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超高效液相色谱
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串联质谱法测定菠菜&

苹果及大豆中二硝基苯胺类除草剂残留量
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摘要!以菠菜-苹果和大豆为代表性分析物"建立了超高效液相色谱
E

串联质谱法!
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#检测

蔬菜-水果及粮谷等植物源性食品中
+

种二硝基苯胺类除草剂!氟乐灵-二甲戊乐灵-仲丁灵-异乐灵-磺

乐灵-氨基乙氟灵-氨磺乐灵和氨基丙氟灵#的残留量$采用电喷雾电离"正离子扫描"多反应监测

!
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#模式检测"并使用外标法定量$结果表明)

+

种二硝基苯胺类除草剂的测定低限均为
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在添加水平
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范围内"加标回收率为
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"相对标准偏差为
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该方法灵敏-有效"适用于蔬菜-水果和粮谷等植物源性食品中二硝基苯胺类除草剂多残留的测定$
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#%二硝基苯胺%除草剂%蔬菜%水果%粮谷
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二硝基苯胺类除草剂主要包括氟乐灵-二

甲戊乐灵-仲丁灵-异乐灵-磺乐灵-氨基乙氟

灵-氨磺乐灵和氨基丙氟灵等$此类除草剂作

为一种选择性芽前土壤处理剂"具有杀草谱广-

除草效果稳定-高效低毒等特点"在化学除草剂

的应用中占有较高比例$土壤对二硝基苯胺类

除草剂有较强的吸附作用"其残留会对后茬作

物产生药害"同时也会对人体产生直接或间接

的不良影响$我国-欧盟和日本等国家均对食

品中二硝基苯胺类除草剂制订了最高残留限

量"食品基质包括大多数蔬菜-水果和粮谷$因

此"建立植物源性食品中二硝基苯胺类除草剂

的定量分析方法具有重要的现实意义$

目前"检测蔬菜-水果和粮谷样品中二硝基

苯胺类除草剂残留的方法有气相色谱
E

电子捕获

检测!

P2EH2?

#法-气相色谱
E

质谱!
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#法-

气相色谱
E

串联质谱!
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"国家

标准检测方法包括
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$但采用上述方法测定二硝

基苯胺类除草剂残留存在不能覆盖大部分二硝

基苯胺类除草剂%需要大量样品-消耗大量有机

试剂%不适用于蔬菜-水果和粮谷等食品中该类

药物的多残留同时检测等问题$

液相色谱
E

串联质谱!
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#技术具

有灵敏度高-选择性强和检测时间短等优点"适

用于复杂基质中多种农药残留的分析$本工作

拟选取乙腈提取目标化合物"经
2#+

固相萃取

柱和
H/[4E:0.M

固相萃取柱净化"采用超高效

液相色谱
E

串联质谱法测定菠菜-苹果及大豆中

的二硝基苯胺类除草剂的残留量"希望建立一

种能够满足国内外法规要求的分析方法$
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实验部分

;<;

!

仪器与试剂

超高效液相色谱仪-

T5[%E]G8

四极杆串

联质谱仪)美国
V0;5.6

公司产品%超纯水仪)美

国
74&&4

9

%.5

公司产品%均质器)德国
Q54J%&

9

3

公司产品%旋涡振荡仪)德国
Q54J%&

9

3

公司产

品%离心机)德国
84

I

<0

公司产品%

2#+

固相萃

取柱!

C**<

I

"

B<N
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H/[4E20.M

固相萃取柱

!

*b)C

I

"

!<N

#)美国
8-

9

5&:%

公司产品$

甲醇-乙腈-正己烷-甲酸-乙酸铵)均为色

谱纯"德国
75.:\

公司产品%氟乐灵-二甲戊乐

灵-氨磺乐灵-仲丁灵-氨基丙氟灵-氨基乙氟

灵-磺乐灵和异乐灵标准品)德国
?.'H3.5/E

6;%.15.

公司产品%其他试剂均为分析纯%实验

用水为
74&&4EG

超纯水$二硝基苯胺类除草剂

标准溶液)用丙酮配制
#***<

I
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N

标准储备

液"于
d#+h

避光保存$
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实验方法
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样品提取
!

称取
C

I

!精确至
*b*#

I

#样

品"加入
><N

水"混匀后静置
#3

$加入
!

I

氯

化钠"以
)C<N

正己烷饱和乙腈溶液分
)

次高

速均质提取"以
"C**.

