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荔枝中抑霉唑和嘧霉胺残留量的超高效液相
色谱 -串联质谱法同时测定
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摘 � 要: 建立了超高效液相色谱 -串联质谱法同时测定荔枝中抑霉唑和嘧霉胺的方法 , 对提取试剂、流动

相、质谱条件进行了研究, 并对抑霉唑和嘧霉胺可能的断裂机理进行了推测。待测样品直接用乙腈提取, 采

用电喷雾离子源 ( ESI)、多反应监测正离子模式扫描, 外标法定量。抑霉唑、嘧霉胺的质量浓度在 1�00~

20�0 �g /L 范围内与峰面积呈良好线性, 方法的检出限为 0�005 mg / kg; 添加水平为 0�005、 0�010、

0� 020 mg /kg时抑霉唑和嘧霉胺的平均回收率分别为 91% ~ 96% 和 83% ~ 90% , 相对标准偏差分别为 6� 5% ~

8� 4% 和 9�5% ~ 11� 1% 。该方法快速、简便、准确, 可用于荔枝中抑霉唑和嘧霉胺残留量的定性与定量检测。
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S im ultaneous Determ ination o f Residues of Im azalil and Pyrim ethanil in L itch i by

U ltra Perform ance L iqu id Chrom atography T andem M ass Spectrom etry

WANG Yu�jian, HUANG H ui�ling, WANG Chun�guang,

CA IW e i�ka,i LIU H ong�zhuan, ZHUO H a i�hua

( T echno logy Center o fH ainan Entry- Ex it Inspection and Quaran tine Bureau, H aikou� 570311, Ch ina)

Abstrac:t An ultra perform ance liqu id chrom a tography tandem m ass spectrom etricm ethod w as estab�
lished for the sim u ltaneous determ ination o f residues of im azalil and pyrim ethan il in litchi samp le.

The effects of extration cond ition, flow phase, and tandem m ass spectrom etric param etersw ere inves�
t igated. The possible fragm entat ion m echanism s o f im aza lil and pyr im ethan il w ere d iscussed. The

samp lew as ex tracted w ith aceton itrile. The analysis on ana ly tesw as carried out under them u ltiple re�
act ion m onitoring(MRM ) m ode by em ploy ing the externalm ethod. The calibrat ion curves o f im aza lil

and py rim ethan ilw ere linear in the range of 1�00- 20�0 �g /L. The lim its of detection( LOD) w ere

both 0�005 m g /kg. The average recoveries o f im aza lil and pyrim ethan il at sp iked levels of 0�005,

0�010, 0�020 m g /kg w ere in the range o f 91% - 96% and 83% - 90% , respect ively, and their re l�
ative standard dev iations( RSDs) w ere 6�5% - 8�4% and 9�5% - 11�1% , respectively. Them ethod

w as fas,t conven ien,t accurate, and could be used as a reliab lem eans for the simu ltaneous quant ita�
t ive determ inat ion of residues of im azalil and pyrim ethan il in litchi sam p le.

Key words: mi azali;l pyrmi ethani;l litch;i ultra performance liqu id chrom atography tandem m ass spec�
trom etry

抑霉唑 [ 1�2�( 2, 4�二氯苯基 ) �2�( 2�烯丙氧基 )乙基�1H �咪唑 ] 是内吸杀菌剂
[ 1 ]

, 嘧霉胺 [ N�( 4,

6�二甲基嘧啶�2�基 )苯胺 ] 是近年来开发的一种结构新颖、作用机制独特的嘧啶胺类内吸性杀菌剂 (其

结构式见图 1)
[ 2]
。二者为常用的广谱高效杀菌剂, 具有强效的抑霉作用, 被广泛用于采收后的各种水

果和蔬菜, 以防止果蔬在运输和贮存过程中腐烂变质, 起到防腐保鲜的作用。它们对果蔬中常见的青

霉病、绿霉病等有很好的防治作用
[ 3 ]
。

目前报道的对于抑霉唑、嘧霉胺的检测方法有高效液相色谱法
[ 1, 4 - 9 ]

、气相色谱法
[ 2 - 3, 10- 16]

、气相

色谱 -质谱联用法
[ 17- 20]

等, 但这些方法存在前处理步骤繁琐、检测周期长等不足。同时测定抑霉唑和
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嘧霉胺的报道较少, 且均采用气相色谱法
[ 3, 10, 13 ]

, 尚无超高效液相色谱 -串联质谱法同时测定抑霉唑

和嘧霉胺残留量的报道。本文采用超高效液相色谱 - 串联质谱仪, 建立了同时定性、定量测定荔枝中

抑霉唑和嘧霉胺残留量的方法, 方法前处理简单、快速, 适用性强。

图 1� 抑霉唑和嘧霉胺的分子结构式
F ig� 1� M olecu la r structure of im azalil and pyr im ethanil

