
摘要
本应用简报介绍了对分离方法的优化，该方法利用超临界流体色谱 (SFC) 与
三重四极杆质谱检测来测定复杂食品基质中的农药。利用不同陡度的多个梯
度分析其中加入了不同浓度的多农药标准品的蔬菜基质。利用软件辅助的批
次比较确定最佳分离条件，以鉴定具有最低基质影响的梯度。
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仪器设置
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统
与 Agilent 6460 三重四极杆液质联用
系统的推荐配置如图 1 所示。色谱柱
直接连接至分流器组件，该分流器组
件包含两个组合分流器、一个额外的
单向阀用于防止 CO2 流回辅助泵以
及一个溶剂过滤器。在第一个分流器
处，来自等度泵的补偿流被引入流路
中。该分流器通过内径为 0.12 mm 的
短毛细管连接至第二个分流器。在这
里，液流被分为两部分，一部分进入
质谱仪，另一部分进入 SFC 模块的
反压调节器 (BPR)。利用新开发的内
径为 50 µm 且长度为 1 米的不锈钢毛
细管实现与质谱仪的连接，该毛细管
包含在分流器套装中。分流比取决于
该限流毛细管产生的反压和 BPR 所
设置的压力。根据经验，SFC 反压为 
120 bar 时，分流至离子源的 SFC 流量
约 0.45 mL/min，反压为 200 bar 时，
分流至离子源的流量约 0.6 mL/min。
由于电喷雾质谱检测取决于浓度，因
此对信号强度无影响。

实验部分

仪器
所有实验均在 Agilent 1260 Infinity 分
析型 SFC 系统 (G4309A) 上完成，该
系统包括：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 自动
进样器

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵列
检测器，配备高压 SFC 流通池

• Agilent 6460 三重四极杆液质联
用系统 (G6460C)

• Agilent 1260 Infinity 等度泵 
(G1310B)

• 分流器套装 (G4309-68715)

前言
农药广泛用于各种植物食品（如蔬
菜、水果、玉米和谷物）的生产过
程，以防止各种害虫。在植物类食品
上市之前，必须对其中可能存在的农
药残留进行检测，这些农药残留必须
满足法定限值要求1。因此，必须对
完整的植物食品样品进行提取并将其
转换为可分析的形式，通常是溶于有
机溶剂中的溶液。这一提取过程主要
通过 QuEChERS 程序完成2。现有技
术是利用 HPLC 与三重四极杆质谱检
测来分析这类样品。遗憾的是，在样
品前处理过程中，不仅提取了残留农
药，还提取了组成基质的天然固有化
合物。当农药和基质化合物同时从  
HPLC 色谱柱上洗脱下来时，它们将
在质谱仪的离子源中竞争电离。这妨
碍了对复杂食品基质中农药的准确 
定量分析。如果存在的基质化合物大
大过量，则它们可能完全抑制农药的 
电离。

所有化合物在色谱柱上获得良好的分
离可有助于避免这种情况，并能对分
析物的质谱检测产生巨大的影响。因
此，精心优化分离过程与调整质谱参
数同样重要3。为比较几种分离条件，
可执行批量分析，并且鉴别出最佳条
件以实现最优且最广泛的检测。

在本应用简报中，首先优化了超临界
流体色谱 (SFC) 分离并对不同的分离
条件进行了批次比较，然后利用 SFC 
和三重四极杆质谱检测复杂食品基质
中的农药。对使用质谱分析植物食
品样品中的农药而言，采用 SFC 作
为前端分离技术的优势体现在分离速
度、正交选择性以及对样品前处理过
程中所用有机溶剂的进样耐受性这几 
方面。

图 1. Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统与 Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统的配置。
色谱柱直接连接至分流器组件中的分流器 1

废液
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色谱柱
Agilent ZORBAX NH2, 4.6 × 150 mm, 
5 µm（部件号 883952-708）

