
液相色谱/四极杆-飞行时间串联质谱仪
(Q-TOF)用于草莓中非目标农药残留的
筛查和确认

摘要

本应用报导了利用水果提取物进行非目标农药残留化合物快速扫描和确认分析的流程。使

用液相色谱/电喷雾-四极杆-飞行时间串联质谱仪(Q-TOF)、安捷伦Masshunter软件特

有的分子特征提取算软件(MFE)、及含 600种农药的数据库对草莓提取物中的农药进行

快速筛查和确认。利用分子特征提取检测和识别的每个离子的精确质量与农药数据库的

精确质量进行比较。阳性样品的组分再用二级质谱进行结构确认。
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前言

随着食品工业的国际化，各国和地区政府对食品安全法规的要求

越来越严格。美国已有 1000多种注册农药。但是，美国环保署

(EPA)和食品药品管理局(FDA)对大约 400种农药设定了限量。由

于欧盟具备严格的食品农药法规，所以在欧盟，需要对食品和动

物饲料中 1100多种农药进行监测。而日本对 500多种农药设定

了最大残留限量[1]。公众的关注和法规的要求使得食品中农残的

数据信息的需要大大增加。这包括分析工作者研究的目标农药和

分析工作者无法预期的非目标农药。

LC/MS/MS技术将液相色谱仪(LC)与三重串联四极杆液质联用

仪(LC/QQQ)串联在一起，是食品中目标化合物分析的最佳手段。

这种技术具有高选择性和高灵敏度，充分证明是分析复杂基质样

品中痕量目标化合物的快速而耐用的方法。现在作为 LC/MS/MS

的补充，四极杆-飞行时间液质联用仪(Q-TOF)用于快速筛查食品

中痕量非目标农药变得切实可行。

三重串联四极杆液质联用仪(LC/QQQ)利用多反应监测(MRM)基

本上能去除复杂基质中的化学背景。然而，单四极杆和三重串联

四极杆液质联用仪因为两个原因不适用于非目标化合物的检测。未

知化合物的分析需要全扫描模式，但是四极杆的全扫描灵敏度较

低。在全扫描模式下，单四极杆和三重串联四极杆液质联用系统

不具备通过的多反应模式(MRM)方法获得的选择性。如果没有高

选择性，被分析物的特征离子色谱峰会被化学背景噪音掩盖。另

外由于每个品牌的液质之间很难实现碰撞能量的标准化和重现性，

所以无法提供通用的液质标准谱库。相反，四极杆-飞行时间串联

质谱(Q-TOF)能够采集精确质量数质谱图，因此它具有高选择性和

高灵敏度。

90年代中期推出的液相色谱/四极杆-飞行时间串联质谱仪(LC/

Q-TOF)在结构上与三重串联四极杆液质联用仪(LC/QQQ)有些相

似，只是第三个四极杆被换成可以产生精确质量数的飞行时间质

量分析器。这种设计由于其高分辨率和精确质量数可以提供出色

的选择性[2,3,4]。本应用所采用的安捷伦 6510液相色谱四极杆-

飞行时间串联质谱仪(Q-TOF LC/MS)，对于小分子检测的质量精

确度小于 2 ppm。利用此性能，用户可以检测出质量数差异及其微

小的组分。因为分子式可以得出准确质量数或理论值，由四极杆-

飞行时间串联质谱仪(Q-TOF)上得到的精确质量数可以使您快速获

得一个或少数几个可能的分子式。除此之外，同位素分布可以进

一步确认。与质谱碎片指纹图不同，准确质量数计算出的分子式

可以更快速而方便地进行检索匹配。

为了进一步地确证鉴别分析，可以使用四极杆-飞行时间串联质谱

(Q-TOF) 的碰撞诱导解离模式(CID)对化合物进行进一步分析。通

过二级质谱碎片质谱图与化合物结构的分析比对可以进一步对推

断出的化合物进行确认。母离子和子离子的准确质量数和同位素

分布可以与参比化合物的质谱数据进行比较。如果结果可用，可

以用相应的对照品在同样的条件下进行最终的确认。

安捷伦 6510 液相色谱四极杆 -飞行时间串联质谱系统 (Q-TOF

LC/MS)几种独特的技术特性使其具备小于 2 ppm的质量精确度。

