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Reque 法结合高效液相色谱-高分辨质谱法测定 
粮谷中克瘟散残留量 

刘  洋, 胡婷婷, 赵巍巍, 高  越, 李爱军, 姜佳颖* 
(长春海关技术中心, 长春 130062) 

摘  要: 目的  建立 Reque 法结合高效液相色谱-高分辨质谱法测定粮谷中克瘟散残留量。方法  本研究优化

了粮谷中克瘟散残留量测定前处理方法, 分析液相色谱-高分辨质谱仪的仪器条件、检出限、线性范围、回收

率等关键参数。样品通过 90%乙腈溶液提取, 由 Reque 净化柱净化, 经配备 Phenomenex Kinetex F5 色谱柱的

液相色谱分离, 通过高分辨质谱扫描进行定性、定量分析。结果  粮谷中克瘟散在 1~100 ng/mL 范围内具有

良好的线性关系(r>0.999)。5 种粮谷的检出限均为 10 ng/g, 方法准确度和精密度通过加标回收实验进行验证, 

在 10、20、100 ng/mL 的加标水平下, 回收率范围为 90.6%~109.8%, 相对标准偏差为 2.10%~5.20%。结论  本

方法能够快速、灵敏、准确地测定粮谷中克瘟散的残留量, 适用于多种粮谷中克瘟散残留量的检测。 
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Determination of edifenphos residue in grain by Reque method combined 
with high performance liquid chromatography-high resolution  

mass spectrometery 

LIU Yang, HU Ting-Ting, ZHAO Wei-Wei, GAO Yue, LI Ai-Jun, JIANG Jia-Ying* 
 (Technology Center of Changchun Customs, Changchun 130062, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of residue of edifenphos in grain by Reque 

method combined with high performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry. Methods  In 

this study, the pre-treatment method for the determination of residue of edifenphos in grain was optimized, and the 

key parameters such as instrument condition, limit of detection, linear range and recovery rate of liquid 

chromatography-high resolution mass spectrometer were analyzed. Samples were extracted with 90% acetonitrile 

solution, purified by Reque purification column, separated by liquid chromatography with Phenomenex Kinetex F5 

column, and analyzed qualitatively and quantitatively by high resolution mass spectrometry. Results  The 

edifenphos in grain had a good linear relationship (r>0.999) in the range of 1–100 ng/mL. The limits of detection of 5 

kinds of grains were all 10 ng/g. The accuracies and precisions of the method were verified by standard recovery 

experiments. Under the standard addition levels of 10, 20 and 100 ng/mL, the recovery ranged from 90.6% to 
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109.8%, and the relative standard deviation ranged from 2.10% to 5.20%. Conclusion  The method can quickly, 

sensitively and accurately determine the residue of edifenphos in grain, and is suitable for the detection of edifenphos 

residue in many kinds of grain. 
KEY WORDS: edifenphos; Reque; high performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometery; 

grain 
 
 

0  引  言 

我国是世界上最大的稻米生产国和消费国[1], 农药的

使用能够使水稻种植过程中因减少伤害而保证产量[2–3]。克

瘟散(edifenphos), 又名敌瘟磷、稻瘟光、护粒松, 化学名

称为 O- 乙基 -S,S- 二苯基二硫代磷酸酯 , 分子式为

C14H15O2PS2, 黄色至微褐色液体, 有轻微臭味, 不溶于水, 
能溶于丙酮、二甲苯等有机溶剂[4]。它是一种广谱型杀菌

剂[5–6], 能够在水稻各个生育期杀灭稻瘟病菌孢子, 对稻瘟

病菌丝侵入到水稻组织内有治疗作用, 铲除稻瘟病[7–8]。 
目前, 检测克瘟散的主要方法有气相色谱法[9]、气相

色谱-质谱法、高效液相色谱-串联质谱法[10]、液相色谱法、

固相萃取-气相色谱法[11]等。由于食品中农药残留处于痕量

水平 , 而高分辨质谱 (high resolution mass spectrometry, 
HRMS)能够采用全扫描方式, 鉴别和确认痕量级的化合物

组成, 无需对特定化合物进行优化设置, 高选择性、高通

量、高灵敏性分析目标物, 即可获得可靠的分析结果[12–17], 
因此近年来 HRMS 在农药分析领域十分热门。在检测食品

中农药残留方面应用最多的是 Q/TOF MS 和 Q/Orbitrap 
MS, 其中 Q/TOF MS 商品化早, 应用范围广, 是目前扫描

速度最快的质谱仪器, 分辨率较高; 而 Q/Orbitrap MS 质量

稳定性和分辨率更高, 质量精度偏差阈值更小。不同类型

和信号的质谱检测器提供的选择性不同, 与化合物的可信度

相关, 不能制定质谱的通用标准[18]。因此可选择 HRMS 结合

高效液相色谱法 (high performance liquid chromatography, 
HPLC)检测粮谷中克瘟散的残留量, 具有高选择性、高通

量、高灵敏性的特点[19–21]。 
检测农药残留的标准方法中, 样品前处理的方法主

要有固相萃取法和 QuEChERS 法[22]。QuEChERS 法(quick, 
easy, cheap, effective, rugged and safe)具有“绿色化学”的特

