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高效液相色谱-荧光法同时检测葡萄汁中 
3 种苯并咪唑类农药

李朝静，李培培，陈 敏，王 军*
（中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 100083） 

摘  要：建立同时检测葡萄汁中3 种苯并咪唑类农药（多菌灵、噻菌灵、麦穗宁）残留的分散固相萃取处理结合高效

液相色谱方法。样品经乙腈提取，无水MgSO4和NaCl盐析后，用N-丙基乙二胺固相萃取材料分散净化，然后采用高

效液相色谱-荧光检测器根据不同的保留时间选择相应的最佳检测波长同时测定3 种农药。通过对提取盐、净化剂、色

谱条件的优化，方法的加标回收率在85%～115%之间，相对标准偏差在1.95%～9.75%之间，多菌灵、噻菌灵和麦穗

宁检出限分别达到17.60、1.20、0.06 µg/L。该方法简单、准确、重复性良好，满足葡萄汁中多种苯并咪唑类农药残留

同时分析的需求。
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Simultaneous Determination of Three Benzimidazole Fungicide Residues in Grape Juice by  

High Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Detector 
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Abstract: An analytical method was established for the simultaneous determination of 3 benzimidazole fungicide 

(carbendazim, thiabendazole and fuberidazole) residues in grape juices by using high performance liquid chromatography 

with fluorescence detector (HPLC-FLD) after quick easy cheap effective rugged safe (QuEChERS) cleanup. The fungicide 

residues in grape juice samples were extracted into acetonitrile with the addition of anhydrous MgSO4 and NaCl. Then, the 

samples were analyzed after the fungicide residues in the supernatant were purified with N-propyl ethylenediamine (PSA) 

sorbent. The detection was performed with fluorescence detector under the corresponding optimal wavelengths according 

to different retention times of the three compounds. Under the optimized analytical conditions including extraction salts, 

purification reagent, mobile phase composition and chromatographic parameters, the recovery of the method for spiked 

samples ranged from 85% to 115% with relative standard deviation (RSD) between 1.95% and 9.75%. Meanwhile, the limits 

of detection (LODs) for carbendazim, thiabendazole and fuberidazole were 17.60, 1.20 and 0.06 µg/L, respectively. The 

simple and accurate method is appropriate for the simultaneous analysis of the three benzimidazole fungicide residues in 

grape juices with good repeatability.
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苯并咪唑类农药是一类以苯并咪唑环为母体的高

