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分散固相萃取-超高压液相色谱-串联质谱法 
测定黄瓜中的嗪胺灵 

陈武瑛, 张德咏, 李宗云, 何明远, 罗香文, 刘建宇, 刘绍文, 刘  勇* 
(湖南省农业科学院植物保护研究所, 园艺作物病虫害治理湖南重点实验室, 长沙  410125) 

摘  要: 目的  建立黄瓜中嗪胺灵残留的液质串联快速分析检测方法。方法  样品中的嗪胺灵经乙腈提取用 N-

丙基乙二胺(PSA)和石墨化碳黑(GCB)净化, 利用超高压液相色谱-串联质谱(UPLC-MS/MS)在多反应监测模式下

进行检测。结果  以碎片离子对 432.8>212.9、432.8>82.9 定性、离子对 432.8>97.8 进行外标法定量。仪器在

0.01~1.00 mg/kg范围内, 具有良好线性关系。在 0.02~1.00 mg/kg添加水平范围内, 嗪胺灵在黄瓜中的平均回收率

为 85.3%~92.2%, 其相对标准偏差为 2.8%~7.5%。该方法的检出限(LOD)为 2.0 μg/kg, 定量限为(LOQ)为 20 μg/kg。

结论  本方法简便、快速、准确, 能满足国内外法规的要求, 可用于黄瓜样品中嗪胺灵的农药残留确证检测。 
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Determination of triforine in cucumber by dispersive solid phase 
extraction-ultra perssure liquid chromatography-electrospray 

ionization tandem mass spectrometry 

CHEN Wu-Ying, ZHANG De-Yong, LI Zong-Yun, HE Ming-Yuan, LUO Xiang-Wen, 
LIU Jian-Yu, LIU Shao-Wen, LIU Yong* 

(Key Laboratory of Environmental Safety Assessment of Hunan Province, Hunan Plant Protection Institute, 
Hunan Academy of Agricultural Sciences, Changsha 410125, China) 

ABSTRACT: Objective  A rapid method has been developed for the determination of germicide triforine re-
sidues in cucumber. Methods  The triforine from cucumber sample, which was extracted by acetonitrile and 
cleaned up by primary secondary amine (PSA) and graphitized carbon black (GCB), was determined by ultra 
perssure liquid chromatography-mass spectrometry under multiple reaction monitoring mode, then quantified 
by matrix-match standard solution. Results  The qualitative results were obtained based on retention time, the 
precursor ion and three daughter ions, and the quantitation results were on the characteristic 432.8>212.9 ion, 
432.8>82.9 ion and 432.8>97.8 ion. Average recoveries of triforine in cucumber samples were found in the 
range of 85.3%~92.2％ at four spiking levels from 0.02 mg/kg to 1.0 mg/kg with relative standard deviations 
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of 2.8%~7.5%. Limit of detections of triforine were 2.0 μg/kg, while limit of quantifications were 20 μg/kg, 
respectively. Conclusion  The method is simple, rapid, and accurate, and it can meet the requirements of the 
domestic and international legislation. The method adapts to confirm residues of triforine pesticides in cu-
cumber samples. 
KEY WORDS: triforine; UPLC-MS/MS; dispersive solid phase extraction; cucumber 
 
 

 
 

1  引  言 

嗪胺灵 (N,N’-[piperazine-1,4-diylbis [(trichloro-
methyl) -methylene]]diformamide)是一种酰胺类杀菌
剂[1], 被广泛用于防治粮谷、果树和黄瓜上的白粉病、
锈病和黑星病。由于它能够破坏动物体内血红细胞, 
世界各国对它在水果和黄瓜中的最高残留限量有严