*

<4/

离心
C<4/

$合并

)

次提取液"混匀$吸取
#*b*<N

提取液"于

D*h

水浴中氮气吹至约
)b*<N

$
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样品净化
!

将浓缩液转入活化好的

2#+

固相萃取柱中"用
C<N

乙腈洗脱"收集全

部流出液"氮气吹至近干$用
)b*<N

丙酮
E

正

己烷溶液!
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#溶解"转入
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固
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相萃取柱中"再用
Cb*<N

丙酮
E

正己烷溶液洗

脱并抽干"收集全部流出液"氮气吹至近干$用

C*̀

乙腈
E

水溶液定容至
#b*<N

"旋涡混匀后

过
*b))

#

<

有机滤膜"待测定$
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色谱条件
!

色谱柱)
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柱!
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#%流动相)
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为
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乙酸铵溶液!含
*b#̀

甲酸#"

^

为

甲醇%梯度洗脱程序)
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流速
*b!<N
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<4/

%进样量
)
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质谱条件
!

电喷雾离子源"正离子扫

描"多反应监测!

7Y7

#模式"单位分辨率%电

喷雾电压
!***$

%辅助气流速
"**N

*

3

%气帘

气流速
C*N

*

3

%离子源温度
##*h

%辅助气温

度
DC*h

%其他质谱参数列于表
#

$

表
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种二硝基苯胺类除草剂的质谱参数

6+0*&;

!

2+//

7

+5+A&(&5/"%J!#.#(5"+.#*#.&4&50#'#!&/

除草剂

Q5.M4:4J5

母离子

S.5:-.6%.4%/

!

0

*

7

#

子离子

S.%J-:;4%/

!

0

*

7

#

驻留时间

?Z5&&;4<5

*

6

锥孔电压

2%/5

*

$

碰撞能量

2H

*

5$

氟乐灵

].41&-.0&4/

!!Bb)

)!Cb+

.

)C)b*

*b#* !D )D

)!

二甲戊乐灵

S5/J4<5;30&4/

)+)b*

)#)b*

.

#"Db*

*b*C !) #*

#>

仲丁灵

-̂;.0&4/

)"Bb*

)D*b*

.

)))b*

*b*C )* #!

)*

异乐灵

O6%

9

.%

9

0&4/

!#*b*

))Bb*

.

)B+b*

*b*C !) #"

#D

氨基乙氟灵

?4/4;.0<4/5

!)!b*

)+"b*

.

)D>b*

*b*C !) )*

#B

磺乐灵

(4;.0&4/

!DBb*

!*Db*

.

)B)b*

*b*C !) #B

))

氨磺乐灵

A.

=

K0&4/

!D>b*

)++b*

.

!*Cb*

*b*C !D #>

#D

氨基丙氟灵

S.%J40<4/5

!C#b*

)B>b*

.

)"#b*

*b*C !* )*
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注)

.

为定量离子%对于不同质谱仪器"参数可能存在差异"测定前应将质谱参数优化到最佳

=

!

结果与讨论

=<;

!

提取条件的选择与优化

二硝基苯胺类除草剂易挥发-易光解"难

溶于水-易溶于有机溶剂"在植物中易与脂质

结合"因此提取溶剂需渗入组织内部才能得

到良好的提取效果$常用的提取溶剂有乙

腈-乙酸乙酯-二氯甲烷-正己烷等单一或混

合溶剂$正己烷饱和的乙腈溶液-丙酮和乙

酸乙酯能对此类农药充分提取"但丙酮和乙

酸乙酯提取的共萃取物中油脂含量较高"不

利于净化%而正己烷饱和的乙腈溶液既能沉

淀蛋白质"而且提出脂肪较少"有利于后续的

盐析和净化$因此"本实验采用正己烷饱和

的乙腈溶液作为提取溶剂$

=<=

!

净化条件的选择和优化

蔬菜-水果及粮谷等植物源性食品中含有

大量的色素及脂溶性杂质"采用乙腈进行提取

有可能将这些化合物同时提取出来"因此在测

定前需对提取液进行除酯-脱色净化$由于二

硝基苯胺类化合物能溶于正己烷"无法用正己

烷液液萃取法进行净化"而石墨化炭黑固相萃

取柱对天然产物中的色素!如叶绿素和类胡罗

卜素#及固醇类等化合物具有较强的吸附能力"

因此"本实验采用
2#+

反相固相萃取柱和石墨

#>

第
#

期
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张建莹等)超高效液相色谱
E

串联质谱法测定菠菜-苹果及大豆中二硝基苯胺类除草剂残留量



化炭黑固相萃取柱相结合对样品进行净化$

对于
H/[4E20.M

柱的洗脱溶剂"实验比较

了不同体积比的丙酮
E

正己烷混合淋洗溶液!丙

酮含量分别为
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-
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#对化合物回收率

的影响"结果示于图
#

$可见"回收率随丙酮含

量增加而逐渐提高"当丙酮含量为
+*̀

时达到

最大"而当丙酮含量大于
+*̀

"部分化合物的

回收率逐渐降低$为保证洗脱完全"且避免杂

质干扰过大"本实验选择丙酮
E

正己烷溶液

!

