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固相萃取-高效液相色谱法测定蔬菜中三唑酮、 

百菌清和乙烯菌核利残留量 

刘  俊*, 厉晨皓, 钟玉娟, 徐秋生 

(平湖市食品药品检测中心, 平湖  314200) 

摘  要: 目的  建立固相萃取-高效液相色谱-二极管阵列检测法测定蔬菜中三唑酮、百菌清和乙烯菌核利残

留量的方法。方法  蔬菜样品用乙腈超声提取, 加入氯化钠进行盐析脱水, 提取液过中性氧化铝柱净化, 用正

己烷/丙酮(90:10, V:V)淋洗液洗脱, 洗脱液水浴氮吹近干, 流动相定容后采用高效液相色谱法进行测定, 外标

法定量。结果  三唑酮、百菌清和乙烯菌核利质量浓度在 0.02~5.0 mg/L 范围内与其峰面积呈良好的线性关系, 

方法检出限为 0.02 mg/kg, 加标回收率为 89.5%~105.1%, 精密度 (relative standard deviation, RSD)为

0.85%~4.25%。结论  该方法操作简单、准确, 可应用于蔬菜中三唑酮、百菌清和乙烯菌核利的检测。 
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Determination of triadimefon, chlorthalonil and vinclozolin residues in 
vegetables by solid phase extraction-high performance liquid 

chromatography 

LIU Jun*, LI Chen-Hao, ZHONG Yu-Juan, XU Qiu-Sheng 

(Pinghu Food and Drug Inspection Center, Pinghu 314200, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of triadimefon, chlorthalonil and vinclozolin 

residues in vegetables by solid phase extraction-high performance liquid chromatography (SPE-HPLC) with diode 

array detector (DAD). Methods  Vegetable samples were extracted by ultrasonic with acetonitrile, then the extracts 

were dehydrated by sodium chloride salt-out, and were purified and concentrated on Alumina-N column with 

n-hexane/acetone (90:10, V:V) as eluant. The eluate was evaporated to dryness by nitrogen evaporator and the 

residues were diluted with mobile phase, which was used for HPLC analysis. External standard calibration was 

adopted in the determination. Results  Linear relationship between values of peak area and mass concentration of 

chlorthalonil and triadimefon were good in the range of 0.02~5.0 mg/L. The limit of detection of this method was 

0.02 mg/kg, with the recovery rate 89.5%~105.1% and relative standard deviation (RSD) 0.85%~4.25%. Conclusion  

This method is accurate and easy to operate, and it can be used for the determination of triadimefon, chlorthalonil and 

vinclozolin in vegetables. 

KEY WORDS: solid phase extraction; high performance liquid chromatography; vegetable; triadimefon; 

chlorthalonil; vinclozolin; residue 
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1  引  言 