格规定[2]。 
目前, 国内外关于嗪胺灵的残留检测仅有少量

报道。由于嗪胺灵本体不能直接进行气相色谱测定, 
报道中普遍利用嗪胺灵与醇类反应生成三氯乙酰胺

类化合物或进行高温降解后再进行气相色谱 ECD 检
测[2-5]。前者反应条件苛刻, 操作繁复, 耗时耗力, 后
者嗪胺灵降解成三氯甲烷进行测定, 需使用顶空进
样方式, 样品中基质干扰严重, 重现性差。有研究采
用液相色谱-紫外检测器(HPLC-UV)[6]和气液色谱-热
离子检测器(GLC-TSD)直接检测嗪胺灵[7], 但该方法
的检出限较高。超高压液相色谱 -串联质谱法
(UPLC-MS/MS)测定, 结合基质固相分散萃取技术净
化, 是一种同时具备高效率、高特异性和高灵敏度的
普适性方法, 广泛用于农药及环境污染物的残留分
析测定[8-13]。目前采用分散固相萃取-UPLC-MS/MS
法测定黄瓜中嗪胺灵尚未见报道。 

本文建立了嗪胺灵在黄瓜中残留分析检测方法, 
黄瓜样品经乙腈提取, N-丙基乙二胺(PSA)和石墨化
碳黑(GCB)净化, 利用 UPLC-MS/MS 进行基质外标
法检测。该方法有效地去除了干扰, 提高了灵敏度, 
定性定量准确。且该方法简便快捷、易操作, 完全满
足黄瓜中嗪胺灵残留量的快速检测和确证应用。同时, 
对嗪胺灵的线性相关性及基质效应进行了研究。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

超 高 压 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 (ACQUITY 
UPLC-TQD, 美国 Waters 公司); Milli-QA10 纯水机

(德国Millipore); XW-80A 漩涡混合器(上海精科实业
有限公司); TG-16G 台式快速离心机(湖南凯达实业
发展有限公司); 针孔滤膜(0.22 µm, Agela Technolo-
gies公司)。 

嗪胺灵标准品(纯度 95.5%, 国家标准物中心); 
乙腈(色谱纯); 水(Milli-Q 制备超纯水); 分散净化剂
PSA、GCB、Florisil (Agela Technologies); 无水硫酸
镁和氯化钠均为分析纯。 

2.2  标准溶液的配制 

嗪胺灵标准工作液的配制: 准确称取嗪胺灵标
准品 10.47 mg用乙腈溶解定容到 10 mL容量瓶中配
成质量浓度为 999.88 mg/L的储备液, 置于 4 ℃冰箱
保存。准确移取适量标准储备液, 配制 0.01、0.02、
0.10、0.05、0.50、1.00 mg/kg嗪胺灵系列标准工作液。 

基质匹配标准样液的配制: 取按 2.3步骤反应得
出的空白样品 1 mL氮吹至干, 用相应的标准工作液
定容成 1 mL, 混匀, 即得基质标准样液。 

2.3  样品前处理 

准确称取切碎均质良好的样品20 g于50 mL具塞
离心管中, 加入 20 mL 乙腈后漩涡振荡 5 min, 加入  
4 g 无水硫酸镁和 3 g 氯化钠, 剧烈振荡 1 min 后在
4000 r/min下离心 5 min。取上清液 1 mL转入已加有
30 mg PSA、10 mg GCB的 1.5 mL 3810型微量离心管
中, 涡旋 1 min; 8000 r/min速度下离心 5 min。上清液
过 0.22 µm有机系滤膜于自动进样瓶中, 待测。 

2.4  色谱和质谱条件 

色谱条件: Acquity UPLC® BEH C18色谱柱 1.7 
µm, 2.1 mm×50 mm, (Waters公司); 流动相: A为乙腈, 
B 为超纯水; 二元梯度洗脱分离, 梯度洗脱: 0~2.0 
min, 5%~100% A; 2.0~3.0 min, 100%A; 3.0~3.5 min, 
100%~5%A; 3.5~5.0 min, 5%A; 流速: 0.3 mL/min; 
进样量: 3 µL。 

质谱条件: 电喷雾电离, 正离子扫描 ESI(+); 检
测方式: 多反应监测(MRM); 毛细管电压: 3.0 kV; 
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离子源温度: 120 ℃; 去溶剂温度: 350 ℃; 去溶剂气
流量: N2=650 L/h; 锥孔反吹气流量: N2=50 L/h; 锥
孔电压: 22 V; 碰撞气: 氩气, 0.15 mL/min。以碎片离
子对 432.8>212.9(碰撞能量: 26 V)、432.8>82.9(碰撞
能量: 50 V)定性、离子对 432.8>97.8(碰撞能量: 36 V)
进行外标法定量。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的优化 

