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QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法同时 
测定柚花中 317 种农药残留量 

李春霞, 邓春丽, 叶彩婷, 李亦文, 李诗瑶, 洪  海, 陈素文, 李  志, 梁  辉, 梁旭霞* 
(广东省生物制品与药物研究所, 广州  510440) 

摘   要 : 目的   建立 QuEChERS 前处理法结合超高效液相色谱 -串联质谱 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)同时测定柚花中 317 种农药残留量的方法。方法  柚花

样品采用乙腈作为提取剂, 经萃取盐盐析处理, 采用乙二胺-N-丙基硅烷化硅胶(ethylenediamine-N-propylsilane 

silica gel, PSA)和石墨化炭黑(graphitized carbon black, GCB)作为净化剂, 选用 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱, 

采用梯度洗脱方式在 30 min 完成 317 种目标物质的分析。电喷雾源正离子和负离子同时扫描, 采用多重反应监

测(multiple reaction monitoring, MRM)模式、基质匹配标准曲线外标法定量。结果  317 种农药在该条件下在

2.0~200.0 µg/L 质量浓度范围内均线性良好, 相关系数 r>0.995, 方法定量限为 0.002~0.010 mg/kg, 在低、中、高 3

个添加水平下的平均回收率为 74.3%~120.3%, 相对标准偏差在 0.36%~10.00%。结论  该方法具有简单、快速、准

确、灵敏等特点, 为柚花中多种农药残留的测定和柚花研制的食品安全地方标准提供了可靠的技术支持。 
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Simultaneous determination of 317 kinds of pesticide residues in pomelo 
flowers by ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry coupled with QuEChERS 

LI Chun-Xia, DENG Chun-Li, YE Cai-Ting, LI Yi-Wen, LI Shi-Yao, HONG Hai,  
CHEN Su-Wen, LI Zhi, LIANG Hui, LIANG Xu-Xia* 

(Guangdong Provincial Institute of Biological Products and Materia Medica, Guangzhou 510440, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 317 kinds of pesticide residues in 
pomelo flowers by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) coupled 
with QuEChERS extraction. Methods  Pomelo flowers samples were extracted with acetonitrile and salted with 
extraction salt pack, cleaned up by ethylenediamine-N-propylsilane silica gel (PSA) and graphitized carbon blank 
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(GCB), the analytes were separated on an ACQUITY UPLC HSS T3 column to achieve the separation within 30 min. 
The 317 kinds of pesticides were detected in electron spray ionization with positive ion mode and electron spray 
ionization with negative ion mode with multiple reaction monitoring (MRM) mode and quantified by matrix 
matching curve external standard method. Results  The 317 kinds of pesticides in pomelo flowers showed good 
linearity with correlation coefficients (r) greater than 0.995 within the range of 2.0–200.0 µg/L, and the limits of 
quantification were 0.002–0.010 mg/kg, the average recoveries at 3 spiked levels were 74.3%–120.3%, and the 
relative standard deviations were 0.36%–10.00%. Conclusion  The method is simple, rapid, accurate and sensitive, 
can meet the rapid detection requirements of 317 kinds of pesticides in pomelo flowers and provide reliable data 
support for further standardizing for edible safety evaluation of pomelo flowers. 
KEY WORDS: QuEChERS; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; pomelo flowers; 

pesticide residues 
 
 

0  引  言 

柚子是我国南方地区农业农村经济发展的重要支柱

产业之一。近代医学研究证明, 柚子对防治冠心病等心血

管病有一定的疗效, 柚花的食药用价值也不容忽视, 其不

仅有柚子的保健药理功效, 还有生发、润燥、美容的作用。

《本草纲目》[1]《民间常用草药汇编》[2]《广西中药志》[3]

等文献记载: 柚花具有行气、除痰、镇痛作用, 治胃脘胸膈

间痛。人们还将柚花作为菜肴食用, 例如《肠胃病中医辩证

有效食疗》[4]记载治虚寒性胃痛, 采用猪肚和柚花一起煮汤, 
饮汤食猪肚。柚花的芳香气味及功效成分的研究, 使其营养

价值和保健功效近年来备受关注, 食用柚花成为花类的一

个重要应用方向, 在食品领域有较高的开发潜能。因此, 南
方省份在积极制定柚花相关的食品安全地方标准[5–6]。 

在柚花期, 病虫害的发生可导致柚子的成花率低、座

果率下降, 目前主要防控措施是喷洒化学农药, 因此, 有
效监控柚花中农药残留量对柚花的食用推广、保障人民健

康有着极其重要的意义。目前国内对农药残留的测定, 多
采用气相色谱法[7–8]、气相色谱-质谱法[9–11]、气相色谱-串
联质谱法[12–16]、高效液相色谱法[17–18]、高效液相色谱-串联

