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本研究旨在介绍⼀种单次提取LC-MS/MS⽅法，⽤于测定多种⻝品类商品中的强极性阳离⼦型农药残留和植物

⽣⻓调节剂是否满⾜甚⾄优于欧盟委员会农药数据库的MRL检测要求。⽅法性能研究在搭配Xevo TQ-S micro

质谱仪的ACQUITY UPLC I-Class系统上使⽤ACQUITY UPLC BEH Amide⾊谱柱完成，在此之前先⽤QuPPe法

提取样品。⽅法验证研究针对4种代表商品（即苹果、⻩⽠、⼩⻨⾯粉和⻢铃薯）进⾏。⽅法性能评估中每种

分析物均采⽤0.01和0.05 mg/kg 2个加标浓度（⻢来酰肼除外，其加标浓度为0.5和1.5 mg/kg），每个浓度

重复测定5次。仅野燕枯和氯丙嘧啶酸未经过内标处理。在⽅法性能⽅⾯，所有商品的分析正确度均在

92%~108%范围内，但⻩⽠的野燕枯分析结果除外，其正确度范围是60%~67%（已确认原因是PVDF过滤器

不适⽤于该分析）。RSD均⼩于等于12%。对FAPAS QC⼩⻨⾯粉样品进⾏2轮提取（间隔1个⽉），每轮重复

提取3次，所有结果均在认定值±20%的范围内，同时也在达到可接受z得分所需的范围内。所有校准曲线的残

差均低于20%，R2值均⼤于等于0.99。所有⽅法验证研究批次中所有分析物的保留时间稳定性均低于3%。

优势

提供⼀种适⽤于测定⾕物、⽔果和蔬菜商品中多种强极性阳离⼦型农药和植物⽣⻓调节剂的单次提取(

QuPPe)结合LC-MS/MS⽅法，有助于MRL/容许量合规性监测

■

发挥出⾊的⾊谱保留性、选择性、峰形和稳定性，符合SANTE指南要求■

灵敏度⾜以测定未净化粗提物中浓度低⾄0.01 mg/kg的残留■

简介

分析⻝品中农药残留的⽅法有很多种，主要是QuEChERS等多残留⽅法。但极性农药的提取和测定仍然具有相

当⼤的挑战。QuPPe（极性农药快速提取）⽅法1由欧盟农药残留参⽐实验室 ‒ 单残留⽅法(European Union 

Reference Laboratory ‒ Single Residue Method, EURL-SRM)开发，可同时提取多种强极性农药及其代谢物

以及植物⽣⻓调节剂。QuPPe⽅法侧重于借助LC-MS/MS仪器的⾼灵敏度来解决基质效应问题，因为⽬前尚没

有能够有效处理所有基质类型的通⽤净化⽅法。

本研究中的阳离⼦型极性农药有各种MRL（⻅表1所选取的部分），范围介于矮壮素的缺省MRL 0.01 

mg/kg~7 mg/kg之间2。 此外，还有⼀些成分⽬前尚不在官⽅EU MRL残留定义的范围内，例如三聚氰胺（灭

蝇胺的代谢物）、氯丙嘧啶酸、ETU和PTU。出于安全考虑，仍有必要监测上述成分在⻝物中的浓度。



表1.EU农药数据库所含化合物在4种代表性基质中的当前MRL2,3。

本应⽤纪要提供了使⽤Waters ACQUITY UPLC I-Class系统和Xevo TQ-S micro分析4种商品（代表⾼含⽔量

、⾼淀粉含量和低含⽔量样品类型）所得的性能数据⽰例。按照QuPPe⽅法提取有机⼩⻨⾯粉、⻩⽠、苹果

和⻢铃薯，评估UPLC-MS/MS⽅法的各性能指标，例如校准线性、保留时间稳定性、⽅法精密度、正确度和

分析物鉴定。

实验

样品描述

有机苹果、⻩⽠和⻢铃薯购⾃零售商店，在实验室进⾏精细均质处理后储存于4 °C冰箱中以待分析。有机⼩⻨

⾯粉的购买和储存均处于室温条件下。 

经过认证的QC样品(T09127QC)购⾃FAPAS。该样品中混合有多种极性农药（包括矮壮素和缩节胺），并随附

所含化合物的认定值和可接受限值。

⽅法条件

使⽤QuPPe⽅法提取有机苹果、⻩⽠、⻢铃薯和⼩⻨⾯粉匀浆，如图1所⽰。其中，⼩⻨⾯粉的处理还包括其

他步骤，即在-20 °C冷冻2 h并减少样品⽤量（如QuPPe⽅法所述）。然后先使⽤0.45 µm PTFE过滤器过滤

QuPPe提取物上清液，再进⾏LC-MS/MS分析。

所有4种商品均进⾏加标回收率测定，加标浓度为0.01 mg/kg（⻢来酰肼为0.5 mg/kg ）和0.05 mg/kg（⾼加



标浓度，⻢来酰肼为1.5 mg/kg），每个浓度重复测定5次。使⽤相应的空⽩提取物制备基质匹配标准品并在

过滤后加标。苹果、⻩⽠和⻢铃薯分析中所有分析物的校准范围均为0.002~0.2 mg/kg，但⻢来酰肼除外，其

校正范围为0.1~2 mg/kg。⼩⻨⾯粉分析中所有分析物的校正范围均为0.004~0.4 mg/kg，但⻢来酰肼除外

，其校正范围为0.2~4 mg/kg。加标样品的定量采⽤基质匹配分段校准法。本应⽤纪要使⽤表2中列出的MRM

定量并确认残留。

图1.苹果、⻩⽠、⻢铃薯和⼩⻨⾯粉的QuPPe样品提取⼯作流程



液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Waters ACQUITY UPLC I-Class（配备固定环式

样品管理器）

检测器： Xevo TQ-S micro

样品瓶： 沃特世聚丙烯材质12 × 32 mm螺纹⼝样品瓶

，带瓶盖和预切割PTFE/硅胶隔垫，容积为700 µ

L（部件号186005222）

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH Amide, 1.7 μm, 2.1 × 100 

mm（部件号186004801）

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 0.5 µL（带针溢出的部分定量环进样）

流速： 0.5 mL/min

流动相A： 20 mM甲酸铵（pH 2.95，使⽤LC-MS级甲酸调

节）

流动相B： ⼄腈

梯度

时间(min) 流速(

mL/min)

%A %B 曲线

初始 0.5 3 97 6

0.50 0.5 3 97 6



时间(min) 流速(

mL/min)

