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液相色谱法同时测定火锅底料中
11种氨基甲酸酯类农药残留
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2.重庆出入境检验检疫局，重庆市进出口食品安全工程技术研究中心，重庆 400020；

3. 重庆市市政环卫监测中心，重庆 401121；4.中国检验检疫科学研究院，北京 100123)

摘  要：建立同时测定火锅底料中11种氨基甲酸酯类农药的高效液相色谱方法。样品经层析硅胶固相分散、乙腈

提取，凝胶渗透色谱和氨基固相萃取柱净化后，C18柱分离，柱后衍生和荧光检测。在0.01～0.50mg/L的范围内，

11种氨基甲酸酯类农药的色谱峰面积与其质量浓度之间的线性关系良好，相关系数均大于0.999，检测限(RSN=3)为

0.3～1.2µg/kg，定量限(RSN=10)均为10µg/kg。当添加量水平为10、20µg/kg和50µg/kg时，11种氨基甲酸酯类农药的

加标回收率为76.2%～95.5%，相对标准偏差(n=6)为3.4%～11.9%。本方法灵敏、可靠，能够满足火锅底料中11种氨

基甲酸酯类农药残留检测的需要。
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Abstract：A simultaneous method has been developed for the determination of 11 carbamate pesticide residues in hotpot 

condiments. Samples were dispersed by silica gel chromatography and extracted with acetonitrile, purified by gel permeation 

chromatography (GPC) and aminopropyl solid phase extraction column, separated on C18 column, and determined by high 

performance liquid chromatography (HPLC) with post-column derivatization and fluorescence detection. The results showed 

good linear relationships between chromatographic peak areas and the concentrations of 11 pesticide residues in the range 

of 0.01–0.50 mg/L with correlation coefficients more than 0.999. The limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) 

were 0.3–1.2 µg/kg and 10 µg/kg, respectively. The mean recovery rates for samples with spiked standard at levels of 10, 20, 

50 µg/kg were in the range of 76.2%–95.5% with relative standard deviation (RSD, n = 6) of 3.4%–11.9%. This method is 

sensitive and reliable and can be used to simultaneously detect 11 carbamate pesticide residues in hotpot condiments.
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氨基甲酸酯类农药具有高效、高选择性、分解快和

残留低等特点，被广泛用于蔬菜、水果和粮食等农作物

的杀虫、杀螨和除草等活动[1]。但是，过量使用氨基甲酸

酯类农药会造成其在植物体内残留，再通过食物链进入

人体，引起急性中毒，并严重危害人体健康。火锅底料

是由牛油、辣椒、花椒、葱、姜、蒜和香辛料等几十种

原料混合熬制而成的复合调味料，其植物源性原料在生

产过程中可能会引入氨基甲酸酯类农药。因此，建立火

锅底料中氨基甲酸酯类农药残留的测定方法具有十分重

要的意义。

目前，食品中氨基甲酸酯类农药的测定方法主要

有气相色谱法[2]、气相色谱-质谱法[3]、液相色谱法[4-9]和

液相色谱-质谱法[10-12]等。其中，液相色谱柱后衍生-荧

光检测法具有灵敏度高、测定成本低廉的特点，在测定

强极性、热稳定性差的化合物时表现出独特的优势，已

应用于蔬菜和水果[4-7]、粮食[8]及水产品[9]等简单基质中

氨基甲酸酯类农药的测定，对于火锅底料这种既含有动

物源性原料又含有植物源性原料的复杂基质，则要求采

用更为有效的提取、分离和净化技术。目前尚未见到火

锅底料中氨基甲酸酯类农药残留检测研究的报道。为

此，本研究采用层析硅胶基质分散和乙腈提取火锅底料

中的氨基甲酸酯类农药，凝胶渗透色谱(gel-permeation 

chromatograph，GPC)和氨基固相萃取柱净化，液相色谱

柱后衍生-荧光检测法同时测定火锅底料中的11种氨基甲

酸酯类农药，以期为火锅底料的质量监控提供有效的技

术手段。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

涕灭威 (a ld ica rb，99 .0%)、涕灭威砜 (a ld ica rb 

sulfone，95.0%)、涕灭威亚砜(aldicarb sulfoxide，

9 5 . 5 % ) 、灭多威 ( m e t h o m y l ， 9 8 . 5 % ) 、恶虫威

(bendiocarb，98.5%)、呋喃丹(carbofuran，99.0%)、

3-羟基呋喃丹(3-hydroxy-carbofuran，99.5%)、甲萘威

(carbaryl，97.0%)、硫双威(thiodicarb，95.0%)、仲丁威

(fenobucarb，95.5%)和甲硫威(methiocarb，99.5%)标准

品 德国Dr. Ehrenstorfer公司；甲醇、乙腈和二氯甲烷

(HPLC级) 美国Tedia公司；乙酸乙酯、环己烷(分析纯)   

