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QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法快速测定
小麦及土壤中环丙唑醇的残留 

贾惠言, 王全胜, 付  岩, 凌淑萍, 张  亮, 吴银良* 

(宁波市农业科学研究院, 宁波  315040) 

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

mass spectrometry, UPLC‒MS/MS)快速测定小麦及土壤中环丙唑醇的残留的方法。方法  小麦籽粒与秸秆及土壤

经纯水浸泡、乙腈振荡提取并离心后, 上清液加乙二胺-N-丙基硅烷(primary-secondary amine, PSA)和硫酸镁混合

净化, 高速离心后取净化上清液用流动相定容, 经 0.22 μm 尼龙膜过滤后上机检测。结果  本方法在 0.001~  

0.400 mg/L 浓度范围内线性响应均良好, 相关系数在 0.9994~0.9997 之间。环丙唑醇在小麦籽粒中的添加水平为

0.010~1.000 mg/kg, 平均回收率为 92%~98%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)均不超过 1.6% 

(n=5); 在小麦秸秆中的添加水平为 0.010~5.000 mg/kg, 平均回收率为 72%~104%, RSDs均不超过 1.7% (n=5); 在

土壤中的添加水平为 0.010~5.000 mg/kg, 平均回收率为 91%~103%, RSDs 均不超过 2.1% (n=5)。结论  本方法

简单快速、灵敏度高、准确度和精密度好, 能满足小麦及土壤中环丙唑醇残留分析的需要。 
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Rapid detection of cyproconazole in wheat and soil by QuEChERS-ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

JIA Hui-Yan, WANG Quan-Sheng, FU Yan, LING Shu-Ping, ZHANG Liang, WU Yin-Liang* 

(Ningbo Academy of Agricultural Science, Ningbo 315040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid determination of cyproconazole residues in wheat and 

soil by QuEChERS-ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  

After wheat seeds, straw and soil were soaked in pure water, extracted by acetonitrile oscillation and centrifuged, the 

supernatant was mixed with primary secondary amine (PSA) and magnesium sulfate for purification. After 

high-speed centrifugation, the purified supernatant was fixed to volume with mobile phase and purified by 0.22 μm 

nylon membrane and tested for on-line detection Results  This method had good linear responses in the range of 

0.001‒0.400 mg/L, and the correlation coefficients were 0.9994‒0.9997. When the addition levels of cyproconazole 

were 0.010‒1.000 mg/kg in wheat grain, the average recoveries were 92%‒98%, and relative standard deviations 

(RSDs) were no more than 1.6% (n=5); when the addition levels were 0.010‒5.000 mg/kg in wheat straw, the average 

recoveries were 72%‒104%, and RSDs were no more than 1.7% (n=5); when the addition levels were 0.010‒    
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5.000 mg/kg in wheat straw, the average recoveries were 91%‒103%, and RSDs were no more than 2.1% (n=5). 

Conclusion  This method is simple, fast, sensitive, accurate and reliable, which is suitable for the detection of 

cyproconazole residues in wheat and soil. 

KEY WORDS: cyproconazole; wheat; soil; QuEChERS; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
 
 

