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摘 要: 建立了水体沉积物中阿维菌素残留的高效液相色谱 － 串联质谱( HPLC － MS /MS) 检测方法。沉积物

样品采用超声微波萃取、固相萃取净化。待测物通过 Thermo － C18 色谱柱( 50 mm × 2. 1 mm，1. 9 μm) 分离，

乙腈 ∶ 乙酸 － 乙酸铵缓冲液 ∶ 水混合溶液( 75 ∶ 10 ∶ 15，体积比) 为流动相洗脱，大气压化学电离 － 多反应

负离子监测模式检测，内标法定量。通过加入内标物甲氨基阿维菌素苯甲基盐并采用基质加标标准曲线进行

校正。研究表明，阿维菌素的线性范围为 1. 6 ～ 400 μg /L，相关系数( r2 ) 达到 0. 999 3。不同浓度加标样品的

相对标准偏差( n = 3) 为 2. 2%～ 16. 2%，方法的检出限为 0. 18 ng /g( 干重)。野外样品检测显示，HPLC － MS /
MS 方法与衍生化 － 液相色谱 /荧光检测法的分析结果相当，但前者更灵敏、简便，适用于沉积物中痕量阿维

菌素残留的测定。
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Determination of Abamectin Ｒesidue in Sediment Using High Performance Liquid
Chromatography － Tandem Mass Spectrometry
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Guangzhou 510640，China; 2． University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China)

Abstract: A high-performance liquid chromatography － tandem mass spectrometric( HPLC － MS /MS)

method was developed to analyze abamectin in sediment． The sample was extracted with a mixture of
hexane and acetone by ultrasound-assisted microwave extraction，and purified with solid phase extrac-
tion column packed with primary /secondary amine and graphite carbon black． The analytes were sep-
arated on a Thermo － C18 column( 50 mm ×2. 1 mm，1. 9 μm) using a mixture of acetonitrile ∶ acetic
acid － ammonium acetate ∶ water( 75 ∶ 10 ∶ 15) as mobile phase． The analysis of the target com-
pounds was performed under atmospheric pressure chemical ionization mode with multiple reaction mo-
nitoring． The quantification of abamectin was based on internal standard calibration( emamectin ben-
zoate as the internal standard) ，and the calibration standards were prepared using matrix-matched so-
lution for compensation of matrix effect． The calibration curve of abamectin was linear in the range of
1. 6 － 400 μg /L with correlation coefficient( r2 ) of 0. 999 3． The relative standard deviations ranged
from 2. 2% to 16. 2%，and the limit of detection was 0. 18 ng /g by dry weight． The established
method was used to analyze sediment samples collected from an urban stream in Guangzhou，and the
results were compared with those obtained by the HPLC / fluorescence detection after derivatization．
Similar results were achieved by both methods，but the HPLC － MS /MS method showed greater sensi-
tivity and simplicity，and was suitable for the detection of sediment-associated abamectin at low con-
centrations．
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阿维菌素类是由放线菌产生的一组大环内酯类抗生素，是目前应用最广泛的抗寄生虫药物［1］。阿

