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高效液相色谱�质谱法分析啶菌 唑在

番茄灰霉病菌中的代谢行为

刘鹏飞1 � 刘屹湘1, 2 � 韩平3 � 李健强1 � 刘君丽4 � 刘西莉* 1

1(中国农业大学农学与生物技术学院,北京100193) � � 2 (云南农业大学植物保护学院,昆明 650201)
3(北京农产品质量检测与农田环境监测技术研究中心,北京100097)

4(沈阳化工研究院农药生物测定中心,沈阳 110021)

摘� 要� 采用高效液相色谱�质谱法( HPLC�MS)分析了杀菌剂啶菌 唑在番茄灰霉病菌液体摇培体系中的代谢动

态。啶菌 唑液相色谱定量检测法的线性回归方程为 y= 54. 5x+ 11. 2( r= 0. 9997) , 在2. 07~ 72. 34 mg/ L 范围内,

方法回收率和精密度符合农药痕量分析要求。代谢影响因子研究结果显示,培养 24 h 孢子初萌发阶段的灰霉病菌

对药剂代谢能力显著优于后期菌丝生长阶段。啶菌 唑代谢量与接菌量呈正相关。代谢动态研究表明,在 0. 05,

0.10 和0. 21 mg/ L添加浓度下,啶菌 唑与灰霉病菌经过 44 h的共培养,分别降解为初始浓度的 53.8%, 58� 2%和

68.6% ,代谢随药剂浓度降低而增快,而在不含菌的培养基中降解率低于 0. 6%( 0. 21 mg / L)。药剂处理灰霉病菌培

养液经HPLC分离获得4 个疑似代谢产物峰,其中化合物 M2 为分子量 257的含氯代谢产物。啶菌 唑在灰霉病

菌菌体中发生了代谢作用,代谢速度受菌龄、接菌量和药剂浓度的影响。
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1 � 引 � 言

农药代谢是农药开发和应用研究的重要内容,直接支持农用活性物质高通量筛选、农药在谷物[ 1]、食品[ 2]

或动物饲料中的真实残留物的环境安全性评价[ 3]。基于微生物对农药的代谢研究结果提出的生物修复技术,

为农药残留导致的环境污染治理提供了有效的途径
[ 4~ 6]

;代谢研究还可解析农药作用机制,为新农药开发提

供思路[ 7]。研究杀菌剂在病原真菌中的代谢规律,有助于了解药剂在到达作用靶标过程中的转化动态,明确

发挥毒力作用的活性成分。Adrian
[ 8]
对三唑酮代谢与真菌毒性关系的研究表明,对三唑酮的敏感性的真菌多

与其代谢产物三唑醇有关,为杀菌剂三唑醇的创制和应用提供了思路。曲田丽等[9] 采用高效液相色谱

(HPLC)检测方法研究了邻烯丙基苯酚在小麦纹枯病菌中的降解与抑菌活性间的关系,表明用药后 8 h邻烯

丙基苯酚在培养液中迅速降解, 144 h药物消解达 71. 02%,但药剂对病菌菌丝生长的抑制作用并未因其降

解而降低,显示代谢产物中重要的抑菌物质存在。Fr�d�rique等
[ 10, 11]

