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超高效液相色谱-串联质谱测定酵素中 14种 

常见杀菌剂残留 
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2. 河北省辛集市市场监督管理局, 辛集  052360; 3. 北京市平谷区疾病预防控制中心, 北京  101200) 

摘  要: 目的  建立分散固相萃取前处理技术结合超高效液相色谱-串联质谱法测定酵素中 14 种常见杀菌剂残

留。方法  酵素样品经乙腈提取、分散固相萃取吸附剂除去色素、多糖等干扰物。采用 C18 色谱柱分离后, 用超

高效液相色谱-串联质谱于电喷雾正离子源和多反应监测扫描模式下进行测定, 基质匹配标准曲线外标法定量。

结果  14种目标化合物在20、50、100 g/kg 加标水平下, 回收率为81.0%~100.3%, 相对标准偏差在5.7%~12.3%

之间。14 种目标化合物的检出限在 0.2~0.7 g/kg 之间, 定量限在 0.5~2.0 g/kg 之间。结论  该方法前处理简单、

快速, 灵敏度和准确度高, 包含种类较宽, 具有一定的拓展性, 适用于酵素中杀菌剂残留的日常监测。 
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Determination of 14 kinds of common fungicide residues in leaven by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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(1. Beijing Center for Disease Control and Prevention, Beijing Center for Prevention Medicine Research, Key Laboratory of 
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for determination of 14 kinds of common fungicide 

residues in leaven by dispersive solid phase extraction-ultra performance liquid chromatography tandem mass 

spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  Leaven samples were extracted with acetonitrile, purified by dispersive 

solid phase extraction to remove interfering substances such as colorings and polysaccharide. The separation was 

performed on a C18 column, then the 14 kinds of fungicides were detected by ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry with ESI positive ion scan in mode of multiple reaction monitoring 

(MRM) and quantified by matrix-matched external standard method. Results  At the spiked level of 20, 50 and 100 

μg/kg, the recoveries of each compound were in the range of 81.0%-100.3% with the relative standard deviations of 

5.7%-12.3%. The limits of detections were 0.3-0.7 μg/kg and the limits of quantitative were 0.5-2.0 μg/kg for the 14 
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targets compounds. Conclusion  This method is simple, rapid, high sensitivity and good stability, with a wide 

variety and a certain development. It can be used for the daily monitoring of fungicides in leaven. 

KEY WORDS: dispersive solid-phase extraction; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; leaven; fungicide 
 
 

1  引  言 

酵素食品是以乳酸菌、酵母菌等益生菌发酵果品、蔬

菜而成的一种富含脂肪酶、淀粉酶、蛋白酶和超氧化物歧

化酶及乳酸、醋酸和少量乙醇等代谢产物的一种功能性液

体或固体食品[1,2], 其主要成分为果品、蔬菜等发酵而来的

高生物活性物质[35]。由于酵素食品能够参与协调人体各项

生理生化活动, 具有一定的保健功能和作用[69], 近年来

受到社会各界养生人士的追捧。但是, 我国酵素食品在原

料选择和生产工艺等方面与酵素生产大国日本还有较大的

差距, 亟待进一步完善和发展, 特别是缺乏相关国家标准

与质量标准, 将会带来食品安全隐患。生产酵素食品的原

料果品与蔬菜在农业生产中多会喷洒农药, 从而引入酵素

中农药残留的高风险。 

目前, 果品和蔬菜中杀菌剂的检测常见前处理方法有

液 液 萃 取 (liquid-liquid extraction, LLE) 、 液 相 微 萃 取

(liquid-phase microextraction, LPME)、固相萃取(solid-phase 

extraction, SPE)、固相微萃取(solid-phase microextraction, 

SPME)、分子印迹固相萃取(molecular imprinting solid phase 

extraction, MISPE)和分散固相萃取 (dispersive solid-phase 

extraction, DSPE)等[1012]。特别是 DSPE 技术具有对环境友

好、净化效果高、重现性高的优点, 是当前最主要的前处理

手段[12,1315]。而随着质谱仪器的发展普及, 质谱作为检测手

段的农药残留分析方法已成为农药残留分析的主导技术和

未来发展趋势。杀菌剂的测定已发展为以气相色谱串联质谱

法(gas chromatography mass spectrometry GC-MS)和液相色

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

spectrometry LC-MS/MS)[1619]检测为主。并且质谱检测抗干

扰能力强, 降低了在检测过程中假阳性等误判的可能, 特别

是超高效液相色谱串联质谱法 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS), 
具有速度快, 灵敏度高、定性定量准确等优点。本研究采用

