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QuEChERS-液相色谱-串联质谱法检测牛奶及奶粉

中 3 种新型杀菌剂 
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摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法测定牛奶及奶粉中氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的方法。

方法  样品经乙腈超声涡旋提取, 分析液经 QuEChERS dSPE EMR-Lipid 除脂专用管净化, 离心后过膜上机检

测。测试方法以乙腈-体积分数 0.1%甲酸水为流动相, 流速设置为 0.3 mL/min, 应用梯度洗脱程序, 采用

Shim-pack GIST-HP C18-AQ 色谱柱进行分离, 电喷雾正离子模式, 多反应离子监测模式检测, 基质匹配外标法进

行定量。结果  对于牛奶及奶粉基质, 氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺在 0.5~20.0 ng/mL 的质量浓度与其相对

应的峰面积之间线性关系良好, R2均大于等于 0.9993, 在 0.005、0.010 和 0.050 mg/kg 3 种不同浓度添加水平下, 氟茚

唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的平均回收率为 86.3%~105.9%, 相对标准偏差为 3.96%~9.18%。结论  本方法

可满足牛奶及奶粉中氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺检测的正确度、精密度和灵敏度的要求。 

关键词: 氟茚唑菌胺; 氟噻唑菌腈; 吡啶菌胺; 牛奶及奶粉; 液相色谱-串联质谱法 

Determination of 3 kinds of new fungicides in milk and formula by 
QuEChERS-liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for determination of fluindapyr, flutianil and fenpicoxamid in the milk 

and formula by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The samples were extracted by 

ultrasonic vortexing with acetonitrile. The analysis solution was purified by QuEChERS dSPE EMR-Lipid lipid 
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removal tubes, and then centrifuged and filtered before being analyzed. The test method used acetonitrile and 0.1% 

formic acid water as the mobile phase, with a flow rate of 0.3 mL/min. A gradient elution program was applied, and 

the separation was carried out on a Shim-pack GIST-HP C18-AQ chromatographic column. The detection was 

performed in positive ion mode with electrospray ionization and multiple reaction monitoring mode. Quantification 

was conducted using the matrix-matched external standard method. Results  For milk and milk powder matrices, 

there was a good linear relationship between the mass concentrations of fluindapyr, flutianil and fenpicoxamid ranging 

from 0.5 to 20.0 ng/mL and their corresponding peak areas, with R2 values all greater than or equal to 0.9993. At 3 kinds 

of different spiked levels of 0.005, 0.010 and 0.050 mg/kg, the average recoveries of fluindapyr, flutianil and 

fenpicoxamid were 86.3% to 105.9%, and the relative standard deviations were 3.96% to 9.18%. Conclusion  This 

method can meet the requirements of accuracy, precision and sensitivity for the detection of fluindapyr, flutianil and 

fenpicoxamid in milk and milk powder. 
KEY WORDS: fluindapyr; flutianil; fenpicoxamid; milk and formula; liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

