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环己烯酮类（Cyclohexanediones）或环己二酮类

除草剂是由日本曹达公司发现的一类具有选择性

的内吸传导型茎叶处理剂[ 1 ]。具有低毒、高效、杀草

谱广和适用作物广等特点[2 ]。自 1978 年第一个品种

禾草灭问世以来，到目前为止共有 10 个品种商品

化，它们是禾草灭、烯禾啶、噻草酮、烯草酮、三甲苯

草酮、丁苯草酮、吡喃草酮、环苯草酮、Cloproxydim
和 CGA215684。除环苯草酮为水田除草剂外，其它

均为旱田除草剂。为了保护人类健康，各国政府对

食品中环己烯酮类除草剂残留量的检测都很重视，

均制定了严格的限量要求。日本、美国、韩国、澳大

利亚、加拿大、意大利、以色列和食品法典委员会等

国在各类食品中最高残留限量在 0.01～10 mg·kg-1

之间。尤其日本政府于 2006 年 5 月 29 日实施了

“肯定列表制度”，所要求的检测项目日益增多，残

留限量要求越来越严，对我国出口食品将产生极大

影响。为了破解这一难题，研究和探讨动物源食品

中上述农药残留快速准确的分析方法变得极为迫

切, 而国外对大米中环己烯酮类除草剂的残留检测

方法尚未见报道，国内报道[ 3- 5 ]为单残留检测方法,
主要为液相色谱法和紫外分光光度法。本研究的关

键是采用 QuEChERS净化法[ 6- 10], 即针对大米样品基

质在提取液中直接加入 PSA吸附剂粉末、ODSC18 或石

墨炭黑粉进行净化, 经离心后上清液于液相色谱－
质谱 / 质谱联用仪检测，取得了满意的结果。该方法

具有快速、灵敏、准确等特点，能满足国内外检测限

量要求。

大米中环己烯酮类除草剂
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摘 要：建立了大米中环己烯酮类除草剂残留量同时测定的液相色谱 - 质谱 / 质谱法。试样中残留的环

己烯酮类除草剂用酸性乙腈高速匀浆提取，提取液经 N- 丙基乙二胺（PSA）、十八烷基硅烷(ODS）和石墨化炭

黑净化，用液相色谱－质谱 / 质谱仪检测和确证，外标法定量。环己烯酮类除草剂的浓度在 0.0025～
0.1000μg·mL-1 范围内时，线性关系良好，8 种环己烯酮类除草剂的相关系数为 0.9947～0.9992。在 0.005～
0.050mg·kg-1 浓度范围内，样品平均加标回收率在 73.2%～107.0% 之间，相对标准偏差为 5.14%～10.15%。8
种环己烯酮类除草剂的最低检出限均为 0.005mg·kg-1。

关键词：环己烯酮类除草剂；液相色谱 - 质谱 / 质谱；动物源食品
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Determination of cyclohexanediones herbicide residues in rice
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Abstractor: A method has been developed for the determination of cyclohexanediones herbicide residues in
rice. The cyclohexanediones herbicide residues in the test sample are extracted with acidic acetonitrile by means of
high speed homogenization. The residues is cleaned up by primary secondary amine （PSA）, octadecylsilane（ODS）
and graphitized carbon black. The residues is determined and confirmed by LC-MS/MS, using external standard
method. The liner range was 0.0025～0.100μg·mL-1 for cyclohexanediones herbicide. The correlation coefficients
were 0.9947 ～0.9992 for the eight cyclohexanediones herbicide. The average recoveries of cyclohexanediones
herbicide in spiked samples ranged from 73.2%～107.0%, and the relative standard deviations were between 5.14%
～10.15% at spiked levels of 0.005 ～0.050mg·kg -1. The limit of detection was 0.005mg·kg -1 for the eight
cyclohexanediones herbicide.
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时间 /min 0.02%甲酸水溶液 /% 乙腈 /%
0.25 60 40
1.50 60 40
1.60 40 60
2.00 40 60
3.00 20 80
4.50 20 80
5.00 60 40
6.00 60 40

