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摘要

采用 Agilent 6540 Q-TOF 液质联用系统和 Agilent MassHunter 软件工具对吡虫啉的 6 种

新代谢物进行 MS/MS 分析鉴定。这些代谢物及其结构可以通过精确质量 MS/MS 研究

进行推断，使我们更好地理解吡虫啉在洋葱中的代谢机理，和用于毒性研究的新目标代

谢物。



2

前言

本文介绍了该工作的一份更完整的技术报告中所使用的工具 [1]。

吡虫啉是上世纪九十年代末投入市场的一种新烟碱类农药，用于

控制同翅目害虫，如蚜虫、飞虱和粉虱，以及一些甲壳虫。它已

成为应用最广泛的杀虫剂之一，尤其是在农业领域。吡虫啉是烟

碱型乙酰胆碱受体激动剂，对昆虫具有极高的特异性 [2,3]。

对于蜜蜂来说，吡虫啉是毒性最高的杀虫剂之一。研究显示，吡

虫啉和其他一些农药在农业上的广泛应用，可能是欧洲和北美自

2006 年以来蜂群不断减少的原因之一。因此，在探讨植物中农药

降解和代谢的研究中吡虫啉是一个重要杀虫剂 [4]。

虽然吡虫啉在多种农作物中的代谢已有研究，但在洋葱中的代谢

尚未有详尽研究。本文介绍了联用超高效液相色谱 (UHPLC)/四

极杆飞行时间质谱 (Q-TOF MS)在MS、全离子MS/MS和目标

MS/MS模式下对洋葱中的吡虫啉代谢物进行定量分析的方法学

和工具。采用一些精确质量工具来鉴定代谢物，包括以前没有报

道过的 6种代谢物。采用该方法确定了吡虫啉代谢物在洋葱、土

壤和浸出液间的分布。

实验部分

试剂与标样

以甲醇为溶剂制备单独的农药储备液（浓度约为 1000 µg/mL），

并于 –18 °C下贮存。取适量该储备液，按照前述方法[1]，用乙

腈和水稀释制备工作标准液。同样按照前述方法 [1]，在 45 °C 下

采用 1.0 mol/L HCl 溶液水解吡虫啉 1 小时制得胍代谢物。

仪器

本研究采用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统，联用配备电喷雾

喷射流技术的 Agilent 6540 超高分辨率 (UHD) 精确质量 Q-TOF 液

质联用系统。分析条件见表 1。

表 1. LC 和 Q-TOF MS 运行条件

液相色谱运行条件

色谱柱 分析柱：Agilent ZORBAX Eclipse XDB C8 反相柱，

4.6 × 150 mm，3.5 µm（部件号 963967-906）

柱温 25 °C

进样量 20 µL

流动相 A = 0.1%（体积比）甲酸水溶液

B = 乙腈

线性梯度 10% B 保持 5 min，

然后在恒流下，25 min 内由 10% B 升到 100% B，

保持 100% B 10 min

流速 0.6 mL/min

Q-TOF MS 分析条件

离子模式 ESI，正离子模式

雾化器压力 45 psig

干燥气流速 10 L/min

干燥气温度 250 °C

鞘气流速 11 L/min

鞘气温度 350 °C

喷嘴电压 正离子模式时 0 V 

碎裂电压 190 V

毛细管电压 3500 V 

质量范围 50–1000 m/z

检测器采集速率 2 GHz

分离能力 35000 ± 500

准确度 2 ppm

农药应用

洋葱 (Allium cepa L.) 在文献 [1] 所述的温室环境下生长，采用认

证种子。每株洋葱施加 2.5 µg/mL 的吡虫啉水溶液 200 mL。
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样品前处理

水样（浸出液）每周采集一次，连续采集三周。土壤和洋葱样品

在生长 28、38 和 53 天时分别平行采集 3 份，各总共 36 份。必要

时过滤水样，并加入氘代吡虫啉。土壤和洋葱的提取过程见图 1。

数据分析

使用了包括分子特征提取器、分子式生成器、质量分析器和精确

质量数据库等数种安捷伦软件工具来辅助鉴定吡虫啉代谢物。同

时还使用了包括氯过滤器在内作者编制的改编版软件 [5]，因为母

体化合物已进行氯化反应 [6]。

结果与讨论

已知代谢物的数据库检索

洋葱提取物典型的总离子流色谱图 (TIC)非常复杂，因此很难以

鉴定任何一种吡虫啉代谢物（图 2A）。当然，通过对吡虫啉及其

12个已知代谢物进行数据库检索，揭示了至少存在可能与母体化

合物（测定值 m/z 256.0594），以及胍代谢物（测定值 m/z

211.0743）有关的两个峰，见洋葱提取物的提取离子色谱图 (EIC)