随着社会发展的进步、人们生活水平的提高和消费观

念的转变, 食品安全问题越来越受到关注。农药是重要的

农业生产资料, 一方面可用于病虫害的防治, 促进农业增

产; 但另一方面也可能因其使用不当而产生食品安全风  

险[1,2]。我国在《“十三五”国家食品安全规划》中提出, 农

药残留仍然是食品安全的最大风险之一, “十三五”期间将

深入开展农药残留综合整治。因此, 进一步提高食品中农

药残留检测技术, 为农药残留的有效控制提供科学依据, 

对食品安全监管具有重要意义。 

三唑酮、百菌清和乙烯菌核利是目前在农业生产中广

泛应用的杀菌剂。三唑酮, 又称粉锈宁、百里通, 是一种

高效、低毒、持效期长的内吸性广谱杀菌剂, 其对人体的

危害主要表现为对胚胎、肝脏、神经系统、生殖系统的毒

性作用和致畸、致癌作用[3,4]。百菌清是一种高效、低毒、

非内吸性广谱杀菌剂, 主要用于防治多种蔬菜、水果的霜

霉病和白粉病等, 在喷洒到植物体表面后具有良好的粘着

性, 不易被雨水冲涮掉 , 药效长且至今无抗药性的报告, 

因此, 目前在国内外应用非常广泛[5]。乙烯菌核利, 又称烯

菌酮, 是一种广谱的保护性和触杀型二甲酰胺类杀菌剂, 

广泛应用于葡萄、蔬菜等农产品上的真菌病害防治[6,7]。乙

烯菌核利可通过干扰真核细胞核的功能影响细胞膜和细胞

壁的合成, 改变细胞渗透压使细胞破裂死亡, 另外, 动物

毒理实验表明, 乙烯菌核利是一种环境抗雄激素, 能够导

致雄性生殖器官异常或雌性化[8,9]。GB 2763-2016《食品安

全国家标准 食品中农药最大残留限量》[10]中对于三唑酮、

百菌清和乙烯菌核利在蔬菜中的最大残留限量(maximum 

residue limit, MRL)均有明确规定, 分别为 0.05~1.0 mg/kg、

5.0 mg/kg、1.0~3.0 mg/kg, 而且三唑酮和百菌清是多个无

公害农产品认证的必检参数。目前, 三唑酮、百菌清和乙

烯菌核利残留量的检测方法主要有气相色谱法[11,12]、气相

色谱质谱联用法[13]、液相色谱法[14,15]和液相色谱质谱联用

法[16]等, 但这些方法多以单一农药进行检测, 或采用气相

色谱法、气相色谱质谱联用法同时进行分析, 而采用高效

液相色谱-二极管阵列检测器法测定蔬菜中三唑酮、百菌清

和乙烯菌核利多种农药残留量的研究尚未见报道。 

本研究采用固相萃取的净化方法, 并优化了净化条

件, 建立了高效液相色谱-二极管阵列检测器同时测定蔬

菜中三唑酮、百菌清和乙烯菌核利残留量的分析方法, 避

免了气相色谱法测定样品时样品基质或杂质的干扰, 并且

可以利用三唑酮、百菌清和乙烯菌核利的特征波长达到快

速定性和排除假阳性的结果, 可以作为三唑酮、百菌清和

乙烯菌核利残留量日常检测中的质量控制的重要验证和参

考方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

UltiMate 3000 高效液相色谱仪, 配 DAD 检测器(美国

Thermo Fisher 公司); 6890N 气相色谱仪, 配 ECD 检测器

(美国 Agilent 公司); N-EVAP12 多通道恒温氮吹仪(美国

Organomation 公司); T25 高速均质器(德国 IKA 公司); 

H2050R-1 高速冷冻离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司); PL602E 电子天平(梅特勒-托利多仪器(上海)有限公

司); Vortex 涡旋振荡器(德国 IKA 公司); Florisil 柱(日本 GL 

Sciences 公司); Alumina-N 柱(上海安谱科学仪器有限公司); 

