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全自动在线固相萃取－液相色谱串联质谱法快速测定
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摘　要　建立了全自动化在线固相萃取－液相色谱串联质谱法快速、准确测定地表水中痕量甲基对硫磷

的方法. 水样经在线富集、色谱柱分离后，梯度洗脱，采用电喷雾离子源正离子多反应监测模式，内标

法定量. 通过对离子源参数、水相洗脱溶剂、有机相洗脱溶剂、洗脱溶剂初始比例进行优化试验，甲基

对硫磷的灵敏度显著提升，峰型更好. 该方法在质量浓度 5—1000 ng·L−1 范围内线性关系良好（相关系数

R2≥ 0.998）. 添加回收试验结果表明，方法检出限为 4 ng·L−1，方法定量限为 16 ng·L−1 ，在 40、100、500

ng·L−1 的 3个添加水平下，平均回收率为 90.1%—97.8%，相对标准偏差为 1.7%—3.5%。应用于实际地

表水样品测定，结果均未检出. 该方法便捷、高效，可实现高通量测定地表水中痕量甲基对硫磷.
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Fully automated on-line solid phase extraction coupled with liquid
chromatography tandem mass spectrometry for rapid determination

of trace methyl parathion in surface water
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（Hunan Geological Experiment and Testing Center, Changsha, 410007, China）

Abstract　A method for rapid and accurate determination of trace methyl parathion in surface water
by Fully automated on-line solid phase extraction coupled with liquid chromatography tandem mass
spectrometry  was  established.  The  water  samples  were  enriched  online,  separated  on  a
chromatographic  column  with  gradient  elution,  and  quantified  by  internal  standard  method  using
electrospray ionization source in positive ions multiple reaction monitoring mode. By optimizing the
ion  source  parameters,  changing  aqueous  phase  eluent,  organic  phase  eluent,  and  initial  ratio  of
eluent, the sensitivity of methyl parathion was significantly improved, and the peak shape got better.
The method showed good linearity in the mass concentration range of 5—1000 ng·L−1 (Correlation
coefficient (R2) ≥ 0.998). Through standard addition experiments, The results showed that the limit of
detection  of  the  method  was  4  ng·L−1  and  the  limit  of  quantification  was  16  ng·L−1.The  average
recovery at 3 addition concentrations of 40, 100, and 500 ng·L−1 was 90.1%—97.8%, with a relative
standard  deviation  (RSD)  of  1.7%—3.5%.  The  method  was  applied  to  the  determination  of  actual
surface water samples, and no trace of methyl parathion was detected. The method is convenient and
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efficient, and can achieve high-throughput determination of trace methyl parathion in surface water.
Keywords　Fully automated on-line solid phase extraction，liquid chromatography，tandem mass
spectrometry，methyl parathion.

 

甲基对硫磷是一种高效、广谱的有机磷农药，能有效抑制害虫神经系统中胆碱酯酶活力，但是由于其毒性高，长

期大量使用不仅会造成农作物及土壤的农药残留，农作物附近的地表水也极易受到污染[1 − 2]，进而污染环境和饮用水

源，对人体健康构成潜在威胁，因此建立准确快速测定地表水中甲基对硫磷残留量的测定方法具有非常重要的意义.
目前，甲基对硫磷的测定方法主要有气相色谱法[3]、气相色谱-质谱法[4]、液相色谱法[5] 和液相色谱-质谱法[6]. 水

体中甲基对硫磷的残留量极低，常规检测中主要采用液液萃取[7]、固相萃取[8] 等方法离线富集分析水样中的甲基对

硫磷，但都存在操作复杂，人为误差大、耗时长、通量低及样品消耗量大等问题. 张毅华等[9] 采用分散液液微萃取技

术对地表水进行富集预处理，选取四氯乙烯为萃取溶剂，萃取剂体积为 30 μL，并通过气相色谱质谱仪，进行有机磷农

药的测定; 张泾凯等[10] 用二氯甲烷对水样液液萃取 3次，经无水硫酸钠除水后，用甲醇定容上气相色谱-串联质谱仪，

测得最低检出限为 0.04 μg·L−1；胡红美等[11] 采用 C18固相膜萃取技术萃取水样，经丙酮和二氯甲烷洗脱，用气相色谱

氮磷检测器测定养殖用水中甲基对硫磷的含量；田葆萍等[12] 将 100 mL水样通过 HLB 固相萃取柱进行富集，再用甲

醇洗脱，氮吹浓缩后，定容 1 mL，再用 HPLC-MS检测，检出限为 0.2 μg·L−1.
全自动在线固相萃取[13] 通过结合大体积进样和在线固相萃取技术，自动化程度更高，无需进行液液萃取、浓缩

等步骤，简化了样品前处理步骤，样品消耗量小，通量大，缩短了样品前处理时间，同时对环境污染小，更适合日常大

批量水样分析. 本方法采用二元高压液相色谱-质谱联用系统及在线固相萃取大体积进样系统，对样品进行富集后再

用 LC-MS/MS 检测. 利用阀程序的切换，液相色谱及质谱条件的优化，建立了全自动在线固相萃取超高效液相色谱-
串联质谱快速测定地表水中痕量甲基对硫磷的分析方法，相对于传统的离线固相萃取方式，灵敏度更高，检出限更

低，同时实现了样品的自动化在线前处理和测定. 

