
• 研究简报 • DOI: 10.16801/j.issn.1008-7303.2017.0053

超高效液相色谱-串联质谱法测定甘蓝中

三乙膦酸铝的残留

韩丙军1,    何    燕1,    林    冰1,    黄海珠1,    陈丽霞*,2,    许丽建2

(1. 中国热带农业科学院 分析测试中心/海南省热带果蔬产品质量安全重点实验室，海口 571101；
2. 琼台师范学院数理系，海口 571100)

摘   要：建立了一种超高效液相色谱-串联质谱 (UPLC-MS/MS) 检测甘蓝中三乙膦酸铝残留的方

法。通过测定甘蓝样品中乙基磷酸和亚磷酸的含量，对三乙膦酸铝进行定量。采用电喷雾负离

子 (ESI–) 电离，多反应监测模式 (MRM) 定性分析，基质匹配标准曲线外标法定量。结果表

明：三乙膦酸铝在不同配比的乙腈-水溶液中均可解离为乙基磷酸和亚磷酸，且二者的质量比均

为 40:60；三乙膦酸铝的检出限 (LOD) 为 1.3 μg/kg；在 10~500 μg/L 范围内，乙基磷酸和亚磷

酸的线性相关系数均大于 0.999；在 0.01、0.1 和 0.5 mg/kg 3 个添加水平下，甘蓝中三乙膦酸铝

的平均回收率在 82%~107% 之间，相对标准偏差 (RSD) 在 6.7%~9.2% (n=5) 之间。该方法简

单、快速，灵敏度及准确度高，可满足甘蓝中三乙膦酸铝残留的检测要求。
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Determination of fosetyl-aluminium residue in cabbage (Brassica oleraceae
L.) by using ultra-high performance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry

HAN Bingjun1,    HE Yan1,    LIN Bing1,    HUANG Haizhu1,    CHEN Lixia*,2,    XU Lijian2

(1. Analysis &Testing Center, Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences/Provincial Key Laboratory of Quality and Safety for
Tropical Fruits and Vegetables, Haikou 571101, China; 2. Mathematical Department, Qiongtai Teachers College, Haikou 571100, China)

Abstract: A rapid method for analyzing the fosetyl-aluminium (Al) residues in Chinese cabbage was
developed using ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry(UPLC-
MS/MS). This method quantified the concentration of fosetyl-Al by determining the contents of ethyl
phosphonic acid and phosphorous acid. Analytes were detected by electro-spray ionization (ESI–) and
multiple reaction monitoring (MRM) mode. Fosetyl-Al dissociated as ethyl phosphonic acid and
phosphoous acid, and the ratios between the two acids were 40:60 with different solution. Quantification
was performed by peak area external standard methods using matrix-matched calibration curves, which
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were linear in the range of 10-500 μg/L with good linear relationships. The correlation coefficients were
better than 0.999. The limit of quantification (LOQ) of fosetyl-Al was 1.3 μg/kg. At 0.01, 0.10 and 0.50
mg/kg spiked levels, the recoveries and the relative standard deviations (RSD) were 82%-107% and
6.7%-9.2% (n=5) for fosetyl-Al. This method was simple, rapid, accurate, which could be applied to the
determination of fosetyl-Al residues in Chinese cabbage.

Keywords: ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS);
cabbage; fosetyl-aluminium; ethyl phosphonic acid; phosphorous acid; residue

