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摘要:目的:建立一种超高效液相串联三重四极杆质谱检

测黄瓜中双炔酰菌胺含量的方法.方法:黄瓜试样经乙

腈超声提取后,采用分散固相萃取法(QuEChERS)进行

净化,超纯水稀释,用０．１％甲酸水和乙腈作为流动相进

行液相色谱—串联质谱测定.采取电喷雾(ESI)离子源

在正离子 检 测 模 式 下,对 双 炔 酰 菌 胺 进 行 多 反 应 监 测

(MRM),并 使 用 外 标 法 进 行 定 量.结 果:在 ０．０１~
０．５０μg/mL质量浓度范围内,双炔酰菌胺具有良好的线

性关系,R２＝０．９９９８;在１０,５０,１００mg/mL３种不同加

标水平下,双炔酰菌胺回收率为 ８９．６％~９６．０％,相对标

准偏差(RSD)为０．７２％~１．８０％(n＝６).试验方法检出

限为０．００３mg/kg;定量限为０．００９mg/kg.结论:试验方

法前处理过程无需浓缩,操作简便,分析灵敏度高、稳定

性好、重现性高,适用于黄瓜中双炔酰菌胺的定性与定量

分析.

关键词:超高效液相色谱—串联质谱(UPLCＧMS);双 炔

酰菌胺;黄瓜

Abstract: Objective: To establish a detecting method for

mandipropamidresiduesincucumberbyUPLCＧMScoupledwith

thepositiveionsmodsofMRM．Methods:Thecucumbersamples

were wasextracted by ultrasonicacetonitrileandthen were

purified by dispersed solid phase extraction (QuEChERS)．

Cucumbersolutiondilutedwithultrapurewater,andfilteredby

０．２２μm waterphase．Then０．１％ formicacidwater(A)and

acetonitrile(B)wereusedasmobilephaseforisocraticelution．

Results:Theresultsshowedthatagoodlinearitywasobtainedfor

thestandardcurveofthemethod,itscorrelationwashigh,R２＝

０．９９９８．Itsdetectionlimitwas０．００３ mg/kg,anditslimitof

quantificationwas０．００９ mg/kg．Meanwhile,itsrecoveryrate

wasbetween８９．６％~９６．０％ atthethreelevelsof１０,５０and

１００mg/mL．Conclusion:The methodissimple,sensitiveand

reproducible．This method is suitable for qualitative and

quantitativeanalysisofmandipropamidincucumber,anditisa

suitable methodforrapiddeterminationof mandipropamidin

cucumber．

Keywords:UPLCＧMS;mandipropamid;cucumber

双炔酰菌胺(mandipropamid,MPD)是一种商品化的

扁桃酸酰胺类杀菌剂[１],属于羧酸酰胺类(carboxylacid

amide,CAA)杀 菌 剂 族[２],目 前 主 要 应 用 于 黄 瓜 霜 霉

菌[３]、荔枝霜疫霉菌[４]、葡萄霜霉病[５]、辣椒疫霉病[６]、马

铃薯晚疫病[７]、番茄晚疫病[８]、“烂芋皮”病[９]等的防治.

MPD是通过干扰致病真菌的磷脂生成,以及阻止细胞壁

沉积物的生物合成,来达到抑制孢子囊产生和菌丝体生

长[１０－１１]的目的,表现出对游动孢子的萌发有明显抑制作

用[１２],尤其是对由卵菌引起的叶部和果实病害具有较好

的防治效果.

２０１９年２月１３日,欧洲食品安全局(EFSA)修订了

MPD在各种蔬菜中的最大残留限量[１３];２０１９年３月２２
日,美 国 环 保 署 发 布 的 ２０１９Ｇ０５４０６ 号 文 件 中,规 定 了

MPD在部分豆类及蔬菜中的残留限量[１４].研究表明,

MPD易在果蔬中残留[１５],会对环境、土壤造成一定程度

的污染,且 其 降 解 过 程 缓 慢,主 要 依 靠 微 生 物 进 行 降

解[１６].同时,MPD的残留也会对食品的香气成分的潜在

变化造成 一 定 程 度 的 影 响,影 响 产 品 品 质.GonzálezＧ

Álvarez等[１７]研究发现,由 MPD处理后的葡萄加工制得

的葡萄酒中的２Ｇ苯乙醇含量明显增加.GB２７６３—２０２１
«食品安全国家标准　食品中农药最大残留限量»中,虽
然规定了 MPD在２０种食品或农产品、药用植物中的残
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留限量,但均为临时限量且未匹配相应的检测方法.此

外,GB２３２００．１１３—２０１８和 GB/T２０７６９—２００８中均未涉

及 MPD的检测,GB２３２００．１２１—２０２１中虽有列出 MPD
的检测方法,但其洗脱时间长,易受基质物质干扰.

