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ＱｕＥＣｈＥＲＳ高效液相色谱法测定铁皮石斛中多菌灵
和甲基硫菌灵的残留量
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［摘　要］目的：建立ＱｕＥＣｈＥＲＳ高效液相色谱法测定不同产地铁皮石斛中多菌灵与甲基硫菌灵农药残留量
的方法。方法：铁皮石斛样品用乙腈溶液提取，经 ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法净化，采用 ＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱（１５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ）、乙腈－００２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵缓冲溶液（２０∶８０）为流动相，流速１ｍＬ／ｍｉｎ、柱温３５℃、检测波长２８０ｎｍ，
对不同产地铁皮石斛中多菌灵与甲基硫菌灵残留量进行检测。结果：多菌灵在００５～２５ｍｇ／Ｌ范围内呈良好的
线性关系，相关系数等于０９９９４，检测限为００１ｍｇ／ｋｇ，定量限为００４ｍｇ／ｋｇ，３个添加水平下的平均回收率是
９８２８％，ＲＳＤ是２６８％；甲基硫菌灵在００２５～１２５ｍｇ／Ｌ范围内呈良好的线性关系，相关系数等于０９９９５，
检测限为００２ｍｇ／ｋｇ，定量限为００６ｍｇ／ｋｇ，３个添加水平下的平均回收率是１０１０３％，ＲＳＤ是３６４％；５０批
铁皮石斛中有４批分别检出多菌灵与甲基硫菌灵农药残留，均低于《中国药典》２０１５年版中药有害残留物限量
制定指导原则农药残留量最大限量理论值。结论：建立的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ高效液相色谱法检测多菌灵和甲基硫菌
灵，具有操作简单，高效、专属性好、重复性强、结果准确可靠等优点。
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　　铁皮石斛是中国传统名贵药材，是兰科石斛属
植物铁皮石斛（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅＫｉｍｕｒａｅｔＭｉ
ｇｏ）的干燥茎，因具有强阴益精、补内绝不足、平胃
气、益智除惊等功效，在医药领域被广泛应用［１－３］。

近年来，国内很多铁皮石斛种植基地在栽培过程中

有时会发生病虫鼠害，特别是高温高湿季节病虫害

繁殖快，易发生炭疽病及白绢病等，导致植株很快

死亡或者腐烂，形成毁灭性危害［４－５］。通过对铁皮

石斛种植基地的调研发现，针对此类症状，基地常

选用多菌灵与甲基硫菌灵对铁皮石斛感染炭疽病

和白绢病进行防治。多菌灵又称苯并咪唑４４号、
棉萎灵等，是一种高效低毒、广谱、内吸性杀菌剂，

对菌核病、炭疽病和枯萎病等具有良好的防治效

果，是中药栽培过程中常用的农药。多菌灵化学性

质稳定，能通过作物叶片和种子渗入植物体内，耐

雨水冲洗，残效期长［６－７］。国内外对果蔬中的多菌

灵残留量检测已有大量报道，但对中药材及制剂中

多菌灵残留量的分析报道较少［８－９］。甲基硫菌灵

是一种广谱性内吸低毒杀菌剂，具有内吸、预防和

治疗作用。多菌灵和甲基硫菌灵对人、畜有一定毒

性，可引起抽搐、恶心呕吐等症状，并能干扰内分

泌［１０－１４］。因此，本实验对铁皮石斛中多菌灵与甲

基硫菌灵农药残留量进行研究，确保铁皮石斛用药

安全。本实验样品前处理采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法，
该法快速简单、经济有效安全，是近年来国际上最

新发展起来的一种用于农产品检测的快速样品

前处理技术，与传统的固相萃取（ＳＰＥ）法相比其
用时更短，有机试剂消耗更少，操作更为简单方

便［１５－１６］。

１　材料

１１　仪器
美国戴安ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００高效液相色谱仪（包括

四元梯度泵、自动进样器、柱温箱、阵列二极管检测

器等），ＡＥ２４０电子天平（梅特勒 －托利多仪器上
海有限公司），超声清洗仪（ＣＱ２５０ＡＳＴ，上海跃进
医用光学器械 ），实验室超纯水机（ＷＰＵＰ１１２０，
四川沃特尔水处理设备有限公司），大容量离心机