效、广谱内吸性有机杀菌剂，包括多菌灵、噻菌灵、甲

基硫菌灵、麦穗宁、2-氨基苯并咪唑等[1-3]。该类农药广

泛应用于水果、蔬菜等多种作物生长期和储存期真菌性

病害的防治，在环境中比较稳定[4]，在植物源性食品中残

存期较长，易在水果及果汁中残留，进而对人体造成危

害[3,5-7]。为了保证消费者安全，各国对水果及果汁中苯并

咪唑类农药残留量都十分重视，分别制定了最大残留限

量标准，范围在0.01～10 mg/kg[6,8]。葡萄汁是目前市场上

最受欢迎的果汁之一，检测其中该类农药残留对保护消

费者健康非常必要。

目前苯并咪唑类农药主要利用液相色谱-质谱联用的

方法进行同时分析检测[3,9-13]。液相色谱-质谱联用方法具

有良好的选择性和灵敏度，但仪器昂贵、使用成本高、

操作较为复杂，应用受到一定限制。高效液相色谱仪应

用较普遍，操作简便且成本较低。Lin Ling等[14]应用高

效液相色谱在紫外波长280 nm处检测蔬菜、水果中吡虫

啉、多菌灵、噻菌灵残留。辜雪英等[15]利用高效液相色

谱-紫外检测器在267 nm波长处测定了柑橘中多菌灵、噻

菌灵、甲基硫菌灵和硫菌灵的残留量，Veneziano等[16]利

用高效液相色谱-二极管阵列检测器在288 nm波长处对

50 种香蕉样品中苯并咪唑类农药（多菌灵、噻菌灵、甲

基硫菌灵）残留进行了检测分析。荧光检测法因具有较

高灵敏度、杂质干扰小等特点越来越受研究者的青睐。

李盛安等[17]建立了超高效液相色谱-荧光检测器对番石榴

中多菌灵残留的分析方法，检出限较低，方法回收率在

84.6%～93.5%之间。杨秀敏等[18]利用固相微萃取处理样

品后在激发波长280 nm、发射波长315 nm条件下完成对

果汁中多菌灵和噻菌灵的测定。但是利用高效液相色谱-
荧光法检测水果、果汁中苯并咪唑类农药的研究主要集

中在一种或两种该类农药的同时检测，且利用该方法在

不同波长下同时分析不同农药的相关研究报道很少。本

实验选择常用于防治葡萄病害的多菌灵、噻菌灵、麦穗

宁为研究对象，建立了一种QuEChERS（quick easy cheap 

effective rugged safe）前处理结合高效液相色谱-荧光检测

器在不同波长下同时分析3 种农药的方法，为同时检测葡

萄汁中多种苯并咪唑类农药残留提供了一种准确、高灵

敏度、简便的方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

甲醇、乙腈（均为色谱纯）  百灵威科技有限

公司；Cleanert PSA填料、Cleanert C18填料  天津 

博纳艾杰尔有限公司；NaCl、MgSO4、NaAc、水合

柠檬酸氢二钠（Na2HCit•1.5H2O）、二水柠檬酸三钠

（Na3Cit•2H2O）、乙酸铵（均为分析纯） 北京化工

厂；标准品（纯度）：多菌灵（＞99.5%）、噻菌灵（＞

99.5%）、麦穗宁（＞99.0%） 美国Sigma-Aldrich公司。

1.2 仪器与设备

1260高效液相色谱仪（配有荧光检测器） 美国

Agilent公司；QL-861涡旋混合器 海门市其林贝尔仪

器公司；飞鸽TDL-5-A离心机 上海安科公司；Milli-Q

超纯水机 美国Millipore公司；PWC 124电子分析天平   

艾德姆衡器（武汉）有限公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

分别准确称取多菌灵、噻菌灵、麦穗宁标准品10 mg

（精确至0.000 1g），用甲醇溶解并定容到100 mL，配制

成质量浓度均为100 mg/L的标准储备液，贮于－20 ℃保

存。分别移取各标准储备液适量于10 mL容量瓶中，用甲

醇定容到10 mL，制成一系列不同质量浓度的混合标准工

作液。

1.3.2 色谱条件

色谱柱：Agilent  SB-C 18（4.6  mm×250 mm，

5 µm）；流速1.0 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：

10 μL；流动相为乙腈-水-0.05 mol/L乙酸铵（30∶60∶10，

V/V）；根据各种农药残留不同保留时间，采用分段设定

荧光波长，波长检测条件如表1所示。

表 1 荧光检测器波长检测条件

Table 1 Wavelength settings of fluorescence detector

时间/min 激发波长/nm 发射波长/nm

0～6.20 285 310

6.21～7.60 305 354

7.61～13.00 309 345

1.3.3 样品处理

取葡萄汁10.0 mL于50 mL聚四氟乙烯离心管中，

加入10.0 mL乙腈，涡旋1 min，加入4 g无水MgSO4、

1 g NaCl、1 g无水NaAc，迅速振荡溶解钠盐后涡旋

1 min，以3 000 r/min离心5 min。取静置后的上清液6 mL

置于15 mL离心管中，加入900 mg无水MgSO4和100 mg 

PSA，涡旋1 min，3 000 r/min离心5 min，取上清液过

0.45 μm滤膜后待测定。

1.3.4 高效液相色谱-荧光检测法测定

将配制好的标准工作液和处理好的样品溶液按照

1.3.2节的色谱条件依次进样，进行定性及定量分析。

2 结果与分析

2.1 色谱条件的选择

为了提高检测灵敏度，分别确定3 种农药最佳激发

与发射波长。多菌灵的荧光激发波长约在280 nm[19-20]。



194  2016, Vol.37, No.12             食品科学	 ※安全检测

固定该激发波长，在300～400 nm波长范围内对多菌灵

标准溶液进行发射波长扫描，确定多菌灵最佳发射波长

