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多壁碳纳米管分散固相萃取-液质联用技术测定 
茶叶中草甘膦、草铵膦、氨甲基膦酸残留量 

冯月超 1, 马立利 1, 贾  丽 1, 张春梅 1, 刘  艳 1*, 范筱京 1, 潘灿平 2 
(1. 北京市理化分析测试中心, 北京市食品安全分析测试工程技术研究中心, 北京  100089; 

2. 中国农业大学理学院, 北京  100193) 

摘  要: 目的  建立茶叶中草甘膦、草铵膦和氨甲基膦酸残留量的超高效液相色谱串联质谱分析方法。方法  

样品经水提取后采用分散固相萃取技术, 以多壁碳纳米管(MWCNTS)和N-丙基乙二胺键合固相吸附剂(PSA)吸

附提取液中的杂质, 上清液用 9-芴基氯甲酸酯(FMOC-Cl)衍生。衍生物用 BEH C18进行分离, 以乙腈-4 mmol

乙酸铵水溶液为流动相, 电喷雾正离子模式电离(ESI+), 多反应监测模式检测(MRM), 外标法定量。结果  方

法的线性范围是 0.1∼1 μg/mL, 相关系数大于 0.999, 定量限为 10 μg/kg, 以绿茶为基质, 三种物质添加水平分

别为 0.25、0.50、1.00 mg/kg, 回收率范围分别为草甘膦 95%~116%, 草铵膦 98%~118%, 氨甲基膦酸 74%~84%, 

精密度均小于 6.79%(n=6)。结论  该方法具有简便快速、灵敏度高、准确性强等特点, 适合于测定茶叶中草甘

膦、草铵膦和氨甲基膦酸的含量。 
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Determination of glyphosate, glufosinate and aminomethylphonic acid 
residues in tea by liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

using multi-walled carbon nanotubes as dispersive solid-phase 
extraction sorbent 

FENG Yue-Chao1, MA Li-Li1, JIA Li1, ZHANG Chun-Mei1, LIU Yan1*, FAN Xiao-Jing1, PAN Can-Ping2 
(1. Beijing Engineering Research Center of Food Safety Analysis, Beijing Center for Physical and Chemical Analysis, 
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ABSTRACT: Objective  An ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) 
analysis method was established for simultaneous determination of glyphosate, glufosinate and aminomethyl-
phonic acid (AMPA) in tea. Methods  The sample was extracted with water, and cleaned up by multi-walled 
carbon nanotubes(MWCNTS)and primary-secondary amine(PSA)as dispersive solid-phase extraction sorbent, 
then derived using fluorenyl methyl chloroformate(FMOC-Cl). The derivatives were separated by ACQUITY 
UPLC BEH C18 column, using acetonitrile and 4 mmol/L ammonium acetate as the mobile phase. The identifi-
cation and quantification of glyphosate, glufosinate and AMPA were carried out by MS/MS in positive electro-
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spray ionization(ESI+) and multiple reaction monitoring(MRM) mode, and the quantification analysis was per-
formed by external standard method. Results  The calibration curve showed a good linearity in the range of 
0.1∼1 μg/mL with the correlation coefficient r2> 0.999. The quantification (LOQ) limits were 10 μg/kg. The 
average recoveries of glyphosate, glufosinate and AMPA spiked at 0.25, 0.50 mg/kg and 1.00 mg/kg levels in 
green tea were 95%~116%, 98%~118% and 74%~84%, and the relative standard deviations (RSD, n=6) were 
lower than 6.79%. Conclusion  This method is simple, effective and sensitive, and it is suitable for the deter-
mination and confirmation of glyphosate, glufosinate and AMPA in tea. 
KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; glyphosate; glufosinate; 
aminomethylphonic acid; tea; multi-walled carbon nano-tubes; dispersive solid-phase extraction 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

1  引  言 

草甘膦具有高效、低毒等特点, 是目前使用最广
泛的除草剂, 与草甘膦相比草铵膦对部分多年生恶
性杂草的去除效果更好, 在高经济价值作物领域更
有市场竞争力, 是目前用量仅次于草甘膦的世界第
二大转基因作物耐受除草剂, 并且近年来草铵膦的
消费增长明显 , 呈现替代草甘膦的趋势。GB 
20763-2012《食品中农药最大残留限量》中规定, 茶
叶中草甘膦的最大残留量为 1 mg/kg, 草铵膦为 0.5 
mg/kg。氨甲基膦酸(AMPA)是草甘膦的代谢产物, 这
三种物质的分子结构非常相似, 见图 1。随着茶叶的
消耗量日益增加, 为防止除草剂的滥用, 保证检测茶
叶的安全健康, 研究同时测定茶叶中这三种物质残
留非常必要。 