（ＴＤＬ８０２Ｂ，上海安亭科学仪器厂），Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ低
温高速离心机（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司），ＺＨ２
涡旋混合器（天津药典标准仪器厂），ＧＩＬＳＯＮ移液
器（四川吉尔森仪器有限责任公司）。

１２　试剂
多菌灵（Ｄ１５２７０４７，９９％，ａｌａｄｄｉｎ），甲基硫菌

灵（Ｔ１０９９７４，９８％，ａｌａｄｄｉｎ），乙腈为色谱纯（德国
Ｍｅｒｃｋ公司），ＱｕＥＣｈＥＲＳ试剂盒［美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司，含氯化钠、无水硫酸镁、ＧＣＢ（石墨化炭黑）、
Ｃ１８Ｅ（十八烷基硅胶）、ＰＳＡ（乙二胺Ｎ丙基硅烷）
等］，水为超纯水。

１３　样品信息
５０批铁皮石斛样品为２０１４年９月～２０１６年９

月收集的国内５个产地，其中福建２批、广西３批、
贵州２９批（乌当１５批、白云２批、大方３批、罗甸３
批、独山３批、铜仁１批、余庆１批、镇宁１批）、云
南９批、浙江７批。样品由贵州省食品药品检验所
熊惠林主任药师以及贵州医科大学生药教研室龙

庆德副教授鉴定，均为兰科植物铁皮石斛 Ｄｅｎ
ｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ的干燥茎。样品信息见表１。
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表１　样品信息表
Ｔａｂ．１　ＳａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＴａｂｌｅ

序号 样品ＩＤ 采购时间 产地

１ ＦＪ１７ ２０１５．０３ 福建

序号 样品ＩＤ 采购时间 产地

２６ ＧＺＬＤ３９ ２０１６．０２ 贵州罗甸

２ ＦＪ１８ ２０１５．０３ 福建 ２７ ＧＺＬＤ４０ ２０１６．０２ 贵州罗甸

３ ＧＸ１５ ２０１４．１２ 广西 ２８ ＧＺＬＤ４５ ２０１６．０４ 贵州罗甸

４ ＧＸ１６ ２０１４．１２ 广西 ２９ ＧＺＤＳ１ ２０１４．０９ 贵州独山

５ ＧＸ１４ ２０１４．１２ 广西 ３０ ＧＺＤＳ２３ ２０１５．０７ 贵州独山

６ ＧＺＷＤ２０ ２０１５．０６ 贵州乌当 ３１ ＧＺＤＳ４８ ２０１６．０７ 贵州独山

７ ＧＺＷＤ２８ ２０１５．１１ 贵州乌当 ３２ ＧＺＴＲ４４ ２０１６．０４ 贵州铜仁

８ ＧＺＷＤ３５ ２０１６．０１ 贵州乌当 ３３ ＧＺＹＱ４９ ２０１６．０８ 贵州余庆

９ ＧＺＷＤ１９ ２０１５．０５ 贵州乌当 ３４ ＧＺＺＮ５０ ２０１６．０９ 贵州镇宁

１０ ＧＺＷＤ２２ ２０１５．０７ 贵州乌当 ３５ ＹＮ４１ ２０１６．０２ 云南

１１ ＧＺＷＤ２４ ２０１５．０８ 贵州乌当 ３６ ＹＮ１３ ２０１４．１１ 云南

１２ ＧＺＷＤ２５ ２０１５．０９ 贵州乌当 ３７ ＹＮ１２ ２０１４．１０ 云南

１３ ＧＺＷＤ２７ ２０１５．１０ 贵州乌当 ３８ ＹＮ８ ２０１４．１０ 云南

１４ ＧＺＷＤ３０ ２０１５．１２ 贵州乌当 ３９ ＹＮ１１ ２０１４．１０ 云南

１５ ＧＺＷＤ３１ ２０１５．１２ 贵州乌当 ４０ ＹＮ７ ２０１４．１０ 云南

１６ ＧＺＷＤ３４ ２０１６．０１ 贵州乌当 ４１ ＹＮ９ ２０１４．１０ 云南

１７ ＧＺＷＤ３８ ２０１６．０２ 贵州乌当 ４２ ＹＮ１０ ２０１４．１０ 云南

１８ ＧＺＷＤ４２ ２０１６．０３ 贵州乌当 ４３ ＹＮ６ ２０１４．１０ 云南

１９ ＧＺＷＤ４３ ２０１６．０４ 贵州乌当 ４４ ＺＪ３６ ２０１６．０１ 浙江

２０ ＧＺＷＤ４６ ２０１６．０５ 贵州乌当 ４５ ＺＪ３７ ２０１６．０１ 浙江

２１ ＧＺＢＹ３２ ２０１５．１２ 贵州白云 ４６ ＺＪ５ ２０１４．０９ 浙江

２２ ＧＺＢＹ３３ ２０１５．１２ 贵州白云 ４７ ＺＪ２６ ２０１５．０９ 浙江

２３ ＧＺＤＦ２１ ２０１５．０６ 贵州大方 ４８ ＺＪ３ ２０１４．０９ 浙江

２４ ＧＺＤＦ２９ ２０１５．１１ 贵州大方 ４９ ＺＪ４ ２０１４．０９ 浙江

２５ ＧＺＤＦ４７ ２０１６．０５ 贵州大方 ５０ ＺＪ２ ２０１４．０９ 浙江

２　方法与结果

２１　对照品溶液的制备
分别精密称取多菌灵对照品５ｍｇ，甲基硫菌

灵对照品２５ｍｇ，置同一１０ｍＬ量瓶中，加乙腈溶
解并定容至刻度，摇匀后，精密量取 ５ｍＬ置于
１０ｍＬ量瓶中，用乙腈稀释至刻度，得对照品溶液。
２２　供试品溶液的制备

取铁皮石斛样品粉末 １００ｇ，精密称定，置
５０ｍＬ具塞离心管中，加水 ５ｍＬ，０１％甲酸乙腈
１５ｍＬ，振摇２ｍｉｎ后，加入４ｇ无水硫酸镁，５ｇ氯
化钠后，再次涡旋５ｍｉｎ，静置片刻，以１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，取离心后上清液５ｍＬ，采用ＱｕＥＣｈＥＲＳ
技术处理，涡旋５ｍｉｎ，静置后以１０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液２ｍＬ，即得供试品溶液。
２３　色谱条件

色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５
μｍ），流动相为乙腈－００２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵缓冲溶液

（２０∶８０），流速 １ｍＬ／ｍｉｎ，柱温 ３５℃，进样体积
１０μＬ，检测波长２８０ｎｍ。
２４　方法学考察
２４１　专属性试验　精密称取铁皮石斛样品（６
号，未检出多菌灵与甲基硫菌灵）粉末１００ｇ，精密
加入混合对照品溶液，按“２２”法制备供试品溶
液，多菌灵与甲基硫菌灵对照品按“２１”法制备混
合对照品溶液，进样量１０μＬ，供试品与对照品所
得的色谱图比较，可以看出目标峰不受其他成分干

扰，专属性良好，结果见图１。
２４２　线性范围、检测限、定量限 分别精密吸取
“２１”项下混合对照品液 ００１、００５、０５、２５、
５ｍＬ分别置于５０ｍＬ量瓶中，用乙腈稀释至刻度，
得对照品溶液 １、２、３、４、５。进样量：１０μＬ。按
“２３”项下色谱条件测定，以色谱峰峰面积（Ｙ）为
纵坐标，以浓度（Ｘ）为横坐标，得到多菌灵和甲基
硫菌灵两种农药残留的回归方程、相关系数和线性

