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固相萃取结合液相色谱串联质谱法测定
生咖啡中草甘膦和氨甲基膦酸残留
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摘 要：为了给咖啡种植过程中草甘膦农药使用提供指导，需建立一种分析生咖啡中草甘膦和氨甲基膦酸残留

的检测方法。生咖啡粉末样品室温下经水超声提取，二氯甲烷萃取部分脂溶性组分，上清液用 PCX 固相萃取

小柱净化，净化液与氯甲酸-9-芴基甲酯发生衍生化反应，液相色谱–串联质谱仪在正离子模式下扫描分析草

甘膦和氨甲基膦酸衍生产物，内标法定量。采用固相萃取结合液相色谱串联质谱法检测生咖啡中草甘膦和氨

甲基膦酸残留，结果表明，草甘膦和氨甲基膦酸在 2~100 ng/mL 呈良好线性关系，在 0.05、0.10、0.20 mg/kg 的

加标水平下，平均回收率为 81.8%~97.5%，相对标准偏差均小于 9.1%，草甘膦和氨甲基膦酸的定量限均为

0.04 mg/kg。采用此方法参加 FAPAS（19377）能力验证，Z 值为-0.4，结果满意。综上，该方法具有良好的线性

关系，准确度和精密度均满足定量分析的要求，适用于生咖啡中草甘膦和氨甲基膦酸残留的定量分析。
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Abstract：In order to provide guidance for the use of glyphosate pesticides in coffee cultivation, it is necessary to establish a 
detection method for analyzing glyphosate and aminomethyl phosphonic acid residues in green coffee. The green coffee powder 
was extracted by ultrasonic with water at room temperature, lipid-soluble components in the extracts were extracted with 
dichloromethane, and the supernatant were purified by PCX solid phase extraction. Derivatization reaction was happened 
between purified solution and 9-fluorenylmethyl chloroformate. Liquid chromatograhy-tandem mass spectrometry was used for 
analyzing derivative products of glyphosate and aminomethyl phosphonic acid at positive ion mode, and quantified by internal 
standard. The results of determination of glyphosate and aminomethyl phosphonic acid residues in green coffee by solid phase 
extraction-liquid chromatography tandem mass spectrometry showed that a good linear relationship was observed between 
glyphosate and aminomethyl phosphonic acid in the range of 2~100 ng/mL, and the average recoveries ranged from 81.8% 
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to 97.5% at the spiked levels of 0.05, 0.10 and 0.20 mg/kg with the relative standard deviations of less than 9.1%, and the 
limits of quantification(LOQ) of glyphosate and aminomethyl phosphonic acid were 0.04 mg/kg. The method was applied to 
FAPAS(19377) proficiency testing with satisfactory results which Z score was-0.4. This method had good linear relations, 
accuracy and precision met the requirement of quantitative analysis, it was suitable for quantitative analysis of glyphosate and 
aminomethyl phosphonic acid residues in green coffee.

Keywords：green coffee; solid phase extraction; glyphosate; aminomethyl phosphonic acid; liquid chromatography tandem 
mass spectrometry