自 20 世纪 50 年代起, 由病原微生物引发的植物病害

问题日益突出。相关数据显示, 这类病害导致的粮食减产

约占全球总损失的 30%[1]。为应对这一挑战, 农业生产中

普遍采用杀菌剂进行病害防控。氟茚唑菌胺是琥珀酸脱氢

酶抑制剂(succinate dehydrogenase inhibitor, SDHI)类杀菌

剂中的新优品种(图 1), 通过干扰病原菌细胞线粒体的呼

吸作用, 有效地抑制病原菌的繁殖, 致其死亡[2], 其杀菌

作用具有广谱性。适用于如谷物、玉米、蔬菜、水稻、果

树等, 可以用于防治由链格孢属、壳针孢属等病原菌引起

的病害[3]。氟噻唑菌腈是基于现有同类药物的一项突破, 
对白粉病有靶向作用, 与现有防治药剂不同, 其对侵染前

期的白粉菌无影响, 但可在侵染后期抑制病原菌扩展[4–6]。

吡啶菌胺为线粒体呼吸链复合体Ⅲ抑制剂型杀菌剂, 导致

生物体不能正常合成三磷酸腺苷, 进而衰竭死亡, 可做到

对谷物有重要威胁的病害均有效, 且持效期长[7–8]。虽然市

面杀菌剂安全性过关, 但因其使用广泛, 杀菌剂及其代谢

物残留在谷物及饲料中, 在被动物食用后可能会通过代谢

积累在肌肉组织中, 继而存在于动物源性食品中[9]。其中

牛奶及奶粉作为大众特别是婴幼儿最常饮用的高蛋白产品, 
其质量安全直接关系到每一个人的身体健康与生活品质。

值得注意的是, 牛奶中的药物残留风险与使用剂量呈正相

关, 更易出现残留超标现象。在牛奶中的最大残留限量美

国规定氟茚唑菌胺为 0.01 mg/kg, 欧盟规定氟噻唑菌腈为

0.01 mg/kg, 吡啶菌胺为 0.015 mg/kg。 
目前检测氟茚唑菌胺的方法有高效液相色谱法 [10], 

检测氟噻唑菌腈的方法有气相色谱-串联质谱法[11], 且这

些方法只针对于粮谷和果蔬基质。氟茚唑菌胺、氟噻唑菌

腈和吡啶菌胺灭菌剂均未收录在 GB 2763—2021《食品安

全国家标准 食品中农药最大残留限量》, 缺少相关国家检

测标准。因此, 开发灵敏、高效的氟茚唑菌胺、氟噻唑菌

腈和吡啶菌胺残留分析方法, 用以检测牛奶及奶粉中这些

化合物的实际残留水平, 不仅能够有效监控环境中的灭菌

剂残留, 指导合理用药, 而且可以进一步保障动物源性食

品的质量安全。 
本研究旨在开发一种高效快捷的检测方法, 以精准

测定牛奶及奶粉中氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的

残留水平。为此 , 本研究整合了快速样品前处理技术

QuEChERS, 并采用聚合物基质的净化材料 QuEChERS 
dSPE EMR-Lipid 进行样品净化, 同时结合液相色谱-串联

四极杆质谱法 (liquid chromatography-tandem quadrupole 
mass spectrometry, LC-MS/MS)进行精确定量分析, 建立氟

茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的分析测试方法, 本研

究旨在为完善生乳质量安全标准体系, 建立有效监控机制

提供理论支撑和实践指导。 
 

 
 

图 1  氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的化学结构式 
Fig.1  Chemical structural formula of fluindapyr, flutianil and fenpicoxamid 
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1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

LC-40AD-LCMS-8050 三重四极杆液相色谱质谱联用

仪、GL Sciences InertSustain C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 
3 μm) & (150 mm×2.1 mm, 3 μm)、Shim-pack GIST-HP 
C18-AQ 色谱柱(150 mm×2.1 mm, 1.9 μm)(日本Shimadzu 公司); 
ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)(美
国Waters 公司); EclipsePlus C18色谱柱(50 mm×2.1 mm, 1.8 μm) 
(美国 Agilent 公司); STV-100 多管涡旋混合仪(中国茂丰公

司); VORTEX GENIE 2 可调速涡旋混匀器(美国 Scientific 
Industries 公 司 ); LG-25M 离 心 机 ( 中 国 蜀 科 公 司 ); 
EFAA-DC24-RT 氮吹仪(中国安谱公司); XS105 分析天平(精
度 0.1 mg)、PL303 分析天平(精度 0.001 g)(瑞士 METTLER 
TOLEDO 公司); 默克 Milli-Q 超纯水仪(美国 Millipore 公司)。 

氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈、吡啶菌胺标准品(质量浓

度 100 μg/mL, 天津阿尔塔科技有限公司); 甲酸、乙酸铵、

乙腈、丙酮、甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 0.22 μm 尼

龙滤膜、POLY-SERY HLB (500 mg, 6 mL, 上海安谱公司); 
氨水、氯化钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 十八烷

基硅烷键合硅胶(C18)、QuEChERS dSPE EMR-Lipid、N-丙基

乙二胺(primary secondary amine, PSA)(美国 Agilent 科技有

限公司); HMR-Lipid(北京纳鸥公司); 中性氧化铝(alumina 
N-neutral, AL-N)(天津 Bonna-Agela 公司); 0.22 μm 聚四氟乙

烯 (polytetrafluoroethylene, PTFE) 滤膜、 0.22 μm 聚醚砜

(polyether sulfone, PES)滤膜、混合纤维素酯(mixed cellulose 
ester, MCE)滤膜(深圳逗点生物技术有限公司); 0.2 μm亲水

