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超高效液相色谱-串联质谱法测定苹果中 
刺糖菌素 A 

刘春华 1, 2*, 张  群 1, 2, 吴南村 1, 2, 万  瑶 1, 2, 吴小芳 1, 2, 黎舒怀 1, 2, 秦安丽 1, 2 
(1. 中国热带农科院分析测试中心, 海口  571101; 2. 海南省热带果蔬产品质量安全重点实验室, 海口  571101) 

摘  要: 目的  建立苹果中刺糖菌素 A的超高效液相色谱-串联质谱(UPLC-MS/MS)测定方法。方法  样品通

过乙腈匀浆提取, 在电喷电离方式(ESI+)、多反应监测模式(MRM)下进行测定, 基质配标准曲线定量。结果  

分析物在 0.005~0.50 mg/kg范围内成线性, 相关系数 r>0.99, 空白样品中分析物在 0.01、0.02、0.10 mg/kg三

个不同添加水平时, 平均回收率在 93.3%~101.7%之间, 相对标准偏差为 5.2%~7.4%, 定量限为 0.005 mg/kg。

结论  本方法灵敏度高、准确度好, 能满足定量分析的要求。 
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Determination of spinosyn A residues in apple by ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

LIU Chun-Hua1, 2*, ZHANG Qun1, 2, WU Nan-Cun1, 2, WAN Yao1, 2, WU Xiao-Fang1, 2, 
LI Shu-Huai1, 2, QIN An-Li1, 2 

(1. Analysis and Testing Center, CATAS, Haikou 571101, China; 2. Hainan Provincial Key Laboratory of Quality and 
Safety for Tropical Fruits and Vegetables, Haikou 571101, China) 

ABSTRACT: Objective  An ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrome-
try(UPLC-MS/MS) was established for the simultaneous determination the residues of spinosyn A pesticide in 
apple. Methods  The samples were extracted by ultrasonic extraction with acetonitrile. The analysis was de-
tected by UPLC-MS/MS under positive electrospray ionization (ESI+) and multiple reaction monitoring (MRM) 
mode. The matrix-matched external standard calibration curves were used for the quantitative analysis. Results  
Under the optimum conditions, the method showed a good linearity in the range of 0.005~0.50 mg/L with correla-
tion coefficient over 0.99. The limits of quantitation (LOQ) for the pesticide residue were 0.005 mg/kg. The aver-
age recoveries of pesticides residues were 93.3%~101.7% at the spiked levels of 0.01, 0.02 mg/kg and 0.10 mg/kg 
with relative standard deviation (RSDs) of 5.2%~7.4%. Conclusion  The method is sensitive and accurate and it 
is suitable for simultaneous quantitative determination of spinosyn A pesticides in apple. 
KEY WORDS: apple; spinosyn A; ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry 
 
 

 
 

刺糖菌素 [1-5]是由土壤放线菌多刺糖多孢菌 
(Saccharopolyspora spinosa)产生的次级代谢产物, 其

主要活性成分为刺糖菌素 A组分(spinosyn A)和刺糖
菌素 D 组分 (spinosyn D), 其中刺糖菌素 A 组分约
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占 85%~90%, 刺糖菌素 D组分约占 10%~15%, 由美
国陶氏益农公司(Dow Agrosciences Company)生产, 
是一种具有触杀及摄食毒性的广谱、内吸杀菌剂和杀

虫剂, 具有预防、治疗、铲除三重功效。使用后促进
植物的生长, 保持叶色翠绿, 并使果面光洁亮丽, 果
实饱满, 增加甜度, 卖价高。在果树上使用较广泛。
目前, 关于刺糖菌素的检测方法主要有生物法 [6]、

液相色谱法 [6-16]、液相色谱-串联质谱法[17-22]。生物

测定法 [6]报道较少, 比较常见的报道是液相色谱法
[6-16]。液相色谱法快速、准确、重复性好, 使用一直
比较广泛。但是有些样品的成分比较复杂, 如果在前
处理中不能较好的净化, 用液相色谱进行定量和定
性分析就会存在一定问题。相对于传统的液相色谱法, 
超高效液相色谱具有分析速度快和灵敏度高等优点, 
将超高效液相色谱与质谱, 尤其是串联质谱结合, 更
能显现色谱与质谱的优势。Schwedler 等 [21]采用