软件
• 适用于三重四极杆质谱仪的 

Agilent MassHunter 数据采集
软件，06.00 版，包括 SFC 附
加软件

• Agilent MassHunter 定性分析
软件，06.00 版

• Agilent MassHunter 定量分析
软件，07.00 版

标准品
包含  17  种农药的乙腈溶液（各自
浓度为  10 ng/μL）混标购自  LGC 
Standards GmbH（农药混标 44，部
件号 18000044；Mercatorstrasse 
51，46485 Wesel，Germany）。在
本研究中，未考察固有的农药降解产
物脱乙基莠去津，因为它与蔬菜和水
果无关，而是莠去津在土壤和水中的
降解产物。

化学品
所有溶剂均为 LC/MS 级。乙腈和甲
醇购自德国  J.T. Baker 公司。新制
超纯水产自配置 LC-Pak Polisher 和 
0.22 μm 膜式终端过滤器 (Millipak) 
的 Milli-Q Integral 水纯化系统。

SFC 方法
参数 值
SFC 流速 3 mL/min
SFC 梯度 1 0 分钟，2% B；5 分钟，20% B；5.1 分钟，50% B 

停止时间 7 分钟 
后运行时间 2 分钟

SFC 梯度 2 0 分钟，2% B；10 分钟，20% B；10.1 分钟，50% B 
停止时间 12 分钟 
后运行时间 2 分钟

SFC 梯度 3 0 分钟，2% B；15 分钟，20% B；15.1 分钟，50% B 
停止时间 17 分钟 
后运行时间 2 分钟

SFC 梯度 4 0 分钟，2% B；8 分钟，12% B；8.1 分钟，50% B 
停止时间 10 分钟 
后运行时间 2 分钟

改性剂 甲醇
BPR 温度 60 °C
BPR 压力 120 bar
柱温 40 °C
进样量 5 µL，定量环过量填充 3 倍

通过分流和补偿流将 SFC 连接至 MS
参数 值
补偿流组成 乙腈 + 0.2% 甲酸
补偿流流速 0.5 mL/min
流速梯度 0 min 时，0.5 mL/min；5、10、15 或 8 min 时，0.3 mL/min

质谱方法
参数 值
电离模式 正离子
毛细管电压 2500 V
喷嘴电压 2000 V
气体流速 8 L/min
气体温度 220 °C
鞘气流速 12 L/min
鞘气温度 380 °C
雾化器压力 25 psi
MRM 条件 见表 1
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样品前处理
芝麻菜购自当地蔬菜水果店。根据官
方的柠檬酸盐缓冲 QuEChERS 方案，
使用 Agilent BondElut QuEChERS 
试剂盒（部件号 5982-5650）萃取
样品。称取 10 g 均质芝麻菜样品至 
50 mL 聚丙烯管中，并加入 10 mL 乙
腈，用手剧烈振摇萃取 1 分钟。加入
包含 4 g 无水 MgSO4、1 g NaCl 和 
1.5 g 缓冲柠檬酸盐的萃取盐包后，
将混合物再次振摇  1 分钟，然后以 
3000 rpm 的转速离心 5 分钟。

在相分离后，将 6 mL 上层乙腈相转移
至 Agilent BondElut QuEChERS EN 分
散式 SPE 管（部件号 5982-5256），
该管中包含用于样品净化的 150 mg 
N-丙基乙二胺 (PSA) 和 15 mg 石墨
化炭黑以及用于除水的 900 mg 无水 
MgSO4。将管密封，并再次振摇 1 分
钟。然后，以 3000 rpm 的转速将管离
心 5 分钟。将 4 mL 最终提取物转移至
干净的聚丙烯样品瓶中。为改善目标
农药的稳定性，将 40 μL 甲酸加入最
终提取物中。

  母离子 (m/z) 碎裂电压 (V) 子离子 1 (m/z) 碰撞能量 (eV) 子离子 2 (m/z) 碰撞能量 (eV)

