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摘 � 要: 建立了尿中除草剂莠去津 ( ATRZ )代谢物去乙基莠去津 ( DEA )、去异丙基莠去津 ( D IA )及去乙基去

异丙基莠去津 ( DDA )的分析方法。尿样加入内标 2�氨基�4�甲氧基�6�甲基�1, 3, 5�三氮嗪 ( AMMT ), 碱化后

用高极性 GDX501大孔树脂吸附、乙酸乙酯洗脱进行固相萃取, 萃取物在乙腈溶剂中用 N�甲基�N�特丁二甲

硅烷基三氟乙酰胺 ( M TBSTFA )进行衍生化, 衍生物进行选择离子监测气相色谱 -质谱联用法分析。ATRZ不

发生特丁二甲硅烷基 ( TBDM S)衍生化, 则以非衍生化形式同时进行分析。尿中 DEA、D IA、DDA、ATRZ的

萃取率分别为 80% 、 78% 、 71% 和 85% , 检出限分别为 0�2、 0�2、 0� 1、 1 �g /L。尿样中 ATRZ的 3种代谢

物质量浓度在 0� 5~ 100�g /L范围内, ATRZ在 5~ 1 000�g /L范围内线性关系良好。在 1、 50�g /L加标水平

下 3种代谢物的回收率分别为 97% ~ 103% 和 98% ~ 101% , 相对标准偏差分别为 9�2% ~ 11� 7% 和 5� 2% ~

8� 9% ; 空白尿中添加 10 �g /L和 500 �g /L ATRZ的回收率分别为 101% 和 99% , 相对标准偏差分别为

12�7% 和 6�7% 。该方法灵敏度高, 可以分析莠去津中毒者和职业接触莠去津者尿中的莠去津及其代谢物。
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Abstrac:t An analytical m ethod w as deve loped for the derterm ination of atrazine( ATRZ) m etabo�
lites, including deethy latrazine( DEA ), deisopropy latrazine( DIA ) and didealky latrazine( DDA ), in

urine sam p le. The samp les w ere added 2�am ino�4�m ethoxy l�6�m ethy l�s�triazine( AMMT ) as interna l

standard fo llow ed by a lkalification, then ex tracted by so lid�phase extract ion technique using h igh po�
lar GDX501 po rous resin as so rbent and ethy l acetate as e lut ion solven.t The ex tracts w ere derivatized

w ith N�m ethy�N �t�buty ld im ethy ltrifluoroacetam ide ( MTBSTFA ) in aceton itrile and analyzed by gas

chrom atography- m ass spectrom etry under the selected ion m onito ring m ode. W ithout be ing derivat�
ized in thism ethod condit ion, ATRZ can a lso be analyzed by or ig inal form. The extraction efficiencies

of DEA, D IA, DDA and ATRZ in urinew ere 80% , 78% , 71% and 85% , respectively. The de�
tect ion lim its ofDEA, DIA, DDA and ATRZ in urinew ere 0�2, 0�2, 0�1, 1 �g /L, respective ly.

The calibrat ion curvesw ere linear in the range of 0�5- 100 �g /L for 3m etabo lites and 5- 1 000 �g /

L for ATRZ. The recoveries of 3 m etabo lites at tw o concentration leve ls of 1 �g /L and 50 �g /L w ere

97% - 103% and 98% - 101% w ith RSD s of 9�2% - 11�7 % and 5�2% - 8�9% , respective ly.

The recoveries o fATRZ at tw o concentration leve ls o f 10 �g /L and 500 �g /L w ere 101% and 99%

w ith RSDs of 12�7% and 6�7% , respectively. Them ethod is sensitive, and could be app lied in the

analysis ofATRZ and its m etabo lites in urine sam ples o f hum an poisoned by ATRZ or occupationaly

exposed to ATRZ.
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莠去津 ( 6�氯 �N �乙基 �N ��异丙基 �1, 3, 5�三氮嗪 �2, 4�二氨, ATRZ)是一种国内外广泛应用的除草

剂, 对人和动物有毒性, 可引起人畜中毒, 还有用其毁坏农田的案件发生。ATRZ在人和动物体内发

生氨基上的去烃基代谢, 产生去乙基莠去津 ( 6�氯 �N �异丙基�1, 3, 5�三氮嗪 �2, 4�二氨, DEA )、去异

丙基莠去津 ( 6�氯�N �乙基�1, 3, 5�三氮嗪 �2, 4�二氨, DIA )和去乙基去异丙基莠去津 ( 6�氯 �1, 3, 5�三
氮嗪�2, 4�二氨, DDA ) 3种去烃基代谢物。灌服 ATRZ的动物和 ATRZ职业接触者的尿中去烃基代谢

物的含量一般高于原体含量
[ 1- 3]

, ATRZ污染的土壤和水中由于微生物的代谢作用也含有这些代谢物,

所以其分析方法的研究具有重要意义。已报道的测定方法主要有气相色谱
[ 2, 4- 5]

、气相色谱质谱联

用
[ 6- 9]
、液相色谱

[ 4]
和液相色谱质谱联用法

[ 1, 3, 10- 11]
。上述方法中有些是非衍生化分析法, 易出现色谱

峰拖尾, 而过氟代酰基衍生化
[ 5 ]
、甲基衍生化

[ 6]
的操作较难。尿中 ATRZ及其去烃基代谢物的三甲硅

烷基 ( TM S)衍生化 -气质联用分析方法
[ 12]

, 较易操作且灵敏度高。本文研究发现特丁二甲硅烷基 ( TB�
DM S)衍生化法较 TM S衍生化有更高的灵敏度, 虽然原体 ATRZ不发生 TBDMS衍生化, 但也可以非衍