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
Ag ilent 1200超高效液相色谱仪 (美国 Ag ilen t公司 ), API 4000Q四极杆质谱仪 (美国 AB I公司 ) ,

配有电喷雾离子源; H arvard �针泵 (美国 Varian公司 ) ; M S3 B asic旋涡混匀器 (广州 IKA公司 ); Cen�
trifuge 5810R离心机 ( Eppendorf公司 ); G�285电子天平 (M ettler公司 ) ; 氮吹仪 (美国 Ca liper公司 )。

乙腈、乙酸铵 (色谱纯, 美国 Ted ia公司 ), 抑霉唑 (纯度 98% )、嘧霉胺 (纯度 98�5% )购自德国

Dr. Ehrenstorfer公司; 其余试剂均为分析纯。标准溶液: 用乙腈配制成 100 m g /L的标准储备液, - 18  

避光保存。

1�2� 样品处理
样品经四分法选取一定量的样本, 取可食部分, 经粉碎或组织捣碎机匀浆。称取待测样品 5 g (精

确至 0�01 g)于 50 mL具塞离心管中, 加 10 mL乙腈, 涡旋振荡 2 m in, 加入 4 g无水硫酸镁和 10 g氯

化钠, 涡旋混合 1 m in, 以 4 000 r /m in离心 5 m in, 取上清液 0�5 mL于玻璃离心管中, 加入 50 mg PSA

吸附剂, 混合 30 s后离心 5 m in, 取上清液, 加入 0�5 mL水, 涡旋混匀后过 0�2 �m有机滤膜, 待测。

表 1� 抑霉唑与嘧霉胺的质谱优化条件
Table 1� The optim izedM S /M S conditions o f

im azalil and pyr im ethanil

Com pound
Precu rsor

ion m /z

Product ions

m /z

Declustering

poten t ial

U /V

C ollision

energy

U /V

Im azali l 297�2 159�0, 255�0 75, 75 30, 26

Pyrim ethan il 200�1 107�1, 168�1 114, 114 35, 42

1�3� 色谱条件
色谱条件: 色谱柱为 Shiseido C18 MG� ( 100 mm ! 2�0 mm i�d. , 3�0 �m ); 流动相: A为乙腈, B

为 0�005 m o l /L乙酸铵溶液。梯度洗脱程序: 0~ 8�0 m in, 10% ~ 90% A; 8�0~ 10�0 m in, 90% A; 10�0~

10�1 m in, 90% ~ 10% A; 10�1~ 15�0 m in, 10% A。流速

0�30 mL /m in, 进样量为 10 �L。

1�4� 质谱条件
电喷雾离子源 ( ESI) ; 正离子扫描; 多反应监测

(MRM ); 离子源温度 500  ; 离子源电压 5 000 V; 雾

化气、气帘气、辅助气和碰撞气均为高纯氮气。MRM

监测离子对、去簇电压及碰撞电压见表 1。

2� 结果与讨论

2�1� 提取试剂的选择
乙腈作为一种通用的提取溶剂在残留检测方面得到广泛的应用, 由于其对糖、蛋白质类化合物较

难提取
[ 21- 22 ]

, 对抑霉唑和嘧霉胺有较高的回收率, 因此本文采用乙腈作为提取试剂, 以最大限度地提

取荔枝中的抑霉唑和嘧霉胺残留, 并减少提取液中的干扰物。

2�2� 流动相的选择
分别考察了甲醇-水、乙腈 -水、乙腈- 0�5%甲酸溶液、乙腈 - 0�005 m ol/L乙酸铵溶液流动相对抑霉

唑和嘧霉胺的分离效果。结果表明, 以甲醇 -水和乙腈 - 0�5%甲酸溶液作流动相时, 目标化合物的色谱峰

有不同程度的拖尾。而加入乙酸铵有利于目标化合物离子化, 提高灵敏度。以乙腈 - 0�005 m ol/L乙酸铵溶
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液为流动相时, 两种目标化合物的灵敏度较好, 分离度较高, 峰形较好, 因此本文选择乙腈- 0�005 mo l/L

乙酸铵溶液为最佳流动相。

2�3� 质谱条件的选择
将抑霉唑、嘧霉胺标准品溶液采用流动注射直接进样, 通过全扫描确定化合物母离子, 再对母离

子进行二级质谱扫描, 得到碎片离子, 通过优化实验条件, 得到二级质谱图。通过多反应离子监测

(MRM )选择相对丰度较高的离子对, 确定为定性定量离子对, 并优化去簇电压 ( DP)、碰撞电压 ( CE)

