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超高效液相色谱-串联质谱法
分析乙螨唑在柑桔和土壤中的残留消解动态
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摘  要:应用超高效液相色谱-串联质谱 ( U PLC-M S /M S)建立了乙螨唑在柑桔和土壤中残留的分

析方法,并研究了田间试验条件下乙螨唑在柑桔和土壤中的消解动态。样品采用乙腈提取,硅胶柱

净化, U PLC-M S /M S检测,外标法 ( ESTD )定量。在 0. 002~ 1 m g /L质量浓度范围内, 乙螨唑的仪

器响应值与质量浓度呈良好线性关系, 相关系数为 0. 998 9。该方法的最小检出量为 6. 0 @ 10
- 6

Lg, 乙螨唑在柑桔和土壤中的最低检测浓度均为 0. 002 m g /kg。当乙螨唑在柑桔和土壤中的添加

水平为 0. 002~ 1 m g /kg时, 平均回收率为 87. 3%~ 98. 4%, 相对标准偏差在 5. 5%~ 8. 6%之间。消

解动态试验表明,乙螨唑的消解动态曲线符合一级动力学方程, 在柑桔和土壤中的半衰期分别为

5. 6~ 7. 6 d和 5. 3~ 8. 6 d。
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Residue Decline Dynam ics of Etoxazole in Orange and Soil by UPLC-MS /MS
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Abstract: A rap id, accurate and sensitivem e thod has been developed to determ ine etoxazo le residues in

orange and so il by U PLC-M S /M S. The decline dynam ics o f eto xazo le re sidues in o range and so ilw ere

stud ied under the cond iton o f f ield experim en.t The sam ples w ere ex tracted by aceton itrile, fo llow ed by

clean-up on silica ge l cartridge and ana ly zed by U PLC-M S /M S. Ex ternal reference m ethod w as used

fo r quantitative determ ination. The linearity w as satisf ied ( r = 0. 998 9) in the concentra tion range o f

0. 002-1 m g /L. The lim it o f de tection w as 6. 0 @ 10
- 6
Lg, and the lim it o f quan tif ica tion in o range and

so ilw as 0. 002 m g /kg. The average fortif ied recoveries varied f rom 87. 3% to 98. 4% w ith the

coe ff icient o f v aria tion o f 5. 5%- 8. 6%. The study o f residue dynam ics ind icated tha t the curve o f

decline accorded w ith the f irs-t o rder k inetics equat ion, and the ha lf- life o f etox azo le in o range and so il

w ere 5. 6- 7. 6 d and 5. 3- 8. 6 d, respectiv ely.
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  乙螨唑 ( e to xazo le)化学名称为 (R, S ) - 5-特

丁基 - 2- [ 2( 2, 6-二氟苯基 ) - 4, 5-二氢 - 1, 3

- 口恶唑 - 4-基 ]苯乙醚,分子式: C21H23 F2NO 2, 结

构式见 ( Ñ )。其难溶于水, 易溶于一般有机溶剂,

对酸不稳定, 对碱和热较稳定, 见光易分解, 在

50 e 下避光保存 30 d不分解
[ 1]
。

(Ñ)

乙螨唑为口恶唑类杀虫、杀螨剂, 对叶螨的卵、幼

虫和若虫均有显著的防效, 持效期长
[ 1]
。柑桔全

爪螨 Panonychus citri (M c-G rego r) 是柑桔上为害

最严重的害虫之一,广泛分布于我国各柑桔产区,

严重影响柑桔产量和品质, 目前广泛采用乙螨唑

进行防治, 其防效明显且持效性优于哒螨灵和克

螨特
[ 2]
。

国外对乙螨唑的研究较多, 但主要集中于毒

理和药理学
[ 3-8]
。有关其残留分析方法的报道不

多, 仅见 T suk ioka等
[ 9]
应用 GC /M S建立了乙螨唑

在农产品中的残留分析方法, 样品依次采用丙酮

和正己烷提取, 经乙腈液-液分配和氟罗里硅土柱

净化, GC /M S检测。方法的最低检测限可达

0. 002 m g /kg,灵敏度为 GC-N PD的 10倍, 平均回

收率达 85%以上 (茶叶除外 ) , 相对标准偏差小于

8%。

农药残留超标问题是影响我国柑桔出口的主

要原因
[ 10-11]