目前检测食品中草甘膦、草铵膦和氨甲基膦酸的

方法有酶联免疫法[1]、毛细管电泳法[2,3]、气相色谱和

气质联用法[4-6]、液相色谱法和液质谱联用法[7-14]。气

相和液相色谱法具有方法稳定、定量准确的优点, 但
是由于草甘膦、草铵膦、氨甲基膦酸均为强极性化合

物, 不溶于大部分有机溶剂, 既无紫外吸收, 又不易
挥发 [8], 且在常规反相柱上没有保留 , 难以利用气

相色谱和高效液相色谱进行分离测定 ; 另一方面 , 
由于缺少生色基团, 难以直接利用紫外和荧光检测
器进行检测, 因此, 柱前或柱后衍生方法常用于改
善气相色谱和高效液相色谱的色谱行为及提高检测

响应值[10,14]。FMOC-Cl是比较理想的衍生剂, 因为其
与草甘膦、草铵膦和氨甲基膦酸衍生反应快且生成的

衍生物比较稳定。 
目前检测草甘膦的传统前处理方法是将样品用

水提取后用固相萃取柱净化[4-11], 过程比较复杂, 多
壁碳纳米管(multi-walled carbon nano-tubes, MWCNTS)
作为一种新型吸附材料, 具有快速吸附叶绿素等色
素的能力, 目前已有很多研究成果应用于农药残留
的快速检测方面[15-19]。本实验采用多壁碳纳米管和

N-丙基乙二胺键合固相吸附剂 (primary-secondary 
amine, PSA)两种吸附剂对提取液进行净化, 采用超高
效液相色谱串联质谱法检测, 建立了测定茶叶中的草
甘膦、草铵膦、氨甲基膦酸残留量的快速分析方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

2.1.1  仪  器 
ACQUITY 超高效液相色谱仪-Xevo TQ-S 四级 

 
草甘膦                      草铵膦                            氨甲基膦酸 
分子量: 169.1                分子量: 198.2                        分子量: 111.0 

图 1  草甘膦、草铵膦和氨甲基膦酸的分子结构式 
Fig. 1  Chemical structures of glyphosate, glufosinate and AMPA 
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杆串联质谱仪购自美国 Waters公司; 4K15型高速冷
冻离心机购自美国 Sigma公司; SI Vortex Genie2型漩
涡振荡器, 美国 Scientific Industries公司; HHS型恒
温水浴锅: 上海博迅实业有限公司医疗设备厂出品; 
超纯水仪: Millipore, 型号: elix10。 
2.1.2  试剂与材料 

草甘膦、草铵膦、氨甲基膦酸标准品均购自德国

Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司, 含量分别为: 97.0%、
97.5%、99.0% ; 三种物质均用高纯水配制成 100 μg/L
的水溶液(按照纯度折算)。 

丙酮为色谱纯。硼酸钠(Na2B4O7·10H2O)为分析
纯、无水乙酸铵为优级纯。 

衍生剂: 9-芴甲基氯甲酸酯(FMOC-CL)购自 J&K 
Chemical LTD, 纯度为 98%。配制成 10 g/L 的
FMOC-CL丙酮溶液, 现用现配。 

多壁碳纳米管吸附剂(MWCNTS), 外径 10∼20 
nm、内径为 5 nm; N-丙基乙二胺键合固相吸附剂
(PSA)均购自博纳艾杰尔有限公司。 

茶叶样品购自超市, 福建产绿茶, 200 g/袋。 

2.2  样品的处理 

茶叶样品经过粉碎后称样 2.5 g 于 50 mL 离
心管中 , 加入 25 mL 去离子水 , 摇匀 , 于振荡器
上振荡 30 min, 8000 r/min 离心 10 min, 取上清
液 2 mL于装有 PSA和 MWCNTS吸附剂的 5 mL
离心管中 , 立即漩涡混合 1 min。将离心管置于
离心机内 , 10000 r/min 离心 10 min。移取上清液
1 mL于另一个空的 5 mL离心管中 , 加入 0.5 mL 
硼酸钠缓冲液和 0.5 mL 衍生剂 , 漩涡混合 30 s, 
置于 40 ℃水浴中衍生 0.5 h, 冷却后过滤即可上
机测定。  

