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摘要:目的:建立一种绿色、无需衍生化的离子色谱串联

质谱(ICＧMS/MS)测定茶叶中草甘膦及其代谢产物氨甲

基磷酸 残 留 量 的 方 法.方法:茶 叶 样 品 经 ２０ mmol/L
NaOH 水溶液超声提 取 后,以 分 散 固 相 萃 取 法(１５０mg
乙二胺ＧNＧ丙基硅烷、１５mgC１８、１５mg石墨化炭黑)对样

品进行净化.采用ICＧMS/MS测定草甘膦及氨甲基磷酸

残留,以３５mmol/L氢氧化钠水溶液为流动相,在离子色

谱柱 AS１１ＧHCＧ４μm(２mm×２５０mm)上进行分离,串联

质谱多反应监测模式进行分析,并采用稳定同位素内标法

进行定量.结果:草甘膦和氨甲基磷酸在５~２００ng/mL
质量浓度范围内线性良好,其相关系数分别为０．９９９８和

０．９９８２.茶 叶 中 草 甘 膦 和 氨 甲 基 磷 酸 的 检 出 限 均 为

０．０５mg/kg,定量限均为０．１０mg/kg.草甘膦和氨甲基

磷酸 的 平 均 加 标 回 收 率 分 别 为 ６１．２％ ~１０４．９％,

６１．５％~８３．２％,RSDs均＜２０％.结论:该方法符合绿色

分析化学要求,可用于茶叶中草甘膦和氨甲基磷酸残留

量的测定.

关键词:离子 色 谱 串 联 质 谱 法;草 甘 膦;氨 甲 基 磷 酸;茶

叶;绿色分析化学

Abstract:Objective: This study aimed to develop an ion

chromatographyＧtandem massspectrometry(ICＧMS/MS)forthe

analysis of glyphosate and its metabolite amino methyl

phosphoricacid(AMPA)residuesinteawithoutderivatization．

Methods: Tea samples were ultrasonically extracted with

２０mmol/LNaOHaqueoussolutionandcleanedupbydispersive

solidＧphaseextraction(１５０mgprimaryＧsecondaryamine(PSA),

１５mgC１８,１５mggraphitizedcarbonblack(GCB))．Thesamples

wereseparatedonanionchromatographiccolumn AS１１ＧHCＧ

４μm (２mm×２５０mm)byusinganisometricelutionprocedure

of３５ mmol/Laqueoussolutionofsodium hydroxideasmobile

phase．Amultiplereactionsmonitoring(MRM)modelwasused

toobtainthesensitivityofthe method,andtheisotopically

labeledinternalstandardswereappliedinthecalibrationprocess．

Goodlinearitiesandrecoverieswereobtainedinthevalidation

process．Results:ThecorrelationcoefficientsR２were０．９９９８and

０．９９８２,respectively．Thedetectionlimitsofglyphosateand

AMPAintea wereboth０．０５ mg/kg,andthequantification

limits were both ０．１０ mg/kg．The average recoveries of

glyphosateand AMPA were６１．２％ ~１０４．９％ and６１．５％ ~

８３．２％,respectivelywithRSDslessthan２０％．Conclusion:This

methodmeetstherequirementsofgreenanalyticalchemistryand

can be used for routine detection of glyphosate and

aminomethylphosphoricacidresiduesintea．

Keywords:ICICＧMS/MS;glyphosate;aminomethylphosphoric

acid;tea;greenanalyticalchemistry

草甘膦(glyphosate,Gly)是一种广谱、灭生性、氨基

酸类除草剂,对多年生杂草非常有效,是目前使用量最大
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的除草剂之一[１－２],被广泛用于茶园、果园等.若不按照

规范使用会造成草甘膦残留,长期食用含草甘膦的茶叶

会增加患非霍奇金淋巴瘤癌症的风险[３].研究[４]表明,

植 物 会 代 谢 草 甘 膦 产 生 氨 甲 基 膦 酸 (amino methyl

phosphoricacid,AMPA),作为草甘膦的代谢标 志 物,

AMPA对水生生物和哺乳动物具有长期的毒性作用,且
具有蓄积性.GB２７６３—２０２１规定草甘膦在茶叶中的最

大残留限量为１mg/kg,茶叶中的草甘膦不符合食品安全

国家标准的情况时有发生[５],影响了中国茶叶产业的

发展.