。目前我国尚未制定乙螨唑在柑桔中

的残留限量标准, 有关其分析方法和消解动态方

面的研究也未见报道。笔者应用超高效液相色谱-

串联质谱 ( UPLC-M S /M S)建立了一套快速、准确、

灵敏的残留分析方法, 可用于测定柑桔中乙螨唑

的残留量。并通过 2008年在浙江衢州、湖南株洲

和福建漳州三地的田间试验, 研究了乙螨唑在柑

桔和土壤中的残留消解动态, 以期为其安全性评

价提供依据。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

乙螨唑 ( etoxazo le)标准品 (纯度\ 99. 85% )

和 110 g /L的乙螨唑悬浮剂,由日本住友化学株式

会社提供。田间试验地点为浙江衢州市、湖南株

洲市和福建漳州市, 其中衢州点为黄红壤, 株洲点

为红壤, 漳州点为沙质红壤, pH值分别为 5. 8、5. 4

和 6. 3。供试作物为柑桔。

1. 2 仪器设备与试剂

A cquity U PLC-Q ua ttro Prem ier XE M S /M S及

ACQU ITY UPLC
TM

BEH C18色谱柱 ( 2. 1 mm @
50 mm, 1. 7 Lm ) (美国W aters公司 ) ; DH Z-DA大

型冷冻恒温震荡器 (苏州太仓公司 ) ; R-210旋转

蒸发仪及 V-700真空泵 (瑞士 BU CH I公司 ) ; N-

EVAP 11氮吹仪 (杭州尔力公司 ) ; T18-B asic高速

匀浆机 (德国 IKA公司 ) ; A nke D L-5-B离心机 (上

海飞鸽公司 ) ; 玻璃层析柱 ( 10 mm @ 400 m m )等。

乙腈为色谱纯; 无水硫酸钠经 350 e 灼烧 4 h

备用;硅胶为 100~ 200目,经 130 e 活化 2 h, 于干

燥器中冷却后, 经重蒸水脱活备用; 洗脱液: 石油

醚-丙酮 ( 80B20, 体积比 )。其余试剂均为分析纯。

1. 3 田间试验

1. 3. 1 试验设计  选择未施用过乙螨唑的柑桔
果园中树龄为 5~ 10年且长势良好的柑桔树,每小

区 2株, 设空白对照, 小区间设保护行。药剂经稀

释后, 采用机动喷雾施药 (每株 3~ 4 L ) , 空白对照

喷等量清水。样品采集方法参照 5农药残留试验
准则6 [ 12]

进行。

1. 3. 2 柑桔消解动态试验  将 110 g /L乙螨唑悬

浮剂兑水稀释为 2 631倍液 ( 38 m L制剂兑水稀释

至 100 L )施药一次, 于柑桔结果初期施药, 分别

于施药后 0( 2 h以内 )、1、3、5、7、10、14、21、28、

35、50 d采集柑桔样品。试验重复 3次。

1. 3. 3 土壤消解动态试验  采用模拟试验: 在柑

桔果园里选择一平整地块 ( 20 m
2

) ,将与 1. 3. 2节

相同剂量的试验药液均匀喷至土壤表面, 采样间

隔期与柑桔样品相同。

2 分析方法

2. 1 样品预处理
将柑桔全果以四分法缩分, 高速捣碎后, 取

250 g样品密封后低温保存; 将土壤样品去除残枝

和碎石等杂物, 过 1 mm 筛, 按四分法缩分, 取

250 g样品密封后低温保存。

2. 2 样品提取与净化
称取 20 g柑桔样品,加入 50 m L乙腈,高速匀

浆 2 m in,振荡 30 m in, 3 000 r/m in下离心 3 m in,
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上清液转移至 150 m L具塞量筒中,加 5 g氯化钠