的研究表明,敏感性不同的灰霉病菌

对霜脲氰的抗性差异来源于菌株对药剂的代谢速度的差别, 从代谢水平阐述了杀菌剂的抗性机制。有

关杀菌剂代谢产物的指纹图谱的分析, 则可为揭示杀菌剂的作用机制提供丰富信息。Jess等[ 12] 通过分

析酵母菌对几类作用位点不明的杀菌剂的代谢物质谱指纹, 快速确认了其中具有呼吸抑制作用的杀菌

剂品种。

1997年,我国获得啶菌 唑(化学名称为 n�甲基�3�( 4�氯)苯基�5�甲基�5�吡啶�3�甲基� 唑啉,代号

SYP�Z048)的自主知识产权, 是一种具有全新结构和优良杀菌活性的农用杀菌剂, 对作物灰霉病特

效
[ 13]
。本研究组以此杀菌剂为研究对象, 开展了此药剂对子囊菌、担子菌和半知菌的抑菌活性、抑制麦

角甾醇生物合成等的系统研究 [ 14]。有关此药剂在病原菌体内的代谢研究尚未见报道。本研究拟以番

茄灰霉病菌( Botry t is ciner ea Pers. )为靶标,采用 H PLC�MS技术分析啶菌 唑在病菌中的代谢行为,

为进一步研究啶菌 唑的环境行为和代谢机制提供参考。

2 � 实验部分

2. 1 � 仪器与试剂
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DHZ�D型冷冻大容量恒温振荡器(江苏太仓摇床设备厂) ; KQ�250E 型医用超声波清洗器(昆山市

超声仪器有限公司)、RE �型旋转蒸发仪(瑞士 B�CH 公司)、高速冷冻离心机(美国 Beckman公司)和

8E812型氮吹仪(北京帅恩科技有限责任公司) ; A gilent 1100 H PLC/ MSD高效液相色谱�质谱仪( Ag i�
lent公司) ; Milli�Q Academ ic A10超纯水系统( M illipo re公司)。

啶菌 唑原药( 92. 4%) , 啶菌 唑标准品( 94. 98% )均由沈阳化工研究院生测室和质检中心提供;

原药经柱层析净化制备纯品,有效成分含量为 99. 3%。甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司)和超纯水经 0.

2 mm滤膜过滤。二氯甲烷(分析纯, 北京化学试剂公司产品) ,蒸馏后用于样品提取。

番茄灰霉病菌(编号 NJ�9, 中国农业大学植物病理系)。YG培养基: 酵母粉 5 g、葡萄糖 15 g、琼脂

粉10 g、去离子水1 L;培养基 A:酵母2 g、葡萄糖10 g、MgSO 4 �7 H2 O 0. 5 g、( NH 4 ) 2 SO4 1 g、KH 2PO4

2 g、K 2HPO4 1. 5 g、去离子水 1 L;培养基 B:培养基 A 中酵母组分替换为 KNO 3 2 g,其余组分相同。

2. 2 � 标准溶液的配制
准确称取啶菌 唑标准品 0. 01360 g,以甲醇溶解并定容至 25 mL, 配制成 516. 7 mg/ L 标准储备

溶液, 4 � 保存。吸取适量标准溶液,用空白样品提取液将其稀释成浓度为 2. 07, 5. 17, 10. 33, 20. 67,

31. 01, 51. 67和 72. 34 mg/ L 系列梯度的基质标准工作溶液。

2. 3 � 样品处理
将 150 mL 灰霉病菌对啶菌 唑的代谢培养液在 10000 r/ min条件下离心,收集菌丝, 用 20 mL 培

养基 B冲洗菌丝表面附着的药液并抽滤回收。滤液用 150 mL 二氯甲烷提取 2次,合并有机相, 置于旋

转蒸发仪上 45 � 下减压浓缩, 氮气吹扫近干,并以 0. 5 mL 甲醇超声溶解残渣, 经 0. 45 mm 滤器过滤,

待测。

2. 4 � 色谱�质谱分析条件
VP�ODSC18色谱柱( 250 mm � 4. 6 mm � 5 mm, 岛津公司) ; 柱温 25 � ; 检测波长 220 nm ; 1. 0

mL/ min流速; 进样量 20 mL;以甲醇( A)和水( B)为流动相,梯度洗脱: 0~ 10 min, 0~ 10% A; 10~ 20

min, 10%~ 20% A; 20~ 30 min, 20%~ 50% A; 30~ 50 min, 50% ~ 80% A; 50~ 55 m in, 80% ~