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

乙酸、甲酸、乙酸钠、NaCl 均为分析纯；乙腈（C.
R.）；无水 MgSO4（A.R.）：经 650℃灼烧 4 h，置于干燥

器内备用；石墨化炭黑吸附剂（120～400 μm）；N-
丙基乙二胺（PSA）吸附剂（40～100μm）；十八烷基

硅烷（ODS）键合相（40～100μm）；环己烯酮类标

准品：烯草酮（Clethodim）,CAS:99129- 21- 2,纯度大于

等于 99%；吡喃草酮（Tepraloxydim）CAS：149979- 41
- 9, 纯度大于等于 99%；噻草酮（Cycloxydim）,CAS：
101205- 02- 1 , 纯度大于等于 93.5%；三甲苯草酮

（Tralkoxydim）,CAS：87820- 88- 0, 纯 度 大 于 等 于

93.5%；禾草灭（Alloxydim- sodium），CAS：55635- 13- 7,纯
度大于等于 98%；环苯草酮（Profoxydim- lithium）,CAS：
139001- 49- 3，纯 度 大 于 等 于 98.5%； 丁 苯 草 酮

（Butroxydim）,CAS138164- 12- 2；纯度大于等于 99%；

稀禾定（Sethoxydim），CAS：74051- 80- 2；纯度大于等

于 99%。以上标准品均购于德国 Sigma - Aldrich 公

司）；

环己烯酮类标准储备溶液：准确称取适量环己

烯酮类的标准品，用乙腈溶解并定容至 100mL 棕色

容量瓶中，得浓度为 100μg·mL-1 的标准储备溶液，

此溶液避光储存；

混合标准中间溶液：准确吸取环己烯酮类的标

准储备溶液各 2.5mL 于 50mL 棕色容量瓶中，用乙

腈稀释成浓度为 5.0μg·mL-1 的混合标准中间溶液，

此溶液避光储存。
混合标准工作溶液：根据需要使用前用空白样

品基质配制适当混合标准工作溶液。
液相色谱－质谱 / 质谱联用仪（配 ESI 电离源）；

电子天平；离心机；旋涡混合器；氮吹仪；均质器。
1.2 分析条件

1.2.1 色谱条件 色谱柱：ACQUITYUPLCBEHC18，

50 mm×2.1 mm（i.d.），粒度 1.7μm；流动相:梯度洗

脱程序见表 1；流速：0.25 mL·min-1；柱温：30℃；进样

量：5μL。
1.2.2 质谱条件 离子源: 电喷雾离子源; 扫描方

式: 正离子扫描; 检测方式: 多反应监测; 离子源温

度：110℃；去溶剂气流量: 550L·h-1,N2; 去溶剂温度:
350℃; 锥孔气流量 50L·h-1,N2; 碰撞气压力: 0.33Pa,
Ar，纯度≥99.999%;毛细管电压: 3.0 kV; 定性离子

对、定量离子对、锥孔电压和碰撞气能量见表 2。

表 1 梯度洗脱程序表

Tab.1 Gradient program of mobile phase

表 2 8 种环己烯酮类除草剂的定性离子对、定量离子对、锥
孔电压和碰撞气能量

Tab.2 MRM transitions of p recursor/product ion for
qualitative and quantitative analysis, cone voltage，collision

