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摘要：本研究建立了固相萃取结合高效液相色谱-串联质谱（SPE/ HPLC-MS/MS）测定西瓜中春雷
霉素的痕量检测方法， 采用1%甲酸 -甲醇提取西瓜样品， 用Oasis MCX 固相萃取柱净化，以
ACQUITY UPLC HSS T3色谱柱分离，甲醇 - 0.2%甲酸水为流动相进行梯度洗脱，多反应监测
（MRM）模式检测。在0.01～1 mg/kg加标范围内，春雷霉素的平均回收率为 71.0%～79. 0% ，相对标
准偏差（RSD）为 4.7%～4.9%，定量限（LOQ）为0.01 mg/kg。 规范田间残留试验结果表明，在施用春
雷霉素7 d后，残留中值（STMR）不超过0.01 mg/kg，最高残留值（HR）为0.047 mg/kg。 膳食风险评估
结果表明， 普通人群对春雷霉素的国家估算每日摄入量 （NEDI） 为0.070 3 mg， 风险商 （RQ）为
0.99%，说明其对一般人群产生的膳食风险在可接受范围内。
关键词：西瓜；春雷霉素；农药残留；固相萃取-高效液相色谱串联质谱；膳食风险评估
中图分类号：TQ 450.7 文献标志码：A doi：10.3969/j.issn.1671-5284.2023.01.008

Residual Levels and Dietary Assessment of Kasugamycin in Watermelon
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Abstract: A method of solid phase extraction combined with high performance liquid chromatography-tandem mass

spectrometry (SPE/HPLC-MS/MS) was developed for the trace determination of kasugamycin in watermelon. The

watermelon samples were extracted with 1% formic acid-methanol, purified by Oasis MCX solid phase extraction column,

then separated on a ACQUITY UPLC HSS T3 column using methanol-0.2% formic acid as mobile phase by gradient

tlution , and detected by HPLC-MS/MS in multiple reaction monitoring (MRM) mode . The average recoveries of

kasugamycin in watermelon were in the range of 71.0%-79.0% at the spiking levels from 0.01 to 1 mg/kg with the relative

standard deviations (RSD) of 4.7%-4.9% and limits of quantitation (LOQ) was 0.01 mg/kg. The results of standardized field

residual trial showed that the supervised trials median residues (STMR) was less than 0.01 mg/kg, and the highest

residue (HR) was 0.047 mg/kg after application of kasugamycin for 7 d. Dietary risk assessment results showed that

national estimated daily intake (NEDI) of kasugamycin for the general population was 0.070 3 mg, and the risk quotient

(RQ) was 0.99%, indicating that the dietary risk caused by kasugamycin was acceptable for the general population.
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西瓜属一年生蔓生藤本植物，果肉味甜，能降
温去暑；种子含油，可作为消遣食品；果皮药用，有
清热、利尿、降血压之效。中国是世界上最大的西瓜
产地。西瓜作为我国重要的经济作物，各地栽培，品
种甚多，以新疆、甘肃兰州、山东德州、江苏东台等
地最为有名。在我国危害西瓜的主要病害有枯萎
病、炭疽病、病毒病、白粉病、霜霉病等。以上病害会
导致西瓜叶片脱落、幼苗枯萎，最终导致植株死亡，
影响西瓜的产量和品质。春雷霉素作为一种农医两
用的抗菌素，不仅能够针对西瓜主要病害起到良好
的防治效果，而且对环境非靶标生物急性毒性极
低。春雷霉素可通过干扰致病菌细胞内部与氨基酸
代谢相关的酯酶系统，影响蛋白质的合成，从而抑
制菌丝伸长和细胞颗粒化[1-2]，因此对蔬菜、瓜果和
水稻等作物的多种细菌和真菌性病害具有较好的
防治作用[3]。此外，春雷霉素对人畜无毒，被农业部
列为可在无公害农产品生产上使用的推荐农药[2]。
日本和欧盟规定春雷霉素在水果中的最大残留限
量（MRL）均为0.2 mg/kg[4]，我国规定春雷霉素在西
瓜中MRL值为0.1 mg/kg。
春雷霉素的极性大，水溶性强，无特征紫外吸

