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摘　要：建立柱前衍生 －液相色谱 －荧光检测法同时测定水中草甘膦和氨甲基膦酸的方法。水样经芴甲氧羰酰氯衍生化

后取上清液进样，采用 ＯＤＳＣ１８柱，以水（５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵）－乙腈作为流动相进行梯度洗脱，采用荧光检测器进行检测。

实验通过加入柠檬酸三钠，解决了实际水样中金属阳离子的干扰问题。草甘膦和氨甲基膦酸在一定范围内线性良好（ｒ＝

０．９９７３～０．９９９０），回收率为 ９２．２％ ～１０２％，相对标准偏差为 ４．３％ ～８．５％，方法检出限为 １．２９μｇ／Ｌ和 １．８４μｇ／Ｌ。
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　　草甘膦（Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ，ＰＭＧ），化学名为 Ｎ－膦羧
基甲基甘氨酸，是一种广谱、非选择性、内吸传导性

强的除草剂。随着转基因抗草甘膦农作物的增多，

草甘膦已成为世界上应用最广、产量最大的农药品

种。草甘膦具有强极性、低挥发性的特点，导致其

难以气化，且在常规反相柱上没有保留，难以利用

气相色谱（ＧＣ）和高效液相色谱（ＨＰＬＣ）进行分
离测定。此外，由于缺少生色基团，难以直接利用

紫外和荧光检测器进行检测。草甘膦的代谢物为

氨甲基膦酸 （Ａｍｉｎｏｍｅｔｈｙｌｐｈｏｓｐｈｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＭ
ＰＡ），其极性与水溶性不利于对它进行提取。

目前，《生活饮用水标准检验方法》（ＧＢ／Ｔ
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５７５０－２００６）以及 ＥＰＡ５４７方法测定环境水体中
草甘膦和氨甲基膦酸均采用柱后衍生离子交换色

谱法，操作繁琐且不易掌握。国内外文献报道的检

测方法主要包括离子色谱法
［１－３］

、柱前或柱后衍生

－液相色谱法［４－５］
、柱前衍生 －气相色谱法［６－７］

或

气质谱联用法
［８］
和液相色谱质谱法

［９－１３］
等。但采

用质谱检测，仪器设备昂贵，不易推广，因此，建立

了较易推广的柱前衍生 －液相色谱 －荧光检测法。
草甘膦结构中存在较多的活性位点，易与多价金属

阳离子发生络合反应
［１４－１７］

。在大量饮用水源地实

际样品测定中也发现，部分实际样品加标后回收率

很低，因此在方法研究中着重考察了水中多价阳离

子对草甘膦及氨甲基膦酸测定的影响。

１　材料和方法
１．１　仪器与试剂

仪器：高效液相色谱／荧光检测器 （Ｗａｔｅｒｓ
２６９５／２４７５）；Ｅｍｐｏｗｅｒ３．０工作站；水浴机（ＬＡＵＤＡ
公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水器（美国 ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；
涡旋混合器（日本 ＬＭＳ公司）。

试剂：草甘膦（ＰＭＧ，纯度 ９７．０％）；氨甲基膦
酸（ＡＭＰＡ，纯度 ９８．３％），购于 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公
司；甲醇；乙腈 （色谱纯，Ｍｅｒｃｋ公司）；乙酸铵（色
谱纯）；纯化水（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；柠檬酸三钠（分析纯）；
磷酸（分析纯）；四硼酸钠（分析纯）；芴甲氧羰酰氯

（ＦＭＯＣ，色谱纯）。
１．２　色谱分析条件

ＯＤＳＣ１８色谱柱 （２５０ｍｍ×４．６ｍｍ×５μｍ）；
流动相为水 －５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（Ａ相）和乙腈（Ｂ
相），采用梯度洗脱模式，０ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ ＝９０∶１０（Ｖ／
Ｖ），保持２ｍｉｎ；到８ｍｉｎ时，梯度比例变为 Ａ∶Ｂ ＝
５０∶５０（Ｖ／Ｖ）；到 １０ｍｉｎ时，梯度比例变为 Ａ∶Ｂ ＝
０∶１００（Ｖ／Ｖ），保持２ｍｉｎ；到１４ｍｉｎ时，梯度比例变
回初始比例 Ａ∶Ｂ＝９０∶１０（Ｖ／Ｖ），保持１ｍｉｎ。流速
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量 ２０μＬ，色谱柱温为 ２５℃。荧
光检测器激发波长２５４ｎｍ，发射波长 ３１５ｎｍ。
１．３　样品制备

