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血(尿)中甲拌磷、二嗪农测定方法 

1 范围 

本规范适用于急性中毒人员全血中甲拌磷、二嗪农有机磷农药气相色谱质谱联用仪定性

定量检测。 
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GBZ/T 210.5-2008《职业卫生标准制定指南》第5部分：生物材料中化学物质测定方法 

3 全血中甲拌磷、二嗪农残留 GC/MS 测定方法 

3.1 原理 

采用液液萃取的方法，用二氯甲烷将全血中的甲拌磷、二嗪农提取后，氮吹浓缩，再复

溶，液体供气相色谱质谱联用仪采用SIM模式进行检测，结合标准品的离子碎片和保留时间

进行定性分析。 

3.2 仪器 

3.2.1 氮气浓缩仪； 

3.2.2 涡旋振荡器，可调节转速，3000～4000rpm； 

3.2.3 离心机，转速可满足 3000rpm； 

3.2.4 电冰箱，-20℃； 

3.2.5 15ml具塞螺口试管 

3.2.6 Angilent 6890-5973气相色谱-质谱联用仪，含 EPC控制的 Deans Swith反吹系统

模块）； 

仪器操作参考条件： 

色谱条件： 



 

色  谱  柱：DB-35MS，30m×0.25mm×0.25μm； 

柱      温：保持0.5min；进样量：1.0μl；色谱程序：80℃保持0.50min，以30℃/min

升温至200℃，保持1.00min，以20℃/min升温至240℃，保持4.00min后开启反吹模式。 

气化室温度：280℃； 

分流  模式：脉冲不分流进样，脉冲压力：45psi， 

后  运  行：300℃，流量：0ml/min；保持10.00min。 

载      气：高纯氦气，流速1.5ml/min； 

质谱条件   

电离  电压： 70eV； 

溶剂  延迟： 5min； 

离子源温度： 230℃； 

四极杆温度： 150℃； 

扫描  模式： SIM(选择离子方式)。 

表1. SIM扫描模式定量定性离子 

化合物名称 定量离子m/z 定性离子m/z 

甲拌磷 260 231、260 

二嗪农 304 179、304 

 

3.3 试剂 

3.3.1 甲醇，农残级；  

3.3.2 二氯甲烷，农残级； 

3.3.3 甲拌磷，99.5%； 

3.3.4 二嗪农，99.5%； 

3.3.5 古洛糖酸内酯，99.5%  

3.3.6 保护剂：2.0mg/ml的古洛糖酸内酯甲醇溶液； 

3.3.7 标准溶液： 

取甲拌磷标准品约50mg，放入50ml的容量瓶中，准确称量，用甲醇溶解，定容至刻度，

配制成浓度为1000μg/ml甲拌磷标准溶液。 

取二嗪农标准品约20mg，放入50ml的容量瓶中，准确称量，用甲醇溶解，定容至刻度，

配制成浓度为400μg/ml的二嗪农标准溶液。 

4℃冰箱密封避光保存。或使用购买的标准溶液。 

3.4 样品的采集、运输和保存 

取静脉全血5ml，-20℃低温保存，供检测。使用安全方便的取样容器和取样工具，其材

质不影响测定；在样品的采集、运输和保存过程中，应注意冷藏密封，并尽快送达实验室，

以防样品污染，保证待测物稳定，不变质、不损失。 

3.5 分析步骤 

3.5.1 样品处理 



 

