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液相色谱- 噁串质谱法测定大米中异 唑草酮及 
代谢物残留量 
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(1. 辽宁出入境检验检疫局, 大连  116001; 2. 黑龙江出入境检验检疫局, 哈尔滨  150001) 

摘  要: 目的  建立大米中 噁异 唑草酮及代谢物残留量的液相色谱-串联质谱法测定方法。方法  试样中残

噁留的异 唑草酮除草剂及代谢物用乙酸乙腈溶液(1:99, V:V)高速匀浆提取, 提取液经 N-丙基乙二胺(PSA)、十

八烷基硅烷(ODS)净化, 经色谱柱为 ACQUITY UPLC BEH Phenyl 分离和流动相为 1.5%乙酸的乙酸铵(1 

mmol/L)－乙腈进行梯度洗脱, 用配有大气压化学电离源(APCI)的液相色谱-串联质谱仪检测和确证。结果  异

噁唑草酮及代谢物在 0.0025~1.000 µg/mL浓度范围内呈现良好线性关系(r=0.9998~0.9999)。当样品加标浓度

在 5~200 µg/kg 范围内时, 其样品加标平均回收率为 70.2%~110.6%, 相对标准偏差为 7.38%~12.84%。 噁异

唑草酮及代谢物的最低检出限分别为 10 µg/kg、5 µg/kg。结论  本方法适用于大米中 噁异 唑草酮及代谢物残

留的同时测定。 
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Determination of isoxaflutole and its metabolites residues in rice by liquid 
chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry 

LUO Jia1, SHEN Rui-Zhi2, YANG Chang-Zhi2 

(1. Liaoning Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Dalian 116001, China; 
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ABSTRACT: Objective  To establish a novel method for determination of isoxaflutole and its metabolites 

residues in rice by liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  

With acetic acid acetonitrile solution(1:9,V:V) as the extraction, the test sample were extracted by means of 

high speed homogenization, cleaned up by primary secondary amine (PSA) and octadecylsilane (ODS). The 

residues in the extracts were separated on a reversed–phase liquid chromatography with ACQUITY UPLC 

BEH Phenyl column using a gradient elution program of 1.5% acetic acid (1 mmol/L) ammonium acetate 

solution and acetonitrile. The residues were determined and confirmed by LC-MS/MS equipped with 

atmosphere pressure chemical ionization source. Results  The calibration curve of isoxaflutole and its 

metabolites showed a good linearity in the range of 0.0025~1.000 µg/mL with the correlation coefficient of 

0.9998~0.9999. The average recoveries of isoxaflutole and its metabolites in spiked samples were in the 

range of 70.2%~110.6%, and the relative standard deviations (RSD) were between 7.38%~12.84% at spiked 

levels of 5~200 µg/kg. The limit of detection was 10 µg/kg and 5 µg/kg for the isoxaflutole and its metabolites, 
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respectively. Conclusion  This method can be used for the simultaneous determination of isoxaflutole and 

its metabolites residues in rice. 

KEY WORDS: isoxaflutole and its metabolites; liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry 

(LC-MS/MS); rice 
 
 

