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Abstract：An ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry（UPLC-MS/MS）method was established for the deter⁃
mination of fludioxonil residues in tomato and soil samples. The samples were extracted with aqueous acetonitrile, and then purified by pri⁃
mary secondary amine（PSA）and Florisil. Chromatographic separation was performed on an ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×50 mm,
1.7 μm）with a mobile phase composed of aqueous solution（containing 0.1% formic acid）and acetonitrile in gradient elution. Mass spec⁃
trometric detection was conducted in negative electrospray ionization（ESI）with multiple reaction monitoring（MRM）mode. The quantifica⁃
tion of fludioxonil was performed using the external standard method. An excellent linear relationship between peak area（y）and mass con⁃
centration（x）of fludioxonil was obtained in the range of 0.01~2.00 mg·L-1. The linear equation was y=3 412.6x+163.95, and the correla⁃
tion coefficient（r2）was 0.999 5. At three fortification levels of 0.01, 0.10 mg·kg-1 and 2.00 mg·kg-1, the average recovery rates of fludioxo⁃
nil in the tomato and soil samples were in the ranges of 95.96%~103.17% and 88.21%~106.88%, with the relative standard deviations
（RSD）of 1.8%~4.6% and 1.1%~6.2%, respectively. The limit of detection（LOD）for both the tomato and soil samples was 0.4 μg·kg-1.
The limits of quantification（LOQ）for them were 1.4 μg·kg-1 and 1.3 μg·kg-1, respectively. This method is simple, rapid, accurate and sen⁃
sitive, and is suitable for the analysis of fludioxonil residues in tomato and soil.
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摘 要：建立了超高效液相色谱串联质谱（UPLC-MS/MS）法测定番茄和土壤中咯菌腈残留的检测方法。用乙腈水溶液提取样品

中的咯菌腈，经PSA（N-丙基乙二胺）和硅镁型吸附剂净化后，以C18柱为分析柱、乙腈-甲酸水溶液为流动相，采用超高效液相色谱

串联质谱多反应监测，电喷雾负离子源，外标法定量。咯菌腈在 0.01~2.00 mg·L-1范围内与峰面积呈良好的线性关系，线性方程为

y=3 412.6x+163.95，r2=0.999 5。向对照番茄果实和对照土壤中分别添加咯菌腈标样，添加水平分别为 0.01、0.10、2.00 mg·kg-1时，

平均回收率分别为 95.96%~103.17%和 88.21%~106.88%，相对标准偏差分别为 1.8%~4.6%和 1.1%~6.2%。番茄和土壤中咯菌腈

的检出限均为 0.4 μg·kg-1，定量限分别为 1.4 μg·kg-1和 1.3 μg·kg-1。该方法简单、快速，准确度和灵敏度都较高，适用于番茄和土

壤中咯菌腈的残留分析。
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咯菌腈（Fludioxonil）又名氟咯菌腈，其化学名为

