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高效液相色谱-串联质谱法测定黄瓜中嘧菌酯残留 

陈勇达, 钱  训, 郑振山, 张少军* 

(河北省农林科学院农产品质量安全研究中心, 农业农村部农产品质量安全风险评估实验室(石家庄), 石家庄  050051) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-串联质谱法测定黄瓜中的嘧菌酯残留量的分析方法。方法  样品用乙腈匀

浆提取, 无水硫酸镁、氯化钠盐析离心, 无水硫酸镁、PSA 净化, 用液相色谱-串联质谱仪测定, 外标法定量。

结果  在选定色谱条件下, 嘧菌酯的检出限为 1.0×1012 g; 在质量浓度 0.0025~0.50 μg/mL 范围内, 嘧菌酯的

峰面积与浓度呈线性关系, 标准曲线方程为: Y=2×108X51888, 相关系数 r 为 0.9995; 分别在 0.005、0.05、  

0.5 mg/kg 3个添加水平进行添加回收实验, 平均回收率为 86%~93%, 相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)为 6.0%~7.4%, 嘧菌酯在黄瓜中的定量限为 0.005 mg/kg。结论  该方法前处理过程简洁, 减少了系统误

差, 节约了样品处理时间; 检测方法灵敏度高, 准确度和精密度满足 NY/T 788-2018《农作物中农药残留试验

准则》的要求, 适用于黄瓜中嘧菌酯残留量的检测。 
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Determination of azoxystrobin residue in cucumber by high performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

CHEN Yong-Da, QIAN Xun, ZHENG Zhen-Shan, ZHANG Shao-Jun* 

(Research Center of Quality and Safety of Agro-products, Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Laboratory 
of Quality and Safety Risk Assessment for Agro-products (Shijiazhuang), Ministry of Agriculture and Rural Affair, 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of azoxystrobin residue in cucumber by high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  Samples was extracted 

by acetonitrile after homogenate, centrifugated with anhydrous magnesium sulfate and sodium chloride, purified by 

PSA and anhydrous magnesium sulfate, then detected by HPLC-MS/MS, and calculated by external standard method. 

Results  Under the selected chromatographic conditions, the limit of detection of azoxystrobin was 1.0×10-12 g. In 

the range of 0.00250.50 μg/mL, there was a good linear relationship between peak area and concentration, with the 

standard curve equation of Y=2×108X51888, and the correlation coefficient of 0.9995. The recoveries at 3 spiked 

levels (0.005, 0.05, 0.5 mg/kg) were 86%-93%, with the relative standard deviations (RSD) were 6.0%7.4%. The 

limit of quantification (LOQ) in cucumber was 0.005 mg/kg. Conclusion  The pretreatment process of this method 

is simple, which reduces the system error and saves the sample processing time. The established method has high 

sensitivity, accuracy and precision, meeting the requirements of NY/T 788-2018 Guideline for the testing of 

pesticides in crops, which is suitable for the detection of azoxystrobin residue in cucumber. 
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1  引  言 

嘧菌酯(azoxystrobin), 化学名称为: (E)-2-﹛2-[6(2 氰

基苯氧基)嘧啶-4-基氧]苯基﹜-3-甲氧基丙烯酸酯, 属于甲

氧基丙烯酸酯类杀菌剂, 作用特点为通过在细胞色素 Bcl

向细胞色素 C 的电子转移, 从而抑制线粒体的呼吸。对 14-

脱甲基化酶抑制剂、苯甲酰胺类、二羧酰胺类和苯并咪唑

类产生抗性的菌株有效。具有保护、铲除、渗透、内吸活

性。抑制孢子萌发和菌丝生长[1,2]。由于其有效的杀菌效果, 

该产品已在 85 个国家的 80 种作物上登记[3], 我国目前广

泛登记在黄瓜、葡萄、水稻、番茄、马铃薯、草莓等作物

上 [4], 因此研究其残留检测方法具有非常重要的现实意

义 。 我 国 国 家 标 准 规 定 嘧 菌 酯 的 每 日 允 许 摄 入 量

(acceptable daily intake , ADI)值为 0.2 mg/kg 体重, 嘧菌酯

在黄瓜中的最大残留限量值(maximum residue limit, MRL)

为 0.5 mg/kg[5]。本研究开展了嘧菌酯在黄瓜中的残留分析

方法研究, 满足 MRL 值对检测水平的要求。 

目前, 嘧菌酯在黄瓜中的残留分析多为气相色谱法: 

石亚中等[6]采用丙酮/乙酸乙酯提取, 气相色谱-氮磷检测

器检测, 嘧菌酯在黄瓜中的最低检出浓度为 0.01 mg/kg; 

