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摘 要: 建立了蔬菜和水果中腈吡螨酯残留量的超高效液相色谱 －串联质谱( UPLC － MS /MS) 分析方法。样
品经乙腈均质提取，混合使用乙二胺-N-丙基硅烷( PSA) 和 C18两种基质分散净化剂净化，净化液过膜后直接

进行 UPLC － MS /MS检测。通过考察腈吡螨酯在不同果蔬样品中的基质效应发现，采用 UPLC － MS /MS 检测
蔬菜和水果中腈吡螨酯残留量时，腈吡螨酯在不同种类样品中存在不同程度的基质减弱效应，采用空白基质

溶液稀释标准建立校正的标准曲线外标法定量以消除基质效应。结果表明，腈吡螨酯在 0. 05 ～ 10 μg /L 浓度
范围内具有良好的线性关系，相关系数不低于 0. 999 6。在 0. 000 05 ～ 2 mg /kg 范围内进行加标回收率实验，

平均回收率为 81. 1%～ 99. 3%，相对标准偏差为 4. 7%～ 9. 3%，方法的定量下限为 0. 043 μg /kg，检出限为
0. 013 μg /kg。
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Determination of Cyenopyrafen Ｒesidues in Fruits and Vegetables by UPLC －MS/MS
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Abstract: A method of ultra performance liquid chromatography － tandem mass spectrometry( UPLC
－ MS /MS) was developed for the determination of cyenopyrafen residues in fruits and vegetables．
The analytes were extracted from the samples using acetonitrile，and purified by dispersion solid
phase extration using C18 and PSA as solid phase，then analyzed by UPLC － MS /MS． The matrix-in-
duced weakening effect was observed in the analysis of cyenopyrafen by UPLC － MS /MS in serval
samples including of cucumber，apple and onion． The interference of matrix was reduced by the ma-
trix-matched calibration standards curve． The linear ranges of cyenopyrafen in different matrices
ranged from 0. 05 μg /L to 10 μg /L with correlation coefficients not less than 0. 999 6． The recoveries
of cyenopyrafen in cucumber，grape，apple and scallion samples at spiked levels of 0. 000 05 － 2
mg /kg were in the range of 81. 1% －99. 3%，with relative standard deviations( ＲSDs) of 4. 7% －
9. 3% ． The limit of quantitation was 0. 043 μg /kg and the limit of detection was 0. 013 μg /kg．
Key words: ultra performance liquid chromatography － tandam mass spectrometry ( UPLC － MS /
MS) ; vegetables; fruits; cyenopyrafen; residues

害螨是危害果蔬及蔬菜的主要有害生物之一，对果树、蔬菜的危害十分广泛与猖獗。害螨个体小，
繁殖极快，在最适的条件下，1 头雌成螨 1 个月繁殖极限可高达上万头，且其适应性强，易产生抗药
性，防治难度大［1］。害螨为害果树后，常引起叶片退绿或变灰白而失去光泽，果实受害后表皮粗糙，
会出现龟裂状网纹，失去诱人的色泽，果质品味下降，严重时引起落叶、落花、落果，减少收成，导
致树势减弱，影响次年的开花结果; 成、若螨为害蔬菜时，吸食蔬菜嫩叶和幼果汁液，叶片被害后皱
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缩易落叶，进而影响蔬菜产量及品质。另外，害螨还能传播多种植物病毒病，每年由于害螨危害导致
的瓜果蔬菜的损失日益增加［2 － 3］。腈吡螨酯( Cyenopyrafen) 是 2009 年由日产化学公司研制的新型吡唑
类杀螨剂，主要用于防治果树、蔬菜和青辣椒的红蜘蛛等害螨，具有较好的速效性和持效性。该药为
触杀型杀螨剂，通过扰乱琥珀酸脱氢酶抑制线粒体的效能，阻碍电子传递，破坏氧化磷酸化过程而达