1  引  言 

异噁唑草酮(别名为 IXF 或 Balance)被称为新异

噁唑类除草剂家族的一员, 是一种苗前除草剂[1]。这

种新型除草剂新型由是罗纳-普朗克公司(现为拜耳

公司)于 2001年首先开发主要用于玉米生产的农药。

异噁唑草酮不仅用量低(约 11-64 g/公顷), 而且有效

除草时期长, 用于防除抗三嗪类除草剂的杂草[2,3]。

1998年首次获美国环保局(EPA)注册, 1999年应用于

其 16 个州玉米田的除草。异噁唑草酮除草剂对羟基

苯基丙酮酸酯双氧化酶抑制剂(HPPD)具有抑制作用, 

从而阻断类胡萝卜素人生物合成[1,4], 进而导致杂草

出现白化后死亡。由于异噁唑草酮除草剂杀草谱广, 

有效除草时期长(可达 6 周), 其广泛应用可能对人类

造成潜在的健康威胁和生态环境污染。 

为保护人类健康, 各国政府对食品中异噁唑草

酮残留量的检测都很重视, 均制定了严格的限量要

求[5]。尤其日本政府于 2006 年 5 月 29 日实施了“肯

定列表制度”, 所要求的农、兽残限量更为严格, 对我

国出口食品将产生极大影响。异噁唑草酮是日本、美

国、韩国、澳大利亚、加拿大、意大利、以色列和食

品法典委员会等国有限量要求的检测项目, 其在各

类食品中最高残留限量在 0.01~10 mg/kg之间, 与此

同时, 欧盟还规定了此种农药的方法的测定低限为

0.05 mg/kg。 

目前, 国内有关食品中异噁唑草酮及代谢物残

留量测定方法鲜有文献报导[6], 国外文献的报道也不

多, Lin等采用 LC或 LC-MS测定水中异噁唑草酮及

代谢物残留量[7], LC-UV的检测低限 150 ng/L(IXF)、

100 ng/L异噁唑草酮代谢物Ⅰ(diketonitrile, DKN)、

250 ng/L 异 噁 唑 草 酮 代 谢 物 (benzoic acid Ⅱ

metabolite, BA); LC-MS测定低限 50 ng/L。Lin 等采

用 LC-MS/MS 法检测土壤和饲料作物中异噁唑草酮

及代谢物残留量[8], 饲料作物中异噁唑草酮及代谢物

的 测 定 低 限 分 别 为 0.05 µg/kg(IXF) 、 0.01 

µg/kg(DKN)、0.05 µg/kg(BA)。Michael T. Meyer等采

用 LC-MS/MS 法检测水中异噁唑草酮及代谢物残留

量 [9], 样品经 SPE 柱净化后 , 其测定低限分别为

0.003 µg/L(IXF、DKN)、0.004 µg/L(BA)。鉴于此, 本

文研究了大米中异噁唑草酮及代谢物残留量检测的

样品前处理方法、液相色谱-串联质谱(LC-MS/MS)

检测方法。该方法既简便、省时又能得到很好的定性、

定量结果, 完全能满足大米中异噁唑草酮及代谢物

残留量检测的需要。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

2.1.1  试  剂 

甲酸、乙酸铵均为分析纯, 均购于北京百灵威科

技有限公司; 冰乙酸、氯化钠均为分析纯, 均购于天

津市凯通化学试剂有限公司; 乙酸钠(分析纯), 购于

天津市瑞金特化学品有限公司; 乙腈(色谱纯), 购于

Dikma Technologies INC.; 无水硫酸镁(分析纯), 购

于 Acros Organics公司: 经 650 ℃灼烧 4 h, 置于干燥

器内备用; N-丙基乙二胺(PSA)吸附剂(40~100 µm)、

十八烷基硅烷(ODS)键合相(40~100 µm) 均购于天津

博纳艾杰尔科技有限公司; 异噁唑草酮(isoxaflutole, 

IXF)、异噁唑草酮代谢物 (diketonitrileⅠ , DKN)、异

噁唑草酮代谢物 (benzoic acid metaboliteⅡ , BA)均购

于德国 Sigma-Aldrich公司。 

2.1.2  仪  器 

Waters Xevo TQ MS液相色谱－质谱/质谱联用

仪(配有大气压化学电离源(APCI-), 美国 Waters 公

司); 离心机(TDZ5-WS): 湖南长沙湘仪离心机仪器

有限公司; 氮吹仪(N-EVAP): 美国 Organomation 公

司; 均质器(IKA T25): 德国 IKA公司。 

2.2  仪器条件  

2.2.1  色谱条件  

色谱柱 : ACQUITY UPLC BEH Phenyl(50 

mm×2.1 mm (i.d.), 1.7 μm); 流动相:梯度洗脱程序

见表 1; 流速: 0.30 mL/min; 柱温: 30 ℃; 进样量:  

5 µL。 
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表 1  梯度洗脱程序表 
Table 1  The gradient program of mobile phase 