性聚丙烯滤膜(美国 Waters 公司)。 
牛奶与奶粉供试样品(中国质检院测试评价中心提供)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  混合标准中间液制备 

取氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈及吡啶菌胺标准品溶液各

0.1 mL, 置于 10 mL 容量瓶中, 以乙腈为溶剂定容至刻度, 配
制成质量浓度为 1.0 μg/mL 的混合标准中间液。 

分别移取 1.0 μg/mL 混合标准中间液 5、10、20、50、
100、200 μL, 置于 6 个 10 mL 容量瓶中, 用乙腈定容至刻

度, 得到相应浓度的中间工作溶液。 
取 6份 1 mL空白基质溶液, 经氮气吹干后, 分别加入

1 mL 上述中间工作溶液复溶, 最终获得 0.5、1.0、2.0、5.0、
10.0、20.0 ng/mL 的系列基质匹配标准工作溶液。 
1.2.2  样品前处理 

(1)提取步骤 
准确称取 2.0 g 样品, 置于 50 mL 带盖离心管中, 加入

4 mL 超纯水(一级水), 充分混匀后静置 30 min。随后加入

10 mL 乙腈, 先进行超声提取 10 min, 再以 2500 r/min 的转速

涡旋振荡 10 min。提取完成后, 在–10 ℃条件下以 20000 r/min

高速离心 3 min, 取上清液用于后续净化处理。 
(2)净化步骤 
移取 5 mL 上述提取液, 加入装有 QuEChERS dSPE 

EMR-Lipid吸附剂的15 mL净化管中, 涡旋混合10 min以确保

充分净化。随后以 11000 r/min 离心 5 min, 将所得净化液转移

至另一支含有 1 g氯化钠的 15 mL离心管中, 涡旋混匀 1 min, 
再次以 11000 r/min 离心 5 min。最后, 准确移取 1 mL 净化后

的上清液, 经 0.22 μm PTFE 滤膜过滤后装入样品瓶, 供
LC-MS/MS 分析使用。 
1.2.3  液相色谱-串联质谱条件 

(1)液相色谱条件 
采用Shim-pack GIST-HP C18-AQ色谱柱(150 mm×2.1 mm, 

1.9 μm)进行分离; 柱温箱温度为 40 ℃; 进样量为 5.0 μL。流动

相由 A 相(乙腈)和 B 相(含 0.1%甲酸的水溶液, 体积分数)
组成, 流速恒定为 0.3 mL/min; 梯度洗脱为 0~0.10 min, 
45% B 相; 0.10~2.00 min, 45%~5% B 相; 2.00~4.00 min, 5% 
B 相; 4.00~4.50min, 5%~45% B 相; 4.50~6.00 min, 45% B相; 
6.50 min 控制器停止。 

(2)质谱条件 
离子源模式: 电喷雾离子化(electrospray ionization, ESI); 

扫描模式: 多反应监测(multi-reaction monitoring, MRM); 接口

参数: 接口温度: 300 ℃、加热气流量(F): 10 L/min; 雾化系统: 
雾化器流量(N): 3 L/min、干燥气流量: 10 L/min; 加热模块: 脱
溶剂温度: 250 ℃、加热块温度: 300 ℃; 其他参数详见表 1。 

 

表 1  定量定性离子对、保留时间、驻留时间及碰撞能量 
Table 1  Quantitative and qualitative ion pairs, retention time, 

residence times and collision energy 

名称 母离子
(m/z) 

子离子
(m/z) 

Q1Pre 
偏差/V 

碰撞能

量/eV
Q3Pre 
偏差/V 

氟茚唑菌胺 352.15 312.2* –12 –18 –22 
276.2 –12 –21 –18 

氟噻唑菌腈 427.05 192* –15 –25 –19 
132 –15 –50 –23 

吡啶菌胺 615.20 239.1* –22 –30 –16 
515.2 –22 –17 –38 

注: *为定量离子。 
 

1.3  数据处理 

数据经 Excel 2016 (Microsoft Corporation)进行标准化

处理, 并转化为可视化分析图表。 

2  结果与分析 

2.1  仪器条件的优化 

2.1.1  质谱条件的优化 
首先精确配制质量浓度为 1.0 μg/mL 的氟茚唑菌胺、

氟噻唑菌腈和吡啶菌胺标准溶液, 并分别在 ESI 正离子模

式和负离子模式下对目标化合物进行全扫描。结果表明, 3
种目标物在正离子模式下响应更强, 均以质子化分子离子

[M+H]+形式被有效检测, 其对应的母离子质荷比(m/z)分
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别为 352.15(氟茚唑菌胺)、427.05(氟噻唑菌腈)和 615.20(吡
啶菌胺), 所得质谱图见图 2。随后 , 以前述母离子(m/z 
352.15、427.05 和 615.20)为前体离子, 在碰撞能量设为–35 eV
的条件下进行产物离子扫描。在此基础上, 进一步对碰撞能