到杀害螨虫的目的，与现有杀虫剂无交互抗性，具有很好的应用前景［4］。
随着腈吡螨酯的登记、推广和使用，作为我国蔬菜、水果主要出口市场的韩国、日本等国家对其

制定了残留限量标准。韩国规定腈吡螨酯在茄子中的最大允许残留量( MＲL) 为 2. 0 mg /kg; 日本规定
腈吡螨酯在多种蔬菜和水果中的 MＲL为 0. 02 ～ 5. 0 mg /kg［5］; 同时，作为我国蔬菜和水果主要出口市
场的欧盟、日本等国家规定若田间使用农药未在该国家登记，没有制定相应的残留限量标准时，出口
至其国家的食品农产品均实行 0. 01 mg /kg的“一律标准”。现阶段，国内外对蔬菜和水果中腈吡螨酯
残留量测定方法的研究很少，国外关于腈吡螨酯残留量的分析方法中，一种方法是采用 QuEChEＲS 进
行前处理，PTV － GC /TOFMS对其进行检测［6］，另一种方法是采用 NH2 柱净化，HPLC － DAD 检测［7］;

国内仅检索到笔者申请的专利［8 － 10］，其余未见关于果蔬中腈吡螨酯残留量检测方法的报道。PTV －
GC /TOFMS仪器在我国检测机构中应用较少，而采用 HPLC － DAD 对农药进行检测时，存在抗干扰能
力弱，不能进行准确定性等缺点。LC － MS /MS因具有多种优点，已成为农药残留分析中最有利的检测
仪器，尚未见采用 LC － MS /MS对腈吡螨酯检测的研究报道。因此，研究建立 LC － MS /MS 分析检测果
蔬中腈吡螨酯残留量的检测方法具有较大意义。

QuEChEＲS前处理方法已成为现阶段应用最广泛的检测方法，该方法简便快捷，但由于不同农药
的性质不同，并不是所有农药均可使用 PSA等基质固相分散萃取剂净化，具体农药需通过回收率试验
验证。本文参照 QuEChEＲS前处理技术的分散固相萃取技术，采用混合吸附剂净化，建立了 UPLC －
MS /MS测定蔬菜和水果中腈吡螨酯残留量的检测方法。该方法填补了果蔬中腈吡螨酯残留量检测方法
的空白，将建立的检测方法应用于实际样品检测，并取得了满意结果。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂
Agilent 1290 － 6460 液相色谱 －串联质谱仪( 配 ESI离子源，美国 Agilent Technologies公司) ; 3K 15

型离心机( 德国 Sigma 公司，配 2 mL 转子) ; ULTＲA － TUＲＲAX T － 18 basic 型均质器( IKA 公司，德
国) ; Milli-Q超纯水器( Millipore公司，美国) ; Vortex3000 型旋涡混合器( 德国 Wiggens公司) 。
腈吡螨酯标准品( 分子量: 393. 52，浓度为 100 μg /mL，德国 Sigma 公司) ; 乙腈、甲醇、乙酸铵

( 色谱纯，德国 Merke公司) ; 氯化钠、无水硫酸镁( 分析纯，国药集团化学试剂有限公司，用前在 450
℃烘 5 h，200 ℃时取出冷却备用) ; 十八烷基键合相硅胶( C18 ) 净化剂、乙二胺-N-丙基硅烷( PSA) 净化
剂( Agela Technologies公司) ; QuEChEＲS分散固相萃取管( 15 mL离心管中装 150 mg PSA、900 mg无水
硫酸镁，美国 Agilent Technology 公司) ; QuEChEＲS 分散固相萃取管( 15 mL 离心管中装 150 mg C18、
900 mg无水硫酸镁，美国 Agilent Technology 公司) ; QuEChEＲS 分散固相萃取管( 15 mL 离心管中装
150 mg PSA、45 mg石墨炭黑( Carb) 粉末、855 mg无水硫酸镁，美国 Agilent Technology公司) ; QuECh-
EＲS分散固相萃取管( 15 mL离心管中装 150 mg PSA，150 mg C18和 900 mg 无水硫酸镁，美国 Agilent
Technology公司) 。
将 100 μg /mL腈吡螨酯标准储备溶液用乙腈配制成浓度为 10 μg /mL 的标准中间溶液，准确移取

上述标准中间液，以乙腈逐级稀释，得到 0. 05，0. 1，0. 2，0. 5，1，2，5，10 μg /L 系列纯溶剂标准
工作溶液; 取空白样品按样品前处理过程进行处理，得到空白基质提取净化液，用该基质溶液稀释标