0  引  言 

环 丙 唑 醇 (cyproconazole), 中 文 化 学 名 称 为

(2RS,3RS;2RS,3SR)-2-(4-氯苯基)-3-环丙基-1-(1-1,2,4-三唑

-1-基)丁-2-醇, 有 2 个碳手性中心, 2 对对映异构体[1‒2]。该

药是瑞士先正达公司开发的一种内吸性三唑类杀菌剂, 具

有杀菌谱广、持效期长、高效低毒等特点[3‒5], 通过抑制细

菌内甾醇生物合成起作用[6]。目前环丙唑醇已在中国、法

国、意大利、日本和美国等国家被广泛用于谷物、大豆、

棉花、咖啡、其他果蔬等作物中白粉病菌、镰刀菌、弧菌、

锈病菌的防治[7‒9]。此外还大量用于园艺、森林、木材防腐

等非农领域。环丙唑醇的广谱性及优良的配伍性, 使其成

为谷物及大豆用杀菌剂的领先品种。由于该药具有内吸性, 

且施用过程中容易进入土壤环境, 会导致其在食品和环境

中有大量残留[10‒12]。 

随着配伍品种的增加, 应用范围的扩大, 病原菌对环

丙唑醇抗性的出现不容忽视。欧盟《全球化学品统一分类

和标签制度》将环丙唑醇归为对人类具有生殖发育毒性(类

别 1B, 依赖对动物研究和对人类危害的有限证据)、特异

性靶器官反复接触毒性(类别 2)、经口急性毒性(类别 3)。

从 2018 年开始, 欧盟开始要求对农药和消毒剂产品进行

内分泌干扰物识别, 初步表明不排除环丙唑醇存在潜在的

内分泌干扰。另外, 环丙唑醇在环境中降解缓慢, 在土壤

中 90%降解时间最长超过 1000 d, 且对水生生物的急慢

性毒性都很高(均为类别 1)。目前, 环丙唑醇在我国的登

记作物有小麦、花椒和草坪, 其中小麦是我国主要的粮食

作物之一, 食用和饲用量都很大。我国 GB 2763—2021

《食品安全国家标准 食品中农药最大残留限量》规定小

麦中的最大残留限量为 0.2 mg/kg, 稻谷、高粱和粟中的

最大残留限量为 0.08 mg/kg, 大豆油中的最大残留限量为

0.1 mg/kg。 

对于环丙唑醇的残留分析方法, 国内外文献报道主

要有气相色谱法 [13‒14]、气相色谱-电子轰击离子源质谱   

法[15‒16]、液相色谱法[17]和液相色谱-串联质谱法[18]。但上

述方法中, 大多是用气相色谱法和气相色谱-电子轰击离

子源质谱法检测, 前处理烦琐、耗时长、灵敏度低、定量

限差。另外, 提取液一般是丙酮或甲醇, 丙酮提取用量较

大且杂质较多, 后期净化复杂; 而甲醇提取则需要旋蒸, 

效率低。王冬兰等[17]建立的液相色谱-串联质谱法采用氨基

固相萃取柱进行净化, 过程中需要 2 次旋转蒸发和 1 次氮

吹, 处理时间长, 且峰型为 2 个没有完全分开异构体, 结

果需要以 2 个异构体峰面积之和进行定量。 

鉴于此, 本研究建立 QuEChERS-超高效液相色谱-串联

质谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC‒MS/MS)快速测定小麦及土壤中环丙唑

醇的残留的方法, 以期为小麦的安全保障提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

小麦和土壤样品采自宁波市农产品质量检测中心。籽

粒: 将麦穗样本脱粒, 而后磨成粉末, 备用。秸秆: 用切刀

将秸秆切成 0.5 cm 左右的小段, 备用。土壤: 样品去除杂

草、碎石, 干燥后敲碎混匀备用。 

环丙唑醇(98.54%)(德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司); 

0.22 μm 有机滤膜(天津津滕公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 德

国 Merck 公司); 氯化钠、无水硫酸镁(分析纯, 杭州瓶窑和

顺 化 工 试 剂 厂 ); 40~63 µm 的 乙 二 胺 -N- 丙 基 硅 烷 

(primary-secondary amine, PSA)(上海安谱公司); 甲酸[色

谱纯, 阿拉丁试剂(上海)有限公司] 

1.2  仪器与设备 

Acquity Xevo TQ-S 超高相液相色谱-串联四级杆质谱

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

1.7 μm)、Waters Acquity UPLC BEH SHield RP18 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)(美国 Waters 公司); XPE205 电子

天平(瑞士梅特勒-托利多公司); GENIUS3 旋涡混合器(德

国 IKA 公司); 3K15 高速离心机(德国 Sigma 公司); Milli-Q

超纯水机(美国 Millipore 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

分别称取小麦籽粒和土壤样品 5.00 g、小麦秸秆样品

2.00 g (精确至 0.01 g)置于聚四氟乙烯 50 mL 离心管中, 加

入 10.0 mL 超纯水浸泡 10 min, 再加入 10.0 mL 色谱纯乙

腈。上述离心管中混合物在旋涡混合器上振荡提取 1 min, 

加入 5 g NaCl 后再振荡 1 min 后, 离心机 9000 r/min 离心  

5 min。取 2.0 mL 最上层的上清液(注意乙腈与水的分层区)

至已盛有 100 mg PSA 和 200 mg 无水硫酸镁的聚四氟乙烯

15 mL 塑料离心管中, 涡旋 1 min 后, 9000 r/min 离心     
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5 min。吸取 0.5 mL 离心后的上清液至 1.5 mL 塑料离心管, 

再加入 0.5 mL 0.1% (V:V)甲酸溶液, 终体积为 1.0 mL, 涡

旋均匀后过尼龙膜待测。 

1.3.2  标准溶液的配制 

称取 10 mg 环丙唑醇, 用 10 mL 乙腈溶解并定容, 即

配成 1000 mg/L 的标准储备液, 保存于‒20 ℃冰箱。 

用乙腈 10 倍梯度稀释 1000 mg/L 的环丙唑醇标准储

备液至 10、1 mg/L, 保存于 4 ℃冰箱。 

用制备好的小麦籽粒、秸秆和土壤的基质空白溶液: 