4-（2，2-二氟-1，3-苯并二氧杂环戊烯-4-基）吡咯-
3-腈，结构式见图 1[1]。咯菌腈是由瑞士诺华公司（现

为先正达作物保护有限公司）开发的非内吸性苯基吡

咯类杀菌剂，以商品名“适乐时”（2.5%咯菌腈悬浮种

衣剂）、“亮盾”（6.25% 精甲霜灵·咯菌腈悬浮种衣

剂）、“卉友”（50%咯菌腈可湿性粉剂）等单剂和混剂

在我国获得登记，用于种子处理和作物叶面喷雾。咯

菌腈是一种触杀性杀菌剂，主要通过抑制病原真菌渗

透信号传导中丝裂原活化蛋白激酶/组氨酸激酶的磷

酸化，导致菌体中的甘油等多醇类增加，从而抑制分

生孢子萌发、芽管伸长及菌丝生长，最终导致病菌死

亡[2]。咯菌腈具有广谱、高效、用量少、毒性低、持效

期长、不易与其他杀菌剂发生交互抗性[3]等特点，对

子囊菌、担子菌、半知菌等病原菌引起的种传和土传

病害有良好的防效，尤其对灰葡萄孢（Botrytis cinerea）

引起的灰霉病有特效[4-6]。咯菌腈在番茄灰霉病[7]、叶

霉病[8]、灰叶斑病[9]、晚疫病[10]等病害的防治中具有一

定的应用潜力。

关于咯菌腈的残留分析，目前已报道的方法包括

气相色谱法（GC）[11-13]、高效液相色谱法（HPLC）[14-17]、

气相色谱-质谱法（GC-MS）[18-23]、高效液相色谱-质谱

法（HPLC - MS）[24-25] 和酶联免疫吸附分析法（ELI⁃
SA）[26]。这些方法或灵敏度、准确度较低，或操作费

时，或分析成本较高，而且分析对象大多为葡萄、葡

萄酒、果汁、人参等。咯菌腈在番茄中残留的分析方

法，国内外虽有少量报道[12-13，25]，但这些方法的分析

时间都较长，有的灵敏度还较低。鉴于咯菌腈在防

治番茄多种病害方面的应用前景，本文建立了一种

快速、准确、灵敏的超高效液相色谱 -串联质谱

（UPLC-MS/MS）分析方法，以测定咯菌腈在番茄和

土壤中的残留，为研究其在番茄和土壤中的残留消

解动态奠定基础，也为测定其在其他样品中的残留

提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料及试剂

番茄：宇番一号，产于黑龙江省肇东市试验地；土

壤：取自种植番茄的试验地。

药剂与仪器：咯菌腈原药（纯度 98.2%），苏州市

奥特莱化工有限公司；乙腈（色谱纯），美国Dikma公
司；甲酸（色谱纯），美国 Dikma 公司；氯化钠（分析

纯），天津科密欧化学试剂有限公司；N-丙基乙二胺

（PSA）净化剂，天津博纳艾杰尔科技有限公司；硅镁

型吸附剂（Florisil），国药集团化学试剂有限公司。

ACQUITY超高效液相色谱-质谱联用仪（电喷雾离子

源），美国Waters公司；LXJ-ⅡB高速离心机，上海安

亭科学仪器设备厂；HS501振荡器、T18高速匀浆仪、

MS1涡旋混合仪，德国 IKA公司。

1.2 试验方法

1.2.1 标准曲线的制作

准确称取咯菌腈原药，用乙腈配制成 100 mg·L-1

的标准储备液。然后用乙腈将其稀释，分别配制成

0.01、0.05、0.10、0.20、2.00 mg·L-1的标准溶液。分别

取上述溶液 10 μL，用 UPLC-MS/MS 测定。以咯菌

腈浓度（x）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标，绘制标

准曲线。

1.2.2 样品提取

番茄：称取 10.00 g番茄样品，匀浆后置于 50 mL
离心管中，再加入 10 mL乙腈。用振荡器振荡 30 min
后，加入 5 g氯化钠，再振荡 10 min，3000 r·min-1离心

2 min。静置后，取上层乙腈相约1 mL，待净化。

土壤：称取 10.00 g土壤样品，置于 50 mL离心管

中，加入 10 mL乙腈及 10 mL蒸馏水。用振荡器振荡

30 min，加入 5 g氯化钠，再振荡 10 min，3000 r·min-1

离心2 min。静置后，取上层乙腈相约1 mL，待净化。

1.2.3 样品净化

将待净化的乙腈溶液转移至盛有 50 mg PSA 净

化剂和 50 mg 硅镁型吸附剂的离心管中，涡旋 30 s，
10 000 r·min-1离心 3 min。静置后，将上清液用 0.22
μm滤膜过滤，待UPLC–MS/MS测定。

1.2.4 色谱条件

色谱柱：ACQUITY UPLC BEH C18 柱（2.1 mm ×
50 mm，1.7 μm）；流动相：乙腈（A）及 0.1%（体积分数）

的甲酸水溶液（B）。梯度洗脱程序：0~1.00 min，
10%A；1.00~3.00 min，10%A~90%A；3.00~3.10 min，
90%A~10%A；3.10~5.00 min，10%A。流速：0.30 mL·