准中间液，配制成 0. 05，0. 1，0. 2，0. 5，1，2，5，10 μg /L系列基质标准工作溶液。

1. 2 样品前处理
将大蒜掰瓣去皮，蒜苔、洋葱、韭菜等切成适当块形( 4 cm2 ) 或条状( 2 cm) 。称取样品 80 g 于自

封袋塑料袋内，放入微波炉内高火微波处理 90 s后立即取出，冷却，粉碎制样［11］。其余果蔬样品取可
食用部分，直接粉碎并混合均匀，准确称取 10 g( 精确至 0. 01 g) 样品，置于 50 mL 离心管中，准确加
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入 20 mL乙腈溶液，均质提取 1 min，加入 4 g 无水MgSO4，1 g NaCl，立即涡旋混匀后，以 7 000 r /min
离心 5 min。吸取 2. 0 mL上层有机相转移至装有 100 mg C18，50 mg PSA和 300 mg 无水 MgSO4 粉末的

离心管中，加入后立即将其涡旋混匀 2 min，7 000 r /min离心 5 min，取上清液过 0. 22 μm滤膜于进样
小瓶中，待 UPLC － MS /MS测定。

1. 3 仪器分析条件
色谱柱: Eclipse plus C18柱( 100 mm ×2. 1 mm，1. 8 μm) ; 流动相: A为乙腈，B为 5 mmol /L乙酸

铵水溶液，梯度洗脱程序: 初始为 5%A，保持 0. 5 min，0. 5 ～ 2. 0 min，A线性增加至 95%，保持 3. 5
min; 5. 5 ～ 5. 6 min回到初始状态，保持 8 min; 流速: 0. 2 mL /min; 进样体积: 5 μL; 柱温: 30 ℃。
电喷雾离子源( ESI) ; 正离子扫描多反应监测( MＲM) 模式检测; 雾化器压力: 275. 9 kPa; 干燥气温

度: 350 ℃ ; 干燥气流速: 6. 0 L/min; 鞘气温度: 350 ℃ ; 鞘气流速: 10. 0 L/min; 毛细管电压: + 3 500
V; 监测离子对( 母离子 /子离子) : 定量离子为 m/z 394. 2 /310. 2，定性离子为 m/z 394. 2 /254. 1; 毛细
管出口电压 /碎裂电压为 110 V; 碰撞能量: 定量离子碰撞能量为 25 eV，定性离子的碰撞能量为
35 eV。

2 结果与讨论

2. 1 仪器条件的确定
采用 1 mg /L 的待测化合物的标准溶液以流动注射的方式分别用 ESI +和 ESI － 模式进行全扫描

( SCAN模式) ，发现腈吡螨酯在 ESI +模式下的信号强度比 ESI －模式下高 1 个数量级，因此选择采用
ESI +模式，在此模式下确定了腈吡螨酯母离子为 m/z 394. 2。用 0. 1 mg /L 混合标准溶液，在 SIM 模式
下分别对毛细管出口电压( Fragmentor值) 进行优化，研究发现 Fragmentor为 110 V时，腈吡螨酯的响应
值最高。在 Product 模式下扫描发现母离子产生的响应最高的 2 个子离子为 m/z 310. 2 和 254. 1。在
MＲM模式下，分别确定 m/z 394. 2 产生 m/z 310. 2 和 254. 1 的碰撞能量( CE 值) 为 25 eV和 35 eV，由
于 m/z 394. 2 /310. 2 时响应值更大，选择其作为定量离子，m/z 394. 2 /254. 1 作为定性离子。
考察了分别以乙腈和甲醇作为有机流动相时对

腈吡螨酯分离效果的影响，发现甲醇条件下的腈吡

螨酯响应值为乙腈条件下的 70%左右，分别采用
0. 1%甲酸和 5 mmol /L 乙酸铵作为水相流动相时，
腈吡螨酯的出峰情况变化不大，因此，本研究选用

乙腈和 5 mmol /L 乙酸铵为分析流动相，并采用

图 1 在黄瓜、苹果和洋葱空白混合样品( A) 及空白
溶液加标 10 μg /kg腈吡螨酯后( B) 的 MＲM色谱图
Fig. 1 MＲM chromatograms of blank mixture solution of
cucumber，apple and onion sample( A) ，and blank
mixture spiked with 10 μg /kg cyenopyrafen( B)

“1. 3”梯度洗脱程序对化合物进行色谱分析。同时
比较了几种不同色谱柱的分离效果，结果显示 E-
clipse plus C18柱( 100 mm × 2. 1 mm，1. 8 μm) 的保
留时间及分离度均较理想。因此，选择该柱作为分
析柱。在上述优化色谱 －质谱条件下，对黄瓜、苹
果和洋葱混合空白样品进行腈吡螨酯加标实验，

