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摘　要：建立了同时检测苹果中多菌灵、噻菌灵和甲基托布津残留量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析方法．样品经乙
酸乙酯提取，旋转蒸发仪浓缩，氮气吹干甲醇定容后，采用配有二极管阵列检测器（ＤＡＤ）的 ＨＰＬＣ测定，外标法定
量．在添加不同浓度的标准品时，多菌灵、噻菌灵和甲基托布津的添加回收率分别为８７．７％ ～１１８．７％、７２．８％ ～
８０．３％、６４．０％ ～６６．８％．方法对多菌灵、噻菌灵和甲基托布津３种农药的检出限较低，分别为０．１３４、０．２３０和
０２５０ｍｇ／Ｌ，可以满足苹果汁中多菌灵、噻菌灵和甲基托布津的残留限量检测要求．检测果皮样品中的农药残留
量，多菌灵的残留量为７．２４×１０－２ｍｇ／ｋｇ，噻菌灵和甲基托布津未检出，低于国标中规定的残留限量标准．
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　　我国是世界第一水果生产大国，苹果栽培面积
和产量均居于世界首位．在我国水果生产中，农药发
挥了巨大作用，多菌灵、噻菌灵和甲基托布津是苯并

咪唑类农药的重要种类，是苹果生产和产后加工中

最常用的农药．这类物质对热、酸、碱和光都很稳定，
在自然环境中降解较慢，对人、畜有一定的毒副作

用［１－２］．研究表明，多菌灵可对老鼠的繁殖系统产生
影响，并导致肾脏产生氧化损伤效应［３－４］，噻菌灵能

和其它食品添加剂相互作用诱导雄鼠肝脏内 ＣＹＰ
１Ａ２ｍＲＮＡ的表达以及 ＧＳＴ活力的改变［５］，甲基托

布津可以和人体血清白蛋白相互作用，诱导人体淋

巴细胞 ＤＮＡ损伤，也是可疑致癌物之一［６－７］．近年
来，随着人们追求安全无毒、绿色食品和农产品国际

贸易快速发展的同时，水果中农药残留问题日益突

出，亟待解决．
目前应用于农药检测的前处理方法很多，其中

常用的有液液萃取法、固相萃取法、固相微萃取法和

分散液相萃取法［８－１０］等．苯并咪唑类农药仪器分析
应用较多的检测方法是高效液相色谱法［１１－１３］，并且

主要集中在多菌灵和噻菌灵的同时检测分析，而同

时测定农产品中多菌灵、噻菌灵和甲基托布津３种
苯并咪唑类农药的方法仅在国外文献中有部分报

道［１４］．由于液液萃取法具有萃取效率高、操作方便
等优点，而多菌灵在高温条件下易降解，因此本试验

采用液液萃取结合高效液相色谱法来对苹果样品中

的多菌灵、噻菌灵和甲基托布津进行提取分析，旨在

建立一种操作简单，易于推广应用，并可满足苹果样

品中多菌灵、噻菌灵和甲基托布津残留量同时测定

的分析方法．

１　试验部分
１．１　主要仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱系统，配四元泵、
ＤＡＤ、自动进样器及色谱数据处理工作站（美国，

收稿日期：２０１０－０７－０９；　修订日期：２０１０－０９－１３．
基金项目：武汉市晨光计划项目（２００９５０４３１１６７）；湖北省农业科技创新项目（２００８０５６）．
作者简介：廖涛（１９７９－），男，博士，副研究员，研究方向：食品安全．Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｏｔａｏｅｒ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ
通讯作者：熊光权，研究员．Ｔｅｌ：０２７－８７３８９３０５，Ｅｍａｉｌ：ｘｉｏｎｇｇｕａｎｇｑｕａｎ＠１６３．ｃｏｍ



分析测试技术与仪器 第１６卷

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＰＨＢ－４型便携式 ｐＨ计（上海精
科）；液液萃取装置；旋转蒸发仪（上海亚荣）；氮吹

