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摘要

检测、定量和鉴定饮⽤⽔中的草⽢膦、氨甲基膦酸(AMPA)和草铵膦时，需要采⽤可靠的分析⽅法。本应⽤纪要介

绍了⼀种操作简单的直接分析⽅法，该⽅法使⽤液相⾊谱/串联质谱(LC-MS/MS)联⽤系统，⽆需冗⻓繁琐的衍⽣

化和固相萃取(SPE)步骤，直接将⽔样进样⾄配备阴离⼦型极性农药分析⾊谱柱的LC-MS/MS系统（ACQUITY™ 

Premier UPLC™系统与Xevo™ TQ Absolute串联质谱仪联⽤）进⾏分析即可。我们使⽤三种不同类型的饮⽤⽔成

功评估了该⽅法的性能。实验证明Xevo TQ Absolute系统具有相当⾼的灵敏度，三种分析物都能在低⾄10 ng/L 

(0.01 µg/L)的浓度下可靠检出。我们还使⽤加标⽔样评估了该⽅法在实验室内部以及实验室间的性能。这两项研

究的结果均表明，该⽅法的正确度在82%~110%范围内。研究观察到重复性、实验室内重现性以及实验室间重现

性⾮常⼀致，RSD均⼩于16%。该⽅法的灵敏度、专属性、准确度已获认可，适⽤于测定各种不同类型饮⽤⽔中

的这些棘⼿分析物是否符合法规限值要求，还可以为⼈体暴露的相关研究提供⽀持。

优势

⽆需衍⽣化即可直接进样，极⼤地简化了分析⼯作流程，缩短了分析时间，有望提⾼样品通量■

实验室内研究和实验室间研究证明了该⽅法的性能，让⽤⼾对⽅法的易实施性充满信⼼■

该⽅法适⽤于检测饮⽤⽔中的这些强极性阴离⼦型农药是否符合法规限值要求■
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简介