1    实验部分 

1.1    仪器、材料及试剂

LCMS-8050液相色谱串联三重四极杆质谱仪（岛津企业管理（中国）有限公司），配置有电喷雾电离子源（ ESI），
DGU-20A5R真空脱气机，LC-20ADXR二元高压梯度分析型色谱泵 A、泵 B及 LC-20AD全自动在线固相萃取大体积

上样泵 C，CBM-20A系统控制器，CTO-20AC柱温箱（内有十通阀），SIL-16P自动进样器（内有 5 mL定量环，一次可最

多进样 5 mL），LabSolutions色谱管理软件. 分析柱为 Shim-pack GIST C18色谱柱（2.1 mm×100 mm×2.0 μm，岛津企业

管理（中国）有限公司）；固相萃取柱为 HLB柱（2.1 mm×30 mm ×20 μm，美国沃特世公司）；0. 22 μm水系滤膜（天津市

领航实验设备股份有限公司）；玻璃针筒.
甲醇、乙腈均为（LC-MS, HPLC）级（霍尼韦尔贸易（上海）有限公司）；甲酸为UPLC·L-1C-MS级（CNW Technologies）；

100 mg·L−1 甲基对硫磷标准储备液（上海安谱实验科技股份有限公司）；95%甲基对硫磷-D6标准品（上海化工研究

院）；15 mL玻璃进样瓶（岛津企业管理（中国）有限公司）；所有用水均为超纯水. 

1.2    色谱-质谱分析条件

色谱条件： 上样泵流动相Ａ为超纯水，流动相B为乙腈，分析泵流动相A为 0.1%甲酸水，流动相B为甲醇. 上样泵流速为

3 mL·min−1，分析泵流速为 0.3 mL·min−1，柱温 40 ℃，进样量为 3.0 mL. 梯度程序及阀切换时间见表１. 0—2 min，分析

泵维持初始流动相，用于平衡分析柱，上样泵进行大体积进样，固相萃取柱对目标物完成富集吸附；2 min时，十通阀

开始切换，在线 SPE小柱切换到分析流路；2—9 min，分析泵洗脱富集在 SPE小柱上的甲基对硫磷，经分析柱分离，

进入质谱检测器检测，上样泵流路则接至废液中；9 min时，十通阀切换至初始状态；9—15 min，分析泵继续分析，上

样泵在 9 min从流动相 A切换至流动相 B, 9—11 min，用强极性乙腈溶液再生 SPE小柱，11 min时，上样泵切回流动

相 A,11—15 min时，回到初始状态，用超纯水进一步冲洗平衡 SPE小柱，等待下一次进样（表 1）.
 
 

表 1    全自动在线固相萃取梯度洗脱程序及阀切换时间

Table 1    Gradient elution procedure for fully automatic online solid-phase extraction and time of valve switching
 

上样泵 分析泵 切换阀

时间/min 流动相切换阀 流速/（mL·min−1） 时间/min 流动相/（B/%） 时间/min 位置

0.00 A 3 0.00 80 0.00 1-2

2.00 A 3 2.00 80 2.00 6-1

2.01 A 0 9.00 100 9.00 1-2

9.00 B 0 10.00 100

9.01 B 3 10.10 80

11.00 A 3 15.00 80

15.00 A 3

7 期 任颖俊等：全自动在线固相萃取－液相色谱串联质谱法快速测定地表水中痕量甲基对硫磷 2505



质谱条件：  ESI 正离子（+）扫描，多反应监测  （MRM）  模式，碰撞气为氩气，雾化气流量 3 L·min−1，加热气流量

15 L·min−1，接口温度 400 ℃，脱溶剂温度 650 ℃，DL温度 280 ℃，加热块温度 400 ℃，干燥气流量 5 L·min−1，甲基对硫

磷的保留时间为 4.053 min，具体MRM参数见表 2.
 
