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柱后光化学反应荧光检测高效液相色谱法测定
茶叶中的五种菊酯类农药残留

温裕云１　弓振斌＊１，２　姚剑敏１

１（厦门大学海洋学系，厦门 ３６１００５）　　２（厦门大学海洋环境科学教育部重点实验室，厦门 ３６１００５）

摘　要　建立了柱后光化学反应荧光检测高效液相色谱法测定茶叶中菊酯类农药残留的方法。采用 Ｈｙｐｅｒ-

ｓｉｌＯＤＳ色谱柱，以乙腈／水为流动相、梯度洗脱进行分离。用自制的光化学反应器作为荧光衍生装置，优化了

柱后光化学反应的实验条件，并用于茶叶样品中菊酯类农药残留的测定。方法的检出限为 ０．０１２～０．０４８

μｇ／ｇ（干重）；线性范围 ０．０４０～８．０μｇ／ｇ，相对标准偏差 ３．４％ ～６．４％（０．１ｍｇ／Ｌ，ｎ＝８）。

关键词　柱后光化学反应，荧光检测，高效液相色谱，菊酯类农药残留，茶叶

　２００４-０３-０９收稿；２００４-１１-１５接受
本文系福建省自然科学基金 重点项目（Ｎｏ．Ｂ０２２０００１）

１　引　　言

茶叶是我国重要出口农产品，为了提高我国茶叶产品在国际上的竞争力，应依据不同国家和地区对茶

叶农药残留限量标准［１］的规定，尽快建立和完善茶叶制品中农药残留检测技术和安全卫生保证体系。

拟除虫菊酯类农药残留量测定方法主要有气相色谱法（ＧＣ）和高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）。ＧＣ测定

菊酯类农药残留具有分离效果好、快速、灵敏度高的优点［２，３］，但拟除虫菊酯具有热不稳定性，用 ＧＣ测

定时需要较高的气化温度，且对实际样品的净化过程要求严格；近年来用 ＨＰＬＣ法测定拟除虫菊酯的报

道逐渐增多［４～６］，但紫外-可见检测器灵敏度低、选择性差，难以满足实际样品分析的需要；高效液相色

谱-质谱（ＨＰＬＣ-ＭＳ），设备昂贵，操作复杂，一般实验室无法实现。

光化学荧光法（ＰＣＦ）是建立在光化学反应基础上的荧光分析技术 ［７］。它以光子为衍生试剂，实验

装置简单、灵活，方法灵敏度和选择性较紫外-可见检测器有较大的改善。近年来 ＰＣＦ和流动注射分析

（ＦＩＡ）［８～１０］、ＨＰＬＣ［５，１１～ １４］ 等技术相结合，应用于药物分析［９，１０］、环境污染物分析［１１］、农药残留分

析［５，８，１４］等领域，已逐渐显示其独特的优点。本实验在前期工作 ［１５，１６］的基础上，系统研究了光化学衍生

的各种主要影响因素，优化了光化学衍生的实验条件，以光化学衍生荧光检测技术实现了茶叶中菊酯类

农药残留的高灵敏检测，建立了简便、可靠、灵敏的菊酯类农药残留检测方法。

２　实验部分

２．１　仪器与试剂

ＨＰ１１００高效液相色谱仪（美国 Ｈｅｗｌｅｔｔ-Ｐａｃｋａｒｄ公司）。系统配置：ＨＰＧ１３１２Ａ二元泵；ＨＰＧ１３１５Ａ

二极管阵列检测器（ＤＡＤ）；ＨＰＧ１３２１Ａ荧光检测器（ＦＬＤ）；Ｒｈｅｏｄｙｎｅ７７２５ｉ进样器；２０μＬ定量环；ＨＰ

ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ色谱工作站；ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ色谱柱（５μｍ，２５０ｍｍ×４．０ｍｍｉ．ｄ．，Ｇｅｒｍａｎｙ）。光化学反应

