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固相萃取 -超高效液相色谱 -质谱 /质谱法测定
动物源性食品中二硝甲酚残留量

吴 岩 1 ,2，康庆贺 1 ,*，刘 永 1，胡 珅 3，杨长志 1，高凯洋 2

(1.黑龙江出入境检验检疫局，黑龙江 哈尔滨      150001；2.黑龙江大学化学化工与材料学院，黑龙江 哈尔滨      150086；
3.东宁出入境检验检疫局，黑龙江 东宁      157200)

摘   要：建立动物源性食品中二硝甲酚残留量的分析方法。样品以丙酮 - 正己烷(1:2，V/V)为提取溶剂，经高速匀

浆方法提取，提取液经 Oasis HLB 固相萃取柱净化，除去样品中大部分的脂肪和无机盐等干扰基质，有效地降低

了样品中的复杂基质所带来的背景干扰。以乙腈 - 水(梯度洗脱)为流动相经 BEH C18 柱(50mm × 2.1mm，1.7μm)进
行分离后以 MS/MS 多反应监测扫描模式下检测。方法的相关系数 r ＞ 0.999，最低检出限为 0.005mg/kg。在 3 种添

加水平(0.005、0.010、0.020mg/kg)条件下，其平均回收率为 82.6%～108%，相对标准偏差小于 10%(n ＝ 6)。该

方法是一种快速、准确、灵敏度高的检测动物源性食品中二硝甲酚残留量的检测方法。
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Abstract ：A solid-phase extraction and ultrahigh performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry method has

been developed for the determination of DNOC residue in animal-origin foods. Samples were extracted with acetone-hexane (1:

2, V/V) after high-speed homogenization. The crude extract was purified on Oasis HLB solid phase extraction column to remove

fat and inorganic salts, which could effectively reduce the background interference generated by complex matrix in samples. The

DNOC residue was separated on BEH C18 (50 mm × 2.1 mm, 1.7μm) column using acetonitrile-water as the mobile phase by

gradient elution and detected using a tandem mass analyzer in the multi-reaction monitoring (MRM) mode. The developed

method exhibited an excellent linear relationship (r＞0.999) and a detection limit of 0.005 mg/kg. At the spiked levels of 0.005,

0.01 mg/kg and 0.02 mg/kg, the average recovery rates for DNOC were in the range of 82.6%－108% with a relative standard

deviation (RSD) of less than 10% (n = 6). This method proved rapid, accurate and highly sensitive and can therefore be used for

the determination of DNOC residue in animal-origin foods.
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二硝甲酚，化学名称为 4,6- 二硝基邻甲酚(dinitro-
O-cresol，DNOC)是属于除草剂，常用在春天或冬天耕

作时期防除阔叶杂草，同时，由于其具有胃毒和触杀

作用，也可做杀虫剂使用 [ 1 ]。这种农药药效高、易分

解，在农药品种中占有极为重要的位置。医学研究表

明，二硝甲酚对小鼠的半数致死量 LD50 为 21mg/kg，对
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人、畜的急性毒性很强，其广泛应用可能对人类造成