丁蕊艳等[7]采用丙酮/乙酸乙酯提取, 气相色谱-氮磷检测

器检测, 嘧菌酯在黄瓜中的最低检出浓度为 0.03 mg/kg; 

尹丰平等 [8]采用丙酮提取 , 二氯甲烷萃取 , 硅胶柱净化 , 

气相色谱-氮磷检测器检测, 嘧菌酯在黄瓜中的最低检出

浓度为 0.00125 mg/kg; 上述方法均存在前处理消耗试剂过

大, 过程繁琐, 检测灵敏度低且氮磷检测器由于铷珠使用

过程中由于碱离子的消耗而造成灵敏度下降[9,10], 存在一

定的不稳定性。洪文英等[11]采用 QuEChERS(quick、easy、

cheap、effective、rugged、safe)方法提取净化, 高效液相色

谱-串联质谱法检测, 虽然提高了检测灵敏度, 但存在一定

程度的基质干扰。结合上述方法的优缺点, 本研究建立了

以 QuEChERS 方法为基础, 优化高效液相色谱-串联质谱

法检测嘧菌酯在黄瓜中的残留, 克服了基质效应、检测器

不稳定等缺点, 提高了检测的灵敏度和稳定性, 以期为蔬

菜中甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂的残留检测提供参考。 

2  仪器与方法 

2.1  主要仪器与试剂 

嘧菌酯标准品(纯度 99%, 国家农药质检中心); 乙腈

(分析纯, 天津市科密欧化学试剂有限公司); 甲醇(色谱纯, 

天津市康科德科技有限公司); 甲酸(色谱纯, 天津市光复

精细化工研究所); 无水硫酸镁(分析纯, 天津市永大化学

试剂有限公司); N-丙基乙二胺(PSA, 分析纯, 天津欧姆尼

基因科技有限公司); 氯化钠(分析纯, 天津市永大化学试

剂有限公司)。 

TSQ Quantum Ultra 液相色谱-三重四极杆串联质谱仪

(美国赛默飞世尔科技有限公司); DT5-2 离心机(北京时代

北利离心机有限公司涡旋仪); UMV-2 多功能漩涡混合器

(北京优晟联合科技有限公司); YP502N 电子天平(上海精

密科学仪器有限公司)。 

本实验中所用的黄瓜样品来自于河北等 12 个省份。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品提取与净化 

称取 5.0 g 试样(精确至 0.01 g)于 50 mL 离心管中, 加

入 5 mL水、10 mL乙腈溶液, 2500 r/min剧烈振荡 1 min, 加

入 4.0 g 无水硫酸镁、1.0 g 氯化钠摇匀再振荡 1 min,   

3400 r/min 离心 5 min。 

取上清 1 mL, 加入 150 mg 无水硫酸镁、25 mg PSA, 

混匀, 振荡 1 min, 3400 r/min 离心 5 min。经 0.22 μm 微孔

滤膜过滤后, 供液相色谱-质谱联用仪测定。 

2.2.2  仪器条件 

(1) 液相色谱条件: 色谱柱: Atlantis® T3(150 mm× 

2.1 mm, 3 µm); 柱温: 40 ℃; 进样量: 5 μL; 流动相: A: 甲

醇, B: 0.05 %甲酸水溶液; 梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution procedure 

时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

0.0 0.2 90 10 

2.5 0.2 70 30 

6 0.2 0 100 

10 0.2 0 100 

10.1 0.2 90 10 

15 0.2 90 10 

 

(2) 质谱条件 

离子源 : ESI+; 离子源温度 : 350 ℃; 毛细管温度 : 

350 ℃;电喷雾电压: 3800 V; 雾化气体: 氮气; 雾化气体压

力: 鞘气 35 Arb, 辅助气: 15 Arb; 碰撞气体: 氩气; 碰撞

气压力: 1.5 mTorr; 采集模式: 多反应检测模式(multiple 

reaction monitoring, MRM)。 

嘧菌酯离子选择参数: 定量离子对, 404/372; 定性离

子对, 404/344, 404/372; 源内碎裂电压: 72 V; 碰撞气能量: 