草甘膦为极性离子型农药,溶于水而不溶于有机溶

剂[６],与茶叶中的有机物具有很强的结合能力,对其残留

量分析的难度较大[７].常用的检测方法有免疫法、毛细

管电泳法、高效液相色谱法、气相色谱—氮磷检测法、气
相/液相色谱—质谱联用法[７－９]和高效液相色谱—高分

辨质谱法[１０－１１]等.采用气相/液相色谱—质谱联用法检

测均需衍生化,操作复杂、时间长[１,１２],且由于结构中存

在氨基和磷酸基团,草甘膦与 AMPA 在流动相中容易形

成内盐,导致在普通反相色谱柱中的保留能力差.亲水

作 用 色 谱 柱 (hydrophilicinteractionchromatography,

HILIC)虽然可以改进保留能力,但需要平衡的时间长,重
复性也较差,且均需要使用大量的有机溶剂,易造成环境

污染.绿色分析检测技术是以无污染或少污染理念为核

心内容,弥补了传统食品检验技术有机溶剂消耗大等的

不足,可最大限度减少或消除分析过程中有害物的产生,

将环境污染降到最低[１３].同时,草甘膦与 AMPA在水溶

液中易形成离子化合物,因此可以利用离子交换柱分离

草甘膦残留,经抑制器转换成电导值高的离子型化合

物[１４－１５],不需要衍生,对于这类亲水性农药残留的测定

有特殊的优势[１６].离子色谱的流动相多为 NaOH、KOH
水溶液,有机试剂使用量小,且抑制反应产物为水[１７－１８],

符合绿色分析化学要求[１７－１９].

目前,离子色谱法主要应用于食品中离子型化合物

的检测,如测定现煮咖啡中氯酸盐[２０]以及水果和蔬菜中

高极性阴离子农药的多残留等[１６,２１],且多以水质等基质

干扰相对较小的样品分析为主[２２－２４],主要是由于基质复

杂,干扰因素较多,以致在离子色谱检测器端杂峰较多,

检出限难以得到保证[２５],而茶叶的基质效应更是仪器分

析的难点[２６－２７].茶叶中大量的色素、氨基酸等物质必然

会严重干扰离子色谱测定草甘膦和 AMPA 的信号,限制

离子色谱在茶叶分析中的应用.将离子色谱与串联质谱

联 用 (ionchromatographytandem massspectrometry,

ICＧMS/MS)可提高对于茶叶等复杂基质分析的抗干扰能

力和灵敏度,但还需要针对茶叶样品基质特征和草甘膦

等的理化性质,优化与ICＧMS/MS分析配套的前处理方

法,探究ICＧMS/MS在茶叶中草甘膦及 AMPA 检测的适

用性.QuEChERS是一种基质固相分散的快速样品处理

技术,通过吸附剂与样品中的杂质相互作用,如各种糖

类、有机酸、色素等,从而使基质复杂的样品能实现快速、

高效和经济的分离提取,可针对茶叶基质干扰严重的特

点进行改进优化.

研究拟利用 QuEChERS前处理技术,结合ICＧMS/

MS法同时检测茶叶中草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸,通
过优化仪器参数、改进前处理方法,建立无需衍生化的茶

叶中草甘膦和 AMPA检测方法,以期提高检测效率.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

草甘膦、氨甲基磷酸标准品:纯度９９．０％,上海安谱

实验科技股份有限公司;

内标１３C２,１５NＧ草甘膦:纯度９７．１％,上海安谱实验科

技股份有限公司;

氢氧化钠:优级纯,国药集团化学试剂有限公司;

试验用水为超纯水;

乙二胺ＧNＧ丙基硅烷(PSA)、十八烷基键合硅胶吸附

剂(C１８)、石墨化炭黑(GCB):美国Supelco公司;

茶叶:市售.