取全血样品或加标样品2.0ml于15ml具塞螺口试管中（冷冻的样品需放置至室温），加

入6ml二氯甲烷，在涡旋振荡器涡旋振荡5min（涡旋震荡过程中会发生乳化现象，仍要继续

震荡涡旋），转速以涡旋上液面不接触到试管帽为准。 

将试管放入-20℃以下的冰箱中冷冻20-30min，取出放置完全融化后，用高速离心机以

3000rpm离心15min，使血液和提取溶液以及沉淀的蛋白完全分离。用一次性塑料吸管将上

层液体移入废液缸内，将中间固体层轻轻挤压到管壁上，然后将下层提取液全部转移至另一

支洁净的普通玻璃试管中。 

将存有提取液的试管在浓缩仪上吹至近干后，用200μl保护剂溶液重新溶解，放在涡旋

振荡仪上最大转速涡旋振荡2min，移入含有250μl内插管的进样小瓶中，气相色谱-质谱联用

仪检测。 

样品空白和质控样品处理方法同样品。 

3.5.2 标准（工作）曲线的配制和回归方程的计算 

取甲拌磷和二嗪农标准溶液各0.5ml于10ml容量瓶中，配制成二嗪农、甲拌磷浓度分别

为20μg/ml、50μg/ml的混合标准溶液；取该标准溶液1.0ml于10ml容量瓶中，用甲醇定容至

刻度，配制成二嗪农、甲拌磷浓度分别为2.0μg/ml、5.0μg/ml标准储备溶液；取标准储备溶

液1.0ml于10ml容量瓶中，用甲醇定容至刻度，配制成二嗪农、甲拌磷浓度分别为200μg/L、

500μg/L标准应用溶液。 

标准曲线的绘制：用保护剂溶液稀释标准应用溶液至表2.所列浓度的标准系列。 

标准系列 1 2 3 4 5 

甲拌磷（μg/L） 10 20 50 100 500 

二嗪农（μg/L） 4 8 20 40 200 

 

参照仪器操作条件，将气相色谱质谱仪调节至最佳测定状态，分别进样1.0μl，测定各标

准系列。以测得的定量离子的峰高或峰面积对相应的待测物浓度(μg/ml)绘制标准曲线。 

3.5.3 样品的测定 

按照前处理方法对样品、空白样品及质控样进行处理，进行气相色谱质谱仪选择离子模

式测定，测得峰高或峰面积值后，由标准曲线得相应的待测物的浓度(μg/ml)。 

3.6 计算 

3.6.1 测定结果按下式计算样品中甲拌磷、二嗪农的浓度 

   )1...(....................
n

c
C      

C ：全血中甲拌磷或二嗪农的浓度； 

c ：测定溶液中甲拌磷或二嗪农的浓度； 

n ：为样品前处理的浓缩倍数，本方法为10，根据样品实际浓缩倍数选择。 

3.7 质量控制 

3.7.1 采用样品加标的方法进行质量控制，加标回收率在 80%以上即可。 

3.8 注意事项 



 

3.8.1 方法的主要参数见表 3.  

表 3. 各待测物的线性方程、相关系数、检出限和定量下限 

化合物名称 
仪器检出限 

（μg/L） 

仪器定量限 

（μg/L） 

方法检出限 

（μg/L） 

方法定量限 

（μg/L） 

甲拌磷 0.80 3.00 0.08  0.30 

二嗪农 0.40 2.00 0.04  0.20 

3.8.2 最好采集中毒发生后 12 小时以内的静脉全血。 

3.8.3 该方法的检出限相对较低，灵敏度较高，实际工作中可以根据实际情况判断全血中

可疑化合物的浓度范围，对样品前处理步骤进行调整或省略，在牺牲一定灵敏度的前提下，

节省更多的时间。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

技术报告 

1. 材料  

1.1. 试剂  甲醇、二氯甲烷（农残级）；农药标准品（甲拌磷、二嗪农）（99.5%）；

保护剂古洛糖酸内酯（99.5%；西格玛公司）； 

1.2 仪器及设备  Angilent 6890-5973 气相色谱-质谱联用仪（含反吹系统模

块）；DB-35MS（30m×0.25mm×0.25μm）色谱柱；氮气浓缩仪；涡旋振荡器（3000～

4000rpm）；超声仪；离心机（3000rpm）；电冰箱； 

1.3 其他耗材  普通试管（10mm×120mm）；瓶口分液器（1～5ml）； 1ml无机移

液枪及枪头；螺口试管（15mm×110mm；含聚四氟乙烯隔垫）；Angilent 进样小

瓶（内含 250μl 内插管）；100μl、250μl 和 1ml 有机移液枪及枪头；容量瓶。 

2. 方法  

2.1 配制混合标准系列  将各待测物标准溶液配置成混合标准溶液。标准曲线范

围：二嗪农为 4～80μg/L；甲拌磷为 10～200μg/L。将放置至室温的混合标准储

备液，用 2.0mg/ml 的古洛糖酸内酯甲醇溶液作为稀释溶液。 

2.2  样本前处理  

取样品 2.0ml 于 15ml 具塞螺口试管中，加入 6ml 二氯甲烷，以 1000r/min

涡旋振荡 5min，将试管放入-20℃以下的冰箱中冷冻 30min，取出放置完全融化

后，以 3000rpm离心 15min，将下层提取液全部转移至洁净的普通玻璃试管中，

氮吹浓缩至近干后，用 200μl 的古洛糖酸内酯甲醇溶液（2.0mg/ml）重新溶解，

涡旋振荡 2min（2000rpm），以 2000rpm 离心 5min，移入含有 250μl 内插管的进

样小瓶中，供测定。 

2.3  仪器方法  

气相色谱条件  色谱柱：DB-35MS（30m×0.25mm×0.25μm）；载气：高纯氦

气，流速 1.5ml/min；进样口：280℃；分流模式：脉冲不分流进样，脉冲压力：

45psi，保持 0.5min；进样量：1.0μl；色谱程序：80℃保持 0.50min，以 30℃/min

升温至 200℃，保持 1.00min，以 20℃/min 升温至 240℃，保持 4.00min，以

20℃/min 升温至 300℃，保持 2.00min后开启反吹模式。后运行：300℃，流量：

0ml/min；保持 10.00min，共运行 26.50min。 

质谱条件  电离电压：70eV；溶剂延迟：7min；离子源温度：230℃；四极



 