器（自制）如图 １所示。反应器包括紫外衍生光源（１５Ｗ 低压汞灯，螺旋形），流路（ＰＴＦＥ反应管，美国

ＺｅｕｓＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＰｒｏｄｕｃｔｓ公司），光化学反应的温度控制模块（恒温箱，实验室自制），接口（ＰＥＥＫ头），光

反射壁（铝箔）。正庚烷、乙腈为色谱纯（美国 Ｔｅｄｉａ公司）。实验用水为超纯水。甲氰菊酯、氯氰菊酯

（９６．８％）标准品购于德国 Ｓｉｇｍａ公司；氰戊菊酯（９９．９％）标准品购于 ＲｄＨ公司；联苯菊酯和氟胺氰菊

酯购于农业部环境保护科研监测所。上述农药标准品均用正庚烷配制成一定浓度的标准混合物。

２．２　实验方法

色谱分离条件是在前期工作 ［１５］的基础上进一步优化确定的。进行色谱分离条件优化时检测器仍

然用 ＤＡＤ，待分离条件确定后用自制的光化学荧光衍生装置在 ＤＡＤ检测器后进行光化学衍生反应，然
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　图１　实验系统示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

后用 ＦＬＤ进行检测，从而进行光化学反应条

件的优化。实际样品的测定按文献［１５］的预

处理方法进行，最后以本工作优化后的实验条

件进行测定。

３　结果与讨论

３．１　流动相及其配比、流速

以前的实验采用乙腈／水为流动相［１５］，在

乙腈∶水 ＝７４∶２６且流速为 １．２ｍＬ／ｍｉｎ时，５

种菊酯类农药能完全分开，但联苯菊酯的保留

时间较长且谱峰较宽。因此，本实验采用了梯

度洗脱程序，以缩短联苯菊酯的保留时间并改

善其峰形。实验结果表明，以下的梯度洗脱程

序能使各组分得到良好的分离且分析时间较

短：０～８．７ｍｉｎ，ＭｅＣＮ∶Ｈ２Ｏ＝７４∶２６；８．７～１１．０ｍｉｎ，ＭｅＣＮ∶Ｈ２Ｏ从 ７４∶２６变为 ８５∶１５；１１～２０ｍｉｎ，

ＭｅＣＮ∶Ｈ２Ｏ＝８５∶１５。流速均为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ。采用梯度洗脱后荧光检测器基线比二极管阵列检测器基

线稳定，并在１５ｍｉｎ内能分析完毕。

流动相组成会影响柱后光化学反应速度、产物以及产物的荧光发射强度。在实验条件下，选定的流

　图 ２　５种菊酯类农药色谱图（组分的浓度均为 １．０

ｍｇ／Ｌ，２０μＬ进样）

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｆｉｖｅｐｙｒｅｔｈｒｉｏｄｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ（１．０

ｍｇ／Ｌ，２０μＬｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）

１．甲氰菊酯（ｆｅｎｐｒｏｐａｔｈｒｉｎ）；２．氯氰菊酯 １（ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎ１）；

３．氯氰菊酯 ２（ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎ２）；４．氰戊菊酯 （ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ）；

５．氟胺氰菊 酯（ｔａｕ-ｆｌｕｖａｌｉｎａｔｅ）；６．联苯 菊酯 （ｂｉｆｅｎｔｈｒｉｎ）。

ＯＦＦ：衍生光源关（ｔｈｅｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ（ＵＶ）-ｌａｍｐｉｓＯＦＦ）；ＯＮ：衍

