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摘要:采用液相色谱－串联质谱法(LCＧMS/MS),建立了果园土壤中乐果、甲基托布津、联苯菊酯及其主要代谢产

物氧乐果、多菌灵、三氟氯氰菊酯的同时测定方法．样品经二氯甲烷－甲醇(１/１,V/V)振荡提取后,用LCＧAlＧN固

相萃取小柱净化,C１８柱分离,以乙腈－乙酸铵溶液(含０２％甲酸)为流动相梯度洗脱．在多反应监测(MRM)模式

下,获得上述６种化合物的线性范围为２~５００μg/kg,检测限分别为０５,０２,０２,０５,１和１μg/kg,在加标水平

为５,１０,２０μg/kg的平均回收率为７２０２％~１１０５６％,相对标准偏差为２６６％~７９９％,并成功应用于实际土壤

中多种农药及其代谢产物的测定．
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中国是水果生产大国[１],苹果、柑橘、梨、桃和柿子等果树的种植面积均居世界前列[２]．在果园施用杀

虫剂和杀菌剂,如联苯菊酯、乐果和甲基托布津等农药,为果品的稳产和丰产发挥了重要作用．但是,果园

施入的农药只有１０％~２０％作用于果树,其余部分中约有４０％~６０％会直接进入土壤[３],给土壤生态环境

带来潜在威胁[４]．农药在土壤中迁移、转化、富集与积累,不仅危害土壤生态环境,而且危害果品安全,通

过食物链进而影响人体健康[５]．因此,加强果园土壤中农药残留监控十分必要和非常迫切．
目前,环境和农产品中乐果、联苯菊酯和甲基托布津的残留检测大多采用气相色谱法或高效液相色谱

法[６－１１],我们也开展了果园土壤中乐果、甲基托布津和联苯菊酯残留的同时测定研究[６],但未见同时测定

这些化合物及其主要代谢产物研究的报道．为此,本研究以果园中常用的杀虫剂及其代谢产物(乐果和氧乐

果、联苯菊酯和三氟氯氰菊酯)、杀菌剂及其代谢产物(甲基托布津和多菌灵)为检测对象[１２],优化提取和

净化条件,采用LCＧMS/MS法建立果园土壤中多种农药残留的同时测定方法,以期为保护果园土壤生态

环境和人体健康、促进我国果业的可持续发展提供科学依据．

１　材料与方法

１１　主要仪器和试剂

LCＧMS/MS仪:QuattroPremierXE型,美国 Waters公司;
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固相萃取(SPE)柱:LCＧNH２ 柱(６０mg,３mL)、LCＧAluninaＧN柱(６０mg,３mL)和LCＧFlorisil柱(１００mg,

３mL)均为美国Supelcosupelclean产品;

氮吹仪:DC１２型,上海安谱科学仪器有限公司;旋涡混合器:XHＧB型,江苏康健医疗用品有限公司;
超声波清洗器:AS１０２００B型,天津奥特赛恩斯仪器有限公司;台式高速冷冻离心机:Z３２３K型,德国 HetＧ
tich公司;旋转蒸发仪:Laborota４０１１型,德国 Heidolph公司．

乐果、甲基托布津、联苯菊酯及其代谢产物标准贮备溶液:分别称取２５mg乐果、氧乐果、多菌灵、甲

基托布津、联苯菊酯、三氟氯氰菊酯标准品(纯度均高于９８％,德国 DrEhrenstorferGmbH 公司),用甲

醇(HPLC级)溶解,定容至５０mL,配制成浓度为５００mg/L的６种化合物的单一标准贮备溶液,于４℃冰

箱中冷藏保存;

混合标准中间溶液:分别移取６种化合物的单一标准贮备液,用甲醇稀释,使每种化合物的浓度均为

１００mg/L,于４℃冰箱中冷藏保存;

混合标准工作溶液:根据需要临用前移取一定体积的混合标准中间溶液,用流动相(２０％乙腈－８０％
乙酸铵溶液)稀释,配制成适当浓度的混合标准工作溶液．

１２　实验方法

采用多点混合采样法,采集重庆市金果园内梨园、枣园和桃园等３个园区的表土样品(０~２０cm)．土

样取回后均匀摊放在塑料布上,去除砾石、植物残体和其他杂物,自然风干１周,压磨、过２mm 的尼龙

筛、混匀,研磨、过４０目尼龙筛、再混匀,装入塑料袋备测．
称取５g(精确至０００１g)处理后的土样于５０mL离心管中,加入２０mL甲醇,２６００r/min旋涡混匀