量、Q1 与 Q3 的质量偏移(Pre 偏差)等关键参数进行系统优

化。依据国际食品法典委员会(CAC/GL 90-2017)[12]对质谱

确证方法的要求, 化合物鉴定需满足“四点鉴定法”, 即至

少包含一个母离子和两个子离子, 总计不少于 4 个识别

点。本研究从中筛选出离子丰度最高且受基质干扰最小的

两对子离子, 作为各目标物的特征离子对; 其中, 信号强

度更高的离子对被指定为定量离子。氟茚唑菌胺、氟噻唑

菌腈和吡啶菌胺的最终优化参数, 包括特征离子对、保留

时间、Q1/Q3 Pre 偏差及碰撞能量等, 详见表 1。 
2.1.2  色谱柱条件的优化 

在现代液相色谱分析体系中, 色谱柱的选择是决定分离

效能的关键因素之一。鉴于市售色谱柱类型繁多且极性梯度分

布广泛, 为系统评估不同极性色谱柱对氟茚唑菌胺、氟噻唑菌

腈和吡啶菌胺的色谱行为影响, 并结合目标物官能团特性, 本
研究选取了 5 类代表性色谱柱进行对比实验, 具体包括: 柱 1: 
GL Sciences InertSustain C18 (100 mm×2.1 mm, 3 μm); 柱 2: GL 
Sciences InertSustain C18 (150 mm×2.1 mm, 3 μm); 柱 3: 
Shim-pack GIST-HP C18-AQ (150 mm×2.1 mm, 1.9 μm); 
柱 4: ACQUITY UPLC HSS T3 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm); 
柱 5: EclipsePlus C18 (50 mm×2.1 mm, 1.8 μm), 上述色谱柱 

 

 
 

图 2  氟茚唑菌胺(a)、氟噻唑菌腈(b)和吡啶菌胺(c)的全扫描质谱图 
Fig.2  Full scan mass spectra of fluindapyr (a), flutianil (b) and fenpicoxamid (c) 
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覆盖了从非极性到中等极性的典型色谱柱类型(相关响应谱