重庆川东化工有限公司；邻苯二甲醛(OPA)和巯基乙醇

(Thiofluor) 美国Pickering公司；层析硅胶(75～150µm)  

青岛海洋化工厂。

水解液：0.4% NaOH溶液(Cat. No CB130)；OPA稀释

液：0.4%硼砂溶液(Cat. No CB910)；试液Ⅰ：称取0.10g 

OPA，溶于10mL甲醇；试液Ⅱ：称取2.0g巯基乙醇，溶

于20mL OPA稀释液；OPA衍生试剂：将试液Ⅰ和Ⅱ依次

加入到930mL的OPA稀释液中，混匀，充氮30min备用。

Ultimate 3000型液相色谱仪(配RFC 3000荧光检测器) 

美国戴安公司；Pinnacle PCX型柱后衍生仪  美国

Pickering公司；凝胶渗透色谱净化仪(配400mm×25mm 

(i.d.)净化柱，内装S-X3 Bio-Beads(38～75µm)填料) 美

国J2 Scientific公司；氨基固相萃取柱(500mg/3mL) 美

国Supelco公司；3-30K型冷冻离心机 德国Sigma公

司；旋转蒸发仪 德国Heidolph公司。

1.2 方法

1.2.1 标准溶液的制备

氨基甲酸酯农药标准储备液：分别准确称取适量涕

灭威、涕灭威砜、涕灭威亚砜、灭多威、恶虫威、呋喃

丹、3-羟基呋喃丹、甲萘威、硫双威、仲丁威和甲硫威

标准品，用甲醇配制成质量浓度100μg/mL的单一标准贮

备液，储存于棕色试剂瓶中，在4℃冰箱中避光保存。

氨基甲酸酯农药混合标准溶液(1μg/mL)：分别移取

1.00mL涕灭威、涕灭威砜、涕灭威亚砜、灭多威、恶虫

威、呋喃丹、3-羟基呋喃丹、甲萘威、硫双威、仲丁威

和甲硫威标准贮备液于100mL容量瓶中，用甲醇稀释定

容，储存于棕色试剂瓶中，在4℃冰箱中避光保存。根据

需要，用15%甲醇溶液配制成相应质量浓度的标准工作

溶液。

1.2.2 样品提取

准确称取5.00g混合均匀的火锅底料样品于研钵中，

加入约4g层析硅胶，研磨混匀后转移至50mL离心管中。

用30mL乙腈分3次洗涤研钵，合并洗涤液于离心管中，

涡旋混合提取2min，于5000r/min冷冻离心10min，将上

清液转移至150mL旋蒸瓶中，再加入30mL乙腈提取一

次，合并提取液，于40℃条件下旋蒸浓缩至干，用10mL

乙酸乙酯-环己烷(1:1，V/V)溶解残渣，过0.45µm微孔滤

膜待净化。

1.2.3 样品净化

GPC净化：将5.0mL待净化液转移至GPC净化柱，以

乙酸乙酯-环己烷(1:1，V/V)作流动相，流速4.7mL/min，

收集11～18min的流出液。将流出液转移至50mL旋蒸瓶

中，40℃旋蒸浓缩至干，用2mL甲醇-二氯甲烷(1:99，V/

V)溶解残渣，待SPE柱再净化。

SPE柱净化：将GPC净化后的样品溶液转移至经3mL

甲醇-二氯甲烷(1:99，V/V)活化后的氨基固相萃取柱中，

用2mL甲醇-二氯甲烷(1:99，V/V)洗涤旋蒸瓶，洗涤液转

移至SPE柱中，再用4mL甲醇-二氯甲烷(1:99，V/V)淋洗，

收集全部流出液，40℃氮气吹干，用1mL 15%甲醇溶液溶

解残渣，过0.45µm微孔滤膜后进行液相色谱测定。

1.2.4 液相色谱条件

色谱柱：Agi len t  Zorbax  XDB-C 18液相色谱柱

(150mm×4.6mm，3.5µm)；柱温：42℃；进样量：



※分析检测	                            食品科学	 2013, Vol.34, No.10   193

20µL；流动相：甲醇-水，流速1.0mL/min，梯度洗脱程序

见表1；荧光检测器的激发波长330nm，发射波长465nm。