草⽢膦和草铵膦是农业和其他⾏业⼴泛⽤于杂草控制和采收前⼲燥处理的农药制剂中含有的两种活性物质1,2。草

⽢膦的⼤规模使⽤引发⼈们开展了多项研究，希望确定草⽢膦对⽣态或⼈类健康有没有潜在危害。尽管⼈们通常

认为草⽢膦不太可能对动物和⼈类有急性毒性，但它对⽔环境具有毒性。⽂献中有关草⽢膦致癌性的观点存在分

歧。2015年，国际癌症研究机构将草⽢膦归为可能的⼈类致癌物，但欧洲⻝品安全局、欧洲化学品管理局和美国

环境保护局都不⽀持这⼀分类3-6。

农药在农业和其他⾏业的⼴泛使⽤，导致地表⽔和地下⽔资源中出现了农药残留。农药在河流或溪流附近直接喷

洒、径流、陆地腐蚀物进⼊⽔道，以及喷雾漂移，都可能导致农药进⼊地表⽔。农药还会渗透⼟壤进⼊地下⽔中

。地表⽔和地下⽔中经常检测到低浓度的草⽢膦及其主要代谢物氨甲基膦酸(AMPA)7,8。 这些农药的残留问题不仅

仅存在于集约化农业地区。草铵膦在⼟壤中似乎极易迁移，因此有可能污染地下⽔。许多国家/地区的公共饮⽤⽔

源都是地表⽔（例如河流、湖泊和溪流）和/或地下⽔，这些⽔可能会被这些农药污染，进⽽导致⻓期膳⻝暴露。

世界上⼤多数国家/地区都对地表⽔、地下⽔和饮⽤⽔中的农药残留做了规定，但最⼤限值差异巨⼤。对于饮⽤⽔

，EU规定农药及任何相关代谢物总量的最⼤限值为500 ng/L (0.5 µg/L)，每种农药和代谢物各⾃的最⼤限值为

100 ng/L (0.1 μg/L)9。 其他地区饮⽤⽔中草⽢膦的浓度标准要⾼得多。例如，加拿⼤、美国和澳⼤利亚规定的最

⼤可接受浓度分别为280、700和1000 µg/L10。

⼈们需要准确可靠的⽅法来监测⽔样是否符合法规限值，以及更全⾯地了解环境和饮⽤⽔中是否存在这些化合物

。草⽢膦、AMPA和草铵膦都是强极性的离⼦型化合物，这种理化特性⼤幅提⾼了检测其残留的难度。典型的分析

⽅法是先⽤氯甲酸-9-芴基甲酯(FMOC‒Cl)进⾏衍⽣化处理，然后进⾏固相萃取(SPE)和液相⾊谱(LC)测定，液相⾊

谱系统通常还会与MS/MS联⽤11。 FMOC衍⽣化可降低化合物的极性，以便使⽤反相吸附剂有效萃取和浓缩化合

物，接着在相同的分离模式下进⾏LC测定。然⽽，衍⽣化步骤缓慢且繁琐，在LC分析之前还得去除过量的衍⽣化

试剂、硼酸盐缓冲液和/或反应副产物。⽆需衍⽣化的直接分析法步骤更少，操作起来速度也更快。直接进样⽅法

能否成功在很⼤程度上取决于⾊谱性能（保留性能、峰形和稳定性）以及⽔样组分所产⽣的基质效应对分析物响

应的影响。使⽤稳定同位素类似物作为内标有助于减轻基质效应。

在分析化学领域，验证研究在分析⽅法的性能特征评估中发挥着重要作⽤。要证明⽅法符合预期⽤途，必须执⾏

实验室内⽅法验证。⽽在实验室间研究中，若⼲个经验丰富的实验室将从同⼀个均质且稳定的检测样品中分取相

同份数的样品，然后遵循严格定义的⽅案进⾏测定，以验证⽅法性能是否⼀致。

本应⽤纪要介绍了⼀项⼤规模的⽅法性能评估研究，旨在评估⼀种分析⽅法测定多种不同⽔样中草⽢膦、AMPA和

草铵膦的性能。这种直接进样的LC-MS/MS⽅法采⽤配备阴离⼦型极性农药分析⾊谱柱的ACQUITY Premier UPLC

与Xevo TQ Absolute串联质谱仪组成的联⽤系统，并配合使⽤waters_connect™定量软件平台。
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实验

样品前处理

从英国境内多个地点采集三种不同的饮⽤⽔样品（硬质饮⽤⽔、软质饮⽤⽔和矿泉⽔）。样品在分析之前冷藏保

存。取供试⽔样(15 mL)转移到50 mL塑料离⼼管中。使⽤草⽢膦、氨甲基膦酸(AMPA)和草铵膦的分析标准品制备

⼯作溶液，⽤于创建标准曲线样品和加标到不同的⽔样中。配制浓度在10~200 ng (0.01~0.2 µg/L)范围内的标准

曲线样品。使⽤草⽢膦-13C2,15N、AMPA-13C,15N,D2和草铵膦-D3作为内标。加⼊EDTA（200 μL，2 g/L），混匀

样品内容物，然后取⼀份等分试样转移到聚丙烯样品瓶中，准备进⾏LC-MS/MS分析。配制流动相所⽤的全部添加

剂和溶剂均为LCMS级或同等级别试剂。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 配备BSM和FTN SM的ACQUITY Premier UPLC系

统

样品瓶： 聚丙烯材质12 × 32 mm螺纹⼝样品瓶，带瓶盖和

预切割PTFE/硅胶隔垫，容积为700 µ

L（P/N：186005222）

⾊谱柱： 阴离⼦型极性农药分析⾊谱柱（5 µm, 2.1 x 100 

mm)（P/N：186009287）

柱温： 50 °C

样品温度： 10 ℃

进样体积： 50 µL

流动相A： 0.9%甲酸的⽔溶液

流动相B： 0.9%甲酸的⼄腈溶液
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切换阀： 0~1.5 min导⼊废液

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ Absolute

电离模式： 电喷雾（负离⼦模式）

⽑细管电压： 2.3 kV

离⼦源温度： 150 °C

脱溶剂⽓温度： 600 °C

脱溶剂⽓流速： 800 L/h

锥孔⽓流速： 150 L/h

锥孔电压： 15 V

数据管理

质谱采集软件： waters_connect定量软件平台

定量软件： waters_connect定量软件平台

⽅法验证

通过重复分析加标饮⽤⽔样品进⾏单实验室验证。评估的因素包括：选择性、灵敏度、标准曲线特征、正确度、

实验室内重复性（合并RSDr）和实验室内重现性（RSDR，也称为中间精密度）。在单实验室验证中，三天内每天
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重复分析(n = 11)⽤硬质饮⽤⽔、软质饮⽤⽔和矿泉⽔这三种⽔制备的20、60和100 ng/L⽔样，确定正确度、合并

