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超高效液相色谱串联质谱法测定咖啡豆中草甘膦、
氨甲基膦酸和草铵膦残留量 

谭建林 1, 白  祥 1, 彭珍华 1, 宾  婕 2, 赵秀琳 1, 牛之瑞 1, 王吉祥 1,  
胡赠彬 1, 冯  雷 1* 

(1. 云南省产品质量监督检验研究院, 国家热带农副产品监督检验中心, 昆明  650223;  
2. 红河卫生职业学院, 红河  661100) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱串联质谱法 (ultra performance liquid chromat-ography/tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)定量测定咖啡豆中草甘膦、氨甲基膦酸和草铵膦残留量。方法  通过水提取样品, 

C18 固相萃取小柱进行净化, FMOC-Cl 溶液衍生, 后采用超高效液相色谱串联质谱测定。结果  草甘膦、氨甲

基膦酸和草铵膦在 2~100 ng/mL 范围内线性良好(r2≥0.999), 方法的定量限为 0.05 mg/kg。在添加水平为  

0.05 mg/kg 和 0.5 mg/kg 时, 回收率为 99.6%~107.6%, 相对标准偏差低于 4.52%。结论  该方法准确、稳定、

灵敏, 能够满足咖啡豆中草甘膦、氨甲基膦酸和草铵膦检测与确证的需要。 
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Determination of glyphosate, aminomethyl phosphoric acid and glufosinate 
residue in coffee bean by ultra performance liquid chromatography tandem 

mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a quantitative method for the determination of glyphosate, 

aminomethylphosphonic acid and glufosinate residues in coffee beans by ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The sample was extracted by water, 

purified by C18 solid phase extraction column, derivatized by FMOC-Cl solution, and then determined by 

UPLC-MS/MS. Results  Glyphosate, aminomethyl phosphonic acid and glufosinate had good linearity in the range 

of 2–100 ng/mL (r2≥0.999), and the quantitative limit of the method was 0.05 mg/kg. The recoveries were 

99.6%–107.6% and the relative standard deviation was less than 4.52% at 0.05 mg/kg and 0.5 mg/kg. Conclusion 
This method is accurate, stable and sensitive, and can meet the needs of the detection and confirmation of glyphosate, 

aminomethyl phosphoric acid and glyphosate in coffee beans. 
KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; glyphosate; aminomethyl 
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1  引  言 

草甘膦是全球最大吨位的除草剂品种, 具有高效、低

毒、廉价等特性, 被广泛应用于全球各个农业和非农业领

域, 年销售值与使用面积均居农药首位[1]。草甘膦通过抑

制植株合成芳香性氨基酸, 最终导致植物叶片枯黄脱落, 
死亡[2]。草甘膦在环境中会通过微生物降解, 氨甲基膦酸

(aminomethyl phosphonic acid, AMPA)是草甘膦的主要代谢

物, 草甘膦 C-N 键通过酶促反应断裂生成低毒的氨甲基膦

酸[3]。草铵膦是一种有机磷类非传导性灭生除草剂, 通过

抑制谷氨酰胺合成酶, 导致植物体内氮代谢紊乱, 铵的过

量积累后叶绿体解体, 从而光合作用受抑制, 最终导致植

物死亡[4]。草铵膦的发展, 得益于草甘膦, 近年来市场发展

迅速。从结构上讲, 草铵膦与草甘膦一样, 同为含磷的氨

基酸类除草剂[5]。 
我国 GB 2763-2019《食品安全国家标准 食品中农药

最大残留限量》[6]规定食品中草甘膦和草铵膦的最大残留

限量分别为 0.05~7.00 mg/kg 和 0.05~5.00 mg/kg, 但是对咖

啡豆没有限量要求, 检测标准分别为 SN/T 1923-2007《进

出口食品中草甘膦残留量的检测方法 液相色谱-质谱/质
谱法》 [7](草甘膦以草甘膦和氨甲基膦酸之和计 )和 GB 
23200.108-2018《食品安全国家标准 植物源性食品中草铵

