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气相色谱-质谱法测定黑木耳中草甘膦和 

氨甲基膦酸残留量 
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摘  要: 目的  建立气相色谱-质谱法(gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)测定黑木耳中草甘膦及

其主要代谢物氨甲基膦酸残留(aminomethylphosphonic acid, AMPA)的分析方法。方法  干制黑木耳样品经二

氯甲烷脱色、水提取、盐酸沉淀蛋白、乙醇沉淀多糖后, 与三氟乙酸酐和七氟丁醇进行衍生化反应, 经气相色

谱柱分离后, 在选择离子监测(selected ions monitoring, SIM)模式下进行草甘膦和氨甲基膦酸含量的测定, 外

标法定量。结果  干制黑木耳中草甘膦在 0.001~0.050 μg/mL 范围内呈现良好线性(相关系数 r2=0.9993), 检出

限为 0.02 mg/kg, 定量限为 0.04 mg/kg, 在 0.04、0.08、0.20 mg/kg 3 个添加水平下, 平均回收率为 82.4%~93.4%, 

相对标准偏差为 7.8%~9.5% (n=6); 氨甲基膦酸在 0.0005~0.0500 μg/mL 范围内呈现良好线性(相关系数

r2=0.9996), 检出限为 0.01 mg/kg, 定量限为 0.02 mg/kg, 在 0.02、0.08、0.20 mg/kg 3 个添加水平下, 平均回

收率为 85.6%~96.8%, 相对标准偏差为 5.7%~9.3% (n=6)。结论  该方法针对干制黑木耳基质, 样品前处理

过程简单, 净化除杂效果好且回收率高, 满足农药残留分析实验室对黑木耳中草甘膦和氨甲基膦酸残留的

检测要求。 
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Determination of glyphosate and aminomethylphosphonic acid residue in 
Auricularia auricula by gas chromatography-mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of glyphosate and its main metabolite 

aminomethylphosphonic acid (AMPA) in Auricularia auricular by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). 

Methods  Dried Auricularia auricula samples were decolorized by dichloromethane, extracted by water, 

precipitated by hydrochloric acid, precipitated by ethanol, and then derivatized with trifluoroacetic anhydride and 

sevoflubutanol, separated by gas chromatographic column, selected ions monitoring was performed, the content of 
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glyphosate and AMPA were determined in SIM mode and quantified by external standard method. Results  In dried 

Auricularia auricula, glyphosate showed a good linearity in the range of 0.001‒0.050 μg/mL (correlation coefficient 

r2=0.9993), the limit of detection and the limit of quantification of glyphosate were 0.02 and 0.04 mg/kg, 

respectively, the average recoveries were 82.4%‒93.4% with the relative standard deviations of 7.8%‒9.5% at the 3 

supplemental levels of 0.04, 0.08 and 0.20 mg/kg (n=6); AMPA showed a good linearity in the range of 

0.0005‒0.0500 μg/mL (correlation coefficient r2=0.9996), the LOD and LOQ of AMPA were 0.01 and  0.02 mg/kg, 

respectively, the average recoveries were 85.6%‒96.8% and the RSDs were 5.7%‒9.3% (n=6) at the    3 

supplemental levels of 0.02, 0.08 and 0.20 mg/kg (n=6). Conclusion  For dried Auricularia auricula, the sample 

pretreatment process of this method is simple, its purification effect is favorable and their recoveries are proper, 

which meets the requirements of pesticide residue analysis laboratory for the residue detection of glyphosate and 

APMA in Auricularia auricula. 

