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超高效液相色谱串联质谱法测定

香蕉中的三唑醇残留

王明月，林靖凌

(中国热带农业科学院分析测试中心，海南 海口      571101)

摘   要：建立超高效液相色谱串联质谱法测定香蕉中的三唑醇残留的方法。样品中三唑醇经乙睛提取，氟罗里硅

土小柱净化，以 C 18 反相柱为分析柱，甲醇 -0.05% 甲酸溶液为流动相，采用超高效液相色谱 - 串联质谱多反应监

测，电喷雾正电离源(ESI+)，外标法定量。三唑醇在 0～0.16mg/L 范围内均与峰面积呈良好线性关系，相关系数为

0.9991。香蕉中三唑醇的最低检出限为 1.0μg/kg，回收率为 87.8%～97.8%，相对标准偏差为 4.8%～10%。结果表

明该方法简便、快速、灵敏，适合香蕉样品中的三唑醇残留分析。
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Determination of Triadimenol Resuides in Banana by UPLC-MS/MS
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Abstract：In order to establish a method for determining triadimenol residues in banana by ultra-performance liquid-

chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS/MS), the triadimenol residues in samples were extracted with acetonitrile,

cleaned up ony Florisil SPE column, separated on C18 reverse phase column using methanol-0.05% formic acid as mobile phase,

and detected with positive ionization electrospray ionization-mass spectrometry under a multiple reaction monitoring (MRM)

mode. An excellent linear relationship between triadimenol concentration in the range of 0 － 0.16 mg/L and peak area was

achieved with a relative standard deviation of 4.8% － 10%. The detection limit for triadimenol in banana was 1.0 μg/mL and

recovery rate of this method was in the range of 87.8% － 97.8% with a relative standard deviation of 4.8% － 10%. This

developed method is simple, rapid, sensitive and can therefore be used for the determination of triadimenol in banana.
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三唑醇( t r iadimenol)，又名百坦(Baytan)、羟诱

宁，属于低毒性杀菌剂。大鼠急性口服 LD 50 为 700～

1200mg/kg，急性经皮 LD50 ＞ 5000mg/kg，无慢性毒性。

具有内吸传导性，具有保护和治疗作用。适用于防治

麦类黑穗病、白粉病、锈病以及玉米、高粱等的丝黑

穗病[1]。目前三唑醇已经申请在香蕉上登记，用于防治

叶斑病。

随着三唑醇的广泛使用和人们对食品安全的重视，

三唑醇在食品中的残留受到了高度关注。据有文献报道

了其在玉米、谷物中的残留分析方法[2]，但对三唑醇在

香蕉中的残留分析方法鲜有报道。目前常用的三唑醇检

测方法主要有气相色谱法[3-6]、气质联用法[7-9]、液相色

谱法[10-14]等，而超高效液相色谱串联质谱的检测方法尚

未见报道。由于超高效液相色谱 - 串联质谱法(ultra-per-

formance liquid-chromatography-mass spectrometry，

UPLC-MS/MS)具有灵敏度高，特异性强，对于色谱分

离度要求不高等特点而被广泛用于农药残留的分析。本

研究利用乙腈提取，并用氟罗里硅土小柱净化香蕉中的三

唑醇，再用超高效液相色谱串联质谱仪分析，旨在为三

唑醇检测标准的建立提供一定的参考。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

香蕉    市购。乙睛、正己烷、丙酮、氯化钠(均

为分析纯)    广州化学试剂厂；甲醇(色谱纯)    美国Fisher

Scientific 公司；超纯水(电阻率小于 18mΩ)；三唑醇标
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准溶液(100μg/mL)，中国标准物质中心。