表 1 梯度洗脱程序

Table 1 Gradient elution program

时间/min
体积配比/%

甲醇 水

0.00 15 85

38.00 35 65

38.01 15 85

43.00 15 85

1.2.5 柱后衍生条件

0.4% NaOH溶液和OPA衍生试剂，流速均为0.3mL/min；

反应器和水解温度均为100℃；衍生化温度为室温。

2 结果与分析

2.1 提取条件的优化

2.1.1 提取方式的选择

火锅底料中油脂含量高达30%～80%，其中的牛油在

常温时为凝固状态，熔点在43℃以上[13]，提取溶剂很难

浸透到油脂内部。比较振荡、超声、均质和层析硅胶分

散等方式的提取效果，发现振荡和超声提取时样品与提

取液接触不充分；均质提取时样品能充分分散，但有部

分样品黏附在均质器上，影响回收率；层析硅胶分散提

取时，溶剂和样品可充分接触，提取效率高，回收率均

在70%以上，因此选择层析硅胶分散作为提取方式。

2.1.2 提取溶剂的选择

目前，大多采用甲醇[14]、乙腈[3-6,9]、丙酮[2]、乙酸乙酯[15]

和二氯甲烷[8]等作为植物源性样品、水产品[9]和脂肪[16]中氨基

甲酸酯类农药的提取溶剂。甲醇和乙腈溶解油脂的能力比丙

酮、乙酸乙酯和二氯甲烷弱。本研究比较了甲醇和乙腈的提

取效果，结果表明甲醇的提取回收率在65%～100%，其中涕

灭威亚砜、灭多威、涕灭威、呋喃丹、甲萘威和仲丁威6种

农药的回收率大于80%；乙腈的提取回收率在75%～98%，其

中涕灭威亚砜，涕灭威砜、灭多威、涕灭威、恶虫威、呋喃

丹、甲萘威和仲丁威8种农药的回收率大于80%，与检测水

产品[9]中涕灭威、呋喃丹和甲萘威的回收率相当，比检测脂

肪[16]中甲萘威等农药残留的回收率高。由于乙腈对目标化合

物的提取效率较高，且提取油脂量较甲醇少，有利于进一步

净化，因此本研究选择乙腈作为提取溶剂。

2.2 净化条件的选择

在 测 定 蔬 菜 和 水 果 中 的 氨 基 甲 酸 酯 类 农

药 时 ， 通 常 采 用 液 - 液 萃 取 [ 1 4 ]、 N - 丙 基 乙 二 胺

(N-propylethylenediamine，PSA)分散固相萃取 [6]和

SPE[4-5,10]等净化方式，GPC[16-17]主要用于动物源性样品的

净化。单独采用液-液萃取、PSA和SPE净化提取液后，

发现净化液中仍有大量色素和油脂；单独采用GPC净化

虽能有效去除油脂和色素，但不能完全去除提取液中的

小分子杂质。因此，比较了GPC分别与液-液萃取净化、

PSA、中性氧化铝柱和氨基固相萃取柱结合对空白样品

的净化效果，结果如图1所示。
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a. GPC+液-液萃取；b. GPC+PSA(N-丙基乙二胺)；

c. 标准溶液；d. GPC+氨基柱；e. GPC+中性氧化铝。

1.涕灭威亚砜5.2min；2.涕灭威砜6.1min；3.灭多威7.7min；4. 3-羟基呋喃

丹14.6min；5.涕灭威19.5min；6.恶虫威25.2min；7.呋喃丹25.5min；8.甲

萘威27.2min；9.硫双威29.8min；10.仲丁威35.7min；11.甲硫威36.7min。

图 1 不同净化方法的净化效果

Fig.1 Purification efficiency of different cleanup methods
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从图1可以看出，GPC结合氨基柱的净化效果最佳，

