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QuEChERSＧ超高效液相色谱Ｇ串联质谱法同时测定
人全血中５种氨基甲酸酯类农药
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摘　要:采用 QuEChERSＧ超高效液相色谱Ｇ串联质谱法同时测定人全血中的灭多威、速灭威、残
杀威、甲萘威、异丙威等５种氨基甲酸酯类农药.在１．００mL全血样品中添加１０ng氘代灭多威作

为内标物,加入２．００mL 乙腈和３０mgNaCl进行萃取,取上清液经复合吸附剂(１５０mg无水

MgSO４Ｇ２５ mgNＧ丙 基 乙 二 胺Ｇ２５ mgC１８)净 化 后,采 用 ZORBAX EclipsePlusC１８ 色 谱 柱

(２．１mm×１００mm,１．８μm)分离,以５mmol􀅰L－１乙酸铵溶液[含０．１％(体积分数)甲酸]和甲醇

为流动相进行梯度洗脱,在电喷雾离子源正离子模式下电离,多反应监测模式下检测,以内标法定

量.５种氨基甲酸酯类农药的质量浓度在一定范围内呈线性,检出限(３S/N)为０．１０~０．５０μg􀅰

L－１,测定下限(１０S/N)为０．５０~０．７５μg􀅰L－１.对空白全血样品进行加标回收试验,５种氨基甲

酸酯类农药的回收率为８７．５％~１０３％,测定值的相对标准偏差(n＝６)为２．８％~７．９％.
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　　氨基甲酸酯类农药在我国作为杀虫剂、杀菌剂

及除草剂被广泛使用.然而,该类农药用于农业生

产的同时,也会对人类和环境产生危害.由于该类

农药具有抑制胆碱酯酶的作用,人体摄入后会导致

乙酰胆碱在体内过度蓄积,从而引发瞳孔缩小、流
涎、呕吐等症状,甚至会造成呼吸抑制而死亡[１].近

年来,因误服氨基甲酸酯类农药或使用此类农药投

毒或自杀的中毒案事件时有发生,文献[２]报道了

６０例急性重度氨基甲酸酯类农药中毒病例.因此,
快速检测人体血液中氨基甲酸酯类农药具有重要意

义,不仅有利于在突发性事件中快速查明中毒原因,
也能为相关案件的侦破提供线索和证据.

目前,测定血液中氨基甲酸酯类农药的方法主

要有气相色谱法[３]、气相色谱Ｇ质谱法[４]、液相色谱Ｇ
串联质谱法[５]等.常用的前处理方法主要有沉淀蛋

白法[６]、液液萃取法[７]以及固相萃取法[８],其中沉淀
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蛋白和液液萃取法缺乏净化过程,残余基质过多,影
响后续的检测分析;固相萃取法操作流程相对复杂,
费时费力.文献[９]报道了 QuEChERS样品前处

理方法,该方法基于液夜萃取法和分散固相萃取法

而建立,同时兼具提取和净化过程,其具有快速、简
单、廉价、高效、可靠、安全等优点,能有效去除样品

中复杂基质的干扰.经过近年来的不断发展和完

善[１０Ｇ１１],QuEChERS法已广泛应用于食品和环境中

农药残留[１２Ｇ１３]、兽药残留[１４Ｇ１５]以及真菌毒素[１６Ｇ１７]等

的检测,但在生物样品分析中的应用尚处于起步阶

段.在生物样品中氨基甲酸酯类农药检测方面,文
献[１８]报道了应用 QuEChERS方法提取豚鼠血液

及脑组 织 中 灭 多 威 和 涕 灭 威,该 方 法 采 用 美 国

Restek公司用于食品中多残留农药分析的商品化

QＧsep QuEChERS 萃 取 包 及 净 化 管 (AOAC
２００７．０１),对 QuEChERS方法在生物样品中的应用

进行了有益探索.但由于生物样品分析在检材取样

量、基 质 种 类 等 方 面 与 食 品 等 有 很 大 不 同,

QuEChERS方法在应用于生物样品分析时,萃取

剂、盐析剂、吸附剂的使用仍需进行针对性的优化

改进.
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本工作对人全血中灭多威、速灭威、残杀威、甲
萘威以 及 异 丙 威 等 ５ 种 氨 基 甲 酸 酯 类 农 药 的

QuEChERS样品前处理方法进行了系统优化,并结

合超高效液相色谱Ｇ串联质谱法,建立了一种简便、
快速、准确测定全血中５种氨基甲酸酯类农药的

方法.