23, 14 V。 
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3  结果与分析 

3.1  提取净化方法的选择 

采用传统方法丙酮提取, 气相色谱-氮磷检测器检测, 

发现存在前处理消耗试剂过大, 过程繁琐, 近年来嘧菌酯

在果蔬中农残前处理多采用 QuEChERS 方法。QuEChERS

方法提取多采用加醋酸缓冲体系或柠檬酸缓冲体系[12], 由

于嘧菌酯对 pH 不敏感, 故在此基础上优化为不加缓冲盐, 

只添加氯化钠和无水硫酸镁的方法。由于黄瓜基质杂质较

少, 本实验去掉了 C18、GCB 填料[13], 简化了净化过程, 从

而减少了因为操作规程步骤增多对系统误差的影响。本试

验开展了 QuEChERS 方法以及优化 QuEChERS 方法在 3

种添加浓度回收率的对比试验, 2 种方法均满足实验要求, 

结果详见表 2、表 3。 

 
表 2  QuEChERS 优化方法测定黄瓜中嘧菌酯的添加回收率

(n=5) 
Table 2  Recoveries of azoxystrobin in cucumber with optimized 

QuEChERS method (n=5) 

添加浓度    
/(mg/kg) 

回收率/% 
RSD/%

 1 2 3 4 5 平均值

0.005 80 81 82 96 91 86 7.4 

0.05 83 92 95 96 98 93 6.0 

0.5 95 85 96 99 83 92 7.0 

 

表 3  QuEChERS 方法测定黄瓜中嘧菌酯的添加回收率(n=5) 
Table 3  Recoveries of azoxystrobin in cucumber with 

QuEChERS method (n=5) 

添加浓度
/(mg/kg) 

回收率/% 
RSD/%

1 2 3 4 5 平均值

0.005 75 70 72 92 80 72 11 

0.05 76 83 87 74 90 82 7.5 

0.5 72 95 73 88 90 84 11 

 

3.2  仪器设备以及检测条件的选择 

嘧菌酯的检测方法涉及到设备主要有气相色谱-电子

捕获检测器[14]、气相色谱-氮磷检测器[68]、气相色谱-串联

质谱[15]、液相色谱-紫外检测器[16]、液相色谱-串联质谱[11], 

考虑到黄瓜是高含水作物, 提取多采用亲水性有机试剂, 

如果用气相或者气质联用仪设备检测, 必然增加溶剂置换

这一步骤, 并且气相色谱-电子捕获检测器存在选择性差, 

背景杂质多, 氮磷检测器存在稳定性差以及气质联用设备

基质效应明显等问题, 故考虑亲水性好的液相色谱以及液

质联用设备, 但液相色谱-紫外检测器同样存在选择性差、

背景杂质多、灵敏度低的缺点, 故最后选择高效液相色谱-

串联质谱作为检测的设备, 省去了溶剂置换的步骤, 而且

灵敏度高、选择性好的优点, 同时考虑到基质效应, 舍去

了等度洗脱方法, 采用了梯度洗脱模式的流动相, 消除了

基质效应, 进一步提高了检测灵敏度。 

3.3  定性离子和定量离子选择 

在电喷雾正离子模式下, 根据嘧菌酯的分子量, 确定

其母离子, 进行分子离子全扫描, 每种目标农药选择 2 个

响应信号较稳定的子离子, 以选择离子监测(selected ion 

monitoring, SRM)扫描方式进行监测, 选择子离子响应信

号最强时的碰撞能量作为质谱条件。每个母离子选择 2 个

子离子进行定性, 1 个丰度较强的子离子进行定量, 最终嘧

菌酯定量离子对选择为: 404/372, 定性离子对为: 404/344, 

404/372。计算采用外标标准曲线法定量, 且保证待测化合

物的浓度在其线性范围之内。 

3.4  方法的线性关系、检出限和定量限 

用乙腈做溶剂, 将嘧菌酯标准品配制成 100 µg/mL 标

准溶液, 再配制 10 µg/mL 标样, 用乙腈依次稀释成 0.5、

0.25、0.05、0.025、0.0025 µg/mL 系列混合标样, 在上述

仪器条件下进样, 以进样浓度(µg/mL)对峰面积作图, 绘制

嘧菌酯的标准工作曲线 , 曲线方程为 : Y=2×108X-51888, 

相关系数(r2)为: 0.9998(详见图 1)。 

 

 
 

图 1  嘧菌酯标准曲线 

Fig.1  Standard curve of azoxystrobin 
 
 

按照 3倍信噪比(S/N=3)计算, 嘧菌酯的仪器最小检出

限(limit of detection, LOD)为 1.0×10-12 g, 根据添加回收率

实验, 嘧菌酯在黄瓜中的定量限(limit of quantitation, LOQ)