点[23], 适用于快速高通量检测农药残留, 提取和净化不同

类别的农药, 可根据样品性质的不同, 选择不同量的净化

材料进行组合[24–26]。而 Reque 是 QuEChERS 的改良产品, 
为 Replace QuEChERS 净化柱, 简称 Reque。 

本研究采用 Reque 系列通过式净化柱作为植物源性

食 品 中 多 农 药 残 留 检 测 前 处 理 产 品 , 可 替 代 GB 
23200.113—2018《食品安全国家标准 植物源性食品中 208
种农药及其代谢物残留量的测定 气相色谱-质谱联用法》

中 QuEChERS 柱来检测样品。Reque 净化柱采用多种复合

材料组装而成, 不含石墨化碳黑(graphitized carbon black, 
GCB), 相比QuEChERS法具有更高的净化效率, 可吸附样

品中色素、有机酸、碳水化合物、油脂等杂质, 直接将提

取液通过净化柱, 即可得到目标样品溶液[27–28]。因此本研

究建立 Reque 法结合 HPLC-HRMS 测定粮谷中克瘟散残留

量, 以期为粮谷中克瘟散残留量的检测提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大米、糙米、小米、玉米及面粉均采自吉林省。 
克瘟散标准品(纯度≥98%, 德国 Dr.Ehrenstorfer 公

司); 乙腈、甲醇、甲酸(色谱纯, 国药集团化学试剂有限公

司); 萃取盐包(含 4 g 无水硫酸镁、1 g 氯化钠、0.5 g 柠檬

酸氢二钠、1 g 柠檬酸钠)(美国安捷伦公司)。 

1.2  仪器与设备 

BSA822-CW 电子天平(精度 0.01 g, 德国赛多利斯

公司); 20A 高效液相色谱仪(日本岛津公司); API 5600+
高分辨质谱仪(美国 AB 公司); Kinetex F5 色谱柱(100 mm× 
3.0 mm, 2.6 μm) (美国 Phenomenex 公司); Allegra X-22R 台

式冷冻离心机(美国 Beckman 公司); Reque 净化柱(200 mg, 
6 mL, 美国迪马公司); VX-200 涡旋振荡器(美国 Labnet 公司)。 

1.3  标准品工作液 

克瘟散标准储备溶液: 称取适量克瘟散标准品, 用甲

醇配制成质量浓度为 100 ng/mL 的标准溶液 , 放置在

0~4 ℃冰箱中, 备用。 
克瘟散标准工作溶液: 将克瘟散标准储备溶液用甲

醇稀释成 1、2、10、20 ng/mL 的克瘟散标准工作溶液, 放
置在 0~4 ℃冰箱中, 备用。 

空白基质液: 称取阴性试样, 配制空白基质液。 

1.4  预处理方法 

取大米、糙米、小米、玉米及面粉样品各 500 g, 除
面粉外均用粉碎机粉碎, 过 425 μm 标准网筛, 混匀, 放置

于干净的密封袋中, 做好标记, 置于 0~4 ℃冰箱保存。称取

试样 2 g(精确到 0.01 g)放入 50 mL 离心管中, 加入 20 mL 
90%乙腈溶液, 超声提取 5 min, 10000 r/min 离心 4 min, 收
集上层清液, 在离心管中再加入 20 mL 90%乙腈溶液, 重
复超声提取和离心, 待净化。合并提取液, 将提取液全部加
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入 Reque 净化柱内, 提取液在重力下自然流出, 收集全部流

出液, 待液体流尽后, 混匀, 取出 4 mL 净化后的液体于氮

吹管内, 40 ℃缓慢吹干, 1 mL 乙酸乙酯复溶, 用 0.22 μm 有

机相滤膜过滤后, 待测定[29–30]。 

1.5  仪器条件 

色谱条件: Phenomenex Kinetex F5 色谱柱(100 mm× 
3.0 mm, 2.6 μm); 柱温: 30 ℃, 进样量: 10.0 μL。梯度洗脱

