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UPLC-MS /MS 法测定蔬菜中代森锰锌和甲基代森锌
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摘 要: 建立了蔬菜中的代森锰锌和甲基代森锌经碘甲烷衍生化反应后用正己烷液液萃取，并利

用 UPLC-MS /MS 检测的方法。实验优化了衍生化的条件和提取方法，以外标法定量分析。方

法具有良好的线性关系，代森锰锌和甲基代森锌质量浓度分别在 6. 89 ～ 344. 5 ng /mL 与 6. 15 ～
307. 5 ng /mL 范围内线性回归系数 r 均大于 0. 995; 检测限均小于 1 μg /kg ; 代森锰锌和甲基代森

锌在蔬菜中的加标回收率在 83. 1% ～97. 6%范围内，相对标准偏差( ＲSD，n = 6) 在 4. 3% ～ 13%
范围内。方法可满足对蔬菜中的代森锰锌及甲基代森锌农药残留检测的要求。
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Determination of mancozeb and propineb in vegetables with UPLC-MS /
MS
LEI Yun1，WU Shan-yue1，LIN Qin2，LIN Mu-tu1，LIU Wen-jing1，2，WANG Zheng2 and DAI Ming* 2

( 1． Department of Pharmaceutical Analysis，Faculty of Pharmacy，Fuijan Medical University，Fuzhou
350004; 2． Fujian Inspection and Ｒesearch Institute for Product Quality，National Center of Processed
Food Quality Supervision and Inspection( Fuzhou) ，Fuzhou 350002)

Abstract: A sensitivity and reproducibility method was developed for the determination of the
mancozeb and propineb pesticides in vegetables by ultra high performance liquid chromatography-
tandem quadrupole mass spectrometry( UPLC-MS /MS) ． The samples were derived with methyl iodide
and then extracted by hexane for liquid – liquid extraction． The conditions of derivatization and the
extraction method were optimized and the quantitative analysis of external standard method were carried
out． The method has a good linear relationship and the linear regression coefficients were greater than
0. 995． The linear ranges of mancozeb and propineb in vegetable were 6. 89 to 344. 5 ng /mL and 6. 15
to 307. 5 ng /mL，respectively． And the limits of detection were less than 1 μg /kg． The recoveries of
mancozeb and propineb were ranged from 83. 1% to 97. 6% and the relative standard deviations
( ＲSD，n = 6) in the range of 4. 3% ～ 13% ． This method can effectively satisfy the requirements for
residue detection of mancozeb and propineb pesticides in vegetables．
Keywords: UPLC-MS /MS; Mancozeb; Propineb; Derivative reaction

代森锰锌和甲基代森锌在农作物防治疾病上

应用 相 当 成 功［1 － 3］，但 是 其 分 解 产 物 乙 撑 硫 脲

( ETU) 会对人体健康造成危害［4］。根据 GB 2763
－ 2016，代 森 锰 锌 的 日 容 许 摄 入 量 ( ADI ) :

30 μg /kg BW， 甲 基 代 森 锌 的 ADI 为 7 μg /kg
BW［5］。目前普遍采用顶空气相色谱法检测代森

锰锌及甲基代森锌在农作物中的残留如番茄、西

瓜及其瓜叶、大黄、辣椒及马铃薯等［6 ～ 11］，但该法
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分析的是二硫代氨基甲酸酯 ( 盐) 类杀菌剂产生

的二硫化碳总量，专一性较差［12］，无法确定农作

物具体使用的是哪一种二硫代氨基甲酸酯 ( 盐)

类农药，并且，由于某些农作物本身可能分解产

生二硫化碳，极易产生误判。此外也有通过液相

色谱法并经衍生化检测花生中代森锰锌残留量

的报道［13］。
GB 2763 － 2014 将 SN /T 0711 － 2011 指定为

代森锰锌和甲基代森锌的检测方法［14］。但本研究

通过前期实验发现，SN /T 0711 － 2011 中所采用的

固相萃取方法［15］，由于衍生产物的溶解度差，造成

回收率极低。同时，实验过程中发现过量的碘甲烷

衍生剂极易继续与代森锰锌和甲基代森锌生成的

二取代物继续反应生成三取代物和四取代物，因

此，无法检测到标准中要求检测的二取代衍生物;

