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固相萃取—液相色谱串联质谱法测定鸡蛋中
8种杀菌剂残留量
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摘要：［目的］建立一种固相萃取结合液相色谱串联质谱测定鸡蛋中 8 种杀菌剂（唑嘧菌胺、三唑酮、三唑醇、粉唑醇、双

炔酰菌胺、吡噻菌胺、吡唑萘菌胺、咪鲜胺）残留的分析方法。［方法］样品经乙腈超声提取，提取液过 ProElut DPC 固相

萃取柱净化，净化液减压浓缩后用乙腈定容，采用 Kinetex C18色谱柱（2.6 μm，2.1 mm×100 mm），以 0.1% 甲酸水—乙腈

为流动相梯度洗脱，电喷雾电离，正离子模式下多反应检测，外标法定量。［结果］8 种杀菌剂在一定浓度范围内线性关

系良好（R2>0.99），方法检出限为 0.03~0.50 μg/kg，定量限为 0.10~2.00 μg/kg，平均回收率为 81.6%~107.0%。［结论］该

方法操作简便、准确度高、再现性好，适用于鸡蛋中杀菌剂残留量的检测。
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Determination of eight fungicide residues in eggs by solid-phase extraction 

coupled with liquid chromatography-tandem mass spectrometry
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Abstract: ［［Objective］］ To establish an analytical method for the determination of residues of eight fungicides (ametoctradin, triadimefon, 

triadimenol, flutriafol, mandipropamid, penthiopyrad, isopyrazam, and prochloraz) in eggs by solid-phase extraction (SPE) coupled with 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). ［［Methods］］ The samples are ultrasonically extracted with acetonitrile. The 

extracts are purified using ProElut DPC solid-phase extraction cartridges. The purified eluate is concentrated under reduced pressure and 

reconstituted with acetonitrile. Chromatographic separation is performed on a Kinetex C18 column (2.6 μm, 2.1 mm×100 mm) with gradient 

elution using 0.1% formic acid in water and acetonitrile as the mobile phase. Detection is carried out using electrospray ionization (ESI) in 

positive ion mode with multiple reaction monitoring (MRM), and quantification is performed using the external standard method. ［［Results］］ 

The eight fungicides exhibit good linearity within their respective concentration ranges (R2>0.99). The limits of detection (LODs) range 

from 0.03 to 0.50 μg/kg, and the limits of quantification (LOQs) range from 0.10 to 2.00 μg/kg. The average recoveries range from 81.6% to 

107.0%. ［［Conclusion］］ The established method is simple, accurate, and reproducible, making it suitable for the determination of fungicide 

residues in eggs.

Keywords: egg; fungicide; solid phase extraction (SPE); liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)

唑嘧菌胺是一种高选择性杀菌剂，可高效灵活地防

治霜霉病和晚疫病。在 50 多个国家中已被用于 30 多种

特殊作物，包括葡萄、土豆、西红柿、生菜及其他蔬菜等。

2026 年 1 月，英国健康与安全执行局（HSE）发布公告，拟
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修订唑嘧菌胺在蜂蜜中的最大残留限量，从 0.05 mg/kg 调