和 8 g硫酸镁, 剧烈振摇 1 m in, 静置 15 m in, 取上

清液 25 m L至梨形瓶中, 40 e 下浓缩近干, N 2吹

干后加入 3 m L洗脱液,待净化。

称取 20 g土壤样品, 加入 20 m L重蒸水浸泡

20 m in, 加入 50 m L乙腈, 振荡 30 m in,减压抽滤,

滤液转移至 150 m L具塞量筒中。随后处理方法

同柑桔样品。

称取 4 g硅胶于 100 m L烧杯中, 加入 30 m L

石油醚,形成悬浮液, 在 1 cm 直径的玻璃柱下端

加入 2 cm的无水硫酸钠,再将硅胶悬浮液移入层

析柱,上端加 2 cm 无水硫酸钠, 弃去 30 m L 石油

醚。将待净化的残留液转移至层析柱, 并分别用

4和 10 m L洗脱液洗涤梨形瓶, 洗涤液均转移至层

析柱。用 30 m L 洗脱液洗脱农药, 收集流出液于

100 m L梨形瓶中, 40 e 下浓缩近干, N 2吹干后,

以乙腈定容至 10 m L,过 0. 2 Lm 滤膜, 供测。

2. 3 分析条件

2. 3. 1 色谱条件  ACQU ITY UPLCTM BEH C18

色谱柱 ( 50 mm @ 2. 1 mm, 1. 7 Lm ); 流动相:

