
江苏农业学报(Jiangsu J. of Agr. Sci. ),2015,31(5):1179 ~ 1183
h ttp: / / www. jsn y x b. com

贺摇 江,龙海波. 分散液相微萃取鄄高效液相色谱法测定水体中毒死蜱残留[J]. 江苏农业学报,2015,31(5):1179鄄1183.
doi:10. 3969 / j. issn. 1000鄄4440. 2015. 05. 037

分散液相微萃取鄄高效液相色谱法测定水体中毒死蜱
残留

贺摇 江,摇 龙海波
(湖南文理学院 生命科学学院, 环洞庭湖水产健康养殖与加工湖南省重点实验室, 湖南省水产高效健康生产协同创新中心,
湖南 常德 415000)

收稿日期:2015鄄03鄄20
基金项目:国家自然科学基金项目(31401583);湖南省教育厅科研

项 目 ( 12C0828 ); 湖 南 省 常 德 市 联 合 基 金 项 目

(2015JJ5008);湖南文理学院生命科学学院省级平台开放

项目(SKYPT201202)
作者简介:贺摇 江(1983鄄),男,江西萍乡人,博士,讲师,主要从事食

品安全与食品生物技术方面的研究。 (Tel)15115667084;
(E鄄mail) hejiang1119@ 163. com

摇 摇 摘要:摇 水体中的农药残留是严重的环境安全问题之一,并可通过水产养殖或种植业等途径污染食品。 本研

究应用分散液相微萃取(Dispersive liquid鄄liquid microextraction ,DLLME)技术,建立水体中毒死蜱的高效液相色谱

(High performance liquid chromatography ,HPLC)分析方法。 通过考察萃取剂种类、分散剂种类、萃取剂用量、分散剂

用量、盐度以及 pH 等因素对分散液相微萃取的影响,确定最佳操作参数。 经优化的水体中毒死蜱分散液相微萃取

过程为:以 100 滋l 三氯乙烷为萃取剂,1 200 滋l 甲醇为分散剂,混匀后,加入 10 ml 水样,室温静置 2 min,以3 000
r / min离心 2 min,吸取 15 滋l 沉积相,进行 HPLC 分析。 本方法操作简单、成本低,灵敏度、准确度及精密度高,可为

水体中毒死蜱残留检测提供新的方法。
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A dispersive liquid鄄liquid microextraction鄄HPLC method for determination
of chlorpyrifos in water
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摇 摇 Abstract:摇 The residue of pesticides in water system is one of the serious environmental safety problems, and may con鄄
taminate food through a variety of ways. In the current study, dispersive liquid鄄liquid micro鄄extraction (DLLME) technology
was applied for develop a high performance liquid chromatography (HPLC) analysis methods for the detection of chlorpyrifos
in water. In the optimized protocol, the mixture of 100 滋l trichloroethane used as extract agent and 1 200 滋l methanol used as
dispersing agent were added with 10郾 0 ml water samples and stored at room temperature for 2 min, and 15 滋l deposition sam鄄
pled from above mixture centrifuged at 3 000 r / min for 2 min were subjected to HPLC analysis. The newly developed method
was applied to detected the chlorpyrifos with the concentrations ranging from 0. 01 ~1郾 00 mg / L, the results showed the spiked

recoveryes were above 85郾 5%, indicative of the sensitivity,
accuracy and precision. This method offers a new approch
for the detection of chlorpyrifos in water sample.

Key words:摇 dispersive liquid鄄liquid micro extrac鄄
tion; high performance liquid chromatography; chlorpyri鄄
fos; water; pesticide residue

摇 摇 随着经济和社会的发展,中国水产品的消费量逐
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年上升,与此同时,水产养殖业在中国环洞庭湖等地