100% A; 55~ 63 min, 100% A; 63~ 70 min, 100% ~ 0 A。

HPLC�MS分析条件为 检测波长: 254 nm; 梯度洗脱程序: 0~ 8 min, 50% 甲醇; 8~ 15 min, 65%

甲醇; 15~ 20 min, 80%甲醇; 20~ 25 min, 50%甲醇。离子源: API�ES, 正离子模式;干燥气 N 2 流速:

10 L/ m in; 干燥气温度: 320 � ; 碎片电压: 100 V;雾化器压力: 278 kPa;毛细管传输电压: 4 kV; 柱后分

流: 7/ 3;质量扫描范围: 80~ 800 amu。

2. 5 � 代谢培养体系的建立及接菌量和菌龄对代谢影响
将灰霉病菌接种在固体 YG培养基上,培养 7 d后待其产孢,无菌水洗脱孢子转移至培养基 A 中,

配制成每 mL106个孢子的悬浮液, 在 23 � 摇床上于 150 r/ m in 条件下摇培 24 h, 孢子的萌发率达 90%

以上。�分别移取 3、6和 9 mL 已萌发的孢子悬浮液添加至 150 mL 培养基 B中摇培 28 h, 滤去培养

液,收集菌丝后转至 150 mL 含有 0. 2 mg / L 啶菌 唑的带药培养基 B中,培养 28和 45 h后检测啶菌

唑含量,计算代谢率,分析接菌量对代谢的影响。 �移取 6 mL 已萌发的孢子悬浮液投入培养基 B

中, 摇培 0, 12, 24, 36和 48 h 后获得不同菌龄的番茄灰霉病菌。将菌丝滤出转入含 0. 2 mg / L 啶菌

唑的培养基 B 中, 摇培 20 h,测定代谢液中啶菌 唑含量和菌丝干重。以含同等量药剂未添加菌丝的

培养基 B中作为阴性对照。计算代谢率,并分析不同菌龄的灰霉病菌对药剂代谢的影响。

2. 6 � 啶菌 唑在番茄灰霉病菌中代谢动态

采用 2. 5节培养方法,将已萌发孢子悬浮液按照 6 mL/ 150 mL 培养液的接菌量进行摇培, 收集菌

龄为培养 24h的菌丝, 转至带药培养基 B中进行代谢培养, 0~ 44 h内检测啶菌 唑浓度变化。根据菌

丝干重法测得啶菌 唑对灰霉病菌的抑制中浓度 EC50为 0. 25 mg/ L。为保证供试的灰霉病菌具有一

定的活力和代谢能力,带药培养基浓度选择低于 EC50的药剂浓度分别为 0. 05, 0. 1和 0. 2 mg/ L。以甲

醇代替农药处理作为空白对照 CK�A,以培养基 B中添加 0. 2 mg / L 啶菌 唑作为阴性对照 CK�B。

3 � 结果与讨论

3. 1 � 方法学考察
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3. 1. 1 � 分析方法的专属性 � 啶菌 唑标准溶液( A) ,灰霉病菌培养液啶菌 唑处理( B)和空白(添加甲

醇, CK�A)色谱图见图 1。结果显示,标准溶液 A 中母体化合物两个顺反异构体出峰时间分别为 44. 1和

� 图 1� 啶菌 唑处理灰霉病菌代谢培养液典型色谱图

Fig . 1� Chromatog rams of B. cinerea strain culture�medi�
um treated by 5�( 4�chlo ro pheny1)�2, 3�dimethyl�3�( pyri�

dine�3)�oxazo line ( SYP�Z048)
A: 标准溶液 SYP�Z048 standard( SYP�Z048+ B. cinerea st rain

culture�medium) ; B: 啶菌 唑+ 灰霉病菌培养液; CK�A: 灰

霉病菌培养液(空白样品) ( B. cinerea st rain culture�medium)。

45. 1 min,空白在相应保留时间无色谱峰,药剂处理中

内源性物质与啶菌 唑达到了良好的分离效果。

3. 1. 2 � 方法的线性范围和检出限 � 吸取系列浓度标
准溶液 20 mL,由低浓度至高浓度依次进样,以峰面积

为纵坐标,样品浓度为横坐标进行线性回归,得啶菌

唑基质标准曲线回归方程 y = 54. 5x + 11. 2( r= 0.