范围；再逐步稀释对照品溶液至信噪比（Ｓ／Ｎ）约为
１０计算定量限（ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＯＱ），信噪比
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（Ｓ／Ｎ）约为 ３计算检测限（ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，
ＬＯＤ），结果见表２。

注：Ａ为供试品，Ｂ为对照品，１为多菌灵，２为甲基硫菌灵

图１　供试品与对照品液相色谱图
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＨＰＬＣｏｆＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｓａｍｐｌｅ

ａｎｄｔｈｅｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｓ

表２　２种农药残留的回归方程
标准曲线、检测限和定量限

Ｔａｂ．２　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ，ＬＯＤｓ，ＬＯＱｓｏｆ２
ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｒｅｓｉｄｕｅ

指标 多菌灵 甲基硫菌灵

线性回归方程 Ｙ＝５２１Ｘ＋１１６９２Ｙ＝５００９Ｘ＋０４０５
ｒ２ ０９９９４ ０９９９５
线性范围（ｍｇ／Ｌ） ００５～２５ ００２５～１２５
ＬＯＱ（ｍｇ／ｋｇ） ００４ ００６
ＬＯＤ（ｍｇ／ｋｇ） ００１ ００２

２４３　精密度试验　精密吸取同一混合对照品溶
液，按“２３”项下色谱条件测定，连续进样６次，测
定峰面积。结果显示多菌灵峰面积的 ＲＳＤ为
１８１％，甲基硫菌灵峰面积的ＲＳＤ为１９６％，表明
仪器精密度较好。

２４４　重复性试验　精密称取同一铁皮石斛样品
（６号，未检出多菌灵与甲基硫菌灵）粉末１００ｇ，
精密加入混合对照品溶液，按“２２”法制备６份供
试品溶液，按“２３”项下色谱条件测定，结果显示
多菌灵含量的 ＲＳＤ为１５５％，甲基硫菌灵含量的
ＲＳＤ为２２５％，表明方法的重复性较好，可满足农
药残留测试要求。

２４５　稳定性试验　取“２４４”重复性项下制备
的供试品溶液，在“２３”项色谱条件下，分别于０、
２、４、６、８、２４ｈ进样，测定各指标成分峰面积，多菌
灵峰面积的 ＲＳＤ为１６３％，甲基硫菌灵峰面积的
ＲＳＤ为２０８％，结果表明供试品溶液在２４ｈ内稳
定性良好。

２４６　回收率试验　精密称取铁皮石斛（６号）粉
末５ｇ，共９份，分别加入低、中、高３种质量浓度的
对照品溶液，按“２２”法制备供试品溶液，计算平
均回收率，结果３个添加水平下的多菌灵平均回收
率为９８２８％，ＲＳＤ为２６８％，甲基硫菌灵的平均
回收率为１０１０３％，ＲＳＤ为３６４％。

表３　多菌灵及甲基硫菌灵回收率试验结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ

ａｎｄｔｈｉｏｐｈｏｎａｔｅｍｅｔｈｙｌ

组号 称量（ｇ）
加入

（ｍｇ）
回收率（％）

１ ２ ３
平均回

收率（％）
ＲＳＤ
（％）

多菌灵 ５．０１２３ ６３ ９５．２４ ９６．８２ ９８．４１
９８．２８２．６８５．００２１ １２７ ９７．６４ ９５．２７１０３．１５

５．０１０１ ２５４ ９８．４２ ９８．０３１０１．５７
甲基硫菌灵 ５．００５８ ３２ ９６．８７ ９６．８７１０３．１２

１０１．０３３．６４５．００８３ ６４ １０１．５６１０４．６９ ９５．３１
５．００４２ １２９ １０２．３２１０４．６５１０３．８７

２５　样品测定
分别取各批样品 １００ｇ，精密称定，按“２２”