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

LCＧ３０AD型液相色谱仪;Qtrap􀆿 ５５００型三重

四 极 杆 串 联 质 谱 仪;MilliＧQ Direct 纯 水 系 统;

BiofugePrimor型高速离心机.
单 标 准 储 备 溶 液:分 别 称 取 适 量 (精 确 至

０．１mg)５种氨基甲酸酯类农药标准品,用甲醇溶

解配制成质量浓度为１．０００g􀅰L－１的单标准储备溶

液,于－２０℃保存.
混合标准储备溶液:分别移取１．００mL单标准

储备溶液,置于５０mL容量瓶中,用甲醇定容配制

成各氨基甲酸酯类农药的质量浓度均为２０．０mg􀅰

L－１的混合标准储备溶液,于－２０℃保存,使用时用

甲醇逐级稀释配制成所需质量浓度的混合标准

溶液.
灭多威(纯度９９．９％)、速灭威(纯度９９．０％)、

残杀威(纯度９９．０％)、甲萘威(纯度９８．０％)、异丙

威(纯度９８．５％)等５种氨基甲酸酯类农药标准品.
内标氘代灭多威纯度为 ９４．２％.NＧ丙基乙二胺

(PSA)、C１８ 吸附剂、乙腈为色谱纯;NaCl纯度为

９９．０％;无水 MgSO４ 为分析纯

１．２　仪器工作条件

１)色谱条件　ZORBAXEclipsePlusC１８色谱

柱(２．１mm×１００mm,１．８μm);柱温４０℃;流动相

A为含０．１％(体积分数,下同)甲酸的５mmol􀅰

L－１乙酸铵溶液,B为甲醇;流量０．４mL􀅰min－１.
梯度洗脱程序:０~０．２ min时,B 为 １０％;０．２~
４．０min时,B为１０％~９０％;４．０~５．０min时,B为

９０％;５．０~５．１ min 时,B 为 ９０％ ~１０％;５．１~
５．５min时,B为１０％.进样体积１μL.

２)质谱条件　电喷雾离子源(ESI),离子源温

度５００℃;正离子模式扫描;多反应监测(MRM)模
式;离子化电压５５００V;气帘气压１７２kPa;喷雾气

压３４５kPa;辅助加热气压３４５kPa.５种氨基甲酸

酯类农药以及内标氘代灭多威的其他质谱采集参数

见表１,其中“∗”为定量离子.

表１　５种氨基甲酸酯类农药及氘代灭多威的质谱参数

Tab．１　MSparametersoffivecarbamatepesticides

andmethomylＧD３

氨基甲酸
酯类农药

保留时间t/
min

质荷比m/z

母离子 子离子

去簇电压/
V

碰撞电压/
eV

灭多威 ２．３７ １６２．９ ８８．０∗ ４０ １２

１０６．１ １３

速灭威 ３．５３ １６６．０ １０９．１∗ ４０ １５

９４．１ ４０

残杀威 ３．６６ ２１０．０ １６８．０∗ ４０ １０

１５３．１ １０

甲萘威 ３．８０ ２０２．１ １４５．１∗ ４０ １４

１２７．１ ３７

异丙威 ３．９９ １９４．１ １３７．０∗ ４５ １１

１５２．１ １０

氘代灭多威 ２．３５ １６５．９ ８８．０∗ ４０ １２

１０５．９ １４

１．３　试验方法

移取１．００mL全血样品,置于１５mL 离心管

中,加 入 １０ng 氘 代 灭 多 威,振 荡 均 匀,再 加 入

２．００mL乙 腈 和 ３０ mg NaCl,振 荡 ５ min 后,以

８０００r􀅰min－１转速离心５min,将上清液转移至另

一１５mL 离心管中,加入 １５０ mg无水 MgSO４、

２５mgPSA和２５mgC１８,涡旋１５s后,以８０００r􀅰

min－１转速离心５min,取上清液经０．２２μm 有机系

滤膜过滤,滤液转移至进样瓶中,在仪器工作条件下

进行测定.

