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超高效液相色谱-质谱法测定茶叶中草甘膦
及其代谢物氨甲基膦酸残留
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摘要：建立了一种固相萃取-超高效液相色谱-质谱法（SPE-UPLC-MS/MS），对茶叶中草甘膦及其
代谢物氨甲基膦酸残留进行定量、 定性分析。 样品经水-二氯甲烷提取，CAX阳离子交换柱净化，
FMOC-Cl丙酮溶液衍生，采用ACQUITY UPLC T3色谱柱分离，多反应监测模式（MRM）检测，电喷
雾离子源（ESI）负离子模式扫描，内标法定量。 结果表明：在质量浓度0.000 5～0.05 mg/L，草甘膦衍
生物及氨甲基膦酸衍生物均呈现出良好的线性关系，相关系数均大于0.999。 在添加水平0.001～
0.02 mg/L时，平均回收率为84.33%～105.62%，相对标准偏差（n=7）为3.38%～5.71%。 方法的检出限
（LOD）在0.001 5～0.002 4 mg/kg，定量限（LOQ）为0.005 1～0.008 4 mg/kg。 本方法灵敏度高，分析
时间短，选择性、稳定性良好，可为茶叶中草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸残留检测提供参考。
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Determination of glyphosate and its metabolite aminomethylphosphonic acid in tea by

ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
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(1. Hangzhou Puyu Technology Development Co., Ltd., Hangzhou 310000, China; 2. Changchun Institute of Product

Quality Supervision and Inspection, Changchun 130000, China)

Abstract: A method of solid-phase extraction-ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry

(SPE-UPLC-MS/MS) was established for the determination of glyphosate and its metabolite aminomethylphosphonic acid

in tea. The samples were extracted with water-dichloromethane, cleaned-by CAX cation exchange column, derivated with

FMOC-Cl solution, analyzed by UPLC-MS/MS in monitoring mode (MRM) with an electrospray ionization source (ESI) in

negative ion mode, and quantified by the internal standard method. The results showed that the derivatives of glyphosate

and aminomethylphosphonic acid presented good linear relationships in the concentration range of 0.0005-0.05 mg/L, with

the correlation coefficients all greater than 0.999. The recoveries were 84.3%-105.6% at the spiked levels of 0.001-0.02

mg/L, and the relative standard deviations (n=7) were 3.38%-5.71%. The method detection limits (LOD) were 0.001 5-0.002 4

mg/kg, the quantification limits (LOQ) were 0.005 1-0.008 4 mg/kg. This method has high sensitivity, short analysis time,

good selectivity and stability, can provide a reference for the detection of glyphosate and its metabolite

aminomethylphosphonic acid in tea.
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草甘膦（glyphosate）是一种灭生性有机磷类除
草剂，被广泛应用于农作物的杂草防除。然而，实际
作用于杂草的草甘膦仅占施用总量的一小部分，大

部分残留成分通过生态循环进入环境，导致农产品、
土壤、水等被污染，进而对人和动物生命健康构成
长期潜在风险[1-3]。
草甘膦自1974年商业化以来，凭借广谱、高效
的除草优点和较低的使用成本，被广泛应用于农业

生产中。但长期以来，草甘膦的滥用、乱用给农作物
生产和农产品质量安全带来了严重隐患，其在农副

产品上的残留通过食物链在人体内富集，对人体健

康产生不良影响。近年来，随着研究的深入，草甘膦
的毒理学效应逐渐明晰。研究表明，草甘膦具有神
经毒性[4-5]、肾毒性[6-7]、心血管毒性[8-10]、发育毒性[11-12]、
肝毒性[13-14]、基因毒性[15-17]、致癌性[18-19]等。
随着草甘膦使用量的增加，其在茶叶上的残留

问题备受关注。我国颁布的《食品安全国家标准 食
品中农药最大残留限量》（GB 2763—2021）中规定，
茶叶中草甘膦最大残留限量（MRL）为1 mg/kg；日本
和欧盟规定茶叶中草甘膦的最大残留限量分别为

1 mg/kg和2 mg/kg。开发对茶叶中草甘膦残留简单、
高效、低成本的检测技术尤为重要。查阅相关资料，
可知目前草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸检测手段

有液相色谱-质谱法 [20-22]、液相色谱法 [23-25]、气相色
谱-质谱法[26]、气相色谱法[27]。
为对茶叶中草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸进

行高效、准确的定量分析，本研究利用固相萃取前
处理方式对茶叶样品进行净化，对茶叶中残留的草

甘膦及其代谢物氨甲基膦酸进行富集分离，并利用

超高效液相色谱-质谱联用技术进行检测。通过优
化液相色谱和质谱条件，获得较好的检测灵敏度和

色谱峰峰形，且方法的稳定性和回收率良好。该方
法可用于对茶叶中草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸

残留进行准确、高效的定量分析。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂
EXPEC 5210超高效液相色谱-串联三重四极

杆质谱仪（配备电喷雾离子源ESI），杭州谱育科
技发展有限公司；HY-8A调速多用振荡器，梅香仪
器（上海）有限公司；EUFO-945616旋涡混合仪，
美国Talboys公司；N-EVAP-112型氮吹仪，美国
Organomation公司；LE204E/02型万分之一分析天
平，梅特勒-托利多仪器有限公司；H1750R高速冷冻

离心机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司。
乙腈（色谱纯），美国赛默飞世尔科技公司；二

氯甲烷、丙酮、盐酸均为分析纯，国药集团化学试剂
有限公司；甲酸、甲醇均为色谱纯，上海安谱实验科
技股份有限公司；磷酸二氢钾（优级纯），天津市

光复精细化工研究所；硼酸钠（优级纯），上海麦

克林生化科技有限公司；氢氧化钾（优级纯），北京

化工厂；FMOC-Cl（1.00 g，9-芴甲基氯甲酸酯）；草
甘膦（PMG）、氨甲基膦酸（AMPA）、1,2-草甘膦-
C13N15标准溶液，质量浓度均为100 mg/L，上海安
谱璀世标准技术服务有限公司。CAX阳离子交换
柱（AG 50W-X8，200～400目），伯乐生命医学产品
（上海）有限公司。
1.2 溶液配制
草甘膦、氨甲基膦酸标准工作溶液（1μg/mL）：准

确移取质量浓度为100 mg/L的草甘膦、氨甲基膦酸
标准溶液各0.01 mL于1 mL容量瓶（PP材质）中，加
入超纯水定容至1.00 mL，于冰箱中冷藏。
同位素内标1,2-草甘膦-C13N15标准工作溶液（10

μg/mL）：准确移取质量浓度为100 mg/L的1,2-草甘
膦-C13N15标准溶液0.1 mL于1 mL容量瓶中，加入超
纯水定容至1.00 mL，于冰箱中冷藏。
磷酸氢二钾溶液：称取8 g磷酸氢二钾于80 mL
超纯水中，加入6.7 mL盐酸和20 mL甲醇，混匀。固
相萃取洗脱液：准确量取80 mL超纯水、1.4 mL盐酸
和20 mL甲醇，混匀。硼酸盐水溶液（pH=9）：称取
2.5 g四硼酸钠（Na2B4O7·10H2O）于50 mL容量瓶中，
用超纯水定容至刻度。FMOC-Cl丙酮溶液（1 000
μg/mL）：称取100 mg FMOC-Cl于100 mL容量瓶中，
用丙酮定容至刻度。
1.3 试验方法
1.3.1 前处理试验
提取：取粉碎均匀的茶叶样品5.0 g于200 mL离
心管中，加入0.1 mL草甘膦同位素内标标准工作溶
液、100 mL超纯水、50 mL二氯甲烷，于振荡器上振
荡0.5 h，6 000 r/min离心5 min。转移上层溶液至另
一离心管中，剩余残渣再加入50 mL超纯水重复提
取1次，合并2次提取液，充分混匀。移取5 mL于10
mL具塞试管中，加入磷酸氢二钾溶液0.5 mL，调节
pH至2左右，涡旋混匀。
净化：用10 mL超纯水活化CAX阳离子交换柱，
加入提取液1.0 mL，用洗脱液淋洗3次，每次1 mL，
再用10 mL洗脱液洗脱，收集的液体于50℃氮吹至
干，用1 mL硼酸盐水溶液溶解。
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衍生化：向净化液中加入200 μL FMOC-Cl丙酮
溶液，混匀，室温下进行衍生化反应12 h，衍生液过
0.45 μm滤膜，供UPLC-MS/MS上机测定。
1.3.2 液相色谱条件
色谱柱：Waters ACQUITY UPLC T3（2.1 mm×

100 mm，1.8 μm）；柱温：40℃；流动相：A相为1%
甲酸水溶液，B相为1%甲酸乙腈溶液；流速：0.4
mL/min；进样量：10 μL。梯度洗脱程序如表1。
1.3.3 质谱条件
采用电喷雾离子源（ESI）；毛细管高压：3.8 kV；
去溶剂气温度：480℃；去溶剂气流速：7 L/min；雾化
气流速：1.1 L/min；反吹气流速：1.0 L/min；真空接口

温度：105℃；碰撞气流速：0.5 mL/min（气体纯度
99.999%）。选择多反应监测模式（MRM）采集数据，
扫描模式为负离子（ESI-）扫描，各目标化合物监测
离子信息如表2所示。