%A %B 曲线

4.00 0.5 30 70 4

5.00 0.5 40 60 6

6.00 0.5 40 60 6

6.10 0.5 3 97 6

10.00 0.5 3 97 6

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-S micro

电离模式： ⻢来酰肼采⽤ESI+/ESI-

采集范围： MRM

⽑细管电压： 1.00 kV

脱溶剂⽓温度： 600 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

离⼦源温度： 150 °C

锥孔⽓流速： 150 L/h



MRM通道

表2.分析物及相应同位素标记内标的MRM通道，以及使⽤⾃动驻留功能⾃动设定的理想驻留时间（定量通道以

粗体显⽰）
数据管理



信息学软件： MassLynx 4.2版

结果与讨论

表2所列出的MRM中突出显⽰了本研究在定量并确认阳离⼦型极性农药时所⽤的优化离⼦通道。使⽤⾃动驻留

功能计算驻留时间。该功能可针对下⽅校准标样采集其峰上⾄少12个数据点。定量所⽤的通道在表2中以粗体

标注。该通道对于某些分析物/商品组合来说并不⼀定是最⾼丰度的通道，但其作⽤是确保批次间⼀致性。

⽅法性能评估使⽤4个验证批次，涵盖以下具有不同特性的商品：苹果、⻩⽠、⼩⻨⾯粉和⻢铃薯。上述每个

批次均包含2个加标浓度：0.01和0.05 mg/kg（⻢来酰肼除外，其加标浓度为0.5和1.5 mg/kg），每个浓度各

5个加标回收率测定样品。图2所⽰为在⽅法验证研究期间使⽤本⽅法进⾏常规分析得到的0.02 mg/kg（⻢来

酰肼为0.5 mg/kg）加标浓度下⼩⻨⾯粉基质匹配校准标样的典型⾊谱图。该灵敏度⽔平的实现得益于0.5 µL

的低进样体积，因为此举有助于降低基质效应。

图2.0.02 mg/kg（⻢来酰肼为0.5 mg/kg）加标浓度下⼩⻨⾯粉基质匹配校准标样的⽰例⾊谱图



如图2所⽰，ETU和PTU在2个⾊谱柱死体积前流出，但研究结果表明两者在所有验证批次中均表现出⼀致的⾼

斯峰形，并且保留时间稳定性良好。因此，针对ETU和PTU研究了基质对先洗脱化合物响应值的影响。在未经

内标校正处理的情况下，PTU的基质效应计算结果范围是102%~145%，ETU为95%~191%。对于有可⽤标记

内标的所有分析物，将使⽤这些内标校正基质效应和分析物回收率。野燕枯和氯丙嘧啶酸⽆可⽤标记内标，其

基质效应范围分别是98%~107%和132%~216%。4个验证批次的结果⻅图3。在⻩⽠空⽩样品中检出⼤量三聚

氰胺，已从验证数据中排除该残留/商品组合的结果。

图3.各加标浓度下苹果、⻩⽠、⼩⻨⾯粉和⻢铃薯的验证批次数据(n=5)。橙⾊条带代表SANTE的回收率标准4

，误差条柱代表各浓度下的RSD(%)。

验证批次的结果表明，使⽤标记内标后ETU和PTU表现出可接受的分析性能。氯丙嘧啶酸的结果优于验证要求

，⽆需使⽤标记内标。调查发现野燕枯的低回收率问题取决于LC-MS/MS分析前使⽤的过滤器类型。如使⽤

