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分散固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱法

快速测定苹果中代森锰锌残留
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摘 要 建立了苹果中代森锰锌残留的液质串联确证快速检测方法。苹果样品中的代森锰锌经硫酸二甲脂

甲基衍生化后用分散固相萃取(QuEChERS)提取和净化，利用超高效液相色谱-串联质谱(UPLC-MS /MS)在多

反应离子监测模式下进行检测。以碎片离子对 m/z 241 /117 进行定性分析、m/z 241 /193 进行外标法定量分

析。标准曲线线性方程为 y = 25. 496x － 228. 84，r = 0. 9968，其线性范围在 0. 005 ～ 1. 000 mg /kg 之间。在

0. 005 ～ 0. 5 mg /kg 范围内设定 4 个添加水平。代森锰锌在苹果中的平均回收率为 88. 7% ～ 109. 4% ; 其相对

标准偏差为 5. 9% ～ 8. 7% ; 本方法的检出限(LOD) 为 0. 25 μg /kg; 定量限为(LOQ) 为 0. 83 μg /kg。本方法

简便、快速、准确，可用于苹果样品中代森锰锌的农药残留确证检测。
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1 引 言

代森锰锌(Mancozed)是乙撑二硫代氨基甲酸酯(盐)类 (EBDCs) 杀菌剂，主要应用于防治果树、蔬
菜、花卉及其它经济作物中藻菌纲和半知菌类引起的霜霉病、斑病、赤霉病等。由于代森锰锌的应用十

分广泛，并且主要杂质和分解产物乙撑硫脲(ETU)具有致癌、致畸、致突变作用，因此引起广泛关注
［1］。

代森锰锌难溶于水且不溶于大多数有机溶剂，只能采用间接方法测定。目前，代森锰锌在农产品中的残

留分析主要采用顶空技术
［2，3］，即以二硫化碳(CS2)的检测量计算。该方法测出的是所有化合物产生的

CS2 总量，缺乏专一性，且测定结果的稳定性和重复性较差。近年来，对代森锰锌残留方法的研究集中

在甲基化后检测其衍生物亚乙基-1，2-双二硫代氨基甲酸甲酯(EBDC-dimethyl)［4 ～ 8］。有研究采用碘甲

烷为甲基化试剂，液-液萃取净化后经高效液相色谱检测了花生、水稻中的代森锰锌，该方法精确但溶剂

消耗量大、耗时繁琐、检出限高
［4，5］。也有报道采用硫酸二甲脂为甲基化试剂，检测水、菠菜、草莓、梨等

中代森锌的残留量
［6 ～ 8］，但前处理仍然繁琐耗时。而目前关于代森锰锌在水果中的同类衍生化残留分

析方法未见报道。我国在防治苹果病害时大量使用代森锰锌，因此建立快速检测苹果中代森锰锌残留

量的确证分析方法具有重要意义。
分散固相萃取净化法因其具有快速、简单、廉价、有效、可靠、安全等的特点。其技术核心是在农作

物(水果、蔬菜等)的提取液中直接加入除水剂和杂质吸附剂，提取液经离心后直接进行色质联用分析。
该方法已应用于农药残留分析

［9 ～ 12］。
本研究建立了代森锰锌在苹果中残留分析检测方法。代森锰锌与硫酸二甲脂发生甲基衍生化反

应，衍生化产物采用 QuEChERS 方法提取和净化，利用超高效液相色谱-串联质谱(UPLC-MS /MS) 在多

反应离子监测模式下进行检测。本方法有效地去除了干扰，提高了灵敏度，定性与定量分析准确。本方

法简便快捷，易操作，能够满足苹果中代森锰锌的残留量的快速检测和确证的要求。
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2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

超高效液相色谱-串联质谱(ACQUITY UPLC-TQD，Waters 公司);Acquity uplc  BEH C18 色谱柱

(50 mm ×2. 1 mm，1. 7 μm，Waters 公司);XW-80A 漩涡混合器(江苏海门市麒麟医用仪器厂);TG16-
WS 台式快速离心机(长沙湘仪离心机仪器有限公司);高速匀浆分散机(德国 IKA 公司);Filter Unit 滤

