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柱前衍生-固相萃取-高效液相色谱荧光法 

测定蔬菜中草甘膦 

杭学宇, 汪  怡, 王  芹, 王  露, 宋  鑫, 冯晓青* 

(淮安市疾病预防控制中心, 淮安  223001) 

摘  要: 目的  建立快速、准确的蔬菜中草甘膦的柱前衍生-固相萃取-高效液相色谱荧光测定方法。方法  蔬

菜提取液样经衍生后经固相萃取, 过 C18色谱柱, 以甲醇-水(70:30, V:V) 为流动相, 流速 1.0 mL/min, 柱温为

35 ℃, 荧光检测激发波长为 265 nm, 发射波长为 315 nm。结果  草甘膦的加标回收率在 89.2%~99.2%范围, 其

相对标准偏差均<5.0%, 在 0.5~20.0 ng/mL 范围呈现良好的线性, 其回归系数>0.999, 最低定量检出限(LOQ) 

为 0.02 mg/kg。结论  本方法回收率高, 净化效果好, 杂质干扰少, 可满足蔬菜中痕量草甘膦的残留检测要求。 

关键词: 柱前衍生; 高效液相色谱法; 草甘膦; 蔬菜 

Determination of glyphosate in vegetables by high performance liquid 
chromatography- fluorescence detection with pre-column  

derivatization and solid phase extraction 

HANG Xue-Yu, WANG Yi, WANG Qin, WANG Lu, SONG Xin, FENG Xiao-Qing* 

(Huai’an Center for Disease Control and Prevention, Huai’an 223001, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for the determination of glyphosate in vegetables by high 

performance liquid chromatography-fluorescence detection with pre-column derivatization and solid phase 

extraction. Methods  The glyphosate was derived from water samples and cleaned up with solid phase extraction, and 

then the separation was performed on a C18 column by the mobile phase consisting of methanol-water (70:30, V:V) at the 

flow rate of 1.0 mL/min and the column temperature of 35 ℃. The fluorescence excitation and emission wave lengths 

were set at 265 nm and 315 nm, respectively. Results  The recoveries of glyphosate were 89.4%~98.9%, and the RSDs 

were less than 5.0%. Calibration curve of glyphosate was linear within the range of 0.5~20.0 ng/mL with the regression 

coefficient greater than 0.999. The limit of quantification (LOQ) was 0.02 mg/kg. Conclusion  This method has high 

recovery rates, good purification results and less impurity interference, and is suitable for the detection of trace 

glyphosate residue in vegetables. 
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1  引  言 

草甘膦自 1971 年研制成功以来 [1], 是产量最高的

除草剂 [2], 在全世界范围内的使用量逐年提高 , 是目前

国内外使用最广泛、无选择性和除草活性最强的有机磷

除草剂。虽然草甘膦毒性较低, 但长期使用不仅影响土
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壤正常微生物繁殖 [3], 还会对环境造成一系列影响。草

甘膦在环境和生物体内不断富集, 通过食品和饮用水进

入人体, 对人体造成危害[4,5]。 

目前, 文献报道食品和水中草甘膦测定的检测方法

较多, 化学分析法 [6-8]、化学发光分析法 [9,10]、分光光度

法 [11]、酶联免疫分析法 [12,13]、气相色谱 -质谱联用法
[14-17]、柱后衍生液相色谱法[18-21]、柱前衍生液相色谱法
[22]和液相色谱-质谱联用法 [23-29]。化学法及酶联免疫法

等方法操作繁琐、稳定性和精密度较差, 难以满足大批

量样品检测。柱后衍生需要配制相关的柱后衍生仪器 , 

许多柱前衍生液相色谱法操作繁琐, 回收率较低。质谱

仪器虽然已在卫生检测中大量应用, 但由于质谱仪器价

格昂贵 , 柱后衍生法需专门的衍生化设备 , 普通实验室

难以普及。本研究采用常规仪器对蔬菜基质样本中的草

甘膦进行检测研究 , 利用 9-芴基甲基三氯甲烷

(FMOC-Cl)为衍生剂 , 用固相萃取法去除衍生化反应

FMOC-Cl 水解产物对荧光测定的干扰 , 高效液相色谱

荧光检测器进行检测。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

HPLC-1260 液相色谱仪(美国安捷伦公司); 固相萃

取仪(美国 Supelco公司); 固相萃取柱(美国安捷伦公司); 

