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超高效液相色谱-串联质谱法检测柑橘中的 

氟唑菌酰胺残留量 

江伊彤 1, 张佳铭 1, 陈定宁 1, 付  岩 2, 吴银良 2, 游曹奕 1, 苏俊玮 1, 沈昊宇 1* 

(1. 浙大宁波理工学院, 宁波  315100; 2. 宁波市农业科学研究院, 宁波  315040) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)测定柑橘中氟唑菌酰胺的分析方法。方法  样品采用乙腈提取, 选取 Acquity 

UPLC BEH C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 µm)色谱柱对氟唑菌酰胺进行分离, 以 0.1%甲酸-乙腈作为流动相进行梯

度洗脱, 使用电喷雾正离子电离模式进行数据收集, 采用基质匹配外标法对氟唑菌酰胺进行定量分析。结果  

使用量为 50 mg 乙二胺-N-丙基硅烷化硅胶(ethylenediamine-N-propylsilane, PSA)和 300 mg 无水硫酸镁时净化

效果最佳。氟唑菌酰胺在柑橘全果中的加标回收率为 89.1%~105.5%, 相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)≤1.18%。氟唑菌酰胺在果肉中的加标回收率为 93.4%~104.4%, RSD≤1.41%。氟唑菌酰胺在全果和果肉

中的消解半衰期分别为 13.56 d 和 10.56 d。在采样时间分别为距离最后 1 次施药后第 14 d 和第 21 d 时, 氟唑

菌酰胺在柑橘全果中的残留量为 0.206、0.178 mg/kg; 在柑橘果肉中的残留量为 0.028、0.020 mg/kg。结论  该

方法灵敏度较高、操作简单, 准确度与精密度均能达到定量分析要求, 适用于柑橘中氟唑菌酰胺的检测; 根据

氟唑菌酰胺在柑橘中的残留实验结果, 推荐施药剂量为不超过稀释 2500 倍液的制剂用量, 且最多施药 3 次, 

安全间隔期(10 d)以 21 d 为宜。 

关键词: 氟唑菌酰胺; 超高效液相色谱-串联质谱法; 柑橘; 残留; 消解 

Determination of fluxapyroxad residues in citrus by ultra performance liquid 
chromatography- tandem mass spectrometry 

JIANG Yi-Tong1, ZHANG Jia-Ming1, CHEN Ding-Ning1, FU Yan2, WU Yin-Liang2,  
YOU Cao-Yi1, SU Jun-Wei1, SHEN Hao-Yu1* 

(1. Ningbo Tech. University, Ningbo 315100, China; 2. Ningbo Academy of Agricultural Science, Ningbo 315040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of fluxapyroxad in citrus by ultra 

performance liquid chromatography-quadrupole tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The sample 

was extracted with acetonitrile, and the separation was processed in a C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 µm) column. The 

gradient elution was carried out with 0.1% formic acid and acetonitrile as mobile phase, and electrospray positive ion 

scanning and multi-response monitoring pattern detection were used. The matrix matching external standard method 
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was utilized for quantification. Results  The best purification effect was obtained when 50 mg PSA and 300 mg 

magnesium sulfate (anhydrous) were selected for purification. The recoveries of fluxapyroxad in citrus fruit were 

89.1%‒105.5%, and the relative standard deviation (RSD) was less than or equal to 1.18%. And in citrus pulp, the 

recoveries were 93.4%‒104.4%, and the RSD was less than or equal to 1.41%. When the sampling time was 14 days and 

21 days after the last application, respectively, the residue of fluxapyroxad in whole citrus fruit were 0.206, 0.178 mg/kg, 

the digestion half-life was 13.56 days, and the residue in citrus pulp were 0.028, 0.020 mg/kg, and the digestion half-life 

was 10.56 days. Conclusion  The method is sensitive, simple and convenient, and the accuracy and precision can 

meet the requirements of quantitative analysis of fluxapyroxad. It is suitable for the determination of fluxapyroxad in 

citrus. According to the results of residue test of fluxapyroxad in citrus, the recommended dosage is not more than 

2500 times of dilution, and the maximum dosage is 3 times. The safe interval (10 days) is 21 days. 