保留时间(min) 1.5%乙酸乙酸铵(1 mmoL/L), % 乙腈, % 

0.00 80 20 

2.20 80 20 

3.00 60 40 

4.00 60 40 

4.20 30 70 

5.50 30 70 

5.60 80 20 
 

2.2.2  质谱条件  

离子源: 大气压化学电离源; 扫描方式: 负离子

扫描; 检测方式: 多反应监测; 离子源温度: 150 ℃; 

去溶剂气流量: 750 L /hr, 氮气; 探头温度: 550 ℃; 

锥孔气流量 50 L /hr, 氮气 ; 碰撞气流量 : 0.24 

mL/min, 氩气, 纯度≥99.999%; 电晕针电压: 3.0 kV; 

定性离子对、定量离子对、锥孔电压和碰撞气能量见

表 2。 

2.3  样品前处理 

称取试样 5 g(精确到 0.01 g)于 50 mL螺旋盖聚

丙烯离心管中, 加入 10 mL 2%乙酸水溶液, 于旋涡

混合器上混合 30 s, 放置 15 min。加入 3 g无水硫酸

镁、1 g氯化钠、1 g乙酸钠和 15 mL 1%乙酸乙腈溶液, 

用均质器以 10000 r/min均质 2 min, 4000 r/min离心 5 

min。将上清液转移至 25 mL容量瓶中。再用 10 mL 1%

乙酸乙腈溶液重复提取一次, 合并提取液于同一 25 

mL容量瓶中, 并用乙腈定容至刻度, 待净化。 

移取 8 mL上述提取液于 15 mL螺旋盖聚丙烯离

心管中, 加入 300 mg无水硫酸镁、250 mg PSA、500 

mg ODS, 在旋涡混合器上混合 2 min, 4000 r/min离

心 5 min。准确移取 5 mL净化液于 15 mL玻璃具塞

离心管中, 经 40 ℃氮吹仪吹干后, 用 1.3%甲酸-乙腈

溶液(80:20, V:V)溶液溶解并定容 1.0 mL, 过 0.22 µm

滤膜, 供液相色谱-质谱/质谱仪测定。 

2.4  方法的线性实验 

准确称取适量异噁唑草酮及代谢物标准品, 用

乙腈溶解并定容至 100 mL棕色容量瓶中, 得浓度为

100 µg/mL的标准储备溶液。分别准确吸取异噁唑草

酮标准储备溶液 10 mL、异噁唑草酮代谢物 I标准储

备溶液 5 mL和异噁唑草酮代谢物 II标准储备溶液 5 

mL于 50 mL棕色容量瓶中, 用乙腈稀释成浓度分别

为 20.0 µg/mL(IXF) 、 10.0 µg/mL(DKN) 、 10.0 

µg/mL(BA)的标准中间溶液。根据需要使用前用空白

样品基质配制浓度在 0.0025~1.000 µg/mL 范围混合

标准工作溶液。 

3  结果与讨论 

3.1  测定方法的选择 

从其化学结构式和文献报道得知 , 异噁唑草

酮没有极性, 但极其不稳定, 遇水很容易转化为异

噁唑草酮代谢物(DKN、BA), 同时 DKN 和 BA 挥

发性低、热不稳定性, 其中代谢物 BA 是一种苯甲

酸类化合物 [11], 只有将其酯化方能采用气相色谱

法-检测器(ECD)测定其残留量[12], 利用 GC方法也

只能检测其总的异噁唑草酮残留量 , 不能区分代

谢物的残留量 [13,14], 所以这种方法不能满足测定

异噁唑草酮及代谢物残留量的需要。国外文献大多

采用 LC或 LC-MS/MS测定异噁唑草酮及代谢物残

留量[7,9]。所以本标准最后选用 LC-MS/MS 进行研

究, 经实验本方法的测定低限为 0.01 mg/kg (IXF)、

0.005 mg/kg (DKN、BA), 完全能满足日本肯定列

表“一律标准 0.01 mg/kg要求。 

 

 
表 2  异噁唑草酮及代谢物的定性离子对、定量离子对、锥孔电压和碰撞气能量 

Table 2  MRM transitions of precursor/product ion for qualitative and quantitative analysis, cone voltage, and collision 
energy of isoxaflutole and its metabolites 