 

表 2    甲基对硫磷的MRM参数

Table 2    MRM parameters for methyl parathion analysis
 

前体离子 （m/z） 产物离子（m/z） 驻留时间/s Q1pre偏差/V CE/eV Q3pre偏差/V

264.15 231.90 100 −10 −17 −24

264.15 124.95 100 −10 −21 −24
  

1.3    标准溶液的配制

标准使用液的配制：将 100 mg·L−1 甲基对硫磷标准储备液逐级稀释，用甲醇配成 20 mg·L−1 的标准使用液.
内标使用液的配制：将 10 mg甲基对硫磷-D6 标准品用丙酮溶解并定容至 100 mL，得到内标储备液，再用甲醇稀

释成 10 mg·L−1 的内标使用液.
标准曲线的绘制：采用内标法定量. 取不同体积的目标化合物标准使用液和 10 μL内标使用液，用甲醇分别配制

成 1、2、5、10、20、100、200 μg·L−1 的标准混合工作溶液（内标浓度为 100 μg·L−1），然后 将上述标准混合工作溶液用

超纯水再稀释，定容至 10.0 mL, 配制成 5、10、25、50、100、500 、1000 ng·L−1 的标准系列（内标浓度为 500 ng·L−1），分

别装入 15 mL玻璃进样瓶中，按照 1.2节方法，由低浓度到高浓度依次进样分析. 以目标化合物质量浓度与内标化合

物质量浓度的比值为横坐标；以目标化合物与内标定量离子对响应值的比值为纵坐标，绘制校准曲线. 

1.4    样品前处理方法

将水样通过 0. 22 μm水系滤膜过滤后，加入适量内标，按照 1.2 色谱-质谱分析条件直接上机测定. 

2    结果与讨论 

2.1    质谱、色谱参数的优化 

2.1.1    离子源参数的优化

在确立的 MRM参数基础上，对比了不同雾化气流量、加热气流量、干燥气流量、接口温度及 DL温度对甲基对

硫磷灵敏度的影响. 雾化气流量从 1.0 L·min−1 起，以 0.5 L·min−1 速度升到 3.0 L·min−1，甲基对硫磷的灵敏度呈逐渐增

大的趋势. 在 3.0 L·min−1 时，灵敏度达到最大，故选择其雾化气流量为 3.0 L·min−1.
接口温度从 100 ℃ 起始，以 100 ℃ 为一个步幅升到 400 ℃ 时，灵敏度呈逐渐增大的趋势. 在 400℃ 时，灵敏度最

佳，故选择其接口温度 400℃.
分别选用加热气和干燥气流量比例（L·min−1∶L·min−1）为 5:15、10:10和 15:5，甲基对硫磷在比例为 15:5时灵敏度

最佳，故选择 15:5（L·min−1∶L·min−1）为合适的加热气和干燥气流量比.
当 DL温度从 160 ℃ 起始，以 30 ℃ 为一个步幅升到 280 ℃ 时，甲基对硫磷的响应值逐渐增加，并在 280 ℃ 达到

最大值，故选择 280 ℃ 作为合适的 DL温度. 

2.1.2    水相洗脱溶剂的优化

甲基对硫磷在弱酸性和中性环境下较为稳定，本文选用质量浓度为 2.0 μg·L−1 的甲基对硫磷溶液，对比了

0.05%、0.1%、0.2%、0.5%的 4种浓度甲酸水溶液作为水相洗脱溶剂，考察对其灵敏度的影响. 结果表明，当甲醇水溶

液浓度为 0. 5%和 0.2%时都比较低下，当甲酸水溶液浓度降低为 0.1%，其响应值明显增加，灵敏度达到最高. 当甲酸

水溶液浓度继续降至 0.05%时，其响应值又呈降低趋势，故本文选用 0.1%甲酸水溶液作为合适的水相洗脱溶剂. 

2.1.3    有机相洗脱溶剂的优化

选用质量浓度为 2.0 μg·L−1 的甲基对硫磷溶液，当水相流动相为 0.1%甲酸水溶液时，对比研究了纯乙腈、甲醇-
乙腈=1:2、甲醇-乙腈=1:1、甲醇-乙腈=2:1、甲醇-乙腈=4:1、甲醇-乙腈=8:1、纯甲醇等 7种不同比例的甲醇-乙腈有机

相洗脱溶剂其灵敏度的影响. 结果表明，当有机相为纯乙腈时，甲基对硫磷灵敏度特别低、随着有机相中甲醇比例的

增加，甲基对硫磷的灵敏度呈现不断升高的趋势. 当有机相为纯甲醇时，目标物相应值大为提升，灵敏度达到最高，峰

型也较好，故本文选用有机相为纯甲醇作为合适的有机相洗脱溶剂. 