２　结果与讨论

２．１　色谱条件的优化

为使结构类似的５种氨基甲酸酯类药物能够有

效分离,试验选用ZORBAXEclipsePlusC１８色谱柱

(２．１mm×１００mm,１．８μm),同时考察了６种流动

相:水Ｇ甲醇;０．１％甲酸溶液Ｇ甲醇;５mmol􀅰L－１乙

酸铵溶液(含０．１％甲酸)Ｇ甲醇;水Ｇ乙腈;０．１％甲酸

溶液Ｇ乙腈;５mmol􀅰L－１乙酸铵溶液(含０．１％甲

酸)Ｇ乙腈.试验结果表明:以乙腈作为有机相时,尽
管５种氨基甲酸酯类农药可以实现良好的分离,但
是响应值远低于以甲醇作为流动相时的响应值;而
使用５mmol􀅰L－１乙酸铵溶液(含０．１％甲酸)(A
相)和甲醇(B相)作为流动相时,氨基甲酸酯类农药

具有较好的响应值与峰形(见图１).
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(a)　５种氨基甲酸酯类农药

(b)　氘代灭多威

１－灭多威;２－速灭威;３－残杀威;４－甲萘威;

５－异丙威;６－氘代灭多威

图１　５种氨基甲酸酯类农药和氘代灭多威混合

标准溶液(１０μg􀅰L－１)的色谱图

Fig．１　Chromatogramsofmixedstandardsolution(１０μg􀅰L－１)

ofthefivecarbamatepesticidesandmethomylＧD３

２．２　质谱条件的优化

选择 ESI＋ 电 离 模 式,使 用 针 泵 连 续 进 样

１００μg􀅰L－１的５种氨基甲酸酯类农药的混合标准

溶液以及氘代灭多威标准溶液,首先进行一级质谱

扫描,获得目标化合物的准分子离子[M＋H]＋ ,即
母离子,然后进行二级质谱扫描获得目标化合物的

子离子.据此获得多反应监测(MRM)离子对信

息,优化碰撞能量和去簇电压等参数.优化后的质

谱参数见表１.

２．３　萃取条件的优化

乙腈和甲醇作为 QuEChERS样品前处理方法

中常用的萃取溶剂,不仅可以从全血样品中萃取出

氨基甲酸酯类农药,还可以对全血产生沉淀蛋白作

用.通过试验比较发现:甲醇作为萃取溶剂时,不但

萃取出目标物,而且也萃取出全血中过多的杂质,且
沉淀蛋白效果不佳导致基质效应明显.而乙腈作为

萃取溶剂时,能够保证氨基甲酸酯类农药回收率较

高的同时,产生显著的沉淀蛋白效果,有效降低基质

效应.因此,试验采用乙腈作为萃取溶剂.

考虑到氨基甲酸酯类农药在碱性条件下易水

解,在酸性或中性条件下稳定的性质,试验对比了乙

腈与含１％甲酸的乙腈溶液作为萃取溶剂时的情

况.结果表明:加入含１％甲酸的乙腈溶液于全血

中,经振荡离心后,上层溶液较为浑浊,沉淀蛋白效

果不佳.
试验比较了全血样品与乙腈体积比为１∶１,

１∶２,１∶３等３种情况下的沉淀蛋白效果,结果表

明:当全血样品与乙腈体积比为１∶２或１∶３时,沉
淀蛋白效果均较好.出于环保和节约的角度,试验

选择全血样品与乙腈体积比为１∶２.

２．４　盐析条件的优化

在 QuEChERS样品前处理方法的萃取过程

中,可以通过添加无机盐以促使有机相与水相分层,
还可以提高待测组分的萃取效率.常用的盐析剂包

括 NaCl、无水 MgSO４ 等,经试验比较,NaCl对血液

与乙腈的分层效果更加显著,试验采用 NaCl作为

萃取过程中的盐析剂,并进一步考察了 NaCl的用

量(０,１０,３０,５０,７０mg)对５种氨基甲酸酯类农药

回收率的影响,结果见图２.

图２　NaCl用量对氨基甲酸酯类农药回收率的影响

Fig．２　EffectofamountofNaClontherecovery

ofthecarbamatepesticides

由图２可知:在一定范围内,随着 NaCl用量的

增加,氨基甲酸酯类农药的回收率有所增大;但超过

该范围,回收率会随着 NaCl用量的增加而减小.
在以３０mgNaCl作为盐析剂时,５种目标化合物的

回收率最优,为８８．９％~９２．６％.

