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摘 要：目的　建立超高效液相色谱-串联质谱法（UPLC-MS/MS）测定蔬菜、水果中 4 种乙撑二硫代氨基甲酸酯类

农药残留量的方法。方法　试样采用 L-半胱氨酸盐酸盐和碱性 EDTA-Na2 溶液进行提取，碘甲烷衍生，QuEChERS
原理净化浓缩，UPLC-MS/MS 对乙撑二硫代氨基甲酸酯类农药衍生物进行测定，外标法定量。结果　水果的检出

限为 5 μg/kg，蔬菜的检出限为 10 μg/kg，相关系数大于 0. 998，添加回收率的范围为 82. 3%～115. 1%，相对标准偏

差为 2. 3%～6. 9%。结论　本文所建立的方法能够满足多种水果和蔬菜中乙撑二硫代氨基甲酸酯类农药快速准

确检测。
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Determination of four ethylenebis dithiocarbamates in vegetables and fruits by UPLC -MS/MS
YANG Hao， GONG Pixue， WANG Jun， WANG Deli， XUE Xia， YU Wenjiang

（Shandong Research Center of Engineering and Technology for Safety Inspection of Food and Drug, 
Shandong Institute for Food and Drug Control, Shandong Ji’nan 250101, China）

Abstract： Objective　 A method of UPLC-MS/MS for the determination of four ethylenebis dithiocarbamates in 
vegetables and fruits was established. Methods　Samples were extracted with lcysteine hydrochloride and alkaline EDTA-

Na2 solutions， derived by methyliodide， prurified by QuEChERS method， and determined by UPLC-MS/MS. Results　The 
limit of detection was 5 μg/kg for fruits and 10 μg/kg for vegetables.  A good linear relationship was obtained between the 
peak area and concentration with the correlation coefficient over 0. 998.  The recoveries were from 82. 3% to 115. 1%， and 
the relative standard deviations were 2. 3%-6. 9%. Conclusion　Ethylenebis dithiocarbamates in many kinds of vegetables 
and fruits could be successfully determined by the proposed method.
Key words： Ethylenebis dithiocarbamates； residues； vegetables； fruits； UPLC-MS/MS； QuEChERS

乙 撑 二 硫 代 氨 基 甲 酸 酯 类（Ethylenebis 
dithiocarbamates，EBDCs）农药是一类广谱杀菌剂，对

蔬菜和水果中近 400 种病原菌都有效果［1］，是世界

上消耗农药品种之一［2］。EBDCs 主要包括代森锌、

丙森锌、代森铵、代森联、代森锰锌等，常用于果树、

蔬菜中霜霉病、赤霉病的防治［3］，其主要分解产物为

乙撑硫脲（Ethylene thiourea，ETU），ETU 有致癌及致

突变可能［4］。我国《食品安全国家标准  食品中农药

最大残留限量》［5］规定了代森铵、代森联、代森锌和

代森锰锌的最大残留限量，残留物均为二硫代氨基

甲酸盐（或酯），以二硫化碳表示，残留限量为 0. 1~
10 mg/kg，与国外有关法规要求相同。EBDCs 是一

类含有二硫基团化合物，其化合物结构式见图 1。
目前测定乙撑二硫代氨基甲酸酯类农药残留

主要有三种方法，一是直接测定残留标志物二硫代

氨基甲酸盐（或酯），该方法无需衍生化处理，但仅

能测定代森锌和丙森锌两种化合物的原形，无法测

定总的残留量，与 GB 2763—2021 限量不匹配，无法

满足监测需求。二是测定酸水解产物二硫化碳，该

方法是基于目标物在 SnCl2 酸性水溶液中会产生

CS2，进一步采用分光光度法［6-8］、气相色谱法［9-11］、气

相色谱－质谱法［12］测定 CS2 含量，均无法直接测定

残留物二硫代氨基甲酸盐（或酯）的含量，并且香菇

等含硫的植物基质中会因产生 CS2 干扰检测结果［13］。

实验技术与方法
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三是经衍生化后测定二硫代氨基甲酸酯的方法，主

