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基于高效液相色谱法检测氟唑菌酰羟胺

在小麦上的残留量

毕风兰，何东兵

（江苏省镇江市植保植检站，江苏镇江２１２００９）

　　摘要：为明确氟唑菌酰羟胺在小麦的田间残留行为，建立了麦穗中氟唑菌酰羟胺残留量的高效液相色谱检测方
法，并在单因素试验的基础上，采用响应面法优化前处理条件。利用空白基质配制标样，用 ＨＰＬＣ－ＵＶ法检测，外标
法定量，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，流动相为乙腈－水梯度洗脱，色谱柱为Ｃ１８柱，进样体积为１００μＬ，可以使氟唑菌酰羟胺得到

有效分离。试验结果表明，在０．１～５．０μｇ／ｍＬ的范围内，线性相关系数为０．９９５２，方法的检出限和定量限分别为
０１８３μｇ／ｍＬ和０．６１７μｇ／ｍＬ，精密度良好。响应面分析表明：在料液比１ｇ∶１４ｍＬ、乙腈体积分数６１％、提取时间
３３ｍｉｎ的最佳提取条件下，得到氟唑菌酰羟胺提取量为４４．７９μｇ／ｇ，与预测值一致。氟唑菌酰羟胺在麦穗上的消解动
态符合一级反应动力学方程，小麦喷施氟唑菌酰羟胺１次和２次，其半衰期分别为５．８２ｄ和５．７２ｄ。收获后麦粒中氟
唑菌酰羟胺残留量均约为０．０２μｇ／ｇ，表明氟唑菌酰羟胺属于易降解农药。该方法简便可行、准确度高，可以为小麦中
氟唑菌酰羟胺测定标准制定提供参考依据。
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　　氟唑菌酰羟胺是瑞士先正达开发的新型吡唑
酰 胺 类 杀 菌 剂 （ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｃｏｄｅ ｎｕｍｂｅｒ：
ＳＹＮ５４５９７４），其分子式为 Ｃ１６Ｈ１６Ｃｌ３Ｆ２Ｎ３Ｏ２，其作用
机理为抑制复合Ⅱ酶 （ｃｏｍｐｌｅｘⅡ ｅｎｚｙｍｅｓ）活性来
干扰植物病原体的呼吸，从而有效控制植物病

害［１－２］，具有分子结构新颖、杀菌谱广、药剂高效、作

用持久、效果稳定等特点，同时对作物、环境及膳食

安全，适用于小麦、豆类、蔬菜等多种作物上的真菌

防治，且具有较好的防治效果［３］。

氟唑菌酰羟胺为琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌

剂，对镰刀菌及其变种有较好的杀菌效果［４－５］。

２０２０年初在我国开始上市［３］，但我国尚未建立其残

留检测方法及对食品中氟唑菌酰羟胺的最大残留

进行限量，关于氟唑菌酰羟胺残留分析方法的研究

报道也较少［６－７］，２０１７年，氟唑菌酰羟胺成功上市，
美国环境保护署规定，氟唑菌酰羟胺在小麦中的最

大残留限量标准为０．３ｍｇ／ｋｇ［８－９］。响应面法可全

方位、多因素地对试验参数进行优化，确定最佳水

平范围［１０－１３］。近年来，响应面分析法在食品药品有

效成分提取中被广泛应用，而在农残检测前处理方

法优化上报道较少。本试验建立了氟唑菌酰羟胺

在麦穗上残留的高效液相色谱检测方法，同时研究

了２０％氟唑菌酰羟胺悬浮剂在小麦上的消解及最
终残留量，旨在为该药剂在小麦上科学合理使用以

及制定氟唑菌酰羟胺在小麦中最大残留限量提供

依据，为小麦安全生产提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０２２年４—５月在江苏省句容市行香农