0. 1%甲酸水溶液-乙腈 (采用梯度洗脱, 表 1) ; 流

速 0. 3 m L /m in; 柱温 30 e ;进样体积 10 LL。

表 1 超高效液相色谱的梯度洗脱

T ab le 1 G radien t elution o f U PLC

时间

T im e /

m in

0. 1%甲酸水溶液

0. 1% fo rm ic acid

so lu tion (V /V ) /%

乙腈

A ceton itrile

(V /V ) /%

0 70 30

4. 0 0 100

4. 1 0 100

5. 0 70 30

2. 3. 2 质谱条件  多反应监测模式 (M RM ); ES I

( + )离子源; 毛细管电压 1. 00 kV; 锥孔电压

40 V; 离子源温度 120 e ;锥孔反吹气流量 50 L /h;

RF透镜电压 0 V;脱溶剂气温度 350 e , 脱溶剂气

流量 500 L /h。

质量分析器 ¹ : 低端分辨率 15 V, 高端分辨率

15 V; 离子能量 ¹ : 0. 5; 入口透镜电压 1 V,出口电

压 3 V; 分析器 º : 低端分辨率 15 V, 高端分辨率

15 V; 离子能量 º : 1. 0。

乙螨唑的定量离子对 (m /z )为 360. 1 /177. 1,

定性离子对 (m /z )为 360. 1 /140. 9。母离子和子

离子质谱图见图 1。

图 1 乙螨唑的母离子和子离子质谱图

F ig. 1 M ass spectrum o f paren t ion and daughter ion o f etox azo le

2. 4 标准工作曲线

准确称取乙螨唑标准品 5 m g, 用乙腈溶解并

定容至 10 m L,制成标准母液。再用空白样品提取

液稀释成质量浓度分别为 0. 002、0. 005、0. 01、

0. 05、0. 25、0. 5、1 m g /L的标准工作液进样检测。

以进样浓度为 X 轴、响应值为 Y轴得到标准工作

曲线。

2. 5 结果计算

采用外标法定量
[ 13]
计算。添加回收率和样品

消解动态均采用标准曲线法定量计算。

3 结果与分析

3. 1 方法的灵敏度及线性范围

在本研究条件下, 乙螨唑的保留时间约为

3. 7 m in, 仪器的最小检出量为 6. 0 @ 10
- 6
Lg。在

0. 002~ 1 m g /L质量浓度范围内的标准曲线方程

为 Y = 961 626x + 1 572. 9, 相关系数 r = 0. 998 9。

表明乙螨唑在 0. 002~ 1 m g /L质量浓度范围内的

仪器响应值与质量浓度呈良好线性关系。

458



N o. 4 王蒙岑等: 超高效液相色谱-串联质谱法分析乙螨唑在柑桔和土壤中的残留消解动态

3. 2 方法的准确度、精密度和最低检测浓度

取全果和土壤样品, 添加系列浓度的乙螨唑

标准溶液, 每浓度重复 5次, 测定方法的回收率。

结果 (见表 2)显示, 添加水平为 0. 002~ 1 m g /kg

时, 乙螨唑在柑桔和土壤中的平均回收率分别为

87. 3%~ 97. 6%和 94. 1%~ 98. 4% ,相对标准偏差

分别为 6. 7% ~ 8. 6%和 5. 5%~ 6. 9%。柑桔和土

壤中的最低检测浓度均为 0. 002 m g /kg, 说明所

建立方法的准确度和精密度均较好, 符合农药残

留分析的要求
[ 14 ]
。相关谱图见图 2~ 6。

表 2 乙螨唑在柑桔和土壤中的添加回收率

Table 2 A verage fo rtif ied recovery o f etox azo le in o range and so il

添加水平

Fo rtif ied level /

(m g /kg)

土壤 So il 柑桔 O range

平均回收率

Average recov ery /%

相对标准偏差

RSD /%

平均回收率

Average recov ery /%

相对标准偏差

RSD /%

0. 0 02 94. 1 5. 5 97. 6 8. 6

0. 1 98. 4 6. 9 94. 6 6. 7

1 95. 8 5. 6 87. 3 7. 7

3. 3 乙螨唑在柑桔和土壤中的消解动态

消解动态试验结果 (表 3)表明, 乙螨唑在柑桔

和土壤中的残留量随时间延长而逐渐降低。对试

验结果进行回归分析, 得到一系列的消解动态参

数 (表 4) , 发现施药后间隔时间与乙螨唑的残留

量成指数关系, 消解动态曲线 (图 7)符合一级动

力学方程。
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表 3 乙螨唑在柑桔和土壤中的残留量

T ab le 3 The residual lev el o f e toxazo le in o range and so il

采样时间

Sam p ling

t im e /d

土壤中残留量 Residu e in so il / ( m g /kg) 柑桔中残留量 R esidue in o range / ( m g /kg)

衢州

Q uzhou

株洲

Z huzhou

漳州

Z hangzh ou

衢州

Qu zhou

株洲

Zh uzhou

漳州

Zh angzhou

0 0. 637 0. 781 0. 8 88 0. 043 0. 038 0. 036

1 0. 411 0. 452 0. 5 07 0. 040 0. 036 0. 025

3 0. 359 0. 450 0. 3 76 0. 038 0. 024 0. 017

5 0. 300 0. 228 0. 2 30 0. 018 0. 013 0. 015

7 0. 181 0. 137 0. 1 92 0. 009 0. 012 0. 010

1 0 0. 130 0. 129 0. 1 07 0. 008 0. 011 0. 008

1 4 0. 086 0. 082 0. 0 85 0. 006 0. 005 0. 006

2 1 0. 085 0. 063 0. 0 78 0. 005 0. 003 0. 004

2 8 ND 0. 011 0. 0 58 ND ND 0. 002

3 5 ND ND 0. 0 33 ND ND ND

5 0 ND ND ND ND ND ND

  注: ND表示残留量低于最低检测浓度。N ote: ND m ean s no t detected.