１．２　仪器与设备

三重四极杆质谱仪:TSQ Altis型,美国赛默飞世尔

科技公司;

高压离子色谱仪:ThermoICSＧ５０００型,配 EGC淋洗

液发生器、辅助泵、ASＧAP 自动进样器、ASRS３００２mm
阴离子抑制器、电导检测器,美国赛默飞世尔科技公司;

离子色谱柱:IonPacAS１１ＧHC 型,４μm×２ mm×
２５０mm,美国赛默飞世尔科技公司;

离心机:Centrifuge５８１０型,艾本德中国有限公司;

涡旋仪:IKA MS３digital型,德国IKA公司;

电子天平:ME２０４型,梅特勒—托利多仪器上海有

限公司;

去离子水发生器:MilliＧQ型,美国 Millipore公司.

１．３　试验方法

１．３．１　前处理方法　
(１)标准溶液配制:分别取草甘膦、氨甲基膦酸和内

标１３C２,１５NＧ草甘膦标准品,用超纯水溶解并配制成质量

浓度为１μg/mL的标准储备液.用超纯水梯度稀释成质

量浓度为５,１０,２０,５０,１００,１５０,２００ng/mL的标准溶液

工作曲线.
(２)样品处理:将茶叶样品粉碎过网筛,称取５g样

品,加入同位素内标工作液,用２０mmol/LNaOH 水溶液

定容,涡旋１ min,超声提取２０ min,４０００r/min 离心

５min.取２mL 上清液加入净化剂(１５０mgPSA、１５mg
C１８、１５mgGCB),涡旋１min,过０．２２μm 水相滤膜,ICＧ

４４
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MS/MS检测.

１．３．２　离子色谱条件　采用 AS１１ＧHCＧ４μm(２ mm×
２５０mm)离子色谱柱;淋洗液浓度为３５mmol/LNaOH
溶液,等度淋洗,流速为０．３５mL/min;AERS２mm 抑制

电导检测 器,抑 制 电 流 为 ７０ mA,抑 制 器 再 生 水 流 速

１mL/min.柱温２５℃,进样量６００μL;初始３０s后,通
过六通阀将流量注入离子源[１６].

１．３．３　质谱条件　离子源为加热 ESI源,质谱扫描方式

为负离子多反应监测模式(MRM),喷雾电压２５００V,离
子传输管温度３５０℃,雾化器温度４５０℃,其他质谱参数

见表１.

表１　MRM 参数†

Table１　TheMRMparameters

分析物 监测离子对(m/z)锥孔电压/V 碰撞能量/V

草甘膦 １６７．８４/１４９．９６a ４０ １０

草甘膦 １６７．８４/６２．９２ ４０ ２４

氨甲基膦酸 １０９．８９/７８．９２a ３５ ２９

氨甲基膦酸 １０９．８９/６２．８５ ３５ ２０
１３C２,１５NＧ草甘膦 １７０．８４/１５２．９７ ４０ １０

　†　a为定量离子.

１．４　方法学考察

用峰面积对浓度进行线性回归,得到线性回归方程

和相关系数[２８].将阴性茶叶基质提取液逐级稀释获得草

甘膦和氨甲基膦酸的检出限(LOD,S/N≥３)和定量限

(LOQ,S/N≥１０).取茶叶样品阴性基质,分别添加１,

２,１０倍LOQ的草甘膦和氨甲基膦酸标准品溶液,每个加

标水平平行６次,计算平均加标回收率和相对标准偏差

(RSD).

１．５　数据采集和分析

所有试验重复３次,分别通过 Xcalibur、Tracefinder
进行质谱数据的采集和草甘膦及氨甲基膦酸的定性定量

分析.应用SAS９．０、GraphPadPrism５和DesignＧExpert
１１软件进行数据统计和绘图.

