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《水果蔬菜中氯吡脲残留量的测定  液相色谱-质谱/质谱法》标准编制说明
1、 任务来源

本标准的制定工作是由2012年四川省卫生厅组织并批准。由中华人民共和国四川出入境检验检疫局检验检疫技术中心根据膨大剂氯吡脲在国内外果蔬中广泛使用的情况承担制标工作。名称为《水果蔬菜中膨大剂-氯吡脲残留量的测定方法 高效液相色谱-质谱/质谱法》。
2、 制标依据
本标准的编制遵循GB/T 1.1-2009 《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 20001.4-2001《标准编写规则 第4部分：化学分析方法》、SN/T 0001-1995 《出品商品中农药、兽药残留量及生物毒素检验方法标准编写的基本规定》和GB/T 27404-2008 《实验室质量控制规范 食品理化检测》的要求进行编写制订的。
3、 标准化过程

本标准起草人通过查阅相关国内外标准和文献资料，结合本实验室的条件和本方法的技术特点，从2006年下半年开始，由于出口猕猴桃要求检测其中的果实膨大剂-氯吡脲残留量，因此着手在本实验室建立猕猴桃中氯吡脲的检测方法，并于2007年在核心期刊《色谱》杂志上发表了《分散固相萃取-高效液相色谱法快速检测猕猴桃中的氯吡脲》（色谱，2007，25（3）），获得了国家质检总局优秀论文“鼓励奖”和四川检疫局论文一等奖。原方法参考了美国农业部快速农残检测方法，采用液相色谱-紫外检测猕猴桃中氯吡脲。后申请为四川省地方标准后，对方法进行了改进，参考了美国AOAC Official method 2007.01、英国标准方法 BS EN 15662：2008和日本厚生劳动省推荐的测定方法食安発（第12270001号）中氯吡脲残留量检测方法。结合本实验室多年检测经验并进行了修改，提出以乙腈提取试样中的待测物,分散固相萃取净化,液相色谱-三重四极杆串联质谱检测的方法，大大提高了样品中氯吡脲检出灵敏度，LC-MS/MS的使用有效的消除了杂质色谱峰对待测物质色谱峰的干扰。同时引入美国农业部QuEChERS样品前处理方法，使得样品前处理时间大大缩短，方法更能适应检验检疫快速、准确的特点。
通过本实验室前期应用，以及大量的室内回收率、精密度及应用范围等一系列实验研究，建立了一个高选择性、高灵敏度测定西瓜，葡萄，猕猴桃，水蜜桃，苦瓜，黄瓜，茄子，番茄，芹菜等新鲜果蔬中氯吡脲残留量的测定方法液相色谱-三重四极杆串联质谱。本标准经成都市质检院、四川省农科院分析测试中心、重庆出入境检验检疫局、河南出入境检验检疫局、河北出入境检验检疫局 共五个实验室验证，方法测定低限、添加回收率和精密度均符合要求。制定工作时间进度安排见表1。
表1 本标准制定工作时间进度安排