维菌素类农药主要以阿维菌素( Abamectin) 为杀虫成分，其作用机理是通过与靶动物神经 － 肌肉突触的

特定位点结合，引起突触后膜谷氨酸控制的 Cl － 通道开放，增加细胞膜对 Cl － 的通透性，导致神经元休

止电位超极化，神经传导受阻，最终虫体麻痹死亡［2］。研究表明，阿维菌素对沉积物中摇蚊幼虫等底

栖动物具有极强的毒性，如其对摇蚊幼虫的半数致死浓度( LC50) 低至 0. 18 μg /g 有机碳［3］。由于近年

来阿维菌素在我国东南部地区大量使用［4］，已成为广州地区沉积物对底栖无脊椎动物毒性的主要贡献

者之一［5 － 6］。因此，发展一种快速、灵敏检测沉积物中痕量阿维菌素残留的分析方法，监测其环境残

留状况，有利于进一步研究其环境行为和毒性风险。
阿维菌素的分子量较高( C48H72O14，相对分子质量为 873) ，难以气化而且缺乏有效的气相衍生化

方法，因此目前主要采用高效液相色谱( HPLC) 进行分析。由于紫外检测法( UV) 的选择性不高，易受

干扰，且灵敏度较低，因此 HPLC /UV 不适合环境中阿维菌素的残留分析［7 － 8］。与 UV 相比，荧光检测

器( FLD) 的灵敏度更高、干扰更少。但阿维菌素自身无对称共轭结构，不能直接采用 FLD 检测，因此

要求检测前进行衍生化。Li 等［6］采用 300 μL 三氟乙酸酐 － 乙腈( 1 ∶ 2) 和 200 μL 1-甲基咪唑衍生化处

理样品后，进行 HPLC /FLD 检测，测得仪器的检出限为 20 ng /mL。目前，HPLC /FLD 广泛用于阿维菌

素的检测［3，6，9 － 11］，HPLC － 串联质谱( HPLC － MS /MS) 也逐渐用于生物、农作物和水体等环境介质中阿

维菌素的检测［12 － 17］，而沉积物由于成分复杂、杂质多，基质对分析的干扰大，其相关研究较少［18 － 19］。
在这些分析中阿维菌素多用作内标定量其它化合物［18］，而对其检测则采用外标法定量［19］。这可能导

致仪器分析过程中基质效应无法得以校正，而产生定量误差。因此，亟需发展新 HPLC － MS /MS 分析

方法，以便在缺乏同位素取代阿维菌素的情况下，准确定量沉积物中的阿维菌素残留。
本文利用 HPLC － MS /MS 灵敏度高、专属性强的优点，通过降低分析过程中的基质干扰问题，提

高阿维菌素定量的准确度，建立了沉积物中痕量阿维菌素残留的检测方法，为评价环境中阿维菌素的

毒性风险提供可靠的分析手段。并通过对比 HPLC － MS /MS 与衍生化 /HPLC /FLD 对野外沉积物样品的

分析结果，初步评价了广州城市河涌沉积物中阿维菌素对摇蚊幼虫的毒性风险。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂
TSQ HPLC － MS /MS( Thermo Scientific 公司) ; FD －1C － 50 冷冻干燥仪( 北京博医康公司) ; CW －

2000 超声微波协同萃取仪( 上海新拓公司) ; K17 － 0002 氮吹仪( 广州地球化学研究所) ; JB300 － D 电

动搅拌器( 上海标本公司) ; BF2000 － 15T 固相萃取装置( 上海八方公司) ; CL200 多功能余氯 /pH 值测

定仪( 上海三信公司)。
正己烷、乙腈( 色谱纯，Burdick and Jackson 公司) ; 丙酮( 重蒸处理，天津化学试剂厂) ; 铜粉、无水

硫酸钠( 天津科密欧化学试剂有限公司) ; 乙酸( 江苏强盛功能化学股份有限公司) ; 乙酸铵( 广州化学试剂

厂) ; 阿维菌素、甲氨基阿维菌素苯甲基盐( Emamectin benzoate) ( 纯度均大于 95%，美国 Accustandard 公

司) ; 伯 /仲胺( PSA) 吸附剂( 美国 Newburyport 公司) ; 石墨化碳黑( GCB) 吸附剂( 美国 Phillipsburg 公司)。
实验用水均为美国 Millipore 公司纯水机制造的高纯度 Milli-Q 水( 放置时间不超过 24 h)。
1. 2 沉积物的采集与前处理
1. 2. 1 沉积物的采集 表层沉积物采集自广州市郊水库及市区一条河涌，该河涌流经广州天河区的

农业区、植物园、工业区和居民区等。在可涉水区域利用铁锹直接采集表层 5 cm 的沉积物，现场直接

过筛( 10 目，孔径 2 mm) ，充分混匀后，当天尽快运回实验室，并在 － 20、4 ℃避光保存，分别用于化

学分析与毒性测试［6］。
1. 2. 2 样品萃取与净化 沉积物样品萃取按 Li 等［20］的方法进行。适量沉积物样品均匀搅拌后，真空

冷冻干燥 72 h，研磨后称取约 5 g 样品至萃取瓶中，加入 2 g 铜粉，使用 100 mL 正己烷 － 丙酮( 1 ∶ 1)

