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摘要

本应用报告报导了用液相色谱/飞行时间质谱和液相色谱/离

子阱质谱技术（LC/TOFMS 和 LC/ITMS），测定橙子及橙汁

中两种重要的采后杀菌剂（抑霉唑和噻菌灵）以及抑霉唑的一

种代谢产物。包括橙子样品快速制备的详细过程，以及从橙汁

中分离杀菌剂和代谢物的固相萃取方法。通过用 LC/ITMS 对

元素组成和碎片的精确质量数进行测定，有助于解析降解途径，

对这些杀菌剂和代谢物进行鉴定。本报告还包括对来自市场的

橙子和橙汁真实样品的分析结果。

用液相色谱/飞行时间质谱和液相色谱/离子

阱质谱分析柑橘和橙汁中采后杀菌剂及其代

谢物

应用

前言

噻菌灵和抑霉唑广泛应用于橙子的采后处理（图 1），

其目的是在以后几天或几周的时间内的运输过程中起

到保护水果的作用。杀菌剂只对果皮表面进行处理。

在欧洲和美国，水果上市之前需要对抑菌唑和噻菌灵

的最大残留限（MRL）进行监测 [1, 2]。由于这些化

合物无所不在，也经常在进口水果中被检测到 [3]。

因此，要确保食品安全，就必须对许多市场样品进行

检测。此外，抑霉唑很容易代谢成 1-（2,4-二氯苯）

-2-（1H-咪唑-1-）1-乙醇，有时可以在橙子中检

测到 [4]。在美国，要求控制抑霉唑及其代谢物的总

和，因此，测定母化合物的方法还应当包括对其代谢

产物的测定 [5]。

有一些文献报道了抑霉唑和噻菌灵的 LC/MS 分析方

法，但涉及抑霉唑代谢产物的较少，用 LC/MS 精确

质量分析的方法未见报道 [6]。本应用报告介绍了用

电喷雾液相色谱/飞行时间质谱和液相色谱/离子阱

质谱 (LC/TOFMS 和 LC/ITMS) 快速、同时测定水果

中这两种重要的采后杀菌剂的方法。还可参考较早的

一篇关于分析水果和蔬菜中多菌灵和噻菌灵的应用报

告 [7]。

食品安全
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实验方法

水果提取：QuEChERS

QuEChERS （快速、简便、经济、有效、耐用而安全）

是从被广泛采用的食品中快速提取杀虫剂的方法

[8]。

1. 称取 15 g 匀浆样品，置 40-mL聚四氟乙烯离心管

中。

2. 加入 15 mL乙腈（含 1% 醋酸）。

3. 加 6 g 无水MgSO4。

4. 加入 2.5 g NaAc·3H2O（醋酸钠，三个结晶水）。

5. 用涡旋混合器最高速或手动强烈振摇样品 1 分钟。

图 1. 抑霉唑、噻菌灵和抑霉唑代谢产物的结构，这些都是柑橘类
（橙子和柠檬）所用的采后杀菌剂，所列为 [M+H]+ 离子。
上图比较了处理与未处理的橙子

6. 于 3700 rpm.离心 3 分钟。

7. 取 5 mL上清液加入 15-mL试管中。

8. 加入 250 mg  PSA吸附剂和 750 mg 硫酸镁。

9. 涡旋混合振摇 20 秒。

10.于 3700 rpm 再次离心 3 分钟。

11. 将 1.0 mL上清液转移到 LC/MS 样品管中。

12.将 1.0 mL 上清液蒸干，复溶于 8%/92% 甲醇/水

中进行液相色谱/飞行时间质谱分析和液相色谱/

离子阱质谱分析。

进样 50 µL 进行水果和蔬菜提取物的 LC/TOFMS 分

析。未富集样品在同一点同时直接进行 LC/TOFMS

或 LC/ITMS 分析。

果汁提取

用固相萃取 (SPE) 从果汁和果汁型汽水中提取采后杀

菌剂。选择 Accubond C-18 SPE柱芯作为填料（部件

号 188-1356）。

1. 5 mL SPE 填料的处理，用 5 mL 甲醇润湿填料，

然后用 5 mL 去离子水将甲醇置换出来，以确保

杀菌剂的回收率。

2. 将果汁置于室温下平衡，进行 SPE 前先脱气，特