如果要尽可能的生成二取代物，就必需严格控制衍

生剂的用量，但同时样品中的杂质也可能会与衍生

剂反应，极易造成衍生剂不足而使代森锰锌和甲基

代森锌无法衍生上。针对 SN /T 0711 － 2011 存在

的问题，本研究对衍生剂用量、提取方法、检测目标

物和检测条件等进行了研究，建立了 UPLC-MS /MS
法检测代森锰锌和甲基代森锌的方法。本方法找

到了正确的检测目标物，有效地提高了衍生化产物

的提取效率，提高了检测灵敏度和重现性，定性和

定量分析准确，可以有效满足蔬菜中的代森锰锌及

甲基代森锌的检测需求。
1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

Waters Acquity UPLC 超高效液相色谱仪 ( 美

国沃特世公司) ，配 Quattro Premier XE 串联四极杆

质谱仪( 美国沃特世公司) ; Avanti J-E 冷冻高速离

心机( 美国贝克曼公司) ; Milli-Q 超纯水纯化系统

( 美国 Millipore 公司) ; KQ-800KDE 型超声波清洗

器( 昆山市超声仪器公司) ; 0. 2 μm PTFE 聚四氟

乙烯一次性过滤头( 美国热电公司) 。
代森锰锌标准品( 纯度 78. 3% ) 、甲基代森锌

标准品( 纯度 71. 5% ) ( 德国 Dr． Ehrenstorfer GmbH
公司) ; 碘甲烷 ( 纯度 99%，日本 TCI 公司) ; 甲酸

( 色谱纯，德国默克公司) ; 乙腈( 色谱纯，山东禹王

公司化工分公司 ) ; 乙二胺四乙酸 二 钠 ( 纯 度≥
99. 0% ) 、L-半胱氨酸盐酸盐 ( 纯度≥98. 5% ) 、四

丁基硫酸氢铵、正己烷、HCl 和 NaOH 均为分析纯。
1. 2 溶液配制

碱性 EDTA 提取液: 称取 74. 4 g EDTA-2Na，加

入 700 mL 的 超 纯 水，超 声 溶 解，加 入 17. 0 mL

500 g /L NaOH 溶液，超声溶解，调节 pH 9. 5 ～ 10，

加水定容至 1000 mL，混匀备用。四丁基硫酸氢铵

溶液: 称取 13. 6 g 四丁基硫酸氢铵，加水定容到

100 mL。
代森锰锌及甲基代森锌标准储备溶液: 分别准

确称取适量代森锰锌及甲基代森锌标准品，用乙腈

配制成约 50 μg /mL 的储备液。代森锰锌及甲基

代森锌标准中间溶液的配制: 准确移取代森锰锌及

甲基代森锌标准储备溶液 5. 0 mL，用乙腈稀释定

容到 50 mL，配制成约 5. 0 μg /mL 的中间液。代森

锰 锌 及 甲 基 代 森 锌 标 准 使 用 溶 液 的 配 制: 取

5. 0 mL空白样品碱性 EDTA 提取液，准确加入适量

摇匀的代森锰锌及甲基代森锌标准中间溶液，经衍

生、萃取后配成质量浓度为 10 ～ 300 ng /mL 的标准

系列。
1. 3 样品前处理

称取 5. 00 g 样品，加入 0. 20 g L-半胱氨酸盐

酸盐，振摇混匀，放置 5 min，加入 20. 0 mL 碱性

EDTA 提取液，涡旋混匀，超声提取 10 min，摇匀，

4℃，10000 r /min 高速离心 5 min; 准确移取上清液

5. 0 mL 于 50 mL 离心管中，加入 0. 5 mL 四丁基硫

酸氢铵溶液和 200 μL 2 mol /L HCl 溶液，混匀; 加

入 200 μL 碘甲烷，立即涡旋混匀 2 min，避光静置

30 min，取出，加入 100 μL 甲酸，涡旋混匀; 加入

5 mL正己烷，涡旋萃取 2 min，离心，吸出正己烷层

至 10 mL 刻度试管中，再加入 5 mL 正己烷萃取

1 次，吸出正己烷层合并; 40℃ N2 吹至近干，乙腈

定容至 1. 0 mL 刻度，混匀，过 0. 2 μm PTFE 滤膜，

待测。
1. 4 UPLC 条件

Waters BEH-C18 色谱柱 ( 1. 7 μm，100 mm ×
2. 0 mm) ; 柱温: 35℃ ; 进样量: 7. 5 μL; 流动相及梯

度: A 相为纯水; B 相为乙腈，0 ～ 3 min，B 相 40%
→40% ; 3 ～ 5 min，B 相 40%→80% ; 5 ～ 6 min，B 相

80%→80% ; 6 ～ 6. 1 min，B 相 80%→40% ; 6. 1 ～
8 min，B 相 40%→40% ; 流速 0. 3 mL /min。
1. 4 质谱条件