整为 5 mg/kg。吡噻菌胺是吡唑酰胺类杀菌剂，通过抑制

琥珀酸脱氢酶干扰病原菌线粒体呼吸链电子传递而发挥

杀菌作用［1-2］，用于防治对其他杀菌剂具抗性的灰霉病和

白粉病。欧盟提前终止了吡噻菌胺的批准有效期，自

2025 年 11 月 1 日起，吡噻菌胺在欧盟境内已禁止销售和

使用，出口欧盟的农产品不得检出该成分。2025 年 11 月，

加拿大卫生部发布通告，拟修订吡噻菌胺在部分食品中

的最大残留限量，显示其在北美市场仍在正常使用和评

估中。吡唑萘菌胺是一种琥珀酸脱氢酶抑制剂（SDHI）类

杀菌剂，具有广谱杀菌活性，主要用于防治小麦白粉病、

锈病，以及柑橘、火龙果、芒果等作物上的多种真菌病

害［3］。欧盟此前已通过法规撤销了对吡唑萘菌胺的部分

登记或正在重新评估其安全性。2024 年 9 月，日本修订了

吡唑萘菌胺在部分食品中的最大残留限量，出口日本的

产品需符合新标准。吡唑萘菌胺在巴西获得新登记，显

示其在南美市场的应用也在扩大。因此，食品中琥珀酸

脱氢酶抑制剂类农药的残留研究具有重大的意义。

目前鸡蛋中农药残留的研究主要为杀虫剂［4-7］和拟

除虫菊酯类［8］，琥珀酸脱氢酶抑制剂类农药在鸡蛋中的残

留研究鲜有报道。农药残留检测技术发展迅速，前处理

技 术 多 种 多 样 ，如 凝 胶 渗 透 色 谱（GPC）［9］ 、

QuEChERS［10-12］、固相萃取技术［13-14］、微萃取［15-16］。其

中，GPC 前处理技术操作时间长、回收率偏低；QuEChERS

和微萃取技术操作简便，但是杂质干扰多、灵敏度有限；

常规固相萃取回收率不稳定。目前液相色谱串联质谱仪

是痕量物质和农兽药残留量检测中重要的科研仪器，仪

器灵敏度能覆盖常规农兽药残留量限值的数量级［17-20］。

GB 2763—2026《食品安全国家标准  食品中农药最大残

留限量》对鸡蛋中的三唑酮、三唑醇、粉唑醇、吡噻菌胺、

吡唑萘菌胺、咪鲜胺均规定了临时限量，但未指定可同时

检测该类农药的标准检测方法。研究拟开发一种使用液

相色谱串联质谱仪可同时高灵敏度、高准确度检测鸡蛋

中 8 种琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂的检测方法，以期为

鸡蛋中上述杀菌剂的日常监管提供检测技术支撑。

1　材料与方法

1.1　设备与设备

液 相 色 谱 — 三 重 四 极 杆 质 谱 仪 串 联 质 谱 仪 ：

TripleQuad 4500 型，美国 AB SCIEX 公司；

分析天平：JEA2001 型，上海浦春计量仪器有限公司；

离心机：LD4-2A 型，北京京立离心机公司；

超纯水仪：GZY-P120-B 型，湖南科尔顿水务集团有

限公司；

固相萃取仪：FG-24B型，广州市丹安仪器仪表有限公司；

固相萃取柱：ProElut DPC 型，上海迪柯马科技发展有

限公司。

1.2　材料与试剂

唑嘧菌胺（ametoctradin，CAS 号 865318-97-4）、三唑

酮（triadimefon，CAS 号 43121-43-3）、三唑醇（triadimenol，

CAS 号 55219-65-3）、粉唑醇（flutriafol，CAS 号 76674-21-

0）、双炔酰菌胺（mandipropamid，CAS 号 374726-62-2）、吡

噻菌胺（penthiopyrad，CAS 号 183675-82-3）、吡唑萘菌胺

（isopyrazam，CAS 号 881685-58-1）、咪 鲜 胺（prochloraz，

CAS 号 67747-09-5）：质量浓度为 100 μg/mL，北京曼哈格

生物科技有限公司；

氯化钠：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

乙腈、甲酸：色谱纯，上海安谱实验科技股份有限

公司。

1.3　试验方法

1.3.1　标准溶液配制　

（1） 标准储备液：精确称取一定质量的各标准物质于

10 mL 容量瓶，用乙腈定容至刻度，配制成质量浓度为

1.00 mg/L 的标准储备液，0~4 ℃冷藏保存。

（2） 标准混合工作液：准确移取一定体积的标准储备

液于 10 mL 容量瓶，用乙腈定容至刻度，配制成质量浓度

为 1.00 μg/L 的标准中间液，0~4 ℃保存。

（3） 基质匹配标准工作液：取空白基质鸡蛋经乙腈提

取净化后用乙腈溶解得到空白基质溶液，准确移取一定

体积标准混合工作液于容量瓶中，用空白基质溶液逐级