KEY WORDS: fluxapyroxad; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; citrus; residue; 

digestion 
 

 

0  引  言 

柑橘是销售市场广阔、经济效益较好的一种农作物水

果。在浙江丽水、龙游等地均有大面积柑橘种植园。然而, 柑

橘的病虫害防治从种植的新梢萌发到果实收获一直都具有

挑战性, 其主要病害有锈病、斑枯病、白粉病、灰霉病等[1‒3]。

农业上用于柑橘病虫害防治常见的药物有: 苯并烯氟菌唑、

氟唑菌酰胺、联苯吡菌胺、异丙噻菌胺等琥珀酸脱氢酶抑制

剂(succinate dehydrogenase inhibitors, SDHIs)类杀菌剂[4‒6]。

氟唑菌酰胺是由巴斯夫公司开发的广谱琥珀酸脱氢酶抑制

剂杀真菌剂, 因具有真菌杀菌效果好、对环境和人体毒性小

等优点, 成为防治农作物病害的一大主流农药。它是一种线

粒体呼吸抑制剂, 通过阻断病原体的琥珀酸脱氢酶来干扰

呼吸链中的电子运输, 从而终止电子流并中断细胞呼吸[7‒8], 

已经被广泛用于马铃薯、葡萄、大豆、水稻、小麦、玉米等

农作物的真菌防治。同时氟唑菌酰胺适配性强, 有多种复配

产品。因此, 随着此类杀菌剂的使用日益广泛, 对它们的残

留物和检测进行详细的调查对于食品安全是非常有必要的。 

目前, 虽然已有部分报道对这些化合物进行了研究, 

但大多数都集中在杀菌活性上[9‒10]。在蔬菜、水果和环境

材料中, 仅报道了少数有关 SDHI 杀真菌剂残留分析方法

的研究[11‒13]。现阶段用于检测氟唑菌酰胺的方法有液相色

谱 - 串 联 质 谱 法 (liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, LC-MS/MS)、气相色谱-串联质谱法。其中, 

YAN 等[14]建立气相色谱-串联质谱法测定葡萄中氟唑菌酰

胺含量。杨欢等[15]建立了一种同时测定果蔬中氟唑菌酰胺

等 8 种新型琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂残留量的液相色

谱-串联质谱方法。已有文献中, 氟唑菌酰胺的前处理方法

常用 QuEChERS 技术[15]、固相萃取法[16‒17]。陈祥准等[17]