+k)

"

.

*

.

#作为洗脱剂$实验比较了不同淋

洗体积!

#

-

)

-

!

-

D

-

C

-

B<N

#对化合物回收率的

影响"结果示于图
)

$可见"随着洗脱剂体积逐

渐增大"各化合物的回收率逐渐提高"但洗脱剂

大于
!<N

时"化合物的回收率升高并不明显$

考虑到洗脱体积过大会使下一步的浓缩时间延

长"导致易挥发性化合物损失较大"因此选择洗

脱剂体积为
C<N

$

图
;

!

不同体积比的丙酮
M

正己烷

洗脱溶液对化合物回收率的影响

>#

,

?;

!

$%%&'(/"%+'&(".&M4&C+.&/"*B(#"./

:#(4!#%%&5&.(I"*BA&5+(#"/".5&'"I&5#&/

图
=

!

洗脱剂体积对化合物回收率的影响

>#

,

?=

!

$%%&'(/"%&*B&.(I"*BA&".5&'"I&5#&/

=<H

!

流动相的优化

实验对比了甲醇!含
*b*C̀

甲酸#

EC<<%&

*

N

乙酸铵水溶液!

9

Q!b*

#-甲醇!含
C<<%&

*

N

乙

酸铵#

E

水溶液!

9

QDbC

#-甲醇!含
*b#̀

乙酸#

E

水溶液-甲醇
E

水溶液-乙腈!含
*b*C̀

甲酸#

E

水

溶液作为流动相的色谱效果$结果表明"选择

甲醇!含
*b*C̀

甲酸#

EC<<%&

*

N

乙酸铵水溶

液!

9

Q!b*

#作为流动相"并采用梯度洗脱时"

+

种二硝基苯胺类除草剂的分离度和灵敏度较

高"其中
#*

#

I

*

N

二硝基苯胺类除草剂标准溶

液的总离子流图示于图
!

$

图
H

!

;E

"

,

"

T

二硝基苯胺类

除草剂标准溶液的总离子流图

>#

,

?H

!

6"(+*#".'45"A+("

,

5+A"%;E

"

,

"

T

!#.#(5"+.#*#.&4&50#'#!&//(+.!+5!/"*B(#".

=<G

!

质谱条件的优化

分别取
Cb*<

I

*

N+

种二硝基苯胺类除草

剂标准溶液"采用流动注射进样的方式"以

!*

#

N

*

<4/

分别将其注入离子源$在正离子检

测方式下分别对其进行母离子扫描得到分子离

子峰+

7eQ

,

e

"再对其进行子离子扫描得到碎

片离子信息$优化各项质谱参数"使母离子与

选取的子离子强度达到最大$氨磺乐灵-氨基

丙氟灵-氨基乙氟灵和二甲戊乐灵的二级质谱

图及分子结构式示于图
D

$

=<K

!

线性关系&回收率&精密度&检出限和定量限

用空白样品提取液配制
*

-

#*

-

)*

-

C*

-

#**

和

)**

#

I

*

N

二硝基苯胺类除草剂的基质混合标准

工作溶液$用峰面积对标准溶液中各被测组分

的浓度绘制工作曲线$结果表明"当二硝基苯胺

类除草剂的浓度在
#*b*

"

)**

#

I

*

N

范围内时"

线性关系良好"其相关系数和回归方程列于表
)

$

)>
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图
G

!

氨磺乐灵$

+

%&氨基丙氟灵$

0

%&氨基乙氟灵$

'

%和二甲戊乐灵$

!

%的二级质谱图和结构式

>#

,

?G

!

2@

"

2@/

7

&'(5++.!'4&A#'+*/(5B'(B5&"%"5

1

N+*#.

$

+

%#

7

&.!#A&(4+*#.

$

0

%#

7

5"!#+A#.&

$

'

%

+.!

7

&.!#A&(4+*#.

$

!

%

表
=

!