energy of 8 cyclohexanediones herbicide

1.3 样品前处理

称取试样 5 g（精确到 0.01 g）于 50 mL 螺旋盖

聚丙烯离心管中，加入 10 mL 水，于旋涡混合器上

混合 30s,放置 15min。加入无水 MgSO4 3g、NaCl 1g、
乙酸钠 1g 和 1%乙酸乙腈溶液 15mL，用均质器以

10000 r·min-1 均质 2min，4000 r·min-1 离心 5 min。
将上清液转移至 25 mL 容量瓶中。再用 1%乙酸乙

腈溶液 10mL重复提取一次,合并提取液于同一25mL
容量瓶中，并用乙腈定容至刻度，待净化。

移取 8mL 上述提取液于 15mL 螺旋盖聚丙烯

离心管中，加入无水 MgSO4 300mg、PSA250mg 和 ODS
500mg，鸡肝提取液（还需要加入石墨化炭黑 10mg），

在旋涡混合器上混合 2min，4000r·min-1 离心 5min。
准确移取 5mL 净化液于 15mL 玻璃具塞离心管中，

经 60℃氮吹仪吹干后，用 60%乙腈水溶液溶解并定

容 1.0mL，过 0.22μm 滤膜，供液相色谱－质谱 / 质

谱仪测定。

2 结果与讨论

2.1 测定方法的选择

从环己烯酮类农药化学结构式中可以看出，它

复合物

吡喃草酮

禾草灭

噻草酮

烯草酮

稀禾定

丁苯草酮

三甲苯草酮

环苯草酮

碰撞气能量 /V
21, 14
21, 12
20, 13
19, 13
20, 11
23, 15
24, 12
25, 15

342.4/166.1
342.4/ 250.3
326.4/180.2
360.2/164.1
328.3/178.1
400.4/138.1
330.3/137.9
466.2/180.2

342.4/ 250.3
324.7/266.5
326.4 /280.3
360.2/268.3
328.3/282.2
400.4/354.3
330.3/284.2
466.2/280.3

定量离子对 /m·z-1

342.4/ 250.3
266.5 /324.7
326.4/ 280.3
360.2/268.3
328.3/178.1
400.4/354.3
330.3/ 284.2
466.2/280.3

锥孔电压 /V
22, 22
23, 23
20, 20
24, 24
12, 12
28, 28
24, 24
25, 25

定性离子对 /m·z-1

32 陈 丽等：大米中环己烯酮类除草剂残留量的测定 2010 年第 3 期



复合物

吡喃草酮

禾草灭

噻草酮

烯草酮

稀禾定

丁苯草酮

三甲苯草酮

环苯草酮

t /min

2.83
3.40
3.81
3.89
4.05
4.08
4.17
4.83

线性范围

/μg·mL-1

0.0025~0.1000
0.0025～0.1000
0.0025～0.1000
0.0025～0.1000
0.0025～0.1000
0.0025～0.1000
0.0025～0.1000
0.0025～0.1000

回归方程

A= 1254.2C+521.5
A= 1261.5C+494.3
A= 2130.3C+2366.8
A= 1180.5C+1481.5
A= 1473.1C+1822.9
A= 697.2C+1075.1
A= 3319.7C+6164.2
A= 1917.5C+2074.9

r

0.9996
0.9996
0.9989
0.9973
039985
0.9980
0.9978
0.9986

LOD
/μg·kg-1

5
5
5
5
5
5
5
5

们是一类热不稳定化合物，很难采用气相色谱法 -
检测器（NPD 或 FPD）测定其残留量，我国检验检疫

行业标准（SN 0596- 1996），将残留物氧化，采用气

相色谱仪附火焰光度检测器（FPD）测定玉米中稀禾

啶残留量，这种方法不能将具有相同结构的化合物

（烯草酮）区分开来，而且其检测限为 0.04mg·kg-1,不
能满足国外检验限量 （0.01 mg·kg-1） 要求。国标

（GB/T19648- 2006、GB/T19649- 2006、GB/T19650- 20
06）采用 GC- MS 只测定稀禾啶、噻草酮、烯草酮、三
甲苯草酮这几种农药残留量，其检出限都大于

0.025 mg·kg-1，不能满足国外检验限量（0.01 mg·kg-1）
要 求。国 标（GB/T20769- 2006、GB/T20770- 2006、
GB/T20772- 2006） 采用 LC- MS/MS 只测定吡喃草

酮、稀禾啶、噻草酮、烯草酮、三甲苯草酮这几种农

药残留量, 其检出限都大多能满足 0.01 mg·kg-1 要

求，少数也有大于限量 0.01 mg·kg-1。国外文献大多

采用 LC 或 LC- MS/MS 测定环己烯酮类的几种农药

残留量。所以本标准最后选用 LC- MS/MS 进行研

究，经实验本方法的测定低限为 0.005 mg·kg-1，完全

能满足日本肯定列表“一律标准 0.01mg·kg-1”要求。
2.2 提取溶剂的选择

环己烯酮类农药有些易溶于水、有些微溶于

水，大多易溶于乙腈、苯、甲醇、丙酮和乙酸乙酯等

有机溶剂，其 pka<5.91,为弱酸性除草剂；同时又根

据 Anastassiades和 Lehotay等研究建立的 QuEChERS
（quick、easy、cheap、effective、rugged safe）的方法，即