１min,超声提取３０min,６０００r/min离心５min．准确移取上清液１０mL,在氮吹仪上４０℃吹干溶剂,用

１mL流动相(２０％乙腈－８０％乙酸铵溶液)溶解,过０４５μm 滤膜后供LCＧMS/MS分析．
１３　LCＧMS/MS测定条件

１３１　质谱检测条件

最佳质谱条件:正离子模式下,毛细管电压:３０００V;离子源温度:１１０℃;去溶剂气温度:３５０℃;

锥孔气流速:５０L/h;去溶剂气流速:６００L/h;碰撞器压力:３９９×１０－３ mbar;监测模式:多反应监测模

式．待测物的定性和定量离子对、锥孔电压、碰撞能量和驻留时间如表１所示．
表１　待测物的定性和定量离子对及锥孔电压与碰撞能量和驻留时间

化合物 离子转换 锥孔电压/V 碰撞能量/V 驻留时间/s

氧乐果 ２１４２０＞１５５２０∗ １５０ １６０ ０２０

２１４２０＞１８３２０ １５０ １２０ ０２０

多菌灵 １９２３０＞１３２２０∗ １５０ ２８０ ０２０

１９２３０＞１６０２０ １５０ １６０ ０２０

乐果 ２３０１０＞１２５１０∗ １００ ２００ ０２０

２３０１０＞１９９１０ １００ １００ ０２０

甲基托布津 ３４３００＞９２９０∗ ２４０ ４４０ ０２０

３４３００＞１５０９０ ２４０ ２６０ ０２０

三氟氯氰菊酯 ４６７４０＞２０８２０∗ １００ ２００ ０２０

４６７４０＞２２５２０ １００ １８０ ０２０

联苯菊酯 ４４０４０＞１６６００∗ ５０ ５００ ０２０

４４０４０＞１８１３０ ５０ ２８０ ０２０

　　注:∗为定量离子对．
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１３２　色谱分离条件

AcquityUPLCTM BEHC１８柱:１５０mm×２１mm,膜厚５μm,美国 Waters公司;柱温为３０℃;进样

量为１０μL．分别以乙腈和５mol/L乙酸铵溶液(０２％甲酸)为流动相 A和流动相B,色谱分离采用梯度洗

脱程序:０→２min,２０％A;２→４min,４０％A;４→６min,９０％A;６→９min,２０％A．

２　结果与讨论

２１　样品提取条件的优化

２１１　提取剂的筛选

目前,通常采用乙腈、丙酮、二氯甲烷和三氯甲烷提取乐果、氧乐果[６,９],乙酸乙酯提取多菌灵和甲基

托布津[１３],甲醇提取三氟氯氰菊和酯联苯菊酯[１４]．本研究以甲醇、乙腈、丙酮、二氯甲烷、乙酸乙酯、三氯

甲烷和甲醇－二氯甲烷(１∶１,V/V)为提取溶剂,比较它们对土壤中６种化合物的提取效率,筛选出对６
种化合物具有较高提取效率的有机溶剂,获得的结果见图１．

图１　不同提取剂对６种化合物的提取效果

从图１可以看出,乙酸乙酯和三氯甲烷对６种化合物的回收率都很低;甲醇可提取乐果、多菌灵、三氟

氯氰菊酯和联苯菊酯,但氧乐果和甲基托布津的回收率相对较低;乙腈对乐果、三氟氯氰菊酯和联苯菊酯

的提取效果较好,但氧乐果和多菌灵的回收率约为４０％;丙酮对乐果、三氟氯氰菊酯和联苯菊酯的回收率

均在９２％以上,但氧乐果低于５０％;二氯甲烷、甲醇－二氯甲烷对６种化合物的回收率均在９０％以上,但

单独用二氯甲烷提取甲基托布津的回收率略低于甲醇－二氯甲烷混合溶剂．因此,本研究选用甲醇－二氯

甲烷混合溶剂为提取剂．

图２　提取剂用量对回收率的影响

２１２　提取剂用量的确定

考察了提取剂用量对６种化合物回

收率的影响,获得如图２所示的结果．
从图２可以看出,对于乐果、多菌灵、

三氟氯氰菊酯和联苯菊酯等４种化合

物,用２０mL甲醇－二氯甲烷混合溶剂

能够基本提取完全．但在提取甲基托布

津和氧乐果时,需要４０mL才能基本提

取完全,且对其余４种化合物的回收率

影响不大．因此,研究中采用４０mL提