质谱法 [19]。超高效液相色谱-串联质谱(ultra performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC- 
MS/MS)[20–25]特别适用于热不稳定、难挥发的农药组分如

克百威、吡虫啉等农药的定性定量分析, 尤其适合多农药

残留分析, 本研究依据 GB 2763—2021《食品安全国家标

准 食品中农药最大残留限量》、GB 23200.121—2021《食

品安全国家标准 植物源性食品中 331 种农药及其代谢

物残留量的测定 液相色谱-质谱联用法》和相关文献报

道 [26–28], 针对冻干柚花中含有大量挥发性芳香成分、较

高蛋白质含量、丰富膳食纤维和低脂肪的特点, 本研究优

化 QuEChERS 前处理方法, 建立了 UPLC-MS/MS 同时测定

柚花中 317 种农药残留量的方法。为柚花中多农药残留的测

定和柚花研制食品安全地方标准提供可靠的技术支持, 对
促进柚花产业的高质量发展有着非常重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

Waters TQ-S Micro 超高效液相色谱-串联质谱仪、

Waters ACQUITY HSS T3 色谱柱 (2.1 mm×100 mm, 1.8 
μm)(美国 Waters 公司); IKA V3 S025 涡旋振荡器[艾卡(广
州)仪器设备有限公司]; Thermo Sorvall ST8R 高速离心机

(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); METTLER AE 240 电

子天平(感量 0.1 mg, 梅特勒-托利多仪器上海有限公司)。 
甲醇(色谱纯)、甲酸(质谱纯)、乙酸(质谱纯)、甲酸

铵 (质谱纯 )(美国 Fisher Chemical 公司 ); 无水硫酸镁

(MgSO4)、氯化钠(NaCl)、柠檬酸钠二水合物、柠檬酸氢

二钠(分析纯, 广州化学试剂厂); 乙腈(色谱纯)、乙二胺

-N- 丙 基 硅 烷 化 硅 胶 (ethylenediamine-N-propylsilane 
silica gel, PSA)、石墨化炭黑(graphitized carbon black, 
GCB)(粒径 40~60 μm, 批号 DX22440)(上海安谱实验科

技股份有限公司); 0.22 μm 微孔滤膜(天津市津腾实验设

备公司); Genin PURIST 超纯水(上海乐枫生物科技有限

公司); 317 种农药标准品(质量浓度 100 μg/mL, 纯度≥

99%)(天津阿尔塔标准物质研究院有限公司)。 
柚花样品来源: 我国南方若干沙田柚种植点, 采摘柚

树盛花期不同位置柚花, 每份样品取不少于 2 kg 新鲜柚花, 
冷冻干燥后打成粉, 密封冷冻保存。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准物质和标准溶液配制 
混合标准中间工作溶液: 分别移取适量体积各组农

药标准溶液, 用乙腈溶解定容配制成 1.0 μg/mL 的标准中

间工作溶液, –18 ℃冰箱中保存, 可使用 1 个月。移取适量

混合标准中间工作溶液用空白柚花基质溶液配成 1.00 mL
不同质量浓度(2.0~200.0 μg/L)的基质混合标准工作溶液, 
用于做基质标准工作曲线。 
1.2.2  样品的制备与净化 

称取 1.0 g(精确到 0.1 mg)试样于 50.0 mL 塑料离心管
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中, 加 9.00 mL 水涡旋混匀, 静置 30 min。加入 10.00 mL
乙腈及 1 颗陶瓷均质子, 剧烈振荡 1 min, 加入萃取盐(4 g 
MgSO4、1 g NaCl、1 g 柠檬酸钠二水合物、0.5 g 柠檬酸氢

二钠), 剧烈振荡 1 min 后 8000 r/min 离心 5 min。定量吸取

6.00 mL 上清液至内含除水剂和净化材料的固相萃取净化

管中(900 mg MgSO4、150 mg PSA、15 mg GCB), 涡旋混

匀 1 min, 8000 r/min 离心 5 min, 吸取上清液过 0.22 μm 有

机相微孔滤膜, 供 UPLC-MS/MS 测定。 
1.2.3  色谱、质谱条件 

(1)色谱条件:  
色谱柱为 ACQUITY HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm), 