２　结果与分析

２．１　质谱条件的选择

草甘膦和氨甲基膦酸在负离子模式下的质谱信号响

应值高于正离子模式,因此选择负离子模式进行分析.

分别对两种化合物及其稳定同位素内标的质谱条件包括

锥孔电压、碰撞能量等进行优化,优化后的质谱参数见

表１.草甘膦和氨甲基膦酸的质谱特征碎片离子见图１.

图１　草甘膦和氨甲基膦酸的质谱特征碎片离子

Figure１　Characteristicfragmentionsofglyphosateandaminomethylphosphonicacidbymassspectrometry

２．２　离子色谱条件优化

比较两种阴离子分析柱IonPacAS１６Ｇ９μm(４mm×
２５０mm)和 AS１１ＧHCＧ４μm(２mm×２５０mm)对草甘膦

和氨甲基膦酸的分离效果.结果表明,草甘膦在两种阴

离子柱中均呈良好的峰型,氨甲基膦酸在IonPacAS１６中

峰展宽,有明显的拖尾,在 AS１１ＧHC中具有较好的保留,
峰型良好.从草甘膦和氨甲基膦酸的结构来看,草甘膦

中额外存在的羧酸基团使其在离子色谱柱上的保留能力

比氨甲基膦酸的大.因此,选择阴离子柱 AS１１ＧHCＧ４μm
(２mm×２５０mm).

离子色谱的流动相影响着离子交换平衡,对于离子

在色谱柱上的分离与保留具有重要的作用[２９].在抑制型

离子色谱中,抑制型离子色谱对淋洗液离子是有一定要

求的,要求其通过抑制器后生成的化合物具有低电导的

特点[３０－３１].NaOH、Na２CO３/NaHCO３是应用比较多的

淋洗液之一,OH－ 与 CO２－
３ /HCO－

３ 相比淋洗能力相对较

弱,但在抑制反应中,OH－ 淋洗液的产物是水,水的背景

电导很低,还具有可大体积进样、基线平稳、水负峰小等

优点[３０],这对于方法的灵敏度及信噪比的提高均具有优

势.考虑到流动相的pH 值应高于草甘膦(pKa３为１０．９)
和 AMPA(pKa３为１０．５)的解离常数两个单位才能保证化

合物 完 全 离 子 化,因 此 选 择 ３５ mmol/L NaOH 溶 液

(pH１１．４)作为淋洗液,采用等度洗脱的方式.化合物标

准溶液的典型 MRM 色谱图如图２所示.

２．３　提取条件的选择

草甘膦水溶性极强,不溶于有机溶剂.目前用于草

甘膦提取的溶剂主要有水、碱溶液、酸溶液等[１],SN/T
１９２３—２００７等现行标准中多采用超纯水作为提取溶剂.
但由于离子色谱对样品提取液的离子强度较为敏感,进
而影响后续检测结果的准确度,因此需要探索适合ICＧ
MS/MS茶叶中草甘膦和 AMPA的提取方法.分别选择

超纯水、NaOH水溶液(１０,２０,３０mmol/L)作为提取溶

５４
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图２　草甘膦和氨甲基膦酸的总离子流图和提取离子色谱图

Figure２　Totalionchromatographyandextractedionchromatogramofglyphosateandaminomethylphosphonicacid

剂,同时比较振荡提取和超声波辅助提取两种方式,考察

不同提取溶剂和提取方式对草甘膦和 AMPA提取效率的

影响,结果见图３.采用碱性溶液作为提取溶剂,有利于将

被茶叶有机质结合的草甘膦和 AMPA变成离子形态,提高

回收率.随着 NaOH 浓度的提高,草甘膦和 AMPA的回

收率随之提高,当采用２０mmol/L的 NaOH 溶液提取时,

二者的回收率达最大值,继续增大 NaOH 浓度,草甘膦的

回收率趋于平稳,AMPA的回收率有所降低.与振荡提取

相比,超声辅助提取下茶叶中草甘膦和 AMPA的回收率升

高,可能 与 草 甘 膦 为 内 吸 性 农 药 有 关[１].因 此,采 用

２０mmol/L的 NaOH水溶液超声辅助提取的方法.