膦残留量的测定液相色谱-质谱联用法》[8]。目前国内外

检测食品中草甘膦、草铵膦和氨甲基膦酸的方法主要有

分光光度法[9]、毛细管电泳法[10]、气相色谱法[11]、气质

联用法[12]、离子色谱法[13]、液相色谱法[14]和液质谱联用

法[15]。草甘膦和草铵膦的结构相似, 具有强极性、易溶于

水难溶于有机溶剂的特点, 这使对其残留量进行准确定量

分析难度较大, 相关的检测标准和传统的检测方法前处理

成本高、耗时长, 步骤繁琐、回收率不高, 且不是同时检

测。本研究采用 C18 固相萃取柱对提取液进行净化, 采用

超高效液相色谱-串联质谱法检测, 建立了同时测定咖啡

豆中的草甘膦、氨甲基膦酸、草铵膦残留量的快速分析方

法, 以期满足咖啡豆中的草甘膦、氨甲基膦酸、草铵膦残

留量的检测, 为相关检测机构提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

LC-30A 超高效液相色谱仪、LC-MS 8050 串联质谱仪

(日本岛津公司); 0.1 mg和 0.01 mg分析天平(瑞士梅特勒公

司); TGL-20B 高速离心机(上海安亭科学仪器厂); Milli-Q
超纯水仪(德国默克集团); KQ-800DE 超声清洗仪(昆山市

超声仪器有限公司); VORTEX2 涡旋振荡器(德国 IKA 集

团); 水相针式过滤器 0.22 μm(上海安谱科学仪器有限公

司); Research® plus 20~200 μL、10~1000 μL 移液枪(德国

Eppendorf 公司)。 
乙 腈 ( 色 谱 纯 , 德 国 默 克 集 团 ); 硼 酸 钠

(Na2B4O710H2O, 分析纯, 四川西陇化工有限公司); 9-茐
基甲基三氯甲烷(FMOC-Cl, 99.0%, 国药集团化学试剂有

限公司); C18 固相萃取柱(上海安谱科学仪器有限公司); 草
甘膦、氨甲基膦酸和草铵膦(草甘膦≥99.0%, 氨甲基膦酸

纯度≥99.0%, 草铵膦纯度≥98.0%, 德国 Dr. Ehrenstorfer
公司); 草甘膦-13C2,15N(99.0%, 加拿大 TRC 公司); 咖啡

豆(本地市场采购)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液配制 
草甘膦、氨甲基膦酸、草铵膦和草甘膦-13C2,15N 标

准储备溶液(0.1 mg/mL): 分别精确称取草甘膦、氨甲基膦

酸、草铵膦和草甘膦-13C2,15N 标准品各 1.0 mg 于 10 mL
容量瓶, 用水溶解后定容 10 mL。放置于 0~4 ℃冰箱, 有效

期 6 个月。 
草甘膦、氨甲基膦酸、草铵膦混合标准中间工作溶液

(1.0 μg/mL): 分别吸取 0.1 mL 草甘膦、氨甲基膦酸、草铵

膦标准储备溶液于 10 mL 容量瓶中, 用水定容至 10 mL。

放置于 0~4 ℃冰箱, 有效期 1 个月。 
草甘膦-13C2,15N 工作溶液(1.0 μg/mL): 分别吸取 

0.1 mL 草甘膦-13C2,15N 标准储备溶液于 10 mL 容量瓶中, 
用水定容至 10 mL。放置于 0~4 ℃冰箱, 有效期 1 个月。 

草甘膦、氨甲基膦酸、草铵膦混合标准工作溶液: 吸
取适合体积的混合标准中间工作溶液和 0.1 mL 草甘膦

-13C2,15N 工作溶液, 采用梯度稀释的方式配制成混合标

准工作溶液, 浓度为: 2、5、10、20、50、100 ng/mL, 现用

现配。 
2.2.2  样品处理 

(1) 样品制备 
将咖啡豆放入粉碎机中粉碎, 样品全部过网筛后密

封并标记, 于 0~4 ℃保存。 
(2) 样品提取 
称样 2.0 g 于 50 mL 离心管中, 加入 0.1 mL 草甘膦

-13C2,15N 工作溶液, 涡旋 1 min 后静置 30 min, 加入   
20 mL 去离子水, 涡旋 1 min, 于超声波振荡器上提取   
30 min, 10000 r/min 离心 10 min, 取上清液 3 mL 于 10 mL
比色管中, 加入 1 mL 乙腈, 涡旋 1 min 后全部过 C18 小柱

