在 17.72 MPa之内。并且在 1.5 mL·min-1流

速下，每针样品所消耗的改性剂为 3.60 mL，对环境更

加友好，因此最终选择 1.5 mL·min-1的流速进行后续

优化。

2.1.3 柱温优化

随着柱温的升高，超临界二氧化碳的密度降低[13]，

进而削弱了其对目标化合物的洗脱能力，原因可能是

随着柱温的不断升高，化合物在柱上的保留得到了有

效增强，从而使得化合物的出峰时间后移。考虑到超

临界二氧化碳的临界温度（31.06 ℃）及分离效果，选择

40 ℃作为柱温进行后续优化。

2.1.4 BPRA背压优化

随着 BPRA压力的增加，保留时间逐渐减小，这

是由于随着压力的增加，二氧化碳的密度增加，进而

增强了对目标化合物的洗脱能力[14]。在 10.0、12.0、
18.0 MPa压力下部分化合物未检出，且在 10 MPa条
件下化合物峰大多展宽。在14.0、14.8、16.0 MPa条件

下目标物均可出峰，14.8 MPa时目标物在时间窗内分

布较均匀，且 14.8 MPa为仪器推荐的 BPRA压力，因

此，选择14.8 MPa进行后续的条件优化。

注：a，数据来源于 Pesticide Properties Database 数据库（http：//sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/）以及 Chemspider数据库（http：//www.chemspider.
com/）。

Note：a，Data sources include Pesticide Properties Database Database（http：//sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/）and Chemspider Database（http：//www.
chemspider.com/）.

45
46
47
48
49
50
51
52

53
54
55
56
57

58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

嗪草酮

噻虫胺

噻虫嗪

噻吩磺隆

噻嗪酮

噻唑磷

三环唑

三羟基克百威

三酮基克百威

三唑磷

三唑酮

脱乙基莠去津

脱异丙基莠去津

戊唑醇

西玛津

烯酰吗啉

烯效唑

辛硫磷

氧乐果

乙草胺

异丙草胺

异丙甲草胺

异噁草松

异马拉硫磷

莠灭净

莠去津

唑嘧磺草胺

metribuzin
clothianidin

thiamethoxam
thifensulfuron methyl

buprofezin
fosthiazate
tricyclazole
3-hydroxy
carbofuran

3-keto carbofuran
triazophos
triadimefon

desethyl atrazine
desisopropanyl

atrazine
tebuconazole

simazine
dimethomorph
uniconazole

phoxim
omethoate
acetochlor

propisochlor
metolachlor
clomazone

isomalathion
ametryn
atrazine

flumetsulam

C8H14N4OS
C6H8ClN5O2S
C8H10ClN5O3S
C12H13N5O6S2

C16H23N3OS
C9H18NO3PS2

C9H7N3S
C12H15NO4

C12H13NO4

C12H16N3O3PS
C14H16ClN3O2

C6H10ClN5

C29H49O3Br

C16H22ClN3O
C7H12ClN5

C21H22ClNO4

C15H18ClN3O
C12H15N2O3PS
C5H12NO4PS
C14H20ClNO2

C15H22ClNO2

C15H22ClNO2

C12H14ClNO2

C10H19O6PS2

C9H17N5S
C8H14ClN5

C12H9F2N5O2S

215>187
250>169
292>211
388>167
306>201
284>228
190>163
220>163

236>161
314>162
294>69
188>146
174>68

308>70
202>132
388>301
292>70
299>77
214>183
270>148
284>224
284>252
240>125
331>99
228>186
216>174
326>129

-18
-12
-20
-16
-20
-15
-21
-10

-18
-35
-22
-20
-28

-23
-19
-30
-24
-20
-10
-19
-9
-14
-10
-26
-25
-17
-15

215>84
250>132
292>181
388>141
306>116
284>104
190>136
220>107

236>179
314>119
294>197
188>104
174>104

308>125
202>124
388>165
292>125
299>129
214>155
270>133
284>73
284>176
240>89
331>127
228>68
216>96
326>109

-21
-14
-30
-22
-23
-21
-26
-27

-13
-25
-15
-26
-25

-31
-17
-25
-28
-25
-14
-33
-12
-25
-35
-14
-30
-25
-51

21.83
25.54
25.08
24.88
18.64
16.51
25.08
23.17

18.31
20.11
15.74
24.68
25.28

23.21
22.35
22.75
23.03
15.52
16.95
15.48
15.37
15.92
16.05
14.49
22.40
20.36
25.43

1.75
0.91
-0.13
-1.65
4.93
1.68
1.40
1.45

0.70
3.55
3.18
1.51
1.15

3.70
2.30
2.68
3.84
3.38
-0.9
4.14
3.30
3.40
2.58
2.78
2.63
2.70
0.21

序号
No.