三乙膦酸铝 (fosetyl-aluminium) 是一种高效、

广谱、内吸性的低毒杀菌剂[1]。其在植物体内可以

上、下双向传导，对由单轴霉菌属、霜霉属和霉

属引起的病害具有良好的防治效果，是目前防治

水稻稻瘟病、果树、蔬菜霜霉病和疫病应用较多

的药剂[2-3]。

三乙膦酸铝在基质中解离后一般以乙基磷酸

和亚磷酸分子的形式存在 (图式 1)。其传统的检测

方法是采用络合滴定法测定三乙膦酸铝含量[4]，但

该法操作复杂，在进行痕量分析时，误差较大。

近年来，随着色谱技术的普及，各类基于色谱分

离后的分析技术被应用于测定三乙膦酸铝中，常

规方法主要是先采用三甲基硅重氮甲烷在恒温下

对三乙膦酸铝进行衍生化[5-6]，或在密闭反应瓶中

用氢氧化钠碱解三乙膦酸铝生成乙醇[7]，然后通过

气相色谱法测定衍生化或碱解后的产物，从而对

三乙膦酸铝进行定量，但样品前处理过程较复

杂，实验条件较难控制。而采用离子色谱分析

法，可通过测定乙基膦酸的含量达到对三乙膦酸

铝进行定量的目的[8-12]，但样品前处理过程易受复

杂基质的干扰而影响测定结果的准确性。此外，

液相色谱技术也被应用于三乙膦酸铝的定量分析

中[13]，如采用离子对反相高效液相色谱-蒸发光散

射检测法测定三乙膦酸铝的含量[14]，但其检出限

较高，不能满足三乙膦酸铝残留分析的需求。

中国国家标准[15]中规定，三乙膦酸铝的残留

量定义为乙基磷酸和亚磷酸及其盐的残留量

之和，以乙基磷酸的残留量表示。现有文献中大

多测定乙基磷酸的含量[16-17]，尚不能满足国家标准

中对于三乙膦酸铝残留定义的需求。因此，本研

究采用超高效液相色谱-串联质谱法对甘蓝中乙基

磷酸和亚磷酸的含量及其各自所占比例进行研

究，以期用于甘蓝中三乙膦酸铝残留的准确、快

速分析。

1    材料与方法

1.1    仪器和试剂

超高效液相色谱-串联质谱仪 (UPLC-MS/MS)：
ACQUITY 超高压液相色谱系统，美国 Waters 公
司；API4000+串联质谱仪，美国 AB SCIEX 公
司。ULTRA-TURRAX T25 digital 高速匀浆机，

IKA 公司；GL-10C 高速离心机，上海安亭科学仪

器厂；R206 旋转蒸发仪，上海申生科技有限公司。

三乙膦酸铝 (fosetyl-aluminium) 标准溶液 (纯

度 1 000 μg/mL)，农业部环境质量监督检验测试

中心 (天津)；亚磷酸 (纯度 > 99.97%)，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；乙腈 (色谱纯)，Fisher
试剂公司；氯化钠和无水硫酸镁 (分析纯)，广州

化学试剂厂；PSA 吸附剂 (乙二胺-N-丙基硅烷，

分析纯)，ANPEL 仪器 (上海) 有限公司。试验用

水均为超纯水。

1.2    分析方法

1.2.1    样品的提取和净化    甘蓝中三乙膦酸铝的

提取参照 QuEChERS 方法[18]并稍加改进：准确称

三乙膦酸铝
( f o s e t y l - A l )

乙基磷酸
( e t h y l  p h o s p h o n i c  a c i d )

亚磷酸
( p h o s p h o r o u s  a c i d )
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图式 1    三乙膦酸铝、乙基磷酸和亚磷酸的化学结构式

Scheme 1    Structures of fosetyl-Al, ethyl phosphonic acid and phosphorous acid
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取甘蓝样品 (10.0 ± 0.2) g 于 50 mL 离心管中，加

