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QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法同时 

检测辣椒中 5种杀菌剂残留 

张  盈, 魏  进, 段婷婷, 朱  峰, 陈才俊* 

(贵州省农业科学院植物保护研究所, 贵阳  550006) 

摘要: 目的  建立 QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, UPLC-MS/MS)同时检测辣椒中多菌灵、甲基硫菌灵、烯酰吗啉、嘧菌酯和苯醚甲环唑 5 种

杀菌剂的分析方法。方法  样品经 2.0%乙酸乙腈提取, 50 mg C18 和 20 mg GCB 净化, 超高效液相色谱-串联

质谱法检测, 基质外标法定量。结果  5 种杀菌剂在 0.01~1.00 mg/L 质量浓度范围内, 峰面积与对应的质量浓

度间线性关系良好, 相关系数均大于 0.989; 5 种杀菌剂在 0.01、0.1 和 1.0 mg/kg 添加水平下的平均回收率为

74%~105%, 相对标准偏差为 2.07%~9.61% (n=5), 方法定量限均为 0.01 mg/kg。贵州辣椒中 5 种杀菌剂的残留

量为<0.01~0.092 mg/kg。结论  本方法满足农药残留检测分析要求, 适用于 5 种农药在辣椒中的多残留准确

定性和定量分析以及市场监督抽查等。实际样品检测显示 5 种杀菌剂在贵州辣椒上的使用是安全的, 不会产

生相关膳食风险与危害, 不影响出口贸易。 
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Simultaneous determination of 5 kinds of fungicides residues in pepper by 
QuEChERS-ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry 

ZHANG Ying, WEI Jin, DUAN Ting-Ting, ZHU Feng, CHEN Cai-Jun* 

(Institute of Plant Protection, Guizhou Academy of Agricultural Sciences, Guiyang 550006, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 5 kinds of fungicides 

(namely, thiophanate methyl, dimethomorph, azoxystrobin and difenoconazole) in pepper by QuEChERS-ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The samples were 

extracted with 2.0% acetic acid acetonitrile, purified by 50 mg C18 and 20 mg GCB, and detected by UPLC-MS/MS 

with matrix external standard method for quantification. Results  The linear relationships between the peak areas 

and the corresponding mass concentrations of the 5 kinds of fungicides were good within the mass concentration 

range of 0.01‒1.00 mg/L, and the correlation coefficients were all greater than 0.989. The average recoveries of     

5 kinds of fungicides at the 0.01, 0.1, and 1.0 mg/kg addition levels were 74%‒105%, the relative standard deviations 
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were 2.07%‒9.61% (n=5), and the limits of quantification of method were 0.01 mg/kg. The residual amount of      

5 kinds of fungicides in Guizhou pepper was between <0.01 mg/kg to 0.092 mg/kg. Conclusion  This method meets 

the requirements of pesticide residue detection and analysis, and is suitable for accurate qualitative and quantitative 

analysis of 5 kinds of pesticides in pepper, market supervision and spot check, etc. The actual samples showed that 

the application of 5 kinds of fungicides in Guizhou pepper is safe, which does not produce related dietary risks and 

hazards, and does not affect export trade. 

KEY WORDS: pepper; residue; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; fungicides 
 
 

0  引  言 

在全球农药市场中, 杀菌剂市场份额位于除草剂与

杀虫剂之后, 2013 年占 26%、2015 年占 27%, 是农药市场

中的重要角色 [1‒2]。多菌灵 (carbendazim)和甲基硫菌灵

(thiophanate-methyl)为内吸性广谱杀菌剂 [3], 可用于防治

辣椒炭疽病[4-5]; 烯酰吗啉(dimethomorph)常用于防治卵菌

病害, 可有效防控辣椒疫病[6‒7]; 嘧菌酯(azoxystrobin)具有

低毒、内吸性强、杀菌活性高等特点, 对辣椒疫病和辣椒

炭疽病有较好的防控作用[7‒9]; 苯醚甲环唑(difenoconazole)

