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摘要"样品采用固相萃取小柱净化#以
2

!'

色谱柱为分离

柱#以甲酸水+乙腈为流动相进行梯度洗脱#经
H2J0F

*

0F

检测#以多反应监测模式检测目标化合物的特征离子

进行定性定量分析$结果表明&该方法线性范围为
$*!

"

!$*$

%

P

*

KH

#线性相关系数
#

$*999$

#方法的检出限为

$*$!K

P

*

D

P

#定量限为
$*$"K

P

*
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P

$在加标水平为
$*$"
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$*!$

#

$*)$K
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*
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P

时#方法的回收率为
''*"+

"

9)*&+

#

IHO

在
%*)+

"

'*'+

$该方法前处理方式简便'有机溶

剂用量少'分析时间短'选择性好且灵敏度高#适用于番

茄和黄瓜中敌菌灵的检测$

关键词"高效液相色谱+串联质谱法%敌菌灵%番茄%黄

瓜%残留量
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敌菌灵化工产品学名
&

$

%J

二氯
J(J

)邻氯代胺基*均三

氮苯$由三聚氰酰氯与邻氯苯胺在脱酸剂存在下作用而

得到的一种杀菌剂$外观为白色至黄色结晶$熔点
!)9

"

!($^

$能溶于链烃类和其他多数有机试剂$如甲苯&二甲

苯&丙酮等)在碱性介质中
"$^

以下即可分解*

/

!:&

0

'敌

菌灵具有低毒&内吸性和杀菌谱较广等特点/

"

0

$主要用于

防治瓜类中常见的黑星病&炭疽病&霜霉病$水稻中的稻

瘟病&胡麻叶斑病&烟草赤星病$番茄斑枯病以及各种农

作物中常见的灰霉病等'

农药在农业生产过程中无可避免地被使用$对环境

和生物链均有极大的破坏性$而水果&蔬菜上的农药残留

问题也是由来已久的$已经对人体健康和生命安全造成

了严重的威胁/

%

0

'随着人类对农药残留问题的日益重

视$日本&美国及欧盟国家都制定了相关标准$规定了在

水果&蔬菜和粮食中的最大残留限量值$并对其残留量进

行监测'日本农药注册保留标准规定果品)草莓除外*&

蔬菜&甜菜等敌菌灵最大残留量)

07H

*值为
!$K

P

"

D

P

&

草莓为
&$K

P

"

D

P

$中国在
]A&#("

.

&$!(

,食品安全国家

标准 食品中农药最大残留限量-中规定了敌菌灵在黄瓜

和番茄中的最大残留量)

07H

*值为
!$K

P

"

D

P

'

农药残留分析的样品种类繁多$化学组成复杂$要使

分析仪器能检测到痕量的残留农药$需对样品进行必要

的提取&浓缩和净化处理/

):(

0

'固相萃取是近年发展起

来的一种样品预处理技术$由液固萃取和液相色谱柱技

术相结合发展而来$能有效地将分析物与干扰组分分离$

减少样品预处理过程$操作简单&省时&省力$现已广泛应

用于农药残留的分析中/

#

0

'目前$测定蔬菜&水果中敌菌

灵农药残留量的检测文献和标准方法主要集中在高效液

相色谱法/

':!$

0和气质联用法/

!!:!&

0等$但液相色谱及气质

联用法在实际使用中$存在灵敏度较低$选择性较差&分

子离子峰难以识别&不能准确区分干扰物及目标物等缺

点$文献/

!&

0使用液相色谱.质谱联用法检测敌菌灵但

并未对样品进行净化及浓缩'
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试验拟通过固相萃取进行净化$结合高效液相色

谱.串联质谱高选择性&高灵敏性的优势$对组分复杂的

样品进行实时分析$以期能够提供精准的目标物结构信

息&相对分子质量等信息$为判定目标物提供依据'

!

!

试验部分
!*!

!

试验设备

电子分析天平!

AG&!!.

型$德国
F@QLBQ<TV

公司(

高效液相色谱.质谱联用仪!