KEY WORDS: derivatization; gas chromatography-mass spectrometry; glyphosate; aminomethylphosphonic acid; 

dried Auricularia auricula 
 

 

0  引  言 

草甘膦(glyphosate)是一种在全球范围内使用时间长、

范围广的除草剂, 因其低毒、高效等特点, 被广泛应用于农

田、果园、茶园等[1]。随着抗草甘膦转基因大豆、玉米、油

菜等作物的问世和在全球范围内的推广应用, 草甘膦的使

用更是出现了迅猛增长 [2]。2015 年世界卫生组织(World 

Health Organization, WHO) 下属的国际癌症研究机构

(International Agency for Research on Cancer, IARC)将草甘

膦列入 2A 类致癌物后, 一些国家和地区如斯里兰卡、马耳

他、卢森堡、法国等开始禁止或限制使用草甘膦, 未禁用国

家如韩国、越南等也在不断严格控制草甘膦残留限量。我国

GB 2763—2021《食品安全国家标准 食品中农药最大残留

限量》中对草甘膦在食品中最大残留限量的规定主要集中于

谷物和水果, 食用菌中草甘膦的限量则尚未作规定。 

黑木耳是我国传统的食用菌品种之一, 富含蛋白质、

多糖、氨基酸、钙、磷等多种营养物质[3‒5]。近年来, 随着

对黑木耳食药用特性的深入认识, 以及黑木耳栽培技术的

更新完善, 黑木耳的年度产量和出口量均稳居我国栽培食

药用菌前列[6]。黑木耳栽培主要为代料露天栽培模式[7], 其

种植过程中农药使用管理不规范或栽培原料(如秸秆、木屑

等)中农药残留迁移等问题, 造成黑木耳中草甘膦检出的情

况时有发生[8], 给我国黑木耳产品的质量安全特别是出口贸

易带来风险隐患。由于草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸

(aminomethylphosphonic acid, AMPA)均呈弱酸性, 挥发性

低, 极性强, 易溶于水、难溶于有机溶剂, 现有文献报道的

食品中草甘膦含量测定的常用方法有离子色谱法[9‒10]、气相

色谱法[11]、气相色谱-质谱法[12]、气相色谱-串联质谱法[13]、

高效液相色谱法[14]、液相色谱-串联质谱法[15‒17]等。其中, 气

相色谱相关方法主要是通过草甘膦和氨甲基膦酸与衍生试

剂反应, 生成易挥发的衍生化产物用于气相色谱分析。再结

合毛细管色谱柱良好的分离能力和质谱的高灵敏度、强选择

性特征, 使得衍生化-气相色谱-质谱法测定草甘膦和氨甲基

膦酸残留量具有较大的优势。由于干制黑木耳的吸水性极 

强[3,18], 且水溶性多糖和蛋白质的含量高、干扰大, 黑木耳

中草甘膦和氨甲基磷酸的提取是否完全、净化以及衍生效果

好坏, 成为其含量分析测定成败的关键因素。我国于 2009

年发布了 GB/T 23750—2009《植物性产品中草甘膦残留量

的测定 气相色谱-质谱法》, 然而针对干制黑木耳中草甘膦

和氨甲基膦酸残留量的气相色谱-质谱法测定却鲜有报道, 

其他测定方法的报道亦是非常少见。陈磊等[8]选用加入相同

体积的水和含 1%甲酸的甲醇溶液对干品黑木耳进行目标化

合物提取, 用多壁碳纳米管对提取液净化后, 在液相色谱-

串联质谱仪上进行直接测定, 内标法定量。该方法对分析仪

器的响应灵敏度要求高, 内标物的引入增加样品测定成本。 

本研究针对干制黑木耳的样品特点, 拟采用二氯甲烷

浸泡、盐酸-水溶液提取, 乙醇沉淀多糖[19‒20], 通过优化前处

理条件, 采用非固相萃取净化方式有效去除黑木耳中杂质

的干扰。将目标化合物草甘膦和氨甲基膦酸与三氟乙酸酐-

七氟丁醇衍生试剂进行衍生化反应后[21], 通过气相色谱-质

谱法建立一个回收率、精密度符合 GB/T 27404—2008《实

验室质量控制规范 食品理化检测》要求, 检测速度快、灵

敏度高, 便于在食品分析检测实验室推广与应用的黑木耳

中草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸残留分析方法, 以期为干

制食药用菌的质量安全评价提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

原料: 干制黑木耳, 均为郑州市场销售样品, 粉碎后

过 60 目筛, 置于干燥器中常温保存。 

试 剂 : 草 甘 膦 标 准 品 ( 纯 度 99.00%, 德 国 Dr. 
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Ehrenstorfer 公司)、氨甲基膦酸标准品(纯度 91.10%, 德国

