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QuEChERS 与高效液相色谱-串联质谱联用快速检测

动物源产品中苯并烯氟菌唑残留

隋程程**,    尤祥伟**,    李义强*,    姜桦韬,    张广雨

(中国农业科学院 烟草研究所，山东 青岛 266101)

摘   要：为研究广谱性杀菌剂苯并烯氟菌唑通过饲料在动物源产品中的积累和残留风险，采用

QuEChERS 前处理方法与高效液相色谱-串联质谱 (HPLC–MS/MS) 相结合，建立了苯并烯氟菌

唑在 4 种动物源产品 (猪肉、鸡肉、牛肉和鸡蛋) 中的检测方法。样品用乙腈振荡提取，经 N-丙
基乙二胺  (PSA) 分散固相萃取净化后，HPLC–MS/MS 检测，外标法定量。结果表明：在

0.001~1 mg/L 范围内，4 种动物源产品中苯并烯氟菌唑的色谱峰面积与其相应的质量浓度间呈

良好的线性关系，r > 0.991 0。在 0.004、0.01 和 0.1 mg/kg 3 个添加水平下，苯并烯氟菌唑在鸡

蛋、鸡肉、猪肉和牛肉中的回收率分别为 83%~90%，82%~96%，85%~96% 和 77%~97%，相

对标准偏差 (RSD) 分别为 6.9%~11%，5.4%~8.7%，2.6%~7.3% 和 7.2%~10%。以最小添加水平

作为方法的定量限，苯并烯氟菌唑在 4 种产品中的定量限均为 0.004 mg/kg。所建方法具有简

单、快速、灵敏、高通量等特点，适用于动物源产品中苯并烯氟菌唑的残留检测。在全国

10 个省份抽取 120 个样品 (鸡蛋、鸡肉、猪肉和牛肉各 30 个) 进行了监测，均未检出苯并烯氟

菌唑残留。
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Rapid analysis of benzovindiflupyr in animal-origin food using QuEChERS
coupled with high performance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry

SUI Chengcheng**,    YOU Xiangwei**,    LI Yiqiang*,    JIANG Huatao,    ZHANG Guangyu
(Tobacco Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Qingdao 266101, Shandong Province, China)

Abstract: In order to study the accumulation and residual risk of the broad-spectrum fungicide
benzovindiflupyr in animal-origin food, a rapid and simple method based on QuEChERS and high
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) was developed for the
determination of benzovindiflupyr in four animal-origin foods (pork, chicken, beef and egg). Samples
were extracted with acetonitrile, cleaned up by dispersive solid phase extraction with primary secondary
amine, and detected by HPLC-MS/MS using external standard method for quantification. The result
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showed that, in the range of 0.001-1 mg/L, the peak area in the chromatography and the mass
concentration of the corresponding benzovindiflupyr in different animal-origin foods were in good
linearity with the correlation coefficients (r) higher than 0.991 0. The average recoveries of
benzovindiflupyr were 84%-90%, 82%-96%, 85%-96% and 77%-97%, with relative standard deviations
of 6.9%-11%, 5.4%-8.7%, 2.6%-7.3% and 7.2%-10% in egg, chicken, pork and beef, respectively. The
limit of quantifications (LOQ) was 0.004 mg/kg, which was defined as the lowest spiking level with
satisfactory recovery results. This method is simple, rapid, sensitive and high-throughput. Therefore it is
suitable for the residual detecting of benzovindiflupyr in animal-origin foods. A survey of 120 animal-
origin food samples collected in 10 provinces of China was conducted, and no benzovindiflupyr was
detected in any samples.

Keywords: QuEChERS; high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; rapid
analysis; animal origin food; benzovindiflupyr; residue

