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１　通信作者

【摘　要】　目的　建立液相色谱－质谱法 (liquidchromatography/massspectrometry,LC/MS)测定血浆中氧化乐果、
敌敌畏、克百威、乐果浓度的方法.方法　使用纯乙腈沉淀蛋白提取样品后,利用 LC/MS法对提取的样品进行检测.对建

立方法的线性、精密度、加标回收率进行评价.结果　氧化乐果在１０~２００ng/mL、１００~１０００ng/mL的浓度范围内线性

关系良好,最低定量限为１０ng/mL;敌敌畏、克百威、乐果在５０~１０００ng/mL、１０００~５０００ng/mL的浓度范围内线性

关系良好,最低定量限均为５０ng/mL;氧化乐果、敌敌畏、克百威、乐果的批内精密度均在±１０％范围内,批间精密度在

±１５％范围内氧化乐果的回收率在９２􀆰８９％~９８􀆰３５％,敌敌畏的回收率为９４􀆰３６％~９８􀆰２７％,克百威的回收率为９２􀆰７４％~
９７􀆰２８％,乐果的回收率为９０􀆰３６％~９６􀆰４８％.结论　建立的LC/MS方法可用于血浆中有机磷的定性和定量检测.
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【Abstract】　Objective　Toestablishaliquidchromatography/massspectrometry(LC/MS)methodfordetectingtheplasＧ
maconcentrationoforganophosphorus．Methods　Thesampleswereextractedbyacetonitrile,andtheextractedsampleswere
detectedbyLC/MS．Thelinearofthemethod,precisionandstandardrecoveryratewereevaluated．Results　Therelationship
betweenthesampleconcentrationandthepeakareaofmassspectrumresponsewaslinearwithin１０Ｇ２００ng/mL,１００Ｇ１０００ng/
mLinomethoate,andtheminimumlimitofquantitationwas１０ng/mL;Therelationshipbetweenthesampleconcentration
andthepeakareaofmassspectrumresponsewaslinearwithin５０Ｇ１０００ng/mL,１０００Ｇ５０００ng/mLindichlorvos,carbofuran,
dimethoate,andtheminimumlimitofquantitationwas５０ng/mL．TheintraＧassayprecisionofomethoate,dichlorvos,carbofuＧ
rananddimethoatewaswithin±１０％,andtheinterＧassayprecisionwaswithin±１５％．Therecoveryrateofomethoate,diＧ
chlorvos,carbofuran,dimethoatewere９２􀆰８９％Ｇ９８􀆰３５％,９４􀆰３６％Ｇ９８􀆰２７％,９２􀆰７４％Ｇ９７􀆰２８％,９０􀆰３６％Ｇ９６􀆰４８％respectively．
Conclusion　TheLC/MSmethodweestablishedcanbeusedforthequalitativeandquantitativedetectionofomethoate,dichlorＧ
vos,carbofurananddimethoateinplasma．
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　　有机磷农药 (organophosphoruspesticides,OPs)是常

见的杀虫剂之一,急性有机磷农药中毒 (acuteorganophosＧ

phoruspesticidepoisoning,AOPP)病死率为３％~４０％[１].
有机磷主要通过抑制胆碱酯酶活性导致体内乙酰胆碱蓄积,
产生毒蕈碱样、烟碱样症状及中枢神经系统症状等.全血胆

碱酯酶活力能较好反映神经突触胆碱酯酶活力受抑程度,是

AOPP诊断的特异性指标之一[２Ｇ３].但有机磷中毒后,胆碱

酯酶老化,导致胆碱酯酶活性持续处于低水平状态,无法充

分评估有机磷的残存情况.另一方面,部分中毒患者可发生

有机磷中毒反跳现象、中间综合征、迟发性神经病变,此类

症状多发生在病情有所缓解之后,无法预估,对患者危害极

大.目前其发病机制尚不清楚,是否与血浆有机磷浓度有关

亦未有相关报道阐明.检测患者血中的有机磷有助于 AOPP

的病情评估及治疗[４].乐果、氧化乐果、敌敌畏、克百威在

市场上容易购入,为临床中毒患者中常见的高毒有机磷.本

研究拟建立 LC/MS方法,检测常见的高毒有机磷血浆浓

度,希望为 AOPP患者的预后评价及治疗目标提供思路和

方向.