柱温40 ℃, 流速0.3 mL/min, 进样量2 μL, 流动相梯度见表1。 
 

表 1  UPLC 流动相及参考分离条件 
Table 1  Mobile phases and recommend separation  

conditions of UPLC 

时间 
/min 

流速
/(mL/min) 

水(含 2 mmol/L 甲酸铵

和 0.01%甲酸)/% 
甲醇(含 2 mmol/L 甲

酸铵和 0.01%甲酸)/%
 0.0 0.3 97 3 
 1.0 0.3 97 3 
 1.5 0.3 85 15 
 2.5 0.3 50 50 
18.0 0.3 30 70 
23.0 0.3 2 98 
27.0 0.3 2 98 
27.1 0.3 97 3 
30.0 0.3 97 3 

 
(2)质谱条件:  
电离方式 : 电喷雾源正离子模式 (electron spray 

ionization with positive ion mode, ESI+)和负离子模式

(electron spray ionization with negative ion mode, ESI-)同时

扫描; 毛细管电压: ESI+ 0.5 kV, ESI- 2.5 kV; 脱溶剂气温度: 
550 ℃; 脱溶剂气流量: 1000 L/hr; 雾化气、干燥气: 氮气, 
碰撞气 : 氩气 ; 检测方式 : 多反应监测(multiple reaction 
monitoring, MRM)。部分代表性农药的监测离子对、相关

电压参数、扫描离子模式等参数见表 2。 

1.3  数据处理 

采用 Waters MassLynx 软件进行原始数据处理 , 
Microsoft 2010 系列软件制表、制图, 样品做 6 次平行实验, 
并且利用 OriginPro 8 进行统计学数据处理分析。 

2  结果与分析 

2.1  提取、净化条件优化 

由于柚花富含芳香类物质, 冻干柚花蛋白质含量达

到 16%以上, 膳食纤维含量超过 38%, 矿物质含量为 6.5%
左右, 脂肪含量在 1%~2%, 因此, 需要针对这些特质, 考
虑合适的提取溶剂与净化条件。 