为了获得最佳的灵敏度和峰形, 首先, 采用直
接进样方式, 扫描范围 m/z 为 100~900, 选择合适的
离子源和流动相。实验结果表明, 以乙腈-水体系为
流动相[14], 正离子扫描模式下, 电喷雾离子化可使
嗪胺灵具有较好的电离效果并获得特征离子峰

[M+H]。在此基础上, 进一步优化色谱和质谱参数, 
如梯度洗脱条件、流动相配比和干燥气的流量等。

通过试验证明, 采用乙腈-水体系为流动相, 在 2.4
中梯度洗脱条件下, 可得到较高的灵敏度、重现性

及峰形。 
另外, 研究表明 [15], 干燥气的流速对溶质的离

子化也有一定的影响。流量过小, 不能很好地将流动
相(例如乙腈、水)汽化; 而流速大会致使部分溶质挥
发, 因而导致灵敏度下降。锥孔反吹气对采集离子起
到净化作用, 可以降低源内簇离子的形成, 然而过高
或过低的锥孔反吹气都会导致灵敏度下降。针对嗪胺

灵本实验得出, 干燥气的流速为 650 L/h, 锥孔反吹
气为 50 L/h效果最佳。 

3.2  净化剂的选择 

本文对嗪胺灵在黄瓜中添加水平为 0.1 mg/kg 条
件下, 对不同净化剂对净化效率的影响进行了考察, 
结果表明, 净化剂的选择对黄瓜中嗪胺灵的回收率有
明显影响, 其回收率高低顺序为: R10 mg GCB+30 mg Florisil 
=136.0% > R10 mg GCB+30 mg C18 =126.75% > R10 mg GCB+30 mg PSA 

=89.9% > R 无净化剂 =52.0%, 净化剂 10 mg GCB+30 mg 
PSA 可获得最佳的回收率 , 因而本方法最终将净
化剂的确定为 10 mg GCB+30 mg PSA。 

表 1  黄瓜样品中嗪胺灵的基质效应(n=3) 
Table 1  Matrix effect of triforine in cucumber samples(n=3) 

浓度(mg/kg) 基质匹配标准样液平均响应值 溶剂标准样液平均响应值 基质效应 

0.01 9.7 31.6 −0.69 

0.02 20.1  69.9  −0.71 

0.05 53.7  182.8  −0.71 

0.10 95.3  310.0  −0.69 

0.50 409.0  859.1  −0.52 

1.00 714.0  1051.3  −0.32 

表 2  嗪胺灵在黄瓜样品中的添加回收率(n=5) 
Table 2  Recoveries of triforine in cucumber samples(n=5) 

净化剂 添加水平 (mg/kg) 回收率% 平均回收率% RSD% 

10 mg GCB+ 30 mg PSA  

0.02 80.1∼93.7 87.1 6.2 

0.10 81.6∼97.7 89.9 7.5 

0.50 81.2∼85.7 92.2 3.8 

1.00 86.1∼95.1 85.3 2.8 

无净化剂 0.10 46.5∼55.4 52.0  7.7 

10 mg GCB+30 mg C18 0.10 113.9∼132.2  126.7  6.2 

10 mgGCB+30 mg Florisil 0.10 127.4∼151.5 136.0  6.8 
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图 1  嗪胺灵在黄瓜样品中的色谱图 
Fig. 1  Chromatogram of triforine in cucumber 

注: a: 嗪胺灵标准品色谱图(总离子流图保留时间=2.62 min) (0.02 mg/kg1); b: 嗪胺灵标准品色谱图(定性离子对 432.8>82.9保留时间=2.62 
min) (0.02 mg/kg); c: 嗪胺灵标准品色谱图(定量离子对 432.8>97.8保留时间=2.62 min) (0.02 mg/kg); d: 嗪胺灵标准品色谱图定性离子对
432.8>212.9(保留时间=2.62 min) (0.02 mg/kg); e: 嗪胺灵黄瓜基质标准品色谱图(0.02 mg/kg); f: 黄瓜添加样品(0.02 mg/kg); g: 黄瓜空白; 
h: 黄瓜实测样品 
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3.3  基质效应 