收峰，在液相色谱柱上的保留时间短，不能与杂质
完全分离，从而给检测带来困难。Insmed Pharmaceu-
ticals公司[5]采用柱前衍生化的方法，延长了其在色
谱柱上的保留时间，并具有特殊紫外吸收峰，但该
方法操作复杂且衍生化过程中含有毒气体氟化氢，
危害较大。牛长群等[6]采用反相离子对高效液相色
谱法和高效毛细管电泳法测定了发酵液中的春雷
霉素，通过加入离子对试剂改变保留时间，避免了
衍生化过程带来的麻烦，但该方法灵敏度较低，不
能满足痕量分析的要求。吴国旭等[7]在牛长群等[6]的
基础上通过改变流动相对2%春雷霉素水剂进行了
检测，但该方法对试剂、酸碱度和温度有着特定的
要求，且保留时间较长，不利于大量样品的快速检
测。
本研究以西瓜为试验对象，采用固相萃取柱净

化，超高效液相色谱串联质谱检测，旨在建立灵敏
度高、净化效果好的春雷霉素在西瓜中的残留分析
方法，为春雷霉素在西瓜上的正确、安全使用提供
技术指导。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
供试仪器：AB Sciex QTRAP 4500液质联用

仪、ACQUITY UPLC HSS T3色谱柱（2.1 mm×50
mm，1.8 μm），美国Waters公司；TG16-WS台式高速
离心机，长沙湘仪离心机有限公司；Mili- Q超纯水
仪，美国Milipore公司；XW- 80A型漩涡混合器，美国
Scientific industries公司；Filter Unit型有机滤膜（0.22
μm），上海普迈生物科技有限公司。
供试试剂：春雷霉素盐酸盐水合物标准品（纯

度98.8%），北京勤诚亦信科技有限公司；2%春雷霉
素可湿性粉剂，江西省高安金龙生物科技有限公
司；乙腈（色谱纯）、甲酸、氨水，北京北化精细化学
品有限公司；甲醇（分析纯），国药集团化学试剂有
限公司；Oasis MCX固相萃取柱，美国Waters公司。
1.2 标准溶液配制
准确称量一定量的春雷霉素标准样品，使用超

纯水配制1 000 mg/kg的储备液10 mL，然后用超纯
水梯度稀释成0.01、0.05、0.1、0.5 mg/kg和1 mg/kg的
系列标准溶液，备用。
1.3 田间试验
残留试验参照NY/T 788—2018《农作物中农药

残留试验准则》[8]进行设计。选取10个试验地点，分别
是内蒙古、山西、宁夏、北京、山东、上海、安徽、湖南、
贵州和广西。每个试验点设置1个处理小区和1个对照
小区，每个小区面积为50m2。施药剂量为30 g a.i./hm2，
于西瓜收获前14 d第1次施药，于收获前7 d第2次施
药，施药间隔期为7 d。施药方式为兑水喷雾，用水量
为900 L/hm2。最终残留试验于最后1次施药后7、10 d
采集西瓜样品。采样时，每个小区采集2份独立样
品。去除果柄后用四分法取不相邻2瓣，切成小块后
匀浆，将制备好的样本放入聚四氟乙烯材质容器
内，贴好标签，储存于- 18℃冷库。
1.4 样品前处理
准确称取5.0 g粉碎均匀的西瓜全瓜样品于

50 mL的离心管中，加入10 mL 1%甲酸-甲醇，于1 400
次/min振荡10 min，4 000 r/min离心5 min，转移上清
液至新的离心管中，向沉淀物再次加入10 mL 1%甲
酸-甲醇，重复1次以上步骤。合并2次上清液后，使
用1%甲酸-甲醇定容至25 mL，涡旋2 min混合均
匀，待净化。
使用5 mL甲醇和5 mL超纯水预淋洗MCX固相