	时间
	工作内容
	完成情况

	2010.4~2010.8
	查阅并整理相关文献资料，确定标准的技术路线。
	完成

	2010.9~2013.6
	进行方法的前处理实验研究，优化前处理条件和检测条件；进行方法室内和室间验证，起草标准征求意见稿。
	完成

	2012.11~2013.09
	征求意见，汇总意见，形成送审稿。
	完成

	2013.10
	标准送审
	


4、 研究背景

1、 氯吡脲的理化特性与应用

氯吡脲(Forechlorfenuron)是一种高效植物生长调节剂，商品名吡效隆，又称为调吡脲、吡效隆醇、施特优，英文别名Fulmet, CPPU, KT-30,4PU-30。由于其细胞分裂活性高，生长促进作用效果优异等特性，被作为一种新型高效植物生长调节剂而广泛应用于农业生产。美国Sandoz公司最早确证其植物生长调节功能。日本协和发酵工业株式会社开发并申请专利。1987年在国内由四川大学化学系成功合成，1988-1993年在全国几十个农业科研教学单位进行了试点试验。目前已在欧盟、美国、日本等登记使用，我国于1992年获准临时生产。其化学名称N-(2-氯-4-吡啶基)-N’-苯基脲，结构式如下：
[image: image1.emf]
它属于苯脲类细胞分裂素，其生理作用主要有：促进细胞分裂，扩大细胞体积；促进器官形成和蛋白质的合成；增强抗逆性、延缓衰老；打破顶芽优势；诱导休眠芽的生长；促进坐果、果实膨大；提高光合作用效率；诱导单性结实。其生理作用与一般嘌呤类细胞分裂素类似，但作用浓度更低，活性更高。浓度高时还可以作除草剂。
膨大剂（氯吡脲）在所有项目(急性毒、致癌物、内分泌扰乱、生殖和神经毒性)中的情况目前都是Not Listed(未列入)或Not Likely(不太可能)。美国、欧盟都允许使用。LD50大白鼠急性经口4918mg/kg，兔急性经皮>2000mg/kg，鹌鹑>2250mg/kg。该产品至诞生来由于其细胞分裂活性高，生长促进作用效果优异等特性，被作为一种新型高效植物生长调节剂而广泛应用于农业生产，被广泛应用于西瓜，葡萄，甜瓜，猕猴桃，苦瓜，黄瓜，苹果等多种作物上。
孙竹波等用0.1％氯吡脲涂抹西瓜雌花果柄可显著提高西瓜座果率，提高产量，同时增加含糖量和维生素C含量。
唐湘如等发现喷施氯吡脲和多效唑，能提高水稻籽粒的可溶性淀粉合成酶和淀粉分支酶活性，同时有利于改良米质。
孙瑞红等用3.3-14.3 mg／kg氯吡脲处理葡萄，增产效果达到20.2％。O.1％氯吡脲涂抹甜瓜幼果可显著提高座瓜率，提高甜瓜产量，同时明显增加甜瓜含糖率。
2、 标准制定的意义
现代农业生产受益于植物生长调节剂（植物生长激素）是无可厚非的，但也有专家对此表示担忧,他们 担心这些激素的应用虽然可以改善水果外观、提高其产量，但其内在质量却明显下降[2];更重要的是摄入过量激素可能对人体带来潜在健康危害。
2011年5月，有媒体报道了镇江丹阳一户瓜农种植的几十亩西瓜莫名“爆裂”的消息。后经证实 西瓜的“爆裂”是因为过量使用了果实“膨大剂”的结果。此事件的直接后果是导致国内市场大量西瓜滞销，瓜农损失巨大。 同时，西瓜开裂引发社会的广泛关注，人们担心，植物生长激素存在滥用风险，使用了膨大剂等植物生长激素后，用激素催熟的瓜果或果实中残留的植物生长激素会不会对人体有害。
欧盟、日本等国家对氯吡脲的残留量作出了限定，欧盟要求其成员国常规监测环境中的氯吡脲，防止其对环境可能产生的危害。日本“肯定列表”对果蔬中氯吡脲的限定，规定在香瓜、葡萄、梨、猕猴桃等水果蔬菜中的残留限量值暂定为0.1 ppm；以色列规定梨、猕猴桃、葡萄中氯吡脲的残留限量为0.01 ppm；韩国规定，瓜类中氯吡脲的残留限量值为0.05 ppm。我国在2009年农业部NY 1500.75.1-2009中规定了西瓜为0.1 mg/kg,黄瓜为0.1 mg/kg,猕猴桃为0.05 mg/kg,葡萄为0.05 mg/kg。查阅我国有关植物生长调节剂的规定发现，目前还没有相关的检测国家标准，相关产品说明多借鉴国外标准。
目前，随着仪器分析的不断发展，液质联用分析法在农兽残分析检测中占据了重要的地位，特别是三重四极杆质谱的出现，相比传统的高效液相色谱法，使液相色谱-三重四极杆串联质谱能快速的定性，也能准确的定量。多年来，液相色谱法广泛地用于各种药物的检测，但方法的前处理较复杂，检测器的灵敏度也不能达到目前各国限量要求。且每个样品通常需要过一次甚至于几次固相萃取小柱，不能适应于大量样品的快速检测。同时，国外最低限量为0.01mg/kg，这对液相色谱-紫外检测的传统手段来说，干扰大，对低残留已无法达到检测要求。

