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摘要

本应⽤纪要介绍了将现有UPLC™⽅法转换到CORTECS™ T3⾊谱柱的过程，并使⽤⾼含⽔量和⾼淀粉含量的⻝品

（即⻩⽠和⼩⻨⾯粉）验证该⽅法，评估总体⽅法性能。使⽤CORTECS™ T3⾊谱柱可显著降低反压，因此适⽤于

性能规格较低的LC系统。使⽤Xevo™ TQ-S cronos进⾏检测，证明在0.01 mg/kg（这些⻝品类商品中的典型欧盟

默认农药MRL）浓度下选择的代表性农药可以实现相似的⽅法性能。本⽅法采⽤Oasis™ PRiME HLB直通式SPE，

它提供了⼀种快速有效的分散SPE替代⽅法。该⽅法使⽤SANTE指南成功得到了验证。加标浓度为0.01 mg/kg和

0.1 mg/kg的两个分析结果表明，对于⻩⽠和⼩⻨⾯粉，分别有94%和99%的分析物通过验证标准，⻩⽠和⼩⻨⾯

粉的总体%RSD分别为3.6%和4.6%。

优势

Oasis PRiME HLB技术为分散SPE⼯作流程提供了⼀种快速简单的替代⽅案，同时保持了⽬标农药出⾊的回收率。

ACQUITY Arc™与CORTECS T3⾊谱柱相结合，可提供⼀种UHPLC⽅法，与UPLC多残留⽅法的运⾏时间和⽅法性

能相当。

在Xevo TQ-S cronos上使⽤⼀种分析⽅法即可灵敏、稳定地分析150多种农药，检测限符合典型的欧盟默认MRL 
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0.01 mg/kg。

简介

农药是现代⻝品⽣态系统的重要保障，可抑制害⾍、杂草和疾病，有助于稳定⻝品供应。但是，在农作物和供⼈

类消费的农产品中过量或⾮法使⽤农药可能导致这些化合物的含量超出可接受范围，从⽽对⼈类健康造成不利⻛

险1。 因此，欧盟规定了农药最⼤残留量(MRL)，来监管未加⼯农产品中的农药残留，经批准的农药应根据良好农

业规范来使⽤2。 在欧盟范围内，当产品未经授权⽤于⻝品类商品时，许多农药的默认MRL为0.01 mg/kg，这通

常是建⽴农药分析⽅法时所⽤的⽬标⽅法定量限。

本⽂介绍了⼀种稳定的定量⽅法，可⽤于对⻝品类商品中的⼀系列适合LC的农药进⾏常规测定，这些⻝品类商品

属于根据SANTE/11312/2021定义的商品组1和53。 样品使⽤QuEChERS进⾏前处理，然后使⽤Oasis PRiME 

HLB SPE⼩柱（P/N：186008887 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--

filtration/186008887-oasis-prime-hlb-plus-short-cartridge-335-mg-sorbent-per-cartridg.html> ）进⾏纯

化后，通过ACQUITY Arc系统联⽤Xevo TQ-S cronos串联四极杆质谱仪进⾏分析4。 在使⽤QuEChERS CEN⽅法

进⾏萃取之后，通过Oasis PRiME HLB SPE⼩柱进⾏直通式纯化是传统分散SPE的⼀种快速有效的替代⽅法。本

研究展⽰了Xevo TQ-S cronos的灵敏度和稳定性，该系统适⽤于同时定量测定多种农药，检测限符合欧盟默认的

MRL 0.01 mg/kg。TQ-S cronos独特的倒锥形设计有助于减少基质聚集，延⻓仪器的正常运⾏时间。

本研究的⽬的是展⽰UPLC到UHPLC⾊谱⽅法的轻松转换，同时保持农药分析所需的预期性能和灵敏度。

CORTECS T3⾊谱柱产⽣的反压明显更低，适⽤于性能规格较低的LC系统。该⾊谱柱的表⾯多孔硅胶颗粒形态可

提供⾼柱效和优异的峰形，延⻓⾊谱柱的使⽤寿命，是⽀持⾼通量多残留⽅法的理想选择。

实验

⼩⻨⾯粉和⻩⽠样品购⾃当地零售商店，并进⾏了筛选，确保不存在⽬标农药残留。研究中分别选择这些基质作

为⾼淀粉和⾼含⽔量商品组的代表性样品。将样品均质化，⻩⽠样品储存于-20 °C下，⼩⻨⾯粉样品储存于室温下

。 

使⽤QuEChERS CEN⽅法15662的修改版进⾏样品萃取，其中使⽤Oasis PRiME HLB超短型⼩柱（参⻅图1）将

dSPE步骤替换为直通式SPE5。在常规QuEChERS萃取后，取约4 mL上清液通过Oasis PRiME HLB Plus短柱。弃
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去前1 mL样品，将接下来的2 mL样品收集到标记好的样品瓶中。然后在LC-MS样品瓶中⽤750 μL⽔将250 μL样品