１　仪器与试剂

AcquityUPLCclassI超高效液相色谱仪 (美国沃特世

公司),AcquityTQD 三重四级杆质谱仪 (美国沃特世公

司),CPＧ２１４电子分析天平 (奥豪斯公司),OF１型旋涡混

合器 (上海琪特分析仪器有限公司),５８１０R型低温高速离

心机 (德国艾本德公司),ClassicUF 型超纯水仪 (英国

ELGA公司).克百威标准品 (５０ mg,纯度:９８􀆰４％,批

号:１５６３Ｇ６６Ｇ２,北京 Stanford)、敌敌畏标准品 (２５０ mg,
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纯度:９８􀆰７％,批号:６２Ｇ７３Ｇ７,北京 Stanford),乐果标准

品 (１００ mg,纯 度:９９􀆰５％,批 号:１１１３Ｇ０２Ｇ６,美 国 AcＧ
custandard),氧化乐果标准品 (１０mg,纯度:９９􀆰３％,批

号:６０Ｇ５１Ｇ５,北京 Stanford),乙腈 (４L,质谱级,批号:

７５Ｇ０５Ｇ８,上海麦克林)、甲酸 (５０mL,质谱级,批号:６４Ｇ
１８Ｇ６,德国默克);超纯水为自制.

２　方法与结果

２􀆰１　方法:

２􀆰１􀆰１　 质 谱 方 法:电 喷 雾 电 离 (electrosprayionization,

ESI),扫描模式为正离子条件下多离子反应监测 (multiple
reactionmonitoring,MRM),设置离子源温度１５０ ℃,毛

细管电压０􀆰５kV,脱溶剂温度６５０℃,氮气为脱溶剂气体,
氩气为碰撞气,化合物质谱设置参数如表１.

表１　质谱仪器设置参数

毒物名
母离子

质荷比

子离子

质荷比

锥孔

电压/V

碰撞

电压/V
氧化乐果 ２１４ １２５ ３０ ２２

２１４ １８３ ３０ １１
敌敌畏 ２２１ ７９ ３０ ２６

２２１ １０９ ３０ １６
克百威 ２２２ １２３ ３０ １６

２２２ １６５ ３０ １６
乐果 ２３０ １２５ ３０ ２０

２３０ １９９ ３０ １０

２􀆰１􀆰２　色谱方法:色谱柱为 WATERSC１８BEH１􀆰７μm×
２mm×５０mm,柱温４０℃,水相 (A)为去离子水＋０􀆰２％
甲酸,有机相 (B)为纯乙腈,洗脱梯度为流速 ０􀆰３ mL/

min.０~０􀆰８min:水相 (A)９８％,有机相 (B)２％;０􀆰８~
１􀆰８min:A９８％,B２％;１􀆰８~３􀆰５ min:A１０％,B９０％;

３􀆰５~３􀆰５１ min:A９８％,B２％;３􀆰５１~５ min:A９８％,B
２％.进样体积１μL.

２􀆰１􀆰３　 样 品 前 处 理 和 工 作 液 配 制:EDTAＧ２K 管 采 血,

２０００r/min常温离心２min后吸取上层血浆,使用５倍容

积纯乙腈稀释,随后高速涡旋震荡３０s沉淀蛋白后,１２０００
r/min高速离心５min后取上清液,使用０􀆰２２μm 滤膜过滤

备用.分别称量取２mg有机磷标准品,使用纯乙腈稀释,
配制浓度分别为１０、２０、６０、１００、２００、４００、８００、１０００、

２０００、３０００、４０００、５０００ng/mL的混合有机磷标准液.

２􀆰１􀆰４　方法学评价:

２􀆰１􀆰４􀆰１　定性及定量方法:空白血浆前处理后,使用不同

有机磷的LC/MS法进行检测,以确定没有干扰峰.液相色

谱保留时间相同,且２个子离子质谱响应的相对离子丰度比

相当者,可定性为同种物质.样本检测后,以 X 轴记录样

品浓度,Y轴记录质谱响应的峰面积,建立标准曲线.当方

程决定系数r２＞０􀆰９９５时方程可信.样本响应值与基线比值

(信噪比)＞３可进行定性检测,信噪比＞１０可进行定量

检测.