图1 咯菌腈的化学结构式

Figure 1 Chemical structure of fludioxonil
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min-1；柱温：35 ℃；进样量：10 μL。
1.2.5 质谱条件

离子源：电喷雾离子源；扫描方式：负离子方式；

监测方式：多重反应监测（MRM）；毛细管电压：4.0
kV；离子源温度：20 ℃；脱溶剂温度：350 ℃；脱溶剂气

流量：650 L·h-1；锥孔气流量：50 L·h-1。其他质谱条

件如表1所示。

1.2.6 添加回收率试验

取空白番茄和空白土壤样品各 10.00 g，分别向

其中添加咯菌腈标准溶液，添加水平分别为 0.01、
0.10、2.00 mg·kg-1，每个添加水平进行 5次重复。按

照上述提取和净化步骤处理后进行测定，计算番茄和

土壤样品的平均添加回收率和相对标准偏差（RSD）。

2 结果与分析

2.1 分析时间和灵敏度

UPLC-MS/MS法测定咯菌腈残留量的标准曲线

如图 2所示，曲线的回归方程为：y=3 412.6x+163.95，
r2=0.999 5。可见，在 0.01~2.00 mg·L-1范围内，峰面积

（y）与咯菌腈浓度（x）呈良好的线性关系。由咯菌腈

标准品的 MRM 色谱图（图 3）可知，咯菌腈的保留时

间为 1.86 min。按照 S/N（信号/噪声）=3计算，番茄和

土壤中咯菌腈的检出限（Limit of detection，LOD）均为

0.4 μg·kg-1；按照 S/N=10 计算，相应的定量限（Limit

of quantification，LOQ）分别为 1.4 μg·kg-1 和 1.3 μg·
kg-1；最小检出量分别为 4.1×10-3 ng和 3.8×10-3 ng。由

此可见，本研究建立的UPLC-MS/MS法分析时间短，

灵敏度高。

2.2 准确度和精密度

咯菌腈在番茄和土壤中添加回收试验的MRM色

谱图分别见图 4和图 5，添加回收试验的结果见表 2。
可以看出，咯菌腈在番茄和土壤中的平均添加回收率

分别在 95.96%~103.17% 和 88.21%~106.88% 之间，

RSD 分别在 1.8%~4.6% 和 1.1%~6.2% 之间。上述结

果表明，用此方法测定番茄和土壤中咯菌腈的残留，

准确度和精密度均较好。

2.3 实际样品分析

为验证所建立方法的可靠性，在当地市场上购置

了番茄及相应的种植土壤样品各 3种，按本研究建立

的方法，测定其中咯菌腈的含量。结果显示，这些样

品中都未检出咯菌腈。此外，也对试验田中按 5种方

案施用咯菌腈的番茄及相应的土壤样品进行了咯菌

腈残留的分析，结果如表 3所示。其中，番茄样品处

理 1、2、3、4、5的施药剂量分别为 54、54、54、108、108
g a.i.·hm-2（a.i.为活性成分），施药次数分别为 2、3、3、
2、3次，采样距最后一次施药的间隔分别为 3、3、5、3、
5 d。土壤样品处理 1、2、3、4、5的田间试验方案分别

与相应的番茄样品相同。表 3中的数据显示，番茄及

相应土壤中咯菌腈的残留量，随施药次数、施药剂量

图2 UPLC-MS/MS法测定咯菌腈残留量的标准曲线

Figure 2 Standard curve for the determination of fludioxonil
residue by UPLC-MS/MS

图3 咯菌腈标准品的MRM色谱图

Figure 3 MRM chromatogram of standard fludioxonil
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保留时间
Retention time/min

1.86

定性离子对
Qualitative ion pair/（m/z）

246.9/126.1
246.9/180.1

定量离子对
Quantitative ion pair/（m/z）

246.9/180.1

滞留时间
Residence time/s

0.161
0.161

锥孔电压
Cone voltage/V

37
37

碰撞能量
Collision energy/eV

28
22

表1 咯菌腈多重反应监测的串联质谱条件

Table 1 UPLC/ESI-–MS/MS parameters for fludioxonil in MRM mode
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的增加而增加，随采样距最后一次施药间隔的缩短而