２．５　净化条件的优化

２．５．１　吸附剂及其用量

QuEChERS方法常用的吸附剂主要 有 C１８、

PSA 等.C１８能有效去除脂类、甾醇以及非极性杂

质;PSA能有效去除有机酸、金属离子及极性色素.
因此,可以根据生物样品的不同和药物或毒物的种
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类来选择适合的净化剂.试验比较了３种吸附剂组

合(１５０mg无水 MgSO４、２５mgPSA和２５mgC１８;

１５０mg无水 MgSO４ 和５０mgPSA;１５０mg无水

MgSO４ 和５０mgC１８)对氨基甲酸酯类农药回收率

的影响,结果见图３.

图３　不同吸附剂对氨基甲酸酯类农药回收率的影响

Fig．３　Effectofdifferentadsorbentsonthe

recoveryofthecarbamatepesticides

由图 ３ 可知:当吸附剂组合为 １５０ mg无水

MgSO４、２５mgPSA和２５mgC１８时,５种氨基甲酸

酯类农药的回收率总体相对较高,因此试验选用该

吸附剂组合.

２．５．２　净化过程中是否添加无水 MgSO４

在净化过程中通过添加适量的无水 MgSO４ 可

以去除上清液中多余的水分,在一定程度上可以影

响回收率.因此,试验对净化过程中是否添加无水

MgSO４ 进行了研究.试验结果表明,在净化过程中

添加无水 MgSO４ 有助于提高目标化合物的回收率

(见图４).

图４　净化过程中添加无水 MgSO４ 对氨基甲酸酯类

农药回收率的影响

Fig．４　EffectofaddedanhydrousMgSO４incleanupstep

ontherecoveryofthecarbamatepesticides

２．６　工作曲线、检出限和测定下限

采用空白全血样品为基质配制５种氨基甲酸酯

类农药与内标的质量浓度为１．０,５．０,１０,２０,５０,

１００μg􀅰L－１的混合标准溶液系列,以目标物与内

标的质量浓度之比(x)为横坐标、目标物与内标的

峰面积之比(y)为纵坐标绘制工作曲线,５种目标物

的质量浓度在一定范围内呈线性,线性范围、线性回

归方程以及相关系数见表２.
以３倍信噪比对应质量浓度作为检出限(３S/

N),１０倍信噪比对应质量浓度作为测定下限(１０S/

N),结果见表２.

表２　线性参数、检出限和测定下限

Tab．２　Linearityparameters,detectionlimitsandlowerlimitsofdetermination

农药
线性范围ρ/
(μg􀅰L－１)

线性回归方程 相关系数
检出限ρ/
(μg􀅰L－１)

测定下限ρ/
(μg􀅰L－１)

灭多威 ０．７５~１００ y＝９．５２×１０－１x＋３．７３×１０－３ ０．９９７３ ０．５０ ０．７５

速灭威 ０．７５~１００ y＝１．７９x＋２．８８×１０－２ ０．９９６３ ０．５０ ０．７５

残杀威 ０．５０~１００ y＝２．６８x＋２．４２×１０－１ ０．９９６５ ０．１０ ０．５０

甲萘威 ０．５０~１００ y＝２．４x＋４．４８×１０－３ ０．９９６９ ０．１０ ０．５０

异丙威 ０．５０~１００ y＝１．２１x＋２．４４×１０－２ ０．９９７６ ０．２０ ０．５０

２．７　基质效应、精密度和回收试验

取空白全血样品,在１．０,１０,５０μg􀅰L－１的浓度

水平下进行加标回收试验,每个浓度水平进行６次

平行进样,考察该方法的回收率、基质效应以及精密

度.结果表明:５种氨基甲酸酯类农药在３个加标

水平下的回收率为 ８８．６％ ~１０３％,基质效应为

９０．８％~１１１％,测定值的相对标准偏差(RSD)为

２．８％~７．９％(见表３).