生光源开（ｔｈｅｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ（ＵＶ）-ｌａｍｐｉｓＯＮ）。

动相配比可以得到满意的荧光信号强度。

３．２　荧光检测器激发、发射波长的选择

５种菊酯类农药除联苯菊酯外，其它各组分在没

有经过紫外光照射时均没有荧光发射；而经紫外光

照后，各组分均有较强的荧光（如图 ２所示）。甲氰

菊酯、氯氰菊酯、氰戊菊酯、氟胺氰菊酯光化学反应

产物的激发光谱曲线均有两个峰值，波长分别为 ２７９

和２２１ｎｍ；但各组分在 ２７９ｎｍ时荧光信号的基线较

高且不稳定，因而适宜选择 ２２１ｎｍ为激发波长。联

苯菊酯光化学反应产物的激发光谱曲线也有两个峰

值，波长分别为 ２５８和 ２０６ｎｍ，综合考虑其它组分在

这两个激发波长下均不能得到最强的荧光信号，且

联苯菊酯的产物在 ２２１ｎｍ波长下其荧光信号仍然

较强，因此选择 λｅｍ为 ２２１ｎｍ。

甲氰菊酯、氯氰菊酯、氰戊菊酯、氟胺氰菊酯光化

学反应产物的最大发射波长为 ３２０ｎｍ，联苯菊酯为

３４０ｎｍ。为了使甲氰菊酯、氯氰菊酯、氰戊菊酯、氟胺

氰菊酯有最大的荧光信号，选择 λｅｍ为 ３２０ｎｍ。

３．３　ＰＴＦＥ管内径的选择

实验中采用了３种不同内径（分别为 ０．４６、０．３８和 ０．３０ｍｍ）的 ＰＴＦＥ管进行实验。对 ＰＴＦＥ管内

径的选择要考虑以下因素：（１）应该与色谱分离系统采用的连接管线内径尽量一致，以减少色谱分离效

率的损失；（２）ＰＴＦＥ管较小的内径容易使紫外光充分照射管内的流体；（３）流动相流速相同时，较小的

ＰＴＦＥ管内径使流动相的线速度加快，减少了紫外光照射的时间。实验结果表明，采用内径为 ０．３０ｍｍ

的 ＰＴＦＥ管，色谱分离效率的损失最小，同时使紫外光的照射较充分，获得较强的荧光信号。

３．４　光化学反应的时间及 ＰＴＦＥ管长度的选择

在 ＰＴＦＥ管长度一定时，光化学反应的时间随着流动相流速的加快而缩短，荧光信号也随着流速的

２０３　　 分 析 化 学 第 ３３卷
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加快而变小。图３为 ＰＴＦＥ管长度为１５ｍ时流动相流速对荧光信号强度的影响。综合考虑荧光信号强

度、谱峰变宽和色谱分离效率，确定 １．０ｍＬ／ｍｉｎ为流动相的最佳流速。此外，还进行了在一定流速

（１．０ｍＬ／ｍｉｎ）下，实验了不同长度（分别为 ６ｍ、１０ｍ和 １５ｍ）的 ＰＴＦＥ管对荧光信号的影响，结果表

明：在管长为 １５ｍ时的荧光信号最大。

３．５　光化学反应温度

光化学反应的温度对光化学反应的速率与效率有重要的影响。实验采用能精确控制温度的恒温箱来

调节光化学反应的温度，研究了不同反应温度对荧光信号强度的影响（如图 ４）。图中的结果表明，甲氰菊

酯、氯氰菊酯、氰戊菊酯、氟胺氰菊酯在温度为６８℃时荧光信号（峰面积）最大，联苯菊酯的荧光信号（峰面

积）随着温度的升高而增大，综合考虑各组分的荧光信号强度，本实验采用的光化学反应的温度为６８℃。

　图３　５种菊酯类农药不同流速下荧光信号强度图

Ｆｉｇ．３　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖｓ．ｆｌｏｗｒａｔｅ

１．联苯菊酯（ｂｉｆｅｎｔｈｒｉｎ）；２．甲氰菊酯（ｆｅｎｐｒｏｐａｔｈｒｉｎ）；

３．氯氰菊酯 （ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎ）；４．氰戊菊酯（ｆｅｎｖａｌｅ-

ｒａｔｅ）；５．氟胺氰菊酯（ｔａｕ-ｆｌｕｖａｌｉｎａｔｅ）。

　图４　５种菊酯类农药不同温度时荧光信号强度图

Ｆｉｇ．４　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖｓ．ｐｈｏｔｏｒｅａｃｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

