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摘 要：目的 建立一种血液中 10种常见除草剂（百草枯、敌草快、草甘膦、草铵膦、氰草津、莠去津、吡草

胺、乙草胺、氯磺隆、甲磺隆）的筛查及定量方法。 方法 以乙腈-水溶液［V（乙腈）∶V（水）=3∶1］为蛋白沉淀

剂，用超高效液相色谱-高分辨质谱法（ultra-high performance liquid chromatography-high resolution mass
spectrometry，UPLC-HRMS）对血液中的10种除草剂进行检测。 结果 10种除草剂在各自线性范围内线性

关系良好（决定系数R2≥0.993），回收率为 67.4%~111.9%，相对标准偏差为 1.5%~10.8%，准确度为 85.1%~
106.1%，日内精密度为2.7%~13.5%，日间精密度为3.3%~13.3%。 结论 该方法操作简便、回收率高，可同

时对血液中多种除草剂进行快速准确的定性筛选和定量分析。
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Abstract：Objective To develop a method to screen and quantify 10 common herbicides （paraquat, di-

quat, glyphosate, glufosinate, cyanazine, atrazine, metazachlor, acetochlor, chlorsulfuron, and metsulfu-

ron） in blood. Methods With acetonitrile-water solution [V（acetonitrile）∶V（water）=3∶1] as protein pre-

cipitant, 10 common herbicides in blood were detected using ultra-high performance liquid chromatog-

raphy-high resolution mass spectrometry （UPLC-HRMS）. Results All the 10 herbicides had good lin-

earity in their linear range （coefficient of determination R2≥0.993）, with the recovery rates 67.4%-
111.9% , the relative standard deviations 1.5%-10.8% , the accuracies 85.1%-106.1% , intra-day preci-

sions 2.7%-13.5%, and inter-day precisions 3.3%-13.3%. Conclusion This method is easy to operate

with high recovery rates. It enables rapid and accurate qualitative screening and quantitative analysis

of various herbicides in blood simultaneously.

Keywords： forensic toxicology; herbicide; ultra- high performance liquid chromatography- high resolu-

tion mass spectrometry; protein precipitation; biological samples
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除草剂在现代农业生产过程中应用广泛，其生产

量和使用量逐年增加。目前我国常见的除草剂包括

季铵盐、有机磷、酰胺、磺酰脲及三氮苯等 10余种类

型[1-5]。同时，由误服、投毒、自杀等引起的中毒案件也

随之增多 [6]，对血液中除草剂进行快速准确的定性筛

选和定量分析对相关案件的侦破及临床中毒患者的

诊治意义重大 [7-8]。目前生物检材中除草剂的检测方

法主要有液相色谱-质谱联用法、毛细管电泳法、气相

色谱法、气相色谱-质谱联用法和免疫分析法 [9-12]等。

由于除草剂种类繁多、性质多样，故样品前处理和仪

器分析方法不一，现有文献报道的方法多仅适用于性

质类似的除草剂筛选[13-15]。

本研究选取 5类 10种常见除草剂，基于蛋白沉淀

前处理方法及超高效液相色谱-高分辨质谱法（ultra-
high performance liquid chromatography-high resolu⁃
tion mass spectrometry，UPLC-HRMS）联用分析，以

建立一种稳定、快速、灵敏的定性定量分析方法，并将

其应用于实际案例。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

百草枯、敌草快、草甘膦、草铵膦、氰草津、莠去

津、吡草胺、乙草胺、氯磺隆、甲磺隆标准品（1 mg/mL
的水或甲醇标准溶液）均购自上海市农药研究所有限

公司，乙腈、甲醇（色谱纯）购自美国 Thermo Fisher
Scientific公司，甲酸（色谱纯）、乙酸铵（色谱纯）均购

自北京DiKMA公司，实验用水均为Milli-Q超纯水系

统（美国Millipore公司）制备的超纯水。

Q ExactiveTM Focus组合型四极杆OrbitrapTM质谱

仪、UltiMateTM 3000 高效液相色谱仪（美国 Thermo
Scientific公司），高速冷冻离心机（美国Thermo Fisher
Scientific 公司），旋涡振荡器（美国 Corning 公司），

KQ-500DE型数控超声波清洗机（昆山市超声仪器有

限公司）。

1.2 溶液配制

混合标准物质储备液：分别精确吸取 10 μL
1 mg/mL的百草枯、敌草快、草甘膦、草铵膦、氰草津、

莠去津、吡草胺、乙草胺、氯磺隆、甲磺隆标准物质于容

量瓶中用甲醇定容至 10mL，得到质量浓度为 1μg/mL
的混合标准物质储备液，储存于4℃冰箱中。

混合标准物质工作液：取 1 μg/mL混合标准物质

储备液，用流动相逐级稀释后配制成质量浓度分别为

500、100、50、20、10、5、1和 0.5 ng/mL的混合标准物质

工作液。

1.3 样品前处理

取血液样品200μL，加入乙腈-水溶液［V（乙腈）∶

V（水）=3∶1］ 800 μL，充分混匀并涡旋 1 min，超声

5 min后，在 4℃下以离心半径 8.5 cm，12 000 r/min，离
心 10 min，取上清液经 0.2 μm 滤膜过滤，待 UPLC-
HRMS分析。