２．８　稳定性试验

取空白全血样品,在１．０,１０,５０μg􀅰L－１的加标

水平下,进行稳定性考察.将样品分别在４ ℃和

－２０℃下放置１,５,１０,１５,２０d.试验结果表明:在
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表３　精密度和回收试验结果(n＝６)

Tab．３　Resultsoftestsforprecisionandrecovery(n＝６)

农药
加标量ρ/
(μg􀅰L－１)

回收率/
％

基质效应/
％

RSD/
％

灭多威 １．０ ８８．６ １０４ ４．４

１０ ８８．９ ９８．７ ４．９

５０ ９２．８ ９３．７ ３．９

速灭威 １．０ ８７．５ ９５．７ ３．６

１０ ９２．６ ９９．４ ５．２

５０ ９５．７ ９０．８ ４．９

残杀威 １．０ １０３ １１１ ５．５

１０ ９２．３ ９９．０ ７．９

５０ ９５．３ ９５．５ ４．１

甲萘威 １．０ ９０．２ ９４．５ ４．３

１０ ８９．６ ９８．６ ２．８

５０ ９６．１ ９４．５ ２．９

异丙威 １．０ ８９．９ ９７．４ ４．７

１０ ９２．１ １００ ５．４

５０ ９９．０ ９５．７ ３．１

４ ℃ 下放置 ２０d 后,５ 种农药分 解 至 起 始 量 的

２９．８％~７７．４％;而置于－２０ ℃下冷冻２０d内,全
血样品中５种氨基甲酸酯类农药的稳定性良好.

２．９　实际样品分析

本工作建立的测定全血中氨基甲酸酯类农药的

QuEChERSＧ超高效液相色谱Ｇ串联质谱法可成功应

用于实际案例中.２０１７年１１月,江西省萍乡市某

村居民住宅内发生一起农药中毒死亡案件.经公安

机关调查,王某可能死于氨基甲酸酯类农药中毒.
应用本工作建立的方法对死者血液进行检验,成功

检出异丙威,质量浓度为０．１８mg􀅰L－１.
本工作针对全血中５种氨基甲酸酯类农药,对

QuEChERS样品前处理方法的萃取溶剂、盐析试剂

以及净化条件等多方面进行了系统优化,并结合超

高效液相色谱Ｇ串联质谱进行检测分析.方法不仅

具有高回收率以及低基质效应等优点,而且操作简

便、灵敏度高、准确可靠,适用于疑似氨基甲酸酯类

农药中毒案事件中血液样品的分析.
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SimultaneousDeterminationofFiveCarbamatePesticidesinHuman
WholeBloodbyQuEChERSＧUltraHighPerformanceLiquid

ChromatographyＧTandem MassSpectrometry
WANChaochao１,RENXinxin２∗ ,CHENGFangbin１,LÜYufan１,ZHENGJiajia３,HEHongyuan１

(１．People′sPublicSecurityUniversityofChina,Beijing１０００３８,China;

２．InstituteofForensicScience,MinistryofPublicSecurity,Beijing１０００３８,China;

３．InstituteofCriminalScienceandTechnology,PublicSecurityBureauofTai′an,Tai′an２７１０００,China)

Abstract:QuEChERSＧultrahighperformanceliquidchromatographyＧtandem massspectrometrywasapplied
forthesimultaneousdeterminationoffivecarbamatepesticides (methomyl,metolcarb,propoxur,carbaryland
isoprocarb)inhumanwholeblood．１０ngofmethomylＧD３asaninternalstandardwasaddedinto１．００mLofwhole
bloodsample,andthemixturewasextractedwith２．００mLofacetonitrileand３０mgofNaCl．Thesupernatantwas
cleanedup withacompositeadsorbentcontaining１５０ mg ofanhydrous MgSO４,２５ mg of NＧ(nＧpropyl)

ethylenediamineand２５ mgofC１８,thentheanalyteswereseparatedonaZORBAX EclipsePlusC１８ column
(２．１mm×１００mm,１．８μm)usingamixtureofmethanoland５mmol􀅰L－１ammoniumacetatesolutioncontaining
０．１％ (φ)formicacidas mobilephasesforgradientelution．Electrospraypositiveionizationsourcewasused．
Analysis was practised under multiplereaction monitoring mode．Internalstandard method was used for

quantification．Thelinearrelationshipswerefoundwiththemassconcentrationofthefivecarbamatepesticidesin
definitedranges．Thedetectionlimits(３S/N)wereintherangeof０．１０－０．５０μg􀅰L－１andthelowerlimitsof
determination(１０S/N)wereintherangeof０．５０－０．７５μg􀅰L－１．Testsforrecoveryweremadebystandaraddition
methodtoblanksample,givingresultsbetween８７．５％and１０３％,andRSDs(n＝６)wereintherangeof２．８％－
７．９％．

Keywords:ultra high performance liquid chromatographyＧtandem mass spectrometry; QuEChERS;

carbamatepesticide;wholeblood
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