区已成为农民增收的重要途径。 然而,水体中农药残

留等化学污染物的积累严重制约了中国水产养殖业

的健康发展,建立水体中此类化学污染物的监测技

术,成为水产品安全生产体系中的核心环节之一。 毒

死蜱是目前中国农业生产中广泛应用的一种有机磷

杀虫剂,它的使用使水体中积累毒死蜱农药残留的风

险增大。 中国现行的各级农药残留检测标准方法多

是基于色谱或色谱鄄质谱联用技术,标准方法中的样

品前处理技术仍以液液萃取技术为主,其存在操作繁

琐耗时、有机溶剂使用量大、难以实现自动化等不足。
针对传统样品前处理技术的各种不足,建立省时

高效、有机溶剂耗用量少的样品前处理新技术一直是

分析化学领域、食品安全检测领域的一个热门研究方

向[1]。 近年来国内外学者发展建立起了多种新型样

品前处理技术, 例如固相萃取(Solid鄄phase extraction,
SPE)技术[2鄄3]、超临界流体萃取(Supercritical fluid ex鄄
traction, SFE)技术[4鄄5]、固相微萃取(Solid鄄phase mi鄄
cro extraction, SPME)技术[6鄄7]、悬滴微萃取(Single
drop micro extraction, SDME)技术[8鄄9]、基于中空纤维

的液相微萃取(Hollow fiber鄄liquid phase micro extrac鄄
tion, HF鄄LPME)技术[10]、分散液相微萃取(Dispersive
liquid鄄liquid micro extraction, DLLME)技术[11鄄14] 等。
其中 DLLME 技术自建立以来,受到了国内外诸多学

者的重视,该技术集采样、萃取和浓缩于一体,避免了

固相微萃取中可能存在交叉污染的问题, 是一种操

作简单、快速、成本低、富集效率高且对环境友好的样

品前处理新技术,在对液体样品进行处理时 DLLME
技术的优势尤为显著。

本研究拟建立水体中毒死蜱的 DLLME—HPLC
分析检测技术,重点对 DLLME 技术中萃取剂与分散

剂种类的选择、萃取剂与分散剂用量的确定、样品盐

浓度及 pH 等条件进行优化,使水体中毒死蜱残留检

测技术得到改进,也可为水体中其他类型化学污染物

的检测提供参考。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

毒死蜱标准品(来自中国食品药品检定研究

院),四氯化碳、三氯乙烷、二氯甲烷、四氯乙烯、三
氯甲烷(分析纯,上海化学试剂有限公司生产),乙
腈、丙酮、乙醇、甲醇(色谱纯,天津市康科德科技有

限公司生产)。
1. 2摇 仪器与设备

P680 高效液相色谱仪(美国戴安公司生产),配
可变波长紫外检测器和自动进样器;Diamonsil ODS
色谱柱(250郾 0 mm伊4郾 6 mm,5 滋m ODS C18,迪马科

技有限公司生产);UV鄄1750 型紫外可见分光光度计

(日本岛津制作所生产);TG16鄄II 型高速离心机;涡
旋振荡器;15 ml 尖底具塞离心管;带支架的色谱自

动进样瓶内插管。
1. 3摇 方法与步骤

1. 3. 1 摇 毒死蜱 HPLC 检测条件的设定 摇 采用 UV鄄
1750 型紫外可见分光光度计对毒死蜱标准溶液进

行波长扫描,确定其最佳检测波长为 300 nm。 参照

文献[15],确定毒死蜱液相色谱分析条件如下:流
动相为甲醇和水 (9 颐 1, 体积比), 流速为 1郾 0
ml / min,柱温 25 益,进样量 15 滋l。 在该条件下,毒
死蜱色谱峰与溶剂峰分离效果较佳,且峰形较好,其
保留时间约为 8郾 3 min(图 1)。

图 1摇 浓度为 1. 0 滋g / ml 的毒死蜱液相色谱图

Fig. 1 摇 High performance liquid chromatogram of 1. 0 滋g / ml
chlorpyrifos

1. 3. 2 摇 水体中毒死蜱 DLLME 技术关键参数的优

化摇 用池塘水配制浓度为 0郾 10 mg / L的毒死蜱模拟

水样,用于毒死蜱 DLLME 条件的优化。 具体过程

如下:将一定体积的萃取剂和分散剂分别加入到 15
ml 尖底具塞离心管中,轻轻摇匀,然后加入 10 ml 毒
死蜱模拟水样,轻轻振荡,萃取剂均匀地分散在水相

中,形成水、分散剂和萃取剂的乳浊液体系,室温放

置 2 min。 然后以3 000 r / min离心 2 min,萃取剂沉

积在离心管底部,吸取沉积相到带支架的色谱自动

进样瓶内,按方法 1. 3. 1 所述条件进行 HPLC 分析。
试验设置不同种类和不同用量的萃取剂和分散剂,
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以及不同盐浓度和 pH 的水体样品进行对比试验,
以毒死蜱色谱峰面积为指标对上述条件进行优化。
1. 3. 3摇 水体中毒死蜱 DLLME鄄HPLC 分析技术的评