2.1.4    洗脱液初始比例的优化

经上述分析条件优化后，甲基对硫磷的响应值得到明显提高，但是峰型拖尾严重，本研究选取了洗脱液初始流动

相百分比分别为 20:80、40:60、60:40及 80:20的 0.1%甲酸水-甲醇混合洗脱液对其峰型和出峰时间进一步进行优化.
结果表明，随着初始流动相中甲醇比例的增加，甲基对硫磷的峰型拖尾程度逐渐减小，当初始流动相比例中甲醇比例

达到 60%时，上部峰型明显变窄，但仍有拖尾；当初始流动相比例中甲醇比例达到 80%时，其峰型继续变窄，拖尾消

失. 故本文选用 0.1%甲酸水-甲醇混合溶液（20:80，V:V）作为合适的洗脱液初始流动相比例. 

2.2    方法验证 

2.2.1    线性范围

按照优化后的  UPLC-MS/MS 条件下测定，并绘制标准曲线，甲基对硫磷的标准工作曲线为 Y=4.6419X+0.0445
（R２=0.9983）. 在质量浓度为 5—1000 ng·L−1 范围内线性良好，线性相关系数 R2>0.995, 达到了极显著水平. 甲基对硫
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磷及甲基对硫磷-D6标准溶液的 1 μg·L−1 MRM标准色谱图显示，内标物质甲基对硫磷-D6与待测物质甲基对硫磷的

监测离子对出峰时间基本一致. 经多离子反应监测（MRM）条件优化后，甲基对硫磷的定量离子对（m/z）和定性离子

对（m/z）分别为 264.15→124.95*和 264.15→231.90，甲基对硫磷-D6的定量离子对（m/z）和定性离子对（m/z）分别为

269.85→252.90*和 269.85→149.20，其中各物质定量离子对（m/z）的确定是由于该监测离子对能表现出更高的信号强

度且两对离子对出峰时间一致. 

2.2.2    方法检出限、定量限

本文按照 HJ 168-2020进行方法验证，对空白地表水样品进行甲基对硫磷加标浓度为 20 ng·L−1 的 7次平行加标

测定，按公式（1）计算方法检出限，以 4倍检出限作为方法定量限.

MDL = t(n−1,0.99)×S （1）

式中：MDL— 方法检出限；n — 样品平行测定次数测定；t — 自由度为 n-1，置信度为 99%的 t分布（单测）； S — n 次

平行测定的标准偏差.
添加回收试验结果表明，甲基对硫磷在地表水中的方法检出限为 4 ng·L−1，定量限为 16 ng·L−1，n=7，自由度为 6，

置信度为 99% 时的 t 分布，t=3.143，符合痕量分析的要求. 

2.2.3    方法精密度、准确度

取地表水样品，按照 1.4步骤制备样品和加标样品，分别做低（40 ng·L−1）、中（100 ng·L−1）、高（500 ng·L−1）的 3 个
质量浓度水平的加标回收试验，各加标样品平行测定 6次，计算方法准确度和精密度 . 添加回收试验结果表明

（表 3）；在  40、100、500 ng·L−1 等 3个添加水平下，甲基对硫磷的平均回收率为  90.1%—97.8%，相对标准偏差为

1.7%—3.5%，说明该方法精密度和准确度良好，符合痕量分析的要求.
 
 

表 3    精密度、准确度测试数据表

Table 3    Method precision and accuracy test
 

化合物 平均样品浓度/（ng·L−1）
样品加标浓度（40 ng·L−1） 样品加标浓度（100 ng·L−1） 样品加标浓度（500 ng·L−1）

平均回收率 RSD 平均回收率 RSD 平均回收率 RSD

甲基对硫磷 N.D. 90.1% 3.5% 95.9% 2.1% 97.8% 1.7%

　　注：N.D.代表样品未检出.
  

2.3    实际样品测定

平行采集 3份 100 mL长沙市某集中式生活饮用水源地地表水样品，按 1.4步骤进行样品处理后，上机测定，3份

水样中甲基对硫磷均未检出. 

3    结论

本研究利用阀程序的切换，通过液相色谱及质谱条件优化试验，添加回收率试验和实际样品测定，建立了全自动

化在线固相萃取－超高效液相色谱-串联质谱法对地表水中痕量甲基对硫磷的快速测定方法，样品经在线富集、色谱

柱分离后，梯度洗脱，采用电喷雾离子源正离子多反应监测模式, 内标法定量. 该方法在质量浓度为 5—1000 ng·L-1 范

围内线性关系良好（相关系数 R2≥0.998），方法检出限为 4 ng·L−1，定量限为 16 ng·L−1 ,在 3个添加水平下的回收率在

90.1%—97.8%之间，相对标准偏差在 1.7%—3.5%之间. 该方法相比传统的离线固相萃取方式，灵敏度更高，检出限

更低，简化了分析步骤，对环境较友好，操作快速，简便，具有较高的准确度和精密度，适用于对地表水中痕量甲基对

硫磷的分析测定.
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