混合溶液超声微波协同萃取 6 min，超声与微波功率分别设为 50、100 W。萃取结束后，另用 50 mL 溶

液重复萃取 1 次。2 次萃取液过滤合并，氮吹浓缩，最后将样品溶解在 1 mL 正己烷中。
自行填装的固相萃取柱用于萃取液净化，萃取柱从下向上依次分层干式填装 300 mg PSA、300 mg
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GCB 和 1 g 无水硫酸钠。其中，PSA 具有正相吸附及离子交换功能，可有效去除萃取基质中脂肪酸和

有机酸等干扰物［21 － 22］; 另一方面，具有正六元环结构碳表面的 GCB 对萃取基质中色素和甾酮的去除

比较理想［22］; 而无水硫酸钠则用于除去萃取物中的残留水。阿维菌素用 10 mL 的正己烷 － 丙酮混合淋

洗液( 1 ∶ 1，体积比) 洗脱，氮吹浓缩吹干，加入 0. 5 mL 流动相缓冲液 － 乙腈( 1 ∶ 9) 混合溶剂和 50 ng
内标物，0. 22 μm 有机滤膜过滤后进行仪器分析。
1. 3 色谱与质谱条件

色谱柱: Thermo － C18 ( 50 mm × 2. 1 mm，1. 9 μm) ; 柱温: 50 ℃ ; 流动相: 乙腈 － 缓冲液 － 水

( 75 ∶ 10 ∶ 15) 混合溶液，其中缓冲液为 pH 4. 0 的乙酸 － 乙酸铵混合液; 流速: 200 μL /min。电离方式:

大气压化学电离( 负离子扫描，APCI( － ) ) ; 采集方式: 多反应监测模式( MＲM) ; 扫描时间: 1 s; 监

测离子对见表 1。

表 1 分析物的监测离子及其对应质谱参数
Table 1 Qualitative and quantitative ions of the analytes and the corresponding mass spectrometric parameters

Analyte
MＲM parent /product ions

( m/z)
Collision

energy( eV)

Declustering
voltage( V)

Discharge
current( μA)

Abamectin( 阿维菌素) 871. 5 /565. 5* ，871. 5 /789. 5 24 0 60. 0
Emamectin benzoate( 甲氨基阿维菌素苯甲基盐) 884. 5 /848. 5* ，884. 5 /866. 5 22 0 85. 0

* quantitative ion

2 结果与讨论

2. 1 质谱条件的优化
电喷雾电离( ESI) 和 APCI 两种离子源均被用于阿维菌素的 HPLC － MS /MS 分析。文献［13，23 －24］

显示，当采用 ESI 的正离子扫描模式进行分析时，阿维菌素类农药的母离子更倾向于以 ［M + Na］+ 离子

形式进行检测，但如果萃取基质中钠含量较低或萃取方法导致萃取液中仅含有痕量的钠离子，以［M +
Na］+ 离子形式检测常出现线性关系不理想的情况［23 － 24］。为克服此不足，Turnipseed 等［25］建议采用 APCI
的负离子模式检测其母离子［M － H］－ ，该研究显示 APCI 对阿维菌素的检测具有较好的线性关系。本研

究根据阿维菌素极性较弱的性质，通过有机溶剂从沉积物中提取阿维菌素，萃取液中的钠离子浓度较低，

因此为了取得良好线性关系，选择 APCI 负离子模式。在该模式下，利用直接注射进样选择定性定量离

子，并以 MＲM 扫描方式，通过化合物定量离子的响应值对相应质谱参数进行优化( 表 1)。
在确定的色谱条件下，进一步优化了气化器和毛细管温度以及碰撞压。由于超高效色谱柱的快速

分离，阿维菌素和内标的保留时间分别为 1. 29、2. 03 min，相差较小( 0. 74 min) ，小于质谱温度变化

所需时间，故在条件优化中采取“以目标化合物为主，兼顾内标物”原则。最终优化的气化器和毛细

管温度分别为 300、150 ℃，碰撞压选择 1. 1 mTorr。
2. 2 基质效应的校正

为提高该方法定量分析沉积物中阿维菌素的准确性，本研究选择适合的内标物并配制基质加标曲

线，以降低基质效应引起的分析偏差。因为缺乏同位素取代的阿维菌素［18］，本实验选取与阿维菌素化

学结构相似的甲氨基阿维菌素苯甲基盐作为 HPLC － MS /MS 内标物。经过内标校正，方法在 1. 6 ～ 400
μg /L 范围内的线性相关系数( r2 ) 从 0. 971 4 提高至 0. 999 3，显著增加了分析准确度。尽管环境中可能