9997) ,在 2. 07~ 72. 34 mg/ L范围内,浓度与峰面积呈

良好的线性关系。以 3倍信噪比为检出限( LOD) , 测

得啶菌 唑检出限为 0. 7 mg/ L。

3. 1. 3 � 方法的回收率和精密度的测定 � 于灰霉病菌
培养液中,按照 0. 05, 0. 10和 0. 21 mg/ L 水平添加啶

菌 唑标准品溶液,平行进行 3次,以测定值与添加值

相比计算方法回收率。啶菌 唑标准品按照 0. 1 mg/ L

浓度添加,重复 5次,计算日内精密度; 将上述 样 品 � 表 1� 分析方法回收率和精密度
� Table 1� Recover y of SYP�Z048 assay

添加浓度
Added

( mg/ L)

检出浓度
Found

( m g/L )

回收率
Recovery

( % )

相对标准偏差
RSD

( % , n= 3)

0. 0516 0. 0522 � 0. 0050 101. 2 9. 1

0. 1033 0. 0952 � 0. 0032 92. 2 3. 2

0. 2067 0. 2102 � 0. 0154 101. 7 7. 9

�

在不同日期( 5 d内)分别测定, 得日间精密度, 分析所

建立的分析方法准确性和重复性。方法的回收率为

92� 2%~ 101. 7%, 相对标准偏差为 3. 2% ~ 9. 1%

(表 1)。啶菌 唑标准品按照0. 1 mg/ L 浓度添加,测

得日内精密度为 4. 0% ;日间精密度为 7. 6%,表明本方

法稳定可靠,符合培养液中农药痕量分析的要求。

3. 2 � 代谢培养体系的建立及接菌量和菌龄对代谢影响

杀菌剂在靶标病菌中的代谢可能受病原菌、药剂和培养条件等多重因素的影响。选取生长活力高

的灰霉病菌野生敏感菌株 N J�9,研究接菌量和菌龄等因素对啶菌 唑代谢的影响, 在了解菌药互作关

系的基础上筛选最优代谢培养条件,应用于代谢产物的富集和代谢产物的定性分析。

表 2 � 接菌量对啶菌 唑代谢的影响

T able 2� Effect of vo lume of B. ciner ea cultur e on SYP�Z048 metabolism
接菌量

Volume of
B . ciner ea culture

( m L)

啶菌 唑浓度
Found of SYP�Z048 ( mg/ L)

28 h 45 h

啶菌 唑降解率
Degradat ion of SYP�Z048 ( % )