线性范围&回归方程&相关系数&回收率和相对标准偏差$

)DO

%

6+0*&=

!

T#.&+55+.

,

&/

#

5&

,

5&//#".&

L
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#

'"55&*+(#".'"&%%#'#&.(/

#

5&'"I&5#&/+.!5&*+(#I&/(+.!+5!!&5#+(#"./

$

W@P/

%$

)DO

%

化合物
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9

%-/J6

回归方程

Y5

I

.5664%/5

U
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相关系数
5
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线性范围
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I
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*

!

#

I

*

N

#

回收率

Y5:%[5.456

*

`

相对标准偏差

Y8?6

*
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张建莹等)超高效液相色谱
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串联质谱法测定菠菜-苹果及大豆中二硝基苯胺类除草剂残留量



续表
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化合物
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%-/J6

回归方程

Y5

I

.5664%/5

U

-0;4%/6

相关系数
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回收率
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相对标准偏差

Y8?6

*

`

大豆 氟乐灵
-

a*b+)!!>)PeBbB)B)B *b""#* #*

"

)** #*"

"

#*D

"

"!bD Cb+B

"

#*bB

"

>bBC

二甲戊乐灵
-

a!"b!CBCPd##bB!>+ *b"">) #*

"

)** +)b+

"

"#bC

"

"Bb) >b>>

"

Bb#>

"

+b*D

仲丁灵
-

aDB#>bBPdCB"!b)+ *b""D+ #*

"

)** +!b*

"

+Cb*

"

"#bD #*b!

"
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"
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"

+Db+

"

"*b) Db)>

"
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"
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-
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"
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"
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"

++b" +b""

"
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"
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磺乐灵
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"
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"
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"
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"
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"

)** #*C

"
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"

+>bD ##b*

"

#Cb>

"
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氨基丙氟灵
-

a#B*b>>CPe#CBb#+D *b"+BC #*

"

)** >Cb"

"

+Cb+

"

+!b" +bB"

"

#!bB

"

"b*B

!!

注)回收率和
Y8?

均为在
!

个添加水平!

#*

-

C*

-

#**

#

I

*

\

I

#下得到的数据

注)

0'

氨基丙氟灵%

M'

氨磺乐灵%

:'

氨基乙氟灵%

J'

二甲戊乐灵%

5'

氟乐灵%

1'

磺乐灵%

I

'

异乐灵%

3'

仲丁灵

图
K

!

加标浓度为
;E

"

,

"

U

,

的苹果
2W2

色谱图

>#

,

?K

!

2W2'45"A+("

,

5+A/"%/(+.!+5!+!!#(#".'".'&.(5+(#".

$

;E

"

,

"

U

,

%

"%+

77

*&/+A

7

*&/

当样品中的二硝基苯胺类残留浓度超过此线性

范围时"可适当加大样品的稀释倍数$

基于回收率和
Y8?

满足欧盟
8@(]H

*

##"DC

*

)*#C

要求的最低实验添加水平+

#>

,

"加标

样品的定量离子对色谱信号
#*

倍信噪比!

!

*

R

#

要求"结合国内外残留限量要求"确定
+

种目标

化合物的定量限均为
#*

#

I

*

\

I

$在菠菜-苹果及

大豆空白样品中添加
!

种水平的二硝基苯胺类

除草剂标准溶液"按
#b)

节方法进行回收率实

验"每个添加浓度重复
B

次"计算添加回收率和

相对标准偏差"结果列于表
)

$在添加水平
#*

"

#**

#

I

*

\

I

范围内"加标回收率为
>*b*̀

"

#)*̀

"相对标准偏差为
*bCB̀

"

)!b*̀

$添加

水平
#*

#

I

*

\

I

的苹果加标样品的
7Y7

色谱图

示于图
C

$可见"各化合物出峰位置没有杂质峰

干扰"方法的特异性可以满足检测要求$
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!

结论

以正己烷饱和的乙腈为提取溶剂"经固相

萃取小柱净化"

XSN2EH8OE78

*

78

法测定菠

菜-苹果和大豆中氟乐灵-二甲戊乐灵-仲丁灵-

异乐灵-磺乐灵-氨磺乐灵-氨基丙氟灵及异丙

乐灵
+

种二硝基苯胺类除草剂的残留量$该方

法前处理简便快速-净化效率高"灵敏度-回收

率和精密度都能较好地满足二硝基苯胺类除草

剂残留的测定要求"可为蔬菜-水果和粮谷等植

物源性食品中二硝基苯胺类除草剂多残留的测

定提供方法参考$
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