使用固相萃取法, 在净化时对不同 SPE 柱进行对比后, 选

择使用 HLB 柱, 但其回收率仍不高。乐渊等[18]使用多壁碳

纳米管新型吸附材料对净化柱进行优化, 与传统离心分离

相比更节省时间, 但该材料不具备普遍性。而分散固相萃

取是近年来发展较迅速的一项前处理方式, 它有着比固相

萃取更加便捷, 成本更低等优点, 常使用在食品的残留检

测上[19‒20]。而萃取过程中, 样品里含有的某些物质常常会

干扰目标化合物的萃取, 例如脂肪、色素、脂肪酸和有机

酸等等, 因此选用合适的净化剂才能有最佳净化效果。目

前 , 常 用 的 吸 附 剂 有 乙 二 胺 -N- 丙 基 硅 烷 化 硅 胶

(ethylenediamine-N-propylsilane, PSA)、C18、石墨化碳黑

(graphitized carbon black, GCB)等。GCB 主要是对色素和甾

醇等非极性大分子杂质的吸附, 更适用于含有高色素基质

样品的净化。但 GCB 对氟唑菌酰胺的吸附较明显, 对回收

率影响较大[21]; C18 主要用于除去样本中的脂肪、中等极性

和非极性的化合物。路彩红等[22]使用 C18 对糙米、土壤和

水中的氟唑菌酰胺进行净化后发现, 仅在水中有较好的平

均回收率。因此推测, 在有较多化合物杂质时, C18 对氟唑

菌酰胺净化作用不太理想; PSA 含有 2 个氨基与 NH2 类似, 

但拥有更大的离子交换容量, 对去除样本中的脂肪酸和有

机酸等极性干扰物有较大作用。据研究调查, 柑橘中含有

较多糖和多种氨基酸等有机酸[23]。 

综合考虑, 本研究对色谱条件和 PSA 的用量进行了

优 化 , 建 立 了 超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectro 

metry, UPLC-MS/MS)检测氟唑菌酰胺的分析方法。在此基

础上, 探明柑橘中氟唑菌酰胺的残留消解动态规律及最终

残留水平, 以期为氟唑菌酰胺的安全使用提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Waters Acquity UPLC-Xevo TQ-S 超高效液相色谱-

串联质谱仪、Acquity UPLC BEH C18 色谱柱(2.1 mm×  
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100 mm, 1.7 µm)(美国 Waters 公司); KS4000ic 恒温振荡

器、GENIUS3 旋涡混合器(德国 IKA 公司); 3K15 高速离

心机(德国 Sigma 公司); PL1502E、XPE205 电子天平(瑞

士 Mettler Toledo 公司) 

乙腈(色谱纯, 德国默克公司); 甲酸、无水硫酸镁、

氯化钠(分析纯 , 中国国药集团); 纯净水(中国娃哈哈集

团); N-丙基乙二胺固相吸附剂(primary secondary amine, 

PSA, 填料 40~63 µm, 上海安谱实验科技股份有限公

司 ); 氟 唑 菌 酰 胺 标 准 品 ( 纯 度 99.7%, 德 国 Dr. 