310 nm。然后固定最佳发射波长310 nm，在200～300 nm

波长范围内进行激发波长优化扫描，确定多菌灵荧光最

佳激发波长为285 nm；同样方法优化得到噻菌灵的最佳

激发与发射波长分别为305、354 nm；麦穗宁的最佳激发

与发射波长分别为309、345 nm。

优化色谱条件，比较了乙腈（A相）-水（B相）、

乙腈（A相）-水（B相）-乙酸铵溶液（C相）、以及甲

醇（A相）-水（B相）3 种不同组成流动相的分离效果，

同时比较了Phenomenex HYPERSIL ODS-C18和Agilent 

ZORBAX SB-C18分离柱分离效果，发现当流动相比例

为V（乙腈）∶V（水）∶V（0.05 mol/L乙酸铵溶液）= 

30∶60∶10，使用Agilent ZORBAX SB-C18分离柱时，3 种

农药可以实现基线分离，且峰形对称。多菌灵、噻菌灵

和麦穗宁保留时间大约在5.40、7.00 min和8.00 min。采

用在不同保留时间段选取对应农药的最佳激发与发射波

长进行荧光分析，使3 种农药的响应值都实现优化，提高

了检测灵敏度。因此最终选择流动相及比例V（乙腈）∶V

（水）∶V（0.05 mol/L乙酸铵溶液）=30∶60∶10，Agilent 

ZORBAX SB-C18分离柱。具体优化得到的色谱条件见

1.3.2节中所述。

2.2 QuEChERS的优化

QuEChERS各个方法所用试剂及用量之间存在差异，

但其原理相似[21-24]。首先加入乙腈，通过涡旋使水相与

乙腈充分接触，以达到农药充分转移的目的，然后加入

无水MgSO4和提取盐，其中无水MgSO4起到吸水作用，

提取盐是为了提高离子强度，提供合适的萃取环境。

加入PSA、C18或石墨化碳黑（graphitized carbon black，

GCB）等吸附剂能除去干扰物起到净化作用。

2.2.1 提取盐的选择

Q u E C h E R S提取盐主要有N a C l、无水N a A c、

Na2HCit•1.5 H2O和Na3Cit•2 H2O。其中NaCl的作用是溶

于样品水溶液中提高离子强度，使水与乙腈分离；无

水NaAc缓冲盐可以使萃取环境处于一个弱碱性环境，

Na2HCit•1.5 H2O和Na3Cit•2 H2O缓冲盐组合使用可以使萃

取环境的pH值保持在5.5左右，并确保化合物提取过程中

体系pH值保持稳定。

以加标0.5 mg/L多菌灵、0.1 mg/L噻菌灵、0.01 mg/L

麦穗宁的葡萄汁为样品，分别采用NaCl（A组）、NaCl＋ 

NaAc（B组）和NaCl＋Na3Cit•2 H2O＋Na2HCit•1.5 H2O

（C组）为提取盐，其他实验条件相同，做优化比较，实

验结果见图1。
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A组. NaCl；B组. NaCl＋NaAc；C组. NaCl＋Na3Cit•2 H2O＋Na2HCit•1.5 H2O。

图 1 不同提取盐体系对3 种农药回收率的比较

Fig. 1 Comparison of different extraction salts for the recovery of 

three fungicides

从图1可以看出，对于多菌灵和噻菌灵来说，A组的

回收率低于B和C组，这是由于苯并咪唑类农药含有苯并

咪唑环结构，在较高的pH值条件下更容易转移到有机溶

剂中[2,25]，A组只加入NaCl，萃取环境pH值就是葡萄汁本

身的酸碱度，通常在2.7～3.8之间，因此不易萃取到有机

溶液中，导致回收率较低；B组中NaAc缓冲盐可以使萃

取环境处于一个弱碱性环境，利用该缓冲盐萃取回收率

最优，所以最终选择NaCl＋NaAc为提取盐。

2.2.2 吸附净化剂的选择

常用的QuEChERS吸附除杂净化剂主要有3 种，分别

是C18、PSA、GCB。其中GCB强烈吸附非极性干扰物，

但其六元环结构会吸附平面及对称结构的农药，对苯并

咪唑类农药会吸附而造成损失[26]，因此选用C18和PSA作

为吸附剂比较前处理除杂效果。
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图 2 不同净化剂的净化效果色谱图比较

Fig. 2 Comparison of the purification efficiencies of different sorbents 
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图 3 不同净化剂对3 种农药回收率的比较

Fig. 3 Comparison of different purification reagents for the recovery 

of three fungicides
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以加标0.5 mg/L多菌灵、0.1 mg/L噻菌灵、0.01 mg/L

麦穗宁的葡萄汁为样品，分别采用PSA（a组）、PSA＋

C18（b组）、C18（c组）吸附剂，其他实验条件相同，对

比除杂后对这3 种农药的吸附影响，结果如图2、3所示。

从图2可以看出，a组杂质峰面积最小，说明PSA杂

质去除效果较好，农药残留回收率良好。通过图3测定结

果比较，对于多菌灵来说，3 组回收率相似；对于噻菌灵

和麦穗宁，a组回收率均高于b、c组。因此选取PSA作为

净化剂。

2.3 分析方法参数验证
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图 4 多菌灵、噻菌灵和麦穗宁标准溶液色谱图