在目标峰附近无明显干扰，样品的加标回收率良好，涕

灭威、涕灭威亚砜、涕灭威砜、灭多威砜、恶虫威、呋

喃丹、3-羟基呋喃丹、甲萘威、硫双威、仲丁威和甲硫

威的加标回收率分别为84.6%～99.8%、72.9%～93.5%、

75.8%～96.6%、86.5%～101.5%、71.1%～95.2%、

72.5%～96.9%、72.8%～94.7%、74.6%～91.2%、

70.3%～91.0%、73.5%～90.8%和70.6%～93.4%，能够满

足农药残留分析的要求。因此，本研究在GPC净化后再

用氨基柱对样品进行净化。

2.3 液相色谱条件的优化

2.3.1 色谱条件的选择

时间/min

m
V

0 10 20 30 40
0

20
40
60
80

100
120
140

1110
97

8

6

5
4

3
12

a

时间/min

m
V

0 10 20 30 40 50
0

20
40
60
80

100
120

11
10

9

8

67
5

4

3

2
1

b

时间/min

m
V

0 10 20 30 40 50
0

20

40

60

80

100

1110
9

8

67

5

4

3

21

c

a. Agilent Zorbax XDB-C18柱(150mm×4.6mm，3.5µm)：色谱峰顺序号

同图1；b. Agilent Zorbax XDB-C18柱(150mm×4.6mm，5µm)：1.涕灭

威亚砜9.0min；2.涕灭威砜10.2min；3.灭多威12.5min；4. 3-羟基呋喃

丹19.9min；5.涕灭威25.5min；6.恶虫威30.5min；7.呋喃丹30.5min；

8.甲萘威31.7min；9.硫双威32.6min；10.仲丁威39.1min；11.甲硫威

39.6min；c. Agilent Zorbax SB-C18柱(250mm×4.6mm，5μm)：1.涕灭威

亚砜10.8min；2.涕灭威砜11.6min；3.灭多威15.5min；4. 3-羟基呋喃丹

24.8min；5.涕灭威30.9min；6.恶虫威36.6min；7.呋喃丹36.9min；8.甲萘

威38.7min；9.硫双威39.9min；10.仲丁威47.5min；11.甲硫威48.0min。

图 2 不同色谱柱的分离效果

Fig.2 Separation effects of different chromatographic columns

在检测氨基甲酸酯类农药时，大多采用填料粒径为

5µm的C18柱
[4-7]作分离柱，以甲醇-水[4-5,7]和乙腈-水[6]体

系梯度洗脱分离。由于恶虫威和呋喃丹结构相似，采用

5µm填料的色谱柱无法将二者有效分离。以甲醇-水为流

动相，比较了3种规格的色谱柱的分离效果(图2)。从图2

可以看出，Zorbax XDB-C18柱(150mm×4.6mm，3.5µm)

粒径小，理论塔板数高，对恶虫威和呋喃丹的分离效果

优于5µm填料的两种色谱柱，其他9种氨基甲酸酯类农药

的分离度(R)均超过1.5。同时，还比较了甲醇-水和乙腈-

水体系梯度洗脱的分离效果，发现两种体系均能有效分

离恶虫威和呋喃丹，但甲醇-水体系所需分离时间较乙腈-

水体系少20%，即在38min内能完成分离。因此，本研究

采用Zorbax XDB-C18柱(150mm×4.6mm，3.5µm)作为分

离柱，以甲醇-水体系梯度洗脱。

2.3.2 定容溶剂的选择

目前，大多采用甲醇[4-5,9]为定容溶剂，有研究表明样

液中高浓度的甲醇或乙腈会增加待测物色谱峰形的不对

称性[6]。因此，本实验比较了不同比例的甲醇-水定容时

对待测物峰形的影响，结果如图3所示。
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a. 15%甲醇-水；b. 50%甲醇-水；c. 甲醇。色谱峰顺序号同图1。

图 3 定容溶剂对色谱峰形的影响

Fig.3 Effect of solvent on chromatographic peak shape

从图3可以看出，当甲醇含量低于50%时能获得良好

的峰形。本研究采用15%的甲醇-水(V/V)为定容溶剂，与

梯度洗脱流动相的起始比例保持一致。
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2.4 方法评价

2.4.1 线性范围和检测限

在选定的色谱条件下，测定不同质量浓度的氨基甲

酸酯类农药标准溶液的峰面积，并获得11种农药的检测

限和定量限，见表2。

表 2 11种氨基甲酸酯类农药的保留时间、线性范围、回归方程和检测限

Table 2 Retention time, linear ranges, calibration equations and LODs 

of 11 carbamate pesticide residues

化合物 保留时间/min 线性范围/(mg/L) 回归方程 相关系数 检测限/(µg/kg)