田进行，小麦品种为镇麦１３，常规田间管理。药剂：
２０％氟唑苯酰羟胺可分散悬浮剂（先正达公司产
品）。

１．２　消解动态试验
２０％氟唑菌酰羟胺按照推荐用量（有效成分）

施药分别施药１次和２次，每个处理３次重复，小区
面积２０ｍ２，随机区组排列，以清水处理作为空白对
照。施药处理，分别于施药后１ｈ及１、３、５、７、１０、
１５、１４、２０ｄ在每个小区按照对角线５点取麦穗样
品，样品经过５０℃烘干粉碎后４℃保存，待测。
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１．３　样品分析方法
１．３．１　仪器测定条件　岛津ＬＣ－１５Ｃ高效液相色
谱仪，Ｃ１８色谱柱，柱温为４０℃，进样体积为２０μＬ，
检测波长为２３０ｎｍ，采用二元梯度洗脱分离，以水
（Ａ）和乙腈（Ｂ）为流动相，梯度洗脱条件为 ０～
１０ｍｉｎ，５０％Ｂ，１０～２０ｍｉｎ，５０％Ｂ～６０％Ｂ，２０～
２５ｍｉｎ，６０％Ｂ，２５～３０ｍｉｎ，６０％Ｂ～５０％Ｂ，流速为
１ｍＬ／ｍｉｎ。
１．３．２　标准溶液的配制　准确称取氟唑菌酰羟胺
标准物质（国药集团购买）１００ｍｇ，利用乙腈定容至
１００ｍＬ，配制成１ｍｇ／ｍＬ的储备液，－２０℃保存，备
用。标准工作液：利用乙腈将母液逐级稀释成０．１、
０．５、１、２、４、８μｇ／ｍＬ共６个浓度的系列标准溶液，
备用。准确称取０．５ｇ经色谱验证未检出氟唑菌酰
羟胺的空白小麦样品，加入 ２μｇ／ｍＬ标准品溶液
１０ｍＬ，在室温条件下振荡提取３０ｍｉｎ，离心取上清
液２ｍＬ，氮气吹干后，加入８０％乙腈溶解，氨基柱
（安捷伦）净化，收集流出液，氮气吹干，加入５０％乙
腈溶解后，待测。

１．３．３　单因素试验　取０．５ｇ初次施药的小麦麦
穗（施药 １次初次取样样品），分别加入提取液溶
解，振荡提取３０ｍｉｎ，离心取上清２ｍＬ，在４０℃条
件下氮气吹干，加入 ８０％乙腈溶解，氨基柱（安捷
伦）净化，收集流出液于氮吹仪中干燥后加入５０％
乙腈溶解，过０．２２μｍ微孔滤膜，待测。选料液比、
乙腈体积分数、提取时间、温度４个因素进行提取试
验，具体试验方案：（１）固定乙腈浓度为１００％，温
度为３０℃，时间为３０ｍｉｎ，考察料液比（ｇ∶ｍＬ）分
别为１∶５、１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５时氟唑菌酰
羟胺的提取量；（２）固定料液比为 １ｇ∶１５ｍＬ，温
度为３０℃，提取时间为３０ｍｉｎ，考察乙腈体积分数
分别为０、２０％、４０％、６０％、８０％、１００％时氟唑菌酰
羟胺的提取量；（３）固定料液比为１ｇ∶１５ｍＬ，乙腈
体积分数６０％，时间为３０ｍｉｎ，考察温度分别为２５、
３０、４０、５０、６０、７０℃时氟唑菌酰羟胺的提取量；（４）
固定料液比为１ｇ∶１５ｍＬ，乙腈体积分数６０％，温
度为室温，考察提取时间分别为５、１５、３０、４５、６０ｍｉｎ
时氟唑菌酰羟胺的提取量。根据单因素试验结果，

确定主要影响因素和各因素的适宜范围。

１．３．４　响应面分析试验设计　根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
试验设计原理［１４－１７］，以氟唑菌酰羟胺含量为指标，

设定料液比、乙腈体积分数、提取时间３个因素为主
要考察因素，进行响应面试验设计，因素与水平见

表１。
表１　氟唑菌酰羟胺提取响应面因素与水平

编码
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：乙腈体积分数
（％）

Ｃ：提取时间
（ｍｉｎ）

－１　 １∶５ ４０ １５

０ １∶１０ ６０ ３０

１ １∶１５ ８０ ４５

２　结果与分析

２．１　色谱条件选择和标准曲线的绘制
通过岛津ＬＣ－１５Ｃ高效液相色谱的光谱采集

功能，发现氟唑菌酰羟胺的最大吸收波长为

２３０ｎｍ，且该波长下溶剂对其产生的干扰不显著。
等度洗脱，流动相５０％ ～１００％乙腈不能很好地将
样品分离，梯度洗脱条件为：０～１０ｍｉｎ，５０％Ｂ，１０～
２０ｍｉｎ，５０％Ｂ～６０％Ｂ，２０～２５ｍｉｎ，６０％Ｂ，２５～
３０ｍｉｎ，６０％Ｂ～５０％Ｂ，氟唑菌酰羟胺与杂质峰分
离较好，峰形对称，分析时间较短。具体色谱图见

图１。

　　氟唑菌酰羟胺标样在０．１、０．５、１、２、４、８、１０μｇ／ｍＬ
浓度范围内，按照“１．３．２”节方法进行处理后，进行
检测，得到标准曲线为 ｙ＝５５７６７ｘ＋５２７２４，ｒ２＝
０９８３２，标准曲线的线性范围为０．１～１０μｇ／ｍＬ，
在此范围内进行精确检测，该方法检出限为
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０．１８３μｇ／ｍＬ，定量限为０．６１７μｇ／ｍＬ。
２．２　单因素试验结果
２．２．１　料液比的影响　图２表明，相同提取条件
下，随着料液比的增加，氟唑菌酰羟胺提取量不断