取剂分２次提取．
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２２　提取液净化条件的优化

２２１　SPE小柱的筛选

现有研究中,大多采用Florisl柱净化提取液中的联苯菊酯、三氟氯氰菊酯[１５－１６]．在酸性条件下,多菌

灵可形成阳离子,在SCX 柱上有较好的保留,而甲基托布津不适合用SCX 柱净化[１６]．本研究采用 LCＧ

NH２、LCＧAlＧN和LCＧFlorisl等SPE小柱净化提取液,考察它们对６种化合物的保留效果,获得如图３所

示的结果．从图３可以看出,LCＧFlorisl柱对三氟氯氰菊酯、联苯菊酯的保留效果较好,与检测三氟氯氰菊

酯、联苯菊酯残留的报道一致,回收率均在９０％左右[１８];除多菌灵外,LCＧNH２ 柱对其他５种化合物都有

较好的保留效果;LCＧAlＧN柱净化６种化合物,均能获得理想的保留效果,回收率均在９５％以上．因此,选

择LCＧAlＧN柱净化样品提取液．

图３　不同SPE柱对６种化合物的保留效果

２２２　洗脱剂的选择

基于有研究采用乙酸乙酯－正己烷、乙腈、二氯甲烷－甲醇等洗脱SPE柱保留的联苯菊酯和多菌灵等

农药[１８－１９],本文考察乙酸乙酯－正己烷(１∶１,V/V)、乙腈、二氯甲烷－甲醇(１∶１,V/V)和乙酸乙酯－
丙酮(１∶１,V/V)对６种化合物的洗脱效果,获得如图４所示的结果．

图４　不同洗脱剂提取６种化合物的回收率

从图４可以看出,用乙酸乙酯－正己烷为洗脱剂时,三氟氯氰菊酯的回收率达到１００％,其他５种化合

物的回收率均低于１０％;用乙腈做洗脱剂时,６种化合物的回收率均低于１０％;乙酸乙酯－丙酮对６种化

合物均有较强的洗脱能力,乐果、甲基托布津、三氟氯氰菊酯和联苯菊酯的回收率均超过９０％,多菌灵的

回收率为６９８％,但乐果的回收率低于５０％;用二氯甲烷－甲醇(１∶１,V/V)洗脱时,６种化合物的回收

率均在１００％附近．因此,选定二氯甲烷－甲醇洗脱SPE柱保留的６种化合物．
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２２３　洗脱剂用量的确定

在LCＧAlＧN小柱中加入混合标准溶液,用不同体积的二氯甲烷－甲醇(１∶１,V/V)洗脱,获得如图５
所示的结果．从图５可以看出,当洗脱剂用量为４mL时,氧乐果、乐果、甲基托布津、三氟氯氰菊酯和联

苯菊酯的回收率达到１００％,而多菌灵被完全洗脱需要８mL洗脱液．综合考虑,洗脱６种化合物的最佳洗

脱剂用量确定为８mL．

图５　不同洗脱剂用量对６种化合物的回收率

２３　线性范围和检测限

在选定的 LCＧMS/MS条件下进行测定,以各组

分的峰面积(A)对浓度℃)绘制标准曲线．结果表明,

在２~５００μg/kg范围内,６种化合物的峰面积与其

质量浓度间均呈良好的线性关系,获得氧乐果、乐

果、多菌灵、甲基托布津、三氟氯氰菊酯和联苯菊酯

的检测限(S/N＝３)分别为０５,０２,０２,０５,１和

１μg/kg．本方法获得的检测限低于国际通行最高限

量规定或肯定列表一律标准(１０μg/kg),且低于文

献[２０]报道的检测限(如乐果１０μg/kg,多菌灵

０５μg/kg,甲基托布津１０μg/kg)．

２４　回收率和精密度

在空白土样中添加６种化合物的混合标准工作溶

液,加标水平为５,１０和２０μg/kg,分别平行测定８次,获得如表２所示的结果．从表２可以看出,６种化合

物的回收率为７２０２％~１１０５６％,相对标准偏差(RSDs)为２６６％~７９９％,符合农业行业标准对回收率

和精密度的要求,且优于文献[２１－２２]的回收率,表明本文建立的方法准确可靠．
表２　６种化合物在空白土样中的添加回收率和精密度(n＝８)