1

P

<EC=L!&9$[(%#$

型$美国安捷伦公司(

高速冷冻离心机!

FB?@EEF;!(7

型$美国赛默飞世尔

公司(

漩涡振荡器!

A@V<NIBQLCR 0<RCQ

型$美国
;@EMB

>

V

公司(

氮吹仪!

.2J&%

型$上海安谱实验室科技股份有限

公司'

!*&

!

材料与试剂

番茄&黄瓜!购自上海大润发超市(

乙腈&正己烷&甲醇&丙酮&甲酸!色谱纯$美国
F<

P

K@

公司(

氯化钠!分析纯$国药集团化学试剂有限公司(

敌菌 灵 标 准 物 质!)

99*$n!*$

*

+

$德 国
.Q*

6OQC=VLBQYCQ

公司(

弗罗里硅土)

,EBQ<V<E

*固相萃取柱!

)$$K

P

"

(KH

$美

国
@̀LCQV

公司'

!*"

!

样品提取及净化

准确称取粉碎均匀的样品
!$

P

)精确到
$*$!

P

*于

)$KH

离心管中$准确加入
&$KH

乙腈溶液$用高速匀浆

机均质
!K<=

$加入
"

"

)

P

氯化钠于离心管中$盖上瓶盖$

于涡旋振荡器上剧烈振荡
) K<=

'在
% ^

条件下$以

'$$$Q

"

K<=

离心
!$K<=

$移取乙腈层至圆底烧瓶中$残

渣用
&$KH

乙腈反复提取
!

次$合并乙腈层$于
%$^

旋

转蒸发至近干$加入
"*$KH

正己烷振荡溶解$待净化'

依次使用
"KH

正己烷.丙酮溶液)体积比
')

&

!)

*

和正己烷分别预淋洗弗罗里硅土固相萃取柱$待正己烷

接近流尽时$加入待净化液$用
)$KH

梨形瓶接收洗脱

液$用
!)KH

正己烷.丙酮溶液)体积比
')

&

!)

*分
"

次

冲洗圆底烧瓶后过弗罗里硅土固相萃取柱$收集洗脱液$

在
%$^

条件下旋转蒸发至近干'用
!KH

甲醇溶液溶

解$经
$*&&

%

K

有机相滤膜过滤$待上质谱分析'

!*%

!

液相及质谱分析条件

!*%*!

!

液相部分
!

色谱柱!
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"*$KK q!$$KK

*(流动相!

1

为甲醇$

A

为

$*!+

甲酸水溶液)流动相梯度洗脱条件具体见表
!

*(流

动相流速!

$*%KH

"

K<=

(进样量!

)

%

H

(色谱柱温!

%$^

'

!*%*&

!

质谱部分
!

离子源类型!电喷雾离子源)

6F4

*(离子

源温度!

!)$^

(电喷雾电压!

!*&DI

(毛细管电压!

")$$I

(

表
!

!

流动相梯度洗脱条件

;@MEC!
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P
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时间"
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时间"
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$*$ #$ "$ %*$ 9) )

!*$ #$ "$ %*! #$ "$

!*! 9) ) )*$ #$ "$

扫描方式及监测方式分别为正离子扫描及多反应监测

)

070

*(干燥气温度!

")$^

$干燥气流量!

!!H

"

K<=

(去

溶剂气流量!

!!H

"

K<=

(去溶剂气温度!

")$^

(雾化气压

力!

!#&DG@

(在正离子扫描模式下$直接进样敌菌灵标准

溶液并进行母离子全扫描$确定以分子离子
(

"

N&#)

为

母离子$然后对其进行子离子扫描$得到
&

个监测离子分

别为
!)"

和
&!%

$并且通过调节毛细管电压$锥孔电压及

碰撞能量等$优化质谱参数$并得到最终结果'具体数值

见表
&

'

表
&

!

敌菌灵的多反应监测质谱参数

;@MEC&

!

;OC0F
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BY@=<E@X<=C

定性离子对

)

(

"

N

*

定量离子对

)

(

"

N

*

锥孔电压"

I

碰撞能量"
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"
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"
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&!% &#)

"

!)" !&$ &$

!*)

!