化合物 定性离子对(m/z) 定量离子对 (m/z) 锥孔电压(V) 碰撞气能量(eV) 

异噁唑草酮 357.9/78.9, 357.9/278.9 357.9/278.9 32,  32 16,  32 

异噁唑草酮代谢物Ⅰ 357.9/78.9, 357.9/277.9 357.9/277.9 26,  26 14,  16 

异噁唑草酮代谢物Ⅱ 266.9/159.1, 266.9/222.7 266.9/222.7 16,  16 19,  10 
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3.2  提取剂的选择 

异噁唑草酮微溶正己烷, 较微溶于水,易溶于乙

腈、丙酮等有机溶剂, 但在水(pH=7)中不稳定极易降

解; 其代谢物易溶于水、乙腈、丙酮等有机溶剂, 但

极性强、挥发性低、热不稳定性, 其 pKa分别为 DKN: 

1.1、BA: 2.1, 显比较强的酸性 [8]; 同时又根据

Anastassiades 和 Lehotay 等研究建立的 QuEChERS 

(quick, easy, cheap, effective, rugged, safe)的方法[15,16], 

即先用 2%乙酸水溶液浸润样品, 然后用含 1%醋酸

的乙腈对样品进行提取, 所以本方法选用酸性乙腈

作为提取剂。主要考虑到乙腈一方面能沉淀蛋白质而

脂肪提出又很少, 又有利于后续的盐析和净化。 

3.3  净化方法的选择和优化 

PSA (primary secondary amine, 伯仲胺)吸附剂

能有效去除样本中的脂肪酸、极性色素、糖类物质

等极性基质杂质, C18吸附剂能去部分脂肪和脂溶性

杂质。试验对添加 PSA 和 C18的量进行了优化, 结

果发现, PSA添加 250 mg, C18添加 500 mg即可达到

净化效果 , 继续添加 , 样液无明显改善 , 不过对回

收率影响也不大。故本方法中添加 PSA 250 mg 和

C18 500 mg。 

3.4  色谱柱和流动相的选择 

据文献报道[7,8,10], 分析异噁唑草酮及代谢物残

留量常用的色谱柱为 C18、C8液相色谱柱。本试验选

择了 ACQUITY UPLC BEHC18 液相色谱柱 (50 

mm×2.1 mm(i.d),1.7 μm)、ACQUITY UPLC BEH 

Phenyl (50 mm×2.1 mm(i.d), 1.7 μm)液相色谱柱和

ACQUITY UPLC HSST3 液相色谱柱 (50 mm×2.1 

mm(i.d), 1.7 μm), 同时我们选择了 5种不同溶剂配比: 