草甘膦（Glyphosate）又名草干灵、芽草膦、草

克灵、春多多和甘氨膦，是一种内吸传导性广谱除

草剂[1-2]。草甘膦除草的机制是：将其喷洒在植物

叶面后传导至根部，通过抑制 5-烯醇丙酮莽草酸

-3-磷酸盐合成酶的活性，干扰芳香族氨基酸的合

成，进而影响植物代谢，导致其根部腐烂枯死[3-4]。

草甘膦 1971 年由美国孟山都公司研制成功，于

1974 年引入市场，因其广谱、高效、低毒等特点，被

广泛应用于农业、林业、草地和非农业区域除

草[5-6]，其在国际除草剂市场上的销量呈逐年增长

趋势[7]，成为全球使用量最大的除草剂品种。随着

草甘膦的广泛持续应用，国内外相关研究数据表

明，草甘膦及其主要代谢产物氨甲基膦酸在土壤、

食物和水生态环境中存在一定的残留[8-10]，残留的

除草剂通过食物链进入动物和人体，当生物体内草

甘膦和氨甲基膦酸蓄积到一定量后，可能会导致肝

脏系统[11-12]、生殖系统[13-14]和神经系统[15]等器官病

变，威胁生命健康。尽管多个研究表明，草甘膦不

具有致癌性，但因长期大量使用导致草甘膦及其主

要代谢产物氨甲基膦酸在生物体内的蓄积，对机体

仍然存在一定的安全风险。各国对草甘膦在食品

及环境中的残留要求也日趋严格。草甘膦及其代

谢物氨甲基膦酸在食品和环境中的蓄积水平是其

健康风险评价的基础，因此，如何准确检测草甘膦

及其代谢物氨甲基膦酸残留量具有重要意义。

咖啡作为一种热带经济作物，因其独特的风

味备受消费者青睐，其消费需求被不断释放。据

统计，2023 年全国咖啡种植面积 7.8 万 hm2，总产量

14.8 万 t，占全球总产量的 1.4%，居全球咖啡生产

国第 13位。其中，云南种植总面积高达 7.64万 hm2，

占全国的 98.0%；总产量 14.6万 t，占全国的 98.7%，

咖啡成为云南省重要的经济作物。咖啡种植过程

离不开除草剂，草甘膦作为低毒、高效、广谱的除

草剂成为咖啡种植的首选，咖啡豆中草甘膦及其

主要代谢物氨甲基膦酸残留也成了消费者重点关

注的指标之一。我国食品安全国家标准《GB 2763—

2021　食品中农药最大残留限量》中对咖啡豆中

草甘膦的残留没有限量要求，但欧盟和日本均对

咖啡豆中草甘膦的残留限量有明确的规定，最大

残留限量分别为 0.1 mg/kg[16]和 1.0 mg/kg[17]，严格

的残留限量也成为咖啡出口的绿色贸易壁垒，对

于咖啡出口贸易产生重大影响。目前，对食品和

环境中草甘膦和氨甲基膦酸残留的检测方法主要

有分光光度法 [18]、液相色谱法 [19]、气相色谱串联质

谱法 [20]、液相色谱串联质谱法 [21]和离子色谱质谱

法 [22]等，根据分析检测仪器的差异分为衍生化法

和非衍生化法，同时根据分析基质的复杂程度，选

择不同的前处理及分析仪器进行检测。《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》、《NY/T 1096—2006　食

品中草甘膦残留量测定》、《SN/T 4655—2016　出

口食品中草甘膦及其代谢物残留量的测定方法　液

相色谱-质谱/质谱法》和《SN/T 1923—2007　进出

口食品中草甘膦残留量的检测方法　液相色谱-

质谱/质谱法》标准对水果、蔬菜、谷物等食品中草

甘膦和氨甲基膦酸的残留检测提供了方法依据，

但未提供对咖啡豆中草甘膦及氨甲基膦酸的检测

方法，国内外相关文献也鲜有报道。

本研究建立固相萃取结合液相色谱串联质谱

法，测定生咖啡中草甘膦和氨甲基膦酸的残留，以

期为咖啡种植过程中草甘膦农药使用指导和咖啡

质量安全保障提供技术支持。

1　  材料和方法

1.1　试验材料

空白基质生咖啡粉末为有机咖啡生豆经粉碎

研磨后备用。FAPAS（19377）草甘膦能力验证生

咖啡粉末来自英国 FAPAS 分析实验室；25 个待测

样品为随机从普洱市市场上购买，均为阿拉比卡

生咖啡豆。

1.2　试剂与仪器设备

草甘膦标准品（CAS号：1071-83-6，100 μg/mL）、
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氨 甲 基 膦 酸 标 准 品（CAS 号 ：1066-51-9，浓 度

100 μg/mL）、草甘膦-13C2,15N（CAS号：1185107-
63-4，100 μg/mL），标准品均购自天津阿尔塔科技

有限公司；乙腈、甲醇均为色谱纯，购自美国 J.T.
Baker 公司；甲酸（纯度 88%）购自上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；二氯甲烷（分析纯）购自国药集