对多种蔬菜和瓜果病害有较好的保护和治疗作用, 在辣椒

上可用于防治炭疽病[10‒11]。多菌灵、甲基硫菌灵、烯酰吗

啉、嘧菌酯和苯醚甲环唑 5 种杀菌剂在我国均已登记为辣

椒用药, 是辣椒上较为常用的农药。 

世界卫生组织农药危害性分类中多菌灵、甲基硫菌灵、

嘧菌酯和茚虫威为 U(正常使用无急性危害), 烯酰吗啉为

Ⅲ(轻度危害), 苯醚甲环唑为Ⅱ(中度危害)[12]。这些农药直接

毒性虽不高, 但人类与动物长期食用残留超标的食品仍可

能存在一定潜在危害或风险。有研究表明长期食用多菌灵残

留超标的食品会造成其残留在人体内积累, 引起人精神恍

惚、抽搐、头昏头疼、恶心呕吐等中毒症状[12]。目前关于

辣椒中的农药残留问题及相关检测方法主要有气相色谱法

(gas chromatography, GC)[13] 、 气 相 色 谱 - 质 谱 法 (gas 

chromatography-mass spectrometry, GC-MS)[14]、液相色谱-

串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

LC-MS/MS)[15‒16]、超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱法

(ultra performance liquid chromatography coupled with 
quadrupole-time of flight mass spectrometry, UPLC-Q- 
TOF/MS)[17] 和气相色谱 - 四极杆 / 飞行时间质谱法 (gas 

chromatography/time-of-flight mass spectrometry, GC-TOF/ 
MS)[18]等, 未见采用同一种方法同时检测多菌灵、甲基硫菌

灵、烯酰吗啉、嘧菌酯和苯醚甲环唑 5 种杀菌剂的检测方法。

近年来 QuEChERS 方法的广泛应用使农药残留分析变得简

单、快速和便捷。本研究采用 QuEChERS 前处理方法, 利

用超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC- MS/MS)
测定, 建立辣椒中多菌灵、甲基硫菌灵、烯酰吗啉、嘧菌酯

和苯醚甲环唑 5 种杀菌剂的快速、同时检测方法, 并采购市

售鲜食辣椒进行残留检测, 比较 6个国家的最大残留限量标

准, 评价其膳食安全性, 旨在为 5 种农药在贵州辣椒上的残

留检测提供膳食安全参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

UltiMate 3000/TSQ VANTGE 超高效液相色谱串联

质谱仪、色谱柱: Hypersil GOLD C18 色谱柱(100 mm×  

2.1 mm, 1.9 μm)(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); TG 

16-II 离心机(湖南平凡科技有限公司); TG16 离心机(长沙

迈森仪器有限公司); XW-80A 涡旋仪(海门市其林贝尔仪

器制造有限公司); ID5002C 电子天平(天津天马衡基有限

公司); CK2000 高通量组织研磨器(北京托摩根生物科技

有限公司 ); 600A 粉碎机 (浙江荣浩工贸有限公司 ); 