仪（ＨＳＣ－２４Ａ）；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ溶剂过滤器系美国Ｗａｔｅｒｓ
公司产品．
多菌灵、噻菌灵和甲基托布津标准品（美国，

Ｓｉｇｍａ公司）储备液：分别称取多菌灵、噻菌灵和甲
基托布津各 ２．００ｍｇ，用农残级甲醇溶解并定容到
１０ｍＬ，配成浓度为２００μｇ／ｍＬ的储备液，置于 －２０
℃的冰箱储存．
１．２　色谱条件

色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８柱（２５０×
４６０ｍｍ，５μｍ）；色谱柱温度为室温；进样量为１０
μＬ；ＤＡＤ选择２８０ｎｍ作为检测波长．当样品谱图和
标准品谱图色谱峰保留时间一致时，作为定性依据，

色谱峰面积作为定量依据．
１．３　试验方法
１．３．１　样品预处理

将苹果洗净，果皮和果肉分离，并分别用高速组

织捣碎机匀浆，储存在－２０℃冰箱中待用．
１．３．２　样品前处理方法

取１０ｇ苹果汁于２５０ｍＬ的平底烧瓶中，向其
中加入多菌灵、噻菌灵和甲基托布津各１５０μＬ，然
后加入３０ｍＬ（１００ｇ／Ｌ）的氯化钠溶液，用２ｍｏｌ／Ｌ
盐酸调ｐＨ为１～２，再加入５０ｍＬ的乙酸乙酯（乙
腈）在恒温振荡提取器上振荡提取１ｈ，真空抽滤，
用３０ｍＬ的乙酸乙酯（乙腈）洗涤滤渣和烧瓶，过滤
后合并滤液，分层后收集乙酸乙酯相（乙腈），并分

别用１０ｍＬ的乙酸乙酯（乙腈）洗涤水相２次，合并
乙酸乙酯相（乙腈）．水相再调ｐＨ为７．５左右，然后
用５０ｍＬ的乙酸乙酯（乙腈）反萃取，分层后收集乙
酸乙酯相（乙腈），并分别用１０ｍＬ的乙酸乙酯（乙
腈）洗涤水相２次，合并乙酸乙酯相（乙腈），２次的
乙酸乙酯相（乙腈）分别过无水硫酸钠柱后，然后合

并乙酸乙酯相，旋转蒸发至近干，用乙酸乙酯（乙

腈）洗涤烧瓶壁，氮气吹干后，用甲醇定容到１．５ｍＬ
经过０．４５μｍ有机相滤膜过滤后，供液相色谱测
定．

２　结果与讨论
２．１　样品提取溶剂的选择

为了获得具有最好提取效率的溶剂，本试验比

较了乙酸乙酯和乙腈２种溶剂的提取效果，结果如
表１所示．从表１可以看出，样品用乙酸乙酯提取

时，样品的回收率较高，重现性较好；乙腈的提取效

果较差，而且乙腈的沸点较高，氮吹时间较长，损失

大，导致乙腈提取的重现性较差．综合考虑试验提取
效果、提取时间和试验成本，本试验选择乙酸乙酯作

为提取溶剂．

表１　不同提取溶剂的回收率结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｔｈｒｅｅ

ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓｆｒｏｍａｐｐｌｅｓａｍｐｌｅｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ

添加量

／（ｍｇ／ｋｇ）
平均回收率±ＳＤ／％

乙酸乙酯 乙腈

多菌灵０．３０ ９０．３±６．７ １１１．７±５０．４
噻菌灵０．３０ ７７．２±７．３ ６７．０±３１．４

甲基托布津０．３０ ６６．８±６．０ ２１．３±３６．９

２．２　色谱条件的选择
２．２．１　检测波长的选择

为了获得多菌灵、噻菌灵和甲基托布津的最佳

检测效应，扫描了１８０～７８０ｎｍ处的吸收光谱图，结
果表明在２８０ｎｍ处，杂峰较少、基线稳定、谱图清
晰．因此，本实验选用２８０ｎｍ作为检测波长．
２．２．２　流动相的选择