表 2  部分代表性农药的质谱参数、保留时间 
Table 2  Mass spectrogram parameters, and retention time  

datas of typical pesticides 

类别 
中文

名称

电离

模式
母离子 子离子 

锥孔 
电压/V 

碰撞能
/eV 

保留 
时间/min

有机磷类
乙酰甲

胺磷
ESI+ 184.0 143.0*/ 

125.0 18 8/20 3.11

杀虫剂 啶虫脒 ESI+ 223.1 126.0*/ 
56.1 34 20/20 4.07

除草剂 莠灭净 ESI+ 228.1 186.1*/ 
68.1 38 18/36 9.45

杀菌剂 嘧菌酯 ESI+ 404.1 372.0*/ 
329.0 28 15/30 10.35

杀螨剂 苯螨特 ESI+ 364.1 199.1*/ 
105.0 20 18/20 18.28

生物 
农药 

除虫菊

素 I 
ESI+ 329.1 161.1*/ 

133.1 25 10/15 22.39

植物生长

调节剂
多效唑 ESI+ 294.1 70.2*/ 

125.1 20 15/40 11.32/
11.60

杀虫剂 氟虫腈 ESI- 434.9 330.0*/ 
250.0 24 15/30 15.51

注: *为定量离子。 
 

2.1.1  试样与提取试剂料液比的确定 
本研究中柚花为冻干粉状干燥试样, 试样与提取试

剂的料液比会影响到目标农药残留化合物的回收率。选取

空白柚花样品, 分别称取 1 g 试样 4 份, 加 9 mL 水涡旋混

匀, 静置 30 min, 分别加入 10 μg/kg 的农药混标溶液, 然
后再分别加入乙腈 3.0、5.0、7.5 和 10.0 mL, 考察料液比

(g:mL)为 1:3、1:5、1:7.5 和 1:10 时对农药残留物质回收率

的影响。当料液比为 1:3 和 1:5 时, 有机磷类等极性较强的

化合物回收率小于 50%; 当料液比为 1:7.5 时, 基质样品中

约 84%农药物质的回收率为 70%~120%; 当料液比为 1:10
时, 基质样品中农药物质回收率均在 74.3%~120.3%范围

内 ; 因此 , 确定本研究中柚花试样与提取试剂料液比为

1:10 (g:mL)。 
2.1.2  提取溶剂的选择 

因柚花粉中蛋白质含量较高, 选择提取溶剂需考虑

其对大多数农药有良好溶解性外, 还需考虑其沉淀蛋白

的性能, 以减少上机干扰。乙腈作为强极性溶剂, 对样品

基质的渗透力较强, 且乙腈在沉淀水溶性蛋白和高等级

蛋白成分方面较甲醇等其他有机溶剂更完全, 考虑到乙

腈不能溶解膳食纤维, 柚花粉中高含量的膳食纤维可通

过高速离心除去。考察了用乙腈、甲醇、丙酮、乙酸乙

酯、0.1%乙酸-乙腈做为提取溶剂对同一柚花样品进行前

处理, 发现样品提取液的颜色甲醇最深, 呈棕黄色; 其次

是丙酮和乙酸乙酯, 呈黄绿色; 乙腈和 0.1%乙酸-乙腈颜

色最浅 , 呈浅绿色 , 说明乙腈提取的上清液中色素类共

提物较少 , 基质干扰相对较少 , 且采用乙腈提取时回收

率在 70%~110%的化合物数量最多。综上, 选取乙腈作为

提取剂进行后续实验。 
2.1.3  净化剂的种类和用量的确定 

实验选取QuEChERS 方法的常用净化剂对基质样品进行
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净化除杂, 从而降低干扰物对目标分析物的干扰, 提高检测的

灵敏度和准确性[29–30]。柚花中糖类、有机酸和黄酮类物质含量

丰富, 净化剂首先考虑使用 PSA 去除极性干扰物。另外, 干
柚花中色素含量虽然不高, 但黄酮类物质柚皮苷含量超过

8.5%[28], 本研究的样本含量更是高达 14%。柚皮苷和柚皮

素都是具有平面芳香环结构以及具有六元环结构的分子, 
GCB 对其具有很好的选择性, 所以在净化剂中加入 GCB
可以较好地吸附它们。由于柚花粉中的脂肪含量很低, 仅
有 1%左右, 为防止某些脂溶性的农药被吸附损失, 故不考

虑使用 C18 或 C8 吸附剂。 
 

 
 

注: ①~⑤分别为150 mg PSA、150 mg PSA+150 mg C18、150 mg PSA+ 
150 mg C18+15 mg GCB、150 mg PSA+15 mg GCB、 

300 mg PSA+300 mg C18+150 mg GCB。 
图1  不同净化剂体系对添加质量浓度为20 μg/L农药物质的加标回

收率分布 
Fig.1  Recovery rate distribution of different purification systems for 

pesticides added at a concentration of 20 μg/L  
 

本研究考察了不同净化剂的种类和用量对农药残

留目标分析物加标回收率的影响, 分别采 150 mg PSA、

150 mg PSA+150 mg C18、150 mg PSA+150 mg C18+15 mg GCB、

150 mg PSA+15 mg GCB、300 mg PSA+300 mg C18+150 mg 
GCB 5 种方案对乙腈提取液进行净化除杂处理, 考察同一

添加质量浓度(20 μg/L)下 317 种农药的回收率差异。各净

化体系对于柚花样品提取液的脱色效果明显, 增加净化剂

用量可提高目标物的净化效果, 但从图 1 中 317 种农药物质

的加标回收率分布情况来看, 净化剂用量增加后, 甲胺磷、

乙酰甲胺磷等有机磷农药、除虫菊酯类等农药化合物的回收

率降低了。实验表明, 针对柚花特性进行的净化剂选择分析

是合理的, 选择 150 mg PSA+15 mg GCB 净化除杂可以获

得更多目标分析物更佳的回收率。 

2.2  色谱、质谱条件的优化 

2.2.1  液相色谱柱和流动相体系的选择 
比较 317 种农药混合标准溶液在 ZORBAX RRHD 

SB-C18 (2.1 mm×150 mm, 1.8 μm)和 ACQUITY UPLC HSS 
T3 (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm)色谱柱上的分离效果, 通过