苯并烯氟菌唑 (benzovindiflupyr) 是瑞士先正

达公司于 2012 年开发的吡唑酰胺类杀菌剂，化学

名称为 N-[9-(二氯甲基)-1,2,3,4-四氢-1, 4-亚甲基

萘-5-基]-3-(二氟甲基)-1-甲基-1H-吡唑-4-羧酰胺[1]，

结构式见图式 1。

苯并烯氟菌唑被认为是最具潜力的琥珀酸脱

氢酶 (SDHI) 抑制剂[2]，其对大豆、小麦、玉米、

花生等常见作物的主要病害均有良好的防效 [ 3 ]。

虽然在中国苯并烯氟菌唑尚未被登记使用，但其

多个产品已在巴西、美国等多个大豆出口大国作

为防治大豆锈病的药剂登记使用[4-7]。中国是大豆

进口国[8]，大豆加工后的豆粕通常用作动物饲料[9]，

残留在饲料等产品中的苯并烯氟菌唑被动物食用

后，可随着谷物及饲料的消耗转移至动物组织

中[10-11]，继而可能存在于肉类、牛奶、鸡蛋等动物

源产品中，最终可通过食物链对人类健康产生危

害[12]。为此，非常有必要针对动物源产品中苯并

烯氟菌唑残留检测方法进行深入研究，对其残留

进行监测，以确保消费者身体健康。

农药残留联席会议 (JMPR) 报告中显示，动物

源产品中苯并烯氟菌唑的残留物包括其母体及其

代谢物，但由于代谢物多以结合物的形式存在，

毒性均不超过母体的十分之一，且其含量均远低

于母体，故 JMPR 将苯并烯氟菌唑在动物源产品

中的残留物仅定义为苯并烯氟菌唑母体[13]。

国际食品法典委员会 (CAC) 和欧盟规定苯并

烯氟菌唑在动物源产品中的最大残留限量 (MRL
值) 为 0.01 mg/kg[14]，而我国国家标准尚未制定其

在植物源和动物源产品中的 MRL 值。目前，也未

查询到有关该药在动物源产品中残留检测方法的

报道，仅见姜宜飞等[15]应用高效液相色谱 (HPLC)
建立了苯并烯氟菌唑原药的分析检测方法。尽管

JMPR 报告中给出了苯并烯氟菌唑在相关动物源产

品上可参考的检测方法，但其前处理过程非常复

杂，且灵敏度也较低，定量限只有 0.01 mg/kg[13]。

QuEChERS(Quick、Easy、Cheap、Effective、
Rugged、Safe) 前处理方法具有快速、简单、廉

价、有效、可靠、安全的特点，已广泛用于食品[16-17]

和环境[18]样品中农药残留快速检测。本研究拟采

用高效液相色谱-串联质谱法 (HPLC-MS/MS)，结

合 QuEChERS 前处理技术建立 4 种动物源产品

(猪肉、鸡肉、牛肉、鸡蛋) 中苯并烯氟菌唑残留

的高效、准确、快速分析方法，并利用其监测中

国市场上相关动物源产品中苯并烯氟菌唑的残留。

1    材料与方法

1.1    仪器与试剂

高效液相色谱-三重四极杆质谱联用仪 HPLC-
M S / M S ( T S Q  Q U A N T U M  U L T R A，美国

Thermo 公司)；BSA323 型万分之一电子天平 (瑞
士赛多利斯公司)；T-25 basic ULTRA-TURRAX

Cl Cl

N

O

H

N

N

CHF2

图式 1    苯并烯氟菌唑化学结构式

Scheme 1    Structural formula of benzovindiflupyr
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高速植物组织捣碎机  (德国 IKA 公司)；HYQ-
3110 涡旋混匀器 (美国 Crystal 公司)；多管涡旋混

合仪 (杭州奥盛仪器有限公司)；3K15 高速离心机

(美国 Sigma 公司)。
苯并烯氟菌唑 (benzovindiflupyr) 标准品 (纯

度 97%，购自德国 Dr.E 公司)；无水硫酸镁、氯

化钠、柠檬酸钠和柠檬酸氢二钠 (分析纯，上海国

药集团化学试剂有限公司)；N-丙基乙二胺 (PSA，

Agela Technologies 公司)；甲醇 (色谱纯，德国

Merck 公司)；乙腈 (色谱纯、分析纯)；所有用水

均为蒸馏水。

1.2    分析方法

1.2.1    样品前处理　提取：称取均质样品 (牛肉、

猪肉、鸡肉和鸡蛋)10 g 于 50 mL 塑料离心管中，

加入 20 mL 乙腈，于多管涡旋混合仪上振荡涡旋

提取 5 min，加入混合盐包 (1 g 氯化钠、0.5 g 柠

檬酸氢二钠、4 g 无水硫酸镁和 1 g 柠檬酸钠) 后
迅速摇匀，振荡 2 min，于 4 000 r/min 下离心

5 min，待净化。

净化：取上清液 1 mL 于盛有 150 mg 无水硫

酸镁和 25 mg PSA 的 2 mL 离心管中，涡旋 2 min，
在 10 000 r/min 下离心 5 min 后吸取上清液，经

0.22 μm 微膜过滤，供 HPLC-MS/MS 检测。

1.2.2    检测条件　色谱条件：Thermo Hypersil
GOLD C18 色谱柱 (100 mm × 2.1 mm，3.0 μm)；
柱温 35 ℃ ± 5 ℃；流速 0.25 mL/min；进样量 10 μL；
流动相为乙腈和 0.1% 甲酸水溶液，梯度洗脱条件