２􀆰１􀆰４􀆰２　重复性评价:平行制备不同浓度的工作液各６份,
同一工作日连续进样考察批内精密度,不同工作日进样观察

批间精密度.采用相对标准偏差表示精密度,计算公式:

Σn
i＝１(xi －u)２

n
u

其中xi 为测量值,u为测量平均值,n为测量次数[５].
要求批内精密度在 ±１０％ 以 内,批 间 精 密 度 在 ±１５％ 范

围内[６].

２􀆰１􀆰４􀆰３　加标回收率评价:使用空白血浆为溶剂,平行配

制不同浓度的有机磷加标液各６份,进样分析计算加标回收

率,计算公式:

１００％×xi

t
xi 为测量值,t为真实值[５].满足毒物检测要求回收率

为８５％~１１５％[６].

２􀆰１􀆰５　统计学分析:统计分析采用SPSS２５􀆰０软件,服从

正态分布的计量资料以均数±标准差表示,采用 Pearson检

验对样品浓度及质谱响应峰面积进行相关性分析,P＜０􀆰０５
为差异具有统计学意义.

２􀆰２　结果:

２􀆰２􀆰１　定性检测评价:氧化乐果液相色谱保留时间为１􀆰６８
min,子离子质谱响应的相对离子丰度比为０􀆰８０;敌敌畏液

相色谱保留时间为２􀆰１０min,子离子的相对离子丰度比为

０􀆰１２,克百威液相色谱保留时间为２􀆰１４min,子离子的相对

离子丰度比为０􀆰８５,乐果液相色谱保留时间为１􀆰９４min,
子离子的相对离子丰度比为０􀆰８０.图１为氧化乐果液相保

留时间及质谱响应情况;图２为敌敌畏的液相保留时间及质

谱响应情况;图３为克百威的液相保留时间及质谱响应情

况,图４为乐果的液相保留时间及质谱响应情况.

　　注:A,氧化乐果标准品液相保留时间及质谱总离子响

应;B,氧化乐果子离子 (质荷比１２５m/z)质谱响应情况;

C,氧化乐果子离子 (质荷比１８３m/z)质谱响应.

图１　氧化乐果的液相保留时间及质谱响应情况
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　　注:A,敌敌畏标准品液相保留时间及质谱总离子响应;

B,敌敌畏子离子 (质荷比７９m/z)质谱响应情况;C,敌敌

畏子离子 (质荷比１０９m/z)质谱响应.

图２　敌敌畏的液相保留时间及质谱响应情况

　　注:A,克百威标准品液相保留时间及质谱总离子响应;

B,克百威子离子 (质荷比１２３m/z)质谱响应情况;C,克百

威子离子 (质荷比１６５m/z)质谱响应.

图３　克百威的液相保留时间及质谱响应情况

　　注:A,乐果标准品液相保留时间及质谱总离子响应;B,

乐果子离子 (质荷比１２５m/z)质谱响应情况;C,乐果子离

子 (质荷比１９９m/z)质谱响应.

图４　乐果的液相保留时间及质谱响应情况

２􀆰２􀆰２　线性评价:氧化乐果、敌敌畏、克百威、乐果检测

的信噪比均＞１００.线性回归方程、最低检出限、方程决定

系数、统计值见表２,４种有机磷在其所在浓度范围内线性

关系良好.

表２　不同有机磷的定量下限及回归方程

毒物名
浓度范围

(ng/mL)
线性方程

最低检出限

(ng/mL)

方程决定

系数 (r２)
P 值

氧化乐果 １０~２００ Y＝１３７􀆰４３X－４６８􀆰８５ １０ ０􀆰９９８ ＜０􀆰０５

１００~１０００ Y＝１０８􀆰６６X＋５３５０􀆰６ ０􀆰９９７ ＜０􀆰０５
敌敌畏 ５０~１０００ Y＝１４９􀆰２７X＋９２５６􀆰２１ ５０ ０􀆰９９５ ＜０􀆰０５

１０００~５０００ Y＝５６􀆰２９X－８５０９５􀆰５ ０􀆰９９５ ＜０􀆰０５
克百威 ５０~１０００ Y＝１３３３􀆰５３X－８２４８３􀆰９ ５０ ０􀆰９９５ ＜０􀆰０５