高速离心机(中国湘仪离心机有限公司); 涡旋混匀器(美

国 Scientific Industries公司); 食品粉碎机(中国欧科电器

公司)。 

草甘膦标准溶液: 100 μg/mL, 购自于农业部环境保护

科研监测所。 

甲醇(色谱纯, Merck公司); 0.25μm水系滤膜(天津东

康科技有限公司); 实验室用水为 Millipore超纯水。 

2.2  试验方法 

2.2.1  溶液配制 

草甘膦标准溶液配制: 准确移取 100 μL 的草甘膦农

药标准品, 用纯水做溶剂, 配制成 10 μg/mL储备液, -20 ℃

保存。使用时根据草甘膦对应响应值, 吸取适量储备液, 用

甲醇配制成浓度为 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0 ng/mL

的系列标准溶液, 供高效液相色谱测定。 

FMOC-Cl丙酮溶液( 1.0 g/L): 称取 100 mg FMOC-Cl

用丙酮溶解并定容至 100 mL, 临用现配。 

5%硼酸盐缓冲溶液(pH=9): 称取 5 g硼酸钠, 用水溶

解并定容至 100 mL, 于 4 ℃下保存。 

2.2.2  样品处理 

①试样制备 

取有代表性的 10 种蔬菜样品, 取可食部分, 经缩分

后, 切碎, 充分混匀后放入食品粉碎机粉碎, 制成待测样

品。分装后置于20 ℃下保存, 待提取。 

②提取 

称取 25 g(精确到 0.01 g)捣碎的蔬菜样品, 加入 50 mL

纯水, 高速匀浆 2 min。试样转移至具塞离心管中, 在 5000 

r/min转速下离心 10 min, 收集上清液, 待衍生。 

③衍生化 

取蔬菜提取液 1 mL 于进样瓶中, 加入 200 μL硼酸钠

溶液, 混匀, 加入 200 μL FMOC-Cl衍生液, 混匀, 室温放

置 2 h。将 C18固相萃取小柱分别用 3 mL甲醇和 3 mL水

活化。将样液过活化后的 C18固相萃取小柱, 常压下收集

初滤液, 用 1 mL甲醇-水( 70:30, V:V) 溶液洗脱, 洗脱液

与初滤液合并, 过 0.25 μm滤膜, 待分析。标准系列处理

方法同上。 

2.2.3  色谱参考条件 

色谱柱: 分析柱: C18(4.6 mm×25 cm, 5 μm); 预柱: C18

预柱(4.6 mm×4.5 cm)。柱温: 35 ℃。荧光检测器, 激发波长

265 nm; 发射波长 315 nm。流动相: 甲醇-水(70:30, V:V)。 

3.1  色谱条件优化 

3.1.1  流动相的选择 

本实验以甲醇-水为流动相, 以甲醇与水混合溶液的

体积比为条件进行测试, 甲醇比例较低时, 保留时间延长, 

灵敏度降低, 结果表明甲醇-水体积比为 70:30 时, 样品的

出峰时间、峰形、灵敏度较适宜, 与文献报道一致。另外, 实

验中采用乙酸铵-甲醇作为流动相进行测试, 结果发现乙

酸铵-甲醇流动相分离效果不如相同比例的甲醇-水。 

3.1.2  柱温的选择 

研究中固定其他色谱条件, 将色谱柱温度从 20 ℃升

至 40 ℃, 结果显示草甘膦保留时间逐渐提前, 为有效确证

柱效及色谱柱使用寿命, 方法采取柱温 35 ℃。 

3.1.3  检测波长选择 

取草甘膦标准使用液在 2.2.3 条件下进样, 分别采取

多发射和多激发模式在波长 200~900 nm 范围内对草甘膦

进行扫描, 结果发现草甘膦分别在激发波长 265 nm 和发

射波长为 315 nm处最强(图 1)。故方法选定 320 nm为发射

波长, 285 nm为激发波长。 

3.2  基质类型选择实验 

实验中分别选取市售常见蔬菜种类如瓜果类、根茎类、

叶类等, 另外针对蔬菜的基体类型分别选取新鲜、冷冻、干

燥、辛辣以及腌制蔬菜分别进行加标回收试验, 结果显示各

类蔬菜提取液经衍生净化后草甘膦经色谱分离良好。 

3.3  衍生条件的优化 

实验中分别配制质量浓度为 1、5、10、15、20、25 g/L

的 FMOC-Cl丙酮溶液和质量浓度为 10、20、30、40、50 g/L

的硼酸钠缓冲溶液, 对二者对草甘膦的衍生效果影响进行

试验。结果表明当 FMOC-Cl丙酮溶液质量浓度为 20 g/L和

硼酸钠缓冲溶液质量浓度为 50 g/L时衍生效果最好。在 20 



1824 食品安全质量检测学报 第 7卷 
 
 
 
 
 

 

g/L FMOC-Cl丙酮溶液和 50 g/L硼酸钠缓冲溶液浓度下, 对

草甘膦分别进行 1. 0、2.0、3.0、4.0、5.0、10.0、15.0 h衍

生试验, 结果发现在衍生时间为 2 h时, 衍生反应达到平衡。 

 
 

 
 

 

 