等参数, 优化后的质谱条件见表 1。

2�4� 断裂机理推测
抑霉唑分子式为 C14H 14C l2N2O, 相对分子质量为 297�2, 其可能的断裂方式如图 2A所示, 即分子

离子峰 m /z 297发生重排后, 先丢失一分子 H2O, 然后 C∀ C键断裂, 丢失一分子 , 得到

m /z 159的碎片离子峰; 而分子离子峰 m /z 297丢失一分子 , 得到 m /z 255的碎片峰。

嘧霉胺分子式为 C12H 13N 3, 相对分子质量为 199�3。图 2B为其可能的断裂方式。分子离子峰 m /z

200丢失两分子 CH 4, 得到 m /z 168的碎片峰。丢失一分子 , 得到 m /z 107的碎片峰。

� �

图 2� 抑霉唑 ( A )及嘧霉胺 ( B)可能的断裂方式

F ig�2� Poss ible fragmentation m echan ism s o f im aza lil( A ) and py rim ethan il( B )

� � 图 3为抑霉唑和嘧霉胺的子离子全扫描质谱图。抑霉唑产生的子离子分别为 m /z 159�0、 255�0、

173�0, 嘧霉胺产生的子离子分别为m /z 168�1、 143�1、 107�1。根据子离子的丰度和基质对其的干扰,

本文分别选择 m /z 159�0、107�1作为抑霉唑和嘧霉胺的定量离子。

� � � �
图 3� 抑霉唑 ( A )与嘧霉胺 ( B)的全扫描质谱图

F ig�3� Full scan m ass spectra o f im aza lil ( A ) and pyr im ethan il( B)

2�5� 方法的线性关系与检出限
以空白样品基质配制一系列不同浓度的混合标准工作溶液 ( 1�00、 1�25、 2�50、 5�00、 10�0、

15�0、20�0、40�0 �g /L ), 并依次进样, 分别以抑霉唑和嘧霉胺的峰面积 ( Y )为纵坐标, 以相应的质

量浓度 (X, �g /L)为横坐标, 作标准曲线。结果表明, 抑霉唑和嘧霉胺在 1�00~ 20�0 �g /L范围内其

质量浓度与峰面积均呈良好的线性关系, 相关系数 r大于 0�999(见表 2)。
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表 2� 抑霉唑、嘧霉胺的线性方程、相关系数、平均回收率及相对标准偏差
Table 2� L inear equations, correlation coeffic ients, ave rage sp iked recoveries and RSDs o f im aza lil and pyrim e than il

C om pound L inear equat ion r

Added 0�005 m g/kg

Average recovery

 R /%

RSD

sr /%

A dd ed 0�010 m g /kg

A verage recovery

 R /%

RSD

sr /%

Added 0�020 m g/kg

Average recovery

 R /%

RSD

sr /%

Im azalil Y= 2�74! 104X 0�999 9 91 6�5 92 6�9 96 8�4

Pyrim ethan il Y= 9�97! 103X 0�999 9 83 9�5 86 11�1 90 10�9

� � 为检验方法的稳定性和重复性, 对相同浓度的标准溶液进行同日内不同时间段 10次重复进样, 抑

霉唑和嘧霉胺峰面积的相对标准偏差分别为 0�80%、 1�05% , 表明本方法的重复性和稳定性良好。

以实际检测时的信噪比 (R SN )为 3计算检出限为 0�005 mg /kg。抑霉唑和嘧霉胺混合标样的 MRM

色谱图见图 4A。

2�6� 回收率与精密度实验
采用标准添加法, 在 5 g(精确至 0�01 g)阴性荔枝样品中进行 3水平 ( 0�005、 0�010、 0�020 m g /

kg)、10平行的添加回收实验。在优化实验条件下, 3个添加水平下抑霉唑和嘧霉胺的平均回收率为

91% ~ 96% 和 83% ~ 90% , 相对标准偏差为 6�5% ~ 8�4% 和 9�5% ~ 11�1% (见表 2)。荔枝阴性样品和标

准添加样品的 MRM色谱图见图 4( B、 C)。

� �

图 4� 抑霉唑和嘧霉胺的 M RM色谱图

F ig�4� M RM chrom atog ram s o f im azalil and py rim ethan il

A� s tandard solu tion; B�b lank litch ;i C� sp iked litch i sam p le; 1�pyrim eth an i;l 2� im azalil

2�7� 实际样品的检测
将本方法用于 10个市售荔枝样品的分析, 其中两个样品中检出抑霉唑, 含量分别为 0�009、

0�035 m g /kg, 未检出嘧霉胺。

3� 结 � 论

本实验采用超高效液相色谱 - 串联质谱法建立了同时测定荔枝中抑霉唑和嘧霉胺残留量的方法,

方法前处理简单、快速, 操作简便易行, 且准确、灵敏度高, 重复性好, 检出限低, 完全可以满足国

际上对抑霉唑和嘧霉胺残留限量的检测要求。
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