项下供试品溶液制备方法和“２３”项下拟定的色
谱条件测定５０批铁皮石斛药材中多菌灵与甲基硫
菌灵成分的含量，结果见表４。样品测定结果显示
８号ＧＺＷＤ３５和４９号 ＺＪ４检出多菌灵，５号 ＧＸ
１４和２７号ＧＺＬＤ４０检出甲基硫菌灵，其余批次均
为检出多菌灵和甲基硫菌灵，根据农药残留量最大

限量理论值计算公式可得铁皮石斛的农药最大限

量为多菌灵０５ｍｇ／ｋｇ甲基硫菌灵为４ｍｇ／ｋｇ，５０
批铁皮石斛均未超过最大残留限量。

表４　铁皮石斛中多菌灵和甲基硫
菌灵检出情况（ｎ＝２）

Ｔａｂ．４　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍａｎｄ
ｔｈｉｏｐｈｏｎａｔｅｍｅｔｈｙｌｉｎ

序号 样品ＩＤ 多菌灵（ｍｇ／ｋｇ）甲基硫菌灵（ｍｇ／ｋｇ）
５ ＧＸ１４ ＮＤ ０１６
８ ＧＺＷＤ３５ ０２２ ＮＤ
２７ ＧＺＬＤ４０ ＮＤ ０２３
４９ ＺＪ４ ０３４ ＮＤ

注：ＮＤ表示未检出，多菌灵、甲基硫菌灵的检出限分别为
０．０１及００２ｍｇ／ｋｇ，定量限分别为０．０４及００６ｍｇ／ｋｇ

３　讨论

目前国内外尚未制定铁皮石斛中药材中的多

菌灵及甲基硫菌灵最高残留限量，根据《中国药
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典》２０１５年版四部通则９３０２“中药有害残留物限
量制定指导原则”，有害残留物限量制定主要依赖

于风险评估结果。风险评估是在有害残留物的毒

理学、流行病学和其他相关数据的基础上，通过对

污染物暴露情况和可能的膳食摄入量等信息进行

综合分析评价，针对风险性质确定有害残留物人体

暴露危害的一种方法。针对铁皮石斛通常由于栽

植过密、通风不良或者由于夏季高温高湿等引起的

炭疽病，白绢病病害，会常用多菌灵与甲基硫菌灵

对其进行防治，但这类农药对人、畜有一定毒性可

引起抽搐、恶心呕吐等症状，因此实验对铁皮石斛

药材中多菌灵与甲基硫菌灵农药残留进行研究，建

立了铁皮石斛中多菌灵与甲基硫菌灵农药残留测

定方法，样品测定结果表明仅有８号 ＧＺＷＤ３５和
４９号ＺＪ４检出多菌灵，５号ＧＸ１４和２７号 ＧＺＬＤ
４０检出甲基硫菌灵。目前国内外尚未制定铁皮石
斛中药材中的多菌灵及甲基硫菌灵最高残留限量，

根据２０１５版《中国药典》中药有害残留物限量制
定指导原则农药残留量最大限量理论值计算公式

可以得到铁皮石斛的农药最大限量为：多菌灵

０５ｍｇ／ｋｇ，甲基硫菌灵为４ｍｇ／ｋｇ，５０批铁皮石斛
均未超过最大残留限量。

综上，研究建立了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法净化、高效
液相色谱法检测铁皮石斛中多菌灵与甲基硫菌灵

农药残留量的测定方法，该方法在同一条件下测定

多菌灵、甲基硫菌灵农药成分，其回收率、相对标准

偏差、准确度和精密度符合要求，且具有简便、快

速、准确、分离效果好等优点，本研究为铁皮石斛多

菌灵及甲基硫菌灵的残留检测提供了可靠的实验

依据，对铁皮石斛质量控制评价具有较好的应用价

值。

４　参考文献

［１］孙恒，胡强，金航，等．铁皮石斛化学成分及药理活性
研究进展［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１７，２３（１１）：
２２５－２３４．