化合物
添加水平/

(μgkg－１)

回收率范围/

％

RSD/

％
化合物

添加水平/

(μgkg－１)

回收率范围/

％

RSD/

％
氧乐果 ５ ８２１２~９０６７ ４３９ 甲基托布津 ５ ７９８７~８７５５ ３８５

１０ ７６５０~９３２８ ７７２ １０ ８８４２~１０７２８ ７９０

２０ ９２８５~１０６９８ ５７３ ２０ ７５４８~１０８１７ ７６２

乐果 ５ ７８１０~１０１１４ ７７６ 三氟氯氰菊酯 ５ ７５２４~８６５６ ７９９

１０ ７８９６~９３６６ ５３８ １０ ７９３２~１０１０２ ７３２

２０ ７５１７~８８３４ ２６６ ２０ ７６１２~９８３６ ７２４

多菌灵 ５ ８６５０~１１０５６ ６３１ 联苯菊酯 ５ ８８０９~１０５５１ ３４０

１０ ７２０２~９０４５ ５８８ １０ ９４０５~１０９８９ ４２８

２０ ７６８７~９０３１ ５５４ ２０ ８７７８~１０４４０ ７４６

２５　实际样品分析

用建立的LCＧMS/MS法测定果园土壤样品,仅在梨园土壤中检出联苯菊酯(含量为２５μg/kg),低于

果园土壤杀虫剂残留限量标准(GB１５６１８Ｇ１９９５,联苯菊酯０５０mg/kg),未检出其他农药和中间体．

３　结　论

采用LCＧMS/MS法,建立了果园土壤中常用杀虫剂、杀菌剂及其主要代谢产物的同时测定方法．在

２~５００μg/kg的浓度范围内,乐果、甲基托布津、联苯菊酯、氧化乐果、多菌灵和三氟氯氰菊酯的色谱
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峰面积与其浓度间线性关系良好,获得的检测限分别为０５,０２,０２,０５,１和１μg/kg,加标回收率为

７２０２％~１１０５６％,RSD为２６６％~７９９％．方法操作简便,分离效果好,灵敏度高,可满足果园土

壤中多种农药残留检测的实际需要．
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DeterminationofMultiplePesticidesandTheirMetabolites
inOrchardSoilbyLiquidChromatographyＧTandem

MassSpectrometry(LCＧMS/MS)
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３ChongqingEntryＧExitInspectionandQuarantineBureau,ChongqingEngineeringTechnologyResearch

　 CenterofImportandExportFoodSafety,Chongqing４０００２０,China

Abstract:Asimultaneousdeterminationmethodfortheresiduesofdimethoate,thiophanatemethyland

bifenthrinandtheirmajormetabolites,omethoate,carbendazimandcyhalothrin,inorchardsoilwasdeＧ

velopedbyusingliquidchromatographyＧtandem massspectrometry(LCＧMS/MS)．SoilsampleswereexＧ

tractedbymechanicalshakingwithdichloromethaneＧmethanol(１/１,V/V),purifiedbyLCＧAlＧNsolid

phaseextraction(SPE)column,separatedbyC１８column,andelutedbyacetonitrileＧammoniumacetate
(０２％formicacid)asthemobilephaseswithgradientelution．UnderthemodeofmultiplereactionmoniＧ

toring(MRM),thelinearrangesoftheabove６compoundswere２~５００μg/kg,andthelimitsofdetecＧ

tionwere０５,０２,０２,０５,１and１μg/kg,respectively．Theaveragerecoveriesspikedwith５,１０and

２０μg/kgrangedfrom７２０２％to１１０５６％ withrelativestandarddeviations(RSDs)around２６６％~

７９９％．Thismethodhasbeensuccessfullyappliedtodeterminemultiplepesticidesandtheirmetabolitesin

actualsoilsamples．

Keywords:orchardsoil;pesticide;metaboliteofpesticides;residualdetection;liquidchromatographyＧ

tandem massspectrometry(LCＧMS/MS)
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