在１０ｍＬ玻璃具塞试管中，取１．０ｍＬ水样，加
入１００μＬ５％柠檬酸三钠水溶液（ｍ／Ｖ）并混匀；加
入０．５ｍＬ的 ０．０５ｍｏｌ／Ｌ四硼酸钠水溶液和
０．５ｍＬ的０．１％ ＦＭＯＣ乙腈溶液（ｍ／Ｖ），塞上试管
盖，充分振荡，放入 ４０℃恒温水浴中反应 １５ｍｉｎ；
取出试管，加入０．５ｍＬ的２％磷酸水溶液（Ｖ／Ｖ）以

中止反应；加 ５ｍＬ二氯甲烷涡旋萃取 ２ｍｉｎ，取水
相层；上机前过０．４５μｍ针头过滤器。

２　结果与讨论
２．１　不同极性萃取溶液比较

配制相同浓度的水样，经过衍生化反应后，比

较不加萃取溶剂直接过滤进样、加入乙酸乙酯萃取

后过滤进样、加入正己烷萃取后过滤进样和加入二

氯甲烷萃取后过滤进样四种不同极性萃取溶液对

衍生化副产物的去除效果。结果表明，不加萃取溶

剂直接过滤进样，样品中干扰物质较多，衍生化反

应副产物响应很高。而采用正己烷、乙酸乙酯和二

氯甲烷分别萃取，副产物去除能力依次增强，对目

标物亦无损失。同时针对实际水样，采用二氯甲烷

作为萃取剂可以较大范围的去除一些不必要的有

机干扰物，从而选择二氯甲烷作为萃取剂。

２．２　多价阳离子对目标物的影响考察
对实际水样草甘膦检测分析，结果表明，有些

实际水样经加标后回收率非常低，而同时采用纯水

加标回收率均正常。查阅文献可知，草甘膦具有与

多价阳离子配位络合的活性点，实际样品加标回收

率低可能与样品中含有一定浓度的多价阳离子有

关。因此，着重考察了水样中 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ３＋、
Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋对 ＰＭＧ和 ＡＭＰＡ检测分析的影响。

根据自然环境水体中金属离子浓度水平，配制

了含有不同浓度、不同种类的多价金属阳离子的水

样以及纯水样品，分别加入一定浓度 ＰＭＧ和 ＡＭ
ＰＡ，避光过夜放置２４ｈ后，进行检测分析，以考察
多价金属阳离子对目标化合物是否有影响。具体

实验过程：取 １．０ｍＬ水样于 １０ｍＬ玻璃具塞试管
中，加入０．５ｍＬ的０．０５ｍｏｌ／Ｌ四硼酸钠和０．５ｍＬ
的０．１％ ＦＭＯＣ，塞上试管盖，充分振荡，放入４０℃
恒温水浴中反应３０ｍｉｎ；取出试管，加入０．５ｍＬ的
２％磷酸溶液以中止反应；加５ｍＬ二氯甲烷涡旋萃
取２ｍｉｎ，取水相层；上机前过 ０．４５μｍ针头过滤
器，结果见表 １。由表 １可见，ρ（Ｃｕ２＋）达到
０．０５ｍｇ／Ｌ以上时，对 ＰＭＧ有明显络合能力，影响
水体中 ＰＭＧ的测定，但对ＡＭＰＡ无显著影响；而其
他阳离子在设定浓度水平下对两个目标物的测定

均没有明显影响。

２．４　金属螯合剂的选择
实验发现，水体中存在 Ｃｕ时会和 ＰＭＧ发生络

合，并显著影响 ＰＭＧ的测定。因此，采用金属螯合
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表 １　水体中多价阳离子对目标物测定的影响考察（ｎ＝６） ％