用含 1%HAc 的乙腈对样品进行浸提，所以本方法

选用酸性乙腈作为提取剂。主要考虑到乙腈一方面

能沉淀蛋白质而脂肪提出又很少，又有利于后续的

盐析和净化。
2.3 净化方法的选择和优化

分散固相萃取净化技术路线来源于近年来国际

上普遍采用的多残留检测前处理技术 QuEChERS。
2002~2005 年，欧盟每年已有超过 100 个实验室参

加这种方法验证实验的巡回赛，证明这种方法在实

验室间取得成功；同样，这种方法首次被美国 AOAC
（2007.01）方法所采纳。PSA（primary secondary amine,
伯仲胺）吸附剂能有效去除样本中的脂肪酸、极性

色素、糖类物质等极性基质杂质，C18 吸附剂能去部

分脂肪和脂溶性杂质。试验对添加 PSA 和 C18 的量

进行了优化，结果发现，PSA 添加 250 mg，C18 添加

500 mg即可达到净化效果，继续添加,样液无明显改

善，不过对回收率影响也不大。故本方法中添加

PSA 250mg和 C18 500mg。

2.4 色谱柱和流动相的选择

文献和标准上报道，分析环己烯酮类残留量常

用 的 色 谱 柱 为 C18 液相色谱柱。本试验选择了

ACQUITY UPLC BEH C18 液相色谱柱 （ 50mm×2.1
mm （i.d）,1.7μm） 和 ACQUITY UPLC BEH Phenyl

（50mm×2.1 mm（i.d）,1.7μm） 液相色谱柱进行了实

验。结果表明：ACQUITYUPLCBEH C18 液相色谱柱

无论在分离度，还是在灵敏度上都优于 ACQUITY
UPLCBEH Phenyl 液相色谱柱。对于流动相，我们选

择了 4 种不同溶剂配比：水 - 乙腈、乙酸铵水溶液

（pH 3.0）- 乙腈、0.1%乙酸 - 乙腈、0.1%甲酸 - 乙

腈。试验表明：采用水 - 乙腈、乙酸铵水溶液（pH
3.0）- 乙腈这两种流动相，环己烯酮类化合物的峰

形不好；对于 0.1%乙酸 - 乙腈、0.1%甲酸 - 乙腈这

两种流动相，环己烯酮类化合物的出峰时间和峰形

都比较理想，但 0.1%甲酸 - 乙腈流动相要好于

0.1%乙酸 - 乙腈。在重复进样过程中，又发现灵敏

度逐渐有所下降，可能是流动相的酸度太高引起

的，后来改变 0.1%甲酸浓度为 0.02%甲酸时，灵敏

度没有逐渐下降现象，所以本实验方法的流动相选

择为 0.02%甲酸 - 乙腈。
2.5 标准曲线和最低检出限

根据环己烯酮类除草剂的灵敏度, 配制一系列

不同浓度的 8 种环己烯酮类除草剂的标准工作溶

液，在选定的色谱条件和质谱条件下进行测定, 进

样 5μL, 用峰面积对标准工作溶液中被测组分的浓

度作图, 其线性范围、线性方程、线性相关系和最低

检出限见表 3。
表 3 环己烯酮类除草剂的色谱保留时间，回归方程，

线性关系及检出限

Tab.3 Retention time, linear relationships,detection limits of
cyclohexanediones herbicide

2.6 方法的回收率、精密度

本方法以大米为研究对象，采用添加法进行了

3 个水平的回收率试验，其回收率、精密度的结果见
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表 4。
表 4 大米中环己烯酮类除草剂的回收率、精密度（n=10）

Tab.4 Recoveries and relative standard deviations of
cyclohexanediones herbicide in pig meat（n=10）compound