Sartorius BSA224S-CW 型十万分之一分析天平[赛多利斯

科学仪器(北京)有限公司]。 

多菌灵(97%, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 

甲基硫菌灵(97%)、烯酰吗啉(98.6%)、苯醚甲环唑标准品

(99.0%)(北京勤诚亦信科技开发有限公司); 嘧菌酯(99.0%, 

国家农药质量监督检验中心); 乙腈(色谱纯, 德国默克公

司); 无水硫酸镁、氯化钠、乙腈(分析纯, 天津科密欧化学

试剂有限公司); 甲酸[88%, 赛默飞世尔科技(中国)有限公

司]; 冰乙酸(99.8%, 分析纯, 天津市光复科技发展有限公

司); C18 固相分散剂(octadecylsilane, 40~60 μm)、0.22 μm 有

机滤膜、石墨化炭黑 (graphitized carbon black, GCB, 

120~400 mesh)(天津博纳艾杰尔科技有限公司)。 

1.2  标准溶液的配制 

准确称取多菌灵 0.0103 g±0.0001 g、甲基硫菌灵

0.0103 g±0.0001 g、烯酰吗啉 0.0101 g±0.0001 g、苯醚甲环

唑 0.0101 g±0.0001 g、嘧菌酯 0.0101 g±0.0001 g, 分别以色

谱纯乙腈为溶剂配制成 1000 mg/L 的储备液 10 mL, 得到 5

种农药的单一标准储备液, 密封, ‒20 ℃保存。准确移取 5

种农药 1000 mg/L单一标准储备液 1.0 mL至 10 mL容量瓶, 

用色谱纯乙腈定容至刻度, 得到 100 mg/L 的 5 种农药混合

标准备用标准溶液, 密封, 4 ℃保存。后期根据实际需要进

行稀释。 
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1.3  样品前处理 

准确称取粉碎后的样品 10.0 g(精确至 0.01 g)于 50 mL

离心管中, 加入 10 mL 2%冰乙酸乙腈, 以 1000 r/min 振荡

提取 20 min, 加入 2 g NaCl 和 4 g 无水 MgSO4, 振荡 5 min, 

5000 r/min 离心 5 min。移取 1.5 mL上清液于装有 50 mg C18、

20 mg GCB 的 2 mL 离心管中, 涡旋 2 min, 5000 r/min 离心

5 min, 过 0.22 μm 有机滤膜, 滤液用纯净蒸馏水 1:4 (V:V)

混匀至进样瓶中, 待测。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  色谱条件 

采用二元梯度洗脱分离, 以甲醇(A)和含体积分数 0.1% 

(V:V)甲酸的水溶液 (B)为流动相 , 进行梯度洗脱 , 流速 : 

0.25 mL/min; 柱温: 40 ℃; 样品室温度 10 ℃; 运行 10 min。

进样体积 5 μL, 洗脱程序见表 1。 

 
表 1  流动相及梯度洗脱条件 

Table 1  Mobile phase and elution conditions 

时间 
/min 

流速 
/(mL/min) 

流动相 A 

(甲醇)/% 

流动相 B 

(0.1%甲酸水)/% 

0.0 0.250 20 80 

1.0 0.250 20 80 

3.0 0.250 90 10 

7.0 0.250 90 10 

8.0 0.250 20 80 

10.0 0.250 20 80 

 
1.4.2  质谱条件 

采用超高效液相色谱-串联质谱电喷雾离子源, 选择

反应监测(selected reaction monitoring, SRM); 电离源模式

为电喷雾离子化(electrospray ionization, ESI); 离子源极性

为 ESI＋; 电喷雾电压 3200 V; 毛细管温度 350 ℃; 离子传

输管温度 320 ℃; 鞘气和辅助气均为氮气 , 鞘气流速    

30 arb; 辅助气流速 10 arb; 5 种杀菌剂质谱参数见表 2。 

1.5  回收率实验 

向空白辣椒样品中准确添加 5 种农药的混合标准溶

液, 综合 GB 2763—2019《食品安全国家标准 食品中农药

最大残留限量》标准中规定 5 种杀菌剂的最大残留限量

(maximum residue limit, MRL) 值 , 制备 0.01 、 0.1 和     

1.0 mg/kg 3 个水平的添加样品, 每个水平重复 5 次。采用

上述前处理方法及仪器条件进行前处理与检测分析, 计算

各添加水平下的平均添加回收率和相对标准偏差(relative 

standard deviation, RSD)。 

1.6  辣椒农药残留检测 

在贵州省各辣椒市场采集市场销售鲜食辣椒 303 份, 

样品均为农户手中购买的待售或销售中的鲜食辣椒, 样品

采集后带回实验室粉碎, ‒20 ℃冰箱保存, 然后按照上述

前处理方法和检测条件进行处理和测定 5 种杀菌剂残留。 

1.7  数据处理 

采用数据处理软件 Microsoft Excel 整理和计算数据, 

按照公式(1)计算样品中各物质的含量:  