LC-MS 方法对动物饲料及环境中刺糖菌素进行了分
析; Benincasa等[22]采用 LC-MS/MS对橄榄油中刺糖
菌素进行了分析。而采用液相色谱-串联质谱对于苹
果中刺糖菌素进行测定的方法还未见报道,由于饲料
和橄榄油基质和苹果基质存在较大差异, 前处理方
法不适合苹果基质的处理, 苹果是人们食用较多的
一种水果, 苹果中刺糖菌素测定方法的研究对于保
障人们的身体健康具有重要意义。鉴于刺糖菌素 A
约占总组分的 85%~90%, 所以本研究主要针对刺糖
菌素 A进行了研究。采用乙腈提取, 氨基固相萃取小
柱净化后, 用UPLC-MS/MS进行分析, 操作简捷, 试
剂消耗少, 提取效率高, 在 5 min内即可完成苹果中
刺糖菌素 A农药残留的定性与定量检测。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Waters UPLC/Quattro Premier 超高效液相色谱- 

串联质谱仪(UPLC-MS/MS)(美国 Waters 公司); 高速
匀浆机(T25 basic, 广州仪科实验技术有限公司); 旋
转蒸发仪(RE52CS-1, 上海亚荣生化仪器厂); 电子顶
载天平 (EB-280-12, 日本岛津公司 ); 旋涡混合器
(QL-901, 江苏海门其林医用仪器厂); Milli-Q超纯水
仪(美国 Millipore公司)。 

乙腈、甲醇(HPLC级, 美国Fisher); C18色谱柱(美
国 Waters 公司); 乙酸铵、氯化钠(分析纯, 广州试剂
公司); 实验室用水均为超纯水。标准物质刺糖菌素 A
纯度≥99%(天津农业部环境质量监督检验测试中心); 
0.22 µm 有机系滤膜(天津美瑞泰克公司); 氨基固相
萃取小柱(CNWBOND 500 mg, 6 mL, 上海安普科学
仪器有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  超高效液相色谱条件 
Waters ACQUITY_ UPLCTM BEH C18色谱柱(100 

mm×2.1 mm i.d., 1.7 µm), 柱温: 35 , ℃ 进样量: 5 µL; 
流动相及流速见表 1。 
1.2.2  质谱条件 

离子源 : 电喷雾电离 (ESI+); 毛细管电压 : 2.8 
kV; 离子源温度: 110 ; ℃ 脱溶剂气温度: 350 ; ℃ 脱

溶剂气流量: 900 L/h; 锥孔气流量: 50 L/h; 碰撞气
流量: 0.21 mL/min; 刺糖菌素 A农药的质谱采集参
数见表 2。 
1.2.3  样品处理  

称取样品 25 g (精确至 0.01 g)于 150 mL烧杯中, 
加入 50.0 mL乙腈, 在匀浆机中高速匀浆 2 min后用
滤纸过滤, 滤液收集到装有 5~7 g 氯化钠的 100 mL
具塞量筒中, 收集全部滤液, 盖上塞子, 剧烈震荡 2 
min, 静置 30 min, 使乙腈相和水相分层。从 100 mL
具塞量筒中准确吸取 10.00 mL乙腈溶液于 50 mL圆
底烧瓶中, 35 ℃水浴真空旋转蒸发近干, 加入 5.0 mL
甲醇-二氯甲烷 (1:19, v:v)溶解残渣, 待净化。 

表 1  UPLC 流动相梯度洗脱 
Table 1  UPLC gradient elution condition 

时间(min) 流速(mL/min) A(甲醇):B(1.0 mmol乙酸铵溶液) 

0.00 0.25 10:90 

1.00 0.25 10:90 

3.00 0.25 30:70 

4.00 0.25 10:90 

5.00 0.25 10:90 
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表 2  质谱参数 
Table 2  Parameters of mass spectrometry 

农药名称 电离方式 保留时间(min) 母离子(m/z) 锥孔电压(V) 子离子(m/z) 碰撞能量(V)

刺糖菌素 A ESI+ 2.85 733.1 60 733.1>143.5*,733.1>98.6 35, 33 

 
 

将氨基柱用 5.0 mL 甲醇-二氯甲烷 (1:19, v:v)预
洗条件化, 当溶剂液面接近柱吸附层表面时, 立即加
入上述待净化溶液, 用 50 mL 圆底烧瓶收集洗脱液, 
再用 5.0 mL 甲醇-二氯甲烷(1:19, v:v)洗圆底烧瓶后
过柱, 重复两次。35 ℃水浴真空旋转蒸发至干, 用甲
醇定容至 5.00 mL, 过 0.22 μm 滤膜, 上机。 
1.2.4  标准溶液配制与标准曲线 