表 4 乙螨唑在柑桔和土壤中的消解动态

Table 4 The decline dynam ics o f eto xazo le in o range and so il

样品类型  
Sam p le type 

试验地点    
T rial lo cation   

消解动态方程

D ec line dynam ics equation

相关系数

C orrelation co ef f icien ,t r

半衰期

H alf-life /d

土壤 So il 衢州 Quzh ou C t = 0. 459 6e- 0. 098 5t 0. 936 6 7. 0

株洲 Zhuzhou C t = 0. 546 9e- 0. 131 9t 0. 966 9 5. 3

漳州 Zhangzhou C t = 0. 429 8e- 0. 080 4t
0. 924 5 8. 6

柑桔 O ran ge 衢州 Quzh ou C t = 0. 035 9e- 0. 113 7t 0. 913 6 6. 1

株洲 Zhuzhou C t = 0. 033 3e- 0. 122 8t 0. 976 6 5. 6

漳州 Zhangzhou C t = 0. 024 8e- 0. 091 2t
0. 973 1 7. 6

图 7 乙螨唑在柑桔 (A )和土壤 ( B )中的消解动态曲线

F ig. 7 D ec line dynam ics curv e o f e toxazo le in o range ( A ) and so il ( B )

4 结论与讨论

在分析方法研究中, 对 U PLC-M S /M S各项参

数进行了优化。通过筛选多种流动相体系和配比

的试验,确定乙腈-0. 1%甲酸水溶液为流动相, 流

动相中加入的甲酸显著提高了质子化效率, 并通

过调整流速和梯度洗脱等条件, 实现了目标峰和

干扰峰的良好分离并使峰形得到改善。每个样品

的分析时间仅需 6 m in, 节省了分析时间和试剂消
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耗量。在质谱调谐中,采用流动注射泵连续进样,

以全扫描模式确定乙螨唑的母离子m /z为 360. 1,再

在子离子扫描模式下对母离子碰撞电压进行优

化, 确定最佳碰撞电压为 25 V, 以及 m /z 177. 1和

140. 9的子离子为特征碎片离子 (见图 1 )。最后

对其余各项参数进行微调, 使检测条件达到最佳。

本研究所建立方法的灵敏度、准确性及精密度均

较好,为监测乙螨唑在柑桔和土壤中的残留量提

供了一个快速、准确、灵敏的分析方法。

  虽然 T suk ioka等
[ 9]
报道的乙螨唑的 GC /M S

分析方法的灵敏度和精密度都较高, 适用于多种

类型样品的分析 (其中茶叶样品的添加回收率偏

低 ) ,但样品的前处理步骤较繁琐。同时 GC-M S

中有来自柱流失、热解、吸附、记忆效应、化学反应

等噪声存在, 使得谱图本底值高且不稳定, 这也是

目前 GC-M S分析中普遍存在的问题。相比之下,

笔者应用 UPLC-M S /M S所建立的分析方法, 其前

处理步骤更为简便 (乙腈提取一次、硅胶柱净化 )

且分析时间更短, 目标物在质谱第一分析器分离

后, 只选择需鉴定的离子进入碰撞室,最后以质谱

为鉴定器, 有效避免了噪声干扰, 提高了灵敏度。

U PLC实现了在分析速度、分辨率和分离度三方面

的极大提高, M S /M S有效地避免了噪声干扰且灵

敏度高,在实现定量结果的准确性和定性结果的

可靠性上更具有优势。

消解动态试验结果表明, 乙螨唑在柑桔和土

壤中的残留量随时间延长而逐渐降低, 消解动态

曲线符合一级动力学方程。乙螨唑在衢州、株洲

和漳州三地柑桔中的半衰期 (T 1 /2 )分别为 6. 1、

5. 6和 7. 6 d, 在土壤中的半衰期分别为 7. 0、5. 3

和 8. 6 d。根据文献 [ 15] ,乙螨唑在土壤中属易降

解性农药。

消解动态各项参数表明, 乙螨唑在 3个试验点

的消解速率存在一定差异, 与 3种土壤的 pH值呈

正相关,这正好符合乙螨唑在酸性条件下相对不

稳定的特性。当然也不排除 3个试验点之间气候

(光照、气温、降雨量等 )及土壤环境其他参数 (土

壤有机质含量等 )差异的影响, 因此还有待于结合

单因子模拟试验, 进一步研究影响乙螨唑消解速

率的主要因素。
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