有机微孔滤膜(0.22 μm, 天津博纳艾杰尔公司)。 

三唑酮、百菌清和乙烯菌核利标准品(纯度≥98.5%, 

德国 Dr.Ehrenstorfer 公司 ); 甲醇、乙腈 (色谱纯 , 美国

Thermo Fisher公司); 氯化钠(NaCl), 用前经 140 ℃烘干 4 h, 

冷却备用(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 超纯水

(实验室自制)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液配制  

分别准确称取适量三唑酮、百菌清和乙烯菌核利标准

品, 用乙腈溶解, 配制成浓度为 1.0 mg/mL 的标准贮备液, 

18 ℃保存备用。用流动相逐级稀释至 0.02、0.1、0.2、0.5、

1.0、2.0、5.0 mg/L 的混合标准工作溶液。 

2.2.2  样品制备与提取  

取蔬菜样品的可食用部分, 将其切碎, 放入食品粉碎

机中捣碎成匀浆 , 制成待测样 , 放入分装容器中 , 16~ 

20 ℃条件下保存, 备用。准确称取匀浆后的蔬菜样品 25.0 

g 于 100 mL 聚丙烯塑料离心管中, 加入 50.0 mL 乙腈, 在

高速匀浆机中高速匀浆 2 min 后用滤纸过滤, 滤液收集到

预先装有 5~7 g NaCl 的 100 mL 具塞量筒中, 盖上塞子,   

剧烈振荡 1 min, 在室温下静置 30 min, 使乙腈相和水相 

分层。 

2.2.3  样品净化 

从具塞量筒中准确移取 10 mL 乙腈溶液至玻璃试管

中, 置于多通道恒温氮吹仪中, 80 ℃水浴氮吹至近干, 加

入 2 mL 正己烷涡旋混匀, 待净化。将 Alumina-N 柱(1 g/6 

mL)置于固相萃取装置上, 依次用 5 mL 正己烷/丙酮(90:10, 

V:V)和 5 mL正己烷活化。当溶剂液面到达柱吸附层表面时, 

倒入待净化液并接收洗脱液 , 再用 5 mL 正己烷 /丙酮

(90:10, V:V)清洗样品管后淋洗 Alumina-N 柱, 并重复 1 次。

将收集有洗脱液的样品管置于多通道恒温氮吹仪上, 50 ℃

水浴氮吹蒸发至近干, 加入 2.0 mL 流动相涡旋混匀, 过

0.22 μm 有机微孔滤膜, 用液相色谱仪进行测定。 

2.2.4  液相色谱条件  

色谱柱: ZORBAX Eclipse XDB-C18(250 mm×4.6 mm, 
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5 µm); 流动相: 乙腈:水=55:45(V:V); 流速: 1.0 mL/min; 

检测波长: 220 nm; 进样量: 10 µL; 柱温: 30 ℃。 

3  结果与分析 

3.1  标准溶液溶剂的选择 

目前在农药残留检测的国家标准方法中, 常用的溶

剂有甲醇、丙酮、正己烷和乙腈等。三唑酮在甲醇、丙酮、

正己烷和乙腈中都比较稳定, 难以发生降解[17]; 而百菌清

和乙烯菌核利易受有机溶剂中的羟基自由基团的影响而产

生光解反应, 二者在以上 4 种有机溶剂中的光解速率大小

为: 丙酮＞甲醇＞正己烷＞乙腈[18]。甲醇在光照下能够产

生羟基自由基, 使百菌清和乙烯菌核利在甲醇中的光解速

度比在正己烷中快; 而丙酮作为一种光敏剂可以加速百菌

清和乙烯菌核利的光解; 乙腈通常作为保护性溶剂, 既不

能吸收阳光也不能产生羟基自由基, 因此对三唑酮、百菌

清和乙烯菌核利的光解产生淬灭作用。实验中分别用甲醇

和乙腈作为溶剂配制标准储备液, 在相同室温下放置 10 d

后按照 2.2.4 液相色谱条件测定, 结果表明, 用甲醇作为溶

剂配制的百菌清和乙烯菌核利标准溶液比用乙腈作为溶剂

配制的标准溶液液相色谱峰面积分别小了 6.1%和 10.2%, 

并且甲醇溶剂配制的标准溶液色谱图的基线噪音也较大。

因此, 用乙腈作为三唑酮、百菌清和乙烯菌核利标准溶液

的溶剂可以确保后续检测结果的准确性。 

3.2  检测波长的选择 

使用高效液相色谱的 DAD 检测器对三唑酮、百菌清

和乙烯菌核利的标准溶液进行 190~400 nm 的全波长扫描

(见图 1), 从光谱图中可以看出, 三唑酮、百菌清和乙烯菌

核利的最大吸收波长分别为 221 nm、232 nm 和 201 nm。

波长 220 nm 下, 三唑酮、百菌清和乙烯菌核利均有良好响

应, 同一浓度下的峰高和峰面积基本一致, 并且在此波长

下基线噪音小、信噪比高。因此, 选择 220 nm 作为检测波

长进行后续实验。 

3.3  流动相的选择 

在其他条件相同的情况下, 取 0.5 mg/L 三唑酮、百菌

清和乙烯菌核利混合标准工作液上机分析, 在流速为 1.0 

mL/min 条 件 下 , 选 择 乙 腈 水 60:40(V:V) 和 甲 醇 水

60:40(V:V)2 种不同的流动相进行洗脱。从色谱图中可以看

出, 选择甲醇水作为流动相时, 干扰物质较多, 基线波动

较大, 三唑酮、百菌清和乙烯菌核利峰型较宽, 不利于目

标峰的分离; 选择乙腈水作为流动相时, 基线噪声小, 当

乙腈水比例为 55:45(V:V)时, 三唑酮、百菌清和乙烯菌核利

3 种农药能完全分离, 出峰时间分别为 9.92、13.72、17.64 

min, 能够有效降低基质的干扰。因此, 选择乙腈水(55:45, 

V:V)为流动相, 此时得到的三唑酮、百菌清和乙烯菌核利

农药的标准溶液色谱图见图 2。 

 
 