电离 源: 电 喷 雾 正 离 子 模 式; 毛 细 管 电 压:

3. 50 kV; 源温度: 120℃ ; 脱溶剂气温度: 400℃ ; 脱

溶剂气流量: 700 L /h; 碰撞室压力: 3. 1 !10 －3 Pa;

特征离子及其它质谱参数见表 1。
2 结果与讨论

2. 1 质谱条件优化

分别取 约 30 μg /mL 的 代 森 锰 锌 和 甲 基 代

森锌标准溶液100 μL，加入 5. 0 mL 空白样品碱性
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表 1 特征离子及其它质谱参数

Table 1 Characteristic ions and other mass spectrometric parameters

Analytes
Parent ion

( m/z)
Daughter ions

( m/z)
Cone voltage

/V
Collision energy

/eV

Trimethyl derivative of mancozeb 255 134* 15 10
207 15 6

Tetramethyl derivative of mancozeb 269 148 10 18
75* 10 18

Trimethyl derivative of propineb 269 148* 10 18
221 12 10

Tetramethyl derivative of propineb 283 89* 12 25
162 12 12

Note 1: * Quantitation ion; Note 2: Derived agent should be enough for mancozeb and propinebreaction to generate tetramethyl
derivative，and the results were quantified by peak area．

EDTA 提取液中，涡旋混匀，加入 0. 5 mL 四丁基硫

酸氢铵溶液和 200 μL 2 mol /L HCl，其后按 1. 3 节

衍生和萃取。将衍生后标准溶液由注射泵直接进

样，首先作一级质谱全扫描( 见图 1) ，扫描结果在

ESI( + ) 模式下，找到代森锰锌三取代衍生物准分

子离子峰 m/z 255 和四取代衍生物准分子离子峰

m/z 269，找到甲基代森锌三取代衍生物准分子离

子峰 m/z 269 和 四 取 代 衍 生 物 准 分 子 离 子 峰

m/z 283。再分别对母离子进行子离子扫描，通过

优化碰撞能量等参数得到代森锰锌和甲基代森锌

衍生物的子离子扫描图( 见图 2) ，最终确定相应的

质谱参数( 见 1. 4 节质谱分析条件) 。

图 1 代森锰锌和甲基代森锌衍生物一级质谱扫描图

Fig. 1 The mass spectra of MS scan of derivatives of mancozeb and propineb
( a) Trimethyl derivative of mancozeb; ( b) Tetramethyl derivative of mancozeb; ( c) Trimethyl derivative of propineb;

( d) Tetramethyl derivative of propineb

2. 2 色谱条件优化

采用了 Waters Acquity UPLC 超高效液相色谱仪

和1. 7 μm 粒径的BEH-C18超高效液相色谱柱，具有极

高的分离效率。分别实验了纯水 /乙腈体系、0. 005%
甲酸 /乙腈体系、0. 1%甲酸 /乙腈体系、0. 5%甲酸 /乙
腈体系作为流动相的分离效果，实验发现流动相酸度

越强，出峰时间越早且峰形展宽越严重，最终发现在

纯水 /乙腈体系下具有最佳的峰形、分离度和灵敏度。
优化调整后的色谱条件和洗脱梯度见 1. 4 节，此时，

代森锰锌三取代衍生物、四取代衍生物、甲基代森锌

三取代衍生物和四取代衍生物的色谱分离总离子流

图和定量离子监测图见图 3。
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图 2 代森锰锌和甲基代森锌衍生物二级质谱扫描图

Fig. 2 The mass spectra of MS /MS scan of derivatives of
mancozeb and propineb

( a ) Trimethyl derivative of mancozeb; ( b ) Tetramethyl
derivative of mancozeb; ( c) Trimethyl derivative of propineb;

( d) Tetramethyl derivative of propineb

图 3 代森锰锌和甲基代森锌衍生物的总离子流图和

定量离子监测图

Fig. 3 TIC and SIM chromatograms of mancozeb and
propineb derivatives

( a) Trimethyl derivative of mancozeb( ＲT = 4. 93 min) ;

( b) Tetramethyl derivative of mancozeb( ＲT = 5. 86 min) ;

( c ) Trimethyl derivative of propineb ( ＲT = 5. 25 and 5. 35
min) ; ( d) Tetramethyl derivative of propineb( ＲT = 6. 21 min)