ρ（多价阳离子）／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ＰＭＧ回收率

Ｃａ２＋ Ｍｇ２＋ Ｆｅ３＋ Ｚｎ２＋ Ｃｕ２＋
ＡＭＰＡ回收率

Ｃａ２＋ Ｍｇ２＋ Ｆｅ３＋ Ｚｎ２＋ Ｃｕ２＋

０ ９２ ９６ １０１ ９２ ９８ ９４ １０２ ９７ ９５ ９６
０．００５ ９５ １０２ １０１ １０４ ８８ ８７
０．０１ １０３ ８９ １０３ ９６ ９２ ９２
０．０２ ８９ ９４ ９５ ８９ １０６ ８８
０．０５ ９２ ９２ ８９ ９７ ９６ １０５
０．１ １０５ ９６ ５８ １０２ １０５ １００
０．２ ９６ １０２ ３６ ９６ ９３ ９２
０．４ ９２ ９２ ３７ ８８ ９６ ８９
０．６ ９５ ９５ ３５ ８５ ８８ ９３
０．８ １０３ ９６ ３８ ９２ ８６ ８８
１ ９２ ９９ ３５ １０４ ９６ １０１
２ ８４ ９２ ３１ ９７ ９４ ９５
３ ８０ ９４ ２８ ８６ ９４ ８９
４ ８１ ８８ ２８ ９２ ９２ ９２
４０ ９５ ９２ ９２ ９３
８０ ９１ ９７ ９６ ８５
１２０ ９４ ８８ ８８ ９８
１６０ ９６ ９５ ９２ ９１

剂来竞争水体中的 Ｃｕ２＋及其他金属阳离子，以释
放 ＰＭＧ从而实现准确定量。

实验研究了在衍生化之前，加入 ＥＤＴＡ、酒石
酸钾钠及柠檬酸三钠的影响。结果表明，加入 ＥＤ
ＴＡ和酒石酸钾钠，虽然对 Ｃｕ２＋有较好络合能力，
但对目标物 ＰＭＧ会产生较大的副产物干扰峰，而
柠檬酸三钠既可以很好的竞争络合 Ｃｕ２＋，又对两
个目标物没有干扰。因此采用柠檬酸三钠作为实

验的金属螯合剂。同时，按照柠檬酸三钠与金属阳

离子最弱络合比例（摩尔比 １∶１）来计算，１ｍＬ水
体中加入 ５％柠檬酸三钠 １００μＬ，已完全过量，可
以满足对自然水体中金属阳离子的充分络合。

２．５　衍生化反应温度和时间优化
根据１．３节中样品制备过程，分析了不同反应

温度（常温、４０℃和６０℃）和时间（０、５、１５、３０、６０
和１２０ｍｉｎ）对衍生化效率的影响，见图 １（ａ）（ｂ）。
由图１可见，在水浴温度４０℃和６０℃条件下，反应时
间为５～３０ｍｉｎ，ＰＭＧ和 ＡＭＰＡ具有较高的衍生化效
率，因此选择４０℃衍生化温度，１５ｍｉｎ反应时间。
２．６　工作曲线与检出限

配制质量浓度依次为 １０．０、２０．０、５０．０、１００、
２００和５００μｇ／Ｌ的 ＰＭＧ和 ＡＭＰＡ水样（此为参考
浓度序列），按照 １．３节样品制备过程处理后进行
检测分析，结果见表 ２。由表 ２可见，在该浓度范
围内２种组分的相关系数均 ＞０．９９５。２种目标
物经衍生后的标准色谱图见图２。

图 １　衍生化效率考察

表 ２　ＰＭＧ和 ＡＭＰＡ的线性方程

化合物 线性方程 相关系数

ＰＭＧ Ｙ＝２．２３×１０５Ｘ－２．０×１０５ ｒ＝０．９９９０
ＡＭＰＡ Ｙ＝３．２１×１０５Ｘ＋１．４９×１０５ ｒ＝０．９９７３

２．７　方法检出限
根据《环境监测　分析方法标准制修订　技

术导则》（ＨＪ／Ｔ１６８－２０１０）空白实验中未检出目
标物质的检出限测定方法，以５．００μｇ／Ｌ的水样浓
度作为检出限测定的浓度，配制７份平行水样。经
全过程分析，计算其浓度的标准偏差 Ｓ。以３．１４３Ｓ
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图 ２　２种目标物经衍生后的标准色谱图