程序如表 1 所示。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program 

时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

0.0 0.25 90 10 

2.0 0.25 90 10 

6.0 0.25 5 95 

9.0 0.25 5 95 

9.1 0.25 90 10 

12.0 0.25 90 10 

注: 流动相 A 为 0.1%甲酸溶液, 流动相 B 为乙腈。 
 

质谱条件 : 离子源 : 电喷雾电离源 (electrospray 
ionization, ESI), 正离子扫描; 质谱扫描范围m/z 100~1200, 
m/z 50~1200; 离子源温度: 550 ℃; 气帘气: 2.41×105 Pa; 
雾化气: 3.79×105 Pa; 辅助加热气: 3.79×105 Pa; 去簇电压: 
60 V; 碰撞能量: 20~60 eV。 

1.6  数据处理 

本研究通过评估线性范围、检出限、回收率及基质效

应等进行方法验证，通过添加 3 个浓度的标准物质进行加

标回收率的测定，每个浓度测定 10 次，评估方法的准确度

和精密度。数据分析、制表、绘图处理使用 WPS Office 2023
软件。 

2  结果与分析 

2.1  克瘟散标准品 

本研究选择的克瘟散标准品 CAS 号为 17109-49-8, 
纯度≥98%, 由德国 Dr.Ehrenstorfer 公司生产。按照以上预

处理方法及调整色谱和质谱条件对标准品进行检测, 克瘟

散的色谱图见图 1、克瘟散的一级全扫描质谱图见图 2、克

瘟散二级子离子扫描质谱图见图 3。 

2.2  线性关系 

在 1~100 ng/mL 范围内, 检测到的克瘟散浓度与其峰

面积成正比, 线性方程为 Y=2.02e4X+7.37e4, r=0.9996。取

不同基质阴性样品经 1.4 方法处理得到空白基质液, 应用

空白基质液绘制的标准曲线如图 4。 

 
 

图 1  克瘟散的色谱图 
Fig.1  Chromatogram of edifenphos 

 
 

 
 

图 2  克瘟散的一级全扫描质谱图 
Fig.2  First-order full-scan mass spectrum of edifenphos 

 
 

 
 

图 3  克瘟散二级子离子扫描质谱图 
Fig.3  Secondary ion scanning mass spectrum of edifenphos 

 
将现配的标准曲线工作液上机分析, 得到的各种基

质标准曲线线性方程及相关系数见表 2 [X为目标物的质量

浓度(ng/mL), Y 为质谱定量离子的峰面积], 相关系数均大

于 0.999, 说明该方法测得大米、糙米、小米、玉米及面粉

的标准曲线线性关系较好。 
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图 4  大米(a)、糙米(b)、小米(c)、玉米(d)及面粉(e)的基质标准曲线 

Fig.4  Matrix standard curve of rice (a), brown rice (b), millet (c), corn (d) and flour (e) 

 
表 2  各种基质标准曲线线性方程及相关系数 

Table 2  Linear equations and correlation coefficients of various 
matrix standard curves 

样品名称 线性方程 相关系数(r) 

大米 Y=3.28e4X–1.4e4 1.0000 

糙米 Y=3.83e4X–2.09e4 0.9999 

小米 Y=4.96e4X–2.42e4 0.9996 

玉米 Y=4.43e4X+4.33e4 0.9999 

面粉 Y=3.54e4X+7.34e3 0.9999 
 

2.3  方法的准确度和精密度 

采用 HPLC-HRMS 技术, 利用 Reque 净化柱, 对不同

剂量的粮谷进行准确度和精密度的测定。对于基本不含有

克瘟散的小米、玉米、面粉、大米和糙米谷物使用应用

添加法检测, 分别加入 10、20、100 ng/mL 的对照, 每个

水平重复测量 10 次, 得出不同加标水平下的回收率和精

密度。为了比较 Reque 法和 QuEChERS 法对检测结果的

差异, 采用 GB 23200.113—2018 中 QuEChERS 方法检测

粮谷中克瘟散, 结果表明, Reque 法得到不同加标水平下

的 回 收 率 范 围 为 90.6%~109.8%, 相 对 标 准 差 在

2.10%~5.20%之间。QuEChERS 法得到不同添加水平下的

回 收 率 范 围 为 72.8%~105.4%, 相 对 标 准 偏 差 为

7.35%~9.98%(表 3 和表 4)。 
由以上结果可知, 使用 Reque 净化柱检测本底不含克

瘟散的大米、糙米、小米、玉米及面粉等粮谷样品在 10、 

表 3  Reque 法与 QuEChERS 法测定不同添加水平样品回收率 
范围比对(n=10) 

Table 3  Comparison of recovery range of samples with different 
addition levels determined by Reque method and QuEChERS 

method (n=10) 

加标水平
/(mg/kg) 