［２］杨传玉，刘帆，吴耽，等．铁皮石斛抗阿司匹林诱导急
性胃黏膜损伤活性组分筛选及作用研究［Ｊ］．天然产
物研究与开发，２０１６，２８（１１）：１６９９－１７０５．

［３］吴耽，江婷婷，赵青，等．铁皮石斛多糖抗阿司匹林诱
导人胃黏膜上皮细胞 ＧＥＳ１损伤的保护作用机制研
究［Ｊ］．中国药理学通报，２０１７，３３（１０）：１４７９－１４８０．

［４］李戈，李荣英，高微微．药用石斛规模化种植中的病害
问题及防治策略［Ｊ］．中国中药杂志，２０１３，３８（４）：４８５
－４８８

［５］戴燕萍．铁皮石斛生产质量管理规范研究［Ｄ］．浙江
农林大学，２０１２．

［６］吴永江，朱炜，程翼宇．液－质联用法测定铁皮石斛和
西洋参及制剂中多菌灵残留［Ｊ］．分析化学，２００６，３４
（２）：２３５－２３８．

［７］吴浪，张勇，李存雄，等．ＨＰＬＣ法测定苦荞中多菌灵的
残留量［Ｊ］．江西师范大学学报：自然科学版，２０１５，
３９（３）：２４６－２４８．

［８］沈菁，刘军，刘建．高效液相色谱法测定柑橘和土壤中
残留的多菌灵［Ｊ］．色谱，２００９，２７（３）：３０８－３１２．

［９］高国文，刘育清，朱家香．液相色谱法检测柑橘中多菌
灵残留的方法研究［Ｊ］．农药科学与管理，２００６，２７
（５）：１０－１１．

［１０］刘静，李明．高效液相色谱法测定水稻及土壤中甲基
硫菌灵和多菌灵［Ｊ］．湖北农业科学，２０１３，５２（５）：
１１５１－１１５３．

［１１］周雪晴，谢艳丽，张青，等．高效液相色谱法测定香蕉
中的多菌灵、噻菌灵、甲基硫菌灵［Ｊ］．化学分析计
量，２０１２，２１（２）：３４－３６．

［１２］刘杰，杨春亮，查玉兵，等．高效液相色谱法 －荧光检
测器同时检测龙眼中多菌灵和噻菌灵残留［Ｊ］．广东
农业科学，２０１０，３７（３）：１５０－１５２．

［１３］张念洁，吴信子，姜旭．高效液相色谱法同时测定人参
中多菌灵和甲基硫菌灵农药残留的含量［Ｊ］．现代食
品科技，２０１３，２９（４）：９０７－９１０．

［１４］朱军，陈琴华，李鹏，等．ＬＣＭＳ／ＭＳ法测定金银花中
多菌灵的残留量［Ｊ］．中国药师，２０１６，１９（４）：６６４－
６６６．

［１５］张志勇，龚勇，单炜力，等．ＱｕＥＣｈＥＲＳ高效液相色谱
－串联质谱法测定黄瓜和土壤中甲基硫菌灵和多菌
灵［Ｊ］．色谱，２０１２，３０（１）：９１－９４．

［１６］赵连海，于淑新，孙元社，等．ＱｕＥＣｈＥＲＳ高效液相色
谱法测定果蔬中多菌灵残留［Ｊ］．农业工程，２０１２，２
（７）：４２－４４．

（２０１８－０２－１５收稿，２０１８－０５－１６修回）
中文编辑：刘　平；英文编辑：丁廷森

７１９

　８期 陈思颖等　ＱｕＥＣｈＥＲＳ高效液相色谱法测定铁皮石斛中多菌灵和甲基硫菌灵的残留量