要采用高效液相色谱法、高效液相色谱质谱法［14］、

气相色谱法［15-16］等，报道的方法在衍生过程中均使

用四丁基硫酸氢铵作为催化剂［17］，四丁基铵离子质

荷比为 242，衍生化产物的质荷比为 241，由于四丁

基铵离子浓度较高，在四极杆等单位质量分辨的质

谱仪上会对产物离子的定性定量造成极大影响，无

法测定二硫代氨基甲酸酯类农药的残留量。

本文采用 QuEChERS 净化、无离子对试剂催化

的甲酯化衍生技术，建立了四种乙撑二硫代氨基甲

酸酯类农药残留量的测定方法，操作简单，定性、定

量准确，可以满足各类农产品中乙撑二硫代氨基甲

酸酯类农药残留的检测要求。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

Acquity I-Class 超高效液相色谱仪（Waters 公

司）；TQ-S 串联四级杆质谱仪（Watres 公司），配备

ESI 电离源；色谱柱 BEH C18（1. 7 μm，2. 1×100 mm，

美国 Waters）；电子天平（BSA822-cw，德国 Sartorius
公司）；电子天平（AB204-S），瑞士 Mettler Toledo 公

司）；漩涡混合器（MS3，德国 IKA 公司）；pH 计（雷磁

公司）；超声波清洗器（SB-800DTD，中国宁波新芝生

物科技股份有限公司）；冷冻离心机（3-18K，德国

Sigma 公司）；milli-Q 超纯水制备器（美国 Miliipore
公司）。

乙腈（色谱纯，美国飞世尔公司）；超纯水（电阻

率 0. 055 us/cm）；甲酸（色谱纯，德国 Flukar 公司）；

EDTA-Na2（分析纯，中国天津科密欧化学试剂有限公

司），超纯水准确配制成 100 mmol/L EDTA-Na2 溶液

并用 NaOH 调节 pH 为 10±0. 5，避光保存；L-半胱氨

酸盐（L-Cysteine，纯度 98. 5%，国药集团），用超纯水

准确配制成 100 mmol/L L-半胱氨酸溶液并避光保

存；NaOH、盐酸、碘甲烷、MgSO4、乙酸钠、PSA、C18、

GCB（分析纯，国药集团）；代森铵标样（92. 0％）、代森

锰锌标样（98. 0％）、代森锌（98. 0％）、代森联（98. 0％）

（德国 Dr. Ehrenstorfer 公司）。

1. 2　标准溶液的配制

代森锰锌、代森锌、代森联、代森铵标准工作液

的制备：准确称取标准品 10. 0 mg，用 pH=10. 0±0. 5
（100 mol/L）EDTA-Na2 溶液溶解并定容到 10 mL，配
制成 1 mg/kg 的储备液，放于 4 ℃冰箱保存。移取

标准储备液，配制成 0. 01、0. 05、0. 1、0. 5、1. 0 和

5. 0 mg/kg 的质量浓度系列的代森锰锌、代森锌、代

森联、代森铵标准工作液。由于该类物质在碱性水

中不稳定，半衰期十分短［18］，现用现配。

1. 3　前处理

1. 3. 1　目标物提取

准确称取 10 g（精确至 0. 01 g）样品于 50 mL 离

心管中，准确加入 10. 0 mL 100 mmol/L EDTA-Na2
（pH 在 10. 0±0. 5）溶 液 ，然 后 准 确 加 入 10. 0 mL 
100 mmol/L L-半胱氨酸酸盐溶液，旋涡混匀，然后

用 pH 计调节提取液保持在 10. 0±0. 5，超声提取 30 min，
40 ℃水浴振荡 2 h。放至室温，使用 10 000 r/min 冷

冻离心 4 min（相对离心力为 10 956×g），吸取全部

上清液于另一 50 mL 离心管中，使用 6 mol/L HCl
溶液调节提取液 pH 范围在 7. 0±0. 5，待衍生。

1. 3. 2　衍生及净化

在调节好的溶液中准确加入 20 mL 乙腈溶液，

漩涡混匀 5 min，加入 100 μL 碘甲烷，避光超声

5 min，室温避光放置 3 h，每隔 30 min 手动震摇一

次。衍生后液体加入 6. 0 g MgSO4、1. 5 g NaAc，振
摇 10 min，静置分层后，取上层乙腈液体 15 mL 于

50 mL 离心管中，加入 900 mg MgSO4、150 mg PSA、

50 mg C18、20 mg GCB，震摇 10 min，于 10 000 r/min
离心 4 min［19］，准确移取上清液 10. 0 mL 于另一 15 mL
氮吹管中，于 40 ℃氮吹浓缩至近干，用 1 mL 乙腈