本标准主要参考国内外文献，并进行了部分改进性实验，建立了用乙腈提取试样中的氯吡脲，键合硅固相吸附剂净化，高效液相色谱-串联质谱法测定的方法。该方法简单、经剂、快速，同时净化效果好，回收率稳定，易于掌握。本方法氯吡脲在新鲜水果蔬菜中的检出限为5μg/kg。
四川省是猕猴桃和巨峰葡萄生产和出口大省。全省有多个猕猴桃和巨峰葡萄生产基地，根据我中心实验室多年的统计，在我省出口的猕猴桃和巨峰葡萄中常有氯吡脲检出。因此，为保护消费者健康和此类农产品的正常出口贸易，有必要建立该药物的地方标准。同时也为应对国外贸易壁垒作技术储备。
5、 主要试验技术论证
1. 提取剂的选择与优化

1.1 提取剂的选择 

本标准参考美国农业部快速多农残检测方法，因氯吡脲易溶于极性有机溶剂，如丙酮、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯等，故乙腈、丙酮和二氯甲烷等都是良好的提取剂，但二氯甲烷对人毒性较大，易造成环境污染；丙酮是农残经典提取溶剂，但同时又能将基质中的油脂和色素提取出来，且与水互溶后加入盐不能与水分离，导致提取液中大量水无法去除。而乙酸乙酯对极性物质的提取效率较差,通常需要在提取过程中加入大量的无水硫酸钠以提高极性物质的提取效率,而且乙酸乙酯提取体系中会共提取许多大分子的脂质和蜡质的物质,因此经丙酮和乙酸乙酯提取的样品一般都需要过固相萃取小柱或GPC净化处理。 

 乙腈是一种良好的提取剂，在现代的农兽残检测中常用来作为提取剂，与其性质有关。乙腈可以与水任一比混溶，可更有效的与样品组织细胞中待测物接触，当加入盐后又能迅速与水分层，且乙腈本身对样品中的糖、脂肪和蛋白质的溶解性较小，对蛋白有沉淀作用。

1.2 酸碱度的影响
分别用含有0.1%冰乙酸的乙腈，0.01%氢氧化钠的乙腈和乙腈作为提取剂的提取效率试验，发现三者之间并无明显差别。但从文献资料中显示，保证提取液为酸性，可有效防止待测物质的损失，故参考美国农业部方法选择0.1%冰乙酸的乙腈作为提取剂。
1.3 提取方式及温度的选择
实验比较了超声提取和机械振荡提取，其它条件一致，发现超声提取的回收率要稍微高一些。可能的原因是超声提取中超声波可以破坏动植物细胞的细胞壁，可以使乙腈能更好的渗透进入细胞内部进行萃取。而机械振荡无法破坏植物细胞壁。因此本方法选择用超声提取的方式。
超声提取的水浴温度对回收率也有影响，如果温度过低，不利于溶剂渗透到样品内部提取。因此要保持适当的提取温度，本方法选择超声提取温度为30 ℃。
2．净化方法的优化

2.1 净化方法选择
日本厚生劳动省方法操作较为繁琐，样品需要液液萃取两次，过两支固相萃取小柱，提取液及洗脱液用量过大，导致方法的可操作性降低，试剂浪费，对环境造成了危害。故未采用日本方法。
本标准采用乙腈作提取溶液，不进行净化处理，对基质成分简单的试样可行，如西瓜，猕猴桃，等部分水果蔬菜样品。但对深色试样，杂质有一定干扰。本实验尝试了对较复杂基质样品的进一步前处理研究。QuEChERS是近年来国际上兴起的快速高效多残留检测前处理技术。2003年，美国农业部专家Steven博士提出了QuEChERS ( quick, easy, cheap, effective, rugged and safe)快速多农残检测方法,它是一种快速、简便、价格低廉、适用面广的样品前处理方法。在该方法出现后的几年间，欧盟每年已有超过100个实验室参加此方法的验证实验，证明这种方法在实验室间取得成功。目前，该方法已被很多国家列为农药残留分析标准分析方法。如AOAC Official method 2007（01）、英国标准方法BS EN 155662: 2008等等，本实验室在总结多年的应用基础上对该方法进行了一些改进。