别是当气泡存在时。

3. 取 5 mL 果汁离心并过滤（0.2 微米 TYPE 滤膜，

去除剩余固体物质），用 5 mL去离子水稀释。

4. 果汁过固相萃取柱，用 2 mL去离子水冲洗。

5. 用 5 mL甲醇洗脱。

6. 用氮气将甲醇吹至 200 µL。

7. LC/TOFMS 或 LC/ITMS 进样前用去离子水 1:3 稀

释。
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结果和讨论

橙子中的抑霉唑

图 1 中有两个橙子，一个用采后杀菌剂（抑霉唑和噻

菌灵）进行了处理，另一个没有处理。请注意，没有

用采后杀菌剂处理的橙子上长了很多霉菌。用采后杀

菌剂处理的目的就是要防止水果在运输和销售过程中

出现霉变。这种处理是直接撒在果皮上，而不是对整

个水果进行处理，因此对消费者危害较小。

LC 泵 安捷伦 1100 二元泵，进样量 50 µL （用 Agilent 1100 标准自动液体进样器进样）

色谱柱 ZORBAX® Eclipse XDB-C8，4.6 mm x 150 mm，5 µm，产品号 993967-906

流动相 A = 乙腈，B = 0.1% 甲酸水溶液

梯度 10% A 5 分钟等强度洗脱，然后经 30 分钟线性梯度洗脱至 100% A ，流速 0.6 mL/min

仪器 安捷伦 LC/MSD TOF 飞行时间质谱仪，带双电喷雾离子源，正离子 ESI，毛细管 4000 V

雾化器 40 psig

干燥气体 9 L/min 300 °C

电压 裂解器 190 V，锥孔 60 V, Oct DC1 37.5 V，OCT RF V 250 V

参考质量 m/z 121.0509 和 922.0098

分辨率 9500±500 @ m/z 922.0098

质量范围 50–1000 m/z

流速 在分析过程中参考 A 喷雾器 2 为恒定流速

LC/ITMS 方法

色谱 与 LC/MSD TOF 方法一致，进行色谱峰的比较

LC 泵 Agilent 1100，进样量 50 µL

色谱柱 ZORBAX Eclipse XDB-C8，4.6 mm x 150 mm，5 µm，产品号 993967-906

流动相 A = 乙腈， B = 0.1% 甲酸水溶液

梯度 10% A 5 分钟等强度洗脱，然后经 30 分钟线性梯度洗脱至 100% A ，流速 0.6 mL/min

仪器 Agilent LC/MSD 离子阱，正离子 ESI，毛细管 3200 V，雾化器 40 psig，

干燥气体 9 L/min，气体温度 300 °C，毛细管出口 70 V，锥孔 60 V

检测 离子阱捕获，最长捕获时间 200 ms，50,000 次

LC/TOFMS 方法

图 2 显示了对橘皮提取物的色谱分离，有两个大峰，

很可能是采后杀菌剂，抑霉唑和噻菌灵。用下列技术

对其进行了鉴定。得到了每个峰的精确质谱图，测定

了 A+2 同位素峰（图 2 和图 3）。例如，根据质谱图

怀疑 17.9 分钟的峰含氯（图 3）。实际上，从 37Cl/35Cl

信号的相对强度以及两个质量之间的精确质量差，就

可以很容易地计算出化合物中的氯原子数。如图3所

示，m/z 297 峰是 297.0556 ，37Cl 同位素信号为

299.0527，相对强度为主峰的三分之二。两个信号间

的质量差为 1.9971 与 35Cl (34.9689) 和 37Cl (36.9659)

(1.9970) 之间的质量差非常接近。结合峰面积的证据

表明，未知化合物中肯定含氯原子。
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图 2. 橘皮的 LC/MSD TOF 总离子流图 (TIC)，注意，色谱图中的两个大峰是抑霉唑和噻菌灵

