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非衍生化液相色谱-串联质谱法测定茶叶中 

草铵膦残留量 

赵佳胤 1, 魏  峰 1, 俞秋红 1, 胡贝贞 2* 

(1. 南京海关纺织工业产品检测中心, 无锡  214101; 2. 绍兴海关综合技术服务中心, 绍兴  312000) 

摘  要: 目的  建立非衍生化液相色谱-串联质谱法测定茶叶中草铵膦残留的分析方法。方法  茶叶样品经超

纯水均质提取, HR-X 固相萃取小柱净化, 采用非衍生化液相色谱-串联质谱法直接测定, 电喷雾离子源负离子

模式下采用多反应监测模式监测, 同位素内标法定量。结果  在优化的条件下, 草铵膦在 5~200 μg/L 范围内

呈良好的线性关系, 相关系数为 0.9998, 方法定量限为 0.1 mg/kg。方法平均回收率为 84.2%~104.9%, 相对标

准偏差低于 7.6%。结论  本方法前处理简单、准确性好、灵敏度高, 可用于绿茶、红茶、乌龙茶、普洱茶等

茶叶中草铵膦残留量的测定。 
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Determination of glufosinate ammonium residue in tea by nonderivative 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZHAO Jia-Yin1, WEI Feng1, YU Qiu-Hong1, HU Bei-Zhen2* 

(1. Nanjing Customs Industrial Products Testing Center, Wuxi, 214101, China;  
2. Comprehensive Technical Service Center of Shaoxing Customs, Shaoxing, 312000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of glufosinate ammonium residue in tea by 

nonderivative liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Tea samples were homogenized and 

extracted by ultra-pure water and purified by HR-X solid phase extraction column. The contents were directly 

detected by nonderivatization liquid chromatography-tandem mass spectrometry, monitored by multi-reaction 

monitoring method under the negative ion mode of electrospray ion source, and quantified by isotopic internal 

standard method. Results  Under optimized conditions, glufosinate-ammonium showed a good linear relationship in 

the range of 5‒200 μg/L, and the correlation coefficient was 0.9998, and limit of quantification was 0.1 mg/kg. The 

average recoveries were 84.2%‒104.9% and the relative standard deviations were less than 7.6%. Conclusion  The 

proposed method is simple, accurate and sensitive, which is suitable for detecting glufosinate-ammonium residue in 

green tea, black tea, oolong tea and Pu'er tea. 
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1  引  言 

草铵膦是德国赫斯特公司于 20 世纪 80 年代开发的新型

灭杀性除草剂, 随着全球范围的百草枯、草甘膦禁限用不断

扩大, 农药抗性问题促使非选择性和多抗转基因作物需求增

长, 近年来草铵膦市场发展明显加快, 草铵膦继草甘膦之后, 

成长为第二大除草剂[1]。草铵膦属广谱触杀型除草剂, 内吸作

用不强, 与草甘膦杀根不同, 草铵膦先杀叶, 通过植物蒸腾

作用可以在植物木质部进行传导, 其速效性在百草枯和草甘

膦之间。百草枯因为毒性问题已在 23 个国家被禁限用, 草甘

膦、百草枯在我国经过 30 多年的长期频繁使用, 抗性难除杂

草越来越多, 导致防效下降, 而草铵膦因作用机制独特, 对

一些难治杂草及对草甘膦和百草枯产生抗性的杂草有较好的

防除效果[2], 故近年来使用频率不断上升, 特别是在茶园中

的使用日益增加, 其残留问题越来越受到关注。 

欧盟和日本分别规定茶叶中草铵膦的残留限量为

0.1、0.3 mg/kg, 我国 GB 2763-2019《食品安全国家标准 食

品中农药最大残留限量》[3]规定了茶叶中草铵膦的残留限

量为 0.5 mg/kg。草铵膦的结构与草甘膦类似, 含有膦酸基、

羟基和氨基, 为强极性的两性化合物, 难挥发, 紫外光区

无吸收, 在常规液相柱上难以保留。林森煜等[4]报道采用

离子色谱法测定, 虽然草铵膦在离子色谱柱上保留较好, 

但是离子色谱法仅凭保留时间定性, 在测定茶叶这种基质

复杂的样品中容易导致假阳性, 且电导检测器的灵敏度远

低于质谱法。已有的草铵膦残留测定的文献报道主要采用

柱前衍生化-液相色谱-串联质谱法测定 , 主要涉及茶叶
[5‒7]、植物源食品[8‒11]、水质和土壤[12‒15]等样品基质, 我国

最新颁布的国家标准 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》[16]规定了蔬菜水果、食用菌、茶叶、谷物等植物