                   𝑥୧ = ಲ
样ಲ
标

×
标
××ହ                (1) 

式中: 𝑥୧表示样品中被测物质含量, 单位为 mg/kg; 𝐴样表

示样品峰面积; 𝐴标表示标准品峰面积; 𝐶标表示基质标准

溶液浓度, 单位为 μg/mL; 𝑉表示样品提取溶剂体积, 单位

为 mL; 5 表示样品净化液稀释倍数; 𝑚表示样品质量, 单

位为 g。 

2  结果与分析 

2.1  方法的选择和确定 

分别配制 5 种农药的 1.0 mg/L 标准溶液, 农药分别在

质谱仪的选择反应监测模式下扫描得到母离子、S-lens 电

压、子离子和碰撞能量的数值, 然后采用 5 种农药的混合

标准溶液进样, 优化液相条件。 

以甲醇、乙腈作为有机相, 水和 0.1% (V:V)甲酸水作为

水相, 比较甲醇-水、乙腈-水、甲醇-0.1% (V:V)甲酸水、乙

腈-0.1% (V:V)甲酸水作为流动相时 5 种农药的分离效果和

响应值, 可以发现以甲醇-0.1% (V:V)甲酸水作为流动相时

效果较为理想; 调整流动相比例和洗脱程序, 使 5 种农药拥

有合适的保留时间、理想的峰型, 得到的 5 种农药色谱图见

图 1。 

 
表 2  5 种农药的质谱参数 

Table 2  Mass spectrum parameters of 5 kinds of pesticides 

化合物 保留时间/min 母离子(m/z) 监测离子对(m/z) S-lens 电压/V 碰撞能量/V 

多菌灵 2.65 191.95 131.96/159.96* 56 29/18 

甲基硫菌灵 4.45 342.94 117.92/150.90* 61 43/19 

烯酰吗啉 5.00 387.97 164.92/300.88* 95 30/21 

嘧菌酯 4.82 403.99 343.99/371.99* 64 24/13 

苯醚甲环唑 5.49 405.97 250.88*/338.90 98 25/16 

注: *为定量离子。 
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QuEChERS 方法如今已是农药残留检测的常用前处

理方法, PSA、C18 和 GCB 是该方法的主要净化剂。司露露

等[19]参照香港特别行政区制定的《食物内除害剂残余规例》

的相关要求, 通过研究发现与丙酮、甲醇相比, 乙腈对农药

化合物的提取效率更好, 易通过盐析作用与水相分离, 有利

于萃取和净化, 加入乙酸适当酸化后提取效率更高。张盈 

等[20]采用 2%冰乙酸乙腈对辣椒中的不同类型农药进行提

取, 50 mg C18、20 mg GCB 进行净化, 得到理想的添加回收

率和相对标准偏差。本研究参照张盈等[20]的方法进行 5 种农

药在辣椒中的 0.1 mg/kg 添加回收实验, 结果显示 5 种农药平

均添加回收率为 75%~99%, 相对标准偏差为 2.25%~7.14%, 

满足 NY/T 788—2018《农作物中农药残留试验准则》中农药

残留检测分析要求, 因此本研究使用 2%冰乙酸乙腈作为提

取溶剂, 50 mg C18、20 mg GCB 作为净化剂。 

2.2  方法的线性范围与基质效应 

参考我国 5 种杀菌剂的限量标准及仪器的灵敏度, 使

用乙腈和空白辣椒样品经前处理后最终净化溶液作为基质, 

用备用标准溶液分别配制 0.01、0.05、0.10、0.50 和 1.00 mg/L

的溶剂标准溶液和辣椒空白基质匹配标准溶液。用

UPLC-MS/MS 测定并绘制标准曲线, 以峰面积为纵坐标

(Y), 质量浓度为横坐标(X, mg/L)拟合标准工作曲线, 得到

表 3 的线性回归方程。结果表明, 在 0.01~1.00 mg/L 线性

范围内, 5 种杀菌剂在乙腈溶剂及辣椒空白基质中线性关

系良好, 相关系数均大于 0.989, 满足 NY/T 788—2018 的

农药残留分析要求。 
 

 
 