Ehrenstorfer 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  田间实验 

实验于 2020 年 10 月在宁波市农业科学研究院实验基

地进行。将 42.4%唑醚氟酰胺悬浮剂(氟唑菌酰胺有效成分

含量为 21.2%, 吡唑醚菌酯含量为 21.2%)稀释 2500 倍液

(有效成分施药剂量为 170 mg/kg)后, 使用背负电动式喷雾

器, 在实验设置的 4 株柑橘上进行农药喷施。 

柑橘最终残留实验: 用 42.4%唑醚氟酰胺悬浮剂稀释

2500 倍液后, 在柑橘发病前或初期进行 3 次喷雾施药, 施

药间隔期为 10 d, 再分别于最后 1 次施药后第 14、21 d 进

行采样测量。每次采集柑橘独立样品果实 1 份, 每份样品

至少 2 kg, 带回实验室将样品打碎混匀, 分 4 瓶装每瓶 

100 g。将处理后的样品存储在-18 ℃以下的冰柜冷冻储藏

待进行前处理和分析测定, 测定部位为全果和果肉。 

柑橘残留消解实验: 取样时间从最后 1 次喷药后开

始, 且实验地点为进行最终残留实验的小区。采样距最

后 1 次施药间隔期分别为 0 d (2 h)及 1、3、7 d。每次采

集柑橘独立样品果实 1 份, 每份样品至少 2 kg, 带回实

验所前处理室进行样品称量打碎混匀 , 分 4 瓶装每瓶

100 g。将样品存储在-18 ℃以下的冰柜冷冻储藏待进行

前处理和分析测定, 测定部位为全果和果肉。 

1.2.2  样品前处理 

(1)提取 

称取全果、果肉样品 5 g (精确至 0.01 g)放置于 50 mL

离心管中, 加入 20.0 mL 乙腈, 使用恒温摇床进行 350 r/min

振荡提取, 于 30 min 后加入 5 g 氯化钠, 再放回摇床剧烈振

荡 1 min, 最后以 9500 r/min 离心 3 min, 待净化。 

(2)净化 

吸取 2 mL 上清液放置于装有 50 mg PSA 和 300 mg

无水硫酸镁的 10 mL 塑料离心管中, 使用漩涡振摇 1 min

后以 9500 r/min 进行离心 3 min。再吸取净化上清液 0.5 mL

至另一试管中, 加入 0.5 mL 0.1%甲酸溶液进行均匀混合, 

将溶液过 0.22 μm 滤膜后供 UPLC-MS/MS 测定。 

1.2.3  液相色谱-串联质谱条件 

(1)液相色谱条件 

Acquity UPLC BEH C18 色谱柱(2.1 mm×100 mm, 

1.7 µm), 流动相: 0.1%甲酸溶液(A)-乙腈(B), 采用梯度淋

洗, 具体如表 1, 色谱柱柱温: 35 ℃, 样品室温度: 15 ℃, 

进样体积: 10.0 μL。 

 
表 1  氟唑菌酰胺流动相梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution conditions of fluxapyroxad 

梯度 时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

1 0.00 0.300 50.0 50.0 

2 0.50 0.300 50.0 50.0 

3 0.60 0.300 25.0 75.0 

4 3.50 0.300 25.0 75.0 

5 3.60 0.300 50.0 50.0 

6 5.00 0.300 50.0 50.0 

 
(2)质谱条件 

离 子 源 : 电 喷 雾 离 子 源 正 离 子 (electron spray 

ionization, ESI+), 离子源接口电压: 2.5 kV, 雾化气流速: 

1000 L/h, 锥孔气流速: 50 L/h, 源温: 150 ℃, 雾化温度: 

500 ℃, 检测方式: 多重反应监测。 

1.2.4  标准溶液配制 

标准储备液: 称取纯度为 99.7%的氟唑菌酰胺标样

10.01 mg 于 10 mL 的容量瓶中, 用色谱纯乙腈进行定容, 

配制成质量浓度为 1000 mg/L 的氟唑菌酰胺标准储备液。 

标准中间液: 用色谱纯乙腈定容, 进行逐级稀释, 将

氟唑菌酰胺标准储备液配制成质量浓度为 100 mg/L 和  

10 mg/L 的氟唑菌酰胺标准中间液。 

基质标准工作液: 将质量浓度为 10 mg/L 的氟唑菌酰

胺标准中间液用乙腈稀释成质量浓度为 1.0 mg/L 基质标准

工作液。将上述前处理方法中净化得到的空白柑橘全果和

果肉上清液, 配制成氟唑菌酰胺基质标准工作液的定容溶

液, 即: 柑橘全果和果肉空白基质液: 纯水(5:5, V:V), 对

质量浓度为 1 mg/L 的混合标准工作液进行逐级稀释, 将

其配制成质量浓度为 0.05、0.01、0.005、0.001、0.0005 mg/L

系列的基质标准工作液, 用来建立标准曲线, 对检测结果

进行定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  仪器条件优化 

为优化质谱条件, 实验配制 5 mg/L 的氟唑菌酰胺标

准溶液进行全扫描。由于氟唑菌酰胺的化学结构性质, 实

验采用电喷雾正离子模式来确定目标化合物的母离子。使

用二级质谱扫描, 通过对碰撞电压的改变, 选取 3 个响应

程度较高且稳定的离子作为子离子, 再对选取的离子对进

行锥孔电压和碰撞电压的优化, 其质谱参数见表 2。 
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表 2  多重反应监测条件 
Table 2  Multiple reaction monitoring conditions 

化合物 
母离子
(m/z) 

子离子
(m/z) 

驻留时间
/s 

锥孔电压
/V 

碰撞电压
/eV 

氟唑菌

酰胺 
382.14 

206.05 0.025 31 45 

234.08 0.025 31 19 

314.12* 0.025 31 19 

注: *为定量离子。 

 