稀释，配制成质量浓度为 10，20，50，80，100，200 ng/mL 的

基质匹配标准工作液。

1.3.2　样品制备　取 500 g鸡蛋，去壳后搅拌均匀，放入聚

乙烯瓶冷冻保存。取 2 g制备均匀的鸡蛋样液，加入 4 g氯化

钠，10 mL乙腈混合涡旋 1 min，超声提取 30 min，4 000 r/min

离心 5 min，取 5 mL 上清液，待净化；取固相萃取柱加入

10 mL 乙腈活化，取样液过柱，收集流出液，加 5 mL 乙腈

淋洗，合并两次流出液，于 40 ℃减压蒸至近干，加入 2 mL

乙腈溶解，过滤膜后供高效液相色谱质谱仪测定。

1.3.3　仪器条件　

（1） 色谱条件：Kinetex C18 色谱柱（2.6 μm，2.1 mm×
100 mm）；进样量 2 μL；流量 0.4 mL/min；柱温 40 ℃；以

0.1% 甲酸水为 A 流动相，以乙腈为 B 流动相，梯度洗脱：

0~0.5 min，90% A；0.5~1.0 min，90%~80% A；1.0~2.5 min，

80%~10% A，2.5~4.0 min，10% A，4.0~4.1 min，10%~90% 

A，4.1~5.0 min，90% A。

（2） 质谱条件：离子源类型 ESI，离子源温度 150 ℃，

采集方式为多反应离子监测（MRM），离子化方式为正离

子，气帘气压 20 685 Pa，离子化电压 5 500 V，去溶剂气温

度 550 ℃，喷雾气压 379 212 Pa，辅助加热气压 379 212 Pa，

杀菌剂物质关键质谱参数见表 1。

1.3.4　基质效应　基质效应对目标化合物的定量准确性
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会造成影响，采用基质配制曲线与溶剂曲线的斜率来评

价基质效应，计算方法见式（1）。 |Me|>50% 为强基质效

应，20%≤ |Me|≤50% 为中等程度基质效应，|Me|<20% 为

弱基质效应。

M e = ( )b1

b2
- 1 × 100%， （1）

式中：

Me——基质效应，%；

b1——基质标准曲线斜率；

b2——溶剂标准曲线斜率。

1.4　数据处理

AB TripleQuad 4500 配有 MultiQuant 数据处理软件，

可进行图谱采集及数据定性定量分析，采用 Excel 对数据

进行处理，采用 Origin 2018 绘制图表，利用基质曲线校

正，通过外标法定量。

2　结果与讨论

2.1　色谱条件

三唑酮、三唑醇、粉唑醇为三唑类化合物，含有氮原

子（三唑环），具有弱碱性。在酸性条件下，目标物易质子

化形成阳离子，如果 pH 过高（中性或碱性），部分目标物

可能以中性形式存在，导致离子化效率下降，灵敏度降

低。咪鲜胺碱性较强，酸性流动相有助于其质子化，提高

灵敏度。吡噻菌胺和吡唑萘菌胺是吡唑酰胺类，含有吡

唑环和酰胺键，吡唑环上的氮原子具有一定的碱性，酸性

条件有助于质子化吡唑环上的氮，提高正离子的离子化

效率，同时能防止分子与色谱柱活性位点的非特异性吸

附，保证高灵敏度。唑嘧菌胺在酸性条件利于离子化，双

炔酰菌胺在酸性体系下也能获得良好响应。综合上述目

标物的性质选择 0.1% 甲酸水—乙腈和 5 mmol/L 乙酸

铵—乙腈组合进行比对研究。如图 1~图 2 所示，吡噻菌

胺、三唑醇在 0.1% 甲酸水—乙腈流动相条件下的响应明

显高于 5 mmol/L 乙酸铵—乙腈流动相，而其他化合物在

两种流动相中的响应无显著差别。综合考虑，选用 0.1%

甲酸水—乙腈作为流动相。

2.2　前处理条件优化

2.2.1　超声提取时间的选择　称取 5 份 2 g 阴性样品，加

入一定体积杀菌剂标准溶液使其质量分数为 50 μg/kg，考

察超声提取时间对回收率的影响，除超声时间不一致外

其余操作按照 1.3.2。分别选择 10，20，30，45，60 min 5 组

不同的超声提取时间，平行处理 3 次，结果如图 3 所示。

超声提取时间＜30 min 时，目标物提取不完全导致回收

率偏低；超声时间过长（＞30 min）可能导致化合物分解，

     （a） 0.1% 甲酸水—乙腈  （b） 5 mmol/L 乙酸铵—乙腈

图 1　不同流动相下吡噻菌胺响应值比对

Figure 1　Comparison of response values of penthiopyrad under different mobile phases