28 h 45 h

3 0. 1990 � 0. 01130. 1623 � 0. 0082 0. 5 18. 9

6 0. 1711 � 0. 00820. 1383 � 0. 0058 14. 5 30. 9

9 0. 1348 � 0. 00780. 1097 � 0. 0042 32. 6 45. 2

3. 2. 1 � 接菌量对啶菌 唑代谢的

影响 � 分别将 3, 6和 9 mL 已萌

发孢子悬浮液添加至 150mL 培养

基 B中, 培养 28 h后, 啶菌 唑代

谢率(表 2)分别为 0. 5%、14. 5%和

32. 5%;培养45 h后,啶菌 唑代谢

率分别 18. 9%, 30. 9%和45. 2%。

由此可见,啶菌 唑的代谢率随接菌量增加而显著增大, 表明在实验的菌量添加范围内,灰霉病菌对啶

菌 唑具有一定的代谢能力。

3. 2. 2 � 菌龄与啶菌 唑代谢速度间的关系 � 杀菌剂在未添加灰霉病菌的培养液 B中,于 20 h 内代谢

率低于 0. 3%; 6 mL 已萌发的孢子悬浮液在培养基 B中摇培 0, 12, 24, 36和 48 h 后,收集不同菌龄的

灰霉病菌菌丝, 将其分别投入至带药培养液中培养 20 h, 检测培养液中啶菌 唑的含量。结果表明,其

代谢为 10. 4%~ 11. 0% ,不同菌龄的灰霉病菌对啶菌 唑的代谢差异不显著。培养 0~ 48 h,不同菌龄

的灰霉病菌菌丝干重由 4. 0 mg 增至 158. 0 mg,随着菌龄的增加,其单位质量菌丝对药剂的代谢量明显

下降(图 2) , 表明灰霉病菌新生菌丝代谢能力显著优于后期菌丝生长阶段。

3. 3 � 啶菌 唑在番茄灰霉病菌中代谢动态

在不含灰霉病菌的阴性对照 CK�B中啶菌 唑在 0~ 44 h内分解率低于 0. 6% (图 3) , 而在含有灰

霉病菌的培养液中, 初始浓度为 0. 05, 0. 1和 0. 2 mg / L 的啶菌 唑在 0~ 44 h内其含量随着时间的增

加均呈现下降趋势,分别降至初始浓度的 53. 8% , 58. 2%和 68. 6%, 表明发生了代谢降解。并且此下
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降趋势随药剂浓度降低而增强,分析原因可能是在较高药剂浓度下病原菌自身生长受到较强抑制作用,

故代谢能力下降,这一点由检测时间内菌丝干重随用药量增加而显著降低得到证实。

� 图 2 � 菌龄对啶菌 唑代谢的影响

Fig. 2� Effect of fung i ag e on metabo lism o f SYP�Z048

� 图 3� 啶菌 唑在灰霉病菌中代谢动态

F ig . 3 � Metabolism of SYP�Z048 in B. ciner ea at fun�

g icide concentration of 0. 05, 0. 1 and 0. 2 mg / L3. 4 � 啶菌 唑在灰霉病菌培养液中代谢产物分析

按照 2. 3节方法从 1. 5 L 含0. 2 mg / L 啶菌 唑的培养基中富集提取代谢产物,以甲醇代替药剂作

� 图 4 � 灰霉病菌培养液和菌丝代谢提取物典型色谱图

F ig . 4� Chromato gr am of culture medium and myceli�

um ex tr act s after 48 h

A: 空白处理( Blank cont rol ) ; B: 0. 2 mg/ L 啶菌 唑处理

( T reated w ith SYP�Z048 at a dose of 0. 2 mg/ L)。

为对照平行处理。通过比对药剂处理与空白对照

HPLC�MS图谱,确认代谢产物色谱峰, 并推测代谢

产物结构。提取液分别采用 H PLC�MS进行代谢产

物的分析。与啶菌 唑标准品质谱图相比对, 可确

认保留时间为 21. 9 m in( PZ )和 22. 8 min( PE )的色谱

峰(图 4)为啶菌 唑母体化合物。质谱图中分子离

子峰为 m/ z 289和 291(图 5中 PZ和 PE )为含 Cl同

位素峰。提取液色谱图中 17. 8 min( M1 )、19. 4 m in

( M2 )、21. 0 m in( M 3 )和 23. 2 m in ( M 4 )出现了对照

谱图上不存在的新色谱峰。其中 M1 ~ M 3 极性比母

体化合物强,相关报道[ 15]表明,异型生物质在微生物

体内经常发生的氧化还原、水解等代谢反应通常使

化合物转变成极性更强的物质,分析 M1 ~ M 3 可能

为啶菌 唑的代谢产物。M 2 物质具有质谱响应。

分子离子峰 m/ z 258,伴随丰度 30%的m/ z 260,表明含有同位素Cl, m/ z 280为[ M+ Na] + 峰,推断 M2

是啶菌 唑在菌体中代谢产生的分子量为 257的含氯产物。

图 5� 啶菌 唑异构体Z�( PZ )、E�( PE )和菌体代谢产物 M 2 的 ES�M S 谱图

Fig. 5 � ES�MS spectra o f Z�( PZ ) and E�isomer ( P E ) of SYP�Z048 and M 2
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4 � 结 � 论