异丙甲草胺 284.1 90 252.1 12 176.1 24

吡唑草胺 278.1 70 210.1 4 134.1 20

溴谷隆 259.0 85 170.0 16 148.1 12

环嗪酮 253.1 85 171.1 12 71.1 32

利谷隆 249.0 85 181.1 12 159.9 16

氰草津 241.1 100 214.1 12 104.1 32

敌草隆 233.1/235.1 95 72.1 20 72.1 20

甲氧隆 229.1/231.1 135 72.1 16 72.1 16

特丁津 230.1 55 174.1 12 104.1 32

另丁津 230.1 85 174.1 12 104.1 36

噻唑隆 222.1 65 165.1 12 150.0 36

莠去津 216.1 85 174.0 16 104 28

绿谷隆 215.1 95 148.0 16 125.9 12

绿麦隆 213.1/215.1 65 72.1 20 72.1 20

异丙隆 207.1 95 165.0 12 72.1 20

西玛津 202.1 105 132.1 16 124.1 16

表 1. 所用混合物中固有农药化合物的 MRM 条件，由 MRM 优化程序获得（驻留时间 10 ms，碰撞池加速
电压 5 V）
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结果与讨论
为评估基质效应，在芝麻菜样品的最终 
QuEChERS 提取物中加入农药溶液，
并使浓度达到 10、20 和 100 ppb。选
择 10 ppb 作为最低加标浓度，因为
在所采用的所有梯度条件下，能够对
标准溶液中各自浓度为 10 ppb 的所
有农药实现正确的检测。10 ppb 的浓
度也是蔬菜和水果中农药检测的典型
性能要求。所用的芝麻菜基质是蔬菜
和水果分析中比较复杂的基质之一。
在此次对比中，采用梯度 1 作为参比
分离。为了进行比较，将分析时间从  
10 分钟增加至 15 分钟，由此生成陡
度较低的其他两种梯度，同时保持有
机改性剂的最终最高含量。在最平缓
的梯度（梯度 3）下，采用约 10% 的
有机改性剂时，具有最高保留特性
的农药化合物在 7.5 分钟时洗脱。因
此，在最佳梯度  4 下，有机物含量
在 8 分钟内增加至最终浓度，即 12% 
的甲醇。随后，将有机物含量增加
至 50%，以除去色谱柱中剩余的基质
化合物。图 2 显示了在梯度 4 的条件
下，混标中浓度为 10 ppb 的 16 种标
准农药混合物的分离结果。

为评估不同梯度下的基质效应，对加
标芝麻菜提取物与校准标样的分离进
行比较。在 MassHunter 定量分析软
件中，将浓度为 10 ppb 的标准溶液
设置为 100%，并用作单点校准。通
过这种方式，在批处理表格中标记出
加标样品的峰值强度变化以进行快速
批量查看。将该表格转换为图 3 所示
的柱状图，一目了然地显示出结果。
在比较通过梯度 1 分析的纯标准溶液
与通过相同梯度分析的基质中的加标
样品时，由于存在基质抑制，因此化
合物的强度通常有所降低。

图 2. A) 利用梯度 4 对浓度为 10 ppb 的所有 16 种标准农药化合物的分离。B) 浓度为 10 ppb 
时，丰度最低的五种农药化合物
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图 3. 芝麻菜基质（红色）与标准溶液（蓝色）中 16 种农药化合物的基质抑制效应对比
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将梯度改为有机改性剂以较低的陡度
增加，可以改善目标化合物与基质化
合物的分离，并减小由高丰度基质化
合物引起的抑制效应，从而获得更高
的信号强度。