由表 4 可以看出，8 种环己烯酮类除草剂在

5～50g·kg-1 浓度范围之间，方法的回收率在 70%～
120%之间，精密度均小于 15%，符合残留分析的要

求。大米空白样品标准色谱图见图 1。

图 1 环己烯酮类标准品多反应监测色谱图

Fig.1 MRM chromatogram of the cyclohexanediones standard

3 结论

本文采用改良的 QuEChERS 净化法，以液相色

谱 - 串联质谱研究了大米中环己烯酮类除草剂残

留量，色谱峰分离效果好,步骤简单,操作性强,具有

良好的准确度和精密度,应用于实际样品检测,效果

理想。实验证明，QuEChERS 方法作为一种快速高

效的样品处理技术, 完全可以应用到大米中农药残

留检测的领域。
该方法回收率在 70%～120%之间，相对标准偏

差均小于 15%，检出限 5.0μg·kg-1，符合残留分析

的要求。该方法的建立，能满足日本肯定列表和欧

盟对食品安全检测的要求。
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［4］ 陈玮暄，逯忠斌，刘伊玲.油菜籽中稀定及其主要活性代谢产物

复合物

吡喃草酮

禾草灭

噻草酮

烯草酮

稀禾定

丁苯草酮

三甲苯草酮

环苯草酮

峰值 /μg·mL-1

5
10
50
5
10
50
5
10
50
5
10
50
5
10
50
5
10
50
5
10
50
5
10
50

回收率 /%
75.20～101.00
81.30～103.80
77.04～102.64
76.80～101.00
75.60～101.40
80.52～102.14
76.40～102.20
81.70～107.00
79.40～102.20
76.40～105.00
75.90～94.10
73.24～94.58
84.00～103.60
88.20～103.20
82.06～104.34
83.12～105.60
80.00～98.40
79.46～100.62
78.60～102.20
81.20～104.20
87.12～103.76
82.20～104.20
74.20～101.00
78.76～94.84

RSD/%
9.72
8.93
10.16
7.59
8.24
9.95
8.20
9.16
9.73
9.42
6.76
10.15
8.30
5.14
6.19
8.30
5.14
6.19
5.94
7.84
8.20
6.45
8.24
8.47
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发了油田废水外排量的逐年上升，使得油田生态环

境急剧恶化。为了平衡油田污水的供、注矛盾，保护

油田的生态环境，必须对含聚合物（PAM）的污水进

行有效的处理。目前，对此类污水采用微生物处理

法是行之有效的措施。
在有氧的条件及适宜的环境中，含油污水中的

溶解性有机物透过细菌的细胞壁被细菌所吸收，固

体和胶体等不溶性有机物先是附着在细菌体外，由

细菌所分泌的一种特殊酶分解成可溶性物质，再渗

入细胞体内，从而细菌通过自身的生命过程———氧

化、还原、合成等把复杂的有机物降解成简单的无

机物（H2O 和 CO2 等），放出的能量作为自身生存与

繁殖的生命之源[8 ]。在适宜的条件（15~40℃）下微生

物便以有机物为营养，实现生命的新陈代谢，达到

净化废水的目的，对环境没有二次污染。
用来处理含聚物废水的微生物有硫酸盐还原

菌、假单胞菌属中的产碱假单胞菌等。作为自然环

境中常见的土著菌，产碱假单胞菌在简单的有机化

合物为碳源和能源的培养基中即可生长，因此，在

各种环境中均有很强的竞争力，可广泛应用于水处

理工程。

6 结语

本文简略的介绍了目前微生物在污水处理方

面的主要用途以及简单原理。在工业化进程不断加

快的今天，随着污水排放量的不断增加和污染物种

类的愈加复杂，微生物在水环境保护方面的作用已

经变得异常重要，这就更加要求这方面技术的不断

更新和发展。如今，研究微生物降解转化污染物的机

理已经深入到基因 DNA的分子水平，从基因 DNA组

成结构的变化追溯到相关的生理生化的变化及其

代谢功能的变化已经成为研究的热点。在未来的研

究中，如能将计算机相关软件、遥感技术、生物反应

器等各种技术更加完善的利用在微生物水处理工

程方面，将会更有利地推动该学科的快速发展。
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