本试验研究了不同流动相及比例对３种农药的
分离效果：甲醇与水的体积比为７０∶３０、流速为０．８
ｍＬ／ｍｉｎ时，３种农药的谱图相互重叠；乙腈与水的
体积比为７０∶３０、流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ时，３种农药的
谱图还是不能分开；甲醇与０．６％氨水的体积比为
５０∶５０、流速为 ０．８ｍＬ／ｍｉｎ时，３种农药虽然能分
开，但是保留时间较长，而且氨水的 ｐＨ在１０以上，
对色谱柱的寿命有影响；甲醇与磷酸盐缓冲液（ｐＨ
６．８，０．０２ｍｏｌ／Ｌ）的体积比为 ５０∶５０、流速为 ０．８
ｍＬ／ｍｉｎ时，出峰时间和峰型较理想．多菌灵、噻菌灵
和甲基托布津混合标准品的色谱峰见图１．

从图１中可以看出多菌灵、噻菌灵和甲基托布
津标准品的保留时间分别为 １０．９２３、１５．３４７和
１８２１３ｍｉｎ，而果汁空白谱图中没有检测到多菌灵、
噻菌灵和甲基托布津，从而说明检测到的３种农药
全部来自添加进去的混合标准品，而且流动相为甲

醇：磷酸盐缓冲液（ｐＨ６．８，０．０２ｍｏｌ／Ｌ，体积比：５０
∶５０，流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ）时，３种物质能完全分开，而
且峰型较尖锐，响应值高．
２．３　标准曲线

分别取多菌灵、噻菌灵和甲基托布津标准品储

备液各２、５、１５、２５、３５、５０、６０、７５、９０、１００μＬ加入到

８５２
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图１　果汁空白（ａ）和多菌灵、噻菌灵、甲基托布津混合标准品（ｂ）的色谱图
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍｏｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｓ（ａ）ａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅｓ（ｂ）ｆｒｏｍａｐｐｌｅｊｕｉｃｅ

试剂瓶中，定容至１ｍＬ，配制而成的３种农药标准品
混合溶液的浓度分别为：０．４、１．０、３．０、５．０、７．０、
１００、１２．０、１５．０、１８．０、２０．０μｇ／ｍＬ，进样量分别为
１０μＬ，按上述色谱条件进行测定，得出不同浓度所
对应的色谱峰面积，计算３种农药混合溶液的标准
曲线．由表２所示，３种农药的含量（ｘ）与峰面积（ｙ）
有良好的线性关系．

表２　多菌灵、噻菌灵和甲基托布津标准曲线
的线性关系和检出限

Ｔａｂｌｅ２　ＬｉｎｅａｒｉｔｙａｎｄＬＯＤｏｆ
ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ，ｔｈｉａｂｅｎｄａｚｏｌｅａｎｄｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ

分析物 标准曲线方程 Ｒ２
ＬＯＤ／
（μｇ／ｍＬ）

多菌灵 ｙ＝４．９９８４ｘ＋１１．０９３ ０．９９９６ ０．１３４
噻菌灵 ｙ＝４．１７８１ｘ＋２．３８６３ ０．９９９７ ０．２３０

甲基托布津 ｙ＝２．５２２７ｘ＋１０．７０３ ０．９９９９ ０．２５０

　　从表２可以看出多菌灵、噻菌灵和甲基托布津
３种农药的线性相关性较好，Ｒ２均大于０．９９９，按照
信噪比即Ｓ／Ｎ＝３得到该方法对多菌灵、噻菌灵和
甲基托布津的仪器检测限分别为 ０．１３４、０．２３０和
０．２５０μｇ／ｍＬ，可以满足目前国内对苹果汁样品的
最高残留限量（ＭＲＬ）标准 ０．５ｍｇ／ｋｇ的检测要