农药
Pesticide

英文名
English name

化学式
Chemical formula

定量离子对
Quantification ion
transition（m/z）

碰撞能量（定量）
Collision energy/

eV
定性离子对

Diagnostic ion
transition（m/z）

碰撞能量（定性）
Collision energy/

eV
保留时间
Retention
time/min

lg Kowa

续表1 71种农药及代谢物的质谱参数

Continued table 1 Mass spectrometric parameters for 71 pesticides and metabolites
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2.1.5 柱后补偿溶剂及流速的优化

含 0.1%甲酸的甲醇溶液在提高被分析物的电喷

雾电离效率上效果最好（图 2a），因此选择其进一步

优化流速。当柱后补偿溶剂流速为0.05 mL·min-1时，

目标化合物的响应最优（图 2b）。最终选择上述两个

条件作为最优条件。

2.1.6 确定的SFC条件

通过 2.1.1~2.1.5 部分的优化，确定最优 SFC 条

件如下：改性剂为含 0.1% 甲酸的甲醇溶液，流速为

1.5 mL·min-1，BPRA 为 14.8 MPa，柱温为 40 ℃，柱后

补偿溶剂为含 0.1% 甲酸的甲醇溶液，柱后补偿溶

剂流速为 0.05 mL·min-1。梯度程序为：0 min，流动

相 B 为 2%；0~1 min，流动相 B 为 3%；1~5 min，流动

相 B 为 4%；5~8 min，流动相 B 为 6%；8~10 min，流动

相B为 10%；10~11 min，流动相B为 24%；11~12 min，
流动相 B为 40%；12~14 min，流动相 B为 50%；14~15
min，流动相 B 为 50%；15~15.1 min，流动相 B 为 2%，

保持0.4 min。
2.2 SFE条件优化

2.2.1 提取溶剂组合和比例的优化

超临界二氧化碳流体属于非极性溶剂，用其萃取

中等极性或者极性更强的化合物效果不理想，因此须

通过添加其他极性萃取剂改变其极性，进而扩展其萃

取化合物的范围。乙醇与超临界二氧化碳流体组合

的回收率符合要求（图 3A），且其相对标准偏差最低

（图 3B）。图 3C和图 3D分别为含 1%~9%乙醇的超临

界二氧化碳流体萃取下目标化合物的添加回收结果，

根据回收率及相对标准偏差最终选择含有 9% 乙醇

的二氧化碳超临界流体进行后续条件的优化。

2.2.2 动态萃取流速优化

提取溶剂在动态萃取时的流速大小会影响目标

物的萃取效率[15]。因此，本研究在保证其他萃取条件

不变的情况下，考察了 1、2、3、4、5 mL·min-1 5个动态

萃取流速下目标物的回收率。结果如图 4A和图 4B
所示，在 5 mL·min-1动态萃取时目标化合物的回收率

在 80%~120%之间，且相对标准偏差均在 20%以下。

因此，选择了5 mL·min-1进行后续条件优化。

2.2.3 静态/动态萃取时间优化

在 SFE中萃取剂与样品基质的萃取时间决定了

其萃取率，萃取时间越长，萃取率越高。在保持其他

条件不变情况下，考察了静态/动态萃取时间（静态萃

取和动态萃取时间保持一致，为 1、2、3、4、5 min）对目

标物提取回收率的影响。图 4C和图 4D表明静态/动
态萃取时间为 5 min 时，目标物的回收率在 80%~
120%范围内，且方法精密度最优。

2.2.4 分散剂无水硫酸镁和样品的比例优化

本研究考察了分散剂无水硫酸镁与样品的不同

比例（1∶5、1∶2、1∶1、2∶1、5∶1）对目标农药提取率的影

响。不同比例下，目标物的回收率均在 60%~120%范

围内，最终选择5∶1的无水硫酸镁与样品的比例。

图1 不同缓冲体系下峰面积（缓冲体系）/峰面积（含0.01%甲酸和2 mmol·L-1 甲酸铵的甲醇溶液）

Figure 1 The ratio of area（buffer solvent）/area（0.01% formic acid 2 mmol·L-1 ammonium formate methanol）
under different buffer systems
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A：含0.01%甲酸和2 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液；B：含0.01%甲酸和1 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液；C：含0.1%甲酸和2 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶
液；D：含1 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液；E：含0.1%甲酸的甲醇溶液；F：甲醇

A: 0.01% formic acid 2 mmol·L-1 ammonium formate methanol; B: 0.01% formic acid 1 mmol·L-1 ammonium formate methanol; C: 0.1% formic acid 2
mmol·L-1 ammonium formate methanol; D: 1 mmol·L-1 ammonium formate methanol; E: 0.1% formic acid methanol; F: methanol
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2.2.5 最优的SFE条件