稀释⾄1 mL，以备进样。

在⽅法验证研究中，以0.01 mg/kg和0.1 mg/kg的加标浓度对⻩⽠和⼩⻨⾯粉这两种样品加标，每个浓度重复5次

。使⽤溶剂和基质匹配标准品(MMS)评估线性，并建⽴0.005~0.5 mg/kg的标准曲线（相当于⻩⽠的瓶内浓度为

0.00125~0.125 µg/mL，⼩⻨⾯粉的瓶内浓度为0.000625~0.0625 µg/mL）。

图1.⻩⽠和⼩⻨⾯粉样品前处理⽅法的⼯作流程展⽰。

该UHPLC⽅法是在现有UPLC⽅法的基础上，使⽤⽅法转换计算器2.0软件⽣成的，如图2所⽰(667005222 <

https://www.waters.com/waters/support.htm?lid=134891632&lcid=134891631&type=DWNL> )6。 使⽤规

格为120 Å, 2.7 µm, 2.1 mm × 100 mm的CORTECS T3⾊谱柱转换现有的LC⽅法。该软件可以确证⽅法的精确转

换是否在系统配置的最⼤压⼒限制内，使流速和运⾏时间能够反映UPLC条件。
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MRM通道和特定化合物MS参数（例如锥孔电压和碰撞能量）从相关的Quanpedia™数据库下载（参⻅附录1）。

该数据库收录了汇编的化合物数据，还能⾃动创建LC和MS采集⽅法以及处理⽅法。本研究中使⽤的MS⽅法由

Quanpedia创建，每种农药⾄少包含2个MRM通道。离⼦源条件针对ESI+和ESI-模式下分析性能较差的化合物进

⾏了优化。Auto-Dwell功能可在整个⽅法中为峰提供⾜够的数据点（每个峰超过12个数据点）。 

图2.使⽤⽅法转换计算器2.0软件(667005222)将现有农药LC⽅法从ACQUITY UPLC HSS T3, 1.8 µm, 2.1 × 100 mm

⾊谱柱（P/N：186003539）转换⾄CORTECS T3, 120 Å, 2.7 µm, 2.1 mm × 100 mm⾊谱柱（P/N：186008484）。 

UHPLC-MS/MS条件
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液相⾊谱系统： ACQUITY Arc（配备FTN-R样品管理器）

检测： Xevo TQ-S cronos

进样器后端混合套件： 50 μL扩充定量环（P/N：430002012）

⾊谱柱： CORTECS T3⾊谱柱, 120 Å, 2.7 µm, 2.1 mm x 

100 mm（P/N：186008484）

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5 µL

流速： 0.5 mL/min

运⾏时间： 19 min

流动相A： 含0.1%甲酸的5 mM甲酸铵⽔溶液

流动相B： 含5 mM甲酸铵的50:50⼄腈:甲醇溶液

+0.1%甲酸

样品瓶： 12 × 32 mm透明玻璃螺纹颈⼝样品瓶，100个/包

（P/N：186000273）
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梯度

软件

⾊谱软件： TargetLynx™ XS

质谱软件： MassLynx™版本4.2

离⼦源条件

MS系统： Xevo TQ-S cronos

电离模式： 电喷雾

电离模式： +/-

⽑细管电压： +0.4 kV/-0.50 kV

脱溶剂⽓温度： 600 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h
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离⼦源温度： 150 °C

锥孔⽓流速： 0 L/h

结果与讨论

⽅法的灵敏度通过基质匹配标准曲线标准品进⾏评估，涉及的浓度范围从相当于0.005 mg/kg的最低浓度标准品开

始（⻩⽠和⼩⻨⾯粉瓶内浓度分别为0.00125 µg/mL和0.000625 µg/mL）。对于⽅法中的180多种分析物，相应

基质的空⽩响应低于要求报告限值的30%这⼀标准。基质空⽩的响应可忽略不计，在⾊谱图中，定量离⼦或定性

离⼦通道在相应保留时间处均未观察到明显的⼲扰。

标准品的反算浓度与真实浓度的偏差（残差）不超过±20%。所有分析物的残差均处于SANTE指南规定的偏差范

围内。相关⽰例请参⻅图3和图4。除少数分析物外，⼏乎所有分析物（⻩⽠中的98%，⼩⻨⾯粉中的96%）标准

曲线的r2值均≥0.99。⻩⽠基质中的噻⾍胺和甲基托布津以及⼩⻨⾯粉基质中的涕灭威、硝磺草酮、绿⾕隆、甲磺

草胺、久效威和苯酰菌胺的r2均> 0.97或更⾼。在两种基质中，仅有甜菜呋(r2 >0.94)的结果低于该阈值。两种基

质中的⼤多数标准曲线均呈线性。利⽤加权因⼦(1/x)绘制基质匹配标准曲线。
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图4.⼩⻨⾯粉基质中选定农药分析的标准曲线图。