实验表明, 2 种型号的色谱柱均可以实现 317 种农药物质的

有效分离, 但 ACQUITY UPLC HSS T3 柱具有较尖锐的色

谱峰和更高的响应灵敏度, 更适合农药多残留分析。其原

因可能是 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱先进的 T3 键合

技术提高了柱效、改善了峰形和稳定性, 独特的封尾技术

确保了对极性化合物有很好地保留, 与纯水相流动相兼容, 
平衡极性与非极性化合物的保留和分离具有更佳的表现。 

流动相通常有甲醇和乙腈两种体系, 但它们对目标

化合物响应值与峰形的影响是不同的, 本研究中选用甲醇

比选用乙腈更能提高加氢峰母离子化合物或加铵峰母离子

化合物的响应值。在正离子扫描模式下, 加入少量甲酸铵

和甲酸可提升目标化合物的离子化程度, 从而增强其质谱

峰响应值[22]。本研究通过实验, 选择水(含 2 mmol/L 甲酸

铵和 0.01%甲酸)和甲醇(含 2 mmol/L 甲酸铵和 0.01%甲酸)
作为流动相, 采用梯度洗脱方式(见表 1), 30 min 可完成

317 种目标物质的分析。 
2.2.2  质谱条件的优化 

配制质量浓度为 50 µg/L 的 317 种农药混合标准溶液，

在 MS1 Scan 模式下分别对农药进行一级质谱分析，通过

优化锥孔电压获得每种农药具有最高响应信号的母离子。

在 Daughter Scan 模式下对母离子进行二级质谱分析，优化

碰撞能量，选择响应信号最强的两个子离子分别作为定量

离子和定性离子。部分代表性农药的保留时间和质谱参数

见表 2。 

2.3  方法学考察 

2.3.1  基质效应 
基质效应通常在样品离子化过程中出现, 会影响分

析结果的准确性和可靠性, 主要表现为基质抑制或基质增

强。不同的农药种类、不同的样品基质的基质效应不相同, 
基质效应的相对强度=(基质标准溶液的峰面积/溶剂标准

溶液的峰面积)×100%。 
柚花样品基质较为复杂, 本研究通过分别配制质量

浓度为 2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 和 200.0 μg/L
的 317 种农药混合标准的试剂空白和空白柚花基质系列标

准溶液, 上机测定, 考察基质效应的影响。结果显示, 317 种

农药物质的相关系数 r 均大于 0.995, 表明在 2.0~200.0 µg/L
范围内溶剂曲线和柚花基质曲线均具有良好的线性关系, 
其中柚花基质中有 240 种物质存在弱基质效应(小于 20%)、
37 种存在中等基质效应(20%~50%)、40 种存在强基质效应

影响(大于 50%)。为避免基质干扰, 采用基质标准曲线法

来消除基质效应带来的影响。 
2.3.2  定量限、回收率和相对标准偏差 

各物质在空白柚花基质加标 0.002 mg/kg 的浓度下进行

测定, 以信噪比(S/N)为3和10时分别计算检出限和定量限; 除
了吲唑磺菌胺、禾草灵、苯醚甲环唑、吡氟酰草胺、氟苯虫酰

胺、甲胺磷、丙炔噁草酮的定量监测离子对在此浓度下的信噪

比小于 10 但大于 3, 其余各物质在该浓度定量监测离子对

的信噪比均远远大于 10, 得出各物质的定量限为 0.002~ 
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0.010 mg/kg, 均符合国内外法规关于农药残留限量的要求。 
为考察方法适用性 , 分别将低 (0.01 mg/kg)、中

(0.05 mg/kg)、高(0.08 mg/kg) 3 个不同浓度水平的农药混

合标准溶液添加到空白柚花样品中进行加标回收实验研究, 
各浓度水平做 6 次平行, 结果表明, 柚花基质中 317 种农

药物质在上述加标水平下的回收率在 74.3%~120.3%范围

内 , 相对标准偏差 (relative standard deviation, RSD) 在
0.36%~10.00%, 表明该方法的准确性和精密度满足农药多

残留的分析要求。 

2.4  实际样品检测 

对南方沙田柚种植区域选择了 36 个种植园, 采集了

36 个柚花样品进行检测分析, 部分样品检出农药, 检出频

次较多的农药主要有噻虫胺、乙螨唑、多菌灵、多效唑、

苯醚甲环唑等, 都是低毒和微毒农药，与走访和调查了解

到的柚树花期及生长期经常使用的杀虫药、防病杀菌药、

植物生长调节剂用药基本一致[26–28]。六六六和滴滴涕被列

为持久性有机污染物, 是制定食品安全地方标准时必检的

项目, 它们在本研究 36 份样品中均未检出。 

3  结  论 

本 研 究 利 用 QuEChERS 前 处 理 方 法 结 合

UPLC-MS/MS, 建立了柚花中 317 种农药残留的快速测定

方法。317 种农药化合物在 2.0~200.0 μg/L 质量浓度范围内

线性良好, 相关系数 r>0.995, 定量限为 0.002~0.010 mg/kg, 
在低、中、高 3 个浓度水平的加标回收率范围为

74.3%~120.3%, RSD 在 0.36%~10.00%, 说明本方法前处理

简单, 灵敏度高、抗基质干扰能力强, 结果准确, 能满足柚

花样品多农药残留检测需求, 可以为制定柚花食品安全地

方标准提供可靠的技术支持。 
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