图 1  三唑酮、百菌清和乙烯菌核利紫外吸收光谱图 

Fig. 1  Ultraviolet absorption spectrum of triadimefon, chlorthalonil 
and vinclozolin 

 

 

 
 

图 2  三唑酮、百菌清和乙烯菌核利标准溶液色谱图 

Fig. 2  Chromatogram of triadimefon, chlorthalonil and vinclozolin 
standard solution 

 
3.4  标准曲线与检出限 

在 3.3 中确定的色谱条件下, 流动相配制 0.02、0.1、

0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 mg/L 系列浓度的三唑酮、百菌清

和乙烯菌核利混合标准工作溶液进行上机测定, 以质量浓

度(mg/L)为横坐标, 峰面积(mAU*min)为纵坐标绘制标准

曲线, 得线性回归方程。以 3 倍信噪比(S/N)计算方法检出

限, 结果见图 3 和表 1。结果表明, 在 0.02~5.0 mg/L 浓度

范围内, 三唑酮、百菌清和乙烯菌核利均具有良好线性  

关系。 

3.5  加标回收率与精密度实验 

选取大白菜(叶菜类)、番茄(茄果类)、芦笋(茎类)和蘑

菇(食用菌)4 大类蔬菜, 用食品粉碎机制成匀浆, 准确称取

25 g(精确至 0.01 g)制备好的蔬菜样品, 分别添加 0.05、0.1、

1.0 mg/kg 3 个不同水平的三唑酮、百菌清和乙烯菌核利混 
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图 3  三唑酮、百菌清和乙烯菌核利标准曲线 

Fig. 3  Standard curve of triadimefon, chlorthalonil and vinclozolin 

 
 

合标准溶液, 按本方法确定的条件进行提取和净化, 上机

分析 , 测定样品中各组分农药的含量 , 每个添加浓度重  

复测定 6 次, 计算加标回收率和精密度(RSD), 测定结果见

表 2。 

由表 2 可知, 在以上 4 种蔬菜样品中添加 0.05、0.1、

1.0 mg/kg 3 个水平的三唑酮、百菌清和乙烯菌核利混合标

准溶液时, 组分农药的加标回收率均为 89.5%~105.1%, 精

密度(RSD)为 0.85%~4.25%, 符合农药残留分析要求。 

3.6  蔬菜样品的测定 

在某农贸市场随机采购了 30 个批次的大白菜、番茄、

芦笋和蘑菇样品, 采用本方法对采购的样品进行样品前处

理, 并在 3.3 中确定的色谱条件下进行高效液相色谱法分

析, 同时做加标回收实验。图 4、图 5 分别为大白菜空白

样品的色谱图和加标实验的色谱图。从大白菜空白样品色

谱图中可以看出, 在上述色谱条件下, 三唑酮、百菌清和

乙烯菌核利目标峰分离较好且杂质干扰较小, 该方法可以

满足蔬菜中三唑酮、百菌清和乙烯菌核残留量的测定。 

在所检测的 30 批次蔬菜样品中, 检出百菌清农药残

留 4 批次, 三唑酮和乙烯菌核利农药残留未检出, 百菌清

农药残留量为 0.1~0.6 mg/kg, 符合 GB 2763-2014 《食品

安全国家标准 食品中农药最大残留限量》[10]中的最大残

留限量要求。 

 
 

表 1  标准曲线与线性相关性 
Table 1  Standard curve and linear correlation 

农药组分 
线性范围 

(mg/L) 
线性方程 

相关系数 
r2 

方法检出限
(mg/kg) 

最低检测浓度 
(mg/L) 

三唑酮 0.02~5.0 Y=0.3890X + 0.0002 0.99993 0.02 0.05 

百菌清 0.02~5.0 Y=0.9224X﹣0.0016 0.99996 0.02 0.05 

乙烯菌核利 0.02~5.0 Y=0.5201X + 0.0002 0.99994 0.02 0.05 

 
 