萃取柱，取5 mL西瓜提取液至MCX固相萃取柱中，
收集流出的提取液，待提取液流尽后，重复1次上述
操作，随后依次使用5 mL超纯水和5 mL甲醇淋洗
MCX固相萃取柱。真空抽至近干，加入8 mL的2%氨
水甲醇进行洗脱，收集洗脱液于50 mL的圆底烧瓶中，
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于80 r/min，35℃旋蒸至近干，用1 mL甲醇-水（1∶1，
V/V）复溶，涡旋混合均匀后过0.22 μm有机滤膜，待
进样。
1.5 液相色谱与质谱条件
液相色谱条件。流动相A：甲醇，流动相B：0.2%

甲酸水溶液；流速：0.3 mL/min；进样体积：3.0 μL；柱
温：35℃。采用梯度洗脱模式，具体洗脱参数见表1。

质谱条件。多离子反应监测（MRM）模式扫描；
电离源模式：电喷雾离子源；扫描模式：正离子模
式；离子化电压：5 500 V；离子源温度：350℃；GS1：
50 psi；GS2：60 psi；在多反应监测（MRM）模式下，
春雷霉素的定性离子对为380.50＞200.40（m/z），DP
电压为50.97 V，CE电压为16.29 V，定量离子对为
380.50＞112.40（m/z），其DP电压为50.97 V，CE电压
为23.94 V。
1.6 数据分析
基质效应。样品的基质效应（ME）[9]按式（1）

计算。

ME/%=溶剂标准曲线斜率-基质标准曲线斜率
基质标准曲线斜率 ×100 （1）

式中：基质效应结果为正数表示基质增强效
应，结果为负数表示基质抑制效应；弱基质效应为
- 20%≤ME≤20%；中等基质效应为- 50%≤ME＜
- 20%或20%＜ME≤50%；强基质效应为ME＜- 50%
或ME＞50%[10-11]。
膳食风险评估。依据卫生部2002年发布的《中

国不同人群消费膳食分组食谱》中的膳食结构数据
和已制定的春雷霉素最大残留限量（MRLs），结合
规范残留试验中值（STMR）或最大残留限量（MRL），
可按式（2）计算农药的国家估算每日摄入量（NEDI），
再依据农药的每日允许摄入量（ADI），按式（3）计算
风险商（RQ）[12-14]。

NEDI=∑（STMRi×Fi） （2）

RQ/%= NEDI
ADI×bw×100 （3）

式中：STMRi为农药在某种食品中的规范残留
中值，mg/kg；Fi为一般人群对该食品的消费量，kg；
bw为中国人均体重，kg（一般以63 kg计）；ADI为农
药的每日允许摄入量mg/(kg bw)。
当RQ≤100%时，表示其风险可以接受，RQ值

越小，风险越小；当RQ＞100%时，表示有不可接受
的慢性风险，RQ值越大，风险越大[15-17]。

2 结果与分析

2.1 检测条件的优化
在优化流动相条件时，分别采用乙腈-水、甲醇-

水、乙腈- 0.2%甲酸水、甲醇- 0.2%甲酸水溶液作为
流动相，并采用梯度洗脱法对标准溶液检测分析。
结果发现，加入微量甲酸不仅有助于改善峰型，而
且有助于提高待测物离子化效率，从而提高待测化
合物的检测灵敏度，且甲醇相较于乙腈响应值更高
且峰型较好。因此，最终选择以甲醇- 0.2%甲酸水溶
液作为流动相。
在优化质谱条件时，采用浓度为1 mg/kg的春雷

霉素标准溶液。在正、负离子模式下分别进行全扫，
发现正离子模式下响应相对较高，故选用正离子模
式。进一步采用MS2扫描模式确定子离子，在MRM
模式下对质谱参数进行优化，并选择信号较高的离
子对作为定量离子对。在该条件下，春雷霉素标准
品的保留时间为0.418 min。
2.2 SPE固相小柱的选择