-0. 1% 甲酸（50∶50，体积比）溶解，漩涡混合 1 min，
上机液经 0. 22 μm 有机微孔滤膜过滤后，进行后续

测定。

1. 4　色谱-质谱条件

1. 4. 1　色谱条件

色谱柱：BEH C18（1. 7 μm，100 mm×2. 1 mm）；流

动相：乙腈（A）和 10 mmol/L 醋酸铵、0. 1% 甲酸水溶

液（B）；梯度洗脱条件：0~5. 5 min，A 由 5% 线性变

图 1　乙撑二硫代氨基甲酸酯类农药结构式

Figure 1　Structures of ethylenebis dithiocarbamates
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化至 80%，5. 6 min 变为 95%A，保持 1. 5 min，8. 2 min，
A 变为 5%，保持 1. 8 min。流速：0. 350 mL/min；液
相色谱仪柱温：40 ℃；进样体积：10 μL。
1. 4. 2　质谱条件

离子化模式：ESI+；喷雾电压：3. 0 kV；锥孔电

压：30 V；脱溶剂气温度：450 ℃；雾化气：850 L/h；锥
孔气：150 L/h；源温：150 ℃；碰撞气：0. 16 mL/min 。
由于代森铵、代森锰锌、代森联、代森锌目标物在质