 
图 1  a: 草甘膦多发射扫描光谱图; b: 草甘膦多激发扫描光谱图 

Fig. 1  a: Multiple transmit scanning spectrogram of glyphosate;  
b: Multiple excitation scanning spectrogram of glyphosate 

 

3.4  固相萃取条件优化 

实验根据文献方法采用 C18固相萃取柱
[22], 对影响萃

取的条件主要是洗脱条件进行研究。分别采用甲醇 -水

(90:10, V:V)、甲醇-水(70:30, V:V)和甲醇-水(50:50, V:V)

进行洗脱, 结果证明采用甲醇-水(70:30, V:V)可以较好地

洗脱目标化合物, 同时避免衍生副产物干扰。固相萃取过

程中发现初滤液含有较多目标化合物, 故实验中需收集初

滤液。经固相萃取后两者色谱峰实现较好的分离, 避免未

萃取时两峰重叠现象。 

3.5  线性范围及检出限 

草甘膦储备液用水稀释配制成 1.0 μg/mL 的标准溶

液, 配制草甘膦标准工作液系列, 按方法的实验条件进样, 

在上述色谱条件下测定 , 以峰面积 (Y)对待测物浓度 (X, 

ng/mL) 进行线性回归。结果表明在 0.5~20.0 ng/mL的标准

溶液浓度范围内, 草甘膦浓度与响应值有良好的线性关系

(图 2), 其回归方程为 : Y=1.005X0.0328; 相关系数 : 

r=0.9997。根据色谱响应值 S/N≥3 标准计算, 草甘膦最低

检出浓度为 0.02 mg/kg。 

 
 

图 2  草甘膦标准工作曲线图 

Fig. 2  The standard working curve of glyphosate 
 

3.6  方法的回收率与精密度 

精密称取阴性蔬菜样品进行低浓度的加标回收实验, 

结果见表 1。该阴性样品中加标 1.00、2.00、5.00 μg/kg, 回

收率在 89.2%~99.2%之间, RSD在 4.26%~13.63%之间。 

 
表 1  空白样品中草甘膦的添加回收率、精密度(n=3) 

表 1  Recoveries and the relative standard deviations (RSDs) of 
glyphosate in blank sample(n=3) 

本底(μg/kg) 添加水平(μg/kg) 平均回收率(%) RSD(%)

 1.00 89.4 13.63 

0 2.00 90.9 9.69 

 5.00 98.9 4.26 

 
以草甘膦标准溶液 10.0 μg/mL, 连续进样 6次, 每次

10 µL, 测得草甘膦平均峰面积为 10.26, RSD为 0.108%。 

3.7  蔬菜监测应用 

用本方法对采自本市菜场及超市等不同地方的共 12

份样本进行了检测, 结果显示全部样品草甘膦含量均低于

检出限。 

4  讨论与结论 

本研究建立了柱前衍生-固相萃取-高效液相色谱法测

定蔬菜中草甘膦。通过一系列的衍生条件优化得知: 本方

法操作流程简便, 相对于同种衍生剂试验方法衍生反应时

间短, 固相萃取步骤少而且回收率相对较高, 另外本方法

通过对不同类型基质蔬菜样品进行方法验证均呈现良好的

效果, 实验成本较低, 适用于基层单位开展草甘膦的监测

分析。 
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 “食品加工中的安全控制”专题征稿函 
 

 

食品安全问题一直是公众最关心的话题之一。而且随着发展已经出现了很多食品安全事件, 自 2015 年 10

月 1 日起实施的新《食品安全法》也从“加大处罚力度、特殊食品特殊对待、监管网络食品交易”等方面对

食品安全实行了更加严格的管控, 食品在加工中的安全控制是食品安全的重要环节。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品加工中的安全控制”专题, 由西北农林科技大学岳田利教授担任主编, 岳

教授现任西北农林科技大学食品科学与工程学院院长, 兼任现任国务院学位委员会食品科学与工程学科评议

组成员, 国家杨凌农业综合试验工程技术研究中心主任, 农业部农产品质量安全风险评估实验室(杨凌)主任, 

农业部食品质量监督检验测试中心(杨凌)常务副主任, 农业部植物 DUS 测试中心(杨凌)常务副主任。农业部农

产品质量安全专家组成员, 国家食品药品监督管理总局餐饮食品安全专家组成员等职。专题主要围绕食品加

工全链条中安全危害因子的来源识别与过程节点的存在状态解析(微生物污染, 毒素污染, 植物源农药残留, 

动物源兽药残留, 植物激素, 过量添加剂等)、加工全链条中有毒有害物质的控制方法、加工全链条的安全控

制体系及系统解决方案等或您认为本领域有意义的问题展开讨论, 计划在 2016 年 7 月出版。 

本刊编辑部和岳田利教授欢迎各位专家为本专题撰写稿件, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响

力。综述、实验报告、研究论文均可, 请通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并优先发表。 

谢谢您的参与和支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: jfoodsq@126.com 
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