DSPE 结合 UPLC-MS/MS 测定酵素中 14 种常见杀菌剂, 为

相关食品制定国家标准提供技术支持, 同时为国家对于酵

素食品的管控提供依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器和试剂 

Waters ACQUITYTM 超高效液相色谱仪、Waters 

Xevo TQ-S 质谱仪(美国 Waters 公司); T25 Basic 型均质

器 (美国 Sigma 公司 ); Milli-Q 超纯水制备系统 (美国

Millipore 公司)。 

Waters ACQUITY UPLCTM BEH C18 柱(100 mm× 

2.1 mm, 1.7 μm)、Waters ACQUITY UPLCTM HSS T3 柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)(美国 Waters 公司); 分散固相萃

取小管(PSA 50 mg、C18 50 mg、石墨碳黑 GCB7.5 mg、

无水硫酸镁 MgSO4150 mg)、甲醇、乙腈(色谱纯)(北京

Dikma 公司)。 

标准品: 苯醚甲环唑、多菌灵、甲基硫菌灵、甲霜灵、

嘧霉胺、烯酰吗啉、咪酰胺、三唑酮、腐霉利、丙环唑、

戊唑醇、恶霜灵、腈菌唑和异菌脲(纯度>98%, 迪马科技公

司)。 

2.2  标准溶液的配制 

14 种杀菌剂标准储备溶液(1.0 mg/mL): 分别精密称

取苯醚甲环唑、多菌灵、甲基硫菌灵、甲霜灵、嘧霉胺、

烯酰吗啉、咪酰胺、三唑酮、腐霉利、丙环唑、戊唑醇、

恶霜灵、腈菌唑和异菌脲各 0.010 g, 置于 10 mL 量瓶中, 

用乙腈溶解并稀释至刻度 , 摇匀 , 作为标准品储备溶液

(1.0 mg/mL)于-20 ℃冰箱保存。需要时各取储备液 0.1 mL

置于 10 mL 棕色容量瓶中, 用乙腈稀释 100 倍后, 配制成

10 mg/L 的混合中间液。使用前将中间液用乙腈稀释配制

成 1 mg/L 的混合标准液。 

2.3  样品预处理方法 

称取样品 5.0 g(精确至 0.01 g)置于 50 mL 离心管中, 

加入乙腈 10 mL, 迅速旋上瓶盖, 振荡涡旋 1 min, 超声提

取 20 min, 4 ℃条件下, 12000 r/min 离心 10 min, 转移上清

液 1.0 mL 于分散固相萃取试剂管中, 涡旋混匀 1 min, 4 ℃

条件下, 12000 r/min离心 5 min。取上清液 1 mL, 过 0.22 μm

滤膜, 氮气浓缩至干, 然后用 1 mL 乙腈-水(5:5, V:V)复溶, 

供上机测定。 

2.4  仪器条件  

2.4.1  液相色谱条件 

色谱柱DIKMA  Endeavorsil C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 

1.8 μm), 柱温 40 ℃, 样品室温度 4 ℃, 进样体积 5 μL。流

动相 A 为乙腈, 流动相 B 为 0.1%甲酸水溶液, 梯度洗脱。

梯度洗脱条件见表 1。 

2.4.2  质谱条件   

电离方式: 电喷雾正离子模式(ESI+); 多反应监测模

式(multiple reaction monitoring, MRM) 采集, 毛细管电压
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3.50 kV, 离子源温度 150 ℃, 脱溶剂温度 500 ℃, 脱溶剂

气流量 1000 L/h, 锥孔气流量 150 L/h, 碰撞室压力 0.33 Pa。

其他质谱条件见表 2。 

 
表 1  流动相梯度洗脱条件 

Table 1  Mobile Phase gradient elution conditions 

时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A 流动相 B 

初始 0.35 20 80 

6.0 0.35 100 0 

7.0 0.35 100 0 

7.5 0.35 20 80 

8.5 0.35 20 80 

 
表 2  14 种杀菌剂质谱参数 

Table 2  MS parameters of 14 fungicides 

化合物

名称 
保留时间 

/min 
母离子 
/(m/z) 