此外，同位素信号的相对丰度说明，氯有两个同位素

原子（35Cl: 37Cl 的天然分布差不多是 3:1（75.77%
35Cl；24.23 % 37Cl），两个氯原子的特征图谱见图 3。

由此可见，对怀疑样品元素组成的认定非常容易。用

TOF软件的计算器，作为一个严格的标准，我们设定

氯原子数为 2。采用精确误差阈值 3 ppm（LC/MSD

TOF 的最大误差），只搜索到了一个结构式

（C14H15N2OCl2, 0.3 ppm 偏差）。这个结构式是在

“Merck 索引”数据库中找到的。Merck 索引的使用

在另一篇应用报告中介绍 [9]。可以认为在测定的离

子中还有一个氢原子，因为在结构式输入数据库时，

正离子电离模式必须从计算器提供的元素组成中扣

除。Merck 索引给出了抑霉唑唯一的结构式。
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同样，7.6 分钟的质谱图见图 2，和图 4，m/z 202.0434。

同位素信号的相对丰度说明，可能有一个原子的硫。

A+2 峰的相对强度是 4.2%，32S (31.9721) 和 34S

(33.9679).之间差1.996道尔顿。图4中显示的质谱图

质量差为 1.997，峰高为 4.7%，与预测值相当接近。

因此，这些数据表明有1个硫原子。输入质量数 m/z

202.0434，得到唯一的结构式 C10H8N3S，这是噻菌灵

质子化的结构式（根据 Merck 索引）。下一步是用

LC/MS 离子阱检测分子裂解的碎片，以进一步确证

结构。

图 3. 橘皮中抑霉唑的检测，测定的精确质量数为m/z = 297.0556，理论质量数为 297.0556，精确度 0.3 ppm，结构式为 C14H15N2OCl2
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抑霉唑的裂解

下一步的研究工作是对杀虫剂的特殊碎片离子进行鉴

定，以确认抑霉唑的鉴定。用 LC/ITMS 三级 MS 对

17.9 分钟大峰的裂解途径进行了测定。通过裂解途径

验证 LC/TOFMS 检测得出的抑霉唑结构是否合理。

图 5 显示了未知峰裂解离子的结构。m/z 255 离子为

丢失 42 的结果。m/z 255 的 MS/MS 得到 m/z 187 和

159 离子，建议的结构见图 5。m/z 159 可能为双氯离

子。所有结构都符合抑霉唑的推论。
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图 4. 噻菌灵的 LC/MSD TOF 质谱图

接下来要用 LC/TOFMS 测定精确质谱图。在这里，

质子化分子有两个相对丰度分别为 5% 和 10% 的碎

片离子。碎片 1 的精确质量为 255.0084（表 1），和

m/z 257.0055 的 37Cl 信号（未显示数据）。从这两个

信号的相对强度和质量差来看，抑霉唑的两个氯在这

个碎片中。
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图 5. 二级质谱和三级质谱显示了抑霉唑的裂解途径

从表 1 中可见，这些碎片的精确质量数在计算工具中

也给出了三种可能的元素组成。第一种结构式

（C11H9N2OCl2）（�0.8 ppm 偏差）符合建议的结构，包

括丢失与母离子相关的 C3H6（精确质量数丢失为

42.0469 对 42.0465 u）。此外，精确质谱图（相对强

度和质量差）证明在碎片 2 中有两个氯原子。测出的

质量数（m/z 158.9762）给出了一个唯一的元素组成

（C7H5Cl2），与双氯化卓_碎片离子的结构式相当。在

此，我们把从 LC/MSD 得到的裂解信息，抑霉唑的

建议结构如图 5 所示，和精确质量信息结合起来，对

抑霉唑就有了一个完整的匹配鉴定。

来自两方面的证据（LC/TOFMS 和 LC/ITMS）提供

了碎片离子和信息，不需要使用对照品，就将根据母

离子结构的裂解确证抑霉唑的鉴定。同样，用离子阱

检测噻菌灵，得到 m/z 175 碎片离子，符合噻菌灵的

结构。这里没有列出数据，但对噻菌灵的鉴定可参见

以前的应用报告 [9]。然后，我们在用对照品进行最

后的确证。
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表 1. 抑霉唑的 LC/MSD TOF 碎片离子