Dr. Ehrenstorfer 公司); 七氟丁醇(分析纯)、二氯甲烷(色谱

纯, 上海麦克林生化科技有限公司); 浓盐酸(12 mol/L, 优

级纯, 烟台市双双化工有限公司); 无水乙醇(分析纯, 国药

集团化学试剂有限公司); 三氟乙酸酐(分析纯, 北京百灵

威科技有限公司); 柠檬醛[分析纯, 阿法埃莎(中国)化学有

限公司]; 乙酸乙酯(色谱纯, 德国默克公司); 实验用水为

Milli-Q 超纯水。 

1.2  仪器与设备 

JP-300C 高速多功能粉碎机(永康市久品工贸有限公

司); AE240 电子分析天平(瑞士 Mettler Toledo 公司); 移液

枪(德国 Eppendorf 公司); MixOne 漩涡振荡器(合肥艾本森

科学仪器有限公司); HY-6 双层摇瓶机(金坛市医疗仪器厂); 

GL-21B 型高速冷冻离心机 ( 上海安亭科学仪器厂 ); 

SCIENTZ-12ND 型冷冻干燥机(宁波新芝生物科技股份有

限公司); LabTech EG20A plus 型微控数显电热板(北京莱

伯泰科仪器股份有限公司); KQ-500DE 型数控超声波清洗

器(昆山市超声仪器有限公司); QGC-36T 氮气吹干仪(上海

泉岛公司); DHG-9240A 型电热恒温鼓风干燥箱(上海一恒

科学仪器有限公司 ); Milli-Q 去离子水发生器 (美国

Millipore 公司); Shimadzu GCMS-QP2010 Plus 型气相色谱-

质谱联用仪(日本岛津公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

提取与净化: 称取 1 g(精确至 0.1 mg)干制黑木耳样品, 

放入50 mL塑料离心管中, 加入10 mL二氯甲烷, 混匀1 min, 

室温(25 ℃)下浸泡过夜, 加入 0.06 mol/L盐酸-水溶液 20 mL, 

混匀 1 min, 振摇 30 min, 8000 r/min 离心 5 min, 取 5 mL 上

层清液至另一离心管, 加入 5 mL 无水乙醇, 于 4 ℃下冷藏 

2 h, 8000 r/min 离心 5 min, 弃去胶状沉淀物, 全部液体转移

至烧杯, 于电热板上50 ℃蒸干, 准确加入1 mL水超声复溶, 

收集净化复溶液过 0.45 μm 水系滤膜后待衍生。 

衍生化: 准确吸取 0.05 mL 净化复溶液, 严格按照文

献[21]衍生化方法进行衍生反应。反应结束后, 衍生小瓶置

于氮吹仪中常温下用氮气平稳吹干 , 准确加入 0.5 mL 

0.2%柠檬醛乙酸乙酯溶液, 超声复溶后过 0.45 μm 有机滤

膜至上机小瓶中待测定。 

混合标准溶液的衍生、复溶过程与样品净化复溶液

一致。 

1.3.2  标准溶液的配制 

标准储备液: 分别精密称取纯度折算后的草甘膦和

氨甲基膦酸 10 mg 于 10 mL 容量瓶中, 用水溶解并分别定

容, 配制成质量浓度为 1.0 mg/mL 的标准储备液。 

混合标准中间液: 准确吸取 1.0 mL 草甘膦标准储备

液、1.0 mL 氨甲基膦酸标准储备液于 100 mL 容量瓶中, 用

水稀释并定容, 得草甘膦和氨甲基膦酸混合标准中间液

(10 μg/mL)。 

混合标准工作溶液: 分别吸取 10 μg/mL 草甘膦和氨

甲基膦酸混合标准中间液 5.0、2.0、1.0、0.5、0.2、0.1 mL

于 10 mL 容量瓶, 用水定容, 得 5.0、2.0、1.0、0.5、0.2、

0.1 μg/mL 混合标准工作溶液。吸取 0.5 μg/mL 溶剂混合标

准工作溶液 1.0 mL 于 10 mL 容量瓶 , 用水定容 , 得    

0.05 μg/mL 混合标准工作溶液。 

1.3.3  气相色谱-质谱条件 

色谱柱: DB-5MS 毛细管柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm); 