增加。这表明该分析结果真实地反映了番茄和土壤

中咯菌腈的残留情况，说明本研究建立的检测方法是

可靠的。

3 讨论

咯菌腈为苯基吡咯类化合物，在已报道的其残留

检测方法中，大多以乙腈为提取溶剂[16，18，22-23，25]。为

此，本研究也以乙腈为溶剂，参考刘绍文[23]的方法并

稍加修改，从番茄和土壤中提取咯菌腈。在提取过程

中加入氯化钠，是为通过盐析作用而使水相和乙腈相

图5 空白土壤（A）及添加0.05 mg·kg-1咯菌腈标准品土壤（B）的MRM色谱图

Figure 5 MRM chromatograms of blank soil（A）and fortified soil with fludioxonil at 0.05 mg·kg-1（B）

图4 空白番茄（A）及添加0.05 mg·kg-1咯菌腈标准品番茄（B）的MRM色谱图

Figure 4 MRM chromatograms of blank tomato（A）and fortified tomato with fludioxonil at 0.05 mg·kg-1（B）

表2 咯菌腈在番茄和土壤中的添加回收率（n=5）
Table 2 Recoveries of fludioxonil in tomato and soil samples（n=5）

样品

番茄

土壤

添加量/mg·kg-1

0.01
0.10
2.00
0.01
0.10
2.00

回收率/%
1

97.50
93.46
101.66
83.95
106.95
96.72

2
96.54
100.10
103.90
96.37
107.49
100.04

3
95.19
96.85
100.78
93.22
107.34
98.78

4
106.85
96.75
104.85
82.44
104.93
97.54

5
99.82
92.65
104.67
85.06
107.69
97.87

平均回收率/%
99.18
95.96
103.17
88.21
106.88
98.19

RSD/%
4.6
3.0
1.8
6.2
1.1
1.3

表3 咯菌腈在番茄和土壤中的残留量（n=3）
Table 3 Residues of fludioxonil in tomato fruit and soil samples

（n=3）

样品

番茄

土壤

残留量/mg·kg-1

处理1
0.025
0.038

处理2
0.043
0.050

处理3
0.032
0.040

处理4
0.038
0.058

处理5
0.065
0.078

相
对

强
度

/%

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
t/min

100

0
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B
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对

强
度
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100

0

1.86
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强

度
/%

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
t/min

100

0

A

B

相
对

强
度

/%

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
t/min

100

0

1.86
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分离，去除水及水溶性杂质，并增加咯菌腈在乙腈相