图见图 3)。实验结果表明, 目标化合物在所选色谱柱上均呈

现可检测响应。进一步分析发现, 色谱柱长度显著影响分离

效果。例如, 使用较短的柱 5 时, 目标峰保留时间提前, 且
峰形重叠较为严重, 分离度不足。值得注意的是, 即使填料

粒径相同(如柱 1 与柱 2), 柱长增加也未必带来更好的分离

效果——柱 2 的分离性能反而不如柱 1, 推测可能与其使用

时间较长或操作不当导致柱效下降有关。此外, 尽管柱 1 与

柱 3 均采用十八烷基(C18)官能团, 但柱 3 表现出更优的响应

信号。这归因于其采用了键距优化技术: 通过精确控制硅胶

表面C18长链之间的间距, 增强了固定相与高水含量流动相的

相容性, 从而提升对极性化合物的保留能力; 同时, 其更小的

填料粒径(1.9 μm)进一步提高了柱效和灵敏度, 使其整体色谱

响应优于柱 1 和柱 4。综合考虑分离度、峰形、保留行为及响

应强度, 本研究最终选定 Shim-pack GIST-HP C18-AQ 色谱柱

(150 mm×2.1 mm, 1.9 μm)作为后续分析的首选色谱柱。 

2.1.3  流动相条件的优化 
在 ESI 质谱分析过程中, 流动相组成对目标化合物的离

子化效率具有显著影响。研究表明, 在流动相中添加适量酸

性添加剂(如甲酸、乙酸)可促进目标化合物形成[M+H]+离子, 
而引入碱性添加剂(如甲酸铵、乙酸铵或氨水)能有效抑制

[M+Na]+、[M+K]+等加合离子形成, 同时促进[M-H]-离子生成, 
从而显著提升目标离子的检测灵敏度。本研究系统考察了不

同流动相体系对氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的色谱

与质谱响应的影响。有机相(A 相)分别选用乙腈和甲醇；水相

(B 相)则包括以下 3 种组合: 超纯水(一级水)、甲酸-乙酸铵-
水溶液, 以及 0.1%甲酸-水溶液。通过对比不同 A/B 相组合的

色谱表现发现: 当 A 相为乙腈、B 相为含 0.1%甲酸的一级

水时, 目标化合物展现出最高的离子化效率, 色谱峰形尖锐

对称, 分离度良好, 整体分析性能最优(部分对比色谱图见

图 4)。因此, 本研究最终确定以乙腈和 0.1%甲酸水溶液(一
级水配制)作为流动相体系用于后续定量分析。 

 

 
 

注: 总离子流图(total ion current diagram, TIC)。 
图 3  氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺在不同色谱柱上的响应值 

Fig.3  Response values of fluindapyr, flutianil and fenpicoxamid on different chromatographic columns 
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图 4  不同流动相对氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺分离效果的影响 

Fig.4  Effects of different mobile phases on the separation effect of fluindapyr, flutianil and fenpicoxamid 

 
2.2  前处理条件优化 

2.2.1  净化填料的优化 
近年来, 分析检测领域呈现出显著的技术革新趋势, 

其核心发展方向聚焦于提升检测效率与缩短分析周期。

在这一背景下, QuEChERS 前处理技术凭借其突出的操作

简便性、经济性、高效性及环境友好性, 已在药物残留检

测[13–18]、食品添加剂分析[19]以及生物毒素筛查[20–25]等多

个领域获得广泛应用。该技术体系的核心净化机制基于 3
类功能化填料: PSA: 通过离子交换作用有效去除基质中

的有机酸、金属离子及糖类、酚类等极性杂质; 十八烷基

键合硅胶(C18): 利用反相吸附机理选择性去除脂类等非极

性干扰物; 石墨化碳黑(graphitized carbon black, GCB): 通
过平面 π-π 相互作用特异性吸附色素、甾醇类等平面结构

物质[26]。针对本研究富含脂质的复杂基质特性, 优先选择

C18 填料作为基础净化组分。基于前期固相萃取柱筛选研

究, 发现 AL-N 展现出卓越的脂质去除效能, 故将其纳入

本次考察的净化体系。此外, 为评估新型脂质净化材料的

适用性, 本研究同步引入了 3 种具有代表性的功能化材料: 
QuEChERS dSPE EMR-Lipid: 脂质亲和型吸附材料 ; 
HMR-Lipid: 具 有 亲 脂 性 官 能 团 的 复 合 吸 附 剂 ; 
POLY-SERY HLB: 兼具亲水-亲脂平衡特性的混合型填

料。这些新型材料在保持目标物回收率的同时, 可实现对

脂质类干扰物的高效选择性去除。 
本研究设计了 5 种差异化净化方案, 具体填料组合及处

理方式如下: T1: 1000 mg C18; T2: 500 mg POLY-SERY HLB; 
T3: 1000 mg AL-N; T4: 1000 mg QuEChERS dSPE EMR-Lipid; 
T5: 1000 mg HMR-Lipid。各样品均按照 1.2.2 节所述前处理

流程进行提取, 并分别采用上述 5 种净化材料进行净化, 随
后依据1.2.3节的仪器条件进行LC-MS/MS分析, 回收率计算

结果如图 5 所示。结果显示, 经 C18净化后, 氟茚唑菌胺的回

收率高达154%, 推测其原因在于C18对基质中干扰杂质(尤其

是脂类)具有较强去除能力, 从而显著提升了目标物的色谱响

应信号。相比之下, HMR-Lipid 净化效果较差, 氟茚唑菌胺、

氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的回收率分别仅为 65%、29%和 26%, 
可能由于该材料未能有效清除基质干扰, 或其净化后提取液

