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摘要

⾼分辨率质谱(HRMS)技术⾮常适合⽤来处理⼤量化合物（⾮靶向采集），可提供更多的分⼦信息（碎裂途径、同

位素信息、加合物等）。

在最近的⻝品安全分析中，将离⼦淌度技术与HRMS结合使⽤，可根据⼤⼩、形状和电荷对离⼦进⾏进⼀步分离。

在离⼦引⼊离⼦源后，Vion IMS QTof系统将进⾏离⼦淌度分离(IMS)。此⽅法能够确定化合物的碰撞截⾯（

CCS，单位为Å2）值，该值是反映离⼦穿过淌度池时平均旋转值的唯⼀参数。谱图净化是离⼦淌度数据特有的优

势，有助于解析未知化合物谱图并确认已知化合物。

本应⽤纪要展⽰了如何结合使⽤⺟离⼦和碎⽚离⼦的精确质量数、同位素分布、离⼦淌度分离和⾼质量UPLC分离

，并利⽤⼤型筛查数据库鉴定四季⾖、草莓、墨西哥辣椒和⼩甜椒提取物中的⽬标农药化合物。此外，我们还利

⽤这种⽅法鉴定出了蔬菜提取物中存在的⼀种新型杀⾍剂。 

优势

 轻松鉴定法规筛查规定浓度的⽬标农药■

 使⽤CCS作为确认化合物的额外依据，通过包含500多种化合物的筛查数据库使⽤这些值。■

 精确质量数的全谱采集能够确认以前未靶向的其他化合物。 ■

简介

通⽤术语“农药筛查”通常涉及到复杂的样品和⼤量的⽬标化合物。前者来源于所采⽤的通⽤提取⽅法，这种⽅

法能够尽可能加⼤化合物覆盖范围以及商品⽣物化学特性的变异性。后者来源于数千种注册使⽤的化合物。除串

联四极杆MS/MS⽅法外，⾼分辨率质谱(HRMS)技术⾮常适合⽤来处理⼤量化合物（⾮靶向采集），可提供更多的

分⼦信息（碎裂途径、同位素信息、加合物等）。在最近的⻝品安全分析中，将离⼦淌度技术与HRMS结合使⽤

，可根据⼤⼩、形状和电荷对离⼦进⾏进⼀步分离1。 在离⼦引⼊离⼦源后，沃特世Vion IMS QTof系统将进⾏离

⼦淌度分离(IMS)。此⽅法能够确定化合物的碰撞截⾯（CCS，单位为Å2）值，该值是反映离⼦穿过淌度池时平均

旋转值的唯⼀参数2。谱图净化是离⼦淌度数据特有的优势，3有助于解析未知化合物谱图并确认已知化合物。

在本应⽤纪要中，我们结合使⽤⺟离⼦和碎⽚离⼦的精确质量数、同位素分布、离⼦淌度分离和⾼质量UPLC分离

，并利⽤⼤型筛查列表鉴定了四季⾖、草莓、墨西哥辣椒和⼩甜椒提取物中的⽬标化合物。借助⾮靶向数据⾮依
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赖型采集⽅法，我们成功地在⼩甜椒提取物中鉴定出⼀种筛查数据库中不存在的、相对较新的替代农药。我们对

所有结果进⾏了相互核对，证实全部准确，并且还鉴定出了此前通过串联四极杆MS/MS分析得到的预期化合物。 

实验

在分析样品之前，我们需要完成⾃动化设置以确保理想的系统性能。只需按⼀下按钮，即可设置好检测器、分辨

率、Lockspray和校正。分析采⽤了四季⾖、草莓、墨西哥辣椒和⼩甜椒提取物样品，进样体积均为1 µL和5 µL（

三个重复样）。如“UPLC条件”部分所述，此处使⽤了两种不同的⾊谱⽅法。在分析样品前后，通过重复进样

QC评估⼀系列参数的稳定性，包括质量精度、CCS值、预期碎⽚离⼦形成、响应值和保留时间(RT)。在采集数据

时，使⽤离⼦淌度分离的全谱采集以及⾼/低碰撞能量交替的模式(HDMSE)。采集完成后，根据包含化合物名称、

结构、保留时间、预期碎⽚离⼦质量数和CCS值（+H离⼦，以及某些情况下的+Na/+K加合物）的筛查数据库⾃动

对数据进⾏组分化和处理。在⽣成数据库值时，使⽤了⽅法A的液相⾊谱条件（⻅“⽅法条件”）和溶剂标准品。

针对CCS值和RT，使⽤多个输⼊值的平均值来代表充分表征的数值。使⽤UNIFI软件v.1.8进⾏数据采集、处理和

审查。

 