表 2  回收率与精密度(n=6) 
Table 2  Results of recoveries and precisions (n=6) 

农药组分 
添加浓度 
(mg/kg) 

大白菜 番茄 芦笋 蘑菇 

回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

三唑酮 

0.05 105.1 3.65 102.4 4.25 98.7 3.12 96.2 2.36 

0.1 89.5 3.21 96.0 3.72 91.2 2.15 91.5 1.54 

1.0 98.2 1.25 95.6 2.66 97.1 1.85 95.2 2.01 

百菌清 

0.05 103.2 2.12 90.6 3.25 93.8 2.05 95.2 2.07 

0.1 93.5 1.87 97.8 2.02 95.6 1.37 98.7 2.21 

1.0 94.2 0.85 94.8 1.14 94.6 1.28 95.1 1.87 

乙烯菌核利 

0.05 99.2 2.31 101.2 3.12 90.2 2.58 97.8 2.02 

0.1 95.6 2.15 91.8 2.17 93.5 2.34 96.3 2.17 

1.0 95.2 1.47 96.3 1.69 92.3 2.05 96.9 1.56 
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图 4  大白菜空白样品色谱图 

Fig. 4  Chromatogram of blank cabbage sample 
 

 

 
 

图 5  大白菜空白样品加标色谱图 

Fig. 5  Chromatogram of spiked cabbage sample 
 

4   结  论 

本研究建立了采用固相萃取, 高效液相色谱-二极管

阵列检测器同时测定蔬菜中三唑酮、百菌清和乙烯菌核利

多残留量的分析方法 , 各组分农药的加标回收率为

89.5%~105.1%, 精密度(RSD)为 0.85%~4.25%。与 NY/T 

761-2008 《蔬菜和水果中有机磷、有机氯、拟除虫菊酯和

氨基甲酸酯类农药多残留的测定》标准气相色谱-电子捕获

检测器测定法相比, 本方法能够最大限度地降低样品基质

的干扰 , 排除检测结果的假阳性 , 同时具有操作简单方

便、结果准确可靠、适用范围广、回收率和精密度好等优

点, 符合农药残留分析要求, 能够满足蔬菜中三唑酮、百

菌清和乙烯菌核利多残留量的日常监测需求。此外, 本文

所采用的高效液相色谱-二极管阵列检测器能实现对被分

析农药组分的全波长扫描, 可以快速选择最佳的检测波长, 

在多组分农药残留分析中可以编辑波长程序, 特别是在复

杂样品农药残留分析方面具有明显优势, 为检测食品中其

他农药残留提供了参考。 
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“食品中持久性有机污染物研究”专题征稿函 
 
 

当前, 生态环境持续恶化问题已经引起国际社会的高度重视, 从全球范围内看, 环境污染问题的加剧, 

给人类的身体健康带来了极大的威胁, 在此背景下, 各国政府针对环境污染对人类身体健康所带来的危害与 

影响问题加大了研究力度, 并以专门机构与部门的设置为进一步解决环境问题探寻出路。而持久性有机污染

物(POPs)在农药中的运用, 使得农产品农药污染问题加剧, 并引起了社会的高度重视。 

鉴于此，本刊特组织“食品中持久性有机污染物研究”专题，由湖北省疾病预防控制中心 闻胜 老师担任

专题主编，主要围绕持久性有机污染物的分析鉴定方法、化学与生物检测技术、迁移转化降解机制、累积机

理和演化规律、生态毒理效应、生物标志物技术和风险评价方法、控制、消减与消除技术等或您认为本领域

有意义的问题进行论述。本专题计划在 2018 年 3 月出版。 

鉴于您在该领域丰富的研究经历和突出的学术造诣，专题主编闻胜教授及主编吴永宁研究员特别邀请您

为本专题撰写稿件，综述、研究论文、研究简报均可，以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。请在 2017

年 2 月 30 日前通过网站或 Email 投稿。我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。 

投稿方式： 

网站：www.chinafoodj.com 

E-mail：jfoodsq@126.com 
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