团化学试剂有限公司；十水合四硼酸钠（分析纯）购

自西陇化工股份有限公司；氯甲酸 -9-芴基甲酯

（色谱纯）购自美国 Sigma-Aldrich 公司；乙酸铵（色

谱纯）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。

SHIMSEN Styra MCX 固相萃取柱（500 mg/
12 mL）购自日本岛津公司；Cleanert PCX 固相萃

取柱（500 mg/6 mL）购自天津博纳艾杰尔科技有

限公司；Oasis HLB 固相萃取小柱（500 mg/6 mL）
购自美国沃特世 Waters 公司；Cleanert PEP 官能

化聚苯乙烯/二乙烯苯固相萃取柱（500 mg/6 mL）
购自天津博纳艾杰尔科技有限公司；C18 固相萃

取柱（1 g/6 mL）购自天津博纳艾杰尔科技有限公

司；0.22 μm 聚醚砜（FES）膜针头过滤器购自天津

津腾实验设备有限公司；聚丙烯样品瓶（2 mL）购

自美国安捷伦科技有限公司。

AB SCIEX Triple Quad 3500 三重四级杆液质

联用仪（AB SCIEX 公司）；AL204 电子天平（瑞士

梅特勒-托利多公司）；3K15 台式高速冷冻离心机

（美国 Sigma-Aldrich 公司）；AS-3120B 超声波清

洗仪（天津兴特赛恩斯仪器有限公司）；PV-1 涡旋

混合器（英国 Grant 公司）；MILLI-Q Adwantage 
A10 超纯水仪（美国 Milli-Q®实验室）。

1.3　试验方法

1.3.1　标准溶液配制

1.3.1.1　标准储备液配制　分别准确移取 1 mL 
100 μg/mL 的 草 甘 膦 、氨 甲 基 膦 酸 和 草 甘 膦

-13C2,15N 至 10 mL 容量瓶中，用水稀释至刻度，

摇匀，分别配制成质量浓度为 10 μg/mL 的单标储

备液。

1.3.1.2　混合标准中间液的配制　分别准确移取

1 mL 10 μg/mL 的草甘膦和氨甲基膦酸至 10 mL
容量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，配制成质量浓度

为 1 μg/mL 的草甘膦、氨甲基膦酸混合标准中

间液。

1.3.1.3　标准工作曲线的配制　分别移取 2、5、
10、20、50 和 100 μL 混合标准中间液至 2 mL 聚丙

烯离心管中，各离心管中均加入 20 μL 10 μg/mL 的

草甘膦-13C2,15N，各管再分别加入 978、975、970、
960、930、880 μL 超纯水混匀，得到质量浓度为 2、
5、10、20、50、100 ng/mL 的标准工作曲线系列溶