谱方法开发时是对其衍生物进行质谱参数调谐优

化，所以以代森锰锌为代表进行优化测定，代森锰

锌的定性定量离子对及锥孔电压、碰撞电压、驻留

时间等质谱参数见表 1。

2　结果

2. 1　提取剂的选择及条件优化

2. 1. 1　提取溶液浓度及 pH 值的优化

代森锰锌、代森锌、代森联及代森铵在水及大

部分有机溶剂的溶解性很差，所以测定代森锰锌、

代森锌、代森联及代森铵的方法是间接测定。用

EDTA-Na2 溶液溶解代森锰锌、代森锌、代森联及代

森铵使其转换成水溶性的代森钠形态进行测定。本

方法考察了不同 pH 值 EDTA-Na2 溶液的提取效率，

当 pH 值在 6. 5~8. 5 之间时候，检测的目标物的回收

率在 30%~50% 之间，当 pH 值在 10. 0±0. 5 时回收

率在 92%~100% 之间，结果见图 2，因此本方法确定

使用 pH 值在 10. 0±0. 5 的提取液，由于样品基质的

不同引起 pH 值存在差异，对待不同基质蔬菜和水

果在加入提取液后要保证提取液的 pH 范围在

10. 0±0. 5 之间。

2. 1. 2　EDTA-Na2溶液浓度的选择

对不同浓度 EDTA-Na2 溶液对提取影响进行测

试，统计了 10、50、100、200、500、1 000 mmol/L EDTA-

Na2 溶液不同浓度对目标物的回收影响，当浓度大

于 100 mmol/L 回收率保持在 95% 以上，见图 3，但
当超过 500 mmol/L 时溶液中盐浓度过高会导致后

续 QuEChERS 提取净化效率降低，最终本方法采用

pH 在 10. 0±0. 5 之间的 100 mmol/L EDTA-Na2 溶液

作为提取剂。

2. 1. 3　抗氧化剂的选择

由于代森钠在碱性的水溶液中十分容易分解，

所以在提取过程中要加入适量抗氧化剂进行保护。

本方法考察了 L-半胱氨酸和抗坏血酸［20］，通过 24 h
的稳定性试验，发现加入 L-半胱氨酸回收率比加入的

回收率要高 30%，所以本方法选择 L-半胱氨酸为抗

氧化剂。同时测定了 1、5、10、100、200、1 000 mmol/L
不同浓度抗氧化剂对测定的影响，见图 4，通过实验

发现 100 mmol/L 浓度以上能保证实验良好的回收

率，因此本实验选择 100 mmol/L 的 L-半胱氨酸做

为抗氧化剂。

2. 2　甲酯化反应参数优化

2. 2. 1　甲酯化反应 pH 值的选择

本方法选择碘甲烷为甲酯化试剂，由于碘甲烷

在碱性溶液中会分解，所以在甲酯化反应（图 3）前

要把提取液 pH 值调整为中性。本方法考察了 pH 
7. 5~8. 5 和 pH 6. 5~7. 5 对甲酯化反应影响，通过实

验发现当提取液 pH 在 6. 5~7. 5 之间时回收率在

表 1　代森锰锌的优化质谱参数

Table 1　The optimized mass parameters of detection of mancozeb
化合物

代森锰锌

母离子

（m/z）

241

子离子

（m/z）
117.0
134.0

锥孔电压/

V
30
30

碰撞电压/

V
10
12

驻留时间/

ms
200
200

图 2　pH 值对目标化合物回收率的影响

Figure 2　Effect of pH value on recovery rates of target compounds

图 3　EDTA-Na2溶液浓度对目标化合物回收率的影响

Figure 3　Effect of EDTA-Na2 solution concentrationon 
recovery rates of target compounds
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93% 以上。

2. 2. 2　碘甲烷使用量

实验考察了 5、10、20、50、100、150、200、500 μL
碘甲烷对反应的影响。以阳离子表面活性剂四丁

基硫酸氢铵作为相转移催化剂，可以加快甲酯化反

应，但是四丁基硫酸氢铵与 EBDC-dimethyl 的质荷

比十分接近，严重影响 EBDC-dimethyl 在质谱上的

响应，所以本方法不采用表面活性剂。通过实验发

现，当碘甲烷使用量在 100~200 μL 之间时，回收率

大于 90%，见图 5；当碘甲烷过多时，回收率降低，这

是由于过量碘甲烷会抑制甲酯化反应。因此，本方

法碘甲烷使用量为 150 μL。

2. 2. 3　甲酯化反应时间的优化

甲酯化反应是比较缓慢的反应，由于碘甲烷易

挥发，因此甲酯化反应选择在冰水浴中进行。甲酯

化反应时间长短严重影响反应的效率，所以本实验

测试了反应时间 10、20、30、60、120、180、240 min 目

标物的回收率，结果表明当反应时间 10~120 min 衍

生效率在 80% 以下，当反应时间超过 180 min，衍生

效率维持在 92% 以上，见图 6，因此选择衍生时间

为 180 min，既保证检测结果准确性又可以最大限

度节约时间。

2. 3　色谱及质谱条件

由于 EBDC-dimethyl 的分子结构特性，质谱离

子源选电离模式应采用正离子模式。将 1. 0 μg/mL
的 EBDC-dimethyl 标准物质衍生物溶液通过蠕动泵

输入质谱仪，调节相关数值优化质谱参数，通过前

期分析选择质荷比 241. 0>117. 0；质荷比 241. 0>
134. 0 作为目标物的定量、定性离子对。

调谐优化质谱条件下，测试不同流动相对目标物

质谱响应的影响。测试结果表明，以乙腈-10 mmol/L
醋酸铵 0. 1% 甲酸水溶液为流动相，与甲醇-水的流

动相体系相比，使用乙腈较甲醇可以提高洗脱效率，

根据目标物结构加入适当的酸性溶液可以增强目

标物离子化效率，提高方法灵敏度。流动相中醋酸

铵的加入，可有效地改善质谱峰形，使峰宽变窄，提

图 4　抗氧化剂浓度对目标化合物回收率的影响

Figure 4　Effect of concentration of antioxidants recovery rates of target compounds

图 5　碘甲烷对目标化合物回收率的影响

Figure 5　Effect of methyl iodides recovery rates of 
target compounds

图 6　甲酯化反应时间对目标化合物回收率的影响

Figure 6　Effect of the methanol esterificati reaction time 
recovery rates of target compounds
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高检测灵敏度。通过优化梯度洗脱条件，目标物与