２．４　净化方式的选择

茶叶中丰富的色素、多糖、茶多酚等内源性物质对草

甘膦和氨甲基磷酸ICＧMS/MS检测结果影响较大,茶叶

基质的有效净化是排除假阳性结果的关键[９].目前对于

草甘膦、氨 甲 基 膦 酸 净 化 多 使 用 固 相 萃 取 柱,SN/T
１９２３—２００７等前处理均采用阳离子交换柱(CAX)净化,

使用CAX小柱时不能采用真空泵抽气,必须采用常压过

柱方式,不得使小柱干涸,需要多次调节样品提取液的

pH 值,且 固 相 萃 取 柱 价 格 较 高[９].试 验 采 用 吸 附 剂

(PSA、C１８和 GCB)对茶叶提取液进行净化,在前期单因

素分析基础上[７],根据 BoxＧBehnken中心组合设计原理,

以目标物回收率为响应值设计响应面试验,对净化剂用

量进行优化,考察不同净化剂对茶叶基质净化效果的影

响,结果如图４所示.

由图４可知,PSA和GCB用量的等高线为椭圆形,

图３　提取条件对茶叶基质中草甘膦和氨甲基磷酸回收率的影响

Figure３　Effectsofextractionconditionsonrecoveryofglyphosateandaminomethylphosphateinteamatrix
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图４　吸附剂净化对茶叶基质中草甘膦和氨甲基磷酸回收率的影响

Figure４　Effectsofsorbentpurificationonrecoveryofglyphosateandaminomethylphosphateinteamatrix

交互作用显著,C１８ 用量与二者的交互 作 用 均 不 明 显.

PSA可有效去除样品中的糖、有机酸、脂肪酸等极性化合

物,而草甘膦和氨甲基膦酸也属于强极性化合物,过多的

PSA会对二者产生吸附;C１８可吸附脂肪等非极性物质;

GCB可吸附色素、甾醇等[７].综合样品的净化效果及目

标化合物的回收率,最终确定加入１５０mgPSA、１５mg

GCB和１５mgC１８对茶叶基质进行净化.

２．５　基质效应评价

采用茶叶基质标准曲线斜率与溶剂标准曲线斜率比

值评价基 质 效 应 (ME)[３２],ME＞０ 为 基 质 增 强 效 应,

ME＜０为基质抑制效应,０≤|ME|≤２０％为基质对待测

物的信号干扰程度较低,|ME|≥５０％为基质效应干扰强

烈[２６,３２].如图５所示,未净化时茶叶基质中草甘膦和氨

甲基膦酸表现为强基质抑制效应,尤其是氨甲基膦酸,可

能是由于茶叶中氨基酸、色素或类似结构的干扰所致[８].

净化后基质效应显著降低,说明净化是必要且有效的,茶

叶中草甘膦的ME＜１５％,基质干扰较低,氨甲基膦酸的

ME为２４％~２９％,存在中等程度的基质效应,可采用矩

阵匹配曲线来减少茶叶样品中复杂成分对定量过程的不

利影响.

图５　草甘膦及氨甲基膦酸在４种茶叶中的基质效应

Figure５　Matrixeffectsofglyphosateandaminomethyl

phosphonicacidinfourkindsoftea

２．６　方法学评价

２．６．１　线性范围、检出限与定量限　由表２可知,草甘膦

和 AMPA在５~２００ng/mL质量浓度范围内有良好的线

性关系,其相关系数均＞０．９９８.草甘膦和 AMPA的检出

限均为０．０５mg/kg,定量限为０．１０mg/kg.茶叶中草甘

膦的最大残留限量为１mg/kg,试验方法灵敏度可以满足

GB２７６３—２０２１的要求.
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表２　草甘膦和氨甲基膦酸的线性范围、相关系数、检出限和定量限