液。标准工作曲线中加入 200 μL 5% 十水合四硼

酸钠缓冲溶液，充分混匀，再分别加入 300 μL 1 g/L
的氯甲酸-9-芴基甲酯乙腈溶液，混匀。室温下与

待测样同时进行衍生化反应，衍生化反应结束后，

将衍生化后的溶液过 0.22 μm 聚醚砜（FES）膜针

头过滤器于聚乙烯样品瓶中，待液相色谱串联质

谱仪测定。

1.3.2　样品前处理　准确称取 1 g 生咖啡粉末（精

确至 0.000 1 g）置于 50 mL 塑料离心管中，加入

200 μL 10 μg/mL 草甘膦-13C2,15N 溶液，准确加

入 10 mL 超纯水，于混匀器上涡旋混匀 1 min；再加

入 10 mL 二氯甲烷，涡旋混匀 1 min，将离心管置于

超声波清洗仪中在常温下超声 30 min；于 4 000 r/min
离心 2 min，取 2 mL 上清液至固相萃取小柱（固相

萃取小柱使用前需活化，依次采用 5 mL 甲醇和

5 mL水流经小柱活化）中，弃去流出液，待小柱中液

面干涸，再移取 2 mL 提取上清液至固相萃取小柱

中，收集流出的净化液于 15 mL 聚乙烯离心管中

（可加压促进净化液流出，流速不超过 1 mL/min）。

混匀收集的净化液，准确移取 1 mL 净化液至 2 mL
离心管中，加入 200 μL 5% 十水合四硼酸钠缓冲

溶液，充分混匀，再加入 300 μL 1 g/L 的氯甲酸-9-
芴基甲酯乙腈溶液，混匀。室温下与标准曲线同

时进行衍生化反应，衍生化反应结束后，将衍生

化后的溶液过 0.22 μm 聚醚砜（FES）膜针头过滤

器于聚乙烯样品瓶中，待液相色谱串联质谱仪

分析。

1.3.3　色谱-质谱条件　色谱柱：Shim-pack GISS-
HP C18（Metal free column）（100 mm×2.1 mm，

3.0 μm）；流动相：5 mmol/L乙酸铵水溶液（A相）-乙

腈（B 相）溶液；流速 0.3 mL/min；柱温 40 ℃；进样

量 10 μL。梯度洗脱程序：0~6 min，8%~35%B；

6.00~7.01 min，35%~95%B；7.01~9.00 min，
95%B；9.00~9.01 min，95%~8%B；9.01~15 min，
8%B。 质 谱 条 件 ：质 谱 离 子 源 电 喷 雾 离 子 源

（ESI），扫描方式为正离子扫描，检测模式为多

反应监测，雾化气压力 60 psi，加热气压力 70 psi，
气帘气压力 25 psi，离子源温度 600 ℃，喷雾电压

5 500 V。定量方式采用内标法。草甘膦和氨甲基

膦酸质谱分析参数见表 1。
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1.3.4　试剂空白条件下净化小柱对目标分析物

吸附能力考查试验　于 50 mL 塑料离心管中加

入 0.5 mL 1 μ g/mL 混 合 标 准 中 间 液 和 0.2 mL
的 10 μg/mL 内标标准溶液，以此为试剂空白样

品，分别以 SHIMSEN Styra MCX 固相萃取柱、

Cleanert PCX 固相萃取柱、Oasis HLB 固相萃取小

柱、Cleanert PEP 官能化聚苯乙烯/二乙烯苯固相

萃取柱和 C18 固相萃取柱为净化小柱，按 1.3.2 步

骤处理试剂空白样品并测定，外标法定量，计算草

甘膦氨甲基膦酸和草甘膦-13C2,15N 的回收率，

考察净化方法在纯试剂背景条件下目标分析物及

内标物在处理全过程的损失。

1.3.5　衍生温度对衍生化反应的影响　采用 1.3.2
步骤对草甘膦空白基质样进行净化，于净化液中

分别加入 0.05 mL 1 μg/mL 混合标准中间液和

0.02 mL 10 μg/mL 草甘膦-13C2,15N 标准溶液，

混匀后依次加入 0.2 mL 硼砂缓冲溶液和 0.3 mL
氯甲酸-9-芴基甲酯乙腈溶液，分别在 10、20、30、
40、50、60、70、80 ℃水浴条件下衍生 1 h，衍生化反

应结束后测定草甘膦、氨甲基膦酸和草甘膦同位

素内标的峰面积，考察衍生温度对该衍生反应的

影响。

1.3.6　衍生时间对衍生化反应的影响　在衍生温

度优选的基础上，采用 1.3.2 步骤对草甘膦空白

基质样进行净化，于净化液中分别加入 0.05 mL 
1 μg/mL混合标准中间液和 0.02 mL 10 μg/mL 草

甘膦-13C2,15N 标准溶液，混匀后依次加入 0.2 mL
硼砂缓冲溶液和 0.3 mL 氯甲酸-9-芴基甲酯乙腈

溶液，在已优化的衍生温度条件下衍生时间分别

设置为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、
5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、12.0 h，衍生化反应结束