见表 1。

质谱条件：电喷雾负离子模式 (ESI-)；电喷雾

电压 3 kV；离子源温度 200 ℃；毛细管温度 300 ℃；

毛细管电压 3.2 kV；鞘气压力 344.75 kPa；辅助气

压力 137.90 kPa；多重反应监测 (MRM)，检测条

件见表 2。

1.2.3    标准曲线的制作　准确称取 10 mg 苯并烯

氟菌唑标准品，用甲醇溶解并定容至 100 mL，配

制成 100 mg/L 的标准品储备液。再利用空白基质

(牛肉、猪肉、鸡肉和鸡蛋样品按照 1.2.1 节方法

进行前处理所得) 将标准储备液进行稀释，配制成

质量浓度分别为 0.001、0.002、0.005、0.01、0.05、
0.1、0.5 和 1 mg/L 的系列标准工作溶液，按

1.2.2 节条件测定 (重复 3 次)。以进样质量浓度为

横坐标，对应的峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。

1.2.4    添加回收试验　分别在空白牛肉、猪肉、

鸡肉和鸡蛋样品中添加一定量的苯并烯氟菌唑标

准溶液，添加水平分别为 0.004、0.01 和 0.1 mg/kg，
每个水平重复 5 次，按照所建立的方法进行添加

回收率的检测验证。

2    结果与讨论

2.1    检测条件的选择

采用高效液相色谱测定时，流动相的选择是

影响色谱峰分离的重要因素。已有研究表明，向

流动相乙腈-水中添加少量甲酸，不仅能够改善色

谱峰的峰形，还能提高待测组分的离子化效率[19]。

通过对色谱条件进行优化，最终确定采用乙腈-
0.1% 甲酸水溶液作为流动相。

质谱中选用电喷雾离子源 (ESI)，以 0.1 mg/L
的苯并烯氟菌唑溶剂标准工作溶液直接进样，在

m/z 为 50~500 范围内进行全扫描，分别考察了在

正离子 (ESI+) 和负离子 (ESI-) 两种模式下，苯并

烯氟菌唑各碎片离子的响应值。最终确定定性及

定量离子 (表 2) 及相关仪器条件。

2.2    前处理方法的确定

本研究借鉴了 JMPR 报告中苯并烯氟菌唑在

动物源基质中的样品前处理方法，采用乙腈为提

取剂，PSA(primary and secondary amine exchange
material) 为吸附剂进行分散固相萃取净化。所建

表 1    流动相梯度洗脱程序

Table 1    Gradient program of mobile phase

时间
Time/min

乙腈
Acetonitrile/%

0.1%甲酸水溶液
0.1% Formic acid in water/%

0 10 90

0.5 10 90

1.0 90 10

6.0 90 10

8.0 10 90

10 10 90

表 2    苯并烯氟菌唑多重反应监测条件

Table 2    The instrument conditions of benzovindiflupyr in
multi-reaction monitoring mode

保留时间
Retention time,

tR/min

母离子
parent ion,

m/z

子离子
daughter ion,

m/z
Cone电压

Cone voltage/V
碰撞能量

CE/eV

4.4 395.931
368.29* 101 22

90.98 101 45

注：*定量离子。

Note: * quantitative ions.
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方法前处理步骤省略了 JMPR 报告方法中的样品