(使用前先后用 5 mL 甲醇和 5 mL 水活化, 然后加压抽干   
5 min 后使用), 收集全部流出液, 涡旋 1 min。取 0.8 mL 流

出液, 加入 0.2 mL 5%硼酸钠溶液和 0.2 mL FMOC-Cl 衍生
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溶液, 立即漩涡 1 min, 室温衍生 6 h, 过滤上机测定。 

2.3  仪器条件 
2.3.1  色谱条件 

采用 Shiseido CAPCELL PAK AMDE 色谱柱(2.1 mm× 
100 mm, 2.5 μm); 柱温 40 ℃; 样品温度 8 ℃; 流动相 A:  
5 mmol/L 乙酸铵溶液, 流动相 B: 乙腈; 流速 0.4 mL/min; 
进样量 2μL。梯度洗脱程序: 0 min, 流动相 B: 8 %; 0~   
4.6 min, 流动相 B: 8%~95%; 4.6~5.6 min, 流动相 B: 
95%~95%; 5.6~5.7 min, 流动相 B: 95%~8%; 5.7~8 min, 流
动相 B: 8%~8%。 
2.3.2  质谱条件 

电喷雾离子源 (ESI): 多反应监测 (multiple reaction 
monitoring,  MRM), 脱溶剂温度 350 ℃, 脱溶剂气氮气流

速 800 L/h, 离子源温度 250 ℃, 锥孔气流量 55 L/h, 毛细

管电压 3.5 kV, 碰撞气为氩气。其他质谱参数见表 1。 

3  结果与分析 

3.1  色谱柱的选择 

分别采用 PenomenexKinetex 1.7 μ XB-C18、SHIMADZU 
ODS III C18、ShiseidoCAPCELL PAK AMDE 进行分析, 发
现 Penomenex Kinetex 1.7 μ XB-C18 不适合草甘膦、氨甲基

膦酸和草铵膦的分析, 存在严重拖尾; 采用 SHIMADZU 
ODS III C18 分析时, 目标峰分离较好, 但氨甲基膦酸和咖

啡豆样品杂质峰无法完全分离, 因此也不适用于咖啡豆中

草甘膦、氨甲基膦酸和草铵膦的分析 ; 而采用 Shiseido 
CAPCELL PAK AMDE 分析时, 目标峰与杂峰完全分离, 
峰形较好, 无拖尾现象, 因而选择 Shiseido CAPCELL PAK 
AMDE 进行分析。 

3.2  衍生条件优化 

3.2.1  衍生溶剂优化 
空白样品经 2.2.2 节方法提取, 采用空白提取液加标

(0.1 μg/mL)的方式进行, 分别加入甲醇、乙腈和丙酮配制

的 FMOC-Cl 衍生溶剂进行衍生(衍生 6 h), 比较不同衍生

液溶剂对衍生效果的影响, 结果如图 1 所示, 由丙酮配制

的 FMOC-Cl 衍生液效果最好。 
3.2.2  衍生液浓度优化 

空白样品经 2.2.2 节方法提取, 采用空白提取液加标

(0.1 μg/mL)的方式进行, 加入浓度 1~6 mg/mL FMOC-Cl 衍
生试剂(衍生 6 h), 比较不同浓度的 FMOC-Cl 对衍生效果

的影响, 结果如图 2所示, 衍生试剂浓度为 5 mg/mL时, 衍
生效果最好, 到 6 mg/mL 时, 4 个目标化合物的峰面积没有

明显的增加, 因此选择衍生液浓度为 5 mg/mL。 
 

表 1  质谱参数 
Table 1  Mass spectrometric parameters 

化合物 离子对(m/z) 碰撞能量/V 扫描方式 保留时间/min 

草甘膦 
392.1/88.0* –23 

正离子 2.664 
392.1/179.0 –28 

草铵膦 
402.0/180* 14 

负离子 2.786 
402.0/206.0 12 

氨甲基膦酸 
334.1/111.9* –14 

正离子 3.110 
334.1/179.0 –22 

草甘膦-13C2,15N 
395.1/91.0* –19 

正离子 2.664 
395.1/179.0 –26 

注: *为定量离子对。 
 

 
 