时间/min 流动相A/% 流动相B/%

0 80 20

2.0 80 20

3.5 5 95

3.7 80 20

5.0 80 20

表 1 梯度洗脱程序

化合物 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 驻留时间/s

草甘膦衍生物 3.42 390.05 167.95*、149.95
50 15 0.1

50 25 0.1

氨甲基膦酸衍生物 3.52 332.05 110.00*、135.95
50 5 0.1

50 15 0.1

1,2-草甘膦-C13N15衍生物 3.42 393.05 170.95、152.95
50 20 0.1

50 15 0.1

注：*表示定量离子。

表 2 目标化合物监测离子参数信息

2 结果与讨论

2.1 液相色谱条件优化
本研究在开发初期选用ACQUITY UPLC BEH

C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）色谱柱，以超纯水和
乙腈作为流动相进行分析。草甘膦衍生物和氨甲基
膦酸衍生物极性较大，亲水性强，在C18色谱柱中无

保留，草甘膦衍生物在0.9 min出峰，且色谱峰峰形
出现宽拖尾，灵敏度较差。为改善峰形，向水相中加
入2 mmol/L乙酸铵，色谱峰的峰形有所改善，但灵敏
度大幅度降低，且草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生

物色谱峰出峰时间在0.75 min，在此色谱柱中依旧无
保留。试验改用对亲水性化合物和极性化合物保留
能力更强的ACQUITY UPLC T3（2.1 mm×100 mm，
1.8 μL）色谱柱，流动相选择乙腈和超纯水，流动相
中加入甲酸调节pH以改善色谱峰峰形。乙腈和超纯
水中甲酸质量分数分别设为0.1%、0.2%、0.5%、1%。
结果表明，当流动相中甲酸质量分数分别为0.1%和
0.2%时，草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物的灵敏
度高于质量分数0.5%和1%的灵敏度，但草甘膦衍生
物峰形拖尾严重且存在色谱峰分裂现象。流动相中
甲酸添加质量分数为0.5%时，草甘膦衍生物峰形明

显改善，色谱峰稍微拖尾。流动相中甲酸添加质量
分数为1%时，草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物的
检测灵敏度、峰形、保留时间均能满足检测要求。
综上，确定以1%甲酸水溶液和1%甲酸乙腈溶液为
流动相。样品中草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物
的定量离子通道TIC图见图1，草甘膦衍生物和氨甲
基膦酸衍生物质量浓度均为0.01 μg/mL。

2.2 质谱条件优化
用超纯水稀释制备质量浓度为1 mg/L的草甘膦
衍生物和氨甲基膦酸衍生物标样溶液，在ESI＋和
ESI-扫描模式下，使用MS Scan模式扫描草甘膦衍生
物和氨甲基膦酸衍生物母离子。结果显示，草甘膦

图 1 草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物
定量离子通道 TIC 图

杜光光，等：超高效液相色谱-质谱法测定茶叶中草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸残留
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衍生物母离子在ESI-扫描模式下的色谱峰响应远远
高于ESI＋扫描模式下的色谱峰响应，因此确定检测
扫描模式为负离子模式。在product ion模式下寻找子
离子，以响应最高的碎片离子为定量离子，响应次

于定量离子的碎片离子为定性离子，并在多反应监

测模式（MRM）下优化碰撞能量。图2为草甘膦衍生
物和氨甲基膦酸衍生物的质谱图。

2.3 标准曲线、检出限及定量限
配制标准曲线工作溶液：准确移取适量草甘

膦、氨甲基磷酸及同位素内标1,2-草甘膦-C13N15标准

工作溶液，配制质量浓度分别为0.000 5、0.001、
0.002、0.005、0.01、0.02、0.05 mg/L的混合标准工作
液，同位素内标1,2-草甘膦-C13N15质量浓度为0.006
mg/L，溶剂为水。向各标准工作溶液中加入200 μL
硼酸盐水溶液和200 μL FMOC-Cl丙酮溶液进行衍
生化反应。在上述色谱、质谱条件下进样，采用内标
法拟合，纵坐标（y）为各目标化合物的定量离子色谱
峰面积与同位素内标定量离子色谱峰面积相对响

应，横坐标（x）为目标物标准工作溶液的质量浓度。
草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物在线性范围内

拟合关系良好，相关系数均大于0.999。草甘膦衍生
物和氨甲基膦酸衍生物的线性回归方程、相关系数
见表3。图3为草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物标
准物质的典型谱图（0.01 mg/L）。
用空白样品制备质量浓度为0.001 mg/L的草

甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物溶液，按照信噪

比S/N≥3计算检出限（LOD），S/N≥10计算定量限
（LOQ）。

图 2 草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物质谱图

化合物 相关系数 线性方程 线性范围/(mg/L) 检出限/(mg/kg) 定量限/(mg/kg)