后测定草甘膦氨甲基膦酸和草甘膦-13C2,15N 的

峰面积，考察衍生时间对该衍生化反应的影响。

1.3.7　不同固相萃取小柱净化效果比对试验　于

空白基质样品中加入 0.5 mL 1 μg/mL 混合标准中

间 液 和 0.2 mL 10 μg/mL 内 标 标 准 溶 液 ，采 用

1.3.2 步骤对加标样进行净化，分别以 SHIMSEN 
Styra MCX 固相萃取柱、Cleanert PCX 固相萃取

柱、Oasis HLB 固相萃取小柱、Cleanert PEP 官能

化聚苯乙烯/二乙烯苯固相萃取柱和 C18 固相萃

取柱为净化小柱，测定其峰面积，与相同浓度的纯

标品对比，同时考察 5 种净化小柱对实际样品的净

化效果及基质效应，基质效应以基质因子量化。

基质因子=基质标品衍生峰面积/溶剂纯标

品衍生峰面积 （1）　

1.4　数据处理

所有试验均重复 3 次，数据为 3 次试验结果的

平均值。使用 Origin Pro 2021 软件绘图。

2　  结果与分析

2.1　试剂空白条件下净化小柱对目标分析物吸附

能力考查

以 SHIMSEN Styra MCX 固 相 萃 取 柱 、

Cleanert PCX 固相萃取柱、Oasis HLB 固相萃取小

柱、Cleanert PEP 官能化聚苯乙烯/二乙烯苯固相

萃取柱和 C18 固相萃取柱为净化小柱，考查各净

化小柱对目标分析物的吸附能力，同时评估净化

方法在纯试剂背景条件下目标分析物及内标物在

处理全过程的损失，回收率及相对标准偏差数据

见表 2。
由表 2 可知，草甘膦、氨甲基膦酸和草甘膦同

位素内标回收率在 84.2%~106.6%，平行测定相

对标准偏差均小于 8.5%，表明在空白试剂背景条

件下，无同位素内标校正回收率，草甘膦、氨甲基

膦酸和草甘膦同位素内标 3 种物质在净化过程中

的损失满足定量分析的要求，SHIMSEN Styra 
MCX 固 相 萃 取 柱 、Cleanert PCX 固 相 萃 取 柱 、

Oasis HLB 固相萃取小柱、Cleanert PEP 官能化聚

苯乙烯/二乙烯苯固相萃取柱和 C18 固相萃取柱

5 种净化小柱在净化过程中对目标分析物的吸附

表 1 LC-MS/MS 分析参数

Tab.1 The analysis parameters of LC-MS/MS

化合物
Compound

草甘膦　Glyphosate
氨甲基膦酸　Aminomethyl phosphonic acid
草甘膦-13C2，15N　Glyphosate-13C2，15N