C18固相吸附剂是一种非极性吸附剂，可以吸附高分子量的非极性干扰物质，特别适用于低脂类水果蔬菜的净化，对样品中的蛋白、脂质物质、部分维生素、色素和甾醇等杂质也有一定的吸附作用。
PSA是一类性质与氨基柱固相萃取小柱填料相同性质的固相吸附剂，不同的是PSA有两个氨基，它们的主要作用力是极性和阴离子交换作用。它常用来消除各种有机酸、部分色素以及蛋白质、糖类和脂肪酸。
石墨化碳（GCB）主要是用来去除类甾体、叶绿素等色素。有参考文献考察了NH2类填料和GCB的实际效果,发现NH2可去除90%以上的脂肪酸和50%左右的色素;GCB可去除90%以上的色素，但对脂肪酸的净化能力仅只有10%左右。我们考察了石墨化碳（GCB）对氯吡脲的吸附情况时，发现石墨化碳（GCB）对氯吡脲的有较强的吸附作用，故在实验中放弃了加入石墨化碳（GCB）来作净化的手段。
2.2 吸附剂用量的影响
试验考查了C18和PSA吸附剂对氯吡脲的吸留作用。吸取浓度为10μg/L的氯吡脲标准液分别用两种固相吸附剂分别进行净化。测定结果见表2。

表2  C18和PSA吸附剂对氯吡脲的吸附试验

	吸附剂
	吸附剂用量（mg）
	回收率(%)

	C18
	20
	101

	
	50
	90

	
	100
	92

	
	200
	85

	PSA 
	20
	95

	
	50
	89

	
	100
	75

	
	200
	55

	无水硫酸镁
	100
	92

	
	200
	94

	
	400
	85

	无水硫酸钠
	100
	95

	
	200
	92

	
	400
	88


由上述试验可以得出如下结论，C18吸附剂对氯吡脲基本无吸附，用量到200mg时回收率仍在80%以上，而PSA对氯吡脲吸附有影响，PSA增大到100mg以上回收率下降得较大。无水硫酸钠和无水硫酸镁对待测物基本无吸附。因此选择用2mL提取液，加入50mgPSA和100mgC18，200mg无水硫酸镁。

2.3 涡旋振荡时间的影响
PSA吸附剂的第一作用力为离子交换，第二作用力为非极性吸附。因此，它对样液中杂质和待测物均会有一定的吸附。接触时间（振荡时间和强度）的长短也会对待测物回收率有一定影响。试验考查了涡旋振荡时间与吸附剂对氯吡脲的吸留作用。分别对加标后的标样进行1min、2min、3min、4min、5min涡旋振荡，测定结果表明，测定值的变化不大，在10%内波动。
因此认为，涡旋振荡时间对氯吡脲影响不大。但随着接触时间的增长，待测物也易被吸附剂的非特异性吸附造成损失。为了规范统一操作，规定提取液中加入吸附剂后，每份试样净化时涡旋的时间准确定为1min。处理好的试样液应尽快离心，过滤膜上机测定。

3．仪器条件的优化

3.1. 色谱条件的优化

国内外参考文献均选用C18柱为分析柱，比较了几个公司生产的色谱柱，结果显示MG-II C18柱（2.1 mm×150 mm；5 µm）保留时间以及分离度均比较理想。具体可见图1 氯吡脲标准的总离子流图。因此，选择该柱作为分析柱。
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图1 氯吡脲标准（10 µg/L）的总离子流图及MRM图
在液相色谱-串联质谱测定时，通常在流动相中加入低浓度的甲酸或乙酸溶液，有利于目标化合物离子化，可以提高灵敏度和分离度，使色谱峰形对称、尖锐。而通过实验发现所以选择乙腈+0.1%乙酸水溶液作为流动相。等度洗脱条件为60%乙腈：40%0.1%乙酸水溶液。
3.2 质谱条件的优化

采用注射泵直接进样方式，以10 µL/min流速将氯吡脲标准溶液注入离子源中，在正离子检测方式下对目标化合物进行一级质谱分析（Q1扫描），得到分子离子峰，对该分子离子峰进行二级质谱分析（子离子扫描），得到碎片离子信息，获得该药物的二级质谱图。具体可见图2和图3。然后对去簇电压（DP）、碰撞气能量（CE）进行优化，使分子离子和特征碎片离子对强度达到最佳。并优化雾化气、气帘气、辅助加热器、离子源温度、电喷雾电压，使目标化合物的离子化效率达到最佳。得到的质谱条件如下：