涕灭威亚砜 5.2 0.01～0.50 A = 134.1C + 0.022 0.9998 0.4

涕灭威砜 6.1 0.01～0.50 A = 127.3C − 0.041 0.9999 0.4

灭多威 7.7 0.01～0.50 A =185.9C − 0.268 0.9998 0.3

3-羟基呋喃丹 14.6 0.01～0.50 A = 92.5C − 0.133 1.0000 0.7

涕灭威 19.5 0.01～0.50 A = 141.2C − 0.092 1.0000 0.3

恶虫威 25.2 0.01～0.50 A = 119.4C − 0.013 1.0000 1.2

呋喃丹 25.5 0.01～0.50 A = 67.8C − 0.019 0.9999 0.8

甲萘威 27.2 0.01～0.50 A = 177.4C − 0.526 0.9998 0.5

硫双威 29.8 0.01～0.50 A =71.2C − 0.072 1.0000 0.8

仲丁威 35.7 0.01～0.50 A = 109.3C − 0.229 0.9999 0.9

甲硫威 36.7 0.01～0.50 A = 54.8C + 0.075 0.9994 1.1

从表2可以看出，在质量浓度0.01～0.50mg/L范围

内，氨基甲酸酯类农药的峰面积与其质量浓度间的线性

关系良好，相关系数均在0.999以上；火锅底料中11种氨

基甲酸酯类农药的检测限(RSN=3)为0.3～1.2µg/kg，定量

限(RSN=10)均为10µg/kg，较现有研究[4-10]中涕灭威亚砜、

涕灭威砜、灭多威、3-羟基呋喃丹、涕灭威、呋喃丹、

甲萘威和仲丁威的检测限低2～10倍。

2.4.2 加标回收率和精密度
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a.空白火锅底料；b.添加10µg/kg水平的空白火锅底料。色谱峰顺序号同图1。

图 4 空白和加标样品的色谱图

Fig.4 Chromatograms of blank hotpot condiments with and without 

spiked standards

表 3 添加回收率和精密度(n = 6)

Table 3 Recovery rates and precision of 11 carbamate pesticide 

residues in hotpot condiments (n = 6)

化合物 添加水平/(µg/kg) 回收率/% 平均回收率/% 相对标准偏差/%

涕灭威

10 85.6～99.8 92.3 6.2
20 84.6～99.2 82.6 6.0
50 84.6～98.1 85.1 6.2

涕灭威亚砜

10 72.9～91.2 91.6 9.3
20 74.6～92.5 81.1 8.1
50 76.6～93.5 82.5 7.0

涕灭威砜

10 78.2～95.7 78.0 8.5
20 75.8～96.6 83.6 8.7
50 76.9～94.7 76.2 7.8

灭多威

10 86.5～95.7 82.4 4.4
20 90.2～101.5 76.6 4.8
50 88.9～92.9 91.9 3.8

恶虫威

10 71.1～95.2 83.7 11.9
20 75.2～86.3 83.8 5.7
50 76.8～89.3 95.5 5.6

呋喃丹

10 72.5～96.9 81.0 10.7
20 73.5～89.5 82.3 7.3
50 80.1～89.0 83.3 3.4

3-羟基呋喃丹

10 72.8～84.5 79.9 6.5
20 76.5～89.2 81.6 6.9
50 80.4～94.7 82.0 5.9

甲萘威

10 76.4～89.4 79.5 6.5
20 76.7～86.2 91.0 5.0
50 74.6～91.2 83.3 6.7

硫双威

10 70.3～85.1 84.0 7.2
20 73.5～90.4 92.9 8.3
50 74.3～91.0 83.0 7.0

仲丁威

10 73.5～90.1 85.1 7.4
20 76.5～87.3 86.4 4.7
50 75.5～90.8 84.9 6.0

甲硫威

10 70.6～81.2 82.3 5.4
20 75.9～84.3 84.3 4.6
50 75.9～93.4 83.7 7.0

从表3可以看出，11种氨基甲酸酯类农药的平均回收

率为76.2%～95.5%，相对标准偏差为3.4%～11.9%(n = 6)，

比现有报道动物源性食品中涕灭威、呋喃丹和甲萘威的

回收率高[9,15-16]，能够满足多种农药残留检测的要求。空

白和加标样品的色谱图见图4。

2.5 实际样品分析

随机抽取市售的6批火锅底料样品进行检测，在1批样品

中发现甲萘威和仲丁威农药残留，检出量均低于0.01mg/kg，

其他农药均未检出。

3 结 论

采用层析硅胶基质分散、乙腈提取、GPC结合氨基

固相萃取柱净化样品，建立了液相色谱柱后衍生荧光检

测火锅底料中11种氨基甲酸酯类农药的方法。本方法能

有效地去除样品基质的干扰，获得了满意的分离效果和

检测灵敏度，加标回收率和检测限均满足农药残留分析
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的要求，可应用于火锅底料中多种氨基甲酸酯类农药残

留的检测。
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