0.1%甲酸溶液梯度稀释 1 mg/L 的环丙唑醇标准溶液, 配

成终浓度为 0.001、0.005、0.010、0.050、0.100、0.400 mg/L

的梯度标准工作液。 

1.3.3  仪器条件 

(1)液相色谱条件 

色谱柱选择 Waters Acquity UPLC BEH SHield RP18 

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) 与 Acquity UPLC BEH C18    

(50 mm×2.1 mm, 1.7 µm)进行比较, 流动相为0.1%甲酸溶液

与乙腈, 样品室温度为 10 ℃, 柱温为 35 ℃, 梯度洗脱条件

见表 1, 进样量为 5 μL。 

 
表 1  流动相及流速 

Table 1  Mobile phase and the flow rates 

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 10.0 90.0 

4 3.00 0.300 10.0 90.0 

5 3.10 0.300 50.0 50.0 

6 6.00 0.300 50.0 50.0 

 
(2)质谱条件 

电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI), 正离子扫

描 ESI+, 多反应监测模式, 质谱分析参数见表 2; 雾化气温

度为500 ℃, 毛细管电压为3.20 kV; 雾化气流速为1000 L/h, 

锥孔气流速为 150 L/h。 

1.3.4  加标回收实验 

添加回收实验用于衡量分析方法的精密度和准确度。

分别在小麦籽粒、秸秆和土壤空白样品中添加梯度浓度(每

个梯度浓度设置 5 个重复)的环丙唑醇标准中间液, 在小麦

籽粒中添加 0.010、0.100、1.000 mg/kg 3 档浓度, 在小麦秸

秆和土壤中分别添加 0.010、0.500、5.000 mg/kg 3 档浓度。 

1.3.5  残留量计算公式 

残留量计算公式如公式 1 所示。 

1 3 4 1

2 5

V V V A
w

m V V A

    


  
            (1) 

式中, w 为小麦或土壤样品中环丙唑醇残留量, mg/kg; ρ为

环丙唑醇标样浓度, mg/L; V1 为提取液乙腈体积, mL; V3 为

检测前定容体积, mL; V4 为标样进样体积, μL; A1 为样品中

环丙唑醇峰面积; m 为样品质量, g; V2 为前处理分取体积, 

mL; V5 为样品进样体积, μL; A 为标样中待测物的峰面积。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件的优化 

由于环丙唑醇分子结构中含有 N 原子 , 所以采用

[M+H]+模式, 即电喷雾正离子模式。对 5 mg/L 的环丙唑醇

标准溶液做全扫描后, 确定母离子为 292.11, 然后进行二

级质谱的扫描, 慢慢改变碰撞电压, 挑选响应较高且稳定

的 2 个离子作为子离子。最后对选取的离子对进行锥孔电

压和碰撞电压的优化, 最终的质谱参数见表 2。 

2.2  色谱条件的优化 

为了获得单一且无拖尾的峰形和较高的信号值, 本

研究设置了 2 种有机相(乙腈和甲醇)与 0.1%甲酸组成的流

动相体系, 分别用这 2 组流动相检测浓度为 0.010 mg/L 的

标样, 结果表明乙腈与 0.1%甲酸组成的流动相比甲醇与

0.1%甲酸组成的流动相出峰拖尾稍改善一些, 信号更高且

峰形更好, 见图 1。因此确定乙腈与 0.1%甲酸溶液为最终

流动相体系。 

为进一步改善拖尾现象以及提高信号值, 本研究比

较了 Waters 品牌的 Acquity UPLC BEH SHield RP18 色谱

柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)与 Acquity UPLC BEH C18色谱

柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) 2 种柱子。Waters Acquity 

UPLC BEH SHield RP18 色谱柱通过 0.05 mg/L 的环丙唑醇

标准溶液上机, 目标峰保留时间为 2.20 min, 峰形稍有拖

尾。换成 Waters Acquity UPLC BEH C18 色谱柱, 其他参数

不变, 目标物保留时间为 2.22 min, 信号值增加 2 倍, 且拖

尾改善, 故选择 Waters Acquity UPLC BEH C18色谱柱作为

色谱柱, 见图 2。 

 
表 2  质谱分析参数 

Table 2  Mass spectrometry analysis parameters 

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 

环丙唑醇 292.11 
125.04 0.19 86.00 14.00 

 70.00* 0.19 86.00 28.00 

注: *为定量离子。 
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注: A 甲醇与 0.1%甲酸流动相; B 乙腈与 0.1%甲酸流动相。 