的溶剂组成与初始流动相存在较大差异, 导致目标物离子化

效率下降、响应降低。而使用 QuEChERS dSPE EMR-Lipid、
AL-N 和 POLY-SERY HLB 净化时, 3 类目标物的回收率分别

稳定在 92%~104%、89%~103%和 80%~95%, 表现出良好的

准确度与重现性。综合考虑回收率、净化效能及对目标分析

物 的 保 留 能 力 , 本 研 究 最 终 选 定 QuEChERS dSPE 
EMR-Lipid 作为最优净化材料用于后续分析。 
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图 5  不同净化材料对氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺 
回收率的影响(n=3, 质量浓度 0.02 mg/kg) 

Fig.5  Effects of different purification materials on the  
recovery rates of fluindapyr, flutianil and fenpicoxamid  

(n=3, mass concentration 0.02 mg/kg) 
 
2.2.2  滤膜的筛选 

在样品前处理过程中, 滤膜的选择对实验结果准确

性具有决定性影响。滤膜筛选需重点考量其与待测样液的

化学兼容性, 具体各类型滤膜特性如下。MCE 微孔滤膜由

硝酸纤维素酯与醋酸纤维素酯共聚而成, 通过物理截留作

用可有效去除流体中的微生物及微粒杂质 , 实现样品净

化。尼龙膜(nylon membrane, NYLON)兼具亲水性与有机溶

剂耐受性, 适用于水相及有机溶液过滤。PTFE 具有极强化

学惰性, 可耐受强酸强碱及有机溶剂。聚丙烯膜(general 
hydrophilic polypropylene, GHP)专为水性及腐蚀性有机溶液

设计, 其低蛋白结合特性可确保蛋白类样品的高回收率。

PES 凭借低蛋白吸附特性, 特别适用于蛋白溶液过滤, 同时

兼容温和有机溶剂体系。为评估不同滤膜对目标物回收率的

影响, 实验设计如下: 取 1 mL 20 ng/mL 溶剂标准溶液, 分
别经 MCE、NYLON、GHP、PES 及 PTFE 滤膜过滤后上机

检测, 回收率结果见图 6。结果显示, 使用 MCE、GHP 和

PES 滤膜时, 吡啶菌胺的回收率分别为 77%、69%和 79%。 
 

 
 

图 6  不同滤膜对氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的 
过滤效果(n=3, 质量浓度 20 ng/mL) 

Fig.6  Filtration effects of different membranes on fluindapyr, 
flutianil and fenpicoxamid (n=3, mass concentration 20 ng/mL) 

分析认为: MCE 和 PES 可能因部分溶解于标准溶液所用溶

剂中, 引入额外基质成分, 增强基质效应, 从而抑制目标

物的离子化效率, 导致响应降低; 而 GHP 对吡啶菌胺可能

存在非特异性吸附, 是其回收率偏低的主要原因。相比之

下, PTFE 和 NYLON 滤膜所得回收率均符合方法学验证要

求, 表现出良好的兼容性与惰性。综合考虑本研究中样品

基质的复杂性、提取溶剂的组成(含乙腈等有机成分)以及

滤膜的化学稳定性, 最终选定 PTFE 滤膜作为样液过滤的

首选材料。 
2.2.3  提取溶剂的选择 

在目标物检测过程中, 常用的萃取溶剂包括乙腈、正

己烷、酸化乙腈、乙酸乙酯、甲醇、丙酮及其不同比例混

合体系。基于前期研究经验, 对含油量高的样本而言, 正
己烷和乙酸乙酯会导致提取液油脂含量显著升高, 这不仅

增加后续净化难度, 而且与 EMR-Lipid 净化材料(适用于

水溶性提取体系)的兼容性不佳, 因此在本研究中予以排

除。基于前期研究基础, 本研究进一步对比了以下 4 种提

取溶剂对目标物的萃取效率: 0.1%(体积分数)乙酸-乙腈、

纯乙腈、0.1%(体积分数)氨水-乙腈和丙酮。所有样品均按

照 1.2.2 节所述前处理流程进行提取、净化及仪器分析, 并
计算各目标物的回收率, 结果如图 7 所示。结果显示, 使用

丙酮作为提取溶剂时, 目标物回收率普遍低于 78%, 这可能

归因于丙酮对基质中共提物(如色素、脂质等)的高溶解能力, 
导致提取液成分复杂、净化难度加大, 从而影响目标物的准

确测定; 相比之下, 采用 0.1%乙酸-乙腈、纯乙腈和 0.1%氨

水 - 乙腈时 , 目标物的回收率分别达到 75%~96% 、

92%~105%和 107%~122%。其中, 氨水改性乙腈虽回收率略

高, 但存在部分目标物响应偏高、可能引入基质增强效应的

风险; 而乙酸改性体系回收率范围稍宽, 稳定性略逊。综合

考虑提取效率、回收率、稳定性与后续 EMR-Lipid 净化步

骤的兼容性以及方法的稳健性, 本研究最终选定纯乙腈作

为最优提取溶剂。 
 

 