杆温度：150℃；扫描模式：SIM(选择离子方式)，分组分段扫描。 

表 1. 各待测物 SIM 扫描模式定量定性离子选择 

 

 

3． 结果 

3.1  方法标准图谱 对标准溶液中 15 中农药进行全扫描模式检测，检测结果见

图 3。 

 

图 3、甲拌磷、二嗪农标准溶液 SCAN 模式扫描图谱 

3.2  方法线性范围和检出限  测定标准系列，确定线性方程和相关系数，以 3

倍的信噪比确定仪器检出限；根据加标系列中化合物的响应值，以 10 倍的信噪

比或实际测量结果确定仪器定量下限。根据浓缩系数（10 倍）计算方法的检出

限和定量下限。结果见表 2。 

表 2. 各待测物的线性方程、相关系数、检出限和定量下限 

化合物名称 线性方程 
相关系数 

(r
2
) 

仪器检出限 

（μg/L） 

仪器定量限 

（μg/L） 

方法检出限 

（μg/L） 

方法定量限 

（μg/L） 

甲拌磷 Y=383X－281 1.000 0.80 3.00 0.08 0.30 

二嗪农 Y=461X－343 1.000 0.40 2.00 0.04 0.20 

化合物名称 保留时间（min） 定量离子 m/z 定性离子 m/z 

甲拌磷 8.01 260 231、260 

二嗪农 8.42 304 179、304 



 

 

3.3  准确度和精密度 

3.3.1 准确度和批内精密度  采用加标方法对方法的准确度精密度进行评价，

结果见表 3、4、5。 

表 3. 低浓度加标样品检测结果的均值、回收率及相对标准偏差 

化合物 加标量 
（μg/L） 

加标样品测定值（μg/L） 
均数 

（μg/L） 
回收率 
（%） 

相对标准 
偏差（%） 

1 2 3 4 5 6 

甲拌磷 20 17.30 15.88 19.83 19.13 17.05 14.88 17.35 86.75 11 

二嗪农 8 4.50 5.09 4.43 4.81 4.15 4.50 4.58 57.25 7 

表 3 显示，低浓度加标样品检测结果的平均回收率在 57.3%～86.8%，相对标准

偏差在 7%-11%之间。 

表 4. 中等浓度加标样品检测结果的均值、回收率及相对标准偏差 

化合物 
加标量 

（μg/L） 

加标样品测定值（μg/L） 均数 

（μg/L） 

回收率 

（%） 

相对标准 

偏差（%） 1 2 3 4 5 6 

甲拌磷 50 38.8 38.7 45.0 42.1 43.0 46.4 42.3 84.6 7 

二嗪农 20 13.3 16.0 15.2 14.2 14.2 15.7 14.8 73.8 7 

表 4显示，中等浓度加标样品各待测物平均加标回收率在 73.8%-84.6%之间，相

对标准偏差均为 7%。 

 

表 5. 高浓度加标样品检测结果的均值、回收率及相对标准偏差 

化合物 
加标量 

（μg/L） 

加标样品测定值（μg/L） 均数 

（μg/L） 

回收率 

（%） 

相对标准 

偏差（%） 1 2 3 4 5 6 

甲拌磷 100 81.2 85.5 78.6 91.2 83.0 94.4 85.6 85.6 6 

二嗪农 40 34.2 35.4 32.6 35.2 35.5 38.8 35.3 88.3 5 

表 5显示，高浓度加标样品各待测物平均加标回收率在 85%以上，相对标准

偏差波动范围在 5%-6%之间。 

3.3.2 批间精密度   

表 6 显示，该浓度批间加标样品回收率变异系数波动范围在 11%-26%。表 7 显示，

该浓度批间加标样品回收率变异系数波动范围在 8%-18%。表 8 显示，该浓度批



 

间加标样品回收率变异系数波动范围在 6%-22%。 

 

表 6. 低浓度加标样品批间精密度检测结果 

化合物 
不同时间加标样品检测结果（μg/L） 均数 

（μg/L） 

相对标准 

偏差（%） 第 1天 第 2天 第 3天 第 4天 第 5天 第 6天 

甲拌磷 17.4  14.1  18.1  20.2  18.1  15.8  17.3  12  

二嗪农 4.6  5.2  6.9  8.2  6.9  6.2  6.3  21  

 