2. 3 衍生化反应条件的优化

2. 3. 1 衍生剂用量 代森锰锌及甲基代森锌先生

成可溶性的代森钠和甲基代森钠，再与碘甲烷反应

生成甲基化产物。目前文献报道的甲基化产物均

为二取代产物，但本研究发现过量的衍生剂会与生

成的二取代物继续反应生成三取代物和四取代物，

基本不会有二取代物剩余; 如果要检测二取代物，

就必需严格控制衍生剂的用量，但同时样品中的大

量杂质可能也会与衍生剂反应，将造成代森锰锌和

甲基代森锌无法衍生上而检测不到。
实验发现，由于四取代物存在较大的空间排挤

作用，即使衍生剂过量很多，代森锰锌及甲基代森

锌也不会全部衍生反应生成四取代物，而是以一定

比例生成三取代物和四取代物的混合物。本实验

通过设置一系列不同剂量的衍生剂，比较空白加标

样的衍生检测结果，发现当衍生剂碘甲烷的添加量

为 200 μL 时代森锰锌及甲基代森锌衍生物具有最

大的响应高度。
2. 3. 2 L-半胱氨酸用量 由于代森锰锌及甲基代

森锌在碱性条件下易发生分解，需要加入一定量的

稳定剂 L-半胱氨酸来避免分解。称取 5. 0 g 的样

品于 离 心 管 中，分 别 加 入 0，100，150，200，300，

400 mg L-半胱氨酸，再分别加入定量的标准溶液，

之后的处理按照 1. 3 节，比较结果，发现 200 mg
L-半胱氨酸的添加水平具有最好的响应值，之后随

着剂量的增加，响应反而有所下降，因此，确定了

L-半胱氨酸的适宜添加量为 200 mg。
2. 4 衍生产物提取方法

由于代森锰锌及甲基代森锌的衍生产物主要

为三取代物和四取代物，其极性较弱，在水溶液中

的溶解度很小，按照 SN /T 0711 － 2011 中所采用的

固相萃取方法回收率极低，因此，需要实验合适的

萃取方法将衍生产物提取出来。针对代森锰锌及

甲基代森锌衍生产物的极性特点，实验发现，在酸

性条件下，衍生物可由正己烷萃取出来，并且 5 mL
衍生溶液用正己烷萃取 2 次，每次 5 mL，即可达到

90%以上的提取效率，正己烷提取液氮气吹干后用

乙腈复溶即可上机测试。
2. 5 定量方法

由图 3 可知，代森锰锌及甲基代森锌衍生反应

生成了三取代物和四取代物的混合物。由于目前

尚无厂家生产代森锰锌及甲基代森锌的同位素内

标，无法进行内标法校正。因此，实验比较了标准

系列谱图中三取代物和四取代物的峰面积比值

( 见表 2 和表 3) ，发现其比值都很接近，所以，只要

以三取代物或四取代物的峰面积进行外标法计算

就可以准确地定量了。由于甲基代森锌的三取代

物存在两种异构体，计算时需要将两个峰面积加在

一起计算，在实际工作中较麻烦。因此，选择以代
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森锰锌及基代森锌的四取代物作为目标进行外标

法计算，虽然四取代物的灵敏度不及三取代物，但

也远优于 SN /T 0711 － 2011 中 10 μg /kg 的要求，

具有良好的灵敏度。

表 2 代森锰锌衍生物峰面积比值

Table 2 Peak area ratios of mancozeb derivatives

Number
Concentration of standard

solution / ( ng /mL)

Mancozeb three
substituted derivatives

255 ＞ 134 Peak area

Mancozeb four
substituted derivatives

269 ＞ 75 Peak area

Peak area
ratio

Mean ＲSD /%

1 6. 89 479 209 2. 29
2 17. 2 1037 401 2. 59
3 34. 4 1318 651 2. 02 2. 22 13
4 68. 9 2079 1016 2. 05
5 172. 2 6099 3268 1. 87
6 344. 5 15529 6274 2. 48

表 3 甲基代森锌衍生物峰面积比值

Table 3 Peak area ratio of propineb derivatives

Number
Concentration of standard

solution / ( ng /mL)

Propineb three
substituted derivatives

269 ＞ 148 Peak area

Propineb four
substituted derivatives

283 ＞ 162 Peak area

Peak area
ratio

Mean ＲSD /%

1 6. 15 593 61 9. 72
2 15. 4 1920 206 9. 32
3 30. 7 5000 640 7. 81 8. 27 13
4 61. 5 10000 1384 7. 23
5 153. 7 30137 3994 7. 55
6 307. 5 63882 7976 8. 01