 

 

样品描述

样品提取物由合作伙伴提供，并通过改良的QuEChERS⽅法进⾏制备。提取物储存于100%⼄腈中，进样前⽤⽔按

1:1的⽐例稀释。

UPLC条件

⽅法A：

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class

ACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 μ⾊谱柱：
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⽅法A：

m, 2.1 × 100 mm

柱温： 45 °C

样品温度： 4 °C

流速： 0.450 mL/min

进样体积： 1 μL和5 μL

流动相A： 10 mM醋酸铵⽔溶液(pH 5.0)

流动相B： 10 mM醋酸铵的甲醇溶液(pH 

5.0)

总运⾏时间： 17 min

梯度：

时间(

min)

流速(

mL/min)

%A %B

初始 0.45 98 2

0.25 0.45 98 2

12.25 0.45 1 99

13.00 0.45 1 99

13.01 0.45 98 2
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时间(

min)

流速(

mL/min)

%A %B

17.00 0.45 98 2

⽅法B

UPLC系统 ACQUITY UPLC I-Class

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS T3 1.8 

µm, 2.1 x 100 mm

柱温： 40 °C

样品温度： 4 °C

流速： 0.450 mL/min

进样体积： 1 µL和5 µL

流动相A： 含0.1%甲酸的4 mM甲酸铵⽔溶

液

流动相B： 含0.1%甲酸和4 mM甲酸铵的甲

醇溶液

总运⾏时间： 18.5 min

梯度：
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时间(

min)

流速(

mL/min)

%A %B

初始 0.4 95 5

0.50 0.4 95 5

3.00 0.4 57 43

13.50 0.4 19 81

14.50 0.4 1 99

16.50 0.4 1 99

16.51 0.4 95 5

18.50 0.4 95 5

MS条件

MS系统： Vion IMS QTof

电离模式： ESI+

碰撞能量(LE)： 3 eV

碰撞能量（HE梯度）： 20~55 eV

扫描时间： 0.25 s

采集范围： 50~1200 m/z
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缓冲⽓体： N2

IMS波速： 250 m/s

IMS波⾼（梯度）： 20〜50 V

⽑细管电压： 0.8 kV

采样锥孔电压： 20.0 V

离⼦源温度： 120 °C

电离源补偿： 80

脱溶剂⽓温度： 550 °C

锥孔⽓流速： 50 L/h

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

实时质量校正标样： 亮氨酸脑啡肽(556.2766 m/z)

数据管理： UNIFI科学信息系统

结果与讨论

四季⾖、草莓、墨西哥辣椒和⼩甜椒提取物的鉴定结果

利⽤筛查数据库提供的⾼度复杂的数据集，根据多达500多种⽬标化合物的列表解析所有提取物的全谱样品数据。

待查看所有样品后，根据之前执⾏的LC串联四极杆MS/MS分析对鉴定结果进⾏相互核对，核对检查鉴定出了所有

预期化合物。鉴定结果⻅图1的⼩甜椒组分图。浓度范围338 ng/g~10 ng/g以下（称为“痕量”⽔平）也是通过串

联四极杆MS/MS分析得出的。
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在某些情况下，我们找到并鉴定了存在于数据库但未经LC串联四极杆MS/MS数据报告的⽬标农药代谢物（图

1）。使⽤UNIFI软件“查看”部分的筛选条件获得鉴定结果。筛选条件具有灵活性和⾃动化的特点，由⽤⼾⾃定

义，可应⽤于处理后数据。通过执⾏软件中的各个⼯作流程步骤，将⼀类样品（未知样品、QC样品、标准品等

）和上述条件集中到特定视图下，从⽽将筛选条件完全集成到数据审查中。沃特世应⽤纪要720005436en详细介

绍了UNIFI的筛选条件和⼯作流程。为减少假阳性结果并提⾼推测鉴定结果的可信度，此数据集的筛选条件使⽤了

UNIFI筛查数据库中的信息。具体⽽⾔，显⽰的数据均符合图2中列出的标准，即质量数误差、CCS% Δ（来⾃数

据库值）、RT误差（来⾃⽅法A的值）以及存在碎⽚离⼦。

 