QuEChERS技术目前广泛用于样品的前处理，
仅需几步就可以完成对样品的提取净化，方便快捷，
但其对去除干扰物质的能力较SPE柱略差。本研究首
先尝试采用QuEChERS方法进行处理，在未使用净
化剂时，空白基质在目标化合物出峰位置有很强的
干扰，无法识别目标化合物。在使用PSA、C18和GCB对
样品进行净化后，结果显示，目标物与杂质仍难以
实现分离（图1a）。因此，本研究考虑选用SPE柱对样
品进行净化。MCX柱具有阳离子交换机理，其对碱
性物质有着独特的选择性，适合碱性物质与中性和
酸性物质的分离提取，对于弱碱性的春雷霉素具有
很好的保留能力，可以达到良好的净化效果（图1b）。
2.3 前处理条件的优化
洗脱液在洗脱过程中，不仅可将目标物洗脱还

能将杂质洗脱，因此本研究先对淋洗进行了优化。分
别使用溶剂和基质液配制标准样品，比较4、6、8、
10、12 mL洗脱液的洗脱效率。结果显示，洗脱液在
达到8 mL后淋洗效率最高（图2a），之后略有下降并

时间/min 流速/(mL·min-1) 甲醇/% 0.2%甲酸水/%

0 0.30 95.0 5.0

1.00 0.30 95.0 5.0

2.20 0.30 5.0 95.0

3.40 0.30 5.0 95.0

3.50 0.30 95.0 5.0

5.00 0.30 95.0 5.0

表 1 液相色谱梯度洗脱条件
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图 2 淋洗曲线与不同提取方式的回收率

a.春雷霉素在MCX柱的淋洗曲线 b.不同提取次数时的春雷霉素回收率

图 1 不同净化方式的春雷霉素色谱图

a.净化剂处理的春雷霉素西瓜样品（0.1 mg/kg） b. MCX柱净化的春雷霉素西瓜样品（0.1 mg/kg）

开始趋于稳定，故选用8 mL洗脱液洗脱。使用溶剂
配制的标准样品在第1次上样后的淋洗效率为95%，
而使用基质液配制的标准样品在第1次上样后的淋
洗效率仅为57.3%，将流出液重复上样，其淋洗效率
才符合要求（图2a），故在实际样品检测中采用重复2
次上样再进行淋洗和洗脱。

春雷霉素水溶性大，采用乙腈提取效果不佳，故
在本研究中采用1%甲酸-甲醇作为提取液，在添加
浓度为0.1 mg/kg的条件下，对比样品提取1次和提
取2次的效果，结果发现，对样品提取1次时的回收
率仅为45.6%，提取2次时的回收率为75.3%（图2b），
因此在实际样品检测中用1%甲酸-甲醇提取2次。

2.4 工作曲线、基质效应与定量限
参考春雷霉素的限量标准以及仪器的灵敏度，

使用空白样品提取液和溶剂分别配制浓度范围为
0.01～1 mg/kg的标准溶液，按照1.5节的仪器操作条
件进行分析。春雷霉素的溶剂标准曲线和西瓜基质
标准曲线的回归方程分别为 y=502.15x- 1 169.1
（R2=0.999 8）；y=122.16x- 1 885.5（R2=0.990 2）。结果
表明，其在0.01～1 mg/kg范围内线性关系良好，满
足分析要求。
在对样品进行提取时，一些样品中的共同提取

物会对目标化合物的离子化产生影响[18-19]。结果表
明，西瓜中春雷霉素的基质效应为- 75.7%，表现为
较强的基质抑制效应。因此，本研究采用基质匹配

标准溶液校正法对基质效应进行了补偿，以提高定
量的准确性。
2.5 准确度、精密度与定量限
称取5 g空白的西瓜全瓜样品，加入春雷霉素标

准品，其加标水平分别为0.01、0.1 mg/kg和1 mg/kg。
按照上述方法进行测定，每个水平平行测定5次，计
算加标回收率和相对标准偏差，结果见表2。加标回
收试验结果显示，在0.01～1 mg/kg加标范围内，西瓜
全瓜样品中的春雷霉素平均回收率为71.0%～
79.0%，相对标准偏差（RSD）为4.7%～4.9%，说明该
方法具有较好的精密度及准确度，可以满足春雷霉
素残留分析的要求。相关谱图见图3。本试验中以最低
添加水平确定定量限（LOQ），定量限为0.01 mg/kg。
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有效成分 样品 加标浓度/(mg·kg-1)
回收率/%