１０００~５０００ Y＝４５６􀆰２１X＋８１８３５４ ０􀆰９９６ ＜０􀆰０５
乐果 ５０~１０００５４５􀆰４６８X－３３３６２􀆰５ ５０ ０􀆰９９５ ＜０􀆰０５

１０００~５０００ Y＝１９２􀆰９２X＋３１９１８８ ０􀆰９９７ ＜０􀆰０５

２􀆰２􀆰３　加标回收率和重复性评价:氧化乐果的回收率在

９２􀆰８９％~９８􀆰３５％,敌敌畏的回收率为９４􀆰３６％~９８􀆰２７％,
克百威的回收率为 ９２􀆰７４％ ~９７􀆰２８％,乐果的回收率为

９０􀆰３６％~９６􀆰４８％,不同浓度有机磷标准液的加标回收率见

表３.氧化乐果、敌敌畏、克百威、乐果的批内、批间精密

度见表３.
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表３　不同浓度有机磷标准液的回收率和精密度

毒物名
血浆加标液浓度/ 加标回收 精密度/％

(ng/mL) 率/％ 批内 批间

氧化乐果 ８０ ９２􀆰８９±３􀆰２２ １􀆰２８ ２􀆰７７
８００ ９４􀆰２８±２􀆰３８ ０􀆰３８ ０􀆰９７

４０００ ９８􀆰３５±１􀆰２２ １􀆰７４ ３􀆰３４
敌敌畏 ８０ ９４􀆰３６±２􀆰３２ ０􀆰８８ １􀆰８６

８００ ９６􀆰３８±１􀆰５７ ０􀆰４６ ２􀆰１２
４０００ ９８􀆰２７±１􀆰３８ １􀆰２２ ３􀆰４８

克百威 ８０ ９２􀆰７４±３􀆰７６ ０􀆰８８ １􀆰０４
８００ ９５􀆰３３±２􀆰１６ ０􀆰４６ １􀆰３３

４０００ ９７􀆰２８±３􀆰４４ １􀆰２２ ２􀆰３４
乐果 ８０ ９０􀆰３６±３􀆰７９ １􀆰３６ ２􀆰７８

８００ ９５􀆰２６±３􀆰２８ １􀆰６６ ２􀆰６７
４０００ ９６􀆰４８±３􀆰９５ ２􀆰３５ ３􀆰４２

３　讨论

本研究通过超高效液相色谱串联三重四极杆质谱仪

(LC/MS),建立快速检测中毒患者血浆中有机磷农药的方

法.通过所建立的LC/MS方法,可定性中毒患者体内有机

磷毒物种类,并检测毒物的血浆浓度.此前有文献报道使用

气相色谱法联合质谱方法检测有机磷农药浓度的方法[７Ｇ８],
但气相色谱对样品的前处理要求较高.液相色谱样品前处理

简单,对检测分子、水溶性、热不稳定性等要求较低.在有

机磷的检测方面,液相色谱比气相色谱具有更高的灵敏度及

稳定性[９].而质谱可同时进行多个物质分析,检测特异性及

灵敏度高,近年来逐渐应用于临床检测[１０].但目前 LC/MS
对毒物的检测,多于公安系统中使用[１１Ｇ１３],而临床中,了

解患者血浆中毒物浓度及清除速率,可帮助疾病的治疗及预

后的评估.
前期实验对全血 (机械性震荡溶血)及血浆分别进行加

标检测,差异无统计学意义.肝素锂、枸橼酸钙、EDTAＧ
２K、肝素钠等抗凝剂未影响检测结果,故使用小分子抗凝

剂EDTAＧ２K采血管盛放血液,减少杂质干扰及仪器损耗.
稳定性方面,因有机磷遇水、遇碱水解,极不稳定[１４].前

期实验显示前处理后氧化乐果、克百威、敌敌畏、乐果的样

本室温存放２h后检测的浓度,为立即检测浓度的８５􀆰４９％~
９６􀆰８３％,但在４℃储存１周或－８０℃储存１个月,检测浓

度均有显著下降,这与既往研究相仿[１５].因在血中有机磷

水解加快,为避免影响检测结果,取样后需尽快进行蛋白沉

淀、样本提取.
总之,本实验建立了人血浆中氧化乐果、敌敌畏、克百

威、乐果的 LC/MS定性及定量检测方法.该方法操作简

单,回收率及精密度高,可用于临床上有机磷中毒患者毒物

浓度的检测.
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