
第３２卷第５期 河 北 科 技 大 学 学 报 Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．５

２０１１年１０月 Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈｅｂｅｉ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ


Ｏｃｔ．２０１１

　　文章编号：１００８－１５４２（２０１１）０５－０４２１－０５

胶束电动毛细管色谱推扫富集测定

蜂蜜中残留的杀虫脒和单甲脒
石　杰，陈冠华，童明珠，吴　娴，王　坤

（江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江　２１２０１３）

摘　要：建立了胶束电动毛细管色谱推扫富集测定蜂蜜中杀虫脒和单甲脒残留的分析新方法，对影
响分离度和峰高的诸因素进行了选择。获得的最佳分离和富集条件如下：３０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐－２０
ｍｍｏｌ／Ｌ十二烷基硫酸钠－２０％（体积分数）甲醇运行缓冲溶液（ｐＨ值为９．６７），进样量为１０ｋＶ×
９０ｓ，分离电压为２０ｋＶ。在此优化条件下，杀虫脒和单甲脒的富集倍数分别为１　１００和１　０００倍，
线性范围为０．０３～０．２５ｍｇ／Ｌ，检出限为０．８８μｇ／ｋｇ和０．６２μｇ／ｋｇ，加标回收率为９１．８％～
１００．６％和９０．５％～１０２．６％。该方法满足相关标准中的残留限量要求，可用于蜂蜜中杀虫脒和单
甲脒农药残留的检测。
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　　杀虫脒和单甲脒属脒类农药，是一类广谱性杀螨剂，其结构式见图１。该类农药除可用于果树、蔬菜、茶



叶、棉花等作物的螨害防治外，尤以其对蜜蜂无毒的特点而被广泛用于蜂螨的防治，近年来其使用量有逐年
增加的趋势。该类农药对人体有潜在的致癌、致畸危害［１－２］，特别是杀虫脒，属于高毒农药，其不当使用可造
成蜂蜜中的杀螨类农药残留量超标，危害人类健康，因此世界上许多国家对蜂蜜中的农药残留量均有限
制［３］。国内外已报道的该类农药的分析方法主要是比色法［４］、气相色谱法［５－８］、高效液相色谱法［９］、气相色
谱－质谱法［１０－１４］、薄层色谱法［１５］等。毛细管电泳法具有分离效率高、试剂和样品消耗量少等诸多优点，但是
由于其管径细小，导致采用其吸收检测时的检出限较差。推扫富集是以胶束电动毛细管色谱为基础的在线
富集方法［１６］，利用样品塞前后界面存在的移动速度差实现区带的压缩，可使分析物浓度提高２～３个数量
级［１７－２０］。以电动模式进样，可使富集过程扩展至进样阶段，并对提高富集倍数产生积极作用。这种推扫富集
方法可有效弥补毛细管电泳因管径细小导致的吸收检测限差的不足，能够满足农药残留分析的要求。笔者
对采用此方法检测蜂蜜中残留杀虫脒和单甲脒进行了研究。
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图１　农药的分子结构
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｃａｒｉｃｉｄｅｓ

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

Ｐ／ＡＣＥ　ＭＤＱ毛细管电泳仪，配３２Ｋａｒａｔ数据采集工作站（美国Ｂｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒ公司提供）；毛细管，
内径为７５μｍ的未涂层毛细管柱（邯郸市鑫诺光纤色谱有限公司提供），总长６０ｃｍ，有效长度为５０ｃｍ；

ｐＨＳ－２型酸度计（上海第二分析仪器厂提供）；电子分析天平（赛多利斯ＢＳ　１２４Ｓ）；超声清洗器（必能信

Ｂ５５００Ｓ－ＭＴ）。

单甲脒原药（质量分数为９５％），购自保定农药厂；杀虫脒标准品（质量分数为９８％），购自德国Ｅｈｒｅｎ－
ｓｔｏｒｆｅｒ公司；硼酸，硼砂，氢氧化钠，十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），盐酸，石油醚，均为分析纯试剂；实验用水为去离
子水，电阻率为１８２ｋΩ·ｍ。

１．２　电泳条件
运行缓冲液含有３０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐、２０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＤＳ和２０％（体积分数，下同）甲醇，ｐＨ值为９．６７，

使用前用０．２２μｍ微孔滤膜过滤。分离电压为２０ｋＶ，电动进样１０ｋＶ×９０ｓ，分离柱温为２５℃，检测波长
为２１０ｎｍ。每次开始实验前用０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ，水和运行缓冲液分别冲洗５ｍｉｎ，样品间用０．１ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＯＨ，水和运行缓冲液分别冲洗３ｍｉｎ。