子离子 
/(m/z) 

锥孔电压 
/V 

碰撞能量
/V 

多菌灵 1.75 192 
159.9* 20 32 

132 20 20 

甲基硫

菌灵 
4.2 343.3 

150.9* 20 18 

311.2 10 8 

恶霜灵 4.46 279.1 
131.9 30 23 

219* 30 15 

嘧霉胺 4.85 200.1 
106.9* 20 26 

168.1 20 26 

甲霜灵 5.02 280.3 
192.1* 20 13 

220.2 20 18 

烯酰 

吗啉 
5.64 388.3 

301.1* 20 33 

165 20 21 

三唑酮 5.7 294.2 
197.0* 20 20 

225.2 20 16 

咪鲜胺 6.05 376.2 
308.3* 20 17 

266.2 20 13 

腈菌唑 6.08 289.1 
70* 20 25 

125 20 29 

戊唑醇 6.11 308.2 
70.1* 40 22 

125 80 44 

丙环唑 6.18 342.1 
159.0* 80 20 

205 40 29 

苯醚甲

环唑 
6.29 406.2 

251.2* 20 26 

337.3 20 16 

异菌脲 7.05 330.1 
100.9 40 28 

143.2 40 21 

腐霉利 7.21 284.6 
256.1* 40 26 

95.1/67.1 40 22 

注: 带*为定量离子对 

3  结果与分析 

3.1  仪器条件的优化 

为了确定 14 种杀菌剂的具体的质谱信息, 研究通过

流动注射泵系统进样 100 μg/L 以乙腈-水溶液(50:50, V:V)

为溶剂的单标准溶液, 并同时开启液相色谱, 设定其流动

相为乙腈-0.1%甲酸水溶液(50:50, V:V), 流速为 200 μL/min。

在此条件下对依据 Waters 质谱自带参数优化软件

IntellistartTM 技术, 实现了 14 种化合物的质谱参数的自动

优化, 获得了 14 种化合物的母离子、子离子、锥孔电压、

碰撞能量等参数 , 同时结合液相色谱优化了如毛细管电

压、锥孔电压、干燥器气流速等参数, 优化结果见 2.4.2 质

谱条件。 

为了选择合适的液相色谱柱 , 本研究先后对比了

Waters ACQUITY UPLCTM BEH C18 柱(100 mm×2.1 mm, 

1.7 μm), Waters ACQUITY UPLCTM HSS T3 柱(100 mm×2.1 mm, 

1.7 μm), DIKMA Endeavorsil C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 

1.8 μm) 3 款色谱柱, 各化合物在 3 款色谱柱中响应值与峰

型差异不大, 14 种杀菌剂均获得良好的峰型, 各化合物除

保留时间有差异外, 响应值相差在 10%以内, 考虑到经济

成本, 本研究最终选择了 DIKMA Endeavorsil C18 色谱柱, 

各化合物提取离子色谱图见图 1。同时各化合物均为

[M+H]+分子离子峰, 因此在流动相内加入甲酸可以明显提

高各化合物响应值, 各化合物响应值提升在 10%~30%之

间, 达到更好的灵敏度。 

3.2  前处理条件的优化 

酵素食品的主要来源为水果与蔬菜经微生物发酵而

来, 而水果蔬菜主成分为水、膳食纤维和部分其他营养素, 

可能给检测带来干扰的则主要为水溶性维生素、色素、甾

醇、糖类以及少量的脂肪。因此, 本研究在分散固相萃取

的填料选择上主要选择了 C18、PSA、GCB 3 种填料。其中

由于 GCB 表面是正六元环结构, 其对平面分子有很强的

吸附, 特别是对含有芳香环及对称性结构的农药。本研究

所检测的 14 种化合物均非平面结构 , 因此研究加入了

GCB 作为色素去除的材料。C18 可以有效去除较多脂类和

固醇类等弱极性与非极性化合物, PSA 可以去除除极性有

机酸、某些糖类和脂类。以乙腈为提取溶剂的情况下, 分

别选择 PSA 结合 GCB 或者 C18 结合 GCB 均可以达到很好

的回收率, 回收率均在 80%以上, 考虑到三者结合可以更

好实现对酵素食品净化, 减少对仪器的污染。本研究选择

了 C18、PSA、GCB 3 种填料作为净化方法, 具体回收率结

果见表 3。 

3.3   方法的准确度和精密度 

通过向阴性酵素样品基质中分别添加 14 种杀菌剂进

行测定, 以确定方法的准确度和精密度。添加浓度水平在 
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图 1  基质匹配标准的 MRM 定量离子提取色谱图(20 g/kg) 