存在甲氨基阿维菌素苯甲基盐，但对加入 20 ng /g( 干重) ，LOQ 为 0. 43 ng /g( 干重) 的甲氨基阿维菌素

苯甲基盐的沉积物的分析( n = 5) ，本实验所选样品前处理方法完全无法从沉积物中将该物质萃取出，

故其可用作阿维菌素定量的内标物。
使用基质加标曲线进行定量分析是降低基质效应的另一种方法。本实验分别采用流动相缓冲液 －

乙腈混合溶液( 1 ∶ 9) 和添加干净沉积物萃取的基质的溶液配制阿维菌素标准曲线，并分别对加标浓度

为 100 μg /L 的样品进行分析。结果表明，单纯溶剂配制的校准曲线会使得阿维菌素浓度偏高( 132% ) ，

而采用基质加标校准曲线进行计算时，分析误差显著性降低，其分析准确率达到 98%。因此，使用内

标结合基质加标曲线进行定量校正，可显著降低基质效应引起的定量误差。
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2. 3 方法的精密度与灵敏度
由于超高效液相色谱柱的使用，阿维菌

素和甲氨基阿维菌素苯甲基盐在 3 min 内可

得到良好分离 ( 图 1 )。相比于 Li 等［6］ 采用

HPLC /FLD 法需 25 min 的总分析时间，本方

法大幅度提高了样品的分析效率。
通过重复 3 次对 9 个不同浓度( 0. 3 ～ 78

ng /g 干重) 基质加标样品进行分析，计算仪

器分析的相对标准偏差( ＲSD)。结果显示测

试样品的 ＲSD 为 2. 2%～16. 2%。此外，在沉

积物样品前处理方法使用的取样量和定容体

积的条件下，通过加标样品探讨方法灵敏度，

分别以信噪比( S /N) 为 3 和 10 计算方法的检

出限( LOD) 和定量下限( LOQ)。结果得到该

方法的 ＲSD 值均小于 20%，LOD 为 0. 18 ng /
g( 干重) ，LOQ 为 0. 43 ng /g( 干重) ，方法显

示了较好的精密度及较高的灵敏度，能满足

沉积物中痕量农药残留分析的要求。
2. 4 野外样品的分析

利用新建立的分析方法分析了 Li 等［6］从

广州 河 涌 采 集 的 9 个 野 外 样 品，包 括 S1、
S2、S4、S5、S61、S7、S8、S10 和 S16 ( 采

样点见图 2)。针对同批样品，两次样品的分

析( Li 等［6］与本实验) 采用了相同的沉积物前

处理方法，但在仪器检测方面，文献［6］用

300 μL 的三氟乙酸酐 － 乙腈( 1 ∶ 2 ) 和 200
μL 的 1-甲基咪唑 － 乙腈( 1 ∶ 1) 对样品进行

衍生化处理，HPLC /FLD 进行检测。本文采

用所建立的 HPLC － MS /MS 法直接进样分析

阿维菌素。两种方法的分析结果见表 2。
如表 2 所示，经 HPLC － MS /MS 法检测，

9 个沉积物均检出阿维菌素残留，其浓度范

围为 0. 3 ～ 50. 3 ng /g( 干重)。该数据与 HPLC /FLD 的分析结果［6］非常接近。除 S8 样品外，两种分析方

法所得浓度的差值均在 20%以内。而对样品 S8，两种方法的差别为 28%，也属于合理范围，因为两次

分析沉积物样品的前处理是分别进行，偏差可能在萃取和净化过程产生。另外，由于受方法灵敏度的

限制，HPLC /FLD 未能在 S16 中检出阿维菌素［6］，而HPLC － MS /MS 在该沉积物检出 0. 3 ng /g( 干重)

的阿维菌素。这表明 HPLC － MS /MS 对沉积物中低浓度农药残留的检测更具优越性。

表 2 HPLC － MS /MS 和衍生化 HPLC /FLD 测定广州市区河涌沉积物中阿维菌素残留含量
Table 2 Concentration of abamectin in sediment from an urban stream in Guangzhou analyzed by HPLC － MS /MS

and HPLC /FLD after derivatization

Site
Concentration( ng /g dry weight)