载气: 氦气(纯度≥99.999%), 流速: 1.0 mL/min; 进样口温

度: 200 ℃; 接口温度: 270 ℃; 进样方式: 无分流进样; 进

样量: 1 μL; 升温程序: 80 ℃保持 1.5 min, 以 30 ℃/min 升至

260 ℃保持 2 min, 再以 30 ℃/min升至 300 ℃保持 2 min; 溶

剂延迟: 4 min; 离子源温度: 250 ℃; 电离方式: 电子轰击

(electron impact, EI), 70 eV; 测定方式: 选择离子监测法

(selected ions monitoring, SIM)。草甘膦和氨甲基膦酸衍生化

产物的质谱采集信息见表 1。 

1.3.4  黑木耳样品中草甘膦氨甲基膦酸含量计算 

草甘膦氨甲基膦酸含量按照公式(1)计算:  

1000

1000

C V f
X

m

  



            (1) 

其中, f 为稀释因子, 且按照公式(2)计算:  

2 4

1 3

1 0.5
2

5 0.05

V V
f

V V

 
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 
           (2) 

式中: X-样品中被测组分的残留量, mg/kg; C-从基质标准

工作曲线计算的样品上机液中被测组分的浓度, μg/mL; V-

提取溶液的体积, mL; m-样品称样量, g; V1-分取溶液的体

积, mL; V2-净化复溶液的定容体积, mL; V3-净化复溶液的

衍生体积, mL; V4-衍生后定容体积, mL。 

 
表 1  草甘膦和氨甲基膦酸衍生化产物的保留时间及监测离子信息 

Table 1  Retention times and monitoring ions of the derivatives of glyphosate and AMPA 

序号 化合物 保留时间/min 监测离子(m/z) 监测离子丰度比/% 

1 草甘膦 5.12 611*、612、584、460 100:78:54:52 

2 氨甲基膦酸 4.45 446*、372、502 100:55:37 

注: *为定量离子。 
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1.4  数据处理 

采用 Excel 2007 进行线性回归分析, 采用 SPSS 17.0

软件进行方差分析和相关性分析。 

2  结果与分析 

2.1  前处理条件优化 

2.1.1  提取溶剂优化 

由于草甘膦及其代谢物氨甲基膦酸极性强, 易溶于水, 

因此本研究选择水为提取液, 比较了水、0.06 mol/L 盐酸-水、

0.12 mol/L 盐酸-水等不同溶剂的提取效果。以添加浓度为

0.50 mg/kg 的黑木耳加标样品为例, 保持其他前处理条件一

致, 分别加入上述 3 种不同提取溶剂 20 mL, 按照 1.3.1 进行

处理, 结果见图 1。由图 1 可知, 水、0.06 mol/L 盐酸-水、   

0.12 mol/L 盐酸-水提取后, 草甘膦和氨甲基膦酸的添加回收

率均高于 90%, 3 种提取液对草甘膦的提取效果差异不显著

(P>0.05); 而 0.06 mol/L 盐酸-水和 0.12 mol/L 盐酸-水对氨甲

基膦酸的提取效果差异不显著(P>0.05)。因黑木耳中富含水溶

性蛋白, 加入盐酸可有效沉淀基质提取液中的蛋白质, 综合

考虑, 本研究最终选用 0.06 mol/L 盐酸-水作为提取溶剂。 

 

 
 

注: 草甘膦和氨甲基膦酸添加浓度均为 0.50 mg/kg; a~b: 不同小写字母表示数值间具有统计学差异(P<0.05)。 

图 1  不同溶剂对草甘膦(左)和氨甲基膦酸(右)的提取效率比较(n=3) 

Fig.1  Comparison of extraction efficiencies of glyphosate (left) and AMPA (right) with different solvents (n=3) 
 
 