平均回收率/% 相对标准偏差/%
1 2 3 4 5

春雷霉素 西瓜

0.01 65.6 65.4 71.6 77.5 75.1 71.0 4.9

0.1 73.2 70.6 72.2 77.0 83.7 75.3 4.7

1 70.2 80.3 85.2 80.2 79.1 79.0 4.9

表 2 春雷霉素在西瓜中加标回收率及相对标准偏差（n=5）

图 3 实际样品色谱图

a.空白西瓜样品 b.春雷霉素标准溶液（0.1 mg/kg）

c.春雷霉素基质标准溶液（0.1 mg/kg） d.春雷霉素西瓜样品（0.1 mg/kg）

表 3 春雷霉素膳食风险评估

2.6 实际样品检测与膳食风险评估
为了验证方法的可靠性和实用性，运用本方法

对西瓜田间实际样品进行测定。田间试验于10个试
验地点进行，距最后1次施药7 d后，春雷霉素在西瓜
中的规范残留中值（STMR）不超过0.01 mg/kg，最高
残留值（HR）为0.047 mg/kg。

结合我国农药登记情况和我国居民的人均膳
食结构，普通人群对春雷霉素的国家估算每日摄入
量（NEDI）为0.070 3 mg，日允许摄入量为7.119 mg，风
险商（RQ）为0.99%，该研究结果说明其对一般人群
健康不会产生不可接受的风险。其膳食风险评估结
果见表3。

食物种类 Fi/kg 参考限量/(mg·kg-1) 限量来源 NEDI/mg 日允许摄入量/mg RQ/%

米及其制品 0.239 9 0.1 糙米，中国 0.023 99

面及其制品 0.138 5

其他谷类 0.023 3

薯类 0.049 5

干豆类及其制品 0.016

深色蔬菜 0.091 5 0.1 辣椒，中国 0.009 15

浅色蔬菜 0.183 7 0.2 黄瓜，中国 0.036 74

ADI×63

腌菜 0.010 3
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3 结论

本研究建立了西瓜中春雷霉素残留分析方法。
样品采用1%甲酸-甲醇提取，Oasis MCX固相萃取
柱净化，高效液相色谱-串联质谱仪检测，有效降低
了样品基质的干扰，提高了分析的灵敏度和准确度。
方法定量限为0. 01 mg/kg。在0.01～1 mg/kg加标水
平下，春雷霉素在西瓜中的平均回收率为71.0%～
79.0%，相对标准偏差为4.7%～4.9%。该方法前处理
过程简便、快速，检测结果的精密度及准确度均能
达到残留分析要求。田间实际样品检测结果表明，按
照推荐剂量（30 g a.i./hm2）施用春雷霉素，其在西瓜
上的残留试验中值不超过0.01 mg/kg，最高残留值
为0.047 mg/kg。膳食风险评估结果表明，普通人群
对春雷霉素的国家估算每日摄入量为0.070 3 mg，
风险商为0.99%，远小于100%，说明春雷霉素对一般
人群健康不会产生不可接受的风险。
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食物种类 Fi/kg 参考限量/(mg·kg-1) 限量来源 NEDI/mg 日允许摄入量/mg RQ/%

水果 0.045 7 0.01 本试验中值 0.000 457

坚果 0.003 9

畜禽类 0.079 5

奶及其制品 0.026 3

蛋及其制品 0.023 6

鱼虾类 0.030 1

植物油 0.032 7

动物油 0.008 7

糖、淀粉 0.004 4

食盐 0.012

酱油 0.009

合计 1.028 6 0.070 3 7.119 0.99

ADI×63

（续表 3）
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