注: a 为辣椒空白基质色谱图; b 为 0.1 mg/L 溶剂匹配标准溶液色谱图; c 为 0.1 mg/kg 辣椒添加回收色谱图; d 为市场辣椒样品色谱图。 

图 1  5 种农药的 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM chromatograms of 5 kinds of pesticides 
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采用基质匹配标准曲线斜率与溶剂标准曲线斜率的比

值来评价基质效应[21], 5 种杀菌剂在辣椒基质中的基质效应

见表 3, 多菌灵、甲基硫菌灵和烯酰吗啉基质效应在 0.8~1.2

范围以内, 表现为弱基质效应, 即无基质效应; 嘧菌酯基质

效应低于 0.8, 表现为中等基质抑制效应; 苯醚甲环唑基质

效应大于 1.2, 表现为中等基质增强效应。为最大程度保证

检测的准确性, 在实际样品检测中采用基质匹配标准曲线

行定量分析。 

2.3  方法的回收率和精密度 

参考并综合我国规定的各农药最大残留限量设定

0.01、0.1 和 1.0 mg/kg 的 3 个添加水平, 以不含各农药残

留的辣椒空白样品, 通过添加回收实验, 考察前处理方法

的精确度、准确度和精密度。结果如表 4 所示, 在 3 个添

加水平下, 5 种杀菌剂的平均回收率为 74%~105%, 相对标

准偏差为 2.07%~9.61%。结果表明, 方法的各项指标均符

合 NY/T 788—2018 中农药残留测定的标准要求。根据欧

盟 SANTE/12628/2019 规定需通过采用完整的分析方法得

到可接受的准确度验证的目标物的最低添加水平为定量限

(limit of quantitation, LOQ)和检出限 (limit of detection, 

LOD)[22], 表 4 结果表明 5 种杀菌剂在辣椒中的 LOQ 和

LOD 均为 0.01 mg/kg。该方法 5 种农药的定量限均远低于

GB 2763—2019 标准中规定的在辣椒中的 MRL 值。 

2.4  辣椒农药残留检测 

采用本研究建立的方法对采集于贵州省各地鲜食辣椒

市场的 303 份辣椒鲜果样品进行检测, 5 种杀菌剂残留检测结

果见表 5, 多菌灵和甲基硫菌灵所检样品均为未检出, 其余 3

种杀菌剂检测结果均未超过我国 GB 2763—2019 标准中规定

的 MRL 值。由于 5 种农药在我国 GB 2763—2019 标准中的

MRL值均≥1.0 mg/kg, 因此查询了其他国家和权威组织的相

关文件、标准规定的 MRL 值与检测结果进行比较。结果显

示, 仅有1份样品中苯醚甲环唑残留超过欧盟标准MRL值[23], 

在澳大利亚 2019 农业和兽医化学品代码(MRL 标准)文书

[Agricultural and Veterinary Chemicals Code (MRL Standard) 
Instrument 2019][24]、韩国食品农药残留许可标准(食品中农药