m/z 元素 m/z 偏差
实验 组成 计算 ppm 备注

297.0556 C14H15N2OCl2 297.0556 <0.1 抑霉唑

C3H15N8O4Cl2 297.0588 –8.3 –

C11H19N2OSCl2 297.0590 –9.0 –

255.0084 C11H9N2OCl2 255.0086 –0.8 碎片 1

C9H7N5Cl2 255.0073 4.3 –

C8H11NO4Cl2 255.0060 9.4 –

158.9762 C7H5Cl2 158.9763 –0.6 碎片 2

抑霉唑的代谢物

在橙子提取物中，我们发现有一个峰（保留时间 14.9

分钟，见图 2），与抑霉唑（两个氯原子）的同位素

丰度相同。认为它有同样的氯原子数，在抑霉唑之前

出峰，我们认为它可能与抑霉唑相关，也许是其代谢

产物。该离子的精确质量数是 257.0245 ，37Cl 信号

259.0216（见图 6）。在计算工具中给出了唯一的元素

组成： C11H10N2OCl2（0.8 ppm 偏差，见表 2）。为了

进行确证，我们检索了其他的碎片，但没有找到 TOF

和 LC/TOFMS 的特征碎片离子。然后检索两个数据

库（Merck 索引和 ChemIndex）寻找元素组成，没有

结果。我们再在 Sigma-Aldrich 商业电子目录中检索

元素组成，发现了唯一的匹配：1-（2，4-二氯-苯

基）-2-咪唑基-乙醇。这个化合物的结构见图 1，

符合抑霉唑的降解（见图 6 m/z 255 离子）。提示，这

个降解产物是“中性”物质，相对于抑霉唑在同一位

点断裂，产生 m/z 255 碎片。

对抑霉唑降解产物所得数据和报告的文献检索与我们

的结果一致（抑霉唑代谢物，R14832）[4]。实际上，

在美国，控制的是抑霉唑和抑霉唑代谢物的总和，所

以也需要对抑霉唑代谢物残留进行检测 [4]。最后，

我们用标准对照降解产物进行了确证。

表 2. 橘皮甲醇提取物中抑霉唑、抑霉唑降解产物和噻菌灵的精确质量数和元素组成

选择 实验 计算 偏差
化合物 结构式 离子 m/z m/z mDa ppm

抑霉唑 C14H14Cl2N2O [M+H]+ 297.0556 297.0556 +0.1 0.3

抑霉唑降解产物 C11H10Cl2N2O [M+H]+ 257.0245 257.0243 +0.2 0.8

噻菌灵 C10H7N3S [M+H]+ 202.0434 202.0434 +0.2 <0.1
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橙汁中抑霉唑的鉴定

图 7 和图 8 显示了橙汁中 LC/TOFMS 色谱图（见

18.0 分钟的色谱峰）和抑霉唑的鉴定（m/z 297.0556）。

分析了几个样品，只有这个样品中含抑霉唑。这可能

是因为橙汁的制作中通常不会压榨果皮。但是，有些

“榨汁机”压榨的是整个橙子，不去皮。在这个例子

中，也存在橙汁中包含杀菌剂的可能性。请注意，不

管橙汁提取物的基质和色谱图多么复杂，LC/TOFMS

分析都能得到良好的结果。

图 6. 抑霉唑降解产物的 LC/MSD TOF图谱
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图 7. 橙汁提取物的 LC/MSD TOF 总离子流图
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11

结论

� LC/TOFMS 分析是水果和果汁中杀菌剂及其代谢

物的有力分析工具，是环境食品化学的新工具。

� 标准和碎片离子的元素组成和结构碎片可以用离

子阱MS/MS 确证。

� 在抑霉唑这个例子中，使用 LC/TOFMS 和

LC/ITMS，可以不用标样而进行代谢物的鉴定。

浓度与对水果和果汁中杀菌剂控制的 EU 指令性

标准相当或更低。
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