求［１５］．
２．４　回收率及精密度试验

在１０．０ｇ苹果汁样品中分别添加不同体积２００
μｇ／ｍＬ的多菌灵、噻菌灵和甲基托布津标准品储备
液，制得不同浓度的阳性添加样品，该添加水平满足

国内对苹果汁样品的最高残留限量（ＭＲＬ）０．５ｍｇ／
ｋｇ的要求．样品振荡混匀后，按照１．３．２的方法进
行样品的提取和浓缩，每个添加量做３个平行．通过
外标法定量，得到相应的平均回收率及相对标准偏

差，测定结果见表３．
从表３的测定结果可以看出，多菌灵、噻菌灵和

甲基托布津在不同添加量时的回收率都比较高，相

对标准偏差值比较低，而且重现性也比较理想．多菌
灵的加标回收率为８７．７％ ～１１８．７％，噻菌灵的加
标回收率为７２８％ ～８０．３％，甲基托布津的添加回
收率为６４．０％～６６．８％．
２．５　样品分析

从湖北省农科院社区市场上购买苹果样品，取

果皮榨汁后待用．然后取８０ｇ苹果皮样品利用上述
优化的前处理方法进行提取浓缩，用农残级甲醇定

容到１．５ｍＬ，通过优化的分析检测方法测定苹果皮
样品中的多菌灵、噻菌灵和甲基托布津的残留情况，

共做３组平行．图２是苹果皮样品的色谱图，通过与

表３　苹果汁中多菌灵、噻菌灵和甲基托布津的添加回收率测定结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ，ｔｈｉａｂｅｎｄａｚｏｌｅａｎｄｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

添加量／（ｍｇ／ｋｇ）
平均回收率±ＳＤ／（％，ｎ＝３）

多菌灵 噻菌灵 甲基托布津

多菌灵、噻菌灵０．１０，甲基托布津０．３０ １１８．７±８．２ ７２．８±１３．３ ６４．２±３．４
多菌灵、噻菌灵、甲基托布津均为０．２０ ８７．７±４．８ ８０．３±６．８ ６４．０±０．９
多菌灵、噻菌灵、甲基托布津均为０．３０ ９０．３±６．７ ７７．２±７．３ ６６．８±６．０
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多菌灵、噻菌灵和甲基托布津的标准色谱峰保留时

间对比，确定多菌灵、噻菌灵和甲基托布津的存在情

况，３组平行中均检测到多菌灵，但是未检测到噻菌
灵和甲基托布津．

多菌灵和甲基托布津在苹果皮样品中的残留量

如表４所示．

图２　苹果皮样品的色谱图
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍｏｔｏｇｒａｍｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ，

ｔｈｉａｂｅｎｄａｚｏｌｅａｎｄｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅｉｎａｐｐｌｅｐｅｅｌ

表４　苹果皮中多菌灵、噻菌灵和甲基托布津
含量的测定结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ，
ｔｈｉａｂｅｎｄａｚｏｌｅａｎｄｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅｍｅｔｈｙｌｉｎａｐｐｌｅｐｅｅｌ

农药类型 平均残留量／（ｍｇ／ｋｇ）

多菌灵 ７．２４×１０－２

噻菌灵 —

甲基托布津 —

从表４可以看出苹果皮样品中多菌灵的质量浓
度为７．２４×１０－２ｍｇ／ｋｇ，低于国家规定的苹果样品
中０．５ｍｇ／ｋｇ的残留限量标准．从而说明液液萃取
前处理方法和高效液相色谱检测技术可有效的检测

苹果中的苯并咪唑类农药的残留情况．
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ｔｈｉａｂｅｎｄａｚｏｌｅａｎｄｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅｗｅｒｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｅｎａｔｉｏｎａｌｒｅｓｉｄｕａｌｌｉｍｉｔｓｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒ
ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ，ｔｈｉａｂｅｎｄａｚｏｌｅａｎｄｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅｉｎａｐｐｌｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｐｐｌｅ；ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ；ｔｈｉａｂｅｎｄａｚｏｌｅ；ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅｍｅｔｈｙｌ；ＨＰＬＣ；ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｃｌａｓｓｉｆｙｉｎｇｎｕｍｂｅｒ：ＴＳ２５５．７
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