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图1. 敌草快和百草枯的结构式。
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与现有HILIC方法相比，大大改善了百

草枯和敌草快的保留性能和分离度。

CORTECS™ UPLC® HILIC色谱柱可以在百

草枯和敌草快之间实现基线分离，允

许MS和UV检测使用相同的色谱参数。

[ 应用纪要]

敌草快和百草枯是带双电荷的季胺盐类除草剂(图1)。它们在世界

范围内被广泛用于控制农作物和水生杂草。美国环保署(EPA)规定

的饮用水中最高污染物水平(MCL)为20 µg/L (20 ppb)。百草枯被EPA列

为限用农药。为了保证饮用水质量，欧盟(EU)委员会规定单一除草

剂的下限为0.1 µg/L (100 ppt)1。2007年继瑞典当局裁定一项法案之

后，欧盟也禁止再继续使用百草枯。敌草快和百草枯的极性都很

强，难以在C18色谱柱上使用反相液相色谱法保留。大多数已发表

的方法，包括美国EPA方法549.2，都需要往流动相中添加己烷磺酸

钠盐等离子对试剂，才能在这两种季铵盐分析物中实现所需的保

留时间和分离度。为了满足欧盟等国家和机构规定的极低的定量

要求，质谱(MS)成为了必要的检测手段，然而离子对试剂的使用会

对MS检测产生显著的离子抑制作用。作为一种替代技术，亲水性

相互作用色谱(HILIC)与离子对色谱相比具有一定优势。由于无需添

加离子对试剂，MS离子化效率得到提高。其次，提取液中有机溶

剂含量通常很高，可以不经含有离子对试剂的水相流动相稀释直

接进入色谱柱中。本应用纪要中演示了使用CORTECS UPLC HILIC色谱

柱进行UPLC分离能够显著改善两种分析物的保留时间和分离度，

使得仅用UV一种检测方法就能实现最低500ppt的检测。
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表1总结了本次研究中使用的MRM通道和LC/MS参数。实验

样品描述

UPLC条件

化合物 MRM 锥孔电压 CID (eV)

敌草快 183.1 > 157.1 50 25

183.1 > 130.1 50 30

百草枯 185.1 > 170.1 38  22

171.1 > 77.0 45 40

表1. UPLC/MS/MS分析敌草快和百草枯所用的MRM通道。

试剂

活化/平衡
3 mL 甲醇

3 mL 10 mM pH 7.2磷酸铵缓冲液

上样
10 mL样品

清洗1
1 mL 10 mM pH 7.2磷酸铵

清洗2
1 mL 甲醇

洗脱
2.5 mL 10:90 甲酸/乙腈

蒸发/复溶
500 µL 10:90 甲酸/乙腈

 

 

 

Oasis WCX, 3 cc 60 mg, 30 µm
(p/n 186002495)

图2. 用于分析敌草快/百草枯的Oasis WCX小柱流程。

Oasis WCX, 3 cc 60 mg, 30 µm
(部件号186002495)

[ 应用纪要]

首先，将自来水用硫代硫酸钠进行脱氯

处理。加入磷酸铵，将所有样品的pH值

调整至7左右。然后，将样品加载到

Oasis WCX小柱上。通过蒸发和浓缩减小

SPE洗脱液的体积，实现样品富集。详

细的SPE步骤如图2所示。

系统：                 配有光电二极管阵列(PDA)检 

              测器的ACQUITY UPLC H-Class

              系统

色谱柱： CORTECS UPLC HILIC 1.6 µm，

                                2.1 x 100 mm

              (部件号186007106)

流动相

(等度)： 50:50 A/B

流动相A： 200 mM甲酸铵缓冲液，pH 3.7

流动相B： 乙腈

进样体积： 20 µL

柱温：                 30 ℃

Wash溶剂： 乙腈/水(50:50)

Purge溶剂： 乙腈/水(50:50)

流速：                  0.5 mL/min

PDA 检测条件： 敌草快为UV 308 nm，百草枯             

               为UV 257 nm

样品瓶： 聚丙烯自动进样器样品瓶

                (部件号186002642)