１．３　标准与样品制备
准确称取适量单甲脒和杀虫脒，用甲醇溶解后，用水定容，用时用水稀释至所需浓度。
称取４．００ｇ均匀样品，放入离心管中，加入４ｍＬ浓度为５．０ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠和４ｍＬ石油醚，快速

混匀３ｍｉｎ，在离心机上于３　０００ｒ／ｍｉｍ的转速下离心２ｍｉｎ。弃去水相，加入２ｍＬ浓度为１．０ｍｏｌ／Ｌ的盐
酸，快速混匀，以２　０００ｒ／ｍｉｎ转速离心１ｍｉｎ。弃去石油醚层，加入５．０ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠１ｍＬ和石油醚２
ｍＬ，混匀，以２　０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１ｍｉｎ。将石油醚相取出，于水浴（温度低于６０℃）中挥发至干，用甲醇
定容至适当体积，此为待测样品。

２　结果与讨论

当样品以电动方式进样时，样品中组分在进样电压的作用下以电渗流与自身电泳速度的合速度由毛细
管的进口端进入毛细管，而在缓冲液与样品的前界面处的胶束则以慢于组分运动的速度向检测窗方向运动，

于是产生了进样过程中胶束对组分的推扫过程。当进样完成后，在分离电压的作用下，与进样过程类似的推
扫继续进行，直到样品塞的后界面与前界面处的胶束相遇，所有的推扫完成，同时组分的区带被压缩，其中的
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组分浓度由于区带的压缩而被提高，从而实现了分析物的富集。在推扫和分离过程中，缓冲液参数、进样量
和分离电压都会通过影响电渗流的大小、组分在胶束相中的停留时间以及分离通道的长度而对富集效果及
组分间的分离度产生影响，需要对这些参数进行优化。

２．１　缓冲液ｐＨ值和浓度的影响
缓冲液ｐＨ值可以影响电渗流，从而影响分析物的峰高和分离度。以不同ｐＨ 值的３０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＳＤＳ－

２０％甲醇－３０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐缓冲液分离杀虫脒和单甲脒的混合溶液。结果表明：当缓冲液ｐＨ值低于９．０
时２种物质无法基线分离，它们的分离度随ｐＨ值的升高而逐渐改善。随着ｐＨ值的升高，２种物质的峰高
逐渐增加，当ｐＨ值为９．６７时，两者的峰高达到最大，如图２所示（其中缓冲液为３０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐－３０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＳＤＳ－２０％甲醇）。故缓冲液ｐＨ值选为９．６７。
缓冲液浓度的变化会引起溶液黏度及管壁Ｚｅｔａ电势的变化，使电渗流发生改变，并影响分析物的峰高

和迁移时间。笔者考察了硼酸盐缓冲液浓度为２０～６０ｍｍｏｌ／Ｌ对分析物峰高的影响，结果如图３所示（其
中缓冲液为硼酸盐－３０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＳＤＳ－２０％甲醇，ｐＨ值为９．６７）。杀虫脒和单甲脒的峰高均在３０ｍｍｏｌ／Ｌ时
达到最大，其中杀虫脒的峰高变化最为明显，故缓冲液浓度选为３０ｍｍｏｌ／Ｌ。
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图２　ｐＨ值对峰高的影响
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图３　缓冲液浓度对峰高的影响
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图４　ＳＤＳ浓度对峰高的影响
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图５　甲醇体积分数对峰高的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍｅｔｈａｎｏｌ　ｏｎ　ｐｅａｋ　ｈｅｉｇｈｔ

　　ＳＤＳ胶束通过分析物与其相互作用而使分析物运动速度发生改变，从而影响分析物的峰高和迁移时
间。在１０～５０ｍｍｏｌ／Ｌ范围内改变ＳＤＳ浓度，结果如图４所示（其中缓冲液为３０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐－ＳＤＳ－
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２０％（体积分数）甲醇，ｐＨ值为９．６７），分析物的峰高在ＳＤＳ浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ时达到最大，故ＳＤＳ浓度选
择为２０ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．２　缓冲液中甲醇浓度的影响
在缓冲液中加入有机溶剂，可增加溶质的溶解度，减小管壁的吸附效应，从而使分析物的峰高和分离度

有所改善。笔者考察了甲醇体积分数为１０％～３０％时对峰高和分离度的影响，结果如图５所示（其中缓冲
液为３０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐－２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＳＤＳ－甲醇，ｐＨ值为９．６７）。结果得知：当甲醇体积分数在１０％以下时，