Waters uplc-premierxe 超高效液相色谱 - 质谱 / 质谱

联用仪 ( 配有 E S I 电离源、三重四极杆质量分析器、

Masslynx4.1 色谱工作站)    美国 Waters 公司。FSH-2A

可调高速匀浆机    金坛市医疗仪器厂；BUCHI R-250 旋

转蒸发仪    瑞士步琪公司；XW-80A微型漩涡混合仪    上

海沪西分析仪器厂；PL2002/01 电子分析天平    梅特勒 -

托利多仪器有限公司；Tapid trace 固相萃取仪    美国

Caliper 公司；氟罗里硅土固相萃取小柱(1g，6mL)    德

国 C N W 公司。

1.2 色谱条件及质谱条件

色谱柱 Acquity UPLC BEH C18(2.1mm × 50mm，

1.7μm)。流动相 A：0.05% 甲酸溶液，流动相 B：甲

醇；采用梯度洗脱程序：0～5min，流动相A 90%～15%；

5～5.5min，流动相A 15%～90%；流速：0.25mL/min；

柱温：3 0℃；进样量：5μL；M S 同时记录总离子流

(TIC)色谱图，扫描范围：200～800u；电喷雾离子化

(ESI)，采用正离子(ESI+)模式检测，毛细管电压 3.50kV，

锥孔电压 10V，离子源温度 110℃，脱溶剂温度 350℃；

脱溶剂气体流量 900L/h。

1.3 标准工作曲线的制作

三唑醇标准中间工作溶液的配制：准确量取适量质

量浓度 100μg/mL 三唑醇标准储备液，用甲醇稀释成质

量浓度 1.00μg/mL 的三唑醇标准中间工作溶液。

分别取标准中间工作溶液 0、0.10、0.20、0.40、

0.80、1.6mL，用香蕉空白样品溶液在 10mL 容量瓶定

容，得到质量浓度分别为 0 、0 . 0 1 、0 . 0 2 、0 . 0 4 、

0.08、0.16μg/mL 的三唑醇标准工作溶液，按上述色谱

条件每种质量浓度进样 5.00μL，以峰面积 Y 对标准溶液

质量浓度 X 进行线性回归分析。

1.4 样品处理

1.4.1 提取

称取 25g(精确至 0.01g)香蕉样品，100mL 烧杯中，

加入 50mL 乙睛匀浆 2min，过滤入预先装有 10～15g 氯

化钠的具塞量筒中，振摇 2min，静置 10min，取上层

乙腈液 10mL，于旋转蒸发仪 40℃抽真空浓缩至干，用

5mL 正己烷定容。

1.4.2 净化

预淋洗：氟罗里硅土小柱先用 5mL 正己烷:丙酮

(9:1，V/V)预洗，再用 5mL 正己烷预洗；上样：待正

己烷滴至离填料 1mm 时，上提取液；淋洗：待样品溶

液滴至离填料 1mm 时，用 10mL 正己烷:丙酮(9:1，V/V)

淋洗，弃去淋洗液；洗脱：待淋洗液滴至离填料 1mm

时，用 10mL 正己烷 - 丙酮(5:5，V/V)洗脱，旋转蒸发

瓶接收洗脱液，于旋转蒸发仪 40℃抽真空浓缩至干，用

5mL 就甲醇定容。摇匀，经 0.45μm 滤膜过滤后供超高

效液相色谱质谱联用分析。

2 结果与分析

2.1 三唑醇特征离子对的确立

三唑醇 m /z 295，呈弱碱性，故采用正离子模式。

在流动相(甲醇:0.05%甲酸溶液=1:9)，0.25mL/min的流速

下，取标准工作溶液(1.00μg/mL)经流动注射注入质谱仪

中，采用正离子喷雾模式在(296 ± 10)u 范围内做全扫

描，毛细管电压为 3.50kV，离子源温度为 110℃，脱

溶剂气温度 350℃，去溶剂(N2)气 900L/h，锥孔气流(N2)

50L/h，碰撞气(Ar)流 0.20mL/min，调整锥孔电压，使

得三唑醇的响应最好。当锥孔电压为 10V 时，得到三

唑醇的 m/z 为 296，即母离子 m/z 为 296。

以 m/z  296 为母离子做子离子扫描，锥孔电压为

10V，变换碰撞能直至 10eV 时，其子离子 m/z 69.7 的响

应最灵敏；当碰撞能为 14eV 时，另一个子离子m/z 98.7

的灵敏度最高。结果见图 1 。

2.3 提取溶剂的选择

A. 三唑醇总离子流图；B. 三唑醇特征离子对 m/z

296 ＞ 69.7；C.三唑醇特征离子对m/z 296 ＞ 98.7。

图 1 三唑醇的总离子流和特征离子对图

Fig.1   Total ion current and characteristic ion chromatograms of

triadimenol
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三唑醇易溶于二氯甲烷、乙睛、丙酮、甲苯等有