准确吸取适量标准物质(精确至 0.01 mL), 用甲
醇配制成浓度为 100 mg/L的标准储备液, −18 ℃冷冻
避光保存。准确移取适量的标准物质, 将其分别配制
成 10.00、1.00、0.10 mg/L标准中间溶液, 待用, −18 ℃
冷冻避光保存。 

用处理好的空白样品基质, 配制成最终定容浓
度为 0.005、0.01、0.02、0.05、0.10、0.20、0.50 mg/L
的基质标准上机液。 
1.2.5  添加回收率与精密度测定 

称取经测定不含刺糖菌素 A 农药残留的 3 组空
白苹果样品, 在 3组 5个空白样品中添加 0.01、0.02、
0.10 mg/kg三个不同水平, 按照上述提取和色谱操作
条件进行分析, 计算添加回收率和相对标准偏差。 

2  结果与分析 

2.1  液相色谱条件优化 

采用梯度洗脱方法进行分析。采用梯度洗脱的方

法不仅可以降低基质中的杂质干扰, 而且能够提高
分离效果。通过比较甲醇-超纯水、乙腈-超纯水、甲
醇-1 mmol/L乙酸铵和乙腈-1 mmol/L乙酸铵等不同
的流动相, 发现以甲醇-1 mmol/L乙酸铵为流动相进
行梯度洗脱时, 响应最高, 因此选用甲醇-1 mmol/L
乙酸铵作为流动相, 详见表 1。 

2.2  质谱条件优化 

在 ESI+模式电离下, 对刺糖菌素 A 农药的质谱
条件进行了优化, 分别采用全扫描和子离子扫描方
式优化, 得到了母离子、子离子及各自锥孔电压和碰
撞能量, 选择分子离子峰[M+H]+作为母离子进行二

级质谱分析, 以响应值最大的碎片离子(子离子)为定

量离子, 次级响应离子为定性离子, 从而得到最优的
质谱条件(表 2)。图 1为 MRM模式下刺糖菌素 A农
药的定量离子对的单通道扫描质谱图, 从图 1可以看
到, 刺糖菌素 A的峰形尖锐、灵敏度高, 准确性强。
运行过程中采用柱后阀切换模式进样进行质谱分析, 
有助于降低对离子源的污染。 

2.3  样品处理净化条件优化 

2.3.1  提取剂优化 
刺糖菌素A为浅灰色固体结晶, 在水中溶解度很

低, 易溶于有机溶剂, 例如甲醇、乙醇、乙腈、丙酮等。
我们选择了丙酮、甲醇和乙腈三种溶液作为提取

剂, 在添加水平为 0.02 mg/kg 时的结果表明: 丙酮经
提取, 会和水互溶, 虽然添加氯化钠后会分层, 但是
还会有一部分丙酮溶解在水中, 回收率为 126%, 造
成计算结果偏高; 甲醇的提取范围比较广, 很多杂质
都会被甲醇提取出来, 对目标物分析会造成一定干
扰 , 回收率为 79.2%; 而采用乙腈提取 , 回收率为
94.0%, 提取率很高, 完全满足实验的要求, 因此本方
法选择乙腈作为提取剂。 
2.3.2  固相萃取小柱优化 

苹果样品中含有较多的糖分和有机酸, 会对目标
物的检测产生干扰, 因此需要采用固相萃取柱净化。
在添加水平为 0.02 mg/kg 时的结果表明: C18固相萃

取小柱回收率为 80.6%; HLB固相萃取小柱回收率为
75.3%;氨基固相萃取小柱回收率为 92.6%。通过比较
C18、HLB和氨基三种固相萃取小柱发现, 氨基固相萃
取小柱的净化效果和回收率更好一些, 因此我们选择
了氨基固相萃取小柱作为净化小柱。 

2.4  线性方程、定量限、回收率和精密度 

2.4.1  线性方程 
以目标组分的峰面积 Y 对相应的浓度 X 绘制标

准曲线, 对测定结果进行线性相关分析。结果表明, 
在 0.005~0.50 mg/kg范围内线性关系良好(表 3)。 
2.4.2  定量限 

定量限(S/N=10)是指可以进行准确定性和定量
测定的最低水平, 在该水平下得到的准确度应满足



第 2期 刘春华, 等: 超高效液相色谱-串联质谱法测定苹果中刺糖菌素 A 431 
 
 
 
 
 

 