样品名称 
回收率/% 

Reque 法 QuEChERS 法

0.01 

大米 90.6~98.7 76.3~97.5 

糙米 92.9~103.0 80.1~99.6 

小米 95.2~109.3 76.8~97.2 

玉米 95.1~106.4 75.6~98.7 

面粉 91.0~107.0 76.4~94.9 

0.02 

大米 92.0~99.0 73.5~94.7 

糙米 98.0~104.0 77.3~95.4 

小米 96.5~107.0 77.2~98.6 

玉米 98.6~109.8 77.9~99.5 

面粉 95.5~104.0 79.2~98.7 

0.10 

大米 92.0~104.0 74.8~105.4 

糙米 96.0~106.0 75.3~96.7 

小米 94.0~106.0 74.7~96.9 

玉米 96.0~103.5 72.8~100.3 

面粉 96.0~107.0 75.8~100.9 
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表 4  Reque 法与 QuEChERS 法测定不同添加水平样品精密度结果比对(n=10) 
Table 4  Comparison of precision results between Reque method and QuEChERS method for samples with different addition  

levels (n=10) 

样品名称 加标水平 
/(ng/mL) 

测得平均值/(ng/mL) 标准偏差/% 相对标准偏差/% 

Reque 法 QuEChERS 法 Reque 法 QuEChERS 法 Reque 法 QuEChERS 法 

大米 

10 9.57 8.71 0.25 0.73 2.60 8.41 

20 19.30 17.32 0.41 1.73 2.10 9.98 

100 97.60 91.50 0.37 7.56 3.78 8.26 

糙米 

10 9.73 9.07 0.31 0.66 3.16 7.35 

20 19.95 18.03 0.45 1.47 2.26 8.13 

100 103.00 90.00 3.27 8.60 3.17 9.56 

小米 

10 10.31 9.01 0.50 0.70 4.86 7.71 

20 20.10 17.90 0.66 1.43 3.28 8.01 

100 102.20 86.40 5.14 6.85 5.03 7.93 

玉米 

10 9.85 8.95 0.31 0.72 3.19 8.08 

20 19.72 18.03 0.45 1.35 2.28 7.47 

100 96.50 88.50 5.02 7.50 5.20 8.48 

面粉 

10 10.32 8.69 0.38 0.66 3.66 7.62 

20 19.85 18.05 0.52 1.35 2.60 7.48 

100 102.90 89.90 3.48 7.25 3.38 8.06 

 
20、100 ng/mL 水平上的回收率范围和相对标准偏差范围

均优于 QuEChERS 柱, 因此可以证明采用 Reque 法测定粮

谷中克瘟散更高效、准确。 

2.4  检出限 

本研究方法检测 5 种粮谷中克瘟散的检出限为 10 ng/g, 
满足检测要求。 

2.5  比较分析 

通过对 Reque 法和 QuEChERS 法比较发现: (1) Reque
法在实验操作过程中无需多次拧离心管螺盖, 直接将提取

液加入净化柱即可, 不存在漏液问题, 增加了操作的便利

性, 节省了操作时间; (2) Reque 法净化后的样液颜色浅于

QuEChERS 法, 证明 Reque 柱对样品中的色素吸附能力更

强; (3)同时对两者净化后的样液进行 HPLC 分析, 通过色

谱图发现 Reque 法基质效应明显低于 QuEChERS 方法, 证
明通过 Reque 柱的样液中的杂质更少; (4)通过两者的回收

率比对可知: Reque 净化柱对待检测平面化合物吸附率低, 
可避免使用 QuEChERS 产品时 GCB 对平面化合物吸附导

致回收率低的问题。两种净化柱比较得出, 使用 Reque 法

能够提高样品的净化效率, 净化效果更明显。 

3  结  论 

HRMS 技术能够以非常高的精确度测量离子的质荷

比(m/z)实现对分子的精确鉴定和定量分析, 适用于分析复

杂样品 , 能区分相接近的质荷比 , 实现对分子的精确鉴

定。在检测粮谷中克瘟散的过程中, 经过优化改进, 采用

Reque 净化柱净化效果理想, 在前处理过程中除了除掉色

素外 , 还可以除掉油脂 , 使样品中的杂质减少。目前 , 
Reque 净化柱还可适用于茶叶、蔬菜、水果等样品的前处

理过程中, 具有较好的发展前景。 
本研究采用 Reque 净化柱结合 HPLC-HRMS 建立了

一种检测粮谷中克瘟散残留量的分析方法。该方法具有良

好的线性关系和回收率, 相对标准偏差范围比 QuEChERS
方法低, 综上本方法适用于粮谷中克瘟散的快速检测, 为
生产企业和质检机构对粮谷中克瘟散的农药残留检测提供

了技术保障。 
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