增大，当料液比超过１ｇ∶１５ｍＬ后，氟唑菌酰羟胺提
取量反而有所下降，可能由于小麦样品中其他成分的

溶出增加，影响氟唑菌酰羟胺的提取分离，导致提取

量下降。料液比在１ｇ∶１０ｍＬ～１ｇ∶１５ｍＬ之间氟
唑菌酰羟胺的提取量无显著差异，但显著高于其他

处理，料液比增加可在一定程度提高传质推动力，但

是从溶剂用量、能耗和提取效果３方面考虑，选择
１ｇ∶５ｍＬ～１ｇ∶１５ｍＬ为提取最佳浓度范围。
２．２．２　提取液乙腈体积分数的影响　通过上述试
验，采用乙腈作为提取液，加入一定量的水，对氟唑

菌酰羟胺的溶出有促进作用。由图３可见，在乙腈
体积分数为６０％时，提取量最高，说明６０％的乙腈
极性与氟唑菌酰羟胺极性相当，因此选择乙腈体积

分数最佳范围为４０％～８０％。
２．２．３　温度的影响　温度在２０～７０℃范围内对氟

唑菌酰羟胺的提取量无显著性影响（图４），说明在
３０ｍｉｎ内，氟唑菌酰羟胺基本溶出，不受温度的影
响。考虑能耗和经济问题，提取温度选择室温。

２．２．４　提取时间的影响　随着提取时间的延长氟
唑菌酰羟胺的提取量增加，当达到３０ｍｉｎ时，达到
最大，此后随着时间的延长，提取量下降，说明氟唑

菌酰羟胺的溶出在３０ｍｉｎ达到最大（图５），而长时
间提取使小麦样品中其他成分的溶出增加，影响提

取量。因此，选择最佳提取时间范围为２０～４０ｍｉｎ。

２．３　响应面分析
２．３．１　二次回归方程数学模型的建立及方差分析
　采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１０软件，利用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
设计原理，以唑菌酰羟胺提取量（ｙ）为响应值，以 Ａ
（料液比）、Ｂ（乙腈体积分数）和 Ｃ（提取时间）３个
因素为自变量，进行响应面试验，其设计及结果见

表２，得到二次多项回归模型方程：
ｙ＝１３．９９＋１．７３Ａ－０．２１Ｂ＋０．０９９Ｃ－０．５３ＡＢ＋

０．０９３ＡＣ＋０．７３ＢＣ－１．１３Ａ２－１．２９Ｂ２－０．７０Ｃ２。
　　方差分析结果见表３，该模型 Ｆ值为１１．１６，Ｒ２

为０．９３４９，均达到显著水平，表明模型中各因素对
氟唑菌酰羟胺的影响显著，可以用该方程对唑菌酰

羟胺的提取条件进行预测。失拟项值为０．７７８２，说

明模型对纯误差不显著，该模型调整确定系数

Ｒ２ａｄｊ＝０．８５１１，说明该模型能解释８５．１１％响应值的
变化，因素Ａ、Ａ２、Ｂ２对氟唑菌酰羟胺提取率影响显
著，由Ｐ值可以看出，提取条件对唑菌酰羟胺提取
含量影响程度从大到小依次为料液比 ＞乙腈体积
分数＞提取时间。
２．３．２　响应面模型解析　根据二次模型所做的响
应面可评价试验因素对唑菌酰羟胺提取量的两两

交互作用，以及确定各因素的最佳水平范围。椭圆

的等高线图表示两因素间交互作用强，圆形的等高

线图表示两因素间交互作用弱（图６）。料液比与提
取时间、乙腈体积分数与提取时间具有显著的交互

作用，料液比与乙腈体积分数交互作用不显著。
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表２　氟唑菌酰羟胺提取响应面试验方案及结果