1.  pH调节浓缓冲液(400mM磷酸盐缓冲液，pH 7)

  准确称量23 g磷酸二氢铵，加入500 mL容量瓶中。加入水 

  (Milli-Q或同等试剂)使之完全溶解，然后稀释至约400 mL。

  加入氢氧化铵溶液调节pH值至7.2。用水稀释至标线。

2.  SPE活化和清洗溶液(10 mM pH 7磷酸盐缓冲液)

     取10 mL上述400 mM pH 7浓缩缓冲液，用水稀释至400 mL。

3.  SPE 洗脱液(10:90甲酸/乙腈)

     将50 mL甲酸加入450 mL乙腈中并充分混合。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007106
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002642
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002495
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样品制备

注：样品收集和所有样品制备步骤均应使用聚丙烯容器。建议使用

聚丙烯自动进样器样品瓶(部件号186002642)进行UPLC分析。  

 
1. 样品预处理

2. SPE富集和净化  

MS条件

质谱仪：        ACQUITY TQD

电离模式：        电喷雾正离子

源温度：        150 °C

脱溶剂气温度：        350 °C

脱溶剂气流速：        800 L/h

锥孔气体流速：        30 L/h

碰撞气体流速：        0.20 mL/min

数据管理：        MassLynx®软件

[ 应用纪要]

提高百草枯和敌草快的分离度：使用CORTECS UPLC HILIC色谱柱进行饮用水分析

将10 mL样品移至适当的聚丙烯容器中(本实验中使用的是15 mL离

心管)。如果样品已经氯化，加入20 mg/mL硫代硫酸钠50 µL并充分

混合。向所有样品加入400 mM pH 7磷酸盐缓冲液25 µL以调整pH值。

用Oasis WCX小柱进行SPE富集和净化(有关SPE详情，请参见图2)。在

每个小柱上连接一个30 cc聚丙烯储液瓶(部件号WAT011390)用来加

载10 mL样品。
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结果与讨论
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(A) ACQUITY UPLC BEH HILIC 色谱柱 (B) CORTECS UPLC HILIC 色谱柱

图3. UPLC/MS/MS (TQD)叠加色谱图：(A) ACQUITY UPLC BEH HILIC 1.7 µm，2.1 × 100 mm色谱柱，
(B) CORTECS UPLC HILIC 1.6 µm，2.1×100 mm色谱柱。色谱条件相同：40:60 A/B等度，
A：150 mM甲酸铵缓冲液(pH 3.7)，B：乙腈，流速0.5 mL/min，柱温30 ℃。

 
 

[ 应用纪要]

提高百草枯和敌草快的分离度：使用CORTECS UPLC HILIC色谱柱进行饮用水分析

在此前的一篇出版物中2，使用ACQUITY UPLC BEH HILIC色谱柱对饮用水中的敌草快和百草枯进行了

分析。该方法使用MS检测，灵敏度很高，LOQ值为40 ng/L。然而使用UV做检测器时敌草快和百草

枯无法达到基线分离(图3A)。当CORTECS UPLC HILIC色谱柱使用相同的仪器参数时，两种化合物的

保留性能和分离度均有提高(图3B)。因此，使用CORTECS UPLC HILIC色谱柱不仅可以使用MS检测，

也可以使用UV检测。为了优化峰形和分析时间，将流动相A中甲酸铵缓冲液的最终浓度从150 

mM提高至200 mM，并将流动相组成由40:60 A/B调整为50:50 A/B。

时间

图4所示为自来水样品加标500 ng/L敌草快和百草枯的典型UPLC/UV色谱图。UPLC结合串联MS技术

的灵敏度远高于UV检测，因此可以检测的浓度达到50 ng/L。图5显示了自来水样品加标50 ng/L敌

草快和百草枯的典型UPLC/MS/MS色谱图。表2和3分别显示了加标500 ng/L和50 ng/L的水样重复分

析的回收率数据。MS检测和UV检测的典型基质匹配校准曲线均为线性。MS检测校准标准为25到

2000 ng/L，UV检测则为100到5000 ng/L。校准曲线如图6(UV)和图7(MS/MS)所示。
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图4. 自来水样品加标500 ng/L敌草快和百草枯的典型UPLC/UV色谱图。