标准贮备液及标准工作曲线绘制

准确称取敌菌灵农药标准品$用甲醇定容$得到浓度

为
!K

P

"

KH

标准贮备液$并置于
%^

冰箱保存'分别吸

取适量敌菌灵农药标准贮备液$用甲醇稀释成标准工作

液$在空白基质中分别添加
$*!

$

$*)

$

!*$

$

&*$

$

)*$

$

!$*$

%

P

的敌菌灵标准溶液$按样品同样处理后上机测定$得到敌

菌灵的标准工作曲线'敌菌灵标准品图谱见图
!

'

图
!

!

敌菌灵标准品图谱
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!*(

!

样品提取溶剂的选择

根据化学性质$敌菌灵易溶于甲醇&乙腈&丙酮等多

数有机试剂$在水中几乎不溶解/

!:&

0

'试验选取了
"

种在

农药残留检测中常用且极性各不相同的提取试剂!乙酸

乙酯&丙酮和乙腈'通过在空白基质中添加敌菌灵标准

品$并使用这
"

种试剂进行提取$测定其样品回收率'

!*#

!

净化固相萃取柱的选择

净化是样品前处理部分的关键环节$选取合适的固

相萃取柱能够有效地去除基质中的杂质$缩短净化时间$

有效富集被测物$大大提高检测的灵敏度'方法选择

]2A

固相萃取柱及
,EBQ<V<E

柱进行比对$通过添加敌菌灵

标准溶液$经过固相萃取柱净化后$测定其回收率$对其

进行比较'

!*'

!

净化固相萃取柱的选择

于
!)KH

试管中加入适量的敌菌灵标准工作液$氮

吹至近干后$加入
"KH

正己烷溶解$涡旋混和均匀$通过

预淋洗完的
,EBQ<V<E

柱$分别用
)

$

!$

$

!)

$

&$KH%

种不同

用量的正己烷.丙酮溶液)体积比
')

&

!)

*进行洗脱$同

时收集洗脱液$

%$^

条件下氮吹至近干$用
!KH

甲醇溶

解$经
$*&&

%

K

有机相滤膜过滤$上机分析'

!*9

!

基质效应的评价

吸取适量敌菌灵农药标准贮备液$分别使用甲醇及

空白样品处理液进行定容$得到相同浓度的工作液后上

机测定'

&

!

结果与讨论
&*!

!

样品提取溶剂的选择

提取结果显示$乙酸乙酯&丙酮和乙腈
"

种试剂均能

有效提取敌菌灵$回收率分别为
9)+

$

9&+

$

9#+

)均大于

'$+

*$能达到农药残留分析的要求/

!"

0

'其中使用乙腈提

取时$在提取液加入氯化钠并振荡离心后能够与水相有

效分离$而丙酮却难以与基质中的水分离$为下一步的净

化工作带来困难'与此同时$乙腈相较于乙酸乙酯$在样

品中提取出的色素&脂肪&蛋白等杂质少$有利于下一步

的净化'综合考虑$选择乙腈作为提取试剂'

&*&

!

净化固相萃取柱的选择

通过试验发现$

]2A

柱具有优异的色素&杂质吸附性

能$但对被测物有较强的吸附$且难以洗脱$造成试验整

体回收率偏低$其回收率在
#$+

左右$而相对
,EBQ<V<E

柱

的回收率达到
9)+

'故方法选择色素吸附性能稍弱$但

利于被测物洗脱$能够满足试验回收率要求的
,EBQ<V<E

固

相萃取柱作为净化用固相萃取柱'

过
]2A

&

,EBQ<V<E

固相萃取柱标准品图谱见图
&

&

"

'

对比图
&

"

"

可知$

]2A

固相萃取柱和
,EBQ<V<E

固相萃取

柱都能基本去除基质中的干扰杂质$但使用
]2A

柱净化

相对回收率较低$综合被测物回收率及净化效果$最终选

择
,EBQ<V<E

固相萃取柱为净化用固相萃取柱'

图
&

!