PTFE过滤器(0.45 µm)，则验证结果优于SANTE的4⽅法验证标准中的要求。所有其他分析物的结果均满⾜甚

⾄优于⽅法验证标准。



基质匹配校准的运⽤贯穿整个⽅法验证研究，所绘制的校准曲线⻅图4。验证研究中所有分析物每条校正曲线

的决定系数均⼤于等于0.99，残差均⼩于20%。这些值均优于SANTE指南中设定的校准要求。 

图4.苹果中的丁酰肼和⻩⽠中的灭蝇胺在0.002~0.2 mg/kg浓度下、⼩⻨⾯粉中的矮壮素在0.004~0.4 mg/kg

浓度下，以及⻢铃薯中的⻢来酰肼在0.1~2 mg/kg浓度下的分段基质匹配校准曲线。

根据SANTE鉴定指南评估结果，并通过离⼦丰度⽐和保留时间确认回收率分析样品中的所有分析物。图5所⽰

为4个⽅法验证批次中所有分析物的保留时间以及验证研究期间确定的保留时间稳定性。此外还对⼩⻨⾯粉样

品进⾏了保留时间稳定性测试，在⽆操作⼈员⼲预的情况下进样200次0.02 mg/kg基质校准标样。图6所⽰为

第1次和第200次进样选定分析物的⾊谱图。结果表明保留时间稳定且峰形⽆显著变化。



图5.4个单独批次和商品的保留时间稳定性（括号中为整组的RSD%值）

图6.有机⼩⻨⾯粉基质标准品（加标浓度0.02 mg/kg，样品瓶中的浓度为5 ng/mL）第1次和第200次进样的

⽰例⾊谱图（分别为蓝⾊和红⾊迹线）。这是⼀组没有操作⼈员⼲预的连续进样。整个运⾏中所有化合物的保

留时间RSD均在±0.3%范围内。

使⽤含矮壮素和缩节胺的FAPAS QC样品（T09127，⼩⻨⾯粉）测试⽅法性能，对样品进⾏2轮提取（间隔1个



⽉），每轮重复提取3次。研究结果⻅表3。所有重复测定结果均在质控品范围内，平均浓度在两分析物认定值

±20%的范围内，同时也在达到可接受z得分所需的范围内。6次重复测定的实验室内重复性(RSD) <2%。根据

SANTE指南，两种分析物通过所有重复测定中的保留时间和离⼦丰度⽐确认5 

。

表3.FAPAS T09127QC（⼩⻨⾯粉）的分析结果

结论

⽅法验证研究结果表明，将现有的QuPPe提取⽅案、装配ACQUITY UPLC BEH Amide⾊谱柱的ACQUITY 

UPLC I-Class PLUS系统以及Xevo TQ-S micro质谱仪配合测定阳离⼦型极性农药是⼀种稳定耐⽤的分析⽅法

。⼤多数化合物的结果均优于SANTE指南中的⽅法验证要求。该LC-MS/MS⽅法在2个基质QC浓度下以5次重

复进样检测所有化合物的结果正确度和精密度均可接受。在研究过程中证明了保留时间稳定性和⽅法稳定性

：在所有⽅法性能研究批次中，所有化合物的RSD均低于2%。在⼤多数情况下，定量限值均优于MRL要求。

由于⽅法运⾏时间短(10 min)并且采⽤了QuPPe提取⽅法，因此可在分析多种⻝品类商品中的阳离⼦型极性农

药时实现⾼样品通量。

 

科学家必须在其实验室内验证分析⽅法，证明⽅法性能适合预期⽤途，并且满⾜相关分析控制保证体系的要求

。
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