基质效应是使⽤LC-MS/MS进⾏常规农药分析的常⻅问题，其主要原因是存在与分析物共洗脱的基质组分，从⽽竞

争电离效率。我们使⽤以下百分⽐计算⽅式来计算基质效应：
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其中bM和bS分别是基质匹配标准曲线和溶剂标准曲线的斜率。 

图5中展⽰了⼀系列化合物，反映了整个⽅法的基质效应，其中显⽰了最先洗脱的化合物（甲胺磷）和最后⼀个洗

脱的化合物（伊维菌素），以及该⽅法中的两种负离⼦化合物之⼀（氟啶胺）。

所有分析物的保留时间(RT)都在±0.1 min的偏差范围内。通常情况下，当检测到⼀种农药的两个通道时，离⼦丰

度⽐处于SANTE规定的范围内，即同⼀序列的标准曲线样品平均值±30%。⽰例⾊谱图如图6所⽰。 

图6.⻩⽠和⼩⻨⾯粉中加标浓度为0.1 mg/kg的⾊谱峰形⽐较，定量通道显⽰为顶部迹线。

使⽤五个重复加标样品（两种加标浓度分别为0.01 mg/kg和0.1 mg/kg mg/kg）分析的数据评估回收率。SANTE

指导原则规定，测试的每个加标浓度的平均回收率应介于70%~120%之间。如图7和图8所⽰，经QuEChERS萃取

和Oasis PRiME HLB Plus短柱纯化后，⼏乎所有样品（⻩⽠(94%)和⼩⻨⾯粉(99%)）的回收率都在

70%~120%的范围内。
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图8.在0.01 mg/kg和0.1 mg/kg加标浓度下，⼩⻨⾯粉中⽅法分析物的回收率汇总（每个数据点均为5次重复测定

的平均值）。 

在⻩⽠基质中，95%的分析化合物在最低加标浓度0.01 mg/kg时检出，两种加标浓度的回收率范围为

70%~142%。在⼩⻨⾯粉中，93%的化合物在相应的加标浓度下检出，两种加标浓度的回收率在58%~126%的范

围内。

该⽅法的重复性(%RSD)令⼈满意。研究中对0.01 mg/kg和0.1 mg/kg加标浓度的5个重复样品进⾏了评估，结果

除了三种情况外，所有的偏差均符合SANTE指南要求(≤20%)，这三种情况为：在⻩⽠中加标浓度0.1 mg/kg的噻

⾍胺和⼩⻨⾯粉中0.01 mg/kg加标浓度的氟⾍腈和腈菌唑。如图9和图10所⽰，⻩⽠和⼩⻨⾯粉样品中分别有

94%和99%的分析物在的%RSD偏差范围内。⻩⽠和⼩⻨⾯粉中两种加标浓度的平均%RSD分别为3.6%和4.1%。
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图9.在0.01 mg/kg和0.1 mg/kg加标浓度下，⻩⽠中⽅法分析物的%RSD汇总（每个数据点均为5次重复测定的平

均值）。
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图10.在0.01 mg/kg和0.1 mg/kg加标浓度下，⼩⻨⾯粉中⽅法分析物的%RSD汇总（每个数据点均为5次重复测定

的平均值）。

结论

本⽂介绍了⼀种⾼灵敏度、⾼准确度的多残留分析⽅法，采⽤UHPLC-MS/MS，配备ACQUITY Arc与Xevo TQ-S 

cronos串联四极杆质谱仪，测定了⻩⽠和⼩⻨⾯粉等常⻅基质中的农药残留。该⽅法能够在典型的欧盟MRL浓度

(0.01 mg/kg)下对150多种农药进⾏可靠定量，符合SANTE指南关于校准、灵敏度和实验室内重现性的要求。

CORTECS T3⾊谱柱的运⾏时间与传统的UPLC多残留⽅法相当，⽅法性能相似。此外，使⽤Oasis PRiME HLB直

通式SPE可提供⼀个快速有效的替代dSPE的纯化步骤，纯化后的⼲扰物在可接受⽔平内。
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特⾊产品

ACQUITY Arc系统 <https://www.waters.com/134844390>

Xevo TQ-S cronos串联四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/waters/en_US/Xevo-TQ-S-cronos-Triple-

Quadrupole-Mass-Spectrometry/nav.htm?cid=135027354>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>

TargetLynx <https://www.waters.com/513791>
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