源食品中草铵膦残留的测定方法, 以上方法均通过芴代甲

氧基酰氯(9-fluorenylmethyl chloroformate, FMOC-Cl)在碱

性介质中衍生, 衍生产物在 C18 液相柱上保留较好, 但是

衍生化操作复杂耗时, 且过量的衍生试剂进入仪器对液相

柱、质谱等部件不利。近年来, 非衍生化液相色谱-串联质

谱法测定草铵膦的文献逐渐增多, 主要涉及水果[17,18]、咖

啡[19]、食用油[20]、水质[21]、尿液和血[22,23]等样品基质,但

鲜少有使用非衍生化法测定茶叶中草铵膦的报道。因此本

研究建立非衍生化液相色谱-串联质谱法测定茶叶中草铵

膦的残留, 以期为茶叶品质的监控提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

2.1.1  实验仪器 

LC30A 超高压液相色谱仪-LCMS8060 三重四级杆质

谱仪(日本 Shimadzu 公司); T18 型高速均质器(德国 IKA 公

司); ST16 R 离心机、24 位固相萃取装置(美国 Thermo 公司); 

Q-POD Element 超纯水系统(美国 Millipore 公司)。 

2.1.2  试剂与材料 

草铵膦(CAS No.77182-82-8, 纯度 97.5%, 德国 Dr. 

Ehrenstorfer GmbH 公 司 ); 草 铵 膦 -d3 盐 酸 盐 (CAS 

No.1323254-05-2, 纯度 98.0%, 同位素纯度 98.9%, 加拿

大 Toronto Research Chemicals 公司); 甲醇、甲酸(色谱

纯, 美国 Tedia 公司); 实验用水为超纯水(美国 Millipore

公 司 ); HR-X 固 相 萃 取 柱 (60 mg/3 mL, 德 国

Macherey-Nagel 公司); C18 固相萃取柱(1000 mg/6 mL, 

德国 Macherey-Nagel 公司); Atlantis Hilic 柱(100 mm×  

2.1 mm,  3 μm, 美国 Waters 公司 ); Shodex Asahipak 

NH2P-50 4D 柱(150 mm×4.6 mm, 5 μm, 日本昭和电工公

司); Hypercarb 多孔石墨碳色谱柱(100 mm×2.1 mm, 3 μm, 

美国 Thermo fisher 公司)。 

茶叶样品来自客户委托检测的样品。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 

称取草铵膦标准品 10 mg(精确至 0.01 mg), 用超纯水

溶解并转移至 100 mL 容量瓶中, 用超纯水定容至刻度, 配

制成 100 μg/mL 标准储备液 ; 称取草铵膦 -d3 标准品      

1 mg(精确至 0.01 mg), 用超纯水溶解并转移至 10 mL 容量

瓶中, 用超纯水定容至刻度, 配制 100 μg/mL 标准储备液。

分别取 100 μg/mL 的草铵膦和草铵膦-d3 标准储备液各    

1 mL 的 , 用超纯水稀释分别定容至 10 mL, 配制成     

10 μg/mL 的草铵膦和草铵膦-d3 标准工作液。 

制作校准曲线用工作溶液制备: 各取 10 μg/mL 的草

铵膦溶液 200、100、50、25、10、5 μL, 分别加入 10 μg/mL

的草铵膦-d3 溶液 25 μL, 分别用超纯水定容至 10 mL, 配

成含草铵膦-d3 同位素 25 μg/L 的 200、100、50、25、10、

5 μg/L 的系列浓度标准工作溶液, 供 LC-MS-MS 测定后制

作标准曲线。 

2.2.2  试样制备 

取茶叶 200 g 样品放入粉碎机中粉碎, 样品全部过

425 μm 的标准网筛。混匀, 制备好的试样装入洁净的塑料

密封袋并做好标记, 阴凉干燥处保存。 

2.2.3  提取和净化 

取 1.0 g 茶叶样品, 加入 10 μg/mL 的草铵膦-d3 溶液  

50 μL, 加入 20 mL 水浸泡 30 min, 然后 15000 r/min 高速均

质提取 1 min, 9000 r/min 高速离心 5 min, 取上清液待净化。 

取 HR-X 小柱依次用 3 mL 甲醇、3 mL 水预活化, 备

用。取 0.5 mL 待净化液加到柱子上, 弃去流出液, 再加  

0.5 mL 待净化液加到柱子上, 收集流出液于 5 mL 离心

管 中 。 收 集 的 洗 脱 液 过 0.22 μm 尼 龙 滤 膜 后 供

LC-MS-MS 测定。 
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2.2.4  色谱和质谱测定条件 