保留时间/min
Retention time

7.20
7.90
7.20

定量离子（m/z）
Quantitative ion

391.9>88.0
334.0>179.0
395.0>91.0

定性离子（m/z）
Qualitative ion

391.9>179.2
334.0>112.0

碰撞电压/eV
Collision voltage

22，22
28，30

32

去簇电压/V
Declustering voltage

69
60
70

··154



毛静春等：固相萃取结合液相色谱串联质谱法测定生咖啡中草甘膦和氨甲基膦酸残留

均较弱，均可作为草甘膦和氨甲基膦酸分析净化

小柱备选，可用于进一步优化咖啡基质中草甘膦

和氨甲基膦酸前处理方法。

2.2　样品空白基质条件下方法优化试验

2.2.1　衍生温度试验　从图 1 可以看出，衍生温度

在 10~20 ℃随着衍生温度的升高，氨甲基膦酸和

草甘膦-13C2,15N 衍生产物含量增加，草甘膦衍

生产物含量变化不大；衍生化反应在 0~20 ℃，随

着 温 度 的 变 化 氨 甲 基 膦 酸 、草 甘 膦 和 草 甘 膦

-13C2,15N 衍生产物量变化不大；衍生温度超过

40 ℃后，3 种衍生产物量均随着衍生温度的升高而

缓慢降低；当衍生温度超过 70 ℃时，衍生温度升

高，衍生产物急剧降低，数据表明该反应受温度的

影响较明显。该衍生化反应为氯甲酸-9-芴基甲

酯与二级胺的酰化反应，反应为放热可逆反应，在

20 ℃内衍生温度的升高有利于分子的热运动，促

进衍生化反应的进行，因此，在 10~20 ℃随着温度

的升高衍生产物含量增加；当温度超过 40 ℃时，升

高温度不利于放热反应的进行，致使温度的升高

衍生产物含量降低。因此，为确保衍生产物的彻

底进行，提供一定的温度，促进反应物分子热运动

接触，加速反应进行，减少衍生化时间。故选择

40 ℃为衍生化反应温度。

2.2.2　衍生时间试验　从图 2 可以看出，在 40 ℃
的衍生条件下，衍生化反应发生 1 h 后，随着衍生

时间的延长氨甲基膦酸、草甘膦和草甘膦-13C2，
15N 衍生产物峰面积趋于稳定，分析其原因可能是

由于酰化反应具有较快的反应速率，在较短的时

间内就能达到可逆反应的动态平衡，衍生产物含

量不再增加，峰面积趋于稳定，因此，试验确定衍

生化反应时间为 1 h。

表 2 试剂空白条件下回收率和精度数据

Tab.2 The date of recovery and precision in the reagent blank

固相萃取小柱
Solid phase extraction（SPE）

SHIMSEN Styra MCX 固相萃取柱
SHIMSEN Styra MCX SPE

Oasis HLB 固相萃取柱　Oasis HLB SPE
Cleanert PEP 固相萃取柱　Cleanert PEP SPE
C18 固相萃取柱　C18 SPE
Cleanert PCX 固相萃取柱　Cleanert PCX SPE

草甘膦
Glyphosate

平均回
收率/%

Mean recovery
105.0

84.2
97.2
86.4

104.8

相对标准
偏差
RSD
4.6

6.8
2.7
5.7
3.8

氨甲基膦酸
Aminomethyl phosphonic acid

平均回收率/%
Mean recovery

98.4

96.6
106.6

90.8
98.6

相对标准
偏差
RSD
3.7

5.1
8.5
7.3
2.8

草甘膦-13C2,15N
Glyphosate-13C2,15N
平均回
收率/%

Mean recovery
102.1

82.3
95.5
84.7

104.1

相对标准
偏差
RSD
8.2

5.8
2.5
7.3
2.9

图 1　衍生温度对衍生化反应的影响

Fig.1　Effect of temperature of derivatization on the
 derivatization reaction

图 2　衍生时间对衍生化反应的影响

Fig.2　Effect of time of derivatization on the
 derivatization reaction
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2.2.3　固相萃取小柱对比试验　采用 SHIMSEN 
Styra MCX 固相萃取柱、Cleanert PCX 固相萃取