1.4 色谱及质谱条件

1.4.1 色谱条件

Hypersil GOLDTM C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，

1.9 μm），HyperREZ XP 保 护 柱（3.0 mm×5.0 mm，

1.9μm），均购自美国Thermo Scientific公司。柱温为室

温。流动相A：0.1%甲酸溶液；流动相B：甲醇。梯度洗

脱条件：0~6.5min，95% A；6.5~10.5min，5% A；10.5~
12min，95% A。流速为0.3mL/min，进样量为1μL。
1.4.2 质谱条件

电喷雾离子（electrospray ionization，ESI）源；电喷

雾电压为 3 200 V；毛细管温度为 320 ℃；辅助加热

器温度为 300 ℃；鞘气和辅助气为氮气（流速分别为

30 L/min、15 L/min）；数据扫描方式为正负切换的全扫

描/实时二级质谱扫描（Full MS/dd-MS2）模式，一级

全扫描（m/z 50~750）分辨率为 70 000，二级扫描（dd-
MS2）分辨率为 17 500。通过连续注射分析质量浓度

为 1 μg/mL的除草剂标准品，获得各目标物的一级和

二级离子，相关UPLC-HRMS参数见表1。

类别

联吡啶类

有机磷类

三氮苯类

酰胺类

磺酰脲类

化合物

百草枯

敌草快

草甘膦

草铵膦

氰草津

莠去津

吡草胺

乙草胺

氯磺隆

甲磺隆

CAS号

4685-14-7
6385-62-2
1071-83-6
51276-47-2
21725-46-2
102029-43-6
67129-08-2
34256-82-1
64902-72-3
74223-64-6

化学式

C12H14N2
C12H12N2
C3H8NO5P
C5H12NO4P
C9H13ClN6
C8H14ClN5
C14H16ClN3O
C14H20ClNO2
C12H12ClN5O4S
C14H15N5O6S

保留时间/min
1.84
2.35
2.25
2.31
5.65
6.16
6.46
7.37
5.17
5.07

一级定量离子

186.115 15
184.099 50
168.006 73
180.043 12
241.096 30
216.101 05
278.105 47
270.125 53
358.037 13
382.081 58

二级定性离子

171.091 53
104.963 21，90.947 53
124.016 96，149.996 48
94.990 49，136.053 48

214.085 19，96.055 47
174.054 02，96.055 47
134.096 28，210.067 70
148.111 95，224.083 39
141.076 93，167.056 17
233.419 20，167.056 17

表1 10种除草剂的UPLC-HRMS参数
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1.5 方法学验证