目前,有 关 MPD 的 分 析 方 法 主 要 有 液 相 色 谱 法

(LC)[１８－１９]和液相质谱法(LCＧMS)[２０－２１].MPD 常常被

用于治疗黄瓜霜霉病[２２],但其在黄瓜中的半衰期长[１８].

课题团队[２３]前期通过高效液相色谱法建立了一种准确度

和精密度高,线性关系良好的黄瓜中 MPD残留量的测定

方法.研究拟采用乙腈提取样品,QuEChERS法净化提

取液,UPLCＧMS方法检测,开发一种黄瓜中 MPD 残留

量的定性及定量分析方法,旨在为 MPD的安全使用和风

险监测提供一定的参考.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

MPD标准品:１００μg/mL,北京坛墨质检科技有限

公司;

乙腈、甲酸:色谱纯,美国Fisher公司;

无水硫酸镁、氯化钠:分析纯,成都市科隆化学品有

限公司;

柠檬酸钠二水化合物、柠檬酸二钠盐倍半水化合物:

分析纯,中国医药集团有限公司;

乙二胺ＧNＧ丙基硅烷化硅胶(PSA,４０~６０μm)、石墨

化炭 黑 (GCB,４０~１２０μm):深 圳 逗 点 生 物 技 术 有 限

公司;

０．２２μm 有机过滤膜:美国 Ameritech公司;

实验室用水为 MilliＧQ超纯水;

黄瓜:市售.

１．２　仪器与设备

三重四极杆液质联用仪:QTRAP􀆿 ４５００型,美国 AB
SCIEX公司;

精密分析天平:ML２０３/０２型,上海 MettlerToledo
公司;

涡旋振荡器:MultiＧReax型,德国 Heidolph公司;

冷冻离心机:５８１０R型,德国Eppendorf公司;

超声仪:KQＧ７００DE型,昆山市超声仪器有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　样品前处理　按GB２７６３—２０２１中附录 A的规定

执行.

１．３．２　样品处理　在前期试验[２３]的基础上稍加改进.

称取匀浆后的１０g(精确至０．００１g)试样于５０mL离心

管中,精确加入１０mL乙腈,剧烈振荡２min,超声５min,

加入提取包(４g无水硫酸镁、１g氯化钠、１g柠檬酸钠二

水化合物、０．５g柠檬酸二钠盐倍半水化合物),剧烈振荡

混匀２min,４０００r/min离心１０min.定量吸取５mL上

清液,依次加入１５０mg无水硫酸镁、２５mgPSA、２．５mg
GCB,涡旋混匀２min,４０００r/min离心１０min,吸取上清

液过０．２２μm 有机微孔滤膜,待上机测定.

１．３．３　标准溶液配制　准确吸取１mLMPD标准溶液于

１００mL容量瓶中,用超纯水定容,得到１μg/mL的 MPD
标准储备溶液.

(１)溶剂标准溶液配制:精确吸取一定量的标准储备

溶液,分别用５０％乙腈水溶液稀释成０．０１,０．０５,０．１０,

０．２０,０．５０μg/mL的溶剂标准工作液.
(２)黄瓜基质标准溶液配制:称取空白样品,依次按

１．３．１ 和 １．３．２ 的 方 法 处 理,得 到 空 白 基 质 溶 液,按

V超纯水 ∶V空白基质溶液 为１∶１混合并充分混匀,得到５０％空

白基质溶液.精确吸取一定量的标准储备溶液,用５０％
空白基质溶液配制成质量浓度分别为０．０１,０．０５,０．１０,

０．２０,０．５μg/mL的基质匹配标准工作溶液.

１．３．４　液相色谱—串联质谱分析

(１)液相色谱条件:色谱柱为ShimＧpackGISTC１８柱

(２．１mm×１００mm,２．０μm);流动相 A 为０．１％甲酸水,

流动相B为乙腈;洗脱速度０．３mL/min;进样体积１μL;

柱温４０℃.液相色谱洗脱程序见表１.

