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摘要
利用自动进样器的可编程功能，先将精草铵膦原药与衍生试剂在自动进样针内完成衍生，
再进入反相色谱柱进行分离检测。D-草铵膦和 L-草铵膦在 2.5–250 µg/mL 范围内线性良
好，2.5 µg/mL 下 D-草铵膦和 L-草铵膦的信噪比分别为 65 和 60。自动化程序保证了方法
的稳定性和便捷性，同时可以大幅提高样品检测通量。

前言
草铵膦作为一种广谱除草剂，其市场规模相比于草甘膦要小很多。然而，随着抗草甘膦杂
草的增加以及百草枯的禁用，草铵膦将获得巨大的应用前景和发展空间[1]。目前市售草铵
膦多为外消旋体，含有 L 型和 D 型两种构型，其中 L 型为真正具有除草活性的构型。因
此，在草铵膦的生产和施用过程中，会因 D 型的存在而导致产能消耗和环境污染。近年
来，国内多家农药企业相继宣称突破了精草铵膦生产的技术壁垒，可实现万吨级生产规
模，由此必将极大推动精草铵膦市场的发展。

精草铵膦原药和制剂的质量控制指标一般包含精草铵膦的质量分数、L-草铵膦比例、pH 值
范围和水不溶物等。其中精草铵膦的质量分数主要通过阴离子交换-高效液相色谱法测定，
而 L-草铵膦比例的测定方法则比较多，包括手性色谱柱直接测定法[2-4]、柱前离线衍生-反相
色谱法等[5-6]。其中，采用冠醚手性色谱柱的直接测定法比较简单，但色谱柱成本相对较高
且流动相需要用到高氯酸；柱前衍生法，在衍生后采用常规反相柱即可，但手动衍生操作
不利于样品的连续分析，样品通量有限。

本方法参考氨基酸自动衍生方案 [7-8]，利用自动进样器使草铵膦外消旋体与邻苯二甲醛 
(OPA) 和 N-乙酰-L-半胱氨酸 (NAC) 反应生成一对非对映异构体（L-草铵膦衍生物和 D-草铵
膦衍生物），然后利用反相 C18 色谱完成分离。衍生化机理如图 1 所示。
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图 1. 草铵膦衍生反应机理

实验部分

试剂和样品
甲醇、乙腈和无水乙醇为色谱纯，购自默克；去离子水为 MilliQ 纯
水机新制；5 mol/L 醋酸铵溶液购自 Sigma-Aldrich；醋酸、磷酸和
三乙胺为色谱纯，购自迪马公司；邻苯二甲醛 (OPA) 和 N-乙酰-L-
半胱氨酸 (NAC) 购自 TCI。草铵膦标样和精草铵膦原药由客户提
供。0.4 mol/L 硼酸缓冲液来自安捷伦（部件号 5061-3339）。

仪器和设备
实验使用 Agilent 1260 Infinity II 二元液相色谱系统，该系统包含
以下组件：1260 二元泵（部件号 G7112B）、1260 自动进样器
（部件号 G7129A）、1260 柱温箱（部件号 G7116A）和 1260 紫
外检测器（部件号 G7114A）。所用色谱柱为 Agilent Poroshell 
120 EC-C18, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm（部件号：695975-902），软
件为 Agilent Openlab CDS 2.4。

衍生化试剂、标准品溶液和样品溶液准备
分别称取 10 mg OPA 和 12 mg NAC 用 1 mL 无水乙醇溶解后，再
加入 4 mL 0.4 mol/L 硼酸缓冲盐，摇匀后作为衍生试剂溶液，保
存于 4 °C 的冰箱中，使用周期为 7 天。取 1 mL 磷酸用水稀释到 
100 mL 作为衍生反应终止和稀释液，保存于 4 °C 的冰箱中待用。

准确称取 100.0 mg 草铵膦标样用水溶解并定容至 100 mL，将此
溶液作为 L-草铵膦 (500 µg/mL) 和 D-草铵膦 (500 µg/mL) 混合储
备液，保存于 4 °C 的冰箱，待用。将此混合储备液用水依次稀
释成 250、100、50、10、2.5 µg/mL 标准工作溶液，用于绘制  
L-草铵膦和 D-草铵膦的标准曲线。准确称取 25.0 mg 精草铵膦原
药用水溶解并定容至 100 mL，得到 250 µg/mL 精草铵膦样品溶
液，待用。