(1) 色 谱 条 件 : Hypercarb 多 孔 石 墨 碳 色 谱 柱     

(100 mm×2.1 mm, 3 μm); 流动相: 甲醇/0.1%甲酸, 流速

为 0.2 mL/min, 洗脱程序为 0~5 min, 10%甲醇→50%甲醇, 

5.01~7.00 min, 恢复至 10%甲醇; 柱温: 35 ℃; 进样量:  

5 μL。 

(2)质谱条件: 电喷雾离子(electron spray ionization, 

ESI)源: 负离子扫描, 离子源接口电压: 4.0 kV; 雾化气(氮

气/空气): 3.0 L/min, 加热气(空气): 10 L/min, 干燥气(氮

气): 10 L/min, 碰撞气(氩气): 270 pka; 接口温度: 300 ℃, 

DL 温度: 250 ℃, 加热模块温度: 400 ℃; 检测器电压:  

2.12 kV; 扫描模式 : 多反应监测模式 (multiple reaction 

monitoring, MRM), 具体条件见表 1。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件的优化和选择 

各取 0.1 μg/mL的草铵膦和草铵膦-d3标准溶液注入直

接注入质谱, 在负离子模式下进行母离子、子离子、碰撞

能量等条件的自动优化, 选取响应最强的 3 对离子对, 分

别为草铵膦离子对 180.0→85.2、180.0→95.2、180.0→136.2, 

草铵膦-d3 离子对 183.1→65.2、183.1→98.2、183.1→139.2。

在实际样品测定时发现 , 茶叶基质对草铵膦离子对

180.0→85.2 在 低 浓 度 时 产 生 严 重 干 扰 、 离 子 对

180.0→136.2 基线噪音较大, 而离子对 180.0→95.2 干扰最

小, 故选择离子对 180.0→95.2 为定量离子对, 草铵膦-d3

选择 183.1→98.0 为定量离子对。优化后的质谱参数见表

1, 标准溶液 MRM 色谱图见图 1。 

3.2  色谱柱的选择和流动相条件的优化 

草铵膦极性大 , 采用非衍生化法直接测定草铵膦 , 

关键在于选择合适的色谱柱和流动相, 使其得到有效保

留并与杂质有效分离。陈莉等 [18]采用常规 C18 色谱柱 , 

但草铵膦在柱子上保留弱, 实际样品检测时未与杂质得

到有效基线分离 ; 张月等 [19]采用常规亲水作用的 Hilic

柱分离 , 但 草铵膦 在柱 子上保 留极 弱 , 峰型拖 尾 ; 

Marilda 等[20]采用的 Hypercarb 柱分析了食用油中的草甘

膦、氨甲基膦酸和草铵膦, 获得了较好的峰型; Tao 等[22]

采用常规 C18 色谱柱, 但流动相中使用了七氟丁酸, 极

易造成质谱污染。 

 
 

表 1  草铵膦和草铵膦-d3 的多反应监测参数 

Table 1  Multiple reaction monitoring conditions of glufosinate-ammonium and glufosinate-ammonium-d3 

物质 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 去簇电压 1/V 碰撞能量/V 去簇电压 3/V 

草铵膦 
180.0 95.2* 13 16 11 

180.0 136.2 13 16 14 

草铵膦-d3 
183.1 98.0* 13 17 21 

183.1 139.2 21 15 26 

注: *为定量离子。 

 

 

 
 

 
图 1  25 µg/L 的草铵膦(A)和草铵膦-d3(B)标准溶液的 MRM 谱图 

Fig.1  Multiple reaction monitoring chromatograms of 25 µg/L glufosinate-ammonium (A) and glufosinate-ammonium-d3 (B) standard solution 
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结合上述主要文献报道结果 , 本实研究比较了