柱、Oasis HLB 固相萃取小柱、Cleanert PEP 官能

化聚苯乙烯/二乙烯苯固相萃取柱和 C18 固相萃

取柱 5 种净化小柱对加标样进行净化（图 3、4、5）。

由图 3 可知，PCX 净化待测液呈清亮透明状，

MCX 净化待测液呈水黄色，HLB 和 PEP 净化待测

液呈奶绿色，C18 净化待测液呈果绿色。因此，从

视觉上判断，Cleanert PCX 固相萃取柱对咖啡中水

溶性色素的净化效果最佳。

由图 4 可知，与纯溶剂衍生产物峰面积相比，

采用 5 种净化小柱净化，氨甲基膦酸、草甘膦和草

甘膦-13C2,15N 衍生产物变化呈现相同的趋势，

峰面积由大到小依次为纯溶剂>PCX>MCX>
HLB≈PEP>C18，其中，PCX 和 MCX 净化液峰

面积较纯溶剂峰面积变化较小，而 HLB、PEP 和

C18 净化待测液峰面积较纯溶剂峰面积变化差异

较大。在 2.1 中通过设计试剂空白试验考查 5 种

固相萃取净化小柱对氨甲基膦酸、草甘膦和草甘

膦-13C2,15N 的吸附，表明 5 种小柱对 3 种分析物

的吸附较弱，回收率满足定量分析的要求，但在样

品基质背景下 HLB、PEP 和 C18 净化待测液峰面

积大幅降低，推测其原因为部分干扰杂质净化不

彻底，在测定过程中对目标分析物产生较强的基

质削弱效应，进而导致峰面积响应较弱。

基质因子如图 5 所示，氨甲基膦酸、草甘膦和

草甘膦-13C2,15N 在咖啡基质分析中基质因子均

小于 1，呈基质削弱效应，基质因子由大到小依次

为 PCX>MCX>HLB≈PEP>C18，其 中 HLB、

PEP 和 C18 净化测试液基质因子低于 0.2，表现为

较强的基质削弱作用；在 MCX 和 PCX 净化测试液

中，草甘膦和草甘膦 -13C2, 15N 基质因子介于

0.8~1.0，呈弱基质削弱效应，氨甲基膦酸基质因

子分别为 0.6（PCX）和 0.61（MCX），PCX 小柱净化

基质效应值与 MCX 小柱净化基质效应相当，但

PCX 小柱净化液较 MCX 溶液清凉透明，综合考虑

净化待测液颜色、基质效应等因素，为避免待测物

中干扰杂质对设备的污染，有效降低设备维护成

本，保证分析结果的准确性，试验选 PCX 小柱作为

方法的净化小柱。

基于 2.2.1、2.2.2、2.2.3 已优化的条件，制作图

6 基质标准品总离子流图。

图 3　不同固相萃取小柱净化效果

Fig.3　The diagram of purification effect with
 different solid phase extraction

图 4　不同固相萃取小柱净化峰面积对比

Fig.4　The comparison of peak areas with different
 solid phase extraction

图 5　不同固相萃取小柱净化基质效应

Fig.5 The matrix effete with different solid
 phase extraction
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2.3　方法验证

2.3.1　方法线性、检出限及定量限　采用《HJ 168
—2020　环境监测分析方法标准制订技术导则》附

录 A 中第 1 部分和第 2 部分，采用标准偏差法来评

估该方法的检出限和定量限，选择空白样品基质，

添加草甘膦和氨甲基膦酸质量分数均为 0.05 mg/kg
的样品处理，重复试验 7 次，按 3.143 倍标准偏差计

算方法检出限，4 倍检出限计算方法定量限。表 3
为方法的相关系数、线性范围检出限和定量限。

从表 3 可以看出，氨甲基膦酸在 2~100 ng/L
的范围内，线性关系良好，相关系数均大于 0.995，
草甘膦的检出限和定量限分别为 0.01、0.04 mg/kg，
方法满足欧盟（最大残留限量 0.1 mg/kg）和日本

（最大残留限量 1.0 mg/kg）对咖啡中草甘膦残留

量的质量监督要求。

2.3.2　方法精密度及回收率考察　称取空白生

咖 啡 样 品 ，分 别 在 空 白 基 质 中 添 加 0.05、0.10、
0.20 mg/kg 混合标准溶液，采用新建的方法对空

白加标样进行处理并测定，每个加标水平进行 6 次

重复试验。

由表 4 可知，生咖啡中 3 个添加水平的平均回

收 率 在 81.8%~97.5%，相 对 标 准 偏 差 均 小 于

9.1%，回收率和相对标准偏差满足中华人民共和

国农业部 2386公告《农药残留检测方法国家标准编

制指南》附录 A 植物源性食品中农药残留检测方法

编制技术正确度和精密度要求，表明该方法适用于

生咖啡豆中草甘膦和氨甲基膦酸残留定量分析。

2.3.3　外部实验室方法比对　为有效验证方法的

有效性和准确性，实验室报名参加 2023 年英国

FAPAS 组织的咖啡中草甘膦能力验证（19377），

实验室编码为 10。实验室采用本研究建立的方法

对能力验证样品进行测定，各实验室结果反馈 Z 值

分布见图 7。从图 7 可以看出，本实验室草甘膦测

定值为 496 μg/kg，Z 值为-0.4，测定结果满意，表

明本实验室所建立的方法对生咖啡中草甘膦的定

表 3 方法的相关系数、线性范围检出限和定量限

Tab.3 Correlation coefficient，linear range，limits of detection（LOD） and limits of quantification（LOQ）of the method