图5. 自来水样品加标50 ng/L敌草快和百草枯的典型UPLC/MS/MS色谱图。

[ 应用纪要]

提高百草枯和敌草快的分离度：使用CORTECS UPLC HILIC色谱柱进行饮用水分析

时间
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检测条件 敌草快回收率
 (%RSD) 

 百草枯回收率
 (%RSD) 

 

UV 74 (5) 90 (9)

MS 76 (2) 100 (3)

  

MS 77 (6) 109 (7)

表2. 自来水加标500 ng/L敌草快/百草枯回收率数据(n=7)。

表3. 自来水加标50 ng/L敌草快/百草枯回收率数据(n=7)。

图6. 敌草快(左)和百草枯(右)的典型UPLC/UV校准曲线。

图7. 敌草快(左)和百草枯(右)的典型UPLC/MS/MS校准曲线。

 化合物名称：敌草快UV 
相关系数: r = 0.999206, r2 = 0.998412 
 

校准曲线: 0.0891886 * x + -0.981456

 

响应类型：外标法，按峰面积计算

曲线类型：线性，原点：排除，加权：1/x，轴转：无响应
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 化合物名称：百草枯_UV
相关系数: r = 0.998550, r2 = 0.997103
校准曲线: 0.102748 * x + -0.00270236
响应类型：外标法，按峰面积计算

曲线类型：线性，原点：排除，加权：1/x，轴转：无响应
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化合物名称：敌草快

相关系数: r = 0.999355, r2 = 0.998711
校准曲线: 14.8439 * x + -11.6919
响应类型：外标法，按峰面积计算

曲线类型：线性，原点：排除，加权：1/x，轴转：无响应
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化合物名称：百草枯

相关系数: r = 0.999486, r2 = 0.998971
校准曲线: 4.21829 * x + -40.7368
响应类型：外标法，按峰面积计算

曲线类型：线性，原点：排除，加权：1/x，轴转：无响应
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[ 应用纪要]

提高百草枯和敌草快的分离度：使用CORTECS UPLC HILIC色谱柱进行饮用水分析

检测条件 敌草快回收率
 (%RSD) 

百草枯回收率
 (%RSD) 
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表4. 自来水加标500 ng/L的MDL结果汇总。

UV检测方法的性能

按照US EPA 方法549.2中定义的方法检测限(MDL)，利用以下公式评估方法性能：

MDL = S t(n-1, 1-alpha = 0.99)

 

其中：

t(n-1, 1-alpha = 0.99) = 置信度为99%且自由度为n-1时的t检验值

n =重复次数(7)

S =重复分析的标准偏差

表4汇总了自来水样品加标500 ng/L的UV分析回收率数据计算得到的MDL结果。

该方法性能等于或优于EPA方法549.2。

 

化合物
重复次数

(n)
浓度标准偏差

(ng/L)
t 值  

(自由度为6)
MDL (µg/L)

方法549.2
中的MDL 

敌草快 7 19.4 3.143 0.06 0.72

百草枯 7 40.4 3.143 0.13 0.68

[ 应用纪要]

提高百草枯和敌草快的分离度：使用CORTECS UPLC HILIC色谱柱进行饮用水分析
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借助CORTECS UPLC HILIC色谱柱优异的保留性能和分离能力，

敌草快和百草枯的色谱峰实现了基线分离。这使得串联MS

或UV可以使用相同的色谱参数进行检测。通过UPLC与串联

MS的结合，使方法的灵敏度足以满足当两种化合物浓度仅

为0.1 µg/L时的严格灵敏度需求。仅使用UV检测器的方法所

表现出的性能优于EPA方法549.2。