中的分配比[14]。本试验研究了振荡时间对咯菌腈提

取效果的影响。结果表明，振荡时间少于 30 min时，

由于咯菌腈不能充分溶解于乙腈中而使其提取率较

低；振荡时间超过30 min时，提取率与30 min时接近。

因此，确定振荡时间为 30 min。番茄中含有糖类、有

机酸、色素等杂质，用乙腈提取后需进一步净化。在

测定番茄中咯菌腈残留时，韦典[13]用Florisil、Jankows⁃
ka等[25]用 PSA作为样品前处理的净化剂。本研究中

发现，在对样品进行前处理时将二者联用，净化效果

良好。

根据咯菌腈的理化性质和极性，本试验选择填料

粒径为 1.7 μm 的 ACQUITY UPLC BEH C18柱为分析

柱。与填料粒径为 5 μm或 3.5 μm的色谱柱相比，该

柱的柱效更高，分离能力更强。用高效液相色谱法分

析咯菌腈残留时，乙腈-水[14-15]、乙腈-0.1%甲酸水溶

液[16]经常被用作流动相。本试验发现，以乙腈-0.1%
甲酸水溶液为流动相时，咯菌腈保留时间短，色谱峰

峰形尖锐、对称，分离效果好，灵敏度高，质谱响应信

号强而稳定。因此，选择乙腈-0.1%甲酸水溶液为流

动相。咯菌腈极性较弱，在反相色谱柱上有较强的保

留，直接采用高比例乙腈进行等度洗脱时，共流出杂

质多，分离效果不好。因此，在分析咯菌腈残留时，经

常采用梯度洗脱方式[14-15]。本试验以乙腈-0.1%甲酸

水溶液为流动相，按照设定的程序进行梯度洗脱，使

极性较强的杂质先被洗脱，最终使咯菌腈的分离度

高，峰形好，保留时间短。

质谱的锥孔电压、碰撞能量等参数对咯菌腈的裂

解有重要影响。本试验所用的质谱监测模式为全扫

描模式。在电喷雾负离子模式下，先以流动注射方式

对 0.05 mg·L-1咯菌腈标准溶液进行一级质谱扫描，确

定质荷比（m/z）246.9的离子为咯菌腈的母离子。通

过优化锥孔电压等参数，使母离子峰信号最强。然后

以特征碎片离子m/z 180.1和m/z 126.1为目标进行子

离子扫描，优化碰撞能量，使子离子m/z 180.1和m/z
126.1 丰度最高。选择m/z 180.1 的子离子为定量离

子，m/z 126.1的子离子为定性离子。用MRM扫描方

式优化后的各质谱参数见表1。
占绣萍等[17]建立了同时测定番茄等蔬菜中咯菌

腈等 3种农药残留的HPLC法。咯菌腈的保留时间是

7.711 min，最低检出浓度为 0.02 mg·kg-1，最小检出量

为 1 ng。韦典[13]建立的检测咯菌腈等 13种农药在番

茄中残留的 GC 法中，咯菌腈的保留时间是 17.063

min，LOQ 为 0.05 mg·kg-1。Cabizza 等[12]用 GC 法测定

了番茄中咯菌腈等 12种杀菌剂的残留消解情况，咯

菌腈的保留时间是 16.7 min，LOQ 为 0.04 mg·kg-1。

Jankowska等[25]用 LC-MS/MS法检测了番茄中咯菌腈

等 6 种杀菌剂的残留，咯菌腈的保留时间是 13.32
min，LOD为 0.002 mg·kg-1，LOQ为 0.005 mg·kg-1。本

研究中，咯菌腈的保留时间为 1.86 min，番茄和土壤

中咯菌腈的 LOD 均为 0.4 μg·kg-1，LOQ 分别为 1.4
μg·kg-1和 1.3 μg·kg-1，最小检出量分别为 4.1×10-3 ng
和 3.8×10-3 ng。通过和上述方法比较可以看出，本方

法的分析时间大大缩短，灵敏度也有较大幅度提高。

我国尚未规定番茄中咯菌腈的最大残留限量（Maxi⁃
mum residue limit，MRL），而美国、日本等国都已进行

了不同的规定。国际食品法典委员会（Codex Alimen⁃
tarius Commission，CAC）规定，番茄中咯菌腈的 MRL
为 0.50 mg·kg-1[27]。由此可见，本方法的灵敏度完全

能够满足检测需要。

在刘振库等[16]、占绣萍等[17]、韦典[13]、Cabizza等[12]、

Jankowska 等[25]建立的方法中，咯菌腈的平均添加回

收率分别为 81.85%~92.43%、85.0%~95.0%、83.5%~
93.6%、95%~108% 和 85.53%~98.49%，RSD 分别为

3.68%~7.90%、0.4%~8.2%、7.2%~9.4%、3%~7% 和

20%以下。本研究中，咯菌腈在番茄和土壤中的平均

添 加 回 收 率 分 别 为 95.96%~103.17% 和 88.21%~
106.88%，RSD 分别为 1.8%~4.6% 和 1.1%~6.2%。通

过和上述方法比较可以看出，本方法的准确度和精密

度均有一定程度提高。

4 结论

本研究建立了测定番茄和土壤中农药咯菌腈残

留的UPLC-MS/MS分析方法。番茄样品以乙腈提取，

土壤样品以乙腈水溶液提取，经 PSA和 Florisil净化，

通过ACQUITY UPLC BEH C18柱分离后，用超高效液

相色谱-质谱联用仪检测。该方法线性关系良好，分

析时间短，灵敏度高，准确度好，操作简便，应用价值

较高。
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