曲线 １～５同图 ３（ｃｕｒｖｅｒｓ１～５ａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＦｉｇ．３）。

３．６　方法的检出限、线性范围和精密度

实验采用峰面积的方法对待测目标

物进行定量。表 １列出了方法的检出

限、线性范围以及相对标准偏差。检出

限定义为信噪比（Ｓ／Ｎ）为 ３时所对应的

方法检出限［１７］，其中噪音测量的时间为

２０ｍｉｎ。表 １中的检出限已经换算为固

体茶叶样品中最终能检出的目标物的含

量（μｇ／ｇ），即样品制备中称取的茶叶样

品为１．０００ｇ，经提取、净化、浓缩后的测

定溶液体积为０．２０ｍＬ。表中列出的线

性范围是工作中实际验证的目标物含量

范围。在此浓度范围内，待测组分浓度

与其相应的色谱峰面积呈线性关系，对

超出该范围的较低或较高浓度，并未进

一步验证。相对标准偏差是 ０．１ｍｇ／Ｌ

标准溶液平行进样８次实验所得。

３．７　实际样品测定

实际样品测定时按文献［１５］的方法

对样品进行预处理，按优化后的实验条件

表１　方法的检出限、线性范围及相对标准偏差
Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ
ｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄｍｅｔｈｏｄ

组　分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

检出限（μｇ／ｇ）
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｌｉｍｉｔ

线性范围
Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ
（μｇ／ｇ）

相对标准偏差
ＲＳＤ

（ｎ＝８，％）

甲氰菊酯 Ｆｅｎｐｒｏｐａｔｈｒｉｎ ０．０２０ ０．０４０～６．４ ３．４

氯氰菊酯 Ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｎ ０．０４０ ０．０８０～８．０ ６．０

氰戊菊酯 Ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ ０．０４０ ０．０８０～８．０ ６．４

氟胺氰菊酯 Ｔａｕ-ｆｌｕｖａｌｉｎａｔｅ ０．０４８ ０．０９６～８．０ ５．０

联苯菊酯 Ｂｉｆｅｎｔｈｒｉｎ ０．０１２ ０．０２４～４．０ ３．４

表２　实际茶叶样品中菊酯类农药残留量（μｇ／ｇ）
Ｔａｂｌｅ２　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｅｓｔｉｃｉｄｅｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｒｅａｌｗｏｒｌｄｔｅａｓａｍｐｌｅｓ
（μｇ／ｇ）

组　分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

样品 １
Ｓａｍｐｌｅ１

样 品 ２
Ｓａｍｐｌｅ２

样品 ３
Ｓａｍｐｌｅ３

样品 ４
Ｓａｍｐｌｅ４

甲氰菊酯 Ｆｅｎｐｒｏｐａｔｈｒｉｎ ４．９４ ５．８８ １．６９ ＮＤ

氯氰菊酯 Ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｎ ７．１４ ４．９９ １．５３ ＮＤ

氰戊菊酯 Ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ １．０６ １．５３ ０．９０４ ＮＤ

氟胺氰菊酯 Ｔａｕ-ｆｌｕｖａｌｉｎａｔｅ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

联苯菊酯 Ｂｉｆｅｎｔｈｒｉｎ ＮＤ ０．８９８ ＮＤ ＮＤ

　ＮＤ：未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

进行测定。４个茶叶样品的测定结果见表 ２。方法的检测能力完全满足欧盟对茶叶中农药最高残留量

（ＭＲＬ）新标准的分析要求。方法具有溶剂使用量少、净化效果好、操作简便、快速、选择性好等特点。

３０３第３期 温裕云等：柱后光化学反应荧光检测高效液相色谱法测定茶叶中的五种菊酯类农药残留 　　
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