图1.⼩甜椒提取物的阳性鉴定结果，在串联四极杆MS/MS定量分析的所有商品中，⼩甜椒提取物的浓度范围最⼴

。以质量数(Da)为X轴，强度（计数）为Y轴显⽰鉴定结果。图中放⼤了痕量鉴定结果，其中包含LC串联四极杆

MS/MS分析中未纳⼊筛查范围的两种代谢物（毒死蜱氧化物和去硝基吡⾍啉）。
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图2.使⽤UNIFI软件的筛选条件获得阳性鉴定结果

尽管我们在避免⽣成加合物⽅⾯已经取得了⻓⾜进步，但这种情况在ESI实验中有时还是难以避免。因此，使⽤碎

⽚离⼦以外的其他标准（例如CCS）进⾏鉴定将有助于避免假阴性结果。考虑到+Na加合物在某些情况下可能导致

结果中不存在预期碎⽚离⼦，所以我们可以简单地在筛选条件中执⾏⼀个条件功能，要求结果中必须存在预期的

碎⽚离⼦，或者+Na加合物是观察到的主要离⼦。点击图2中的Match any of these expressions（匹配所有表达

）操作符即可完成此操作。图3所⽰为四季⾖样品“查看”选项卡下的筛选条件，其中氟⾍双酰胺只显⽰为+Na加

合物，⽆碎⽚存在，然⽽，CCS、质量精度和RT等其他关键标准都精确到了规定的标准。筛选条件⼀旦设定好就

会添加到分析结果查看的⼯作流程步骤中，选择该步骤的同时筛选条件也会⾃动应⽤于数据。只有粉唑醇（在⼩

甜椒中含量为亚10 ppb级）的鉴定结果中含有+H加合物，没有出现预期碎⽚；其他所有标准均满⾜。 
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图3.“查看”选项卡显⽰了四季⾖提取物仅存在+Na加合物，并未产⽣预期碎⽚离⼦。

使⽤不同⾊谱⽅法得到的结果

使⽤LC⽅法A进⾏初始分析后，我们提出了另⼀种⽅法（LC⽅法B）。这种⽅法使⽤

了不同的流动相添加剂（甲酸⽽⾮⼄酸铵）、⾊谱柱（HSS T3⽽⾮BEH C18）和梯度

，试图通过这种机制改善分析结果。在多种分析物中，通过这种⽅法得到的保留时间

明显不同于之前使⽤的筛查数据库中的保留时间。然⽽，CCS值是⽓相分析的结果

，并且代表了分⼦的固有特性，因此两种LC⽅法得到的CCS测定值⽆显著差异。图

4为⽅法A和B分析得出的RT和CCS的差异总结，与上述趋势表现⼀致。使⽤CCS增加

鉴定点有助于减少对实验可变参数（如RT）的依赖。只需取消RT要求，即可⽴即更

改鉴定结果的筛选条件。我们通过添加新的⼯作流程步骤将筛选条件⾃动纳⼊数据审

查⽅法，此举旨在帮助⽐较两种不同⾊谱⽅法分析得出的结果，并通过这两种⽅法获

得准确鉴定。 
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图4.两种分析⽅法鉴定出的化合物的RT（蓝⾊和绿⾊）和CCS（红⾊和紫

⾊）与数据库值的百分⽐误差。由于CCS发⽣在⽓相中，因此不受⾊谱⽅法

变更的影响，这也通过⽅法A和B⽐RT低的误差得到了印证。

⼀种新烟碱类替代农药的鉴定结果

引⼊筛查数据库或在线数据库中可能不存在的新型农药给筛查和监测带来了巨⼤挑战

。除了搜索理论上数量不限的⽬标离⼦外，⽤⼾还可以使⽤共有中性丢失、⻧素匹配

、质量数亏损、⼆元⽐较和多变量分析等⼯具解析未知⽬标离⼦的数据。部分这些⼯

具的实⽤性在以下⽰例中得到充分展⽰：我们的合作伙伴在样品中鉴定出了⼀种新近

⽣产出来的杀⾍剂，并向我们指出这种杀⾍剂存在于样品中，但却并未列⼊包含

500多种农药和代谢物的搜索库中。

吡⾍啉是⼀种新烟碱类杀⾍剂，因为它可能与蜜蜂群的蜂群崩溃综合征(CCD)有关

，因此最近在欧洲和北美受到了严格审查4。⽀持数据显⽰这种相关性确实存在，所

以法国5和加拿⼤已经开始禁⽤吡⾍啉等新烟碱类农药6。因此，与⼤多数禁⽤物质⼀

样，⾏业⾥开始产⽣对于新烟碱类农药替代化合物的需求，要求这些化合物具备相似

的作⽤但毒性更低。为了靶向本研究所⽤样品中的类似化合物，我们对现有新烟碱类

化合物的结构进⾏了⽐较，发现了⼀种可能存在于新型化学制剂中的共有碎⽚离⼦。
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如图5所⽰，在吡⾍啉、啶⾍脒、噻⾍啉和烯啶⾍胺中观察到含氮环结构有⼀个氯取