（图 2B）。MS/MS分析鉴定出 m/z 256峰为吡虫啉 [1]。m/z

211.0743 峰值作为胍代谢物其计算精确质量在 1 ppm以内，该峰

的 MS/MS分析也支持其鉴定结果 [1]。与这些化合物标样的比

较可确证它们的同一性。

1 g  3 g 

 5 mL /  (80%/20%)

 30 min  0.5 mL

 LC/Q-TOF/MS 

/

 3500 rpm 
 15 min

图 1. 土壤和洋葱样品的提取流程图
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图 2. 经第 28 天收获施加了吡虫啉的洋葱样品，其提取物的典型 TIC 图 (A)，以及吡虫啉一些已知代谢物的提取离子色谱图（EIC），图中可见母体化合物和 m/z 211

胍代谢物两个主峰 (B)
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精确质量数据库查到了 12种已知代谢物中的两种，即 4-羟基吡

虫啉和吡虫啉的尿素类似物。根据 5 ppm精确质量窗口内的精确

质量和提取离子色谱图，发现其他 9种已知代谢物在洋葱提取物

中均不存在 [1]。

诊断离子和全离子MS/MS 分析

诊断碎片离子涉及吡虫啉的部分结构，它们与化合物的相关结构

一致，一般存在于其代谢物中。采用全离子MS/MS方法，可以

通过碎裂生成这些碎片离子，使我们可以对整张色谱图进行诊断

离子检索 (DIS)。要做到这一点，只需从低到高改变碎裂电压（适

用于 TOF 或 Q-TOF），或将碰撞能量从 0 改变到中等强度（仅适

用于 Rf 模式下的四极杆 Q-TOF）来生成目标诊断离子，然后用来

鉴定潜在的新代谢物。

通过MS/MS 生成了吡虫啉胍代谢物的m/z 126 离子，它是吡虫

啉母体化合物结构的一部分（图 3）。采用 m/z 126 离子对施加

了吡虫啉的洋葱提取物进行 DIS，鉴定了一些可能是代谢物的峰

（图 3）。其中一个是胍类似物（保留时间为 6.6 min），它是一个

已知代谢物。通过随后的MS/MS 分析，m/z 209.0589（保留时

间为 6.4 min的肩峰）鉴定为胍类似物的烯烃，它是一个新代谢

物 [1]。通过 MS/MS 检出第三个峰，即 m/z 226.0845（保留时

间为 6.0 min），为吡虫啉的去氨基类似物。该代谢物以前也没有

报道过 [1]。通过 DIS发现，未施加吡虫啉的洋葱样品中均没有

m/z 126 峰。

图 3. 施加吡虫啉的洋葱样品提取物全离子MS/MS 分析的诊断离子，取 m/z 126 离子，它是胍代谢物MS/MS 分析的产物离子，也是吡虫啉结构的

一部分。施加农药 28 天后采集洋葱样品。碰撞能量设定为 0 和 30 eV
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采用氯过滤器筛选代谢物

MassHunter软件中的氯过滤器 [6]是另一种用来鉴定新代谢物

的工具。首先，采用分子特征提取器在色谱图中寻找离子强度超

过 10000计数值的化合物。因为吡虫啉仅含一个氯原子，那么，

针对提取出的化合物只能产生包含一个氯原子的分子式。当对洋

葱提取物运行氯过滤器时，发现了一些可假定的新代谢物，但无

论采用数据库检索还是诊断离子检索均未找到它们（图 4）。

仅由氯过滤器发现的一个化合物（m/z 354.0955，保留时间

10.96 min），比吡虫啉大 98个质量单位。从分子式上看，该化

合物比母体化合物多 5 个碳原子和 2 个氧原子，而氯和氮原子的

数量与母体化合物相同，这表明它与另一个基团已发生结合。

据报道，谷胱甘肽（包含半胱氨酸、甘氨酸和谷氨酸的三肽）可

与一些农药结合，但是尚没有与吡虫啉结合的报道。然而谷胱甘

肽对于新代谢物来讲增加的质量数过多，谷氨酸本身就包含 5个

碳原子。可是，谷氨酸会增加 147 个质量单位，而非 98 个。

图 4. 氯过滤器生成仅包含一个氯原子的分子式。一些代谢物由该工具确定，包括一个精确质量在m/z 354.0955

的新代谢物（突出显示）
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通过对该化合物进行MS/MS分析，发现了两个 46 amu基团的