2.1.2  净化方式优化 

考虑到干制黑木耳的超强吸水泡发能力[18], 在对被

测组分草甘膦和氨甲基膦酸进行 0.06 mol/L 盐酸-水溶液

提取前, 先于室温(25 ℃)下用二氯甲烷浸泡过夜进行脱色

处理。该净化方法缩短了黑木耳在水中的浸泡时间, 有效

去除黑木耳基质中脂溶性杂质和色素的同时, 保证了前处

理过程中分取上清液的体积量(>5 mL)。 

黑木耳中水溶性多糖采用乙醇沉淀法进行去除[19‒20], 

本研究考察了不同体积分数乙醇对黑木耳提取液中水溶性

多糖的沉淀净化能力。移取 0.06 mol/L 盐酸-水提取液 5 mL

于离心管中, 分别加入 0.56、1.25、2.14、5.00、20.00 mL

无水乙醇, 得体积分数分别为 10%、20%、30%、50%、80%

的乙醇沉淀液, 于 4 ℃下冷藏 2 h, 8000 r/min 离心 5 min, 

弃去上清液, 胶状沉淀物用乙醇洗涤, 于冷冻干燥机中进

行冻干处理后称重。实验结果表明, 随着乙醇体积分数的

增大, 多糖沉淀物重量呈现增加趋势, 当乙醇体积分数达

到 50%以上时, 多糖沉淀物重量增加变缓, 且经 50%和

80%乙醇沉淀后所得黑木耳中多糖沉淀物的重量差异不显

著(P>0.05)(图 2)。因此, 本研究最终选用体积分数 50%的

乙醇沉淀液作为黑木耳中水溶性多糖的去除净化液。 

 
 

注: a~d: 不同小写字母表示数值间具有统计学差异(P<0.05)。 

图 2  不同乙醇体积分数对水溶性多糖的去除能力(n=3) 

Fig.2  Removalability of water-soluble polysaccharides with 
different volume fraction of ethanol (n=3) 

 

2.2  线性方程与检出限及定量限 

分别吸取 1.3.2 中混合标准工作液 0.2 mL 于 2 mL 容

量瓶中, 用空白黑木耳基质净化复溶液稀释并定容至刻度, 

配制成草甘膦和氨甲基膦酸质量浓度为 0.500、0.200、

0.100、0.050、0.020、0.010、0.005 μg/mL 的基质标准工作
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液。以水为溶剂, 溶剂标准工作液的配制过程与基质标准