过
]2A

固相萃取柱标准品图谱
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图
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过
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固相萃取柱标准品图谱
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固相萃取柱洗脱液的选择

淋洗液与回收率图谱见图
%

'由图
%

可知$洗脱液使

用量为
)KH

时$敌菌灵的回收率仅达到
&)+

左右$并不

能满足农残分析要求(当洗脱液用量提高到
!)KH

时$几

图
%

!

淋洗液与回收率图谱
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陈景春"液相色谱(串联质谱法测定番茄和黄瓜中敌菌灵残留量



乎能完全将敌菌灵洗脱$回收率达到
9)+

(增加使用量至

&$KH

时$未能显著提高回收利率$故在综合成本及效率

因素考虑后$方法选择使用
!)KH

正己烷.丙酮溶液)体

积比
')

&

!)

*进行洗脱'

&*%

!

基质效应的评价

经过上机测定后发现$在番茄及黄瓜基质中敌菌灵

的离子化效率较甲醇溶液中低$基质效应在
'$+

左右$结

果见表
"

'故在样品分析时采用相同基质内添加标准物

质进行标准曲线校正以消除基质效应的影响'

表
"

!

敌菌灵的基质效应

;@MEC"

!

;OCK@LQ<RCYYCNLBY@=<E@X<=C

基质 黄瓜 番茄 甲醇

峰面积
'"%%& '&!9& !$"9"#

&*)

!

线性关系与检出限

以浓度为横坐标$峰面积为纵坐标绘制敌菌灵标准工作

曲线如图
"

所示$在
$*!

"

!$*$

%

P

"

KH

的浓度范围内呈线性

关系$线性方程为
2i!#&*("$:"")*(&

)

I

&

i$*999'

*'

同时以
"

倍信噪比$测得敌菌灵方法检出限为

$*$!K

P

"

D

P

(以
!$

倍信噪比$测得敌菌灵方法定量限为

$*$"K

P

"

D

P

'

图
)

!

敌菌灵的标准工作曲线
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&*(

!

准确度及精密度试验

采用标准物质添加法$选取番茄及黄瓜阴性样品$分

别添加
$*$"

$

$*!$

$

$*)$K

P

"

D

P

进行回收率试验$每个添

加水平重复测定
(

次$测定后得到敌菌灵在番茄及黄瓜

基质中的回收率及相对标准偏差)

IHO

*见表
%

'

"

!

结论
试验采用固相萃取前处理$建立了高效液相色谱.

串联质谱法测定番茄和黄瓜中敌菌灵残留量的方法$并

优化了试验条件$在保证分离度的前提下$采用固相萃取

小柱净化$以
2

!'

色谱柱为分离柱$以甲酸水.乙腈为流

动相进行梯度洗脱$经
H2J0F

"

0F

检测$以多反应监测

模式监测目标化合物的特征离子进行定性定量分析'该

方法添加回收率在
''*"+

"

9)*&+

$变异系数在
%*)+

"

'*'+

'试验证明高效液相色谱.串联质谱法前处理方法

表
%

!

敌菌灵回收率及相对标准偏差测定结果

;@MEC%

!

7CVTELBYLOCQCNB?CQ

>

Q@LC@=UQCE@L<?C

VL@=U@QUUC?<@L<B=BY@=<E@X<=C

基质
添加水平"

)

K

P

1

D

P

:!

*

平均回收量"

)

K

P

1

D

P

:!

*

平均回收

率"
+

IHO

"

+

$*$" $*$&() ''*" '*'

番茄
$*!$ $*$9!' 9!*' (*9

$*)$ $*%#)$ 9)*$ )*&

$*$" $*$&(9 '9*# (*%

黄瓜
$*!$ $*$9&& 9&*& %*)

$*)$ $*%#(! 9)*& )*!

简单&分离被测物能力强$能准确定量&定性(能够节省分

析时间$提高检测效率'使用试验方法完全可以满足番

茄和黄瓜中敌菌灵残留量的日常检测需求'但由于研究

过程中$采用基质种类与数量有限$在叶菜类等类似基质

样品中的利用有待进一步的探索和研究'
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