2.2  前处理条件优化 

2.2.1  提取条件优化 

为确定最佳流动相, 控制 pH 值使物质尽可能呈现最

佳状态, 实验对乙腈-甲酸和乙腈-乙酸铵 2 种流动相体系

进行比对。实验结果显示, 同浓度标准溶液下, 乙腈-甲酸

流动相较乙酸铵体系流动相响应更高, 因此, 选取常用乙

腈-0.1%甲酸溶液作为流动相。同时, 为了减少基质效应, 

实验通过增加洗脱时间的方式来减少单位时间的杂质量。

实验对流动相梯度比例进行调整, 探寻乙腈-0.1%甲酸溶

液最佳初始比例和流动相速 , 调整后确定初始比例为

50:50 (V:V), 流动相流速为 0.3 mL/min, 此时氟唑菌酰胺

的保留时间及峰形均达到最佳。 

2.2.2  净化条件优化 

PSA 的使用量会对基质效应和回收率两方面有所影

响。为了探寻 PSA 使用量对氟唑菌酰胺在全果和果肉基质

净化效果的影响, 实验进行用量比对, 对回收率和基质效

应进行评价。实验设置 0、50、100、150、200、250 mg

共 5 组 PSA使用量进行梯度比对, 结果如表 3 所示。当 PSA

使用量为 50 mg 时, 平均回收率为 97.31%, 此时净化效果

最佳, 因此最终选择 50 mg PSA。 

2.3  线性范围、检出限及定量限 

氟唑菌酰胺的质量浓度在 0.0005~0.05 mg/L区间内与

对应的峰面积间均呈现出良好的线性关系。其中在全果基

质中线性方程为 Y=10890421.4X+8255.4, 相关系数为

r2=0.9999; 在 果 肉 基 质 中 线 性 方 程 为 Y=13466 

552.2X+1453.0, 相关系数为 r2=0.9998。方法检出限为

5×10‒12 g, 定量限为 0.01 mg/kg, 满足检测要求。 
 

表 3  PSA 使用量净化梯度 
Table 3  PSA usage purification gradient 

PSA 使用量
/mg 

标样浓度
/(mg/L) 

残留量
/(mg/kg) 

平均回

收率/% 

样液峰

面积 

基质

效应

0 

0.0125 

0.083 83.01 138314 0.83

50 0.097 97.31 162132 0.97

100 0.103 102.93 171497 1.03

150 0.109 108.92 181473 1.09

200 0.103 102.77 171235 1.03
 

2.4  回收率及精密度 

实验采用加标回收实验来判断该分析方法的准确度

和精密度是否达标。将氟唑菌酰胺标准液添加至柑橘全果

和果肉空白样品中, 添加浓度分别为 0.01、0.1、1.0 mg/kg, 

每个浓度重复 5 次。按上述前处理步骤及仪器条件进行添

加回收实验, 结果表明: 当氟唑菌酰胺在柑橘果肉中的添

加 浓 度 为 0.01~1.0 mg/kg 时 , 其 平 均 回 收 率 为

93.4%~104.4%, 最 大 相 对 标 准 偏 差 (relative standard 

deviation, RSD)为 1.41%; 当氟唑菌酰胺在柑橘全果中的

添 加 浓 度 为 0.01~1.0 mg/kg 时 , 其 平 均 回 收 率 为

89.1%~105.5%, 最大 RSD 为 1.18%, 准确度和精密度均较

好, 符合《农作物中农药残留实验准则》中的相关要求。

相关谱图见图 1。图 1 显示, 所选取的离子对在出峰时间

无干扰, 吡唑醚菌酯对氟唑菌酰胺的分析没有影响。 
 

 
 

注: 添加浓度 0.01 mg/kg。 

图 1  氟唑菌酰胺在柑橘果肉中的空白(A)和添加回收色谱图(B) 

Fig.1  Chromatograms of blank (A) and spiked recovery (B) of fluxapyroxad in citrus pulp 
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2.5  实际样品测定 

2.5.1  消解实验 

氟唑菌酰胺在柑橘全果和果肉中的消解动态结果如

图 2 所示。柑橘全果中残留量较高但降解速率较快, 柑橘

果肉中残留量较低的同时降解速率也较慢。二者降解速率

均呈先快后慢最终逐渐趋于平缓的降解趋势, 其消解动态

方程均符合一级动力学方程。氟唑菌酰胺在柑橘全果中的

初始沉积量为 0.437 mg/kg, 用药后第 1、3、7、14、21 d

降解率为分别为 9%、35%、50%、53%和 59%。全果的消

解方程 C=0.3944e‒0.0511t, 相关系数 r2=0.7761, 半衰期为

13.56 d。 

氟 唑 菌 酰 胺 在 柑 橘 果 肉 中 的 初 始 沉 积 量 为    

0.0771 mg/kg, 用药后第 1、3、7、14、21 d 降解率为分别

为 37%、45%、53%、64%和 74%。果肉消解方程为

C=0.0620e‒0.0656t, 相关系数 r2=0.7296, 半衰期为 10.56 d。 

 