以下要求:在添加水平≤0.001 mg/kg 时, 回收率满足
50%~120%, 相对标准偏差≤35%; 在添加水平＞
0.001≤0.01 mg/kg 时, 回收率满足 60%~120%, 相对
标准偏差≤30%; 在添加水平＞0.01≤0.1 mg/kg 时, 
回收率满足 70%~120%, 相对标准偏差≤20%; 在添加
水平＞0.1≤1 mg/kg时, 回收率满足 70%~110%, 相对
标准偏差≤15%; 在添加水平＞1 mg/kg 时, 回收率满
足 70%~110%, 相对标准偏差≤10%[23]。做回收率添加

实验时, 使用新鲜的食品, 均一化并称量后添加农药。
添加的农药标准溶液总体积应不大于 2 mL。农药等添
加后, 充分混合, 放置 30 min后再进行提取操作。检

测时间需要数日时, 将均一化的样品冷冻保存, 避免
多次冻结以及融解, 检测实施日当日制作添加样品。 

根据 3 倍信噪比(S/N=3)计算苹果中刺糖菌素 A
农药的检出限(LOD)为 0.0006 mg/kg, 根据 10倍信噪
比确定的定量限(LOQ)为 0.002 mg/kg, 为配合实际
样品和定量准确, 本实验从 0.002 mg/kg水平开始添
加, 通过添加回收率试验和准确定量的要求, 发现在
0.005 mg/kg 添加水平时, 回收率和准确度符合定量
限的要求, 因此, 苹果中刺糖菌素A农药的定量限通
过实际添加回收率试验最终确定为 0.005 mg/kg, 详
见表 4。 

 

 

图 1  刺糖菌素 A农药标准的提取离子色谱图 
Fig. 1  Ion chromatograph of spinosyn A 

表 3  刺糖菌素 A 农药的线性方程及线性相关系数 
Table 3  Linear equation and correction coefficient of spinosyn A 

农药 线性范围(mg/kg) 线性方程 线性系数 r 

刺糖菌素 A 0.005~0.50 Y=7.16303×105X+1333.86 0.9968 
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表 4  刺糖菌素 A 农药的定量限测定结果(n＝5) 
Table 4  LOQ of spinosyn A in apple (n=5) 

农药名称 添加浓度/mg/kg 回收率(%) RSD(%) 定量限(mg/kg) 

刺糖菌素 A 0.002 18.2(不满足 60~120) 13.5(≤20) 0.002（不满足） 

刺糖菌素 A 0.003 20.6(不满足 60~120) 11.0(≤20) 0.003（不满足） 

刺糖菌素 A 0.004 58.1(不满足 60~120) 6.2(≤20) 0.003（不满足） 

刺糖菌素 A 0.005 76.0(满足 60~120) 7.9(≤20) 0.005（满足） 

表 5  刺糖菌素 A 农药的回收率及精密度测定结果(n＝5) 
Table 5  Recoveries and precision of spinosyn A in apple (n=5) 

农药名称 定量限（mg/kg） 添加水平（mg/kg） 回收率（%） RSD（%） 

刺糖菌素 A 0.005 

0.01 101.7 7.4 

0.02 93.3 5.5 

0.10 93.3 5.2 

 
图 2  刺糖菌素 A 农药标准(上)、加标样品(中)、空白样品(下)的总离子流谱图 

Fig. 2  Total ion chromatogram of standard (upper); spiked sample(middle); blank sample(down) 
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2.4.3  回收率和精密度 
方法的准确度是指所得结果与真实值的符合程

度, 农药残留检测方法的准确度一般用回收率进行
评价。重复性一般做三个水平的试验, 每个水平重复
次数不少于 5次。因此, 在 3组 5个空白样品中添加
0.01、0.02、0.10 mg/kg 三个不同水平, 按照上述提
取、色谱操作条件进行分析测定, 计算回收率和精密
度。结果表明, 刺糖菌素 A农药残留的平均回收率范
围为 93.3%~101.7%; 5次平行测定的相对标准偏差范
围为 5.2%~7.4%, 均满足定量分析要求, 结果见表 5。 
2.4.4  实际样品检测 

应用本方法对 5 份采集于超市中的苹果样品进
行测定, 均未检出刺糖素A农药残留, 检测样品谱图
情况见图 2。下一步将扩大样品范围, 摸清我国目前
苹果中刺糖菌素 A农药的使用情况。 

3  结  论 

本实验建立了苹果中刺糖菌素 A 农药残留量的
UPLC-MS/MS 分析检测方法。该方法简单、快捷、
灵敏度高、准确性强, 是苹果中刺糖菌素 A农药残留
检测比较理想的方法。 
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