表 7. 中等浓度加标样样品批间精密度检测结果 

化合物 
不同时间加标样品检测结果（μg/L） 均数 

（μg/L） 

相对标准 

偏差（%） 第 1天 第 2天 第 3天 第 4天 第 5天 第 6天 

甲拌磷 42.3 34.7 46.8 45.7 44.5 43.5 42.9 10 

二嗪农 14.8 13.4 18.6 19.0 17.9 17.2 16.8 15 

 

表 8. 高浓度加标样品批间精密度检测结果 

化合物 
不同时间加标样品检测结果（μg/L） 均数 

（μg/L） 

相对标准 

偏差（%） 第 1天 第 2天 第 3天 第 4天 第 5天 第 6天 

甲拌磷 85.6  66.6  93.7  81.5  81.3  79.9  81.4 10 

二嗪农 35.3  30.4  35.6  35.0  34.0  36.1  34.4 6 

4.保护剂的使用 

在进行农药残留检测分析时，经常会发现有些待分析物出现较低的响应值或

是峰型很差，拖尾严重，积分结果偏差较大的现象【7,8】。这是因为测定复杂基质

样品时，样品基质成分可以和玻璃衬管等系统上的活性位点竞争结合，减弱活性

位点与分析物之间的相互作用，从而干扰了外标定量的准确性。目前常用的保护

剂主要有 2,3-丁二醇、古洛糖酸内酯、乙基丙三醇、橄榄油【9】等。这些化合物

在结构上都有一个共同的特点，即结构中含有大量的活性基团（－OH），能够竞

争性结合系统中存在的活性位点，从而减少目标化合物的吸附，提高灵敏度。

Anastassiades 等【10】对分析保护剂用于补偿基质效应进行了研究，认为古洛糖酸

内酯(Gulonic acid γ- lactone)具有良好的补偿作用。根据前期实验结果，本次实

验确定将保护剂的浓度确定为 2.0mg/ml【11】。 

5. 样品前处理方法的优化  

血液样品中农药含量低，需要检测的种类多，样品基质成分复杂，干扰物质

多，如血红蛋白，胆固醇，花生四烯酸，棕榈酸等，因此样品的前处理是农药分

析的关键步骤。 



 

目前较常用的样品前处理方法的固相萃取【12,13】，由于检测样品采集体积受

限、待测物的极性分布范围较宽、干扰因素较多、吸附容量和穿透体积不易控制、

成本较高等因素，本次实验不适合使用固相萃取的前处理方法。液液提取方法是

比较经典的样品前处理方法。本次实验根据实际情况和研究目的对液液提取方法

进行系统优化，根据农药的极性来选择提取剂，参考相关文献【14】和反复实验结

果比较，认为二氯甲烷的提取效果较好，能够兼顾所有的待测化合物。 

血液样品中的农药以游离态或结合态两种形式存在，结合态的待测物很难被

提取出来，采用超声辅助，有利于将结合态的农药变为游离态高提取效率。另外，

在采用有机溶剂提取血液样品时，会发生蛋白质沉淀现象，将待测物包裹其中，

有机溶剂无法达到提取效果。采用超声辅助提取可以明显提高回收率【15】。 

在采用液液提取时，会发生严重的乳化现象，涡旋振荡提取回收率普遍较低，

回收溶剂的体积是加入量的 1/2 左右。为了避免乳化现象的产生，常在萃取前加

一定量的氯化钠溶液，可以达到破乳的目的【16】，但会引入其他物质，本实验采

用冷冻破乳的方法【17】，同样可以达到预期效果。 

在添加保护剂、采用超声提取、冷冻破乳离心分离、氮吹浓缩的前提下、对

二氯甲烷用量进一步优化，分别用3ml、4ml、5ml、6ml二氯甲烷提取加标牛全

血（加标后浓度为50μg/ml），比较回收率，结果如下： 

表 9. 不同体积的提取溶剂对各待测物回收效果的影响比较 

 

化合物名称 
提取溶剂体积对应的平均回收率（%） 

3ml 4ml 5ml 6ml 

甲拌磷 53 46 90 90 

二嗪农 42 39 82 95 

从该表可以看出随着提取溶剂体积的增加，回收效率也随之增加，在溶剂使

用量达到 6ml 时，检测回收率就基本满足实验要求。 

6. 结论 

该方法采用 GC-MS脉冲不分流进样模式、氮吹浓缩和保护剂等方法，有效提

高了检测方法的灵敏度，操作简单，运行成本较低。 
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