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摘要：本研究探究了利用超高效液相色谱-串联质谱检测葡萄中28-表高芸苔素内酯残留的方法。 葡

萄样品采用QuPPe分析方法处理后，经超高效液相色谱柱分离，采用电喷雾负离子模式，通过多反

应监测方式测定，基质匹配标准曲线外标法定量。 结果表明，本方法线性相关系数＞0.999；28-表
高芸苔素内酯在添加水平为0.02～0.50 mg/kg条件下的回收率为78%～90%，相对标准偏差为4.4%
～7.3%，其在葡萄样品上的定量限为0.02 mg/kg。 本方法线性关系好，操作简单、准确、高效，适用于

葡萄样品中28-表高芸苔素内酯农药残留的快速筛查和定量检测。
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Simultaneous Determination of Residue of 28-Homobrassinolide in Grapes by

QuPPe-UPLC-MS/MS
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Abstract: A method for the simultaneous identification of 28-homobrassinolide in grapes was developed using quick

polar pesticides (QuPPe) extraction procedure combined with ultra performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (UPLC-MS/MS). The analytes were separated by a UPLC column, detected in the negative ion mode (ESI-)
using multiple reaction monitoring (MRM), and quantified by an external standard method. The result indicated that the

correlation coefficient of this method was greater than 0.999. 28-homobrassinolide's recovery range was 78%-90% when
the adding level was 0.02-0.50 mg/kg. The relative standard deviation range was 4.4%-7.3%. The limit of quantitation of

28-homobrassinolide in grapes was 0.02 mg/kg. Results suggested that the method was suitable for rapid screening and
quantitative analysis of 28-homobrassinolide in grapes with convenient, high precision and efficient, good linear relationship.

Key words: grape; 28-homobrassinolide; QuPPe method; ultra performance liquidchroma-tography-tandem mass

spectrometry

芸苔素内酯（Brassinolide）是一种高活性内源

植 物 生 长 调 节 剂 ，最 早 从 油 菜 素 甾 醇 类 化 合 物

（Brassinosteroids）中分离得到，属于内酯型甾体化

合物[1]，其生物活性强，广泛用于蔬菜、水果等作物

生产，具有促进生根、生长、受精，提苗壮苗，保花保

果，促进果实膨大、早熟，增强作物抗逆性等多重功

能[2-5]。由于其在天然植物内含量极低且提取工艺复

杂，无法满足实际生产需求，因此人工合成芸苔素

内酯成为趋势。
随着芸苔素内酯等植物生长调节剂类农药用
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量增多及使用范围日益扩大，其安全性越来越受到

关注。相关文献报道指出，不同种类植物生长调节

剂均具有生殖毒性[6]，部分还能够增加肿瘤风险[7]和

影响心肌功能[8]等。当前，测定芸苔素内酯的方法多

为薄层色谱[9]、气相色谱法[10]、高效液相色谱紫外检

测[11-14]、液相色谱-质谱联用法[15]等，这些方法有些灵

敏度不够，有些方法繁琐，而且均未涉及葡萄中28-
表高芸苔素内酯的测定方法。本研究建立了高效液

相色谱-串联质谱法测定葡萄中28-表高芸苔素内酯

留量的方法，该方法简便高效，灵敏度高，适合葡萄

中28-表高芸苔素内酯残留量的检测，为葡萄中28-
表高芸苔素内酯的残留检测提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料：巨峰葡萄，于收获期采收，由江苏恒

生检测有限公司提供。
供试药剂：28-表高芸苔素内酯标准品（纯度

99.7%），上海源叶生物科技有限公司。
1.2 仪器与试剂

ACQUITY UPLC-Quattro ultima，美国沃特世

科技公司；Shim-pack XR-ODSⅢ C18（2.1 mm×50
mm，2.0 μm），岛津（上海）实验器材有限公司；SQP
天平，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司；AL204天

平，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；VORTEX
MS3涡旋仪，莱普特科学仪器（北京）有限公司；

H/T 16MM离心机，湖南赫西仪器设备有限公司；

AM600瓶口分液器，蚂蚁源科学仪器有限公司；

KQ-600B超声波清洗器，昆山禾创超声仪器有限公

司；SHA-CA水浴恒温振荡器，上海江星仪器有限公

司；ULTRAPURE（TYPE1）WATER纯水仪，西安优

普仪器设备有限公司。甲酸（分析纯）、丙酮（分析

纯），国药集团化学试剂有限公司；甲醇（色谱纯），美

国天地试剂公司；石墨化炭黑（GCB），江苏南京化学

试验有限公司；N-丙基乙二胺（SPA）、十八烷基硅烷

（C18），上海安诺实验科技有限公司。
1.3 试验样品前处理

准确称取10.0 g葡萄样品于50 mL离心管瓶中，

加入15.0 mL甲醇，振荡30 min，以5 000 r/min的转速

离心5 min，取上清液于25 mL容量瓶，用甲醇定容。
取1.0 mL定容液至装有40 mg C18和40 mg PSA的1.5
mL离心管中，涡旋20 s后以10 000 r/min转速离心5
min，过0.22 μm滤膜，转移至进样瓶，待液相色谱-串

