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I. 简介

首先，非常感谢您选择 Torus™ DEA 色谱柱。 为确保该色谱

柱成功用于极性农药分析，本指南介绍了有关系统清洗、色

谱柱启用以及色谱柱清洗的详细步骤。 
采用此特定色谱柱 、Waters ACQUITY® UPLC® I-Class系统

和Xevo® TQ-XS质谱仪并结合下述参数分析草甘膦及其相关
化合物(如图1所示)。
如未采用本指南中所指定的分离条件和仪器配置，则色谱分

析性能和重现性无法保持。

Torus DEA色谱柱极性农药分离入门指南

注：Torus DEA色谱柱的生产和QC测试都是针对超临界色谱分析进行的，而非极性农药的亲水作 
用色谱分离。
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图1.草甘膦、氨甲基膦酸(AMPA)和草铵膦的化学结构。
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分析草甘膦等极性农药时，需要先用初始流动相冲洗色谱柱 

并进行平衡，以得到可重现结果。本指南详细介绍了使用

Torus DEA 色谱柱分析极性农药时所需的色谱柱流动相、色

谱柱平衡条件和分离条件。这些条件适用于2.1 mm x 100 mm  
色谱柱配置(部件号186007616)。

II. 入门指南

安装色谱柱前，可能需要先用酸清洗液钝化LC系统(详见第

IV节)以去除金属离子和系统中累积的可与极性农药相互作用

的其它干扰物质。分析物的峰形可能会随时间推移而变差，具 
体取决于样品类型或所用试剂的质量，此时可能需要对系统进

行再次钝化。请参阅第IV节“故障排除”，了解详细说明。

色谱柱清洁方案

为实现性能保留时间和峰形的稳定，需要按下述步骤对色谱柱

进行冲洗、平衡。不按该方案执行可能会导致草甘膦和AMPA等
强极性化合物峰形较宽(请参阅第IV节“故障排除”)。

1. 向管路A1注入50 mM甲酸铵(pH 2.9)，并向B1注入0.9%  
甲酸的乙腈溶液，每条管路灌注2 min。  

2. 用40倍柱体积(对于2.1 x 100 mm色谱柱，约为13.8 mL)
的50:50 A1:B1以0.5 mL/min的流速冲洗30 min。  

3. 向管路A1和B1注入水，每条管路灌注4 min。  

4. 制备色谱柱清洗溶液 (5 mM Na
2
 EDTA，用80:20的水:乙腈制备)， 

如第IIIa节所述。

5. 将LC液流导入废液，因为Na2 EDTA可能会抑制质  
谱仪信号。

6. 向管路A1和B1注入清洗溶液，每条管路灌注6 min。  

7. 用50:50 A1:B1以0.5 mL/min的流速冲洗色谱柱20 min。 

色谱柱 固定相 颗粒形状
粒径  
(µm)

孔径  
(Å)

孔体积

(cc/g)
表面积 

        (m 2/g)
封端

Torus DEA 二乙胺 球形 1.7 130 0.7 185 专利

8. 完成后，用水分别灌注溶剂管路A1和B1 3 min。  

注：由于分离在亲水作用色谱(HILIC)模式下进行，因此在完成 

溶剂管路灌注后不允许再有水流经色谱柱。

9. 向管路A1注入50 mM甲酸铵(pH 2.9)，并向B1注入  
0.9%甲酸的乙腈溶液，每条管路灌注5 min。  

10. 按50:50 A1:B1以0.5 mL/min运行10 min。

11. 将LC液流连至MS。以初始梯度条件平衡色谱柱，并使压力

和温度稳定(压力变化<30 psi)至少15 min。

III. 分析方法

a. 试剂制备

1. 制备色谱柱清洗溶液5 mM Na EDTA2

2a. 称取1.86 g乙二胺四乙酸二钠(Na EDTA; CAS
139-33-3)，然后用80:20的水:乙腈定容至1 L。 

b. 超声处理上述溶液5 min。

2. 样品制备

a. 溶剂标准品：  
草甘膦、AMPA和草铵膦购自供应商。各储备液按1 mg/mL
的水溶液制备。100 ppb (ng/mL)的三种化合物混合溶液用

含有0.25 mM Na  EDTA的50:50乙腈:水溶液制备。
2

注：由于分离在亲水作用色谱(HILIC)模式下进行，因此不推荐使用

100%水溶液作为样品稀释剂。进样中应至少含有50%的有机溶剂，

如乙腈。

3. 流动相制备

a. 流动相A，50 mM甲酸铵，pH 2.9

1) 称取3.15 g甲酸铵（试剂级或更高级别），然后向

容量瓶中加入500 mL水。 

2) 超声处理溶液，直至所有甲酸铵溶解。  

3) 加入400 mL水。
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图2.AMPA、草铵膦和草甘膦的色谱分离结果示例，保留时间  
(min)标于峰顶点。