表１　液相色谱洗脱程序

Table１　Liquidchromatographyelutionprocedure

时间/min 流动相 A/％ 流动相B/％

０．０ ９０ １０

１．５ ５ ９５

３．０ ５ ９５

３．１ ９０ １０

５．０ ９０ １０

　　(２)质谱条件:ESI离子源;正离子模式:检测方式为

MRM;气帘气０．２０７MPa;离子化电压５５００V;离子源温

度４５０℃;喷雾气０．３４５MPa;辅助加热气０．３４５MPa;母
离子、子离子、去簇电压和碰撞能量见表２.

表２　质谱条件

Table２　Massspectrometryinformation

母离子/Da 子离子/Da 去簇电压/V 碰撞能量/V

４１２．０ ３２７．９ ７９．０ ２１．０

４１２．０ ３５５．９ ７９．０ １５．０

１．４　定性判断

试样中 MPD色谱峰的保留时间与 MPD标准溶液的

保留时间应当一致,变化范围在±２．５％以内,且同时应检

测到２对离子.样品中 MPD的２对离子的相对丰度比

与浓度相当标准溶液的相对丰度比符合表３规定,则判

定该样品中存在 MPD为阳性.
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表３　定性判断依据

Table３　Qualitativejudgmentbasis ％

相对离子丰度 允许的相对偏差

＞５０ ±２０

２０~５０ ±２５

１０~２０ ±３０

≤１０ ±５０

１．５　回收率和精密度

称取阴性黄瓜样品３份,分别加入０．１,０．５,１．０mL
的 MPD标准储备溶液,其他处理步骤同样品处理.

１．６　检出限与定量限

取标准曲线第１个点的标准溶液,通过 UPLCＧMS仪

进行分析,测其信噪比,以S/N＝３计算检出限(LOD),

以S/N＝１０计算定量限(LOQ).

１．７　数据处理

通过 Analyst􀆿 软件采集试验数据,通过 SciexOSＧ
MQ软件进行数据分析处理,结果使用外标法进行定量

计算,并按式(１)计算样品中 MPD含量.

X＝
c×V
m ×f, (１)

式中:

X———样品中 MPD含量,mg/kg;

c———测得质量浓度,μg/mL;

V———定容体积,mL;

m———称样量,g;

f———稀释倍数.

２　结果与分析

２．１　质谱条件优化

将０．１μg/mL的 MPD标准溶液以针泵注射的方式

进行 MPD的一级质谱母离子全扫描,确定出准分子离子

质量数为４１２．０Da.由图１可知,MPD具有一个手性碳

原子,由一对对映异构体组成,结合化学结构分析,母离

子受到电子轰击后,极易失去末端丙炔的碳原子或造成

末端乙炔断裂,分别生成醇或酚[２４].

　　将准分子离子作为母离子进行二级质谱扫描,经质

谱扫描后得到离子碎片如图２所示.其中,３５５．９,３２７．９,

２０４．０,１２５．１Da的响应值明显高于其他碎片离子的.

　　将得到的４组离子对分别固定去簇电压和碰撞能

量,并对其进行优化,使离子碎片的响应达到最高,优化

后的质谱条件见表４.

２．２　色谱条件优化

查阅相关文献发现,当在正离子模式下采用 MRM
方式扫描目标化合物时,有机相通常选用乙腈或甲醇溶

液[２５],水相通常选用甲酸水、乙酸铵水溶液或两者的混合

图１　双炔酰菌胺可能的裂解途径

Figure１　Possiblelyticpathwaysofmandipropamid

图２　双炔酰菌胺的子离子碎片

Figure２　Daughterionfragmentofmandipropamid

表４　质谱条件

Table４　Massspectrometryinformation

母离子/Da 子离子/Da 去簇电压/V 碰撞能量/V

４１２．０ ３２７．９ ７９．０ ２１．０

４１２．０ ３５５．９ ７９．０ １５．０

４１２．０ ２０４．０ ７９．０ ２９．０

４１２．０ １２５．１ ７９．０ ６０．０

溶液[２６].分别采用甲醇—水、乙腈—水作为流动相,考察

不同流动相条件下 MPD的分离和响应情况.结果表明,

在相同的仪器条件下,当流动相为乙腈时,MPD 的响应

更高且峰型良好.因此,采用乙腈—水体系作为流动相.