为了证明这一点，还采用梯度 2、3  
和 4 对所述加标样品和标准品进行了 
分析。利用 MassHunter 定性分析软
件对完整批次的样品和标准品进行比
较。利用在各个梯度下获得的标准品
的峰面积值作为单点校准的基础，对
加标样品进行比较。基质效应的比较
显示在图  4 所示的图表中。从中可
以看出，对于大多数化合物而言，平
缓的梯度 2、3 和 4 相比于最快的梯
度 1 信号强度有所改善。通常，最平
缓的梯度 4 可提供最高的信号强度。
例如，农药化合物异丙隆的色谱图显
示，采用梯度 2 至 4 获得的加标基质
样品的响应相比于采用初始梯度 1 所
获得的色谱图有所增强（图 5）。这种
信号增强可能是由于目标化合物与基
质背景获得了更出色的分离，由此实
现了更高的电离产率。氰草津、莠去
津和特丁津这三种化合物除外，它们
在采用梯度 1 时获得了更高的强度。
然而，由于采用梯度 4 使大多数化合
物获得了更高的强度，并且大多数化
合物的回收率介于 70% 和 120% 之
间，因此利用该梯度进行后续实验。
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图 4. 在不同陡度的不同梯度下获得的基质效应对比。对于大多数化合物而言，采用梯度 4 所获得
的基质效应最低

图 5. 在所用的四种不同陡度的梯度下获得的异丙隆的信号强度
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最后，在梯度  4 的条件下，基于浓
度为 10、20 和 100 ppb 的溶剂校准
完成对芝麻菜提取物的定量分析。
利用芝麻菜基质中加标浓度相同的
化合物作为样品。对实测浓度的比
较显示出以相对百分比表示的基质
效应（图  6）。根据  SANCO 指南 
SANCO/12571/2013，表观回收率 
70%–120% 是可接受的4。在考察的
浓度范围内，每种化合物的基质效应
非常类似（图 6）。与溶剂校准进行
比较时，所检测的大多数化合物的回
收率都处于 70%–120% 的可接受范
围。两种化合物莠去津和特丁津的定
量分析回收率低于 50%。稀释是最大
程度减小复杂样品中基质效应的通用
方法。以 1:10 的比例使用乙腈对农药
加标浓度为 100 ppb 的 QuEChERS 提
取物进行稀释，莠去津和特丁津的回
收率分别为 87% 和 85%，处于可接
受的范围。所有化合物的校准线性、
计算得出的定量限 (LOQ) 和检测限 
(LOD) 汇总于表 2 中。

结论
本应用简报证明了在利用 SFC 与三重
四极杆质谱仪测量蔬菜和水果样品中
的农药时，优化 SFC 分离对样品基
质的影响的重要性。优化所用的梯度
可改善分析物与高丰度基质化合物之
间的分离，有助于降低检测限。检测
的所有农药均满足所需的 10 ppb 的 
LOQ，并且基于溶剂校准，大多数化
合物定量分析的回收率均处于所需的 
70%–120% 范围内。此外，SFC 仪器
的优势在于，分离速度更快，并提高
了直接来自 QuEChERS 样品前处理的
溶于纯有机溶剂中的样品的可用性。
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图 6. 加标样品与标准溶液校准的对比。基质效应通常在 70%–120% 范围内。另外，可通过样
品稀释最大程度减小基质效应

表 2. 校准结果汇总，显示了各种化合物的线性、LOQ 和 LOD

10 ppb RT LOD LOQ R2

异丙甲草胺 1.869 0.08 0.25 0.9991

吡唑草胺 2.117 0.12 0.40 0.9990

另丁津 2.554 0.55 1.83 0.9993

绿谷隆 2.647 1.77 5.90 0.9993

莠去津 2.754 0.06 0.20 0.9993

特丁津 2.776 0.08 0.25 0.9995

溴谷隆 2.866 2.49 8.30 0.9991

噻唑隆 2.993 0.05 0.18 0.9994

西玛津 3.158 0.24 0.80 0.9995

利谷隆 3.307 3.00 10.00 0.9990

氰草津 4.219 0.20 0.66 0.9992

环嗪酮 5.006 0.03 0.10 0.9995

异丙隆 5.142 0.04 0.13 0.9998

绿麦隆 6.046 0.23 0.77 0.9991

敌草隆 6.846 0.87 2.90 0.9992

甲氧隆 7.287 0.30 1.00 0.9992
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