价摇 用池塘水配制系列浓度的毒死蜱模拟水样,按
优化的 DLLME 条件和方法 1. 3. 1 所述 HPLC 条件

进行分析,建立基质标准曲线用于毒死蜱的定量分

析,并以信噪比(S / N)为 3 所对应的水样毒死蜱浓

度为检出限。 用池塘水配制浓度为 0郾 01 mg / L、
0郾 10 mg / L、1郾 00 mg / L的水体模拟样品,按相同方法

进行分析,以模拟样品分析的回收率评价方法的准

确度,以回收率的变异系数评价方法的精密度。

2摇 结果与分析

2. 1摇 水体中毒死蜱 DLLME 技术关键参数的优化

2. 1. 1摇 萃取剂类型及其用量的优化摇 根据 DLLME

技术原理,选择萃取剂的主要原则如下:密度必须大

于水且不溶于水;对目标待测物的溶解能力大;还要

有较好的色谱行为,不影响目标物的定性和定量分

析[11鄄14]。 以1 000 滋l 甲醇作为分散剂,分别考察了

四氯化碳(密度 1郾 59 g / ml)、三氯乙烷(密度 1郾 35
g / ml)、二氯甲烷(密度 1郾 33 g / ml)、四氯乙烯(密度

1郾 63 g / ml)、三氯甲烷(密度 1郾 48 g / ml)5 种萃取剂

(用量均为 100 滋l)对毒死蜱的萃取效果。 结果表

明,除二氯甲烷外,其他 4 种萃取剂都能使毒死蜱得

到富集,其中三氯甲烷效果最佳(图 2a)。 在此基础

上,进一步对三氯甲烷的最佳用量进行了探讨。 结

果表明,在分散剂体积一定时,随着萃取剂体积的增

大,毒死蜱的色谱峰面积呈先增大后减小的趋势,用
量为 100 滋l 时对毒死蜱的富集效果最佳(图 2b)。

图 2摇 萃取剂种类(a)及萃取剂(三氯甲烷)用量(b)对毒死蜱分散液相微萃取效果的影响(n=3)
Fig. 2摇 Effect of extraction agent variety (a) and volume (b) on DLLME of chlorpyrifos (n=3)