通过 2.2.1至 2.2.4的比较分析，确定最优 SFE条

件如下：准确称取 0.200 0 g玉米粉样品，将其与 1 g无
水硫酸镁混合，再填入萃取池进行萃取，温度为40 ℃。

提取溶剂为超临界二氧化碳∶乙醇（91∶9，V/V），静态萃

取和动态萃取时间均为5 min，动态萃取流速为5 mL·
min-1。此外，图 5表明，上述筛选出的最优 SFE条件

可以兼顾较宽的目标物极性范围。

2.3 方法有效性验证

2.3.1 线性、检测限、定量限

选择优化好的 SFE-SFC-MS/MS条件进行分析，

目标化合物的校准曲线呈现良好的线性，相关系数R2

均大于 0.99。方法的检出限和定量限分别为 0.003~
2.770 μg·kg-1和0.01~8.41 μg·kg-1。

2.3.2 准确度和精密度

玉米粉中 71种农药在 1、10、100 μg·kg-1时的回

收率（相对标准偏差）分别为 71.2%~123.4%（2.8%~
30.5%）、94.3%~124.6%（4.9%~29.3%）、75.2%~120.4%
（1.9%~28.4%），根据原农业部 2386号公告[16]，当农药

添加浓度为1 μg·kg-1时，回收率须介于50%~120%之

间，相对标准偏差≤36%；当添加浓度为 10 μg·kg-1时，

回收率须介于 60%~120%之间，相对标准偏差≤32%；

当添加浓度为 100 μg·kg-1时，回收率须在 70%~120%
之间，相对标准偏差≤22%。本研究所建立的 SFE-

A：含0.1%甲酸和5 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液，B：含0.1%甲酸的甲醇溶液，C：甲醇，D：含0.1%甲酸和1 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液，
E：含0.01%甲酸和2 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液

A：0.1% formic acid 5 mmol·L-1 ammonium formate methanol，B：0.1% formic acid methanol，C：methanol，D：0.1% formic acid 1 mmol·L-1 ammonium
formate methanol，E：0.1% formic acid 2 mmol·L-1 ammonium formate methanol

图2 不同柱后补偿溶剂条件下的峰面积（补偿溶剂）/峰面积（含0.1%甲酸和5 mmol·L-1甲酸铵的甲醇溶液）以及优化的补偿溶剂

在不同流速条件下的峰面积（补偿溶剂流速）/峰面积（0.1 mL·min-1）

Figure 2 The ratio of area（compensation solvent）/area（0.1% formic acid 5 mmol·L-1 ammonium formate methanol）under different post-
column compensation solvents and the ratio of area（compensation solvent flow rate）/area（0.1 mL·min-1）under different flow rates of the

optimized post-column compensation solvent
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图3 不同有机溶剂与超临界流体二氧化碳组合以及不同乙醇含量的超临界流体二氧化碳下农药的平均回收率（A、C）和

相对标准偏差（B、D）
Figure 3 Average recoveries（A and C）and relative standard deviations（B and D）of the selected pesticides at different extract solvent and

different ethanol proportions coupled with supercritical CO2

2273



农业环境科学学报 第40卷第10期

图4 不同动态萃取流速及静态/动态萃取时间下玉米粉中农药的平均回收率（A、C）和相对标准偏差（B、D）
Figure 4 Average recoveries（A and C）and relative standard deviations（B and D）of the pesticides at different dynamic extraction

velocities and static/ dynamic extraction time
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图5 不同有机溶剂与超临界流体二氧化碳组合（A）以及不同乙醇含量的超临界流体二氧化碳（B）、动态萃取流速（C）、静态/动态

萃取时间（D）、样品和分散剂比例（E）等条件下目标物平均回收率及其同 lg Kow的关系

Figure 5 Average recoveries of the selected pesticides at different extract solvent coupled with supercritical CO2（A），different ethanol
proportions coupled with supercritical CO2（B），dynamic extraction velocities（C），static/ dynamic extraction time（D），and weight ratio of

sample and dispersant（E）and their relationship with lg Kow
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SFC-MS/MS方法基本满足上述要求。

2.3.3 玉米粉实际样品测定

在玉米样品中共有吡虫啉、三环唑和克百威 3 种

化合物被检出，其中，1号样品检出吡虫啉（1.34 μg·
kg-1）和三环唑（1.15 μg·kg-1），9 号样品检出三环唑

（0.89 μg·kg-1），10号样品检出克百威（1.41 μg·kg-1）。

其残留浓度均小于 2 μg·kg-1，符合我国农药残留限量

标准的规定。

3 结论

（1）本研究针对玉米粉中 71种农药及代谢物残

留，优化超临界流体色谱及超临界流体萃取条件，建

立了一种高效、灵敏、绿色环保的在线超临界流体萃

取-超临界流体色谱串联质谱分析方法，在最佳分析

条件下，32 min内可以实现对 71种农药残留的在线

提取和精准定性定量分析。

（2）方法验证结果表明，建立的在线 SFE-SFC-
MS/MS方法具有良好的线性、灵敏度及准确度，并具

有萃取效率高、操作简便、省时、节省溶剂等优点，可

以为玉米粉中农药多残留检测提供可靠的技术支撑。
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