入 20 mL 乙腈，于 15 000 r/min 下匀浆 2 min；加入1.5 g
氯化钠，剧烈振荡 1 min 后，于 4 000 r/min 下离

心 5 min；取 5 mL 上清液，加入 100 mg 无水硫酸

镁和 100 mg PSA 吸附剂，剧烈振荡 1 min 后，于

4 000 r/min 下离心 5 min；取 2 mL 上清液，浓缩

并定容至 1 mL，经 0.22 μm 微膜过滤，待测。

1.2.2    仪器分析条件     色谱条件：ACQUITY
UPLC®BEH HILIC 色谱柱  (2.1 mm × 50 mm，

1.7 μm)，柱温 35 ℃。流速 0.25 mL/min，进样量

2 μL。流动相 A 为乙腈，B 为 0.05% 的甲酸水溶

液，V (乙腈) : V (0.05% 甲酸水溶液) = 10 : 90，其

梯度洗脱条件为：0~0.5 min，流动相 A 10%；保

持 0.5~3.0 min，流动相 A 从 10% 变为 90%；保持

3.0~3.5 min，流动相 A 从 90% 变为 10%；保持

3.5~5.0 min，流动相 A 10%；保持 5.0 min 停止。

质谱条件：电喷雾负离子 (ESI-) 扫描；多反

应监测 (MRM) 模式；雾化气压力 379.225 kPa；
喷雾电压  4 500 kV；同时监测乙基磷酸和亚磷

酸，其中乙基磷酸的母离子和定量离子对分别为

m/z 109 和 81/63，亚磷酸的母离子和定量离子对

分别为 m/z 81 和 79/63。
1.2.3    标准溶液的配制及标准曲线的绘制    外标

法定量。用甲醇溶解亚磷酸标准品，配成1 000 µg/mL
的标准储备液，再用乙腈稀释，配成10 µg/mL的
标准工作溶液。同时用乙腈稀释1 000 µg/mL 的三

乙膦酸铝标准溶液，配成10 µg/mL 的标准工作溶

液。取不含待测物的甘蓝样品，按1.2.1节的前处

理方法制得空白基质溶液，并用其稀释10 µg/mL
的混合标准工作溶液，分别配成0 .01、0 .02、
0.10、0.20 和 0.50 µg/mL 的三乙膦酸铝和亚磷酸

系列基质匹配混合标准工作溶液，以标准溶液质

量浓度 (x) 与监测定量离子峰面积 (y) 绘制标准曲

线。其中，亚磷酸以配制浓度直接绘制标准曲

线；乙基磷酸含量以三乙膦酸铝含量减去亚磷酸

含量计，并以其绘制标准曲线。

1.2.4    基质效应    采用相对响应值法研究甘蓝基

质对目标物定量的基质效应[19]。根据公式 (1) 计算

基质效应。当基质效应大于 1 时，表现为基质增

强效应；当基质效应小于 1 时，为基质抑制效应。

基质效应/%=(空白基质标准响应值/纯溶剂标准响应值)×100 (1)

1.2.5    乙基磷酸和亚磷酸比例的测定    分别以

V (乙腈) : V (水) = 4 : 1、2 : 1、1 : 1、1 : 2 和 1 : 4
的溶液作溶剂，配制 0.5 μg/mL 的三乙膦酸铝溶

液，同时采用纯乙腈溶剂按 1.2.3 节的方法配制系

列亚磷酸的标准溶液，对各三乙膦酸铝溶液中的

亚磷酸进行定量。并将三乙磷酸铝含量减去亚磷

酸含量计为乙基磷酸含量。将乙基磷酸和亚磷酸

的含量进行归一化，计算两种酸在不同溶液中的

比例。

1.2.6    添加回收试验    分别在甘蓝空白样品中添

加三乙膦酸铝标准溶液，添加水平分别为 0.01、
0.1 和 0.5 mg/kg。每个处理重复 5 次，计算平均

添加回收率和相对标准偏差 (RSD)。

2    结果与分析

2.1    质谱条件的优化

根据三乙膦酸铝的残留定义，首先选择负离

子模式进行激发，采用直接进样的方式优化质谱

分析条件，其在质谱中的裂解碎片如图 1 所示。

在一级质谱中，将乙基磷酸和亚磷酸分别产生稳

定的 [M–H]– 离子定为母离子，其 m/z 分别为 109

和 81。此后，在 SIM 模式下，对化合物的碎裂电

压 (DP) 进行优化，乙基磷酸和亚磷酸的最优 DP
均为 –81 V。母离子进入二级质谱，发生断裂或重

排等反应产生不同的离子碎片。其中，乙基磷酸

的子离子分别为亚磷酸 (定量离子，m/z = 81) 和偏

亚磷酸 (定性离子，m/z = 63)；亚磷酸的子离子分

别为偏磷酸 (定量离子，m/z = 79) 和偏亚磷酸 (定
性离子，m/z = 63)。最后，分别优化目标物离子

碎片的最佳碰撞能量 (CE)，乙基磷酸两个子离子

的 CE 分别为 –18 eV 和 –30 eV，亚磷酸两个子离

子的 CE 分别为 –23 eV 和 –33 eV。

2.2    色谱条件的优化

考虑到质谱检测器可以通过多通道的模式实

现分析目标物的良好分离，因此，在色谱条件中

重点考虑分析目标物的峰形，同时调整流动相使

目标物在适合的时间出峰。乙基磷酸和亚磷酸均

属于极性化合物，不易被色谱柱保留，故选择适

合于分析极性较高化合物的  Waters ACQUITY
UPLC® BEH HILIC 色谱柱 (2.1 mm × 50 mm, 1.7 μm)
进行分析。同时，由于目标物及其碎片主要为酸