MＲM色谱图见图 1。从图 1 可看出，样品基质不干
扰腈吡螨酯的测定。

2. 2 样品前处理条件的优化
2. 2. 1 提取溶剂的选择 进行 QuEChEＲS 前处理
时，为解决碱敏感农药( 抑菌灵、百菌清) 的降解问
题，通常采用酸化乙腈来提取，但加入乙酸等酸性溶液会对 PSA的净化效果产生影响。由于本研究中
腈吡螨酯对酸和碱均不敏感，为使 PSA达到最佳的净化效果，实验选择乙腈作为提取溶剂。
2. 2. 2 基质分散净化剂的选择 基质分散净化常用的净化剂有乙二胺-N-丙基硅烷( PSA) 、十八烷基
硅胶键合相( C18 ) 和石墨化炭黑( Carb) ，其中 PSA 常用于去除各种有机酸、部分色素以及蛋白质、糖
类。C18是一种非极性吸附剂，可以吸附高分子量的非极性干扰物质，且对样品中的蛋白、脂质物质、
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部分维生素、色素和甾醇等杂质有一定的吸附作用。Carb主要用于去除类甾体、叶绿素等色素［12］。各
种净化剂在去除杂质的同时也可能对目标化合物产生吸附，为选择最佳的净化剂种类和用量，需进行

优化试验。
将 6 mL 20 μg /L腈吡螨酯标准溶液分别经装有不同种类的基质分散固相萃取剂的 4 种 QuEChEＲS

分散固相萃取管涡旋净化，填装的基质分散固相萃取剂分别为: ①150 mg PSA; ②150 mg C18 ; ③150
mg PSA +150 mg C18 ; ④150 mgPSA +45 mg Carb，处理后的回收率分别为 98. 7%，99. 3%，94. 5%和
67. 9%。由此可见，在实验剂量下 PSA和 C18对腈吡螨酯不产生吸附，Carb 对腈吡螨酯产生了较大的
吸附作用，因此对样品中残留的腈吡螨酯进行净化时，不能选择 Carb 作为净化剂。本研究分别使用①
150 mg PSA，②150 mg C18和③150 mg PSA +150 mg C18对不含有腈吡螨酯的阴性洋葱样品提取液进行

净化，用该净化液配制系列标准溶液，进样后获得的校准曲线分别为: y = 10 923x － 6 892. 6，y =
12 318x － 3 297. 5 和 y = 16 069x + 6 487. 6，从校准曲线的斜率可知共同使用 PSA和 C18作为基质分散固

相萃取剂时，样品基质减弱效应最小。因此，本研究选用 PSA和 C18作为基质分散固相萃取剂。
进一步考察 PSA 和 C18的加入量对净化效果的影响，结果显示: 每毫升提取液中 PSA 添加量超过

25 mg时，回收率会降低; 每毫升提取液中 C18添加量不超过 50 mg，则不会对腈吡螨酯产生吸附。因
此，本研究选择在每毫升提取液中加入 25 mg PSA和 50 mg C18进行基质固相分散净化。
2. 2. 3 辛辣蔬菜的微波处理 在蔬菜的农药残留检测中，大蒜、洋葱、韭菜和蒜苔等辛辣蔬菜为一
类特殊的复杂样品，这类蔬菜富含硫基及多种杂原子，在被粉碎时，其内含的活性酶物质在与空气中

的氧接触后，会促使蔬菜释放出大量具有特殊辛辣气味的有机硫化合物［11］。使用 LC － MS /MS 检测时，
虽然 MＲM监测模式能很好地排除这些有机硫化合物对腈吡螨酯的影响，但依然会对化合物的离子化
产生影响。本文采用朱莉萍等［11］使用的微波处理方法对洋葱样品进行了处理，结果表明，在该微波条
件下腈吡螨酯不会降解，且可获得较好的加标回收率和精密度。

2. 3 样品基质效应的考察
本研究对 LC － MS /MS 分析时的基质效应进行了考察: 取一定量的阴性黄瓜、苹果和洋葱样品，

分别经乙腈提取，PSA和 C18基质分散固相萃取净化后，获得相应的空白基质溶液，配制相应的基质标

准系列工作溶液，并与用乙腈配制的纯溶剂系列标准工作溶液进样分析得到各自的基质标准曲线，根

据基质效应 =基质匹配校准曲线斜率 /纯溶剂标准曲线斜率，若斜率比接近 1，则表明基质效应越
小［13 － 14］。结果显示，黄瓜、苹果、洋葱和经微波处理后洋葱中腈吡螨酯的基质效应结果分别为 0. 756，
0. 784，0. 305 和 0. 638，未经微波处理的洋葱的基质效应最强，而经微波处理后其基质效应减弱，但
仍存在较强的基质减弱效应，在黄瓜、苹果等基质较干净的样品中也存在一定的基质减弱效应。因此，
为保证实验结果的准确性和可靠性，本研究选择以空白样品提取净化液配制基质标准溶液，使标样和