2.3  仪器条件 

2.3.1  液相色谱条件 
色谱柱: ACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 µm, 2.1 

mm ×50 mm; 流动相: A: 乙腈; B: 4 mmol/L乙酸铵
水溶液; 流速: 0.3 mL/min, 梯度洗脱, 梯度洗脱条件
见表 1; 柱温: 30 ; ℃ 进样量: 5 µL。 

表 1  UPLC 洗脱梯度表 
Table 1  The ratio of mobile phase 

梯度 A (%) B (%) 

0 10 90 

1.0 30 70 

2.0 90 10 

6.0 90 10 

6.1 10 90 

8 10 90 

 
2.3.2  液质条件 

离子源: 电喷雾离子源, 正离子模式(ESI+); 检
测方式: 多反应监测(MRM); 毛细管电压: 2.5 kV; 
离子源温度 150 , ℃ 脱溶剂温度 500 ; ℃ 脱溶剂气流

量 1000 L/hr。锥孔气流量 50 L/hr, 碰撞气体为氩气, 
其他参数见表 2。 

3  结果与讨论 

3.1  吸附剂添加量的确定 

为了确定吸附剂的添加量, 本实验设计了正交
实验, 向 2 mL加标茶叶提取液中分别加入表 3中不
同比例的 MWCNTS 和 PSA, 混合均匀后离心, 取 1 
mL上清液衍生后上机测定, 结果见表 3。 

表 2  草铵膦、草甘膦和氨甲基膦酸的 FMOC 衍生物的质谱条件 
Table 2  MS/MS parameters for the FMOC derivatives of glufosinate, glyphosate and AMPA 

序号 化合物 保留时间 母离子 子离子 锥孔电压 碰撞能量 

1 草铵膦-FMOC 1.55 404.4 
136.2* 22 22 

179.3 22 30 

2 草甘膦-FMOC 1.45 392.3 
179.2* 24 28 

88.2 24 18 

3 氨甲基膦酸-FMOC 1.82 334.3 
179.3* 22 22 

156.2 22 8 

注: 带*的为定量子离子 
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结果表明, 8组实验均能够检测到草甘膦、草铵
膦和氨甲基膦酸, 综合考虑第 6组得到的样品溶液的
颜色最浅, 回收率最高, 因此确定实验方法为第 6组
的添加量, 即加入 MWCNTS 和 PSA 量分别为 60、
100 mg。 

3.2  衍生剂条件的确定 

3.2.1  衍生剂浓度的确定 
本实验比较了 1 g/L和 10 g/L的 FMOC-CL的衍

生效果, 发现 1 g/L的 FMOC-Cl结果偏低, 表明衍生
剂不足, 可能是样品溶液中还存在杂质, 需要过量的
衍生剂才能达到最佳衍生效果。 
3.2.2  衍生时间的确定 

本实验比较了 40 ℃条件下衍生 0.5、1.0、1.5、2 
h 的衍生效果, 发现衍生物产量结果相同, 本实验最
终选用 0.5 h。 

3.3  液质条件的确定 

为了找到特征性的母离子和子离子, 首先必须
将三种物质进行衍生。方法是将浓度分别为 100 μg/L
的标准溶液进行衍生后, 稀释 10倍, 打入质谱中, 调
节仪器的各项参数条件, 找到各物质的特征母离子。 

由于衍生后三种物质均引入 FMOC-Cl的一个基
团, 见图 2, 因此衍生物被质谱打碎后均释放出了
m/z=179这个特征离子。 

3.4  液相色谱条件的确定 

本实验比较了甲酸、乙酸铵、乙腈、甲醇四种体

系的洗脱效果, 发现流动相中含有甲酸会使峰形拖
尾, 而乙酸铵溶液则可显著改善峰形, 采用乙酸铵-
乙腈体系使峰形和分离度达到最佳, 见图 3。 

由图 3可以看出, 标准溶液的谱图没有杂质, 空
白样品的谱图上每个物质的选择离子图上都有杂质

峰, 但是杂质保留时间与所测的物质不重合, 能够区
分出目标化合物, 因此不影响检测。 

3.5  线性方程和检出限 

配制浓度分别为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.6、1 μg/mL
的标准工作液, 衍生后注入液质联用仪, 以标准样品
的浓度为横坐标 X(单位: μg/mL), 峰面积为纵坐标 Y, 
计算线性方程和回归系数, 见表 4。 