残留限量 )[식품의농약잔류허용기준 (Pesticide MRLs in 

Food)][25]、美国联邦法规和日本食品化学研究基金会-食品中

农药最大残留限量(肯定列表制度)数据库[26]等规定下的所测

辣椒样品中 5 种农药均未超过规定 MRL 值。从检测结果来

看, 对于研究涉及的 5 种农药在贵州辣椒上的使用是安全的, 

不会产生相关的危害, 不影响出口贸易。 

 
表 3  5 种农药的线性关系及基质效应 

Table 3  Linear relationships and matrix effects of 5 kinds of pesticides 

化合物 线性范围/(mg/L) 基质 线性回归方程 相关系数 基质效应 

多菌灵 0.01~1.00 
溶剂 Y=19300281X+447807 0.9991 -- 

辣椒 Y=22114434X+409877 0.9958 1.15 

甲基硫菌灵 0.01~1.00 
溶剂 Y=47282246X‒148667 1.0000 -- 

辣椒 Y=39197207X‒249732 0.9999 0.83 

烯酰吗啉 0.01~1.00 
溶剂 Y=19300281X+447807 0.9991 -- 

辣椒 Y=22114434X+409877 0.9958 1.15 

嘧菌酯 0.01~1.00 
溶剂 Y=1800026X+8429.5 0.9988 -- 

辣椒 Y=1371608X+24277 0.9903 0.76 

苯醚甲环唑 0.01~1.00 
溶剂 Y=758652X+37742 0.9932 -- 

辣椒 Y=1181968X+40463 0.9895 1.56 

 
表 4  辣椒中 5 种杀菌剂的添加回收率和相对标准偏差(n=5) 

Table 4  Average recoveries and relative standard deviations of 5 kinds of pesticides in pepper (n=5) 

农药名称 
0.01 mg/kg 0.1 mg/kg 1.0 mg/kg 

平均回收率/% 相对标准偏差/% 平均回收率/% 相对标准偏差/% 平均回收率/% 相对标准偏差/% 

多菌灵 77 3.18 99 7.14 74 4.20 

甲基硫菌灵 80 2.73 76 2.25 92 5.35 

烯酰吗啉 105 2.11 88 2.43 101 3.27 

嘧菌酯 85 2.07 89 3.14 102 3.15 

苯醚甲环唑 81 9.61 75 5.50 95 3.60 
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表 5  辣椒实际样品的 5 种农药检测结果 
Table 5  Test results of 5 kinds of pesticides in actual pepper samples 

农药 检出范围/(mg/kg) 检出份数 检出率/%
中国标准 欧盟标准 

MRL/(mg/kg) 超过 MRL 份数 MRL/(mg/kg) 超过 MRL 份数

多菌灵 <LOQ 0 0 2.0 0 0.1* 0 

甲基硫菌灵 <LOQ 0 0 2.0 0 0.1* 0 

烯酰吗啉 <LOQ~0.049 12 3.96 3.0 0 1.0 0 

嘧菌酯 <LOQ~0.011 2 0.66 2.0 0 3.0 0 

苯醚甲环唑 <LOQ~0.092 10 3.30 1.0 0 0.9 1 

注: *为临时限量。 

 

3  结  论 

本研究建立了同时测定辣椒中多菌灵、甲基硫菌灵、

烯 酰 吗 啉 、 嘧 菌 酯 和 苯 醚 甲 环 唑 残 留 的

QuEChERS-UPLC-MS/MS 检测分析方法。由于该方法样

品前处理基于 QuEChERS 方法因而具备操作便捷、简单、

安全、耗材少等特点; 方法的线性关系、添加回收率及其

相对标准偏差等均满足 NY/T 788—2018 中农药残留检测

分析要求; 定量限和检出限均为 0.01 mg/kg, 远低于欧盟、

澳大利亚、韩国、美国、日本和我国 GB 2763—2016 中

规定的 5 种农药的 MRL 值, 适用于这 5 种杀菌剂农药在

辣椒中的多残留准确定性和定量分析、市场监督抽查及

进出口贸易中的残留检测等, 具有一定的实际应用价值。

贵州各地鲜食辣椒样品检测结果显示 5 种杀菌剂残留均

未超过我国及澳大利亚、韩国、日本制定的辣椒中 5 种

农药残留的 MRL 值, 仅 1 份样品中的苯醚甲环唑超过欧

盟标准, 研究涉及的 5 种农药在贵州辣椒上的使用是安

全的, 不会产生相关危害, 不影响出口贸易。 
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