进一步对乙腈—水、乙腈—０．１％甲酸水、乙腈—乙酸铵水

的体系进行比较,随着甲酸的加入,MPD的分离度更高、

峰型更好且保留时间稳定,响应值较高.通过对乙腈—

甲酸水体系和乙腈—乙酸胺水体系的比较,发现乙腈—

０．１％甲酸水体系的峰型更好,分离度更高.因此,选择乙

腈—０．１％甲酸水溶液作为流动相.
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２．３　离子对的选择

通 过 查 阅 文 献 发 现,有 学 者[２７] 将 ４１２．０/３２７．９,

４１２．０/１２５．１分别作为定量离子对和定性离子对的情况,

也有学者[２８]将４１２．０/３２７．９,４１２．０/３５５．９分别作为定量离

子对和定性离子对的情况.这是由于在不同的仪器条件

和试验环境下,不同离子对的响应有所不同.将质量浓

度为０．０１μg/mL的 MPD标准溶液在优化后的质谱和色

谱条件下进行分析,提取离子流色谱图和信噪比如图３
所示.

　　由图３可知,４１２．０/３２７．９,４１２．０/３５５．９两对离子对具

有较强的信号强度和较高的信噪比,与李建敏[２８]的结果

相似,这可能与所采用的仪器品牌和型号比较接近,MPD

响应具有一定相似性有关.通常将响应强度相对较大的

离子碎片设定为定量离子,响应强度相对较弱的离子碎

片设定为定性离子,由图３可知,３２７．９离子碎片的响应

值较３５５．９离子碎片的高,故选取４１２．０/３２７．９作为定量

离子对,４１２．０/３５５．９作为定性离子对.

２．４　基质效应

分别配制黄瓜基质标准曲线和溶剂标准曲线,采用

标准曲线斜率比较法来进行基质效应评价.将溶剂标准

溶液和黄瓜基质标准溶液分别注入仪器进行测定,以

MPD浓度为 X 轴、４１２．０/３２７．９定量离子峰面积为Y 轴

作标准曲线.结果表明,在０．０１~０．５０μg/mL范围内,两
组标准工作液的标准曲线线性关系均良好.黄瓜基质标

图３　双炔酰菌胺 XIC图及信噪比图

Figure３　TheXICdiagramofmandipropamidandsignaltonoiseratioinpositivemode

５７

|Vol．３９,No．１１ 张周莉等:超高效液相色谱—三重四极杆质谱法测定黄瓜中双炔酰菌胺残留



准曲线斜率对溶剂标准曲线斜率的比值为０．９５,在０．８~
１．２范围内,基质效应不明显,说明黄瓜基质对 MPD含量

检测结果的影响较小.这可能是由于试验过程中在样品

提取净化后加入一定量的超纯水对样品进行稀释后再上

机检测,使得进入检测仪器的基质浓度降低,减弱了基质

干扰.因此,结合试验操作的简便和检测结果的准确性

等综合因素考察,采用５０％乙腈水作为溶剂配制标准

曲线.

２．５　标准曲线

将溶剂标准曲线注入 UPLCＧMS中,以标准工作液

质量浓度为X 轴,以 MPD 定量离子的质量色谱峰面积

为Y 轴进行线性回归建立标准曲线,结果见图４.

图４　双炔酰菌胺标准曲线图

Figure４　Standardcurveofmandipropamid

　　由图４可知,在优化后的仪器条件下,MPD 保留时

间为２．６４min,峰型较好,无明显拖尾或前移等情况,也未

出现异常峰,响应值能满足定量需求.通过相对丰度比

计算,符合表３的判定要求.当 MPD质量浓度为０．０１~

０．５０μg/mL时,标曲的线性关系良好,其回归方程为Y＝

１６９６９X－１１０８６,R２＝０．９９９８,符合试验要求.

２．６　回收率和精密度

在阴性黄瓜样品中分别添加１,５,１０倍定量限浓度的

MPD标准溶液进行回收率试验,计算出精密度结果见表５.

　　由表５可知,黄瓜中 MPD的回收率分别为８９．６％,

９３．８％,９６．０％,RSD为０．７２％~１．８０％.彭茂民等[２９]用

酸化 后 的 乙 腈 提 取 番 茄 并 通 过 分 散 固 相 萃 取 法

(QuEChERS)净化,再采用 UPLCＧMSＧMS测定其中 MPD
残留量,平均回收率为８４．５％~９８．４％,与试验结果相似.