Atlantis Hilic 柱 (100 mm×2.1 mm, 3 μm) 、 Shodex 

Asahipak NH2P-50 4D 柱 (150 mm×4.6 mm, 5 μm)、

Hypercarb 柱(100 mm×2.1 mm, 3 μm)3 款色谱柱。结果显

示 Atlantis Hilic 柱为亲水作用机制, 对草铵膦保留较弱, 

峰 拖 尾 较 严 重 , 影 响 准 确 定 量 。 Shodex Asahipak 

NH2P-50 4D 是一款氨基柱 , 流动相水相需使用经氨水

调 pH 至 11.0 的乙酸铵溶液, 虽能获得较好的保留, 但

是实际检测中发现, 经过一段时间检测茶叶样品后柱子

性能下降较快, 柱流失加剧。Hypercarb 柱采用多孔石墨

碳为固定相, 其结构和保留性质与传统的硅胶键合不同, 

可保留和分离高极性化合物, 能保留和分离无法通过一

般反相色谱柱分离的物质, 由于无需使用缓冲盐体系或

高浓度的有机改性剂 , 与质谱的兼容性更好 , 本研究采

用甲醇-0.1%甲酸作流动相梯度洗脱 , 草铵膦保留较好 , 

且能与干扰杂质分离 , 柱子的耐用性也较好 , 因此选择

Hypercarb 柱作分离。 

实验中发现红茶基质中有杂质与草铵膦未有效分离, 

影响定量, 经降低流动相流速至 0.2 mL/min 并降低梯度洗

脱最终的有机相甲醇的比例至 50%后, 杂质与草铵膦得到

有效的基线分离。 

3.3  固相萃取小柱的选择 

草铵膦文献报道的前处理净化方式主要采用固相

萃取 [5,6,8,9]或分散固相萃取 [7,11,16]净化。林永辉等 [5]采用

C18 小柱净化; 叶美君等[6]采用阳离子交换柱净化, 净化

前样液需加入酸度调节剂, 净化后需加氢氧化钠将洗脱

液调回中性 , 操作较繁琐 ; 文献 [8,9]采用聚合物材质的

HLB 小柱对草铵膦衍生化产物进行净化; 文献 [7,11,16]采

用多壁碳纳米管粉末对草铵膦进行分散固相萃取净化 ; 

文献 [17‒20]样品基质相对简单, 前处理无净化过程。草铵

膦为强极性化合物, 本研究利用其在非离子交换固相萃

取小柱上不被填料保留直接通过小柱、但非极性杂质被

填料保留去除而达到净化提取液的目的。实验中比较了

德国 MACHEREY-NAGEL 公司的 C18小柱和聚合物材质

的 HR-X 小柱(60 mg/3 mL, 填料为基于聚苯乙烯二乙烯

基苯的苯磺酸改性树脂 ), 结果发现两者均能达到净化

效果而保证草铵膦有较好的回收率, 但是后者填料是基

于聚合物材质的, 填料用量更省, 活化和过柱速度更快, 

故选择 HR-X 小柱为净化柱。 

3.4  线性关系与定量限  

按照 2.2.1 所述配制系列标准溶液进样分析, 采用同

位 素 内 标 法 定 量 绘 制 标 准 曲 线 , 得 曲 线 方 程 为

Y=0.6872X-0.0329, 相关系数 r2=0.9998(5~200 μg/L)。取有

代表性的阴性绿茶、红茶、乌龙茶、普洱茶在 0.1 mg/kg

处进行加标实验, 样品基质中草铵膦定量离子对的信噪比

均大于 10, 满足定量要求, 故本方法将草铵膦的定量限定

为 0.1 mg/kg, 满足国内外法规对草铵膦残留量的要求。 

3.5  回收率与精密度 

取有代表性的阴性绿茶、红茶、乌龙茶、普洱茶分别

在 0.1、0.2 和 0.5 mg/kg 处进行加标实验, 每个浓度做 6 个

平行 , 平均回收率为 84.2%104.9%, 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)为 4.3%7.6%, 满足检测