它具有全自动的参比离子导入及校正。安捷伦 6510 Q-TOF

LC/MS 系统通过使用内标参比质量校正调节运行条件的变化。内

标校正的工作过程是将两个已知质量的化合物不断导入 Q-TOF离

子源产生离子。质谱工作站软件可以自动地对每一张质谱图进行

质量校正。

第二个特性是安捷伦的 Q-TOF采用模拟-数字转换器(ADC)代替时

间数字转换(TDC) 进行数据采集。 传统时间-数字转换(TDC)只记

录那些其强度超过阈值的离子信号，这种模式的局限在于无论是

一个离子或是多个离子信号，其响应一样。因此，TDC方法无法

在宽的动态范围内保持质量的精确度。模拟-数字转换(ADC)技术

可以产生连续的数字信号代表检测器信号且可以提供三个数量级

的动态范围，因此使用户可以同时检测高浓度和浓度的组分[5]。

6510 Q-TOF LC/MS系统的另一个优点是温度稳定性。此模块的

飞行管采用的是热扩散系数极低的合金材料。这种设计有效地避

免了温度波动对质量精确度的影响，所以可以实现 1-2 ppm的质

量精确度[5]。

使用确定的二级质谱数据，出色的一级和二级质谱的质量精确度

可以助您同时完成上千个化合物的同时扫描[6]，这样产生的数据

的数量和复杂性非常重要。因此需要功能强大的软件工具有效地

进行数据输出。安捷伦的分子特征提取(MFE)算法通过自动寻找

低至最低浓度水平的所有样品组分，提取相关的色谱和质谱信息

而大大缩短了数据处理时间[6,7]。除此之外，专利的分子式生成

计算软件(MFG)采用多维的信息导出和计算可能的分子式的列表，

实现可靠性高的未知物鉴定。通过使用加合离子和其同位素的精

确质量，分子式生成计算软件(MFG)减少了假阳性分子式的数量

[6]。
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实验

液质联用仪

• Agilent 1200 系列高分离度快速分离液相色谱系统包括:

•  Agilent 1200 系列 SL型二元泵及脱气机

•  Agilent 1200 系列 SL型高性能自动进样器(ALS SL)

•  Agilent 1200 系列柱温箱配件(TCC)

•  Agilent 1200 系列 SL型二极管阵列检测器(DAD SL)

– 用于方法开发和故障诊断

•安捷伦 6510型精确质量数四极杆-飞行时间串联质谱仪

•色谱柱: 2.1 mm × 100 mm, 1.8 µm

ZORBAX Eclipse Plus C18, RRHT, 600 bar 

(部件号, 959764-902)

扫描和确认的工作流程

本应用报告以草莓提取物为例介绍了食品中非目标农药“扫描和

鉴定”的分析流程。首先是将等体积的样品提取物溶液注入到液

相色谱四极杆-飞行时间串联质谱系统(Q-TOF LC/MS)中。样品组

分经过色谱柱的分离进入到质谱的离子源中而被离子化，然后通

过第一个四极杆到达不带碰撞诱导解离模式(CID)的飞行时间质量

分析器。 结果数据文件利用分子特征提取(MFE)去除了多余的背

景噪音和不相关离子。分子特征提取(MFE)通过呈现出的全部飞

行时间质谱数据计算出所有可能的组分并将其列表。然后利用精

确质量数据库进行数据的检索，鉴别数据文件中的农药。

为了确认发现的可能农药化合物，采用“目标MS/MS”方法逐

一对分子特征提取并经过数据库检索得到的农药组分进行进一步

的确认分析。该方法输入每个目标分析物的保留时间和母离子。

方法设定完成之后，再进一次样品进行目标二级质谱分析。在这

次分析中，利用分子式生成(MFG)工具，将获得精确质量离子的

分子式计算出来。确认分析不仅包括精确质量和保留时间，而且

还包括碎片指纹和同位素分布。图 1 是“扫描和确认”分析的流

程图。

QuEChERS

1. 