 
 

图 7  不同提取溶剂对氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和 
吡啶菌胺的提取效率 

Fig.7  Filtration effects of different extraction solvents on  
fluindapyr, flutianil and fenpicoxamid in different  
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2.3  基质效应、标准曲线、检出限和定量限 
基质效应是指样品基质中的共洗脱组分干扰目标分析

物在质谱中的电离过程, 从而引起检测信号的增强或抑制。

其主要成因在于提取物中残留的内源性物质(如脂类、色素、

有机酸等)与目标物在色谱分离过程中未能完全分离, 进而

在离子源中竞争电离, 影响质谱响应的准确性[27–28]。这种效

应在复杂基质(如食品、生物样品)中尤为显著, 可能造成定量

结果严重偏离真实值, 甚至导致假阳性或假阴性判断[29–30]。

值得注意的是, 即使不存在明显的共洗脱峰, 流动相中痕量

杂质也可能对分析物的峰形和响应产生不可忽视的影响。尽

管基质效应无法完全消除, 但可通过采用基质匹配校准等

策略有效降低其影响[31]。用 η表示基质效应系数: η=(基质匹

配标准曲线的斜率-溶剂标准曲线的斜率)/溶剂标准曲线的

斜率×100%。当|η|<10%, 表明基质效应不显著; 反之则存在

明显的基质增强或减弱效应[32]。实验中, 按照 1.2.2 节方法

处理空白样品(信噪比 S/N<3), 获得空白基质提取液, 并依

据 1.2.1 节分别配制相同浓度的溶剂标准溶液与基质匹配标

准溶液。由表 2 可知, 氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺

均表现出明显的基质抑制效应, 且三者之间的抑制程度相

近。鉴于此, 本研究采用基质匹配校准曲线进行定量分析, 
以有效校正基质带来的系统偏差。 

方法的检出限定义为在空白样品中添加目标物后, 
其色谱响应信噪比(S/N)≥3 所对应的浓度; 定量限则对应

S/N≥10 的添加浓度。以目标物质量浓度(X, ng/mL)为横坐

标, 对应峰面积(Y)为纵坐标, 建立校准曲线。结果表明, 
在 0.5~20.0 ng/mL 质量浓度范围内, 3 种目标物均呈现良

好的线性关系 , 相关系数 (r2)均大于等于 0.9993, 符合

GB 5009.295—2023《食品安全国家标准 化学分析方法

验证通则》对方法验证的技术要求。最终确定本方法的

检出限为 0.002 mg/kg, 定量限为 0.005 mg/kg。 

2.4  回收率及精密度实验 

依据 1.2.2 节的前处理流程和 1.2.3 节的仪器分析条

件, 对奶粉和牛奶样品进行检测。选取信噪比(S/N)<3 且经

确认不含目标物的样品作为空白基质。在此基础上, 设置

3 个加标浓度水平: 0.005、0.010 和 0.050 mg/kg, 开展加标

回收实验。具体操作如下: 向各空白样品中准确加入相应

浓度的目标物标准溶液, 充分混匀后静置 30 min, 以确

保目标物被基质充分吸附或分散。随后, 所有加标样品

均严格按照 1.2.2 和 1.2.3 节所述方法进行提取、净化及

仪器分析。每个加标水平均独立重复测定 6 次, 以评估方

法的准确度与精密度。GB 5009.295—2023 规定质量分数(ρ)
为 1 μg/kg<ρ≤10 μg/kg, 回收率为 60%~120%, 重复性相对

标准偏差≤20%; 质量分数为 10 μg/kg<ρ≤100 μg/kg, 回收

率为 70%~120%, 重复性相对标准偏差≤15%, 由表 3可知: 
目标物的平均回收率为 86.3%~105.9%, 相对标准偏差为

3.96%~9.18%, 符合方法验证学的要求。 

2.5  质控及实际样品测定 

为验证本研究方法的准确性与可靠性, 采用该方法

对奶粉中氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的质控样

品进行测定。所用质控样品均具有经认证的特性值及其

扩 展 不 确 定 度 , 其 标 称 含 量 分 别 为 : 氟 茚 唑 菌 胺

(0.126±0.011) mg/kg、氟噻唑菌腈(0.113±0.012) mg/kg、
吡啶菌胺(0.118±0.009) mg/kg。质控样品平行测定 6 次, 取平