为检出限（ＬＯＤ），４倍检出限为定量下限（ＬＯＱ），
结果见表 ３。由表 ３可见，２种目标物的检出限为
１．２９、１．８４μｇ／Ｌ，该方法检出限远远低于国家控制
标准限值。

２．８　方法的精密度及回收率
选择具有典型性的地表水样 （含有 Ｃｕ２＋

０．１１４，Ｆｅ３＋０．００８，Ｚｎ２＋０．０３２，Ｃａ２＋１３８ｍｇ／Ｌ）进
行加标回收率测定，加标后两个质量浓度水平分别

表 ３　方法检出限计算结果（ｎ＝７） μｇ／Ｌ

化合物
测得值

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７
平均值 标准偏差 检出限 定量限

ＰＭＧ ５．６４ ５．０６ ５．３５ ４．９６ ４．９５ ５．８１ ４．６７ ５．２１ ０．４１ １．２９ ５．１４
ＡＭＰＡ ５．９７ ６．０７ ５．２７ ５．０６ ４．６０ ５．７０ ４．７３ ５．３４ ０．５８ １．８４ ７．３５

为２０．０、２００．０μｇ／Ｌ，每个添加水平平行配制 ６份
样，其加标回收率及精密度分析结果见表 ４。由表
４可见，２种目标物的回收率在 ９２．２％ ～１０２％之
间，测定结果的相对标准偏差在 ４．３％ ～８．５％之
间，方法的准确度和精密度均符合痕量分析的

要求。

表 ４　２种目标化合物的回收率、精密度（ｎ＝６）

化合物 加标水平／（μｇ·Ｌ－１） ＲＳＤ／％ 回收率／％
ＰＭＧ ２０．０ ８．５ １０２

２００．０ ４．３ ９２．７
ＡＭＰＡ ２０．０ ７．２ ９２．２

２００．０ ４．８ ９６．５

３　结语
建立了柱前衍生 －高效液相色谱 －荧光检测

法分析水中草甘膦和氨甲基膦酸的方法，该法操作

简便、灵敏度高、准确性好的特点，且很好地排除了

地表水中金属阳离子的干扰，在定性和定量上更加

精确可靠，适合大批量地表水样品的快速分析。
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的检出率更好。综上说明，本次实验采用的改良沉

淀集卵法稳定性要较漂浮集卵法高，尤其对于低浓

度样品的检测，具有一定的优势。

３　结语
通过实验可以发现，改良的沉淀集卵法对低、

中、高３种浓度加标样品中蛔虫卵的分离效果依次
为高浓度 ＞中浓度 ＞低浓度，其中最高回收率达到
３０．４％，且不同浓度间回收率波动较小。该结果与
现有文献记载的各种固体蛔虫卵检测方法的回收

率比较，具有一定优势，而随着蛔虫卵数量的增多，

漏检率会进一步下降，回收率有可能进一步上升，

有待后续论证。改良后的沉淀集卵法不仅精简了

原 ＥＰＡ分离方法的实验步骤，缩短了实验时间，而
且选择了更加通用的实验器材和设备，降低了实验

成本，使该方法更便于在国内推广。就实验结果来

看，改良后的沉淀集卵法回收效果并没有下降，且

方法的稳定性较高，尤其在低浓度样品的检测中表

现较漂浮集卵法更为出色。
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［６］　国家环境保护总局，国家质量监督检验检疫总局．ＧＢ１８４６６

－２００５　医疗机构水污染物排放标准［Ｓ］．北京：中国标准

出版社，２００５．

［７］　国家环境保护总局，国家质量监督检验检疫总局．ＧＢ１８５９６

－２００１　畜禽养殖业污染物排放标准［Ｓ］．北京：中国标准

出版社，２００１．

［８］　国家环境保护总局．ＧＢ８１７２－１９８７　城镇垃圾农用控制标

准［Ｓ］．北京：中国标准出版社，１９８７．

［９］　俞梁敏，徐燕，王婷．典型外向型经济地区农村固体废弃物污

染处置状况与管理对策［Ｊ］．环境监控与预警，２０１４，６（２）：

５５－５８．

［１０］杜敏敏，黄卫．以污染源普查结果刍议环境问题与对策建议

［Ｊ］．环境监控与预警，２０１０，２（３）：５２－５６．

［１１］朱俊勇，张明华，郭枫．寄生虫卵饱和盐溶液浮聚法的比较研

究［Ｊ］．数理医药学杂志，２００２，１５（２）：１７３．

［１２］ＧＥＥＮＥＮＰＬ，ＢＲＥＳＣＩＡＮＩＪ，ＢＯＥＳＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ

ｏｆＡｓｃａｒｉｓｓｕｕｍｔｏｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｖｅｔｈｉｒｄｓｔａｇｅｌａｒｖａｅｗｉｔｈｉｎｔｈｅｅｇｇ

［Ｊ］．Ｐａｒａｓｉｔａｌ，１９９６，８５（４）：６１６－６２２．

［１３］李鹏．出口泡菜中人畜共患寄生虫卵的检测与处理［Ｊ］．卫生

检验，２００７（１）：３３．

［１４］ ＭＡＹＡＣ，ＪＩＭＥＮＥＺＢ，ＳＣＨＷＡＲＴＺＢＲＯＤＪ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ

ＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓｆｏｒｔｈｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨｅｌｍｉｎｔｈＯｖａｉｎＤｒｉｎｋｉｎｇＷａｔｅｒ

ａｎｄＷａｓｔｅｗａｔｅｒ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ，２００６，７８

（２）：１１８－１２４．

［１５］ ＥＰＡ．ＥＰＡ／６２５／Ｒ－９２／０１３ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｓａｎｄ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣｏｎｔｒｏｌｏｆＰａｔｈｏｇｅｎｓａｎｄＶｅｃｔｏｒＡｔｔｒａｃｔｉｏｎｉｎＳｅｗ

ａｇｅＳｌｕｄｇｅ［Ｓ］．２００３．

［１６］陈佩惠编．人体寄生虫学实验技术［Ｍ］．北京：科学出版

社，１９８８．

［１７］白功懋．寄生虫与寄生虫检验学［Ｍ］．北京：中国医药科技

出版社，１９８９．

［１８］张皓，张小琼，张翔，等．改良的沉淀集卵法分离四种不同固

体介质中蛔虫卵效果的比较研究［Ｃ］／／中国环境科学学会

学术年会论文集：２０１３．

［１９］崔晓明，周宪民．大量土壤样本中蛔虫卵的检测方法初探

［Ｊ］．江西医学院学报，１９９４，３４（３）：２０．

［２０］钱颖骏，诸廷俊，王聚君，等．４种漂浮法分离土壤中人蛔虫

卵的效果比较［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２００８，３（４）：３０５

－３０６．

［２１］ＡＪＡＬＡＭ．ＴｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡｓｃａｒｉｓｅｇｇｓｗｉｔｈＦｌｏａｔｉｎｇｉｎ

ｔｈｅｓｏｉｌｓａｌｔ［Ｊ］．Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｌ，１９９５，６９（１）：
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［１２］郑和辉，张静，李洁，等．超高效液相色谱串联质谱法直接进

样测定水中的草甘膦和呋喃丹［Ｊ］．分析试验室，２００８，２７

（１２）：６８－７０．

［１３］支建梁，牟仁祥，陈铭学，等．柱后衍生液相色谱法测定粮食

中草甘膦和氨甲基磷酸残留量［Ｊ］．分析试验室，２００８，２７（增

刊）：１７０－１７２．

［１４］张伟，王进军，高立明，等．草甘膦在水 －土壤系统中的环境

行为及研究进展［Ｊ］．农药，２００６，４５（１０）：６４９－６５４．

［１５］卢信，赵炳梓，张佳宝，等．除草剂草甘膦的性质及环境行为

综述［Ｊ］．土壤通报，２００５，３６（５）：７８５－７９０．

［１６］王玉军，周东美，孙瑞娟，等．除草剂草甘膦在几种土壤和矿

物上的吸附研究［Ｊ］．土壤学报，２００６，４３（５）：７８０－７８５．

［１７］杨宏伟，郭博书，嘎尔迪．除草剂草甘膦在土壤中的吸附行为

［Ｊ］．环境科学，２００４，２５（５）：１５８－１６２．

—９１—

第 ７卷　第 ２期 张皓等．改良沉淀集卵法检测固体中蛔虫卵方法研究 ２０１５年 ４月