RSDr和RSDWLR。多实验室验证则是让9个实验室分析加标的矿泉⽔样品。对浓度为20 ng/L和60 ng/L的加标样品

进⾏重复分析(n=7)，确定正确度、合并RSDr和实验室间重现性(RSDWLR)。

结果与讨论

⾊谱分析

该⽅法分离这些强极性阴离⼦化合物时展现出优异的⾊谱保留性能和峰形。该⽅法的保留性能符合ISO 21253-

2:2019标准（适⽤于多化合物类别的⽔质检测标准）要求，在整个研究过程中（9天，500次进样）都得到了⾼斯

⾊谱峰形并展现出良好的保留时间稳定性，且不受分析的饮⽤⽔类型影响12。

灵敏度

图1显⽰了分析加标浓度为20 ng/L的约克饮⽤⽔时获得的三种强极性阴离⼦化合物的典型⾊谱图，这表明该⽅法

通常能够检测饮⽤⽔中浓度较低的这些分析物，适合⽤于检查⽔样是否符合欧盟饮⽤⽔指令(DWD)中设定的100 

ng/L参数限值要求。

选择性、鉴定和标曲标准

制备不同类型的⽔的代表性样品作为空⽩样。空⽩样中未检测到可能导致误报样品不合规或可能影响⽅法灵敏度

的信号。每种分析物在两个通道中⽣成的峰的离⼦丰度⽐和保留时间均处于ISO 21253-1:2019标准（第1部分）规

定的相较于标准品的偏差范围内13。 使⽤稳定同位素类似物作为内标，为矿泉⽔中的每种分析物绘制6点括号式标

准曲线，每天采集数据。采⽤1/x加权进⾏线性拟合，标准曲线(10~200 ng/L)的所有决定系数(R2)值都⾼于

0.98，各残差均低于20%，证明该⽅法能够可靠地定量分析物，检查其浓度是否符合EU DWD设定的参数限值要求

。典型标准曲线的⼏个⽰例⻅图2。
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图3.三个加标浓度下每个⽔样的平均实测回收率值汇总，相关的重复性通过误差棒表⽰。

单实验室验证

结果表明，该⽅法定量饮⽤⽔中这三种化合物的准确度都很出⾊（表1）。准确度是使⽤适当的内标进⾏调整后

，根据这三种饮⽤⽔在三个加标浓度下（20、60和100 ng/L）的实测浓度值确定的。合并所有三种⽔样的结果

，正确度（根据实测回收率确定）在96%~102%之间，实验室内重复性（合并RSDr）在7.9%~11%之间，并且三

天内的实验室内重现性(RSDWLR)在7.6%~15%之间。使⽤内标时得到的这些结果均符合ISO 21253-1:2019标准

（第2部分）规定的可接受标准：“收率”（实测回收率）在70%~120%范围内，中间精密度(RSDr) ≤ 20%13。 

图3汇总了每种⽔样品的平均实测回收率值及其重复性。 
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表1.单实验室验证研究的结果汇总

多实验室验证

采⽤与单实验室验证研究相同的⽅案确定⽅法准确度，区别在于让9个实验室采⽤该⽅案分析2个加标⽔平的矿泉

⽔，每个加标⽔平设⼀个样品。进⾏统计分析之前，未从数据中剔除任何异常值。采⽤该⽅法分析单个矿泉⽔样

品得到的结果验证了该⽅法的准确度（表2）。图4汇总了每个实验室的平均实测回收率值及其相关的实验室内重

复性。每个实验室报告的正确度值都在82%~110%之间，重复性(RSDr)在2.6%~22%之间。实验室内的总体重复

性（合并RSDr）值和实验室间的重现性(RSDBLR)值分别在11%~14%和10%~16%范围内。这些结果都符合上⼀节

提到的ISO 21253-1:2019标准（第2部分）规定的可接受标准。

7采⽤LC-MS/MS直接分析法测定饮⽤⽔中的草⽢膦、氨甲基膦酸(AMPA)和草铵膦



图5.此柱状图显⽰了每个实验室进⾏低浓度加标分析（20 ng/L，A图）和⾼浓度加标分析（60 ng/L，B图）得到
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的三种分析物的z得分

为了进⼀步评估数据，我们为报告的每⼀个实验室结果计算了z得分。z得分是实验室报告值与认定值之间的差值

（针对变异性做了校正）。所得结果如图5中的两张图表所⽰。⼏乎所有实验室都报告了可接受的结果，z得分低

于2。有3个实验室报告的低浓度加标分析结果有问题，有1个实验室报告的⾼浓度加标分析结果有问题。只有⼀个

结果不理想：20 ng/L草⽢膦的z得分为3.07。

结论

本应⽤纪要介绍了⼀项⼤规模的⽅法性能评估研究，旨在评估⼀种简单直接的⽅法测定饮⽤⽔中草⽢膦、AMPA和

草铵膦的性能。⽔样直接进样⾄配备阴离⼦型极性农药分析⾊谱柱的ACQUITY Premier LC系统与Xevo TQ 

Absolute串联四极杆质谱仪组成的联⽤系统进⾏分析。该⽅法省去了冗⻓繁琐的样品前处理步骤，有助于减少衍

⽣化⽅法可能造成的误差。该⽅法能够可靠测定远低于DWD参数限值(0.1 µg/L)的浓度。本研究通过测定⼀系列不

同类型的饮⽤⽔样品，成功评估了该⽅法的性能。实验证明该⽅法适⽤于监测饮⽤⽔中这些含量极低的强极性阴

离⼦型农药残留，因此可⽤于检查样品是否符合法规限值要求，还能为针对⼈体暴露的研究提供⽀持。
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特⾊产品

ACQUITY Premier系统 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/products/chromatography/chromatography-systems/acquity-

premier-system.html>

Xevo TQ Absolute三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/products/mass-

spectrometry-systems/xevo-tq-absolute.html>

waters_connect <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135040165>
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