潜在的健康威胁和生态环境的污染。

目前，美国、欧盟和日本等许多发达国家对二硝

甲酚的残留提出严格的限量要求，尤其是日本推行的肯

定列表制度，规定其最大残留限量为 0.01mg/kg，而目

前我国分析动物源性食品中二硝甲酚残留量的方法不

多，已有的行业标准检测方法采用将样品中的二硝甲酚

与重氮甲烷进行衍生化后经气相色谱 - 氮磷检测器(GC-
NPD)测定[2-3]，该方法存在用时长、消耗试剂较多、重

氮甲烷制备过程繁琐、衍生化条件需控制严格、衍生

化效率不稳定、假阳性结果不能准确判断、检测低限

(0.02mg/kg)不能满足实际需要需要等实际问题。因此，

本实验建立了一种以 Oasis HLB 固相萃取柱进行净化，

采用超高效液相色谱 - 质谱 / 质谱法(UPLC-MS/MS)测定

动物源性食品中二硝甲酚残留的检测方法，该方法具有

操作方便、分析速度快、灵敏度高、选择性强、定

性准确等优点，对于弥补该农药检测方法的不足、解

决国外贸易技术壁垒、推动食品安全又快又好的发展具

有一定的参考意义。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

取猪肉、鸡肉、牛肉及其脏器代表性样品约 500g，
将其可食部分切碎后，用组织捣碎机将充分捣碎均匀，

装入洁净容器作为试样，密封并标明标记，于－ 1 8℃
以下保存。

丙酮、正己烷、甲醇和乙腈均为色谱纯试剂；无

水硫酸钠(分析纯，650℃灼烧 4h，贮于密封干燥器中

备用)；氯化钠(分析纯，2 0 0℃烘干 2 h )。二硝甲酚标

准品(纯度大于 98%)    德国 DR 公司。

ENVI Alumina-N 固相萃取柱[1000mg(6mL)]、ENVI
Florisil 固相萃取柱[1000mg(6mL)]    美国 Supelco 公司；

Oasis HLB 固相萃取柱[60mg(3mL)]    美国 Waters 公司。

1.2 仪器与设备

超高效液相色谱 - 质谱 / 质谱仪    美国 Waters 公
司；高速匀浆机、旋转蒸发器    德国 IKA 公司；氮吹

仪；高速离心机；固相萃取装置    美国 Supelco 公司。

1.3 液相色谱 - 质谱条件

色谱柱：BEH C18(50mm × 2.1mm，1.7μm)；流动

相 A 为乙腈，B 为水；梯度洗脱：0～0 . 5 m i n，1 5 %
A；0.5～1.0min，15%～60% A；1.0～2.0min，60% A；

2.0～2.5min，60%～15% A；2.5～3.0min，15% A。流

速 0.25mL/min；柱温 30℃；进样量 5μL。

电喷雾离子源：负离子模式；毛细管电压：3.0KV；

锥孔电压：40V；离子源温度：110℃；脱溶剂器温度：

350℃；脱溶剂气流量：500L/h；锥孔气流量：50L/h。

扫描方式：多反应离子监测模式。

1.4 标准溶液的配制

准确称取适量的二硝甲酚农药标准品，用乙腈配制

成 100.0mg/L 的标准储备液；根据需要再用水逐级稀释

成质量浓度为 0.005、0.01、0.05、0.2mg/L 和 0.5mg/L
的系列混合标准工作溶液。

1.5 样品前处理

称取 5g 绞碎均匀的样品于 50mL 的聚丙烯离心管

中，加入 10mL 水、4g 氯化钠，再加入 20mL 丙酮 - 正己

烷(1:2，V/V)，用匀浆机高速均质 2min，然后在 3500r/min
离心 5min；将上清液通过无水硫酸钠柱脱水于 100mL 浓

缩瓶中。再用 20mL 正己烷 - 丙酮重复提取一次，合并

提取液于同一 100mL 浓缩瓶中，在 35℃水浴中用旋转蒸

发器浓缩至近干，再用氮气流吹干。向浓缩瓶中加入

3mL 20% 甲醇溶液溶解残渣待净化。

将 Oasis HLB 固相萃取小柱依次用 3mL 甲醇、3mL
水进行预淋洗，然后将提取液上样，上样后依次用 3mL
水、3mL 20% 甲醇淋洗净化柱，控制流速在 1～2mL/min，
弃去淋洗液，然后用 2 mL 甲醇洗脱目标化合物，收集

洗脱液与 15mL 的刻度试管中，在 40℃条件下氮气吹至

近干，用流动相定容至 5 m L ，待测。

2 结果与分析

2.1 色谱条件的优化

为了优化二硝甲酚的分离条件，本方法分别对 BEH
C18(50mm × 2.1mm，1.7μm)柱与 BEH Phenyl(苯基)
(50mm× 2.1mm，1.7μm)柱的分离效果进行了比较(图 1)，
可以看出，在使用相同流动相时，C 1 8 柱的分离效果要