Fig.1  Quantitative ion MRM spectra of matrix-matched standard(20 g/kg) 



2656 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 10 卷 
 
 
 
 
 

 
 

续图 1  基质匹配标准的 MRM 定量离子提取色谱图(20 g/kg) 

Fig.1  Quantitative ion MRM spectra of matrix-matched standard(20 g/kg) 
 
 

表 3  14 种杀菌剂在 3 个添加水平的平均回收率和定量限 
Table 3 Mean recoveries and LOQ at three spiked levels of 14 

fungicides 

名称 
加标浓度 
/(μg/kg) 

平均 

回收率/% 
RSD 
/% 

LOD 
/(μg/kg) 

LOQ 
/(μg/kg)

多菌灵 

20 89.3 11.4 
 

50 86.4 10.4 0.7 2.0 

100 91.9 9.5 
 

甲基硫菌灵 

20 81 8.3 
 

50 83.1 7.1 0.5 1.5 

100 87.4 6.4 
 

恶霜灵 

20 85.7 12.3 
 

50 89.3 10.6 0.2 0.5 

100 92.4 10 
 

嘧霉胺 

20 86.8 8.3 
 

50 85.5 6.2 0.5 1.5 

100 87.5 11.5 
  

续表 3 

名称 
加标浓度
/(μg/kg)

平均 

回收率/% 
RSD 
/% 

LOD 
/(μg/kg) 

LOQ 
/(μg/kg)

甲霜灵 

20 83.5 7.2 
  

50 87.6 6.4 0.5 1.5 

100 90.2 9.2 
  

烯酰吗啉

20 88.3 10.8 
  

50 85.7 11.6 0.5 1.5 

100 88.3 10.3 
  

三唑酮 

20 88.6 11.3 
  

50 94.7 11.1 0.3 1.0 

100 90.1 8.4 
  

咪鲜胺 

20 85.6 11.8 
  

50 88.2 10.3 0.7 2.0 

100 89.3 10.4 
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续表 3 

名称 
加标浓度 
/(μg/kg) 

平均 

回收率/% 
RSD 
/% 

LOD 
/(μg/kg)

LOQ 
/(μg/kg)