表  1　杀菌剂关键质谱参数†

Table 1　Key mass spectrometry parameters of fungicides

杀菌剂

唑嘧菌胺

三唑酮

三唑醇

粉唑醇

双炔酰菌胺

吡噻菌胺

吡唑萘菌胺

咪鲜胺

保留时

间/min

2.88

2.78

2.70

2.53

2.76

2.93

3.02

2.79

母离子

（m/z）

276.2

276.2

294.1

294.1

296.1

296.1

302.1

302.1

412.1

412.1

360.1

360.1

360.2

360.2

378.1

378.1

子离子

（m/z）

149.1*

175.9

197.1*

225.1

70.0*

227.0

123.0*

109.0

328.0*

356.0

276.0*

256.0

244.1*

340.2

70.1*

310.1

去簇电

压/V

92

56

23

74

96

56

85

65

碰撞电

压/V

31

67

20

20

22

20

29

28

22

16

21

25

28

23

43

17

† *定量离子。
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     （a） 0.1% 甲酸水—乙腈  （b） 5 mmol/L 乙酸铵—乙腈

图 2　不同流动相下三唑醇响应值比对

Figure 2　Comparison of response values of triadimenol under different mobile phases

使回收率降低。因此，选择超声提取时间为 30 min。

2.2.2　固相萃取柱的选择　研究的 8 种杀菌剂均具有一

定的亲脂疏水的性质，选择固相萃取柱时需兼顾保留能

力和抗基质干扰能力。研究比对了 C18固相萃取柱、HLB

固相萃取柱和 DPC 固相萃取柱的效果，结果如图 4 所示。

HLB 固相萃取柱和 DPC 固相萃取柱均表现出较好的回收

率，而 C18固相萃取柱对于唑嘧菌胺和吡唑萘菌胺的回收

率偏低。综合试验操作效率考虑，DPC 固相萃取柱操作

更简便。

2.2.3　洗脱液体积的选择　称取 5 份 2 g 阴性样品，加入

一定体积杀菌剂标准溶液使其质量分数为 50 μg/kg，考察

洗脱液体积（0，2，5，10 mL）对杀菌剂回收率的影响，除洗

脱体积不一致外其余操作按照 1.3.2。如图 5 所示，洗脱液

体积为 0 mL 时，目标物残留在固相萃取柱上的量较大。

当洗脱液体积为 2 mL 时，目标物的回收率有较大提升，但

是双炔酰菌胺的回收率依然较低。当洗脱液体积为 5，

10 mL 时，目标物的回收率均大于 80%，并且随着洗脱液

体积的增加，回收率无较大差异，表明目标物在洗脱液体

积为 5 mL 时已完全洗脱，因此洗脱液体积选择 5 mL。

2.3　方法学评价

2.3.1　ME 评估　参照 1.3.2 的方法获得基质溶液，用基质

溶液配制基质标准曲线，与溶剂曲线同时进行仪器测定，

图 4　固相萃取柱对杀菌剂回收率的影响

Figure 4　Influence of SPE cartridges on fungicide recovery
图 3　超声提取时间对杀菌剂回收率的影响

Figure 3　Influence of ultrasonic extraction time on 

fungicide recovery

图 5　洗脱液体积对杀菌剂回收率的影响

Figure 5　Influence of eluent volume on fungicide recovery
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具体数据见表 2。