[image: image3.wmf] +Q1: 0.086 min from Sample 1 (BXLMONION) of BXL20100524.wiff (Turbo Spray)
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图2 氯吡脲标准品Q1全扫描图
[image: image4.wmf] +MS2 (248.00) CE (52): 0.137 min from Sample 2 (BXLSONION) of BXL20100524.wiff (Turbo Spray)
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图3 氯吡脲标准品Q3全扫描图（母离子m/z 248.0）

a) 离子源：电喷雾离子源（ESI）；

b) 扫描方式：正离子扫描；

c) 检测方式：多反应监测（MRM）；

d) 电喷雾电压（IS）：5200 V；

e) 碰撞气压力（CAD）：3 psi；

f) 离子源温度（TEM）：450 ℃；

g) 雾化气压力（GS1）：10 psi;

h) 气帘气压力（CUR）：9 psi;

g) 其它质谱参数见表3。

表3 主要参考质谱参数
	化合物
	母离子（m/z）
	子离子（m/z）
	去簇电压（V）
	碰撞电压（V）
	碰撞室入口电压（V）
	碰撞室出口电压（V）
	驻留时间 （msec）

	氯吡脲

	248.0
	129.2*
	59
	21
	10
	10
	200

	
	
	93.3
	
	47
	
	
	200


注：* 为定量离子
4．不同基质的提取离子质谱图
   根据食品类型，分别选择有代表性和与我地相关的食品做加标回收率试验，选择的食品有西瓜、葡萄、猕猴桃、水蜜桃、枇杷、草莓、樱桃、苹果、苦瓜、黄瓜、茄子、西红柿、等。分别做低、中、高三水平加标回收实验，相应检测低限水平加标（5μg/kg），国内外最低限量水平加标（10μg/kg）和高水平加标（50μg/kg）。样品空白和检测低限量水平样品加标图谱见图4-图27。
[image: image5.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-XGblank-008) of DataSET12.wiff (Turbo Spray)
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图4西瓜样品（空白）的多反应监测色谱图
[image: image6.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-XG5ppb-009) of DataSET13.wiff (Turbo Spray)
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                         图5 西瓜添加（5.0μg/kg）的多反应监测色谱图
[image: image7.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-MHTblank-012) of DataSET16.wiff (Turbo Spray)
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图6  猕猴桃样品多反应监测色谱图
[image: image8.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-MHT5ppb-013) of DataSET17.wiff (Turbo Spray)
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XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-MHT5ppb-013) of DataSET17.wiff (Turbo Spray)
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  图7 猕猴桃添加（5.0μg/kg）多反应监测色谱图
[image: image9.png]W AC AVRM(2 pars) 2480128 Zamu from Sarmple 13{SMTOM) of DeteET it (Turbo Soray) Ma 260,
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图8 水蜜桃样品(空白)的多反应监测色谱图
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图9 水蜜桃样品添加5.0μg/kg的多反应监测色谱图
[image: image11.png]700

| W AC AVRM(2 pars) 2480128 2amu from Sarmple 18{20112054.2016) of DetaSET 1wt (Turbo Spray)

1%

Mac 1300 0ps.





图10葡萄（空白）样品的多反应监测色谱图
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图11葡萄样品添加水平（10.0μg/kg）多反应监测色谱图
[image: image13.png]| W ACH -AVRM(2pars) 2480129 2arrufromSample S{FO0Y) o DeteET 1wt (Turbo Sray)

Ma 360qs.