为 0.005 mg/kg。 

3.5  方法的准确度和精密度 

准确度以黄瓜空白样品中添加一定量嘧菌酯的回收

率表示, 精密度用同批次样品添加回收率的相对标准偏差

表示。设置 3 个添加浓度水平和 1 个空白, 每个浓度水平

做 5 个平行样品。各称取(5±0.05) g 黄瓜样品, 添加适量的

嘧菌酯标准溶液, 黄瓜空白样品不添加标液, 涡动混匀, 

按优化 QuEChERS 后的方法处理, 液相色谱-串联质谱法

检测 , 回收率数据见表 2。本方法的平均回收率在

86%~93%, 相对标准偏(relative standard deviation, RSD)在
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6.0%~7.4 %; 同时开展了 QuEChERS 方法处理, 液相色谱-

串联质谱法检测, 该方法的平均回收率在 72%~84%, 相对

标准偏差 RSD 在 7.5%~11%。回收率数据见表 3。两者对

比反映出 2 个方法均能满足试验标准要求, 但由于优化后

的方法去掉了 C18、GCB 填料[13], 简化了净化过程, 也减

少了填料对嘧菌酯农药的吸附, 因此回收率、RSD 数据优

于 QuEChERS 方法。 

3.6  离子色谱图 

在上述色谱条件下, 嘧菌酯的保留时间为 8.9 min, 黄

瓜空白样品谱图详见图 2, 0.025 μg/mL 嘧菌酯标样谱图详

见图 3, 黄瓜添加 0.05 mg/kg 样品谱图详见图 4。 

3.7  实际样品测定 

本方法用于“250 g/L嘧菌酯悬浮剂在黄瓜上的登记残

留试验”中 2018 年黑龙江省肇东市、河北石家庄无极县、

山东省青岛市、河南省永城市、浙江省杭州市、辽宁省辽

阳、安徽省繁昌县、海南省澄迈县、宁夏贺兰县、贵州省

贵阳市、云南曲靖市、湖南省长沙市 12 地黄瓜样品检测, 

方法满足试验要求。 

4  结  论 

本文采用优化的 QuEChERS 前处理方法, 并优化色

谱条件, 用高效液相色谱-串联质谱法测定黄瓜中的嘧菌

酯残留量, 针对黄瓜自身基质特点, 精简了前处理步骤, 

减少了系统误差 , 提高了回收率 , 准确度和精密度满足

NY/T 788-2018《农作物中农药残留试验准则》[17]的要求, 

为嘧菌酯在黄瓜残留分析提供了一个简洁、高效、准确

的分析方法。 

 
 

 

 
图 2  黄瓜空白样品色谱图 

Fig.2  Chromatogram of cucumber blank 
 
 

 

 
图 3  0.025 μg/mL 嘧菌酯标样 

Fig.3  Chromatogram of 0.025 μg/mL azoxystrobin standard solution 
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图 4  黄瓜添加 0.05 mg/kg 嘧菌酯样品 

Fig.4  Chromatogram of cucumber spiked with azoxystrobin at 0.05 mg/kg standard solution 
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“功能性食品微生物”专题征稿函 
 
 

随着经济的发展和人们生活水平的不断提高, 人们对食品的要求已从单纯的温饱转向了“功能、营养和健康”的新要

求; 膳食结构和组成是影响健康和疾病发生的重要因素, 在人们多年以来追求中医、西医或中西结合预防和治疗疾病模

式外, 渐渐转“医补”为“食疗”, 期望利用食品的功能性达到促进健康和干预疾病的目的。因此, 以功能性食品微生物为核

心的功能性食品如益生菌、乳酸菌、微生物源 PUFA、红曲等已逐渐深入人心, 这也推动了功能性食品微生物资源开发

与应用的发展。在 21 世纪生物技术大发展的时代背景下, 利用食品微生物的特定功能性质, 开发系列健康的功能食品成

为重要的发展趋势。目前, 以功能性微生物为核心的技术与产品已广泛用于食品、保健品、医药和饲料行业, 应用前景

十分广阔。 

功能性食品微生物是一类通过菌体细胞或代谢产物能够赋予食品具有特定功能性质、或者显著改进和优化食品制造

工艺的微生物。鉴于此, 本刊特别策划了“功能性食品微生物”专题, 由江南大学食品学院的 田丰伟 教授 担任专题主编, 

围绕 (1) 功能性食品微生物的资源发掘、高效筛选、分离鉴定, (2) 功能性食品微生物的生物性质、功能机理与作用机

制, (3) 基于功能性食品微生物的食品生物加工与制造的基础和应用研究, (4) 功能性食品微生物的评价与优化方面或您

认为本领域有意义的问题进行论述, 计划在 2019 年 8 月份出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊主编 吴永宁 研究员 及专题主编 田丰伟 教授 特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进

一步提升该专题的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请在 2019 年 7 月 1 日前通过网站或 E-mail 投稿。

我们将快速处理并优先发表。 

谢谢您的参与与支持！ 
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