对所建立的方法进行方法学验证，包括线性、检出

限、定量限、准确度、精密度、提取回收率和基质效应。

线性、检出限和定量限：取空白血液样品，添加

10种除草剂混合标准物质溶液，配制成质量浓度为

500、100、50、20、10、5、1和 0.5 ng/mL的加标样品，按

照 1.3节方法进行样品前处理，以每个目标物质量浓

度为横坐标（x），以提取的一级定量离子峰面积为纵坐

标（y），用加权最小二乘法进行回归运算，求得线性方

程，以信噪比≥3时对应的标准物质质量浓度为检出

限，信噪比≥10时对应的标准物质质量浓度为定量限。

准确度、精密度和提取回收率：选取空白血样，分

别精确添加不同质量浓度的 10种除草剂混合标准物

质溶液，配制成低浓度（1倍定量限）、中浓度（2倍定

量限）、高浓度（10倍定量限）3个浓度水平的质量控

制样品，每个浓度水平平行测定 6份，按 1.3节的方法

处理后，在 1.4节的色谱和质谱条件下进行检测，连续

检测 3 d，计算方法的准确度、日内精密度、日间精密

度；空白加标血样峰面积带入拟合标准曲线中计算回

收率。

基质效应：由于血液样品基质较为复杂，分析物

以外的成分会对分析物质有一定的干扰，从而影响分

析结果的准确性[16]。为评价本方法的基质效应，首先

按 1.2节的方法配制 10种除草剂的混合标准物质溶

液，得到各物质拟合的线性回归方程斜率，记为 k0，取

一定量的空白样品，按照 1.3节的样品前处理方法制

得空白基质溶液，用空白基质溶液配制 10种除草剂

的混合标准物质溶液，测定得到各物质拟合的线性回

归方程斜率记为 k，基质效应（M）通过公式M=k/k0-1
进行计算[16-17]。

2 结 果

2.1 前处理方法的选择

目标物萃取是分析方法中至关重要的步骤。由

于除草剂种类繁多、性质多样，常规样品预处理方法

（如液-液萃取和固相萃取）较难满足同时对多种类型

除草剂进行筛选和定量检测的需求。本研究选择用

蛋白沉淀法对血样进行前处理，虽然方法检出限与

液-液萃取和固相萃取法相比较高，但操作简便、成本

低，尤其是可同时提取血液中 10种除草剂，以备后续

的UPLC-HRMS筛选分析。

乙腈与不同比例的水混溶后，其极性更有利于提

取多种化合物。此外，当样品溶剂与流动相的洗脱强

度有差异，尤其是前者洗脱强度较强时，就会产生峰

形和柱效的降低。基于此，我们在预实验中分别用纯

乙腈、乙腈-水溶液［V（乙腈）∶V（水）=1∶1］、乙腈-水
溶液［V（乙腈）∶V（水）=2∶1］、乙腈-水溶液［V（乙腈）∶

V（水）=3∶1］对空白加标样品进行处理，结果发现在

样品中加入乙腈-水溶液［V（乙腈）∶V（水）=3∶1］做沉

淀剂时，蛋白沉淀效果良好，且色谱峰形最优，目标物

回收率最高。

2.2 质谱条件的优化

首先使用蠕动针泵以 10μL/mL的流速将 10种化

合物直接注入质谱仪中，确定每种除草剂的一级质谱

离子和二级质谱离子的精确质量数，然后连接液相部

分，对质谱离子源的参数进行优化，在一定范围内

（15~50 L/min）改变鞘气和辅助气的流量，通过观察

10种化合物的出峰情况，选择最佳参数。当鞘气和辅

助气的流速分别为 30 L/min和 15 L/min时，质谱离子

化效应最强，灵敏度最高。比较了不同分辨率（35000、
70 000、100 000）下一级质谱图和二级质谱图的出峰

情况，发现使用 100 000分辨率进行扫描得到的质谱

峰面积最小，灵敏度下降。而设置成 35 000分辨率时

目标物质出峰面积变大，仪器噪声变大，检出限降低。

综合考虑，将一级全扫描分辨率设置为 70 000，其他

质谱参数经系统软件自动优化。

2.3 色谱条件的优化

本实验分别使用了 10 mmol 乙酸铵水溶液-乙

腈、10 mmol乙酸铵水溶液-甲醇、0.1%甲酸溶液-甲
醇 3种流动相体系，按照 1.4节的梯度洗脱程序，以

100 ng/mL的混合标准物质进样，通过比较 10种化合

物的出峰情况选择最优的流动相体系。结果以 0.1%
甲酸溶液-甲醇作为流动相时，10种化合物的出峰情

况良好，峰形窄且对称，与使用 10 mmol乙酸铵水溶

液-乙腈、10mmol乙酸铵水溶液-甲醇作流动相相比，

灵敏度更高。这可能与本研究中大部分目标物母离

子均是正离子模式出峰，流动相中加入甲酸比加入乙

酸铵更能增大其离子化效应有关。因此，本方法选择

0.1%甲酸溶液-甲醇作为流动相。

2.4 方法学验证

百草枯、敌草快、草甘膦、草铵膦、氰草津、莠去

津、吡草胺、乙草胺、氯磺隆、甲磺隆的保留时间分别

为 1.84、2.30、2.19、2.31、5.65、6.16、6.46、7.37、5.17、
5.07min，其提取离子色谱图见图 1。上述除草剂在各

自线性范围内线性关系均良好，决定系数（R2）均大于

0.993，测定值的相对标准偏差为1.5%~10.8%，日内精

密度为2.7%~13.5%，日间精密度为3.3%~13.3%，平均

回收率为 67.4%~111.9%，准确度为 85.1%~106.1%。

10种化合物的线性方程、检出限见表 2，回收率、准确

度和精密度见表3。
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图1 10种化合物的提取离子色谱图
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表2 10种化合物的线性方程、检出限和定量限

类别

联吡啶类

有机磷类

三氮苯类

酰胺类

磺酰脲类

化合物

百草枯
敌草快
草甘膦
草铵膦
氰草津
莠去津
吡草胺
乙草胺
氯磺隆
甲磺隆

线性范围/
（ng·mL-1）
10~1 000
20~1 000
50~1 000
50~1 000
0.5~500
0.5~500
0.5~500
1~500