机溶剂，水中的溶解度较小。故可取以上几种有机溶

剂做提取试剂，但由于二氯甲烷和甲苯的毒性大，对

环境造成的污染严重，而丙酮提取物中有较多量的脂

类、色素等杂质。乙睛是较常用的提取剂，对三唑醇

的提取效率高，而且相对来说提取出来的杂质较少，再

经过盐析和净化，可以除去其中的水溶性和脂溶性杂

质，这样可以避免被测物与杂质在液滴表面的 ESI 电荷

存在竞争，大量的杂质会妨碍带电样品离子进入气相

状态，增加中和的可能性，而去除它，则可降低分析

背景和对分析的干扰，提高分析的准确度，延长仪器

寿 命 。

2.4 流动相和流速的选择

由于三唑醇带有羟基，在甲醇 - 水或乙腈 - 水中易

产生电离，与固定相产生作用导致拖尾。故常往流动

相中加入易挥发的酸或盐，来抑制电离，形成疏水化

合物，分离效果和峰形可以得到明显的改善。加入的

酸或缓冲溶液，必须是易挥发的，而且酸的体积分数

必须小于 1%，这是由于不易挥发的缓冲溶液和浓度大

的酸会抑制离子源的信号和堵塞喷雾针及污染仪器。加

入低浓度的甲酸，可以提高灵敏度和分离度，所以选

择甲醇 -0.05% 甲酸溶液为流动相，流动相得洗脱条件见

1 . 2 节。

一般来说，UPLC 都用 2.1mm 内径的柱子做液质分

析，流速为 0.25mL/min，这样既可以保证分离效率，又

不会让大量的溶剂进入质谱仪而导致污染。

2.5 净化方法的选择

分别比较氟罗里硅土小柱和氨基小柱作为固相萃取

小柱，二氯甲烷 - 甲醇、正己烷 - 丙酮作为淋洗溶液对

香蕉中三唑醇残留进行净化，净化效果见表 1。

方法 淋洗液 比例 固相萃取小柱 方法 效果

1 正己烷-丙酮 9:1 氨基小柱 上样后直接洗脱 回收率约为0

2 二氯甲烷-甲醇 95:5 氨基小柱 上样后直接洗脱 有杂质干扰目标物

9:1 氟罗里硅
上样后先用9:1的溶 回收率92%～

3 正己烷-丙酮
5:5 土小柱

液淋洗，弃去，再用 102%，而且样品

5:5 溶液洗脱，接收浓缩。 净化效果很好。

表 1 萃取条件对三唑醇回收率的影响

Table 1   Effect of extraction conditions on recovery rate of tradimenol

由表 1 可知，香蕉中三唑醇的净化条件为氟罗里硅

土固相萃取小柱，淋洗溶剂为正己烷 - 丙酮(9:1，V/V)，

洗脱溶剂为正己烷 - 丙酮(5:5，V/V)。这与三唑醇的极

性有关，先用正己烷含量较大的溶剂淋洗去样品中一些

脂溶性杂质，再用极性合适的正己烷 - 丙酮(5:5，V/V)

溶剂洗脱样品中的三唑醇，这样可以保证较好的回收率和

2.6 线性关系与检出限

根据 1.3 节制作三唑醇标准工作曲线，得回归方程

为 Y=321.121X ＋ 1374.33，相关系数为 0.9991，即三唑

醇在 0～0.16mg/L 范围内均与峰面积呈良好线性关系。

根据 IUPAC 定义，本方法的检出限为产生响应于 3 倍背

景噪音的标准偏差分析信号的分析物质量浓度值。由此

可得，三唑醇的最底检出限为 1.0μg/kg。

2.7 方法的精密度和回收率

将三唑醇的标准工作液添加到空白香蕉样品中，

测定回收率和精密度。结果见表 2。回收率为 87.8%～

97.8%，相对标准偏差为 4.8%～10%。

样品
样品含量/ 添加量/

测定值 /(μg/kg)
平均回 相对标准

(μg/kg) (μg/kg) 收率 /% 偏差 /%

1 0 4.00 3.48  3.76  3.44  3.28  3.44  3.64 87.8 4.8

2 0 20.0 18.8  17.2  21.6  16.8  18.0  20.4 94.0 10

3 0 100 98.0  96.0  105  103  93.6  91.2 97.8 5.5

表 2 回收率和精密度的测定结果 (n=6)

Table 2   Results of recovery rate and precision experiments (n=6)

3 结  论

本研究采用乙腈提取，弗罗里硅土小柱净化，正

己烷 - 丙酮溶液淋洗，超高效液相色谱质谱联用仪检测

香蕉中的三唑醇残留，该方法方便、快速、灵敏，适

合大批量香蕉样品中三唑醇残留的检测。
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图 2 三唑醇标准 (a)和香蕉样品加标 (b)谱图

Fig.2   Chromatograms of triadimenol standard and spiked banana

samples

1500

1000

500

0

三唑醇

时间 /min

0 1 2 3

b

A
U

净化效果，色谱的标准谱图和加标(20μg/kg)谱图见图 2。
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