 (MFE)

Q-TOF

2. 

(MFG)

 MS /MSQ-TOF

图 1.    扫描和确认-液相色谱/四极杆-飞行时间串联质谱仪和软件的工作流程
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QuEChERS 样品前处理方法

QuEChERS是一种样品前处理方法的缩写，它代表快速、简便、

经济、高效、耐用和安全。它是一种被广泛接受的方法，应用于

食品中农药残留的快速提取。

提取：

•在进行样品的研磨之前，将样品切成小块，袋装冷冻过夜。

在研磨期间需要加入干冰

•称 10 g已经研磨好的样品放入到 50 mL的特氟隆离心管中

•加入 10 mL乙腈（和内标溶液，如果需要的话）

•加 4 g无水硫酸镁、1 g氯化钠、1 g脱水柠檬酸钠和 0.5 g水合柠

檬酸氢二钠到离心管中

•用 5N的氢氧化钠溶液调节 pH至 5 -5.5

•使用旋涡振荡器最大速度或手摇将样品剧烈震荡 1分钟

•样品离心管在 3000转下离心 5分钟

净化：

•取 6 mL上清液倒入 12 mL含有 150 mg PSA和 900 mg硫酸镁

的聚丙烯离心管中

•震荡 30秒

•在 3000转下离心 5分钟

•如果必要的话，将干净的提取溶的 pH值调至 5.0

液相色谱(1200) 和质谱(6510四极杆-飞行时间串联质

谱仪)参数

液相色谱和质谱在以下条件操作：

流速 0.3 mL/min

进样量 10 µL

流动相 A 0.1% 甲酸的水溶液

流动相 B 100% 乙腈

梯度(min) 流动相 B

0 10%

20 95%

25 95%

离子源 ESI

干燥气温度 325 °C

干燥气流速 10 L/min

雾化器压力 50 psi

毛细管电压 4000 V

碰撞电压 175 V

内标参比离子 121.050873 与 922.009798

采集模式 MS1

最小扫描范围 100

最大扫描范围 1000

扫描速度 1

采集模式 串联MS/MS

最小扫描范围 100 二级质谱最小扫描范围 100

最大扫描范围 1000 二级质谱最大扫描范围 1000

全扫描速度 1.4 二级质谱扫描速度 0.7

质谱间最大时间

Max Time Between MS 10

随质量数自动调整碰撞能量(Varied Collision Energy with Mass)

斜率(Slope) 5

偏置(Offset) 5



提取 峰组分过滤器：使用峰高£1000的峰为阈值

离子种类 正离子：H, Na, K, NH4

价态 峰间隔阈值：0.0025 质核比, 外加 7.0 ppm

价态的最大值为 1

化合物过滤器 峰的相对高度£ 0.2 %

质谱过滤器 无

质量亏损(mass defect) 没有使用过滤器

结果 去除之前化合物

强调所有的化合物

5

图 2.    草莓样品的乙腈提取物的全扫描质谱图

图 3.    用于草莓提取物中农药扫描分析的分子特征提取计算的方法编辑菜单及参数设置
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结果与讨论