图12茄子样品（空白）多反应监测色谱图
[image: image14.png]| W AC VRMI(2 pars) 2480128 2amu from Sarmple 9(P+1 0FFEO10) of etaSET i (Turbo Spray)
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图13 空白   茄子样品添加（5.0μg/kg）多反应监测色谱图
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图14 苦瓜样品（空白）多反应监测色谱图
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图15 苦瓜样品添加（10.0μg/kg）多反应监测色谱图
[image: image17.png]| W ACH AVRM(2pars) 2480129 2amu rom Sample 24 {F024) of DetaET 1w (Tubo Sray) e 800 s
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图16 西红柿样品（空白）多反应监测色谱图
[image: image18.png]| W AC AVRMI(2 pars) 2480128 2amu from Sarmple 36 (FQH10.0086) of etaSET L (Turbo Spray) Mac 1764 qs.
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图17  西红柿样品添加（5.0μg/kg）多反应监测色谱图
[image: image19.png]| W AC AVRMI(2 pars): 2480128 2amu from Sarmpe 20 (HGO) of CetaSET 1w (Turbo Spray) Mac 13050 0ps.
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图18 黄瓜样品的多反应监测色谱图
[image: image20.png]| W AC VRM(2 pars) 2480128 2amu from Sarmpe 20 (HGHS 0FRBUZ0) of DetelET 1w (Turbo Soray)
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图19 黄瓜样品添加（5.0μg/kg）的多反应监测色谱图
[image: image21.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-CMblank-016) of DataSET110.wiff (Turbo Spray)
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图20 草霉样品的多反应监测色谱图
[image: image22.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-CM5ppb-017) of DataSET111.wiff (Turbo Spray)
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图21 草霉样品添加（5.0μg/kg）的多反应监测色谱图
[image: image23.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-PBblank-018) of DataSET112.wiff (Turbo Spray)
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图22 枇杷样品的多反应监测色谱图
[image: image24.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-CM5ppb-017) of DataSET111.wiff (Turbo Spray)
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图23 枇杷样品添加（5.0μg/kg）的多反应监测色谱图
[image: image25.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-YTblank-014) of DataSET18.wiff (Turbo Spray)
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图24 樱桃样品的多反应监测色谱图
[image: image26.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-YT5ppb-015) of DataSET19.wiff (Turbo Spray)
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图25 樱桃样品添加（5.0μg/kg）的多反应监测色谱图
[image: image27.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-pGblank-010) of DataSET14.wiff (Turbo Spray)
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图26 苹果样品的多反应监测色谱图
[image: image28.wmf]XIC of +MRM (2 pairs): 248.000/129.200 Da  from Sample 1 (sam-pG5ppb-011) of DataSET15.wiff (Turbo Spray)
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图27 苹果样品添加（5.0μg/kg）的多反应监测色谱图
6、 方法技术指标
1、线性范围和测定低限
根据氯吡脲的灵敏度,分别配成2.0 ng/mL 、5 ng/mL、10.0 ng/mL、20.0 ng/mL、100.0 ng/mL、一系列标准工作溶液，在选定的色谱条件和质谱条件下进行测定，进样量10 µL，峰保留时间和子离子峰度比定性，用峰面积对定量，如表4和图28所示，氯吡脲在浓度范围为2.0～100 ng/mL内，相关系数为1，线性关系良好。
方法的检出限及定量限使用信噪比求得。按3倍信噪比(S/N=3)确定为方法的检出限，按10倍信噪比(S/N=10)确定方法的定量限（检测低限LOQ）。最低检测浓度可达2.0 ng/mL，按取样量和提取液的定容体积进行计算，本方法的检测低限（LOQ）为5 μg/kg 。其线性范围、线性方程和线性相关系数见表4。
表4  氯吡脲线性方程和相关系数
	名称
	线性范围（ng/mL）
	线性方程
	相关系数

	氯吡脲
	2.0～100
	Y=1210x+893
	1.0
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图28 氯吡脲标准溶液浓度-响应曲线
2、回收率和精密度
2.1、方法实验室内回收率和精密度数据
称取空白样品，分别按试样中氯吡脲限量水平进行加标5.0～50μg/kg含量水平标准液，每一添加浓度重复10份样品，按上述实验方法测定，得到添加浓度范围的回收率见表5。
表5 不同基质中氯吡脲添加回收率试验数据（n=10）
	 样品名称
	添加浓度/（μg/kg）
	回收率%
	 样品名称
	添加浓度/（μg/kg）
	回收率%