本研究建立了灰霉病菌摇培液中啶菌 唑含量分析的高效液相色谱�质谱( HPLC�MS)方法,回收

率和精密度符合农药痕量分析要求。代谢影响因子研究表明,经过 44 h 与啶菌 唑灰霉病菌的共培

养, 杀菌剂在 3个添加浓度( 0. 05, 0. 1和 0. 2 mg/ L )下均发生了代谢反应,并且代谢速度随药剂浓度降

低而加快。在同一药剂浓度下,经过相同时间共培养,灰霉病菌接菌量与药剂代谢量正相关。培养 24

h孢子初萌发阶段的灰霉病菌对药剂代谢能力显著优于后期生长阶段菌丝。药剂处理培养液的 HPLC

图谱上获得4个疑似代谢产物峰,其中M 2 化合物具有质谱相应。化合物 M 2质谱检测中含有氯同位素

峰,与母体化合物相同,分子离子峰 m/ z 较母体少 30,推测其可能由啶菌 唑在菌体中发生脱甲基、脱

氮并重排得到。其结构需要进一步进行核磁和红外等检测方可确证。
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Metabolism Dynamics and Metabolite of SYP�Z048 in

Botrytis Cinerea by High Performance Liquid

Chromatography�Mass Spectrometry

L IU Peng�Fei1 , LIU Y i�Xiang1, 2 , HAN Ping 3 , L I Jian�Qiang 1 , L IU Jun�L i4 , L IU X i�L i* 1

1 ( Co llege of Agr icultur e and Biotechnology , China Agr icultural Univer sity , Beij ing 100094)

2 (College of Pl ant P rotection, Yunnan Agr icul tural Univer sity , K unming 650201)

3 (B eij ing Resear ch Center f or Ag rif ood and Farmland Monito ring , B eij ing 100097)

4 ( Shenyang Res ear ch Institute of Chemical Industr y , Shenyang 110021)

Abstract � High per formance liquid chromato graphy�mass spect rometr y w as used to study the metabo�
l ism of a new fungicide 5�( 4�chloro pheny1)�2, 3�dimethy l�3�( pyr i�dine�3)�oxazo line ( SYP�Z048) in

Botr y ti s cinerea. The fungus w as cult iv ated in liquid culture medium w ith SYP�Z048 and the concen�
t rat ion w as determ ined by high performance liquid chromato graphy. The linear equat ion w as y= 8466.

1x- 46. 3 ( r= 0. 9995) in the concentrat ion range of 0. 02- 0. 31 mg/ L . Impact facto rs of metabolism

w ere studied. T he results show that SYP�Z048, at the concentration of 0. 05, 0. 10 and 0. 21 mg/ L,

w as r educed to 46. 2%, 41. 8% and 31. 4% r espect ively af ter cult ivated w ith B. cinerea for 44 h, but

the degradat ion r ate w as less than 0. 6% without fung i at 0. 21 mg / L . T he results indicated that SYP�
Z048 w as metabolized accelerated at low er dosage. T he metabolic rate that af fected by young myceli�
um after cultivated for 24 h w as obviously higher than that of the mature one. There w as a posit ive

cor relat ion betw een the quantity r educed after a def inite period and the amount of B. cinerea put in

medium. HPLC�MS was adopted to analy ze the metabolic products o f SYP�Z048. There w ere four

possible metabo lites peaks in chr omatogram, of w hich the compound M 2 is chlorine w ith a molecule

w eight o f 257. T he study show ed that SYP�Z048 metabolized in Botr y ti s ciner ea and the metabolize

rate w as affected by the age and amount of mycelium.

Keywords � 5�( 4�chlo ro pheny1)�2, 3�dimethyl�3�( py ri�dine�3)�oxazo line; Botr y ti s. ciner ea; M etabo�
l ism; H igh perfo rmance liquid chromatog raphy�mass spect rometr y
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