利用 QuEChERS样品前处理步骤和工作流程里的方法，使用乙腈

对草莓样品进行了提取。全扫描质谱图(MS1 模式)见图 2.利用

MassHunter质谱工作站中的分子特征提取功能进行数据处理以

发现可能的化合物。分子特征提取的目的是找出数据中代表组分

化合物的所有离子[7]。图 3为分子特征提取方法界面和用于草莓

分析的参数设置。

分子特征提取产生了 822个可能的组分峰。图 4是总离子流图，

超级链接的组分提取色谱图(ECC)，以及每个组分的质谱图。组分

提取离子图(ECC)包含了所有组分的离子但是噪音离子则已经被

去除。

每一个化合物组分的精确质量可以用含 600个农药 1的化合物数

据库进行检索。检索的参数设置参见图 5中。822个组分中发现

有 26个与数据库中农药质谱图匹配（阈值是 3 ppm）。其中发现三

图 4.    用分子特征提取软件处理总离子流图之后得到的提取色谱图和质谱图

检索标准 质量数匹配窗口的阈值是 3.00 ppm
数据库 自建的精确质量化合物数据库

峰数量限制值 10
正离子 H, Na, K, NH4
价态值限制 1-2
无中性丢失

检索结果 匹配数限制前 5个

图 5.    精确质量数据库检索菜单界面和参数设置

1 A 含 1600农药的Mass Hunter 个人农药数据库 (G6854AA)可用于精确质量数检索
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图 6.    草莓提取中三个检出农药嘧菌环胺、嘧菌酯和啶酰菌胺的提取离子流图和质谱图以及精确质量数据库检索结果（部分结果显示）

积分器

MS/MS积分器

数据处理
最大的色谱峰宽是 0.25 min

化合物总离子流图中组分峰过滤器
基于峰面积的过滤器
阈值（峰高）：强度最大的前 10个峰

组分峰的质谱图
包含平均扫描 > 10%峰高的质谱图
如果超出 40.0%的饱和则排除该处的飞行时间质谱图
二级质谱组分峰谱图背景：无

结果
去除之前的化合物
突出所有的化合物
提取MS/MS离子流图
提取MS/MS质谱图

图 7.  “利用目标MS/MS分析发现化合物”的软件参数设置
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个似合理的精确质量匹配化合物，嘧菌环胺、嘧菌酯和啶酰菌胺，

然后用相同仪器的MS/MS模式（TOF）进行进一步的分析确认。

提取离子流图和每个化合物的质谱图参见图 6，其中包括数据库

检索结果，结果显示实验结果数据与数据库数据相差小于 1 ppm。

在草莓提取物样品中，用于MS/MS分析的母离子[(M + H)+]分

别是 226.13395, 404.12410和 343.03995，其对应的化合物是嘧

菌环胺，嘧菌酯和啶酰菌胺。对二级质谱图的检索的参数设置参

见图 7。使用精确质量数的二级质谱的碎片离子，可以计算出相

应的分子式。

嘧菌酯的确认分析将在下面的举例中进一步讨论。如图 8所示，

利用目标MS/MS分析得到最佳匹配（质量精确度 0.26 ppm及

同位素分布）的分子式为 C22H17N3O5
，是嘧菌酯。当和预期的分

子式 C22H17N3O5
的碎片离子质量数比较，发现这个峰的两个相

关碎片质量相差不到 1 ppm(0.31 和 0.2 ppm)。另外，该分子离

子峰的三个同位素质量数相差也都小于 1 ppm。图 8中列出了这

三个同位素的同位素测量值与理论值的结果非常匹配。图 9中的

长方形方框表示同位素的理论值。

图 8.    草莓提取物中化合物组分(嘧菌酯)的质谱和二级质谱分子式分析结果
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通过碎片离子的测量与理论值的比对进行结构的最后确认分析。如

图 10所示，结构分子式显示两个最可能的碎片，，其质量分别是

344.10351 和 372.09843，这与MS/MS数据中两个碎片离子的

质量数 344.10286和 372.09781 amu非常匹配。测量值与理论值

分别相差 0.31和 0.20 ppm。分析比较的结果，以及质谱数据鉴

定和二级质谱的分子式计算都可毫无疑问地确定草莓提取物中含

有嘧菌酯。

结论

本应用证明了高精度精确质量数（和选择性）和功能强大的数据

检索工具成功用于食品中非目标农药的鉴定分析。测量的质量数

可以生成相应的分子式从而使分析工作者不再从事劳动密集的对

碎片离子指纹质谱图进行人工比对。得到的组分的分子式和精确

质量数的碎片离子可以被用于食品中非目标化合物的快速而准确

地扫描和确认分析。

图 9.    组分的三个同位素的同位素测量值与理论值的匹配非常好（矩形框是理论值）

O

O

O

NN

O

N

O
H3C CH3

344.10351

372.09843

图 10.    嘧菌酯碎片的结构分析
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