以信噪比 S/N=3计算检出限(LOD), 本方法茶叶
中三种物质的检出限均为 2.5 μg/kg; 以信噪比
S/N=10 做定量限(LOQ), 本方法茶叶中三种物质的
定量限均为 10 μg/kg。 

3.6  回收率和精密度 

向绿茶样品中加入标准溶液使其添加量分别为

0.25、0.5、1.00 mg/kg, 按照上述步骤进行前处理、衍
生, 仪器测定后计算回收率和精密度, 结果见表 5。 

 

表 3  NANO 和 PSA 加入量的正交试验结果表 
Table 3  The recovery results for the amount of the NANO and PSA 

 TEST1 TEST2 TEST3 TEST4 TEST5 TEST6 TEST7 TEST8 

吸附剂质量(mg) 
MWCNTS 0 50 50 60 60 60 80 100 

PSA 100 50 100 0 60 100 0 0 

回收率(%)(n=2) 

草胺膦 124 97 44 1.29 51 109 1.23 136 

草甘膦 84 63 98 96 85 93 83 91 

氨甲基膦酸 52 56 105 41 45 76 64 58 

 

图 2  草甘膦、草铵膦和氨甲基膦酸和 FMOC的反应方程, R表示 H或者烃基[12] 
Fig. 2  Derivation reaction with FMOC of glufosinate, glyphosate and AMPA. R:H or alkyl group[12] 
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图 3  草甘膦、草铵膦和氨甲基膦酸衍生物的质谱图 
Fig. 3  MRM chromatograms of the derivatives of glufosinate, glyphosate and AMPA with FMOC 

(从上到下依次为：标准溶液谱图、空白样品谱图、加标样品谱图) 
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续图 3 
 
表 4  草铵膦、草甘膦和氨甲基磷酸的线性方程和相关系数 
Table 4  Linear equations and correlation coefficients for 

glufosinate, glyphosate and AMPA 

物质名称 线性方程 相关系数 

草铵膦 Y =15078X−440.0 R²=0.999 

草甘膦 Y =34660X−891.6 R²=0.999 

氨甲基膦酸 Y =29203X−661.3 R²=0.999 

表 5  草铵膦、草甘膦和氨甲基磷酸的回收率和精密度(n=6) 
Table 5  Recovery and RSD for glufosinate, glyphosate 

and AMPA spiked in blank sample (n=6) 

物质名称 添加量(mg/kg) 平均回收率(%) RSD(%)

草铵膦 

0.25 118 2.88 

0.50 102 4.33 

1.00 98 2.02 

草甘膦 
0.25 116 4.28 

0.50 101 1.61 

 1.00 95 3.47 

 0.25 74 6.79 

氨甲基膦酸 0.50 82 2.66 

 1.00 84 2.65 

3.7  方法的应用 

采用本方法测定了 24 个茶叶样品, 均购自北京

超市, 袋装。其中包括绿茶 8种、花茶 6种、铁观音

5种、红茶 2种、普洱茶 1种、茯茶 1种、白茶 1种。

结果均未检测出三种农药残留, 说明目前茶叶中使

用草甘膦和草铵膦除草剂并不多。 

3.8  讨  论 

茶叶成分复杂, 含有色素、生物碱、多酚等物质, 

且色素含量相对较高, 其存在不仅会污染进样口、色

谱柱和检测器, 还会对检测结果造成影响。而本文中

所用多壁碳纳米管主要是去除基质中的色素, 同时

对三种目标农药没有吸附; PSA有两个氨基, 能去除

茶叶基质中的有机酸、金属离子、多酚类物质和一部

分极性较大的色素[20], 且其对目标农药的回收率影

响很小[21]。 

本实验首先采用水提取茶叶, 再用两种吸附剂
吸附茶叶水溶液中的色素等杂质, 吸附后溶液的颜
色明显变浅, 表明其中的色素基本被吸附, 尤其是绿
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茶水溶液颜色最浅。本实验比较了茶叶水溶液不用两

种吸附剂吸附杂质直接衍生后进液质测定, 发现有
大量杂峰影响结果, 回收率很低, 这表明两种吸附剂
的使用确实取得了一定的净化效果。 

4  结  论 

本实验以MWCNTS为吸附剂, 采用分散固相萃
取技术, 建立了一种快速测定茶叶中草铵膦、草甘膦
和氨甲基膦酸残留的超高效液相色谱串联质谱分析

方法, 本方法快速高效、节约试剂和人力, 可作为农
药残留的日常检测方法。 
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