草甘膦衍生物 0.999 1 y=0.200 7x＋0.114 6 0.000 5～0.05 0.001 5 0.005 1

氨甲基膦酸衍生物 0.999 2 y=0.066 1x＋0.026 4 0.000 5～0.05 0.002 4 0.008 4

表 3 草甘膦、氨甲基膦酸衍生物的线性范围、回归方程、检出限、定量限

2.4 回收率和稳定性
准确吸取草甘膦、氨甲基膦酸标准工作溶液加

入空白茶叶样品中，配制0.001、0.005、0.020 mg/L的
加标样品，混合均匀，进行前处理后采用超高效液

相色谱-串联三重四极杆质谱仪分析检测，进行加

标回收试验。每个加标样品平行检测7次，考察回收
率和方法精密度。结果表明，草甘膦、氨甲基膦酸的
回收率为84.33%～105.62%，峰面积的相对标准偏
差（RSD）在10%以下，方法回收率和稳定性良好。3
个加标样品回收试验检测浓度如图4所示，试验结
果如表4所示。

图 3 草甘膦、氨甲基膦酸及同位素内标衍生物
标准工作溶液 TIC 图

图 4 草甘膦、氨甲基膦酸加标样品检测结果
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2.5 方法选择性
草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物定量离子

通道TIC色谱图中无杂峰存在，表明样品基质对草
甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物定量无影响。整体
试验无内源性物质干扰定量结果准确性，在检测过

程中可避免假阳性结果出现，方法专属性和选择性

较好。此方法可以对茶叶中的草甘膦、氨甲基膦酸
残留进行分析检测。
2.6 实际样品检测分析
在本试验的方法学验证数据结果良好的情况

下，对市场上采购的茶叶样品进行检测。结果显示，
所购茶叶中，草甘膦、氨甲基膦酸均未检出。

3 结论

本文建立了一种基于超高效液相色谱-三重四

极杆质谱联用技术检测茶叶中草甘膦、氨甲基膦酸
残留的方法，样品经提取、净化、衍生化等过程，再
进行分析检测。研究过程中遇到的难点在于草甘膦
衍生物因其化合物结构决定其极性较大、亲水性强，
使用普通反相色谱柱，草甘膦衍生物和氨甲基膦酸

衍生物均无保留，在1 min内出峰；检测方法开发初
期使用正离子扫描模式，在优化了去溶剂气温度和

离子源气流速后，灵敏度仍达不到检测要求；此外，

流动相pH不合适导致色谱峰峰形较差。因茶叶中草
甘膦最大残留限量较低，所以检测灵敏度尤为重

要，ESI负离子扫描模式的灵敏度远远高于正离子
扫描模式。对草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物使
用T3色谱柱分析，T3色谱柱是通用的硅胶反相C18

柱，采用三官能团键和技术，低配密度C18烷基链键

合和封端技术。它不仅能保留和分离水溶性的极性
小分子有机化合物，而且还能耐受更宽的pH范围，
在增强极性化合物保留能力的同时，维持了对中等

和强疏水化合物的适度保留能力。本研究通过优化
超高效液相色谱条件，改变流动相中甲酸比例，更

换对极性和亲水性化合物保留能力更好的T3色谱
柱，使草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物保留时间

在3 min之后，色谱峰峰形良好。通过改变质谱扫描
模式、去溶剂气温度、离子源气流速以及优化碰撞

能量，得到草甘膦衍生物和氨甲基膦酸衍生物的特

征离子。方法学验证结果显示：在草甘膦衍生物、氨
甲基膦酸衍生物定量离子通道内无样品基质干扰，

减少了检测过程中假阳性结果的出现。本方法选择
性好、分析时间短且稳定性良好，检出限和定量限
远低于国家标准对茶叶中草甘膦的限量要求。该方
法可为茶叶中草甘膦、氨甲基膦酸的残留检测提供
技术参考。
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先正达四元复配除草剂 StorenTM在加拿大上市
近日，先正达在加拿大推出四元复配除草剂StorenTM（精异丙甲草胺29.30%＋硝磺草酮3.34%＋砜吡草唑1.63%＋氟吡
草酮0.81%），旨在为种植者提供更高效的杂草防控解决方案。

StorenTM应用窗口期长，从播种前到玉米4叶期均可使用，能确保玉米在生长的关键阶段（出苗到封垄）免受杂草影响，为
作物生长创造良好条件。其还可削减杂草种子库基数，为次年杂草管理提供有力支持，助力农业可持续发展。
先正达除草剂技术负责人表示，随着除草剂抗性问题的日益严峻，水麻和长芒苋等杂草的抗性风险日益凸显，种植者

对新型除草剂解决方案的需求迫切。StorenTM含有4种有效成分，可与草甘膦等桶混使用，能有效防控水麻、加拿大飞蓬、长芒
苋和一年生早熟禾等多种难防及抗性杂草，从而实现更可靠、更持久的防除效果。 （来源：Syngenta Canada、AgroPages等）
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