自动进样器方法
自动进样器在线衍生程序见表 1。其中，位置 P2-F2 为衍生试剂溶
液，位置 P2-F3 为 0.1% 磷酸溶液。

表 1. 自动进样器衍生程序

功能/动作 参数

吸取 吸取 2 μL 衍生试剂溶液 (P2-F2)，默认速度

清洗 清洗口，3 秒

吸取 吸取样品，默认体积，默认速度

清洗 清洗口，3 秒

吸取 吸取 1 μL 衍生试剂溶液 (P2-F2)，默认速度

混合 在空气中混合 3 μL，10 次，默认速度

等待 1 分钟

吸取 吸取 4 μL 稀释剂 (P2-F3)，默认速度

混合 在空气中混合 10 μL，8 次，默认速度

清洗 清洗口，3 秒

进样 进样

液相色谱方法
色谱柱：  Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm, 

2.7 µm

柱温： 35 °C

流动相 A：  50 mmol/L 醋酸铵溶液（含 0.1% 三乙胺）， 
用醋酸将 pH 调节至 5.5

流动相 B： 甲醇

流速： 1 mL /min

梯度程序：  时间 (min) B (%) 
0 8 
6 15 
6.5 90 
10 90 
10.1 8 
12 8

进样量： 1 µL

检测波长： 338 nm，10 Hz
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结果与讨论

流动相的选择
流动相（尤其是水相）的选择对于可离子化的化合物分离和保
留至关重要。本实验需要分离的是一组非对映异构体，分离难
度较大，因此考察了不同流动相 pH 以及缓冲盐种类对分离的影
响。考察了 4 种不同流动相，分别是：50 mmol/L 磷酸二氢钾溶
液 (pH 2.5)、50 mmol/L醋酸铵 (pH 4.5)、50 mmol/L 醋酸铵 (pH 
5.5) 和 50 mmol/L 磷酸二氢钾溶液 (pH 6.5)。结果如图 2 所示。
从中可以看出，随着 pH 的增加，草铵膦衍生产物的保留越来越
弱；异构体的分离也发生较大变化，pH 2.5 时异构体没有分离迹
象，pH 5.5 时分离度最高，pH 6.5 时分离度又开始下降。为进一
步改善衍生产物的拖尾问题，最终选择的流动相为 50 mmol/L 醋
酸铵溶液，并添加 0.1% 三乙胺后再用醋酸将 pH 调节至 5.5。
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图 2. 不同 pH 下草铵膦衍生产物的分离

衍生时间的选择
衍生试剂 (OPA/NAC) 与草铵膦反应的充分程度不仅影响色谱分析
的重现性，而且影响衍生产物的检测限。为保证衍生反应完全，
考察了不同衍生时间对峰面积的影响。如表 1 所示，可以通过等
待 (Wait) 时间来改变衍生时间。本研究分别考察了 1、3、5、7 和  
10 分钟的等待时间。结果得到的草铵膦衍生产物的峰面积变化波动
小于 1%，据此认为在 1 分钟的等待时间内，草铵膦已经完成与衍
生试剂的反应。因此，本方法最终选择的等待时间为 1 分钟。

典型色谱图
通过上述优化后的方法，检测草铵膦标准溶液（L-草铵膦和 D-草
铵膦标准混合液），得到草铵膦典型色谱图如图 3 所示，可以看
出 L-草铵膦和 D-草铵膦得到了完全分离。
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图 3. 草铵膦典型色谱图

分离度、重现性、线性范围、检测限和定量限
按实验部分所述的液相色谱方法，取 50 µg/mL 标准工作溶液连
续分析 6 次。结果如表 2 显示，方法重现性良好，L-草铵膦和  
D-草铵膦的保留时间相对标准偏差均小于 0.1%，峰面积相对标准
偏差均小于 1.37%。以 L-草铵膦与 D-草铵膦的峰面积比例计算，
则相对标准偏差为 0.34% (n = 6)。本实验L-草铵膦和 D-草铵膦分
离度可达 3.9，与文献报道[3] 的手性柱分离度（Rs：4）相当。

表 2. 50 µg/mL 标准工作溶液连续分析 6 次结果

进样次数
L-草铵膦 D-草铵膦 L/D  

峰面积比保留时间 峰面积 保留时间 峰面积

1 5.232 85.981 5.917 82.002 1.05 

2 5.233 87.981 5.918 83.698 1.05 

3 5.238 85.520 5.923 80.830 1.06 

4 5.241 88.123 5.926 83.844 1.05 

5 5.237 86.973 5.922 82.957 1.05 

6 5.246 86.575 5.932 82.422 1.05 

RSD% 0.10 1.21 0.09 1.37 0.34
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按浓度由低至高的顺序，进样分析标准工作溶液，且每个浓度点进
样分析 2 次。得到 L-草铵膦在 2.5–500 µg/mL 范围内的线性回归
方程为 Y = 1.6966X + 1.2405，相关系数为 R2 = 0.9999；D-草铵膦在 
2.5–500 µg/mL 范围内的线性回归方程为 Y = 1.6541X + 0.2883，相
关系数为 R2 = 0.9999（见图 4）。在 2.5 µg/mL 时，L-草铵膦的信
噪比为 66，按信噪比 S/N = 3 计算出检测限为 0.125 µg/mL；按
信噪比 S/N = 10 计算出定量限为 0.42 µg/mL。与手性直接测定
法相比，本实验开发方法检测限和定量限低了约 50 倍。
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图 4. L-草铵膦和 D-草铵膦的线性拟合曲线

样品分析
按样品溶液配制方法，分别称取 6 份精草铵膦原药样品进行测
定，根据 L-草铵膦线性回归方程计算精草铵膦的质量分数，并以 
L-草铵膦和 D-草铵膦峰面积计算 L-草铵膦占整个草铵膦对映体的
百分含量，结果如表 3 所示。

表 3. 精草铵膦原药中 L-草铵膦的质量分数及百分含量

进样 质量分数 (%) L 型比例 (%)

1 90.1 91.8

2 90.3 92.0

3 90.8 92.3

4 91.1 91.9

5 90.4 92.0

6 91.3 91.9

平均值 90.7 92.0

RSD (%) 0.5 0.2

结论
本研究利用自动进样器将草铵膦衍生后进样分析，完成对精草铵
膦原药中 L-草铵膦的质量分数以及 L-草铵膦占整个草铵膦对映体
的百分含量的测定。相比于手动衍生方法，自动进样器自动衍生
方式可以准确地控制吸样量、混合速度和次数，衍生反应时间等
参数，从而保证方法的稳定性以及高通量分析的可行性。从标样
和样品的分析结果看，可以保证本文衍生方法峰面积重现性低于
1.5% (n = 6)，保留时间重现性低于 0.1% (n = 6)。另一方面，衍生
后的草铵膦具有很强的紫外吸收官能团，因此与手性分析直接测
定相比，可以达到更低的检测限和定量限。同时，草铵膦衍生产
物的极性减小，可以利用常规反相 C18 色谱柱进行保留和分离，
使用成本也较手性柱有所降低。
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