	葡萄
	5
	85.5-107.0
	西红柿
	5
	88.6-95.4

	
	10
	87.0-102.0
	
	10
	86.2-93.5

	
	50
	84.5-110.0
	
	50
	82.5-90.2

	猕猴桃
	5
	85.0-104.0
	西瓜
	5
	85.6-95.4

	
	10
	88.0-100.0
	
	10
	76.2-90.5

	
	50
	72.0-89.0
	
	50
	82.5-92.8

	水蜜桃
	5
	84.5-97.5
	苦瓜
	5
	80.5-105.5

	
	10
	72.2-96.0
	
	10
	83.6-100.0

	
	50
	81.6-92.0
	
	50
	85.5-95.6

	黄瓜
	5
	80.4-94.4
	茄子
	5
	80.2-106.0

	
	10
	83.3-96.3
	
	10
	75.0-110.2

	
	50
	82.2-98.7
	
	50
	89.5-108.5

	草莓
	5
	85.1-101.4
	苹果
	5
	82.5-106.9

	
	10
	90.5-101.0
	
	10
	84.1-107.6

	
	50
	88.5-94.2
	
	50
	82.4-98.5

	枇杷
	5
	85.2-92.8
	樱桃
	5
	79.5-105.0

	
	10
	82.4-94.5
	
	10
	87.0-98.0

	
	50
	81.2-92.0
	
	50
	88.5-96.5


2.2、验证试验和室间精密度
经成都市质检院、四川省农科院分析测试中心、重庆出入境检验检疫局、河南出入境检验检疫局、河北出入境检验检疫局等5家单位的验证试验（结果见表6），方法的实验室间回收率在81.2%～107.1之间，实验室间精密度在2.4% ～10.4 % 之间。由结果可以看出，方法实用性强，样品前处理简单，灵敏度高，适用于新鲜水果蔬菜中氯吡脲残留的检测。
7、 方法应用
实验室用该方法，已从出口猕猴桃、葡萄、枇杷、黄瓜中检出不同浓度的氯吡脲。
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图29 猕猴桃阳性样品多反应监测（MRM）色谱图
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图30 黄瓜阳性样品多反应监测（MRM）色谱图
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图31 枇杷阳性样品多反应监测（MRM）色谱图
八. 结论

综合上述情况，本方法可满足多种新鲜水果蔬菜中氯吡脲残留量的检测，方法的检测低限、回收率及精密度等各项技术指标均符合GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 20001.4-2001《标准编写规则 第4部分：化学分析方法》、SN/T0001-1995《出口商品中农药兽药残留量及生物毒素检验方法标准编写的基本规定》及国内外检测限量的要求。


表6 室间回收率和精密度结果
	样品
	添加浓度

（μg/kg）
	重庆检疫局
	河南检疫局
	河北检疫局
	成都市质检院
	四川省农科院
	平均回收率（%）
	RSD（%）

	葡萄
	5
	4.62
	4.95
	4.55
	4.5
	4.72
	4.6
	4.4
	4.87
	4.85
	4.7
	93.5%
	3.75%

	
	10
	8.20
	8.50
	8.52
	8.4
	8.42
	8.7
	9.52
	9.1
	11.2
	10
	90.6%
	10.41%

	
	50
	47.0
	45.4
	45.5
	42.2
	45
	48.4
	44.5
	48.2
	48.1
	44.5
	91.8%
	4.38%

	猕猴桃
	5
	4.7
	4.75
	4.85
	4.58
	4.7
	4.35
	4.65
	5.12
	4.95
	5.05
	95.4%
	4.83%

	
	10
	9
	8.8
	9.6
	8.7
	9.4
	8.85
	8.65
	8.9
	8.85
	8.5
	89.3%
	3.77%

	
	50
	45.5
	46.6
	45.5
	41.4
	44.5
	46.4
	43.5
	45.4
	45.8
	47.2
	90.4%
	3.75%

	西瓜
	5
	4.75
	4.6
	4.45
	4.62
	4.85
	4.5
	4.55
	4.45
	4.7
	4.65
	92.2%
	2.84%

	
	10
	8.85
	8.9
	8.5
	8.6
	8.57
	8.45
	8.7
	8.52
	8.2
	8.72
	86.0%
	2.38%

	
	50
	42
	44.5
	46.5
	42.5
	47.5
	51.5
	42.5
	47.2
	49.2
	45.6
	91.8%
	6.78%

	枇杷
	5
	4.75
	4.58
	5.02
	4.94
	4.45
	4.74
	5.00
	4.85
	4.60
	4.82
	95.50%
	4.85%

	
	10
	8.7
	9.0
	9.75
	9.6
	10.10
	9.85
	9.65
	9.50
	9.50
	9.22
	94.87%
	4.81%

	
	50
	46.0
	44.5
	46.5
	44.0
	45.5
	47
	49.5
	47.0
	48.6
	45.5
	92.82%
	4.65%

	樱桃
	5
	4.78
	4.95
	4.95
	4.76
	4.90
	4.75
	4.75
	4.56
	4.85
	5.01
	96.52%
	3.05%

	
	10
	9.50
	8.90
	9.60
	9.25
	9.40
	9.20
	9.75
	9.62
	9.70
	9.35
	94.27%
	2.40%

	
	50
	43.5
	47.2
	47.5
	49.4
	43.5
	46.5
	45.4
	47.5
	48.5
	47.0
	93.20%
	3.85%
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