氮吹浓缩过程，节约了前处理时间。

2.3    基质效应

利用基质空白配制标样的响应值与同质量浓

度溶剂标样响应值的比值大小对基质效应进行评

价[20]。当比值 (基质效应，matrix effect, ME) 大于

1 时，表现为基质增强效应；ME 小于 1 时，表现

为基质抑制效应[21]。本研究结果表明，苯并烯氟

菌唑在牛肉和猪肉两种动物源基质中的 ME 都等

于 5，说明在这两种基质中存在基质增强效应，在

鸡蛋中 ME 为 0.78，即在鸡蛋基质中存在基质抑

制效应 (表 3)。为消除基质效应的影响，采用了基

质标准曲线进行定量分析，提高了分析结果的准

确度和精密度。

2.4    线性关系与检测限

结果表明：在 0.001~1.0 mg/L 范围内，苯并

烯氟菌唑在 4 种动物源产品中的色谱峰面积与其

相应的质量浓度间呈良好的线性关系，相关系数

均大于 0.991 0(表 3)。以最小添加浓度作为方法的

定量限 (LOQ)，通过添加回收试验确认，苯并烯

氟菌唑在牛肉、猪肉、鸡肉和鸡蛋中的 LOQ 均

为 0.004 mg/kg，且均低于 CAC 及 JMPR 报告中

建立的苯并烯氟菌唑在相应动物源产品上的 MRL
值 (0.01 mg/kg)。
2.5    添加回收率和相对标准偏差

在 0.004、0.01 和 0.1 mg/kg 3 个添加水平

下，苯并烯氟菌唑在鸡蛋、鸡肉、猪肉、牛肉中

的回收率分别为 83%~90%、82%~96%、85%~
96% 和 77%~97%，相对标准偏差 (RSD) 分别为

6.9%~11%、5.4%~8.7%、2.6%~7.3% 和 7.2%~
10%(表 4)，符合农药残留检测方法要求[22]，可用

于鸡蛋、鸡肉、猪肉和牛肉中苯并烯氟菌唑农药

残留的检测。苯并烯氟菌唑的典型提取离子色谱

图见图 1。
2.6    实际样品监测结果

为了解中国市场上动物源产品中苯并烯氟菌

唑残留的基本情况，为评估中国消费者经动物源

产品摄入苯并烯氟菌唑风险提供参考数据，2016
年从河北、四川、湖南、江苏、湖北、山东、河

南、广东、云南和安徽 10 省的批发市场及大型超

市，随机抽检了猪肉、牛肉、鸡肉和鸡蛋样品，

每种产品抽检 30 个批次，采用本研究所建立的方

法进行检测。结果显示，所有抽检的样品中苯并

烯氟菌唑的残留量均低于 LOQ(0.004 mg/kg)，检

出率及超标率均为 0。

3    结论

本研究采用 QuEChERS 前处理与 HPLC–
MS/MS 相结合，建立了 4 种动物源产品中苯并烯

氟菌唑残留量的检测方法。在 0.004、0.01 和

0.1 mg/kg 3 个添加水平下，苯并烯氟菌唑的回收

率在 77%~97% 之间 (RSD 2.6%~11%)，方法定量

限为 0.004 mg/kg，低于 CAC 及 JMPR 报告中推

荐的苯并烯氟菌唑在动物源产品中 0.01 mg/kg 的

限量值。该方法具有操作简单、灵敏度高等特

点，适用于动物源产品中苯并烯氟菌唑的检测和

确证，为中国检测动物源产品中苯并烯氟菌唑的

残留量提供了可参考的方法。

表 3    苯并烯氟菌唑在鸡蛋、鸡肉、猪肉、牛肉中的回归

方程、相关系数及基质效应

Table 3    The regression, correlation coefficient and ME of
benzovindiflupyr in different animal-origin food

基质
Matrix

回归方程
Regression equation

相关系数
r

基质效应
ME

鸡蛋 Egg y = 7 809 940x + 15 077 0.995 6 0.8

鸡肉 Chicken y = 1 × 106x – 1 994.8 0.999 5 1

猪肉 Pork y = 5 × 106x + 58 751 0.997 7 5

牛肉 Beef y = 5 × 106x + 10 475 0.991 0 5

表 4    苯并烯氟菌唑在鸡蛋、鸡肉、猪肉、牛肉中添加

回收结果

Table 4    Recoveries of benzovindiflupyr in different animal-
origin food

基质
Matrix

添加浓度
Spiked level/(mg/kg)

平均回收率
Average recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

鸡蛋
Egg

0.004 89 6.9

0.01 90 11

0.1 83 7.6

鸡肉
Chicken

0.004 82 5.4

0.01 93 5.7

0.1 96 8.7

猪肉
Pork

0.004 89 7.3

0.01 85 4.8

0.1 96 2.6

牛肉
Beef

0.004 84 8.3

0.01 77 10

0.1 97 7.2
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图 1    苯并烯氟菌唑典型提取离子色谱图

Fig. 1    Typical extraction ion chromatograms of benzovindiflupyr
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·书　讯·

  　　　　　　《农药生物活性测试标准操作规范——杀菌剂卷》

  　　　　　　　　　　　康　卓，顾宝根 主编

　　作为杀菌剂分卷之一，本书根据农药良好实验室规范（GLP）要求，系统收集和整理了

135 项杀菌剂室内生物活性测试及相关病原菌保存和培养方法的标准操作规范，内容涵盖了

粮食作物、经济作物、蔬菜和果树上重要病害室内测试方法，以及杀菌剂抗性监测、作用特

性测定和新化合物筛选等标准操作规范。一致性的试材、统一性的设备、标准化的方法、规

范化的程序是试验可重复、结果可追溯的基本保证，是提高农药研发和管理的需要。
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