远远好于 Pheny l 柱，由于二硝甲酚的极性较强，反相

保留原理的 C 18 柱更适于分离目标化合物。

对于流动相种类的优化，本方法对以乙腈 - 水体系

和甲醇 - 水进行了比较，两者在分离度灵敏度方面的响应

程度差别不大，考虑到乙腈的溶解性较好，本方法还是

选用乙腈 - 水体系作为流动相对二硝甲酚进行分离测定。

从图 1 可以看出，二硝甲酚的保留时间为 1.67min，
在保证较高柱效、较高分离度的前提下，采用本方法

较已有的气相色谱法在很大程度上提高了分析的速度与

效率，节约了分析时间与分析成本。
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2.2 提取溶剂的选择

由于二硝甲酚属于属于极性较强的化合物，在选取

提取溶剂时也应遵循“相似相容”原理，本方法对乙

腈、丙酮、乙酸乙酯、丙酮 - 正己烷( 1 : 2，V / V )等提

取溶剂的提取效率进行了比较[4]。通过实验可知，在采

用乙腈、丙酮作为提取溶剂时，均质的过程中能够和

容易的将基质均质完全，但是，提取液中含有一定量

的水，在浓缩的过程中即使在较低温度(不高于 35℃)时
也会出现暴沸现象，并且随着溶剂的蒸发减少，浓缩

瓶内出现大量的表面张力较大的泡沫，随时可能倒吸进

入蒸发腔内，不仅污染浓缩系统，而且造成目标化合

物的损失，蒸发效率不高，无法进行下一步的净化；

当采用乙酸乙酯、丙酮 - 正己烷(1:2，V/V)作为提取溶

剂时，提取液在浓缩时较为容易，但是就提取效率而

言，由于乙酸乙酯极性相对丙酮 - 正己烷(1:2，V/V)较
弱，后者的提取效率更高，作为二硝甲酚的提取溶剂

效果更好。

2.3 固相萃取条件的优化

由于动物源性样品基质(动物肉及动物肾脏等)中的脂

肪和提取液中的无机盐类是产生的基质效应的主要因

素，因此本方法选取能够除去这两种干扰物质的 ENVI
Alumina-N、ENVI Florisil 和 Oasis HLB 固相萃取柱的净

化效果进行优化比较[5 ]。

采用 ENVI Alumina-N 和 ENVI Florisil 净化时，二

者属正相固相萃取柱，在使用前依次用 3mL 丙酮、5mL
正己烷预活化，提取液经浓缩后用正己烷定容至 3mL 上

样，由于二硝甲酚的化学结构上带有两个硝基基团，具

有较强的电负性，理论上能够在非极性溶剂(使用正己

烷作为上样溶剂)上样时被固定相吸附，在极性溶剂条

件下[采用丙酮 - 正己烷(1:9，V/V)作为洗脱溶剂]能够被

解吸，但是实验表明，在作淋洗曲线时，上样和洗脱

的过程中都有二硝甲酚流出，并且，当洗脱液的体积

达到 20mL 时还没有将其完全洗脱下来，不符合正相色

谱的吸附解吸理论，得不到很好的净化脂肪的效果。

当采用 Oasis HLB 固相萃取柱时，依次采用 3mL 甲

醇、3mL 水进行活化后，将待测溶液以 20% 甲醇溶液

上样，二硝甲酚能够完全被吸附保留在固定相上，然

后用 3mL 水淋洗该柱，除去基质中的水溶性化合物和无

机盐类等干扰物质，再用 3mL 20% 的甲醇溶液淋洗除去

极性较强的小分子有机酸类干扰物质，最后用 2mL 甲醇

洗脱目标化合物，通过以上淋洗步骤，能够较好地降

低样品基质效应所带来的干扰，得到满意的净化效果

(图 2 )，对提高仪器的灵敏度有明显的作用。

2.4 MS/MS 特征离子对的选择

由于二硝甲酚在苯环结构上的 4 位和 6 位上含有电

负性的硝基基团，故在优化质谱条件时选择负源进行电

离[6]，本方法采用乙腈 - 水为流动相，结合基质空白和

基质标液的离子扫描图进行了优化，通过优化毛细管电

压与碰撞能量，找到以 M － H 为母离子的 4 组特征离子

对分别为m/z 196.68＞ 179.74、196.68＞ 166.69、196.68＞

a. BEH Phenyl 柱；b. BEH C18 柱。

图 1 不同色谱柱分离二硝甲酚的色谱图

Fig.1   Separation profile of DONC on different chromatographic
columns
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a.基质标准品谱图；b.添加 0.005mg/kg 的样品谱图；c.样品空白谱图。