工作液一致。 

按照 1.3.1 中衍生化方法对基质标准工作液和溶剂标准

工作液进行衍生, 所得衍生化产物上机液质量浓度分别为

0.0500、0.0200、0.0100、0.0050、0.0020、0.0010、0.0005 μg/mL。

以上机液质量浓度为横坐标(X, μg/mL), 目标化合物定量

离子峰面积为纵坐标(Y)绘制标准曲线。结果表明, 无论是

溶剂标准工作液还是黑木耳基质标准工作液, 草甘膦和氨

甲基膦酸衍生化产物均呈良好的线性关系, 其线性方程、

浓度范围和相关系数详见表 2。 

根据各目标化合物的定量离子色谱峰响应值大于 3 倍

信噪比(S/N)时, 对应的微量加标水平为方法检出限(limit of 

detection, LOD), 响应值大于 10 倍信噪比(S/N)时, 对应的微

量加标水平为方法定量限(limit of quantitation, LOQ), 则黑

木耳中草甘膦的 LOD 和 LOQ 分别为 0.02、0.04 mg/kg; 氨

甲基膦酸的 LOD 和 LOQ 分别为 0.01、0.02 mg/kg。 

2.3  基质效应评价 

本研究采用黑木耳基质标准曲线斜率(S 基质)与水溶剂

标准曲线斜率(S 溶剂)相比较的方法评价干制黑木耳的基质

效应(matrix effect, ME), 具体计算公式为 ME=(S 基质/S 溶剂 

-1)×100%[22]。ME>0 表示干制黑木耳基质对目标化合物

测定具有基质增强效应, ME<0 表示干制黑木耳基质对目

标化合物测定具有抑制效应。且当 0≤|ME|≤20%时, 说

明 该 基 质 对 待 测 物 的 信 号 干 扰 程 度 较 低 , 当

20%<|ME|<50%时, 表现为中等程度基质干扰, 当 |ME|≥

50%时, 表明基质效应干扰强烈。根据表 2 所示斜率计算

可得, 黑木耳基质中草甘膦和氨甲基膦酸的 ME 分别为

-13.1%和 10.3%, 分别表现为弱基质抑制效应和弱基质增

强效应。因此, 在实际样品测定时, 可选用水溶剂标准曲

线代替黑木耳基质标准曲线进行草甘膦和氨甲基膦酸的

结果计算。 

2.4  方法回收率与精密度 

选取空白黑木耳样品, 按照 1.3 在方法线性范围内

对干制黑木耳样品进行方法定量限、0.08、0.20 mg/kg 3

个浓度水平的添加回收试验, 平行实验 6 次。结果显示, 

草 甘 膦 在 干 制 黑 木 耳 中 的 平 均 添 加 回 收 率 为

82.4%~93.4%, 相对标准偏差为 7.8%~9.5%, 而氨甲基膦

酸的平均添加回收率为 85.6%~96.8%, 相对标准偏差为

5.7%~9.3%, 表明该方法满足干制黑木耳中农药残留分

析的检测要求。 

2.5  实际样品检测 

随机在市场上购买干制黑木耳样品 37 个, 应用本

研究所建立的方法对样品中的草甘膦和氨甲基膦酸残

留量进行定量测定。结果显示, 共有 12 个样品检出草甘

膦, 其含量范围在 0.058~0.904 mg/kg。草甘膦检出样品

中有 8 个样品同时检出氨甲基膦酸, 含量范围在 0.023~    

0.115 mg/kg。草甘膦和氨甲基膦酸在黑木耳中的典型空

白样品、阳性样品和 0.50 mg/kg 浓度水平加标样品的总

离子流色谱图见图 3。当测定结果以草甘膦和氨甲基膦

酸含量之和表示时 , 12 个阳性样品的含量范围在

0.064~0.904 mg/kg。依据欧盟对人工栽培食用菌中草甘

膦(含主要代谢物)的推荐限量值(0.1 mg/kg)[23]进行评判, 

11 个样品含量值超出限量要求, 不合格率高达 29.7%。

由于欧盟所设置推荐限量值并未考虑干制黑木耳的失

水率, 所以建议我国在未来设定黑木耳中草甘膦的限量

标准时 , 应依据鲜黑木耳的含水量 , 折算出干制黑木耳

中草甘膦的限量值。 

3  结  论 

本研究针对干制黑木耳吸水性强、多糖含量高等样品

特点, 通过优化前处理条件, 采用非固相萃取净化方式有

效去除黑木耳中杂质的干扰, 建立了衍生化-气相色谱-质

谱法测定黑木耳中草甘膦和氨甲基膦酸残留的分析方法。

结果表明, 该方法前处理过程杂质去除效果好, 回收率与

精密度高, 满足干制黑木耳中草甘膦和氨甲基膦酸的检测

要求, 可为食品分析检测实验室测定食用菌中强极性农药

技术的发展提供参考。 

 
 
 

表 2  水溶剂和黑木耳基质液中草甘膦和氨甲基膦酸衍生化产物的线性方程、浓度范围和相关系数 
Table 2  Linear equations, concentration ranges and correlation coefficients of the derivatives of glyphosate and AMPA in water solvent 

and Auricularia auricula matrix solution 

化合物 溶剂/基质 线性方程 浓度范围/(μg/mL) 相关系数(r2) 

草甘膦 
水 Y=77.715X‒6.481  0.001~0.050 0.9990 

黑木耳 Y=67.565X+13.05  0.001~0.050 0.9993 

氨甲基膦酸 
水  Y=216.82X‒20.89  0.0005~0.0500 0.9994 

黑木耳 Y=239.16X+113.0  0.0005~0.0500 0.9996 
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图 3  黑木耳中草甘膦(左)和氨甲基膦酸(右)的空白样品、阳性样品和 0.50 mg/kg 加标样品的总离子流色谱图 

Fig.3  Total ion chromatograms of glyphosate (left) and AMPA (right) in blank, positive and 0.50 mg/kg spiked Auricularia auricula samples 
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