图 1  不同流动相色谱图 

Fig.1  Chromatograms of different mobile phase 
 
 

 
 

注: A Acquity UPLC BEH SHield RP18 色谱柱; B Acquity UPLC BEH C18 色谱柱。 

图 2  不同色谱柱色谱图 

Fig.2  Chromatograms of different chromatographic column 

 
 

2.3  方法前处理的优化 

2.3.1  提取剂的选择 

由于小麦籽粒中含有多糖、蛋白质和脂肪, 小麦秸秆

含有较多的纤维和色素, 会在一定程度上影响提取效果, 

因此本研究比较了乙腈和甲醇 2 种不同的提取剂的提取效

果。小麦籽粒、秸秆与土壤样品各分 4 份, 均添加 0.1 mg/kg

环丙唑醇标准品。2 份加入 25 mL 乙腈、另 2 份加入 25 mL

甲醇进行提取, 分别涡旋提取 1 min 后离心, 各取 0.5 mL

上清液, 并用 0.1%甲酸溶液定容至 1 mL, 过滤后上机检

测。用相同基质、相近浓度的标准工作液计算回收率。结

果显示, 甲醇回收率为 70%, 乙腈的回收率为 82%, 故本

研究选择乙腈作为提取剂。 

本研究还比较了在小麦和土壤样品中直接加乙腈提取

和先添加纯水浸泡再加乙腈 2 种提取方法。向小麦籽粒、土

壤及秸秆样品中分别加入 50 和 20 µL 质量浓度为 100 mg/L

的标准工作液, 静置 30 min 后, 一份直接加入 25 mL 乙腈, 

另一份先加 15 mL 纯水浸泡 10 min, 再加入 15 mL 乙腈振

荡提取, 离心、定容、过滤后上机计算回收率。回收率结果

显示, 直接加乙腈提取回收率为 81%~90%, 先加纯水浸泡

再加乙腈提取回收率在 83%~88%, 差别不大, 所以最终确

定先加纯水 10 mL 浸泡再加 15 mL 乙腈的提取方法。 

2.3.2  净化剂的选择 

已报道的环丙唑醇残留检测的文献都是用固相萃取

柱进行净化[13‒18]。固相萃取柱净化效果虽然较好, 但是在

使用过程中容易产生大量有机废液, 而且等待时间比较

长。本研究尝试使用分散固相萃取法进行净化, 分别在小

麦籽粒、土壤和秸秆提取液中添加 50 和 20 µL 质量浓度为

100 mg/L 的标准工作液, 对净化吸附剂 PSA、C18 的用量

(50、100、150 mg)进行了研究。结果表明, 使用 PSA 时, 改

变 PSA 使用量对小麦籽粒和土壤的净化效果不明显, 回收

率均在 90%左右; 但对小麦秸秆的净化效果很明显, 不加

PSA 时回收率为 62%, PSA 量为 100 mg 时, 净化效果最好, 

回收率为 96%。C18 对小麦籽粒、小麦秸秆和土壤的净化

效果都不明显。 

2.4  方法学验证 

分别用小麦籽粒、秸秆和土壤空白样品提取液加 0.1%

甲酸作为稀释液, 对环丙唑醇标准工作液进行梯度稀释, 

最终质量浓度为 0.001、0.005、0.010、0.050、0.100、    
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0.400 mg/L, UPLC-MS/MS 上机检测。结果表明, 环丙唑醇

在 0.001~0.400 mg/L 质量浓度范围内, 小麦籽粒、秸秆和

土壤基质的系列标曲浓度与峰面积线性关系良好, 相关系

数在 0.9994~0.9997 之间。 

分别在小麦籽粒、秸秆和土壤空白样品中添加   

0.01 mg/kg 环丙唑醇, 提取、净化、检测后计算回收率与

信噪比计算。结果表明 0.01 mg/kg 环丙唑醇在各基质中的

回收率为 72%~92%, 且信噪比大于 10。因此, 当环丙唑醇

的定量限设置为 0.01 mg/kg 时, 可以满足检测的要求。丙

唑醇的标准曲线和定量限见表 3。 

 
 

表 3  环丙唑醇的标准曲线、定量限及基质效应 
Table 3  Standard curves, limits of quantification and matrix 

effects of cyproconazole 

样品基质 标准曲线方程 
定量限 

/(mg/kg) 
基质效应

小麦籽粒 Y=28686084X+97638 0.01 0.94 

小麦秸秆 Y=25380886X+130979 0.01 0.83 

土壤 Y=29126478X+203907 0.01 0.96 

纯溶剂乙腈 Y=30491143X-12427 / / 

注: /表示无相应数据。 

 
 