图 2 猪肉样品经 Oasis HLB 固相萃取柱净化后的色谱图

Fig.2   Chromatogram of pork sample cleaned up on Oasis HLB
solid-phase extraction column
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136.81、196.68 ＞ 108.53，其裂解碎片图见图 3。

由裂解碎片的结构可以看出，m/z 196.68 ＞ 136.81
与m/z 196.68＞ 108.53这两组特征离子对的结构稳定，从

而确定了二硝甲酚在多反应监测模式下信号的特征离子

对的最佳条件参数(表 1)。
2.5 标准曲线和最低检出限

配制二硝甲酚的质量浓度分别为 0.005、0.01、0.02、
0.2、0.5mg/L 的标准溶液，进行然后进行 UPLC-MS/MS
分析。测定时，根据其标准物质和待测样品的 MRM 离

子流图中的峰面积，外标法定量。以农药的选择离子的

峰面积(A)对农药的质量浓度 C/(mg/L)绘制标准曲线，并

求得直线回归方程A＝ 2305.2C＋ 20.1，在 0.005～0.5mg/L
内的线性关系良好，且相关系数 r ＞ 0 .999，方法的最

低检出限为 0.005mg/kg，能够满足残留检测的要求。

2.6 方法的回收率及精密度

除草剂 分子式 美国化学文摘登记号 定性离子对(m/z) 定量离子对(m/z) 毛细管电压 /kV 碰撞能量 /V
196.68 ＞ 136.81 19

二硝甲酚 C7H6N2O5 534-52-1
196.68 ＞ 179.74

196.68 ＞ 136.81 3.0
20

196.68 ＞ 166.69 15
196.68 ＞ 108.53 26

表 1 二硝甲酚的质谱分析优化参数

Table 1   Optimal parameters for the MS/MS analysis of DNOC residue in the MRM mode

样品 加标量 /(mg/kg) 回收率 /% RSD/%(n=6)
0.005 83.5 7.6

鸡肉 0.010 89.7 3.8
0.020 96.4 5.8

0.005 82.6 8.8
猪肉 0.010 104.2 2.9

0.020 93.5 5.4

0.005 87.4 7.8
鸡肝 0.010 107.3 4.2

0.020 90.4 3.0

表 2  动物源性食品(鸡肉、猪肉、鸡肝)中二硝甲酚

添加回收实验结果

Table 2   Recovery rates of DNOC in spiked chicken meat, pork and
chicken liver

本方法采用标准加入法，选取已粉碎均匀鸡肉、猪

肉、鸡肝作为代表性样品分别进行添加回收实验 [ 7 -2 1 ]。

准确称取 5.00g 样品分别按照 3 个添加水平(0.005、0.01、
0.02mg/kg)添加二硝甲酚标准品，每个浓度平行测定 6
次，按上述方法提取净化样品，并进行 UPLC-MS/MS
分析，计算平均回收率和精密度，结果得到所有农药

的回收率均在 8 2 . 6 %～1 0 8 % 之间，精密度也均小于

1 0 %，具体实验结果见表 2。

3 结  论

本研究建立的 UPLC-MS/MS 方法，样品前处理提

取效率高、固相萃取的净化效果较好、条件易于控制，

并且采用超高效液相色谱 - 质谱 / 质谱分析，分析速度

快、选择性好、灵敏度高，极大的缩短了检测时间，

结果准确可靠。本方法的回收率、精密度和检出限优

于文献报道值和原有的行业标准。本方法的定量限低于

日本肯定列表所规定的最高残留限量，可以用于动物源

性食品中二硝甲酚残留量的检测。
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