基质效应(matrix effects)是指色谱分离时共洗脱
的物质改变了待测成分的离子化效率, 所引起的信
号的抑制或提高。基质效应影响大时会降低方法的灵

敏度和影响方法的准确性给测定带来误差[16]。本文

对目标化合物中存在的基质效应进行了研究。 
取 0.01、0.02、0.10、0.05、0.50、1.00 mg/kg浓

度的标准样液和基质标准样液在相同色谱条件下分

别进样, 重复 3次, 两者响应信号的差除以标准样液
的响应信号 , 得出基质效应。公式如 : Matrix ef-
fect(ME)=(A-B)/B ×100% (A: 基质匹配标准样液的
响应; B: 等浓度标准样液的响应) 结果如表 1。 

结果表明: 基质降低了仪器的响应值, 且基质
效应随着嗪胺灵的浓度升高而降低。这种现象可能是

由于基质中某些干扰组分的存在会使待测组分离子

生成的速度同标准样品相比有显著不同, 使得信号
响应值产生较大差异[16-17]。为保证方法的通用性和适

用性, 本文通过基质匹配标准样液校正消除基质效
应影响。 

3.4  方法的线性关系 

溶剂标准样液和基质标准样液分别在 2.4色谱条
件下进样, 以嗪胺灵的浓度为横坐标, 以它对应的峰
面积为纵坐标作图。经最小二乘法拟合得 : 在
0.01~1.00 mg/L 范围内溶剂标准曲线线性方程为 Y 
=1036X+127.2, R1

2=0.912; 在 0.01~1.00 mg/L范围内
黄瓜基质标准曲线线性方程为 Y=715X+16.77, 
R2

2=0.995。 

3.5  回收率 

在黄瓜空白样品中分别准确加入嗪胺灵标准液

于 20 g样本中, 使其分别相当于 0.02、0.10、0.0、1.00 
mg/kg的添加水平。按照 2.3中所述步骤进行提取、
净化、测定(见表 2、图 1)。由表 2 可见经基质匹配
标准品校正后嗪胺灵在黄瓜中的平均回收率为

85.3%~92.2%, 变异系数为 2.8%~7.5%, 表明本方法
有较好的准确度和精密度可以满足残留定量分析的

要求。 

3.6  方法的灵敏度和仪器稳定性 

以添加回收率最低添加浓度 0.02 mg/kg 的色谱
图进行衡量, 以噪音信号的 3倍得出该方法的检出限
(LOD)为 2.0 μg/kg, 定量限(LOQ)为 20 μg/kg。 

采用 0.1 mg/kg 的标准液, 在相同色谱条件下: 
连续进样 10 次, 测定其峰面积, 多次测定的峰面积
相对标准偏差为 2.6%; 连续 7天进样, 测定其峰面积, 
多次测定的峰面积相对标准偏差为 7.6%, 表明仪器
具有很好的稳定性。 

3.7  黄瓜样品的测定 

将购自长沙某市场的黄瓜切碎后准确称取 20 g, 
操作按 2.3 前处理方法进行, 利用 2.4 设定条件进行
UPLC-MS/MS 测定, 结果表明该样品中嗪胺灵残留
量为 0.03 mg/kg(见图 1-h)。我国及国际食品法典委员
会(CAC)均未制定黄瓜上嗪胺灵的最大残留限量, 日
本肯定列表中规定黄瓜上嗪胺灵的最大残留限量为

1 mg/kg, 该样品属于合格产品。 

4  结  论 

本文建立了采用 QuEChERS 和超高压液相串联
质谱(UPLC-MS/MS)快速检测嗪胺灵在黄瓜中的残
留方法。仪器在 0.01~1.00 mg/kg 范围内, 具有良好
线性相应。在 0.02~1.00 mg/kg 添加浓度范围内, 嗪
氨灵在黄瓜中的平均回收率分别为 83.5%~92.2%, 
相对标准偏差(RSD) 2.8%~7.5%。方法的灵敏度、准
确度和精密度均满足我国国家标准的要求

(RAQCG)[18], 实际样品分析结果表明, 该方法可以
用于黄瓜中嗪胺灵的快速检测和确证应用。 
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