性基团，易与色谱柱中的金属离子结合导致色谱
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峰出现拖尾现象。因此，在色谱流动相中加入甲

酸以改变流动相的极性，进而改变目标物的出峰

时间和峰形。结果发现，以 V (乙腈) : V (0.05% 甲
酸水溶液) = 10:90 为流动相时，目标物约在 1.51
min 出峰，且峰形尖锐，可在实现快速检测的同

时获得良好的检测效果。典型色谱图见图 2。
2.3    基质效应

结果表明，甘蓝基质对乙基磷酸和亚磷酸的

基质效应分别为 80% 和 103%，说明基质效应对

样品定量存在一定影响。因此，为了降低样品基

质效应对目标物离子化的干扰，需要使用对应的

基质匹配标准曲线定量。

2.4    乙基磷酸和亚磷酸的比例

由图 3 可知，乙腈与水在不同配比下，乙基

磷酸和亚磷酸的比例均稳定在 40:60。将亚磷酸的

含量折算为乙基磷酸，并与乙基磷酸含量相加计

为三乙膦酸铝含量，计算公式为：三乙膦酸铝含

量 = 乙基磷酸含量 + 亚磷酸含量 × (乙基磷酸相对

分子质量/亚磷酸相对分子质量)，即三乙膦酸铝含

量 = 乙基磷酸含量 + 1.34 × 亚磷酸含量。

乙基磷酸
(ethyl phosphonic acid)

m/z=109

亚磷酸
(phosphorous acid)

m/z=81

亚磷酸
(phosphorous acid)

m/z=81偏亚磷酸
(metaphosphorous acid)

m/z=63

偏亚磷酸
(metaphosphorous acid)

m/z=63

偏磷酸
(metaphosphoric acid)

m/z=79

HO

O

H

O−

P
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H
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O

O−

O−
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P
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图 1    乙基磷酸和亚磷酸可能的裂解途径

Fig. 1    Fragmentation pathways of ethyl phosphonic acid and phosphorous acid
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a 和 b：乙基磷酸定量离子和定性离子；c 和 d：亚磷酸定量离子和定性离子。

a and b: Quantitative and qualitative ion for ethyl phosphonic acid; c and d: Quantitative and qualitative ion for phosphorous acid.

图 2    甘蓝基质中乙基磷酸和亚磷酸典型色谱图 (0.01 μg/mL)
Fig. 2    The typical total ion chromatograms of the ethyl phosphonic acid and phosphorous acid (0.01 μg/mL)
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2.5    方法的线性范围和检出限

乙基磷酸和亚磷酸的线性回归方程分别为 y =
1.35 × 106x – 1.10 × 104 (r = 0.999 3) 和 y = 4.16 ×
106x – 3.31 × 104+ (r = 0.999 5)，检出限 (LOD，S/N =
10) 分别为 1 和 0.2 μg/kg，合计三乙膦酸铝的

LOD 为 1.3 μg/kg。中国国家标准[15]中规定黄瓜、

苹果、葡萄和荔枝中三乙膦酸铝的 MRL 值分别为

30、30、10 和 1 mg/kg，尚未制定甘蓝中的最大

残留限量 (MRL)，本方法参考以上数据，认为可

满足检测分析的需求。

2.6    方法的准确度与精密度

结果表明，在 0.01~0.5 mg/kg 3 个添加水平

下，三乙膦酸铝在甘蓝中的平均回收率在 82%~
107% 之间，相对标准偏差 (RSD) 在 6.7%~9.2%
之间 (n = 5)，符合农药残留测定的要求[20]。

3    结论

本研究建立了一种高效液相色谱-串联质谱检

测甘蓝中三乙磷酸铝残留的分析方法。样品采用

QuEChERS 方法进行前处理，通过测定乙基磷酸

和亚磷酸的含量对三乙磷酸铝进行定量，可满足

对三乙磷酸铝残留定义的要求；通过测定溶液中

乙基磷酸和亚磷酸的浓度，确认二者在溶液中存

在的比例。该方法简单、快速、灵敏度及准确度

高，可满足甘蓝中三乙磷酸铝残留分析的要求。
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