图 1  衍生溶剂优化(n=6, RSD<10%) 
Fig.1  Optimization of derived solvent(n=6, RSD<10%) 
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图 2  衍生液浓度优化(n=6, RSD<10%) 
Fig.2  Optimization of derivative concentration(n=6, RSD<10%) 

 
3.2.3  衍生时间优化 

空白样品经 2.2.2 节方法提取, 采用空白提取液加标

(0.1 μg/mL)的方式进行, 加入浓度 5 mg/mL FMOC-Cl 衍生

试剂, 比较不同的衍生时间对衍生效果的影响, 结果如图

3 所示, 衍生时间为 6 h 时, 衍生效果最好, 到 8 h 时, 4 个

目标化合物的峰面积没有明显的增加, 因此选择衍生时间

为 6 h。 

3.3  方法评价 

对 2~100 ng/mL 的草甘膦、氨甲基膦酸和草铵膦标准

溶液进行测定, 内标法定量, 采用 2.3 仪器条件进行测定, 
以标准溶液浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标, 绘制标准曲

线。由表 2 可见, 各标准曲线相关系数(r2)均大于 0.999, 相
关性良好。 

方法检出限是依据 2.2.2 节操作步骤进行添加回收, 

根据 3 倍信噪比确定该方法的检出限 0.04 mg/kg, 10 倍信

噪比确定该方法的定量限 0.1 mg/kg。 
选取阴性的典型样品, 向试样中添加草甘膦、氨甲基

膦酸和草铵膦的标准溶液 , 分别进行 0.05 mg/kg 和     
0.5 mg/kg 的加标回收实验, 每份样品检测 6 次, 空白加标

样品色谱见图 4。实验结果表明本方法的回收率为

99.6%~107.6%, 相对标准偏差小于 4.52%。空白试样的添

加浓度和回收率的实验数据见表 2。 

3.4  样品测定结果 

采用本检验方法对市场上采购 25 批咖啡豆进行草甘

膦、氨甲基膦酸和草铵膦残留检测, 以保留时间、离子对

丰度比进行定性分析, 以定量离子对进行定量分析。其中

5 批样品有检出草甘膦含量为 0.0453~0.172 mg/kg, 其余样

品均未检出草甘膦、氨甲基膦酸和草铵膦。 
 

 
 

图 3  衍生时间优化(n=6, RSD<10%) 
Fig.3  Optimization of derivative time(n=6, RSD<10%) 

 
表 2  化合物的线性方程、相关系数、加标回收率、相对标准偏差、检出限和定量限(n=6) 

Table 2  Linear equation, correlation coefficient, recovery rate, relative standard deviation, detection limit and quantitative limit of 
compounds (n=6) 

名称 线性方程 相关系数 r2 添加量/(mg/kg) 回收率/% 精密度/% 检出限/(mg/kg) 定量限/(mg/kg) 

草甘膦 Y=3.11e8X–2.50e4 0.9997 
0.05 100.7 1.48 

0.02 0.05 
0.5 99.9 1.05 

氨甲基膦酸 Y=1.71e8X+1.52e4 0.9995 
0.05 100.1 3.37 

0.02 0.05 
0.5 99.6 2.33 

草铵膦 Y=6.25e8X–5.28e4 0.9991 
0.05 107.6 4.52 

0.02 0.05 
0.5 107.0 3.80 
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图 4  空白加标样品色谱图 
Fig.4  Chromatogram of blank recovery experiment sample 

 

 

4  结  论 

本方法用水进行提取, 采用 C18 固相萃取小柱进行净

化, 优化了色谱条件和样品前处理条件, 建立了咖啡豆中

草甘膦、氨甲基膦酸和草铵膦残留的液相色谱-串联质谱检

测方法, 该方法前处理过程快速简单, 方法的检出限、精

密度和线性关系均满足草甘膦、氨甲基膦酸和草铵膦残留

的分析检测要求。 
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