2. 6 方法的线性范围和检测限

分别取 5. 0 mL 的豆芽空白提取液于 50 mL 离

心管中，依次加入代森锰锌为 344. 5 ng /mL，甲代

森锌为 307. 5 ng /mL 的标准中间液 20，50，100，

200 μL，以及代森锰锌浓度为 3. 445 μg /mL，甲基

代森 锌 浓 度 为 3. 075 μg /mL 的 标 准 中 间 液 50，

100 μL，按照 1. 3 节的步骤进行前处理。将处理后

的标准溶液在本仪器条件下进样，以代森锰锌和甲

基代森锌的质量浓度为横坐标( ρ) ，以对应的四取

代衍生物的峰面积为纵坐标( Y) ，绘制代森锰锌和

甲基代森锌的标准工作曲线，线性方程和相关系数

如表 4，所测样品溶液浓度应在线性范围内，超出

范围的 溶 液 应 用 乙 腈 做 适 当 的 稀 释。同 时，用

8 ng /mL样 品 加 标 液 的 峰 高 按 3 倍 噪 音 峰 高 和

10 倍噪音峰高计算代森锰锌和甲基代森锌的检测

限和定量限如表 4。

表 4 代森锰锌和甲基代森锌的线性方程与检测限

Table 4 Linear equations and limits of detection for mancozeb and propineb

Analytes Linear range / ( ng /mL) Linear equation Ｒ LOD* ( CS2) / ( μg /kg) LOQ( CS2) / ( μg /kg)

Mancozeb 6. 89 ～ 344. 5 Y = 17. 96ρ + 41. 71 0. 996 0. 2 0. 5
propineb 6. 15 ～ 307. 5 Y = 25. 69ρ － 90. 22 0. 996 0. 7 2. 3

* Colculate by carbon disulfide ( CS2 )

2. 7 回收率和重复性实验

取不含代森锰锌和甲基代森锌的空白豆芽

样品进行标准添加试验，添加 3 个浓度水平，每

个添加量做 6 个平行试验，结果见表 5。该方法

对代森 锰 锌 的 回 收 率 在 85. 4% ～ 96. 3% 之 间，

ＲSD 在 4. 3% ～ 13% 之间; 对甲基代森锌的回收

率在 83. 1% ～ 97. 6% 之间，ＲSD 在 4. 3% ～ 11%
之间。
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表 5 豆芽中代森锰锌和甲代森锌的加标回收率和相对标

准偏差( n = 6)

Table 5 Spiked recoveries and relative standard
deviations( ＲSDs) of mancozeb and propineb
in bean sprout ( n = 6)

Analytes
Spiked level /

( μg /kg)

Bean sprout

Ｒecovery /% ＲSD /%

Mancozeb 6. 890 85. 4 8. 5
13. 78 96. 3 13
137. 8 91. 6 4. 3

propineb 6. 150 97. 6 11
12. 30 92. 4 8. 8
123. 0 83. 1 4. 3

2. 8 蔬菜样品检测

按实验方法对市售的 12 个蔬菜样品进行了检

测，12 个样品均未检出甲基代森锌，但有 11 个样

品都检出了代森锰锌。其中有 2 个样品超过了

GB 2763 － 2016 的农药残留限量要求，还有 3 个样

品的 残 留 量 非 常 高，分 别 为 1136. 7，5. 42 和

32. 3 mg /kg，但由于 GB 2763 － 2016 未规定该类蔬

菜的代森锰锌残留限量，因此无法进行判定。可

见，代森锰锌在农业生产中的使用非常广泛，由于

检测方法的缺陷，近年来对其监测的力度不够，造

成了使用者的滥用不能得到有效的控制。
3 结论

建立了蔬菜中的代森锰锌及甲基代森锌经碘甲

烷衍生化反应后用正己烷液液萃取，利用超高效液

相色谱 －串联四级杆质谱检测的方法。实验优化了

衍生化的条件，建立了正己烷液液萃取的提取方法，

确定了衍生化的产物并以代森锰锌四取代衍生物离

子对 m/z 269 /75 和甲基代森锌四取代衍生物离子

对 m/z 283 /89 进行外标法定量分析。所建立的分

析方法具有良好的线性关系和灵敏度。本方法灵敏

度高，重现性好，定性定量准确，可有效满足对蔬菜

中的代森锰锌及甲基代森锌农药残留检测的要求，

为相关国家标准的修订提供了可靠的技术支撑。
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