膜(0. 22 μm，MILLEX-GV 公司)。
代森锰锌标准品(纯度 86. 3%，国家标准物质中心);乙腈(色谱纯);水(超纯水);分散净化剂 N-丙

基乙二胺(PSA，Agela Technologies 公司);L-半胱氨酸酸盐(L-Cysteine，纯度 98. 5%，国药集团化学试剂

有限公司);硫酸二甲脂(Dimethyl sulfate，纯度 97% );乙二胺四乙酸二钠盐、无水 Mg2SO4 和 NaCl 均为

分析纯。
2. 2 标准溶液的配制

代森锰锌标准工作液的制备: 准确称取代森锰锌标准品 2. 9 mg，用超纯水稀释并定容到 500 mL，

配制成 5 mg /kg 的储备液，置 4 ℃冰箱保存。准确移取适量标准储备液，配制 0. 005，0. 01，0. 05，0. 1，

0. 5，1. 0 和 5. 0 mg /kg 的代森锰锌标准工作液系列。由于代森锰锌在水中不稳定半衰期为 1 ～ 2 d［13］，

所以标准品需要现用现配。
准确量取硫酸二甲脂溶液 4. 88 mL，溶于 1 L 乙腈中，配制成 0. 05 mg /kg 的提取液。

2. 3 样品前处理

准确称取切碎均质良好的样品 10 g 于 50 mL 具塞离心管中，加入 0. 1 g L-半胱氨酸酸盐和 5 mL 蒸

馏水后漩涡振荡 30 s;加入 0. 5 g 乙二胺四乙酸二钠盐和 10 mL 提取液，匀浆提取 5 min，再漩涡振荡

5 min;放置 15 min 后，加入 4 g 无水 Mg2SO4 和 1 g NaCl，剧烈振荡 1 min 后，以 8000 r /min 离心 5 min。
取 1 mL 上清液转入已加有 25 mg PSA、150 mg 无水 Mg2SO4 的 1. 5 mL 3810 型微量离心管中，涡旋

1 min; 3000 r /min 离心 5 min。上清液过 0. 22 μm 有机系滤膜于自动进样瓶中，待测。
2. 4 色谱和质谱条件

2. 4. 1 超高效液相色谱条件 BEH C18色谱柱;柱温:45 ℃;流动相 A 为乙腈，流动相 B 为 0. 2% 甲酸

溶液。梯度洗脱程序:0 ～ 0. 5 min，10% A;0. 5 ～ 1. 5 min，10% ～90% A;1. 5 ～ 2. 0 min，90% A;2. 0 ～
2. 1 min，90% ～10% A;2. 1 ～ 4. 0 min，10% A。流速:0. 5 mL /min;进样量:10 μL。
2. 4. 2 质谱条件 大气压化学电离 APCI( + ) 方式扫描方式;毛细管电压:3. 0 kV;离子源温度:

150 ℃;碰撞能量:10 V;去溶剂温度:500 ℃;去溶剂气流量:N2，800 L /h;锥孔电压:15 V;碰撞气为氩

气。定性离子对 m/z 241 /117、定量离子对 m/z 241 /193。

3 结果与讨论

3. 1 衍生化

本实验在加入抗氧化剂 L-半胱氨酸酸盐条件下，代森锰锌与乙二胺四乙酸二钠盐反应转化生成代

森钠，后者再与硫酸二甲脂发生甲基化反应，得到甲基化衍生产物亚乙基-1，2-双二硫代氨基甲酸甲酯

(EBDC-dimethyl)，在大气压化学电离 APCI( + ) 方式下进行全扫描(m/z 60 ～ 350)，获得其［M + 1］峰

(m/z 241)为母离子(如图 1A)。通过进一步优化二级质谱参数，分别获得定性离子对 m/z 241 /117 和

定量离子对 m/z 241 /193(如图 1B)。
3. 2 方法的线性关系

吸取系列代森锰锌标准溶液 1 mL 于 50 mL 具塞离心管中，按 2. 3 中的步骤继续操作后得到标准样

液。取标准样液 1 mL 氮吹至干，准确加入按 2. 3 步骤反应得出的苹果空白溶液 1 mL，即得基质标准样

液。基质标准样液在本色谱条件下进样，以代森锰锌的浓度为横坐标，以它对应的峰面积为纵坐标作

图。经最小二乘法拟合得基质标准曲线线性方程为 y = 25. 496x － 228. 84，r = 0. 9968，其线性范围在

0. 005 ～ 1. 000 mg /kg 之间。
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图 1 亚乙基-1，2-双二硫代氨基甲酸甲酯的质谱全扫描质谱图(A)和二级质谱图(B)

Fig. 1 Mass spectram of ethylenebisditiocarbamate(EBDC)-dimethyl of full scan mode(A) and MS /
MS mode(B)

图 2 苹果中添加 0. 005 mg /kg 标准品(a，a′)，苹果空白(b，b′)，和苹果实际样品(c，c′) 的亚乙

基-1，2-双二硫代氨基甲酸甲酯色谱图

Fig. 2 Chromagram of EBDC-dimethylthe methylation standard ( 0. 005 mg /kg) in spiked apple
(a，a′)，black apple sample (b，b′) and real apple sample(c，c′)

3. 3 基质效应

基质效应(Matrix effects)是指色谱分离时共洗脱的物质改变了待测成分的离子化效率，所引起的信

号的抑制或提高。基质效应影响大时会降低方法的灵敏度，影响方法的准确性
［14］。本研究对目标化合

物中存在的基质效应进行了研究。取 3. 2 中制备的 0. 005，0. 01，0. 05，0. 5 和 1. 0 mg /kg 的标准样液

和基质标准样液，在相同色谱条件下分别进样，两者响应信号的差除以标准样液的响应信号，得出基质
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效应。公式如:Matrix effect(ME) = (A － B) /B(100% (A:基质匹配标准样液的响应;B:等浓度标准样