中性丢失（图 5）。这些丢失的每一个的测定质量数只能是

COOH2
（甲酸）。谷氨酸硝基基团的还原反应符合该数据。另一

个主要的碎片是 m/z 209.0550（测定的精确质量）离子，它也可

以通过谷氨酸丢失形成（图 5）。利用该数据鉴定出上述新代谢物

的结构为吡虫啉的谷氨酸缀合物。

图 5. 使用 MS/MS 离子对并结合植物代谢的相关知识来确定 m/z 354.0955 代谢物的结构。两个 46 amu 基团的中性丢

失只能解释为两个 COOH2
（甲酸）碎片的丢失。谷氨酸还原吡虫啉上硝基的反应，解释了代谢物上两个羧基基团和

吡虫啉上 5 个碳原子和 6 个氢原子的来源，从而得到了代谢物正确的质量数
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另一种由氯过滤器发现的化合物（m/z 240.0996，分子式为

C10H14ClN5
），与增加了甲基的 m/z 226（吡虫啉氨基类似物）

代谢物一致，由MS/MS 分析鉴定它为甲基吡虫啉 [1]。在洋葱植

物中，通常会发现 DNA 甲基化，而不是农药。基于上述理由，该

推断的结构可能代表了吡虫啉的另一个新毒性代谢物。
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采用质量分析器区分差异

采用安捷伦质量分析器软件，将由分子特征提取器发现的施用农

药洋葱中的所有化合物，与未施加农药的洋葱质控样品中的化合

物进行比较（图 6）。然而两种洋葱提取物的分析曲线太复杂，不

能抽取出推断的代谢物，该结果表明对洋葱施加农药后除了农药

本身的代谢外，还会导致洋葱化学组成的极大变化。这个现象非

常明显，它敦促我们应针对农药对洋葱营养成分的影响开展进一

步的研究，无论是正面的还是负面的。
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图 6. 将三份空白、未施加农药的洋葱样品提取物的质量数和保留时间平均值，与三份施加了吡虫啉并于第 28 天收获的洋葱样品的平均值进行

比较（蓝点为两组样品的公共特征，红点为施加农药样品的独特特征）



8

吡虫啉及其代谢物的分布

本研究鉴定出 6 种吡虫啉的新代谢物（表 2）。针对洋葱和土壤提

取物中吡虫啉及其 6种代谢物的分析，表明洋葱中主要含胍代谢

物，土壤中主要是未代谢的农药。相对于胍代谢物和母体农药，

其他 5 种新代谢物均以痕量存在（图 7）。

表 2. 通过MS/MS 分析新鉴定出的 6 种吡虫啉代谢物

代谢物 元素组成

保留时间

(min)
精确质量

[M+H]+ 化学结构

甲基化的吡虫啉 C10H14ClN5 8.3 240.1010

胍类似物的烯烃 C9H9ClN4 6.4 209.0589

吡虫啉-氨基类似物 C9H12ClN5 6.0 226.0854

烯烃-吡虫啉-氨基类似物 C9H10ClN5 4.8 224.0697

谷氨酸缀合吡虫啉烯烃胍 C14H16ClN5O4 10.7 354.0964

胍吡虫啉的同分异构体 C9H11ClN4 7.1 211.0745

Cl N

CH
3

N N

N
NH

H

Cl N

H

HN N

N

Cl

NH
2

N

HN N

N

Cl

NH
2

N

HN N

N

Cl

COOH

COOH

H

H

N

N N

N
N

Cl N

N NH

NH
2



9

结论

除了可以开展洋葱和环境中农药降解的详细研究，Agilent 6540

超高分辨率 (UHD)精确质量 Q-TOF液质联用系统和软件还为吡虫

啉代谢物的鉴定和表征提供了功能强大的工具。使用诸如精确质

量数据库检索、诊断离子和全离子MS/MS、氯过滤器和质量分析

器等工具，几乎不需要预先了解结构即可解析出这些新代谢物。

如果需要对复杂样品中响应强度为中等的、众多先前未知的母体

化合物衍生物进行鉴定，这些工具均能适用。

图 7. 土壤和洋葱提取物中的农药及其主要代谢物胍类似物 (m/z 211) 的分布。该饼形图展示了洋葱中 5 种新鉴定的代谢物和胍类似物 (m/z 211)

的分布，以 7 种代谢物总量的百分比表示，包括两种胍类似物的同分异构体
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