编号
水平 提取量（μｇ／ｇ）

因素Ａ 因素Ｂ 因素Ｃ 测定值 预测值

１ １ １ ０ ４３．１６ ４２．１０

２ ０ －１　 －１　 ３８．８２ ３８．８８

３ ０ １ １ ４０．８７ ４０．８２

４ ０ ０ ０ ４４．４３ ４３．７５

５ ０ ０ ０ ４６．４７ ４３．７５

６ ０ ０ ０ ４２．２２ ４３．７５

７ －１　 －１　 ０ ２８．８７ ２９．９４

８ １ ０ １ ４２．９３ ４４．０５

９ －１　 ０ －１　 ３３．７０ ３２．６０

１０ －１　 ０ １ ３２．９２ ３２．６３

１１ １ ０ －１　 ４２．５５ ４２．８５

１２ ０ －１　 １ ３５．６７ ３４．９０

１３ ０ １ －１　 ３４．８３ ３５．６１

１４ １ －１　 ０ ４１．４３ ４１．１０

１５ －１　 １ ０ ３１．２４ ３１．５９

１６ ０ ０ ０ ４０．４９ ４３．７５

１７ ０ ０ ０ ４５．１３ ４３．７５

表３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合设计的方差分析结果

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｐ值

模型 ４１７．１４ ９ １１．１６０ ０．００２２

Ａ ２３４．８２ １ ５６．５４０ ０．０００１

Ｂ ３．５３ １ ０．８５０ ０．３８７４

Ｃ ０．７６ １ ０．１８０ ０．６８０８

ＡＢ ０．１０ １ ０．０２５ ０．８７８７

ＡＣ ０．３４ １ ０．０８２ ０．７８３２

ＢＣ ２１．１２ １ ５．０９０ ０．０５８７

Ａ２ ５２．９７ １ １２．７６０ ０．００９１

Ｂ２ ６８．２５ １ １６．４４０ ０．００４８

Ｃ２ １９．９３ １ ４．８００ ０．０６４６

残差 ２９．０７ ７

失拟项 ６．３５ ３ ０．３７０ ０．７７８２

纯误差 ２２．７２ ４

总和 ４４６．２１ １６

标准差 ２．０４

平均值 ３９．１７

变异系数 ５．２０

拟合程度 ５７．３６

　　注：显著Ｐ＜０．０５；极显著 Ｐ＜０．０１；不显著 Ｐ＞０．１０。

Ｒ２＝０．９３４９；Ｒ２ａｄｊ＝０．８５１１。

２．３．３　验证试验结果　对试验模型进行进一步分
析，得到最佳条件为：料液比１ｇ∶１３．８１ｍＬ，乙腈体
积分数６１．３５％，提取时间３２．７８ｍｉｎ，氟唑菌酰羟胺
提取预测值为４５８４１μｇ／ｇ，考虑到实际操作的局限

性，对影响因素加以修正，修正后的工艺条件：料液比

１ｇ∶１４ｍＬ，乙腈体积分数为 ６１％，提取时间
３３ｍｉｎ，在此条件下，经过３次平行试验，平均氟唑
菌酰羟胺提取结果为４４．７９μｇ／ｇ，测定结果稳定，
偏差不大，说明响应面优化模型能较好地预测小麦

中氟唑菌酰羟胺残留提取量。

２．４　消解动态分析及最终残留量
田间条件下，分别喷施氟唑菌酰羟胺１次和２

次，观察２０ｄ内的消解动态，建立消解动力学方程
（表４）。施药 １次和施药 ２次原始积累量分别为
３７．３９μｇ／ｇ和６０．４４μｇ／ｇ，于麦穗上的消解动态如
图７所示。消解率与时间的关系符合一级动力学模
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型［１８］，半衰期分别为５．８２ｄ和５．７２ｄ，施药次数对
氟唑菌酰羟胺消解半衰期无显著影响。本次收获

麦粒中氟唑菌酰羟胺含量约为０．０２μｇ／ｇ，符合最
大残留量限量标准。

表４　氟唑菌酰羟胺的消解动力学参数

施药次数 消解动力学方程 相关系数
半衰期

（ｄ）

１ Ｃｔ＝２７．３１２ｅ－０．１２９ｘ ０．９６９９ ５．８２

２ Ｃｔ＝５１．３２６ｅ－０．１３１ｘ ０．９３２６ ５．７２

３　结论

对小麦中氟唑菌酰羟胺残留量的ＨＰＬＣ检测和
消解动态进行了研究，采用响应面法优化 ＨＰＬＣ测
定麦穗中氟唑菌酰羟胺残留量的提取条件。建立

小麦麦穗中氟唑菌酰羟胺残留量的 ＨＰＬＣ测定方
法，该方法在０．１～５．０μｇ／ｍＬ的范围内，线性相关
系数为 ０．９９５２，方法的检出限和定量限分别为
０１８５μｇ／ｍＬ和０．６１７μｇ／ｍＬ。前处理单因素试验
表明，仅料液比、乙腈体积分数和提取时间对氟唑

菌酰羟胺残留检测具有显著影响，通过响应面分

析，在修正后的最佳条件下（料液比 １ｇ∶１４ｍＬ，乙
腈体积分数６１％，提取时间３３ｍｉｎ）得到氟唑菌酰
羟胺含量为４４．７９μｇ／ｇ。氟唑菌酰羟胺的消解速
率较快（Ｔ１／２＜３０ｄ），属于降解农药，收获后小麦中
氟唑菌酰羟胺含量为０．０２μｇ／ｇ，低于美国、加拿大
等规定的氟唑菌酰羟胺在小麦上的最大残留限量

（０．３μｇ／ｇ）。　
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