0.5~500
1~500

线性方程

y=-2 693+521 x
y=-4 610+219 390.3 x
y=1 167+151 360.6 x
y=63 956+842 494.4 x
y=53 950+548.9 x
y=-382+573.4 x
y=3 548+1 018.3 x
y=-2 439+702 172.4 x
y=-73 859+446 090.5 x
y=124+420 107.8 x

决定系数
（R2）
0.999 3
0.998 2
0.996 0
0.993 2
0.999 1
0.997 2
0.994 1
0.999 0
0.999 7
0.999 2

检出限/
（ng·mL-1）

5.0
10.0
20.0
20.0
0.2
0.2
0.2
0.5
0.2
0.5

定量限/
（ng·mL-1）

10.0
20.0
50.0
50.0
0.5
0.5
0.5
1.0
0.5
1.0

基质效应/
%
0.314
0.566

-0.147
-0.112
-0.136
-0.453
-0.085
0.153

-0.037
-0.138

表3 10种化合物的回收率、准确度和精密度 （%）
类别

联吡啶类

有机磷类

化合物
百草枯

敌草快

草甘膦

草铵膦

质量浓度/（ng·mL-1）
10
20

100
20
40

200
50

100
500
50

100
500

回收率
85.9

103.3
107.7
94.2
96.2
88.2
90.9
86.6
97.9
83.5
80.1
82.0

相对标准偏差（n=6）
1.9
2.6
4.6
7.5
2.7
5.7
6.4
5.5
2.9
3.9
3.8
3.9

准确度
89.3

106.1
102.1
94.1
94.0
88.2
93.3
90.7
96.1
91.6
86.4
90.0

日内精密度（n=6）
11.9
8.3
6.5

12.8
8.4
7.6
7.5
9.7
3.7

10.6
8.5
6.0

日间精密度（n=18）
10.9
3.3
5.9
7.4
8.3
5.4
5.1

10.4
6.8

11.6
7.8
7.7
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续表3
类别

三氮苯类

酰胺类

磺酰脲类

化合物

氰草津

莠去津

吡草胺

乙草胺

氯磺隆

甲磺隆

质量浓度/（ng·mL-1）
0.5
1
5

0.5
1
5

0.5
1
5
1
2

10
0.5
1
5
1
2

10

回收率

111.9
95.4
99.5
96.2
82.5
67.4
87.7
89.7
80.3
90.6
92.8
96.0
80.2

104.8
99.2
99.6

105.8
111.3

相对标准偏差（n=6）
4.3
4.5
5.0
1.5
1.5
4.1
1.8
6.6
9.3
2.9
6.6
4.7

10.8
4.8
6.6
7.8
4.2
3.2

准确度

85.1
97.3

102.4
95.4
96.8
89.5
92.3
89.9
99.8

100.8
101.5
94.9
87.0
91.6
96.6

104.1
99.3
96.8

日内精密度（n=6）
5.5
7.9
3.2
4.9
2.9
2.7

13.3
10.4
3.8
9.5

13.5
10.1
12.9
7.1
6.5

11.5
7.7
4.3

日间精密度（n=18）
8.9

10.3
4.6
6.9
4.1
3.3
7.2
9.4
4.7

11.4
12.1
7.8

13.3
9.5
4.5

10.9
10.3
6.5

如表 2所示，草甘膦、氯磺隆等 7种物质的基质效

应在±0.20之间，但百草枯、敌草快、莠去津的基质效

应较大。因此，在实际案例应用中，一定要在同种基

质中进行加标回收以消除基质效应的影响。

2.5 案例应用

将本研究所建方法于 2018年 1月—2018年 5月

在河北医科大学法医鉴定中心实际案例中进行应用，

对 10名可疑除草剂中毒者血液中的除草剂成分进行

定性定量分析，其中 6名为女性，4名为男性，年龄 16~
47岁，均为口服自杀。结果检出百草枯中毒7例（0.09~
78.48μg/mL）、草甘膦中毒1例（0.79μg/mL）、莠去津中

毒 1例（4.73 ng/mL）、乙草胺中毒 1例（10.57 ng/mL）。

上述案例中，7例百草枯中毒者均死亡，死者血液中

百草枯质量浓度均在致死血质量浓度（0.05 μg/mL[18]）

以上，其余3例除草剂中毒者经临床抢救治疗均存活。

3 结 论

本研究建立了血液中常见除草剂的筛查方法，以乙

腈-水溶液［V（乙腈）∶V（水）=3∶1］为蛋白沉淀剂对血

样进行处理后，采用UPLC-HRMS法进行检测。本方

法稳定、快速、灵敏、准确度高，可同时对血液中多种

类型除草剂进行快速准确的定性筛查和定量分析，对相

关案件的侦破及临床中毒患者的诊治具有重要意义。
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