的要求。具体数据见表 2。阴性绿茶、红茶、乌龙茶、普

洱茶 0.1 mg/kg 处加标的定量离子对谱图见图 2。 

3.6  与其他方法的比较 

已有的关于食品中草铵膦残留检测的报道主要为液

相色谱-串联质谱法。因草铵膦极性大, 在普通 C18 柱上保

留极弱, 故大部分报道采用衍生化法 [5,6,9,11,16]进行, 但是

衍生化法不仅前处理耗时长, 过量的衍生化试剂进入仪器

系统极易造成色谱柱和质谱的污染, 导致仪器系统性能下

降。近年来非衍生化直接测定法[17-20]的报道也逐渐增多, 

但是大多集中在水果等基质简单的样品, 前处理无净化过

程, 鲜见针对茶叶的报道。本研究针对绿茶、红茶、乌龙

茶、普洱茶等各种茶叶基质, 采用非衍生化法测定草铵膦

残留, 样品采用水提取, 提取液采用聚合物材质的固相萃

取小柱净化, 采用草铵膦氘代同位素内标定量, 在 7 min

在完成仪器分析, 整个前处理和测定过程能在 1.5 h 内完

成, 方法定量限能满足国内外限量的要求, 所建立的方法

适合茶叶中草铵膦残留量的批量快速筛查。本研究主要指

标与文献报道方法的比较数据见表 3。 
 

表 2  回收率和精密度数据(n=6) 
Table 2  Results of recoveries and relative standard deviations (n=6) 

样品基质 Sample matrix 
加标 0.1 mg/kg 加标 0.2 mg/kg 加标 0.5 mg/kg 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

绿茶 87.3 7.6 99.3 5.0 85.2 5.5 

红茶 84.2 7.2 104.9 4.8 87.4 5.9 

乌龙茶 85.8 6.2 90.9 6.1 94.1 4.3 

普洱茶 92.7 6.9 102.4 5.6 92.0 5.8 
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注: A: 绿茶; B: 红茶; C: 乌龙茶; D: 普洱茶。 

图 2  不同基质阴性样品加标 0.1 mg/kg 的定量离子对谱图 
Fig.2  Chromatograms of quantitative ion pair of glufosinate-ammonium in different tea matrices spiked at 0.1 mg/kg 

 
 
 

表 3  与文献方法对比 
Table 3  Comparison with literature methods 

样品基质 净化方式 是否衍生化 仪器分析时间/min 回收率/% 定量方法 定量限/(mg/kg) 参考文献序号

茶叶 SPE(HR-X 小柱) 否 7 84.2~104.9 同位素内标法 0.1 本文 

茶叶 SPE(C18 小柱) 是 10 61.6~81.4 外标法 0.1 [5] 

茶叶 SPE(阳离子交换柱) 是 15 78.3~108 内标法 0.05 [6] 

植物源食品 
液液分配+ 

SPE(HLB 小柱) 
是 10 74~124.4 内标法 0.002 (茶叶) [9] 

植物源食品 dSPE (多壁碳纳米管) 是 10 81~106 外标法 0.01 (茶叶) [11] 

植物源食品 dSPE (多壁碳纳米管) 是 10 / 外标法 0.1 (茶叶) [16] 

香蕉、荔枝 无净化过程 否 5 82.9~98.6 外标法 0.033 [17] 

桃 无净化过程 否 5 87.2~110.0 外标法 0.05 [18] 

咖啡鲜果 无净化过程 否 5 98~105 外标法 0.05 [19] 

食用油 无净化过程 否 10 81.4~119.4 外标法 0.01 [20] 
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3.7  实际样品测定 

对客户委托的 145 批茶叶样品按本方法进行了测定, 

其中绿茶 121 个、红茶 11 个、乌龙茶 8 个、普洱茶 5 个, 均

未检出草铵膦残留。 

4  结  论 

本研究建立了非衍生化液相色谱-串联质谱法直接测

定茶叶中草铵膦残留量的分析方法。该方法不需要衍生化

而对草铵膦进行直接测定, 前处理简便快速, 能在 1.5 h 内

完成前处理, 与传统衍生化法[5-16]相比, 大大节约了时间, 

适合大批量样品的快速筛查, 同时也避免了因使用衍生化

试剂对仪器系统造成的污染问题。本方法还采用同位素内

标法定量, 校正了目标物在前处理过程中的损失, 克服了

基质效应带来的影响, 提高了测量结果的稳定性和重复性, 

定量准确, 适用于不同类型茶叶中草铵膦残留量的测定。 
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