化合物
Compound

草甘膦　Glyphosate
氨甲基膦酸　Aminomethyl phosphonic acid

相关系数
Correlation coefficient

0.999 6
0.999 0

线性范围/（ng/mL）
Linear range

2~100
2~100

检出限/（mg/kg）
LOD
0.01
0.01

定量限/（mg/kg）
LOQ
0.04
0.04

表 4 生咖啡中 3 个添标水平的回收率和精密度

Tab.4 Recovery and precision of green coffee at three spiked levels

序号
No.

1

2

化合物
Compound

草甘膦
Glyphosate

氨甲基膦酸
Aminomethyl 
phosphonic acid

加标水平 1　Spiked level 1
加标量/

（mg/kg）
Addition 

level
0.05

0.05

平均回
收率/%
Mean re⁃

covery
92.6

81.8

相对标
准偏
差/%
RSD
7.9

9.1

加标水平 2　Spiked level 2
加标量/

（mg/kg）
Addition 

level
0.10

0.10

平均回
收率/%

Mean recov⁃
ery

95.1

84.2

相对标准
偏差/%

RSD

3.3

6.3

加标水平 3　Spiked level 3
加标量/

（mg/kg）
Addition 

level
0.20

0.20

平均回
收率/%
Mean re⁃

covery
97.5

85.6

相对标准
偏差/%

RSD

2.6

7.0

图 6　基质匹配标准品总离子流

Fig.6　The total ion chromatogram of
 matrix-matched standards
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量分析具有较强的准确性。

2.4　实际样品测定

采用本试验建立的方法测定市场上随机购

买的 25 个生咖啡样品中草甘膦和氨甲基膦酸的

残留量，其中氨甲基膦酸均未检出，25 个样本中

草 甘 膦 检 出 19 个 ，检 出 率 为 76%，其 含 量 在

0.025~0.098 mg/kg，均未超过欧盟（最大残留限

量 0.1 mg/kg）和日本（最大残留限量 1.0 mg/kg）
对咖啡中草甘膦残留量的质量监控要求。实际样

品检测结果表明，草甘膦在咖啡种植过程中的使

用在咖啡豆中有一定程度的富集，该方法的建立

对咖啡质量安全监督、促进咖啡产业发展具有重

要意义。

3　  结论与讨论

本研究采用固相萃取小柱净化法对生咖啡样

品进行前处理，以草甘膦-13C2，15N 为内标分析

物，基于 LC-MS/MS 对生咖啡中草甘膦和氨甲基

膦酸残留量进行定量分析。通过优化衍生时间、

衍生温度和固相萃取小柱，所建立的分析方法在

2~100 ng/mL 范围内线性关系良好，相关系数均

大于 0.995，在 0.05、0.1、0.2 mg/kg 添加水平下，回

收 率 在 81.8%~97.5%，相 对 标 准 偏 差 均 小 于

9.1%，草甘膦和氨甲基膦酸方法的定量限均为

0.04 mg/kg，满足日本和欧盟对咖啡中草甘膦农药

残留限量监控的要求。本研究所建立的方法与SN/
T 1923—2007 和 SN/T 3983—2014 方法相比，填

补了标准中缺乏咖啡基质前处理方法的空白，方法

具有操作简便快捷、成本低、净化效果好、灵敏度和

准确率高等优点，适用于生咖啡中草甘膦和氨甲基

膦酸残留的准确定量分析，为咖啡产业安全和质量

控制提供一定技术支持。但研究仅对生咖啡基质

进行方法学验证，对于生咖啡中草甘膦和氨甲基膦

酸的残留分析具有较好的适用性，而对于焙炒咖

啡、速溶咖啡等生咖啡精深加工产品基质未进行验

证，适用基质有限、不利于咖啡精深加工产品中草

甘膦和氨甲基膦酸的质量监控。因此，对于咖啡中

草甘膦和氨甲基膦酸残留测定的不同产品基质方

法有待进一步完善。
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