Fig. 4 Chromatograms of mixed standard solution of carbendazim, 

thiabendazole and fuberidazole 

取适量多菌灵、噻菌灵和麦穗宁标准储备液，用甲

醇配制成一系列质量浓度的混合标准工作液，质量浓度

范围分别为0.1～3、0.01～0.5、0.002～0.05 mg/L，高效

液相色谱-荧光检测器进行分析，标准溶液色谱图如图4

所示。分别以峰面积为纵坐标，质量浓度为横坐标绘制

标准工作曲线，多菌灵标准工作曲线方程为y=2.834 8x＋ 

0.147 2，相关系数r2为0.999 7，线性范围为0.1～3 mg/L；

噻菌灵标准工作曲线方程为y=35.623x＋0.262 9，相关

系数r2为0.999 8，线性范围为0.01～0.5 mg/L；麦穗宁

标准工作曲线方程为y=591.29x＋0.586 5，相关系数r2为

0.999 6，线性范围为0.002～0.05 mg/L。

以3 倍信噪比计算检出限，10 倍信噪比计算定量

限，结果如表2所示。

表 2 多菌灵、噻菌灵、麦穗宁的检出限和定量限

Table 2 LODs and LODs for carbendazim, thiabendazole  

and fuberidazole

µg/L

农药名称 检出限 定量限

多菌灵 17.60 58.20

噻菌灵 1.20 4.00

麦穗宁 0.06 0.20

由表2可以看出，采用根据各物质保留时间不同分段

设定荧光激发与发射波长进行分析具有很好的灵敏度，

适合低含量农药残留的分析。

在空白葡萄汁中加多菌灵、噻菌灵、麦穗宁进行加

标回收率实验，加标质量浓度分为低、中、高3 个级别，

即多菌灵加标质量浓度为0.25、0.5、2 mg/L；噻菌灵加

标质量浓度为0.05、0.1、0.5 mg/L，麦穗宁加标质量浓度

为0.005、0.01、0.03 mg/L，每一个质量浓度做5 次平行

实验评价方法精密度。按照优化后的QuEChERS方法进

行样品前处理，1.3.2节所示色谱条件进样，加标样品色

谱图如图5所示，加标回收率和相对标准偏差见表3。
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图 5 多菌灵、噻菌灵、麦穗宁的加标样品色谱图

Fig. 5 Chromatograms of samples spiked with carbendazim, 

thiabendazole and fuberidazole

表 3 多菌灵、噻菌灵、麦穗宁的回收率和相对标准偏差（n=5）

Table 3 Recovery and RSD of carbendazim, thiabendazole and 

fuberidazole (n = 5)

%

农药
名称

回收率 相对标准偏差

低 中 高 低 中 高

多菌灵 96.0 89.0 89.0 5.73 3.92 3.46

噻菌灵 99.6 85.0 89.0 9.75 7.62 2.60

麦穗宁 115.0 99.0 96.0 9.43 1.95 2.43

从表3可以得出，该方法中多菌灵、噻菌灵和麦穗宁

的回收率为85.0%～115.0%，说明方法的准确度良好，相

对标准偏差在1.95%～9.75%之间，符合定量分析要求。

2.4 葡萄汁样品分析

实验选取国内5 个品牌6 种葡萄汁及国外两个品牌葡

萄汁，按照上述优化后的条件处理，按照优化后的色谱

条件进行检测，检测结果见表4。

表 4 葡萄汁样品检测结果（n=3）

Table 4 Analytical results for benzimidazole fungicide residues in 

grape juice samples (n = 3)

µg/L

样品 多菌灵 噻菌灵 麦穗宁

葡萄汁1 ND 14.81 ND

葡萄汁2 ND 4.83 ND

葡萄汁3 ND 10.73 ND

葡萄汁4 ND 12.55 ND

葡萄汁5 ND 12.24 ND

葡萄汁6 ND 16.78 ND

葡萄汁7 ND 6.49 ND

葡萄汁8 ND 14.51 ND

注：ND.含量在检出限以下，未检测到。
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从表4可见，8 种葡萄汁中均未检测出多菌灵和麦

穗宁农药残留，只含有微量的噻菌灵残留，但残留量均

低于最大残留限量标准，说明这些葡萄汁中该类农药残

留控制良好。该检测方法准确性良好，检出限和定量限

低，适合于葡萄汁中多菌灵、噻菌灵和麦穗宁农药残留

的同时分析。

3 结 论

建立了利用QuEChERS前处理样品，采用高效液相

色谱分离后根据各物质保留时间不同分区设定最佳荧光

激发与发射波长同时检测葡萄汁中多菌灵、噻菌灵和麦

穗宁农药残留的方法。该方法简便、分离效果好，并具

有检测灵敏度高、准确性好的特点，方法的检出限分别为

17.60、1.20、0.06 µg/L。3 种苯并咪唑类农药的回收率为

85.0%～115.0%，相对标准偏差在1.95%～9.75%之间，符

合定量分析要求。该方法适合同时分析葡萄汁中多菌灵、

噻菌灵和麦穗宁农药残留，并对其他各类果蔬饮料中这

3 种苯并咪唑类农药残留分析具有重要的借鉴作用。
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