２种物质无法达到基线分离；随着甲醇浓度的升高，分离度逐渐增大；随着甲醇体积分数的改变，分析物的峰
高也在发生变化，当甲醇体积分数为２０％时，峰高达到最大。故缓冲液中甲醇体积分数选择为２０％。

２．３　分离电压和进样时间对峰高的影响
分离电压可对电渗流和柱效产生影响，从而对分析物的峰高和迁移时间产生影响。在其他条件不变的

情祝下，分别以不同分离电压分离２种农药，如图６所示（其中缓冲液为３０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐－２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＳＤＳ－２０％（体积分数）甲醇，ｐＨ值为９．６７）。结果表明：随着电压的升高，分析物迁移时间缩短，峰高在２０
ｋＶ时达到最大，故选择分离电压为２０ｋＶ。
采用电泳条件中的缓冲液和分离电压，进样时间对峰高有直接影响，如图７所示（其中缓冲液为３０

ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐－２０ｍｍｏｌ／ＬＳＤＳ－２０％（体积分数）甲醇，ｐＨ值为９．６７）。结果表明：分析物的峰高随着进样
时间的增加而增加，当进样时间超过９０ｓ时，峰高开始下降，两峰由于分析物进入毛细管内样品区带过长而
发生部分重叠，综合考虑对峰高的影响，确定进样时间为９０ｓ。
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图６　分离电压对峰高的影响
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图７　进样时间对峰高的影响
Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｐｅａｋ　ｈｅｉｇｈｔ

２．４　富集倍数
采用上述优化分离条件和进样量分离质量浓度为０．５ｍｇ／Ｌ的２种农药混合样品，测得各自峰高为

Ｈｉ；以同样分离条件和１０ｋＶ×３ｓ进样量分离５０ｍｇ／Ｌ的２种农药混合样品，测得各自峰高为ｈｉ；则有富

集倍数ｆｉ＝（Ｈｉ／ｈｉ）×（５０／０．５），由此可计算出杀虫脒和单甲脒的富集倍数分别为１　１００和１　０００倍。

２．５　线性范围、检出限和精密度
在优化条件下，测定标准溶液系列和１１次空白样品，得到２种农药的工作曲线和线性范围，按３倍信噪

比计算可得检出限，如表１所示（其中Ｙ 为峰面积，Ｘ 为质量浓度）。取质量浓度分别为０．２５ｍｇ／Ｌ的２种
农药的标准溶液连续进样６次，测得杀虫脒和单甲脒的ＲＳＤ值分别为２．０９％和２．１６％。

２．６　样品的测定结果
对市售蜂蜜中的杀虫脒和单甲脒残留进行了测定，未检出。对其进行了０．０１，０．０５和０．１０ｍｇ／ｋｇ水

平的加标回收率试验，每种农药在每个质量浓度水平均平行测定３次，得到回收率，如表２所示。标准和加
标样品的电泳图见图８。
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表１　检出限、工作曲线及其线性范围
Ｔａｂ．１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｓ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ａｎｄ　ｌｉｎｅａｒ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｒａｎｇｅｓ

农药种类 检出限／（μｇ·ｋｇ－１） 工作曲线 相关系数Ｒ 线性范围／（ｍｇ·Ｌ－１）

杀虫脒 ０．８８　 Ｙ＝１６．８０４　Ｘ＋０．６９６　１　 ０．９９９　６　 ０．０３～０．２５

单甲脒 ０．６２　 Ｙ＝６８．２０３　Ｘ＋０．０１２　７　 ０．９９８　０　 ０．０３～０．２５

表２　加标样品回收率和相对标准偏差
Ｔａｂ．２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ｏｆ　ｓｐｉｋｅｄ　ｓａｍｐｌｅ　ａｎｄ　ＲＳＤ

农药种类 加入量／（ｍｇ·ｋｇ－１） 回收率／％ ＲＳＤ值／％

杀虫脒

０．０１　 ９１．８　 ３．４

０．０５　 ９４．５　 ２．１

０．１０　 １００．６　 ２．２

单甲脒

０．０１　 ９０．５　 １．６

０．０５　 ９３．４　 ２．５

０．１０　 １０２．６　 ２．９

4 6 8 10 12 14 16 18 20 4 6 8 10 12 14 16 18 20

a)标准品 b)加标样品

杀虫脒

单甲脒

杀虫脒

单甲脒

时间/min 时间/min

图８　标准品和加标样品的电泳图
Ｆｉｇ．８　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ａｎｄ　ｓｐｉｋｅｄ　ｓａｍｐｌｅ

３　结　语

所建立方法的检出限可满足欧盟、美国对食品中杀虫脒和单甲脒最大残留限量规定的要求，可用于蜂蜜
中杀虫脒和单甲脒残留量的检测。
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