联质谱仪检测。

1.4 色谱和质谱检测条件
液相色谱条件：流速为0.2 mL/min；流动相A为

0.1%甲酸水溶液，流动相B为甲醇；柱箱温度为

30℃；进样量为1 μL。恒流：0～3 min 90% B。
质谱条件：电离源模式为ESI；电离源极性为负；

脱溶剂气体及流量为N2，600 L/h；碰撞气及流量为

Ar，0.25 mL/min；离子源温度为110℃；脱溶剂气温

度为400℃；毛细管电压为3.5 kV。
28-表高芸苔素内酯的保留时间、母离子、子离

子、锥孔电压和碰撞能量等参数见表1。

1.5 标准溶液配制

准确称取0.010 6 g 28-表高芸苔素内酯标准品，

用丙酮进行溶解并定容至10 mL，配制成质量浓度

为1 057 mL/L的母液，用甲醇进行稀释成浓度为10
mg/L的标准工作溶液，再用甲醇提取的葡萄基质液

进 行 稀 释 并 配 制 成 浓 度 分 别 为2、0.2、0.05、0.02、
0.005 mg/L的系列标准溶液。
1.6 添加回收率试验

称取葡萄空白样品10.0 g置于50 mL离心管中，

添加浓度分别为0.02、0.05、0.5 mg/kg，添加后进行

振荡充分混匀，静置30 min，将静置后的样品按照

1.3的提取与净化步骤和1.4的仪器条件进行分析检

测，计算添加回收率和相对标准偏差。

2 结果与分析

2.1 UPLC-MS/MS条件的选择

分别测试28-表高芸苔素内酯在ESI源正离子、
ESI源负离子扫描方式下的信号强度，其中ESI源负

离子溶剂效应和基质干扰较小。通过对锥孔电压和

碰撞能量等参数进行优化，选择493.45/142.73作为

定量离子对，493.45/149.07作为定性离子对进行监

测。28-表高芸苔素内酯色谱图见图1。

选择甲醇-水、甲醇-0.1%甲酸水、乙腈-水、乙
腈-0.1%甲酸水溶液为流动相，采用相同液相条

保留
时间/min

母离子
（m/z）

子离子
（m/z）

锥孔
电压/V

碰撞
能量/V

1.09 493.45 142.73 35 25
1.09 493.45 349.07 35 25

表 1 28- 表高芸苔素内酯质谱参数

图 1 28-表高芸苔素内酯色谱图
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件对28-表高芸苔素内酯进行检测。结果表明，甲醇-

0.1%甲酸水溶液为流动相时，28-表高芸苔素内酯响

应较高并且峰形更好。
2.2 提取条件的选择

选择甲醇、乙腈为提取剂，采用相同条件进行

提。结果表明，甲醇做提取剂时，28-表高芸苔素内酯

响应和回收率较高并且峰形更好。
2.3 净化剂的选择

葡萄样品基质中含有色素及糖类等杂质，基质

较为复杂，因此净化剂的选择对后续的样品检测及

整个实验结果尤为重要。实验对比了GCB＋PSA、
GCB＋C18和PSA＋C18 3种净化剂组合的净化效果。
结果显示，GCB＋PSA、GCB＋C18为净化剂进行处

理后得到的样品添加回收率相对较低，PSA＋C18的

净化后得到的样品添加回收率相对较好，且通过控

制PSA和C18的质量，发现40 mg PSA＋40 mg C18起到

较好的净化效果，达到要求。
2.4 方法的线性关系

分别将配制的0.005、0.02、0.05、0.2、2 mg/L系列

标准溶液按照浓度从低到高的顺序进行检测，每个

浓度重复3次。以其溶液浓度为横坐标，对应的峰面积

为纵坐标，制作标准曲线。结果表明，在0.005～2
mg/L范围内，28-表高芸苔素内酯线性关系良好，得

到28-表高芸苔素内酯的线性回归方程为y=56 003.2
x＋123.496，相关系数（R2）为0.999 287，大于0.999。
2.5 回收率及相对标准偏差

在葡萄基质中进行0.02、0.05及0.50 mg/kg 3个

水平的添加回收率实验，每个处理重复5次。28-表高

芸苔素内酯在葡萄中的添加回收率试验结果见表

2。结果表明，28-表高芸苔素内酯在葡萄中的平均回

收率为78%～90%，相对标准偏差为4.4%～7.3%，符

合农药残留检测的要求。

2.6 方法定量限

以S/N≥10倍的信噪比对应的浓度为方法的定

量限，添加回收试验得出28-表高芸苔素内酯在葡萄

上的定量限为0.02 mg/kg。
2.7 空白基质效应评价

取溶剂空白、基质空白（葡萄）分别经前处理后

在液相色谱-串联质谱上进样分析，溶剂空白、基质

空白（葡萄）在目标峰位置的干扰峰响应均满足不

超过30%定量限峰响应的要求。

3 结 论

本研究建立了一种超高效液相色谱-串联质

谱法测定葡萄中28-表高芸苔素内酯残留量的分

析 方 法。葡 萄 样 品 经 甲 醇 提 取 ，PSA和C18净 化 ，

UPLC-MS/MS测定。28-表高芸苔素内酯在葡萄中

的平均回收率为78%～90%，相对标准偏差为4.4%～
7.3%。本方法操作简单方便、高效准确，适用于葡萄

中28-表高芸苔素内酯的残留检测。
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添加水平/(mg·kg-1) 平均回收率/% 相对标准偏差/%
0.02 90 7.3
0.05 80 5.8
0.50 78 4.4

表 2 28-表高芸苔素内酯在葡萄中的平均回收率及

相对标准偏差
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