腈菌唑 

20 93.9 11.2 

50 90.6 9.4 0.2 0.5 

100 95.5 11.8 

戊唑醇 

20 89.5 10.4 

50 96.5 9.3 0.3 1.0 

100 90.1 5.7 

丙环唑 

20 86.8 10.4 

50 95.6 9.3 0.3 1.0 

100 88.3 8.4 

苯醚甲环唑 

20 85.8 11.3 

50 96.5 12.1 0.3 1.0 

100 87.3 12.1 

异菌脲 

20 97.1 8.9 

50 99.6 10.4 0.2 0.5 

100 100.3 8.5 

腐霉利 

20 84 11.7 

50 87 11.6 0.7 2.0 

100 87.6 10.2 

 
20、50、100 g/kg 下, 采用 2.3 样品预处理方法进行试验。

14 种杀菌剂的回收率在 81.0%~100.3%之间, 相对标准偏

差(relative standard deviation, RSD)在 5.7%~12.3%之间。详

细结果见表 3。加标回收实验结果表明本方法的精密度和

准确度基本良好, 符合欧盟 2002/657/EC 对残留检测方法

的规定。 

3.4  方法的线性范围和检出限 

将空白样品提取液过固相分散萃取小柱, 得到基质

净化液。用混合标准溶液和基质液配制成浓度为 0.0、1.0、

5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 g/L 的标准溶液, 注入液质

联用仪进行分析。各离子对的峰面积对其质量浓度绘制标

准曲线, 以 Y 轴为峰响应信号为纵坐标, X 轴为提取液中农

残浓度(μg/L)为横坐标,制定标准回归方程, 14 种目标物的

线性回归方程的相关系数(r)均大于 0.9990, 表明各种目标

物在 1.0~100.0 g/L 浓度范围内呈良好的线性关系。以信

噪比为 3 时的空白样品基质加标的含量定为方法的检出限

(limit of detection, LOD), 信噪比为 10 的空白样品基质加

标的含量为定量限(limit of quantitation, LOQ), 14 种杀菌剂

的各化合物的检出限在 0.2~0.7 g/kg 之间 , 定量限在

0.5~2.0 g/kg 之间。具体结果见表 3。 

3.5  样品测定 

采集北京地区不同区域、不同市场的酵素样品 30 件

进行检测, 共有 2 份酵素样品检出杀菌剂, 分别为多菌灵

和嘧霉胺, 含量分别为 13.1 和 7.2 g/kg。阳性样品色谱图

见图 2 和图 3。 

4  结  论 

随着国内酵素食品的风靡, 为了保障广大消费者的

身体健康, 需要加强对酵素中有害因素的监管。本研究建

立了用乙腈提取, 分散固相萃取, 超高效液相色谱串联质

谱 MRM 模式检测酵素中苯醚甲环唑、多菌灵、甲基硫菌

灵、甲霜灵、嘧霉胺、烯酰吗啉、咪酰胺、三唑酮、腐霉

利、丙环唑、戊唑醇、恶霜灵、腈菌唑和异菌脲等 14 种杀

菌剂残留的检测方法。该方法准确可靠, 简便快速, 可用

于酵素中杀菌剂的多残留检测, 有助于市场中酵素的监管, 

推动该产业的健康发展, 保障人群食品安全。 

 
 

 
 

图 2  多菌灵阳性样品定量离子的 MRM 图谱 

Fig.2  Quantitative ion MRM spectra of carbendazim positive sample 
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图 3  嘧霉胺阳性样品定量离子的 MRM 图谱 

Fig.3  Quantitative ion MRM spectra of pyrimethanil positive sample 
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“淀粉及其功能化修饰与深加工”专题征稿函 
 
 

淀粉是自然界最丰富的物质之一, 作为重要的可再生环境友好工业原料, 主要用于食品、纺织、造纸、水产饲料、

制药、化工、机械、石油、建筑等行业, 越来越受到社会的广泛重视。对淀粉的极大需求推动了淀粉工业的发展, 因此

淀粉工业也被称为黄金产业, 对国民经济具有重要作用。改革开放以来, 我国淀粉及其相关制品工业迅速发展。中国淀

粉工业协会联合艾格农业发布报告称, 2017年我国淀粉产量为 2720万吨, 创历史新高, 同比增幅 15.4%, 淀粉深加工产品

产量达到 1,450 万吨。其中仅玉米淀粉产量达到 2,595 万吨, 需求量达到 2,550 万吨, 增幅为 13.8%。 

淀粉工业领域基础研究、产品开发等各方面的发展, 有力地支撑了我国高速发展的淀粉及相关制品工业。近年来, 在

淀粉科学与工程研究领域, 科研工作者不断与生物化工、营养学、医学、材料科学等多学科知识和生物技术、医疗技术、

纳米技术等前沿高新技术交叉融合, 推动了淀粉基础研究与高新技术新的突破。 

鉴于此, 本刊特别策划了“淀粉及其功能化修饰与深加工”专题, 由华南理工大学 陈玲 教授 担任专题主编, 华南理

工大学 李晓玺 教授 担任专题副主编, 主要包括淀粉的生物合成与转化, 淀粉的结构与功能特性, 淀粉修饰、转化与应

用, 淀粉现代分析检测与质量控制, 变性淀粉生产新工艺新技术等方面内容或您认为本领域有意义的问题进行论述。本

专题计划在 2019 年 8 月出版。 

鉴于您在该领域丰富的研究经历和突出的学术造诣, 学报主编吴永宁研究员、专题主编陈玲教授和专题副主编李晓

玺教授特别邀请您为本专题撰写稿件, 综述、研究论文、研究简报均可, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。

请在 2019 年 6 月 30 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。 

同时烦请您帮忙在同行之间转发, 再次感谢您的关怀与支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: jfoodsq@126.com 
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