水 -乙腈、乙酸铵水溶液 -乙腈、甲酸铵水溶液

(pH=3.0)-乙腈、1.5%乙酸乙酸铵水溶液-乙腈、0.2%

甲酸-乙腈进行了流动相实验。结果表明: 异噁唑草

酮及代谢物在 ACQUITY UPLC BEH C18液相色谱柱

能进行有效分离, 但异噁唑草酮代谢物 II 色谱峰太

宽且峰形不对称、不平滑; 而在 ACQUITY UPLC 

HSST3、ACQUITY UPLC BEH Phenyl (50 mm×2.1 

mm(i.d), 1.7 μm)液相色谱柱上, 异噁唑草酮及代谢

物无论在分离上还是在灵敏度上都优于 ACQUITY 

UPLC BEH C18 液相色谱柱, 且色谱峰尖锐, 对称, 

平滑。对于流动相的选择, 主要考虑异噁唑草酮化合

物本身在水(pH=7)中不稳定极易降解性[15], 以及代

谢物 pKa值(DKN: 1.1, BA: 2.1), 所以本实验的流动

相选择了 1.5%乙酸乙酸铵水溶液-乙腈在 ACQUITY 

UPLC HSST3、ACQUITY UPLC BEH Phenyl进行实

验, 结果表明: 这 2种色谱柱无论在分离上还是在灵

敏度上都能满足实验要求 , 最终选择 ACQUITY 

UPLC BEH Phenyl色谱柱、1.5%乙酸乙酸铵水溶液-

乙腈分别作为本标准方法的色谱柱和流动相。 

3.5  标准曲线和最低检出限 

将质量浓度在 0.0025~1.000 µg/mL 范围内的一

系列不同浓度的异噁唑草酮及代谢物混合标准工作

溶液, 在选定的色谱条件和质谱条件下进行分析, 用

峰面积对标准工作溶液中被测组分的浓度作图,其线

性范围、线性方程、线性相关系和最低检出限见表 3。 

3.6  方法的回收率、精密度 

称取 5 g (精确到 0.01 g)样品, 添加不同浓度的

标准溶液, 按照 2.3 节方法对样品进行前处理, 在

2.2 节中色谱条件下, 对异噁唑草酮及代谢物回收

率、精密度等指标进行考察。其回收率、精密度的

结果见表 4。由表 4 可以看出, 异噁唑草酮及代谢

物在 5~200 µg/kg 浓度范围之间, 方法的回收率在

70.2%~110.6%之间 , 精密度在 7.38%~12.84%之

间。大米空白样品和添加浓度为 5~10 µg/kg样品色

谱图见图 1~3。 

 

 
表 3  异噁唑草酮及代谢物的色谱保留时间、线性相关系数及检出限 

Table 3  Retention time, linear relationships, detection limits of isoxaflutole and its metabolites 

化合物 保留时间(min) 线性范围((µg/mL) 线性方程 相关系数(r) 检出限(µg/kg)

异噁唑草酮 4.91 0.0025～1.0000 Y= 206.01X+631.1 0.9999 10 

异噁唑草酮代谢物Ⅰ 3.53 0.0025～1.0000 Y= 680.8X+2534.5 0.9998 5 

异噁唑草酮代谢物Ⅱ 1.79 0.0025～1.0000 Y= 1192.8X-952.8 0.9999 5 



第 7期 罗  佳, 等: 液相色谱-串质谱法 噁测定大米中异 唑草酮及代谢物残留量 2867 
 
 
 
 
 

 

表 4  大米中异噁唑草酮及代谢物的回收率、精密度(n=10) 
Table 4  Recoveries and relative standard deviations of isoxaflutole and its metabolites in rice (n=10) 

化合物 添加浓度(µg/kg) 平均回收率(%) 相对标准偏差(%) 

 10 77.2~110.6 10.31 

异噁唑草酮 50 80.0~101.2 8.68 

 200 75.1~102.7 10.88 

 5 81.6~108.2 9.44 

异噁唑草酮代谢物Ⅰ 25 78.2~103.2 9.92 

 200 78.8~106.1 8.27 

 5 81.2~108.4 9.48 

异噁唑草酮代谢物Ⅱ 25 79.4~101.1 7.38 

 200 70.2~104.8 12.84 

 

 
 

图 1  异噁唑草酮及代谢物标准品多反应监测色谱图 

Fig. 1  MRM chromatogram of the isoxaflutole and its metabolites standard 
 

 
 

图 2  大米样品添加(5 µg/kg、10 µg/kg)色谱图 

Fig. 2  Chromatogram of spiked (5 µg/kg, 10 µg/kg) in rice 
 

 
 

图 3  大米样品空白色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of blank in rice 
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4  结  论 

本文建立了大米中异噁唑草酮及代谢物残留量

的液相色谱-串联质谱分析方法, 系统研究了样品前

处理过程, 并对色谱条件进行优化, 解决了大米中异

噁唑草酮及代谢物残留量检测的分析难题。异噁唑草

酮及代谢物的线性关系良好(r=0.9998~0.9999), 样品

加标平均回收率为 70.2%~110.6%, 相对标准偏差为

7.38%~12.84%, 最低检出限分别为 0.01 mg/kg、0.005 

mg/kg。实验表明本方法具有选择性好、准确度、分

析速度快、操作简便、重复性好, 能满足检测工作的

实际要求。 
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