Table２　Linearrange,correlationcoefficient,LODsandLOQsofglyphosateandAMPA

化合物 线性方程 相关系数
线性范围/

(ngmL－１)

LODs/

(mgkg－１)

LOQs/

(mgkg－１)

草甘膦　　 y＝１．９３９e－３x－１．９２４e－３ ０．９９９８ ５~２００ ０．０５ ０．１０

氨甲基膦酸 y＝６．４７３e－４x－７．０７８e－４ ０．９９８２ ５~２００ ０．０５ ０．１０

２．６．２　特异性　如图６所示,茶叶基质成分未对草甘膦

及氨甲基膦酸检测造成干扰,无杂峰干扰,方法的特异性

良好.

２．６．３　回收率与精密度　为考察试验方法在不同茶叶类

型中的适用性,按制茶工艺选取空白绿茶、红茶、白茶和

普洱茶样本,进行３个水平的加标回收试验,方法的回收

率及精密度见表３.由表３可知,草甘膦和氨甲基膦酸的

平均 加 标 回 收 率 分 别 为 ６１．２％ ~１０４．９％,６１．５％ ~

８３．２％,RSDs 均 ＜２０％,符 合 GB/T ２７４０４—２００８ 的

要求.

２．７　实际样品分析

采用试验方法对市售绿茶(２３份)、红茶(３份)、白茶

(２份)、普洱茶(２份)共３０批次茶叶样本进行测定,其中

１ 批 次 绿 茶 样 品 中 检 出 草 甘 膦 残 留,其 含 量 为

０．０７４mg/kg.试验方法操作简便易行,无需衍生化,可

以用于实际样品的检测.

３　结论

研究建立一种离子色谱串联质谱(ICＧMS/MS)测定

茶叶中草甘膦及其代谢物氨甲基磷酸的方法.该方法前

处理简单,样品经简单水提取和稀释后基于ICＧMS/MS
进行分析,无需衍生化或预浓缩.针对茶叶基质干扰问

题,利用分散萃取净化代替固相萃取小柱,优化净化剂配

比,同时结合同位素内标及基质标曲对数据进行校准后,

将茶叶基质效应降低至可接受范围,各项方法学指标令

图６　方法的特异性

Figure６　Specificityofthemethod
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表３　不同茶叶基质中草甘膦和氨甲基膦酸的回收率和

精密度

Table３　 Recovery and precision of glyphosate and

AMPAindifferentteamatrices(n＝６)

样品
加标水平/

(mgkg－１)

草甘膦

回收

率/％

变异系

数/％

氨甲基膦酸

回收

率/％

变异系

数/％

绿茶　 ０．１ ８８．８５７ ０．９７８ ６９．２００ ２．９２１

０．２ ８７．８７８ ０．２１３ ６３．０５２ ３．４８３

１．０ １０４．９６１ ０．７０３ ６８．８０３ ５．４５０

红茶　 ０．１ ６１．１７９ ２．１４８ ６５．１７３ ９．５００

０．２ ８２．０２０ ０．４６９ ６１．５５５ ６．９４９

１．０ ９３．６８５ ３．５９２ ６６．３６４ ６．１４２

白茶　 ０．１ ８０．４４７ ６．８５３ ７１．７２０ １６．２５０

０．２ ７８．６１１ ７．９９９ ８３．２４７ ６．１５７

１．０ ８８．６５７ ６．８１１ ８６．９１３ ５．９７２

普洱茶 ０．１ ６８．２３５ ３．３８９ ６９．３７０ １４．１８９

０．２ ８１．８５６ ６．７７４ ６８．４１６ ９．０９３

１．０ ８９．２９８ １．６８４ ６９．６５７ ９．２３０

人满意.试验方法有机溶剂使用量小,无需衍生,符合绿

色化学的理念,结果稳定准确,可操作性强,且方法学评

价结果满足茶叶中草甘膦及其代谢物的日常检测要求,

具有实际应用价值.后续可利用毛细管离子色谱技术对

试验方法进行持续改进.
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