2. 1. 2摇 分散剂类型及其用量的优化摇 根据 DLLME
技术原理,分散剂应能完全溶解萃取剂,且易溶于

水,分散剂作用是使萃取剂和水样溶液的接触面积

最大,其在水中的溶解度越大,形成的液滴会越小,
与目标物接触面积越大,萃取效率也越高[11鄄14]。 以

100 滋l 三氯甲烷作为萃取剂,分别考察了乙腈、丙
酮、乙醇和甲醇 4 种分散剂(用量均为1 000 滋l)对

毒死蜱萃取效果的影响。 结果表明,丙酮本身在

300 nm 处有较强吸收,不宜选用,其他 3 种分散剂

中甲醇效果最佳(图 3a)。 分散剂的体积大小将影

响萃取剂在水中的分散程度,从而影响沉积体积的

大小,进而影响萃取效率。 因此,本研究进一步对甲

醇的最佳用量进行了探讨。 结果表明,毒死蜱色谱

峰面积随着分散剂体积的增加而增加,这是由于随

甲醇体积增大,三氯甲烷在水中分散更充分,萃取效

率也相对越高;甲醇用量为1 200 滋l 时萃取效果达

到最佳,进一步增大用量则沉积体积下降,影响进样

要求,萃取效率也降低(图 3b)。
2. 1. 3摇 水体样品 NaCl 浓度与 pH 的优化摇 样品的

NaCl 浓度和 pH 能够影响 DLLME 富集效果[14]。 本

研究以1 200 滋l 甲醇为分散剂,100 滋l 三氯甲烷为萃

取剂,进一步考察水样NaCl 浓度和 pH 对毒死蜱萃取

效果的影响。 结果表明,当在水体样品中添加

0. 2% ~ 20郾 0% 的 NaCl 时,DLLME 过程受到较大影

响,难以获取到足量的沉积相用于后续 HPLC 分析,
因此后续试验中不添加 NaCl。 当水体 pH 在 5 ~ 10
时,毒死蜱的富集效果变化较大;在 6 ~8 时富集效果

较为稳定;pH 为 7 时毒死蜱的富集效果最佳(图 4)。
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图 3摇 分散剂种类(a)及分散剂(甲醇)用量(b)对毒死蜱分散液相微萃取效果的影响(n=3)
Fig. 3摇 Effect of dispersing agent variety (a) and volume (b) on DLLME of chlorpyrifos (n=3)

图 4摇 水体样品 pH对毒死蜱分散液相微萃取效果的影响(n=3)
Fig. 4摇 Effect of pH on DLLME of chlorpyrifos (n=3)

2. 2摇 水体中毒死蜱 DLLME鄄HPLC 分析技术的

评价

摇 摇 评价所建立的 DLLME鄄HPLC 分析技术对毒死

蜱检测的有效性,进一步对该方法的灵敏度、准确度

和精密度进行了研究。 用池塘水配制系列浓度的毒

死蜱模拟水样,按优化的 DLLME 条件和1. 3. 1所述

HPLC 条件进行分析,得到毒死蜱定量分析的基质标

准曲线为 y = 113. 503 0x+0. 516 5,R2 = 0. 999 9 (其
中 y 为毒死蜱色谱峰面积,x 为水样中毒死蜱浓度)。
逐步稀释模拟水体样品,按同样方法进行分析,当模

拟水样毒死蜱浓度为0郾 005 mg / L时,其峰面积约为基

线噪声的 3 倍,故确定该方法的最低检出限为 0郾 005
mg / L。 对毒死蜱浓度为 0郾 01 mg / L, 0郾 10 mg / L,
1郾 00 mg / L的水体模拟样品进行 5 次重复分析,得其

回收率和变异系数(表 1),添加样品与空白水样的色

谱图对比如图 5 所示。 由表 1 可知,毒死蜱添加浓度

为 0郾 01 ~1郾 00 mg / L时,添加回收率高于 85%,变异

系数低于 7郾 5%,说明所建立的方法具有较好的准确

度和精密度。

图 5摇 空白水样(a)与毒死蜱添加样品(0. 1 mg / L)(b)的色谱图对比

Fig. 5摇 The chromatogram of blank water sample (a) and spiked water sample (b)

3摇 讨 论

分散液相微萃取集采样、萃取和浓缩于一体,是

一种新型的样品前处理技术,与传统的萃取方法相

比具有操作简单、快速、准确、成本低、对环境友好且

回收率高和富集倍数高等特点,其在痕量分析领域
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中展现出愈来愈广阔的应用前景。 本研究建立了水

体中毒死蜱 DLLME鄄HPLC 分析检测方法,其关键参

数为:以 100 滋l 三氯甲烷为萃取剂,1 200 滋l 甲醇为

分散剂,样品无需添加 NaCl,样品酸碱度控制在中

性为宜。 该方法的最低检测限为 0郾 005 mg / L,其准

确度和精密度均能满足实际应用的要求。

表 1摇 水体中毒死蜱 DLLME鄄HPLC 分析法的添加回收率及变异系

数(n=5)
Table 1摇 Spiked recovery and its coefficient of variation of chlor鄄

pyrifos in water by DLLME鄄HPLC(n=5)

毒死蜱添加浓度
(mg / L)

平均添加回收率
(% )

回收率变异系数
(% )

0. 01 95. 31 5. 52

0. 10 87. 68 4. 48

1. 00 101. 37 7. 29
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