代，分⼦的这部分很可能在碰撞诱导解离(CID)过程中形成碎⽚。

使⽤UNIFI筛选条件创建所有数据的查看标准，图中结合使⽤了共有碎⽚离⼦和⻧素

匹配⼯具（图5）。此筛选条件同时考虑了完整数据集中已鉴定和未鉴定的组分，以

获取低碰撞能量谱图中氯同位素分布模式的组合以及⾼碰撞能量谱图中质量数为

126.0119 (C6H5ClN)的碎⽚。将此筛选条件应⽤于⼩甜椒数据后，结果显⽰⼀个候选

质量数（未分配到⽬标化合物列表中）、吡⾍啉及其代谢物去硝基吡⾍啉（图6）。

之前的⽬标分析物筛选条件已鉴定出吡⾍啉及其代谢物去硝基吡⾍啉，⽽此筛选条件

对其同样适⽤，因为它们同时展⽰了单个氯离⼦和共有碎⽚离⼦的⻧素同位素分布模

式。参照⽂献对两个候选质量数进⾏研究，结果发现质量数为289.0554的化合物是

最近⽣产的丁烯酸内酯类杀⾍剂氟吡呋喃酮。这是⼀种灭杀吸⻝类昆⾍的替代农药

，它以烟碱型⼄酰胆碱受体为靶点7，8，作⽤机制与新烟碱类化合物相同。如前⽂所

述，虽然合作伙伴在样品中鉴定出这种农药，但该农药却并未包含在我们的原始筛查

列表中。因此，本⽂所述的⼯具可以快速有效地鉴定氟吡呋喃酮。只需单击右键，即

可将化合物添加到UNIFI科学数据库中，并附带⼀个限定词，表明该化合物是残留物

质（如flupyradifurone_incurred green bean）。 

图5.使⽤UNIFI筛选条件特异性查找与接受审查的新烟碱类杀⾍剂相似的化

合物。分析处理⽅法中指定了共有碎⽚离⼦质量数。⽅框中展⽰了常⻅新

烟碱类化合物⽚段结构（如吡⾍啉的结构）以供参考。
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图6.使⽤图6中的筛选条件得到的UNIFI组分鉴定结果汇总，以及突出显⽰的候选质量

数为289.0554的化合物的提取离⼦流⾊谱图，经研究，该化合物为农药氟吡呋喃酮

；质量数误差为0.4 mDa/1.4 ppm）；右下图为RT和DT校准谱图。 

除我们强调的优势外，HDMSE还有⼀个不容忽视的优势在于它得到的数据⽐同类MS

数据更清晰，如图7中的谱图对⽐所⽰。切换图7中突出显⽰的按钮，可显⽰保留时间

和漂移时间校准的谱图离⼦。图7还对⽐了两张谱图，从对⽐图可以看出，使⽤基于

IMS的谱图净化可以获得更清晰、更易于解析的谱图。
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图7.漂移时间(DT)和保留时间校准使谱图得以净化。⽆论是在低碰撞能量谱图还是⾼

碰撞能量谱图中，时间和漂移校准谱图均与MS/MS或单标类型数据类似。选中谱图

视图上⽅框中的按钮即可启⽤该选项。 

结论

使⽤HDMSE⽅法开展农药筛查实验，可⽣成信息量丰富的数据集。⽤⼾可根据⺟离⼦和碎⽚离⼦的精确质量数、

RT和CCS等鉴定标准轻松筛选和查看数据。在农药筛查中引⼊IMS技术测量CCS，既可提⾼化合物鉴定的可信度

，还可将其⽤作筛查实验的附加参数。UNIFI软件⽆缝集成了CCS表⽰和对⽐计算，让⽤⼾轻松查看结果。这种

UNIFI数据库筛查⽅法根据全谱图采集结果进⾏处理，提供了⼀种⾃动化⽅法来探索采集到的综合数据。数据处理

中还会⾃动包含加合物信息，然后整合成化合物信息呈现给⽤⼾。最后，使⽤基于化学特性的智能筛选功能，可

以在数据集中搜索⾮靶标⽬标化合物。我们利⽤这种⽅法鉴定出了蔬菜提取物中存在的⼀种新型杀⾍剂。
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