S1 S2 S4 S5 S6 S7 S8 S10 S16
HPLC － MS /MS 19. 6 12. 3 6. 1 50. 2 30. 6 15. 6 50. 3 1. 4 0. 3
HPLC /FLD［6］ 16. 6 11. 4 6. 8 45. 5 30. 3 17. 3 39. 3 1. 8 － *

* no detected
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此外，HPLC /FLD 检测前需对样品衍生化，而野外样品中阿维菌素浓度不确定，若萃取液中阿维

菌素浓度过高，可能导致衍生化不完全，或衍生化产物浓度超出标准曲线范围。由于较难进行二次衍

生化，最终可能导致无法准确定量阿维菌素的浓度。而 HPLC － MS /MS 法无需衍生化处理，不仅可避

免衍生化过程的误差，也易于通过稀释手段使高浓度样品落入标准曲线范围内进行检测，保证定量的

准确性。由此可见，相对于 HPLC /FLD，HPLC － MS /MS 法也更利于高残留野外样品的分析。
另外，荧光衍生化过程对样品的净化与分析操作要求相当严格，如微量水分和光的存在可能导致

衍生化失败，因此实验必须避光，且处于完全无水状态。这也使无衍生化，可直接进样分析的 HPLC －
MS /MS 法更具优势。
2. 5 阿维菌素的毒性贡献

前期实验测定了广州河涌沉积物对摇蚊幼虫的毒性［6］，本文利用 HPLC － MS /MS 所测得的沉积物

浓度估算毒性单位( TU) ，分析了阿维菌素在沉积物毒性中的贡献。TU 的计算如公式 1 所示。其中，

LC50 值为 0. 18 μg /g 有机碳［4］。

毒性单位 ( TU) = 沉积物中目标污染物的有机碳标准化浓度
摇蚊幼虫的半致死浓度

( 1)

图 3 广州河涌沉积物中阿维菌素估算毒性单位( TU)
与生物测试得到 TU 的关系

Fig. 3 Ｒelationship between TU abametin calculated from
concentrations of abamectin measured by HPLC －MS/MS
and the observed TU to C. dilutus from the bioassays

图 3 比较了河涌沉积物中阿维菌素浓度估算 TU
值与沉积物的生物测试所得 TU 值［6］。由图 3 可见，

化学分析估算阿维菌素 TU 和生物测试 TU 间存在良好

的线性关系( 生物测试 TU = 1. 43 阿维菌素 TU + 3. 12，

r2 = 0. 58) ，说明这些沉积物中阿维菌素与摇蚊幼虫的

毒性密切相关，而阿维菌素残留成为广州市河涌沉积

物对摇蚊幼虫毒性的主要贡献者之一。这与前期的研

究结果一致［5 － 6］，即包括阿维菌素在内的几类目前仍

在使用的农药对珠三角地区沉积物中的底栖动物具有

高毒性。值得关注的是，由于阿维菌素对摇蚊幼虫具

有高毒性，而沉积物 S16 的有机碳含量较低( 0. 6% ) ，

其中阿维菌素残留尽管浓度很低，但其估算 TU 达到

0. 25。HPLC － MS /MS 检测灵敏度的提高，使得沉积

物 S16 中阿维菌素的定量分析成为可能，从而为毒性

风险评价提供了更可靠的数据。

3 结 论

本文采用甲氨基阿维菌素苯甲基盐为内标物，结合基质加标曲线的校正降低了基质效应，建立了

HPLC － MS /MS 法检测阿维菌素的方法。结果表明，本方法在 1. 6 ～ 400 μg /L 范围内具有良好的线性关

系( r2 = 0. 999 3) ，沉积物中阿维菌素的检出限为 0. 18 ng /g( 干重) ，ＲSD 小于 20%，分析时间在 3 min
内。对野外采集的广州市河涌沉积物样品的分析显示，该法与衍生化后 HPLC /FLD［6］对多数样品分析

结果相当，但灵敏度更高，且对低浓度污染物的分析更具优势。此外，由于本法无需衍生化处理，分

析更简便、快速，且在一定程度上可减少衍生化造成的误差，提高分析准确度，有望成为复杂环境介

质中阿维菌素残留的快速灵敏分析方法，并为进一步研究这类农药的环境行为和毒性风险提供有效的

技术手段。
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