均值得: 氟茚唑菌胺 0.113 mg/kg、氟噻唑菌腈 0.118 mg/kg、
吡啶菌胺 0.109 mg/kg, 采用稳健统计方法计算的 z 值分

别为氟茚唑菌胺-0.85、氟噻唑菌腈 0.14、吡啶菌胺-0.43。
所得|z|<2, 说明检测结果为满意, 证明本方法能够准确检

测奶粉中的氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺。本研究

应用所建立的方法对市售的 15 个品牌、共计 32 批次奶粉

样品进行了氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺残留的检

测。结果表明, 所有样品中均未检出上述 3 种目标化合物。

鉴于乳制品在膳食结构中的重要地位及其潜在的农药残留

风险, 为切实保障消费者健康与乳品质量安全, 建议持续

开展对牛奶及奶粉中氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺

等农药残留的监测工作。 

 
表 2  氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的线性方程、相关系数、基质效应、检出限和定量限 

Table 2  Calibration curves, correlation coefficients, matrix effects, limit of detection and limit of quantitation of fluindapyr,  
flutianil and fenpicoxamid  

基质 目标物 线性方程 r2 基质效应/% 检出限/(mg/kg) 定量限/(mg/kg) 

奶粉 

氟茚唑菌胺 Y=143880X–9776 0.9997 65.6 0.002 0.005 

氟噻唑菌腈 Y=152650X–748 0.9996 69.3 0.002 0.005 

吡啶菌胺 Y=871437X–52686 0.9998 69.8 0.002 0.005 

牛奶 

氟茚唑菌胺 Y=150399X–882 0.9994 64.1 0.002 0.005 

氟噻唑菌腈 Y=147722X–637 0.9993 70..2 0.002 0.005 

吡啶菌胺 Y=888816X–926 0.9997 69.2 0.002 0.005 
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表 3  氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺的平均回收率和相对标准偏差(n=6) 
Table 3  Recoveries and relative standard deviations of fluindapyr, flutianil and fenpicoxamid (n=6) 

基质  目标物  
0.005 mg/kg 0.010 mg/kg 0.050 mg/kg 

平均  
回收率/% 

相对标准  
偏差/% 

平均  
回收率/%

相对标准 
偏差/% 

平均  
回收率/% 

相对标准 
偏差/% 

奶粉  
氟茚唑菌胺  86.3 9.18 104.8 8.64 97.6 7.34 
氟噻唑菌腈  95.2 7.38 103.7 7.61 105.9 6.35 
吡啶菌胺  89.1 6.67 99.1 6.32 93.4 4.37 

牛奶  
氟茚唑菌胺  92.3 4.49 92.7 4.47 96.7 5.26 
氟噻唑菌腈  102.1 5.27 93.2 5.35 102.1 4.32 
吡啶菌胺  94.7 7.94 91.7 5.72 103.4 3.96 

 

3  结  论 

本研究建立了一种基于 QuEChERS 结合 LC-MS/MS
的分析方法, 用于同时测定牛奶和奶粉中 3 种新型杀菌剂

(氟茚唑菌胺、氟噻唑菌腈和吡啶菌胺)的残留量。通过对

QuEChERS 前处理流程及 LC-MS/MS 仪器参数的系统优

化, 实现了对目标化合物的良好分离与准确定量。该方法

在选定的浓度范围内展现出良好的线性关系, 具有较高的

灵敏度和精密度, 能够满足牛奶及奶粉基质中痕量杀菌剂

的分析要求。为乳制品质量安全监控提供了可靠的技术手

段, 有助于保障消费者食用乳制品的安全, 也为相关监管

部门制定更完善的食品安全标准和监管措施提供了有力的

数据支持, 对促进乳制品行业的健康发展具有重要意义。 
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