液的响应)，结果如表 2。结果表明:在低浓度时基质增强了仪器的响应值，在高浓度时基质降低了仪

器的响应值。这种现象可能是由于待测成分的沉淀作用所致
［15 ～ 17］。为保证方法的通用性和适用性，本

研究采用基质匹配标准样液校正消除基质效应影响。

表 2 苹果样品中亚乙基-1，2-双二硫代氨基甲酸甲酯的基质效应
Table 2 Matrix effect of EBDC-dimethyl in apple samples

浓度
Concentration

(mg /kg)

基体匹配标准样液响应值
Response value of

matrix-matched standard

溶剂标准样液响应值
Response value of the

solvent standard

基质效应
Matrix effects

0. 005 165. 50 152. 25 8. 60
0. 01 337. 38 319. 10 5. 73
0. 05 1576. 12 1714. 38 － 8. 06
0. 5 7394. 68 8724. 16 － 15. 24
1 12668. 67 15859. 67 － 20. 12

3. 4 回收率

在苹果空白样品中分别准确加入 0. 05，0. 1，0. 5 和 5 mg /kg 代森锰锌标准工作液 1 mL 于 10 g 样

表 3 代森锰锌在苹果样品中的添加回收率
Table 3 Recoveries of mancozeb in apple samples

添加水平
Spiked

(mg /kg)

回收率 Recovery
(% ，n = 5)

相对标准偏差
RSD
(% )

0. 5 109. 4 7. 6
0. 05 95. 0 6. 1
0. 01 88. 7 5. 9
0. 005 108. 2 8. 7

本中，分别相当于 0. 005，0. 01，0. 05 和 0. 5 mg /kg 的添

加水平。按照 2. 3 中所述步骤进行提取、衍生化、净化及

测定(表 3)。由表 3 可见，经基质匹配标准品校正后代

森锰锌在苹果中的平均回收率为 88. 71% ～ 109. 39% ;

相对标准偏差为 5. 87% ～ 8. 72%，表明本方法有较好的

准确度和精密度，可以满足残留定量分析的要求。
3. 5 方法的灵敏度和仪器稳定性

以添加回收率最低添加浓度 0. 005 mg /kg 添加水平

的色谱图进行衡量，本方法的灵敏度分别以噪音信号的 3 倍和 10 倍确定，得出检出限 ( LOD) 为

0. 25 μg /kg，定量限(LOQ)为 0. 83 μg /kg(均以代森锰锌含量计)。
采用同一供试标准样液，在相同色谱条件下，每 1 h 进样 1 次，连续进样 5 次，测定其峰面积，多次

测定的峰面积相对标准偏差为 1. 9% ;样品溶液重复制备 5 次，测定的峰面积相对标准偏差为 2. 07%，

表明仪器具有很好的稳定性。
3. 6 苹果样品的测定

将购自北京某市场的苹果切碎后准确称取 10 g，按 2. 3 节前处理方法进行操作，利用 2. 4 节设定条

件进行 UPLC-MS /MS 测定。结果表明，此样品中代森锰锌残留量为 0. 1 mg /kg(图 2C)。
上述结果表明，本方法的灵敏度、准确度和精密度均满足我国国家标准的要求(RAQCG)［18］，可以

用于苹果中代森锰锌的快速检测和确证分析。
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Simplified Method for Determination of Mancozeb Residues in
Apple Using Ultra Performance Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry

CHEN Wu-Ying1，2，DONG Feng-Shou* 1，LIU Xin-Gang1，QIN Dong-Mei3，LIAO Xiao-Lan2，

CHENG Li1，WANG Chen-Rui1，ZHENG Yong-Quan* 1

1( Institute of Plant Protection，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Key laboratory of Pesticide Chemistry and Application，

Ministry of Agriculture，Beijing 100193)
2(College of Bio-Safety Science ＆ Teechnology Hunan Agricultural University，Changsha 410123)

3( Institute for the Control of Agrochemicals，Ministry of Agriculture，Beijing 100125)

Abstract It is difficult to directly determine mancozeb because they are insoluble in general solvents. And
the residue analysis in agricultural and crops is more complicated currently. In this study，a rapid method has
been developed for the determination of germicide mancozeb residues in apple. The mancozeb of apple
sample，which was methylated by dimethyl sulfate，was extracted by the Quick，easy，cheap，effective，

rugged and safe method and detected by ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry under
multiple reaction monitoring mode，then quantified by matrix-match standard solution. The qualitative results
were obtained based on retention time，the precursor ion and two daughter ions，and the quantitation results
were on the intension of the characteristic m/z 241 /117 ion and m/z 241 /193 ion. Average recoveries of man-
cozeb in apple samples were found in the range of 88. 7% － 109. 4% at four spiking levels from 0. 005 to
0. 5 mg /kg with relative standard deviations of 5. 9% － 8. 7% . Limits of detection of mancozeb were 2. 5 ×
10 －4 mg /kg，while limits of quantification were 8. 3 × 10 －4 mg /kg. The method is simple，rapid，and
accurate，and can meet the requirements of the domestic and international legislation.
Keywords Ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry; Dispersion solid phase extraction;

Methylation; Mancozeb; Apple
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