样品溶液具有同样的离子化条件，从而消除样品基质效应。

2. 4 方法的线性范围
将“1. 1”配制的 0. 05 ～ 10 μg /L系列标准工作溶液，在选定的色谱条件和质谱条件下进行测定，

以峰面积为纵坐标( y) ，其对应的浓度为横坐标( x，μg /L) 绘制校准曲线，结果显示，腈吡螨酯在 0. 05 ～
10 μg /L浓度范围内具有良好的线性关系，几种不同基质的相关系数均大于 0. 999 0。

2. 5 方法的检出限与定量下限
方法检出限( LOD) 以空白样品基质稀释标准曲线上的最低浓度出峰时，取信噪比 S /N = 3 和样品

处理过程的稀释倍数( 该方法的稀释倍数为 2 倍) 计算得出，定量下限( LOQ) 是以空白样品基质稀释标
准曲线上的最低浓度出峰时，取信噪比 S /N = 10 和样品处理过程的稀释倍数计算得出。通过上述计算
方法，得出腈吡螨酯在黄瓜、苹果和洋葱混合基质中的方法检出限为 0. 013 μg /kg，定量下限为 0. 043
μg /kg。

2. 6 方法的回收率与精密度
在不含腈吡螨酯的阴性苹果、葡萄、黄瓜和洋葱样品中添加 0. 000 05，0. 005，0. 01，2. 0 mg /kg 4

个浓度水平的混合标准溶液，待农药添加 30 min后按“1. 2”步骤进行样品前处理，“1. 3”方法进行
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仪器分析检测，对于洋葱样品，应将标准溶液均匀添加在 80 g 样品中，微波消解后再进行前处理。2
mg /kg添加浓度的样品待测液测定前，需用乙腈将净化液中腈吡螨酯稀释至其线性范围内，同时，阴
性样品空白溶液也需用乙腈进行同程度稀释后配制标准曲线，测定后，将测定浓度与农药理论添加浓

度进行比较，得到农药加标回收率，每个加标水平平行测定 6 次，得其相对标准偏差，结果见表 1。由
表 1 可知，腈吡螨酯在苹果、葡萄、黄瓜和洋葱中的加标回收率为 81. 1% ～ 99. 3%，相对标准偏差
( ＲSD) 为 4. 7%～9. 3%，说明本方法的回收率较高，重复性好。

表 1 样品中腈吡螨酯的平均回收率和精密度实验结果
Table 1 Mean recoveries and precisions of cyenopyrafen in sample at 3 different levels

Sample Fortified level( mg /kg) Average recovery( % ) ＲSD( % )
Apple 0. 000 05，0. 005，0. 01，2. 0 85. 7，93. 5，92. 8，99. 3 6. 4，7. 9，5. 9，5. 2
Grape 0. 000 05，0. 005，0. 01，2. 0 88. 4，84. 3，86. 2，91. 0 8. 7，9. 3，8. 2，6. 6

Cucumber 0. 000 05，0. 005，0. 01，2. 0 90. 7，81. 1，88. 3，92. 8 7. 5，6. 6，7. 0，4. 7
Onion 0. 000 05，0. 005，0. 01，2. 0 83. 9，86. 8，90. 6，97. 4 8. 6，6. 5，6. 1，4. 7

2. 7 实际样品检测
按照本方法对市售菠菜、甘蓝、草莓、苹果、黄瓜、小葱等 23 批农贸市场销售的蔬菜和水果进行

腈吡螨酯检测，均未检出腈吡螨酯。

3 结 论
本文在优化样品前处理和仪器条件的基础上，建立了 UPLC － MS /MS 测定蔬菜和水果中腈吡螨酯

残留量的检测方法。该方法采用改良 QuEChEＲS方法进行样品前处理，基质匹配标准溶液外标法进行
定量，操作简便快捷，结果准确可靠，应用于实际蔬菜和水果样品中腈吡螨酯残留量的检测分析，取

得了良好效果。
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