4) 使用磁力搅拌器和经校准的pH计，通过少量添 

加甲酸将pH调节至2.9加水并定容至1 L。

5) 注：定期制备新鲜缓冲液以防止污染并保持pH始

终为2.9，这对获得目标色谱分析效果至关重要。

b. 流动相B，0.9%甲酸的乙腈溶液

1) 移取9 mL甲酸加入约800 mL乙腈中。

充分混合。

2) 添加乙腈，将总体积定容至1 L。

b. LC 条件

LC系统:  ACQUITY UPLC I-Class 
(配备Flow-Through Needle (SM-FTN))
的样品管理器)

色谱柱:  Torus DEA , 1.7 µm, 2.1 x 100 mm

流动相A:  50 mM甲酸铵(pH 2.9) 

流动相 B:  0.9%甲酸乙腈

强清洗液:  10:90乙腈:水 

弱清洗液:  90:10乙腈:水

密封清洗液 10%甲醇水溶液

柱温:  50 °C 

样品温度:  10 °C 

进样体积:  10 µL 

流速:  0.5 mL/min 

梯度:*  时间 流速   

   
初始  0.50 10.0 90.0 - 
4.50 0.50 60.0 40.0 2 
8.50 0.50 60.0 40.0 6 
20.0 0.50 10.0 90.0 1

注：在梯度表中，从8.50 min至20.0 min的长时间色谱柱平衡是必须的， 
这样才能确保保留时间和峰形等色谱分析性能稳定

*如下图所示，进样后存在320 µL的梯度起始延迟。

c. 质谱仪参数

极性农药的质谱设置和MRM通道如下。如存在系统间差异，

则需要优化下列参数才能实现最佳性能和灵敏度。

MS 仪器:  Xevo TQ-XS

电离模式:  ESI-

毛细管电压:  2.4 kV

脱溶剂气温度:  600 °C

脱溶剂气流速:  1000 L/hr

离子源温度:  150 °C

喷雾器压力:  7 bar

化合物 通道 锥孔电压 (V) 碰撞能量(eV)

草甘膦
168.0> 62.9  
168.0> 80.9

30
16  
18

AMPA
110.0 > 62.9  
110.0 > 80.0

30
15  
12

草铵膦
179.5 > 95 
179.8 > 85

30
25  
16
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IV. 故障排除

灵敏度降低或峰形变差 
LC 系统和色谱柱中的金属离子污染可能会使分析物的峰形在多

次进样后受到影响。金属污染会使峰变宽并加重峰拖尾情况，

从而导致信号强度下降。

 

建议按照第II节中的色谱柱入门方案清洁色谱柱。

3：4通道ES-的MRM
 TIC(草铵膦) 

 TIC(草甘膦) 

2.76e5

A) 色谱柱未经清洗 B)色谱柱经过清洗

2：2通道ES-的MRM

3：4通道ES-的MRM

2：2通道ES-的MRM

1：3通道ES-的MRM

1.62e5

TIC (AMPA) 
3.66e5

TIC(草铵膦) 

TIC(草甘膦) 

3.58e 5

2.40e5

1：3通道ES-的MRM
TIC (AMPA)

7.49e5
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图3.使用EDTA二钠溶液清洗色谱柱的作用。通过使用EDTA二钠冲洗色谱柱，峰拖尾情况得到了改善，如圆形区域所示。(A)色谱柱未经
EDTA二钠溶液清洗；(B)色谱柱经过EDTA二钠溶液清洗。

完成色谱柱清洁步骤后，峰形应得到改善，如图3B所示。

如果峰形仍不可接受，则应考虑LC系统中是否存在污染。

如需清洁沃特世LC系统，请参阅沃特世文档715001307，
LC-MS系统的污染控制中的“通过清洁消除污染”部分

(清洁条件3，使用磷酸清洗液)。
如果您在故障排除或液相色谱系统清洁方面需要更多指

导和建议，请联系当地的沃特世代表。对于非沃特世LC
系统，请联系相应供应商获取有关液相色谱系统清洁的

具体信息。
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V. 其它极性农药的应用

相同的方法已应用于其它极性农药的分析。

选定分析物的保留时间示例如图4所示。

N-乙酰草铵膦: 221.9 > 135.9 

N-乙酰草甘膦: 209.8 > 149.9 

草甘膦: 167.75 > 62.8 

草铵膦: 179.8 > 84.85 

MPPA：150.7 > 

乙烯利：142.65 > 106.85 

马来酰肼:10.5 > 81.8 

三乙膦酸铝：108.5 > 80.8

AMPA: 109.5 > 62.8 

高氯酸盐: 98.75 > 82.85 

膦酸:124.6 > 78.8 

羟基乙烯利: 124.6 > 78.8 

氯酸盐：82.45 >  66.8

1.0 2.0 3.02.82.62.42.2 4.03.83.63.43.2 5.04.84.64.44.2 6.05.85.65.45.2 7.0 min.6.86.66.46.21.81.61.41.20.80.60.40.2
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图4.使用Torus DEA色谱柱分析含13种阴离子型极性农药的扩增分析物组所得到的色谱分析结果示例。
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Rapi Fluor-MS、ACQUITY和UPLC是沃特世公司

 
Waters, The Science of What’s Possible, UNIFI, 
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