在动物源性食品检测中，样品对大部分目标物的响

应存在一定程度的增强或抑制的基质效应［21-23］。由表 2

可知，8 种杀菌剂均呈现明显的基质效应。咪鲜胺、双炔

酰菌胺、三唑醇的 |Me|均大于 70%，基质效应较强，吡唑萘

菌胺、三唑酮、粉唑醇、唑嘧菌胺均表现出中等程度的基

质效应。因此，采用基质匹配校准曲线，以消除基质干

扰，确保检测结果的准确性。

2.3.2　线性范围、检出限和定量限　选择空白样品按照

1.3.2 中的前处理步骤进行处理，得到空白基质溶液。用

空白基质溶液分别配制质量浓度为 10，20，50，80，100，

200 μg/L 的基质标准曲线，线性范围相关数据见表 3。以

3 倍信噪比（S/N=3）确定方法检出限（LOD），8 种杀菌剂

的LOD为 0.03~0.50 μg/kg；以 10倍信噪比（S/N=10）确定方

法定量限（LOQ），8种杀菌剂的LOQ为 0.10~2.00 μg/kg。

2.3.3　回收率试验　分别在 2 g 空白鸡蛋试样中添加 3 个

水平的混合杀菌剂中间溶液，使其质量分数为 0.01，0.05，

0.20 mg/kg，每个水平平行测定 3 次，计算相对标准偏差及

加 标 回 收 率 。 如 表 4 所 示 ，目 标 物 的 平 均 回 收 率 为

81.6%~107.0%，相对标准偏差（RSD）均低于 10%，表明该

方法的准确度和精密度较好，满足试验要求。

2.4　实际样品

为进一步验证方法的可行性，课题组随机购买市售

鸡蛋 60 批次样品，其中农贸市场、大型超市及小卖部各购

买 20 批次。每批次 10 个样品充分混匀后，采用研究建立

的方法进行 8 种杀菌剂残留量的分析检测。在农贸市场

购买的样品中有 3 批次检测出咪鲜胺，质量分数分别为

（0.185±0.016），（0.163±0.022），（0.113±0.010） mg/kg；

在小卖部购买的样品中 2 批次检出三唑醇，质量分数分别

为（0.028±0.002），（0.036±0.002）mg/kg；在超市购买的

20 份样品中均未检出杀菌剂成分。GB 2763—2026 规定，

咪鲜胺在蛋类的限量值为 0.1 mg/kg（临时限量），三唑醇

和三唑酮在蛋类的限量值为 0.01 mg/kg（临时限量）。农

贸市场来源的 3 批次鸡蛋样品咪鲜胺均超出限量值，推测

与进货渠道有关，农贸市场进货检验要求相对于超市较

低，在小卖部购买的 2 批次样品未超出限量值。

表 2　基质效应数据

Table 2　Matrix effect data

杀菌剂

唑嘧菌胺

三唑酮

三唑醇

粉唑醇

双炔酰菌胺

吡噻菌胺

吡唑萘菌胺

咪鲜胺

基质类型

溶剂

鸡蛋

溶剂

鸡蛋

溶剂

鸡蛋

溶剂

鸡蛋

溶剂

鸡蛋

溶剂

鸡蛋

溶剂

鸡蛋

溶剂

鸡蛋

线性方程

y=1 868.578 63x+15 758.6

y=471.916 49x+3 341.29

y=22 055.474 45x+24 299.9

y=10 692.018 83x+33 145

y=11 375.995 30x+61 073.3

y=2 350.275 39x+8 670.86

y=6 037.951 49x+4 333.57

y=2 446.132 82x+2 122.55

y=6 600.928 13x+79 483

y=1 281.440 59x+4 601.77

y=31 807.31x+147 062

y=22 020.398 23x+91 498.1

y=23 237.338 97x+113 836

y=11 993.312 21x+19 619.6

y=1 327.230 33x+7 277.9

y=318.102 16x+3 197.73

相关系数（R2）

0.996 7

0.995 2

0.998 7

0.997 9

0.996 8

0.995 2

0.996 8

0.996 4

0.997 5

0.996 1

0.996 8

0.997 9

0.997 8

0.995 9

0.995 6

0.998 3

基质效应/%

0

-74

0

-51

0

-79

0

-59

0

-80

0

-30

0

-48

0

-76

表  3　线性范围、检出限和定量限数据

Table 3　Data for linear range， detection limit， and 

quantification limit

杀菌剂

唑嘧菌胺

三唑酮

三唑醇

粉唑醇

双炔酰菌胺

吡噻菌胺

吡唑萘菌胺

咪鲜胺

基质类型

鸡蛋

鸡蛋

鸡蛋

鸡蛋

鸡蛋

鸡蛋

鸡蛋

鸡蛋

线性范围/

（mg·kg-1）

0.01~0.80

0.01~0.80

0.01~0.80

0.01~0.80

0.01~0.80

0.01~0.80

0.01~0.80

0.01~0.80

检出限/

（μg·kg-1）

0.50

0.10

0.10

0.40

0.05

0.03

0.10

0.50

定量限/

（μg·kg-1）

2.00

0.40

0.40

1.30

0.18

0.10

0.40

1.50
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3　结论

研究建立了一种同时测定鸡蛋中 8 种杀菌剂残留量

的液相色谱串联质谱分析方法。通过对提取时间的优

化，提升了目标物的提取效率。利用 DPC 固相萃取柱填

料优势，高效吸附杂质，减少操作步骤，提升工作效率。

选择基质溶液配制标准曲线，有效减少基质干扰。研究

结果表明，该方法灵敏度高、准确度好，并在实际应用中

取得了良好的效果。
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吡噻菌胺

吡唑萘菌胺

咪鲜胺
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0.01

0.05

0.20

0.01

0.05

0.20

0.01

0.05

0.20

0.01

0.05

0.20

0.01

0.05

0.20

0.01

0.05

0.20

0.01

0.05

0.20

0.01

0.05

0.20

回收率平均值/%

90.2
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104.0

88.1

103.0
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81.6

102.0

105.0

84.8
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