杂质得到较好分离效果，且峰形较好，保留时间

良 好 。 EBDC-dimethyl 标 准 溶 液 的 MRM 质 谱 图

见图 7。

2. 4　线性范围与定量限

在 空 白 样 品 中 分 别 准 确 加 入 0. 005、0. 01、
0. 05、0. 1、0. 5、1. 0 和 5. 0 mg/kg 的代森锰锌、代森

锌、代森联及代森铵标准工作液，按照 1. 3 步骤进

行样品处理，将得到质量浓度分别为 0. 025、0. 05、
0. 025、0. 5、2. 5、5. 0 μg/mL 的系列标准溶液。以

EBDC-dimethyl（m/z 241. 0>117. 0）的峰面积（Y）对

其质量浓度（X）作标准曲线，相关系数 r 均>0. 998。以

空白基质加标方法，按照 10 倍信噪比 S/N 作为仪

器 的 定 量 下 限（Limit of quantity，LOQ），结 果 见

表 2。不同样品基质，其 EBDC-dimethyl 的定量限

不同。实验还显示不同基质对目标物响应之间的

差别在 18%~35% 之间，所以，确定采用基质匹配法

定量，以降低基体影响。

2. 5　回收率与精密度

分别在未含有乙撑二硫代氨基甲酸酯类农药

的阴性样品（苹果、黄瓜、香菇）中，添加 10、20、
100 μg/kg 3 个浓度水平的代森锰锌标准物质，每个

浓度水平重复测定 6 次，回收率及精密度的数据如

表 3 所示，加标回收率范围为 82. 3%~115. 1%，相对

标准偏差范围为 2. 3%~6. 9%。

2. 6　转换系数

由于国家标准规定二硫代氨基甲酸盐类农药

按其酸热裂解产物二硫化碳（CS2）计。本方法需将

该测定值换算成 CS2 以符合国家标准要求。各种乙

撑二硫代氨基甲酸酯类农药换算为 CS2，其系数为：

代森锌 0. 553、代森铵 0. 621、代森锰锌 0. 563、代森

联 0. 562。
2. 7　样品测定

在本文建立的试验条件下，对 50 批次市售蔬

菜和水果进行测定，包括苹果、梨、黄瓜、辣椒、茄

子、香菇、白菜、及韭菜等样品，其中检出 1 批次香

菇的乙撑二硫代氨基甲酸酯类农药阳性样品，含量

为 50. 3 μg/kg，其它样品均未检出。香菇阳性样品

（A）的多反应监测色谱图见图 8。

3　结论

本文建立了蔬菜和水果中乙撑二硫代氨基甲

酸酯类农药的测定方法。与已有的文献方法相比，

本方法采用碱性 EDTA-Na2 溶液直接提取目标物，

提高了提取效率；未使用表面活性剂进行甲酯化，

图 7　EBDC-dimethyl标准溶液的 MRM 色谱图

Figure 7　MRM chromatogram of EBDC-dimethyl

表 2　不同基质中亚乙基-1，2-双二硫代氨基甲酸甲酯的线

性方程及线性相关系数和 LOQ
Table 2　Linear equations, correlation coefficients (r) and LOQs 

of EBDC-dimethyl in different sample matrix
样品基质

苹果

黄瓜

香菇

线性方程

Y=5.773×104X+3.455×104

Y=4.467×104X+2.891×104

Y=6.824×104X+3.591×104

相关系数 r
0.998 4
0.999 3
0.998 8

LOQ/(μg/kg)
5
5
8

表 3　代森锰锌的添加回收率与精密度（n=6）
Table 3　Average recoveries and RSDs of Mancozeb in spiked samples (n=6)

样品

苹果

黄瓜

香菇

加标水平/（μg/kg）
10

平均回收率/%
82.3
91.2

107.3

RSD/%
5.8
2.3
5.5

20
平均回收率/%

95.1
95.6

110.5

RSD/%
4.3
3.2
5.1

100
平均回收率/%

104.7
96.6

115.1

RSD/%
2.6
6.9
3.8
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大大降低了对质谱的污染，提高了灵敏度；使用

QuEChERS 原理净化，缩短了净化过程；优化了色谱-

质谱条件，使目标物的定量下限更低。代森锰锌、

代森锌、代森联及代森铵检出限结果为水果 5 μg/kg
和蔬菜 10 μg/kg。该方法样品前处理简便快速，定

性、定量准确，可满足各种水果和蔬菜中乙撑二硫

代氨基甲酸酯类农药快速准确检测。
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