 
 

图 2  氟唑菌酰胺在柑橘上的残留消解曲线(n=2) 

Fig.2  Digestion curve of fluxaproxad in citrus (n=2) 

 
2.5.2  最终残留实验 

结果表明: 对柑橘进行氟唑菌酰胺农药施药后, 在采

收间隔期为 7 d 时, 柑橘果肉中氟唑菌酰胺的残留中值为

0.036 mg/kg, 全果中的残留中值为 0.219 mg/kg; 在采收间

隔期为 14 d 时 , 柑橘果肉中氟唑菌酰胺的残留中值为

0.028 mg/kg, 全果中的残留中值为 0.206 mg/kg; 在采收间

隔期为 21 d 时 , 柑橘果肉中氟唑菌酰胺的残留中值为

0.020 mg/kg, 全果中的残留中值为 0.178 mg/kg。目前中国

尚未制定柑橘上氟唑菌酰胺的最大残留限量 (maximum 

residue limit, MRL)。参考欧盟规定的柑橘上氟唑菌酰胺的

MRL 值 0.3 mg/kg, 推荐 42.4%唑醚ꞏ氟酰胺悬浮剂安全间

隔期以 21 d 为宜。 

3  结论与讨论 

目前, 已有氟唑菌酰胺在草莓[16]、芒果[24]等水果中的

残留分析方法报道。刘磊等[16]采用固相萃取-高效液相色谱

法 , 测定了草莓中氟唑菌酰胺的残留量 , 方法检出限为

5×10‒10 g, 定量限为 0.05 mg/kg。刘艳萍等[24]建立了芒果

中氟唑菌酰胺残留量的高效液相色谱检测方法。样品用丙

酮提取, 乙酸乙酯液-液分配萃取, 弗罗里硅土柱层析净化, 

高效液相色谱-二级管阵列紫外检测器检测, 外标法定量, 

方法检出限为 1×10‒10 g, 定量限为 0.01 mg/kg。本研究采

用超高效液相色谱-串联质谱法对柑橘中氟唑菌酰胺进行

检测。样品经乙腈提取后, 使用 PSA 进行净化, 用 0.1%甲

酸溶液对提取液进行稀释定容, 使用 0.1%甲酸-乙腈梯度

洗脱处理, 电喷雾正离子进行扫描, 采用多反应监测模式

检测和基质匹配外标法定量。方法检出限为 5×10‒12 g, 定

量限为 0.01 mg/kg, 与已报道的方法相比, 前处理更加简

便, 灵敏度和准确度较高。 

将该方法用于监测柑橘中氟唑菌酰胺残留量的消解

动态, 结果表明: 氟唑菌酰胺在柑橘全果中的初始沉积量

为 0.437 mg/kg, 消解方程 C=0.3944e‒0.0511t (相关系数

r2=0.7761), 半衰期为 13.56 d。在柑橘果肉中的初始沉积量

为 0.0771 mg/kg, 消解方程 C=0.0620e‒0.0656t (相关系数

r2=0.7296), 半衰期为 10.56 d。 

在使用 42.4%唑醚ꞏ氟酰胺悬浮剂进行防治柑橘炭疽

病时, 通过对 42.4%唑醚ꞏ氟酰胺悬浮剂进行消解动态实验

和最终残留实验, 实验结果表明, 推荐施药剂量为不超过

稀释 2500 倍液的制剂用量(有效成分 170 mg/kg), 且最多

施药 3 次, 推荐 42.4%唑醚ꞏ氟酰胺悬浮剂安全间隔期以 

21 d 为宜。 
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