MPD回收率为８９．６％~９６．０％,说明试验方法对黄瓜的

表５　黄瓜中添加双炔酰菌胺标准品的回收率和

精密度试验结果

Table５　Testresultsofrecoveryrateand RSDvalue

containing cyclamate adding mandipropamid

standardincucumber(n＝６)

取样量/

g

加入量/

(mg􀅰mL－１)

平均测定值/

(mg􀅰mL－１)

平均回收率/

％

RSD/

％

１０．１０２ １０ ８．９６２ ８９．６ １．８０

１０．０９５ ５０ ４６．９０３ ９３．８ ０．９６

１０．１４４ １００ ９６．００５ ９６．０ ０．７２

处理步骤能在有效排除杂质干扰的基础上,尽可能地弱

化其他试验因素对 MPD残留量检测的影响,测定结果与

真实值接近.

２．７　检出限

取标准曲线第 １个点的标准溶液,即质量浓度为

０．０１μg/mL的 MPD 溶液注入 UPLCＧMS,测得信噪比.

以正离子模式信噪比为响应,按照S/N＝３或１０代入计

算,测得LOD值和LOQ值分别为０．００３,０．００９mg/kg.

２．８　实际样品检测

随机在市场上抽取１０份黄瓜作为待测样品,按照试

验步骤处理、上机分析,样品中 MPD含量结果见表６.

　　抽检的１０份黄瓜中,有５份样品中检出 MPD残留,

范围为 ０．０８１６~０．１７７ mg/kg,检 出 率 达 ５０％.GB
２７６３—２０２１中规定,MPD的 ADI值为０．２mg/kg􀅰BW,
且黄瓜中 MPD的临时最大残留限量为０．２mg/kg,说明

此次抽检的样品存在不同程度使用 MPD农药的情况,但
是均未超出标准所允许残留的最大限值.

３　结论

采用 UPLCＧMS法对黄瓜中双炔酰菌胺进行检测,
分别优化了质谱、色谱条件并考察了不同流动相的洗脱

效 果 以 及 基 质 效 应 的 影 响. 结 果 表 明,样 品 经

QuEChERS法净化后用０．１％甲酸水和乙腈作为流动相

进行测定,线性关系良好,回收率及精密度等符合分析要

求.该方法操作简便快捷、准确度高、稳定性好、用时短,
满足黄瓜中双炔酰菌胺残留量的分析测定.后续可考察

试验方法对其他品种的水果或蔬菜中双炔酰菌胺残留量
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表６　黄瓜中双炔酰菌胺含量测定结果†

Table６　Testresultsofmandipropamidcontentincucumber(n＝３)

编号
称样量/

g

测得质量浓度/

(μg􀅰mL－１)
稀释倍数

含量/

(mg􀅰kg－１)

平均含量/

(mg􀅰kg－１)

精密度/

％

样品１ １０．０９２ nd １ nd nd －

１０．１８２ nd １ nd
样品２ １１．０８０ ０．０２１９ ５ ０．０９８６ ０．１００ ３．４８

１０．１０９ ０．０２０７ ５ ０．１０２０
样品３ １１．４３１ nd １ nd nd －

１０．７８９ nd １ nd
样品４ １０．４３１ nd １ nd nd －

１０．５５８ nd １ nd
样品５ ９．７６１ ０．０１５６ ５ ０．０７９７ ０．０８１６ ４．６６

１１．２０６ ０．０１８７ ５ ０．０８３５
样品６ ９．８９０ ０．０１７４ １０ ０．１７６０ ０．１７７０ １．１３

１０．３２１ ０．０１８４ １０ ０．１７８０
样品７ １０．９４３ ０．０１７５ １０ ０．１６００ ０．１６２０ １．８２

１１．３５４ ０．０１８５ １０ ０．１６３０
样品８ １１．９４１ nd １ nd nd －

１１．１４２ nd １ nd
样品９ ９．７８７ nd １ nd nd －

１０．００５ nd １ nd
样品１０ １０．６５４ ０．０２２２ ５ ０．１０４０ ０．１０２０ ２．９４

１１．２１０ ０．０２２６ ５ ０．１０１０

　　　　　　　　　†　nd表示未检出;－表示无法计算.

的测定,不断优化检测方法,加强对双炔酰菌胺应用的风

险监测.
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