2.5  基质效应 

在 LC-MS 中, 基质效应是由于分析物和其他内源性

物质造成的。虽然它们产生基质效应的机理不同, 但是含

有 P-O、-O-CO-NH-、-OH、-NH、-NH-CO-NH 等基团的

农药通常会表现出基质效应 [19], 因此需要研究环丙唑醇

在小麦籽粒、秸秆和土壤中的基质效应。基质效应一般

用基质标准曲线斜率与纯溶剂标准曲线斜率的比值来表

示。当比值大于 0 时, 表示基质对待测物有基质增强效应; 

当比值小于 0 时, 表示基质对待测物有基质抑制效应。比

值的绝对值小于 20%, 可认为该基质没有基质效应; 若

比值的绝对值在 20%~50%之间, 则表明该基质有中等基

质效应; 若比值的绝对值大于 50%, 则表明基质效应很

强[20‒22]。实验结果表明, 净化后的 3 种基质比值的绝对值

均在 0.8~1.2 之间, 即均小于 20%, 见表 3。结果表明基质

效应不明显。 

2.6  回收率和精密度 

利用添加回收率来衡量该方法的准确度和精密度 , 

实验结果见表 4, 环丙唑醇在小麦籽粒中的添加浓度为

0.010~1.000 mg/kg, 平均回收率在 92%~98%之间, 相对标

准偏差(relative standard deviations, RSDs)均不超过 1.6% 

(n=5)。在小麦秸秆中的添加水平为 0.010~5.000 mg/kg, 平

均回收率为 72%~104%, RSDs 均不超过 1.7% (n=5); 在土

壤中的添加水平为 0.010~5.000 mg/kg, 平均回收率为

91%~103%, RSDs 均不超过 2.1% (n=5)。结果表明, 该方法

在 3 种基质中的准确度和精密度均较好。 

 
表 4  环丙唑醇在小麦籽粒、秸秆和土壤基质中的回收率(n=5) 

Table 4  Recoveries of cyproconazole in wheat grain, straw  
and soil (n=5) 

样品基质
添加浓度
/(mg/kg) 

平均回收率
/% 

相对标准偏差
/% 

小麦籽粒

0.010  98 0.9 

0.100  92 1.6 

1.000  92 0.8 

小麦秸秆

0.010  72 1.7 

0.500 104 0.7 

5.000  91 1.5 

土壤 

0.010  91 1.1 

0.500 103 2.1 

5.000  92 0.8 

 
2.7  实际样品分析 

为验证该方法的应用效果, 于当地市场购买了含小

麦麸皮的面粉 20 份, 在基地采集秸秆和土壤各 20 份, 用

外标法进行分析和计算。结果表明, 市场采购的面粉样品

中均未检出环丙唑醇残留, 检出率为 0%; 基地秸秆检出

率为 25%, 最高检出量为 0.52 mg/kg; 土壤中也未检出环

丙唑醇残留, 检出率为 0%。色谱图见图 3。 

3  结论与讨论 

本研究建立了 QuEChERS-UPLC-MS/MS 快速测定小

麦及土壤中环丙唑醇的残留的检测方法。本方法选取乙腈

进行提取, 提取效率比甲醇稍有增加, 并且避免了甲醇提

取后的旋蒸步骤, 并减少了有机溶剂乙腈的使用量; 再次, 

基于 QuEChERS 的分散固相萃取前处理方法只需要约  

20 min, 无需旋蒸和氮吹, 大大节约了时间成本, 提高了

检测方法的便捷度及时效性。而且该方法灵敏度、准确度

和精密度都较高, 可满足其残留风险监控的需要, 为实际

检测工作提供了技术支持, 且该方法分析实际样品应用效

果较好。此外, 本研究通过降低有机相比例(50%水相+50%

有机相)将 2 个峰合为 1 个峰, 相比王冬兰等[17]研究, 计算

结果更为精确。 

综上所述, 本方法简单快速、灵敏度高、准确度和精

密度好, 能满足小麦及土壤中环丙唑醇残留分析的需要。 
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注: 从上到下依次为小麦籽粒、小麦秸秆、土壤样品。从左到右依次为 A: 空白样品; B: 相近浓度基质标准溶液; C: 添加 0.01 mg/kg 环

丙唑醇的各样品。 

图 3  实际样品色谱图 
Fig.3  Chromatograms of actual samples 
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