生化形式与代谢物同时分析。

1� 实验部分

1�1� 仪器、试剂与材料
Trace2000气相色谱仪、Po larisQ质谱仪 ( F in igan公司 )。

ATRZ、D IA、DEA、DDA和 2�氨基�4�甲氧基 �6�甲基 �1, 3, 5�三氮嗪 ( AMMT, 内标 )标准品均购自

A cros公司, 白色粉末, 纯度不低于 98%。分析物标准品分别用甲醇配成 100、10 m g /L的标准工作液

和 DEA、D IA和 DDA各 10、1�0 m g /L的混合标准工作液, 内标用甲醇配成 100 m g /L的标准工作液。

N�甲基 �N�特丁二甲硅烷基三氟乙酰胺 (MTBSTFA, 含 1% 的二甲基�特丁基�氯硅烷 )购于美国 Su�
pelco公司。乙酸乙酯、乙腈、苯、甲醇均为国产分析纯。粒径为 150~ 180 �m 的 GDX501大孔树脂

( 80~ 100目, 天津精细化学品研究所 ), 用乙酸乙酯淋洗去除杂质, 晾干后备用。实验用水均为二次

蒸馏水。

空白尿样: 非职业接触 ATRZ等三氮嗪类除草剂的健康人体排泄的新鲜尿液。

1�2� 尿样处理方法
取 10 mL待分析尿样于试管中, 添加 100 m g /L的内标液 20 �L, 用 2 m o l/L氢氧化钠溶液调节 pH

值至 11以上。取表观体积 0�5 mL的 GDX501大孔树脂用甲醇浸没活化, 用水洗去甲醇。将已活化的湿

树脂加入尿液中, 摇动 10 m in, 然后滤集树脂于小层析柱中。用约 5 mL水淋洗树脂后用乙酸乙酯以 1

mL /m in的速率洗脱分析物, 收集洗脱液 3 mL, 于 80 � 水浴中浓缩至约 0�3 mL。转移浓缩液于 1 mL

安培瓶中, 50 � 下氮气吹干, 加 12 �L乙腈和 8 �L MTBSTFA并封口, 于 110 � 反应 30 m in。反应后

安培瓶放冷至室温, 进样前开启, 抽取 1 �L进样分析。

1�3� 仪器条件

表 1� 莠去津及其代谢物的定量离子、
辅助定性离子及监测时间

Table 1� Ta rget ions, qua lifier ions and mon ito ring

tim es o f atrazine( ATRZ ) and its m etabo lites

C om pound
T arget ion

m /z

Qualifier ion

(m /z )

Mon itoring tim e

t /m in

AMMT 197 - 5�00~ 6�00

ATRZ 200 215, 173 6�00~ 9�00

DEA 244 246, 202 9�00~ 10�20

D IA 230 232, 194 9�00~ 10�20

DDA 316 318, 280 10�20~ 12�00

� � 色谱柱: HP�5M S( 30 m � 0�25 mm i�d� � 0�25 �m )弹性石英柱。柱温程序: 初始温度 100 � , 保

持 1 m in, 以 40 � /m in升至 180 � , 再以 3 � /m in升至

190 � , 最后以 40 � /m in升至 260 � , 保持 5 m in。气化

温度: 250 � ; 进样方式: 不分流 (阀关闭 1 m in) ; 载气:

氦气, 流速 1 mL /m in; 传输线温度: 260 � ; 离子源: E I

源, 温度 200 � ; 电子能量 70 eV; 灯丝电流 70 �A; 溶

剂延迟: 5 m in。内标法定量, 其定量定性离子参见表 1。

2� 结果与讨论

2�1� 衍生化条件的选择
考察了正己烷、二氯甲烷、乙酸乙酯和乙腈 4种反应
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溶剂的衍生效果, 发现仅在以乙腈为溶剂时有明显数量的衍生物生成, 所以选择乙腈为反应溶剂。考

察了衍生化试剂用量、反应温度和反应时间的影响。在预实验的基础上, 取 3种代谢物和内标物各 1

�g为底物, 分别在 MTBSTFA用量为 2~ 20 �L(溶剂乙腈分别为 18~ 0 �L, 总体积保持 20 �L), 反应

温度 60~ 140 � , 反应时间 10~ 50 m in的条件下进行衍生化, 然后进行全扫描监测分析, 以 TBDM S衍

生物的色谱峰面积为响应值, 确定衍生化反应条件对衍生化结果的影响, 结果如图 1所示。从图 1可

以看出, MTBSTFA用量增至 5 �L以上响应值不再增加, 增至 10 �L以上响应值开始下降; 反应时间

增至 20 m in以上时响应值达到最大, 时间再延长响应值无变化; 反应温度增至 100 � 以上时响应值达

到最大, 温度再增高响应值不变。因而本文选择 MTBSTFA的最佳用量为 8 �L (溶剂乙腈 12 �L) , 反

应温度 110 � , 反应时间 30 m in。

图 1� M TBSTFA用量 ( A )、反应温度 ( B)和反应时间 ( C)对 TBDM S衍生物响应值的影响

F ig� 1� Influence o fM TBSTFA vo lum e( A ), tem pera ture( B) and reaction tim e( C) on TBDM S derivative response

- � - AMMT, - � - DDA, - � - DEA, - � - DIA; A: t= 30 m in, �= 110 � ;

B: �= 110 � , V= 10 �L; C: t= 30 m in, V = 10 �L

� � 各物质衍生化所得色谱峰的质谱图如图 2所

示。莠去津的质谱图与原体相同, 表明其在实验

条件下不发生衍生化, 其余几种物质均发生了衍

生化反应。TBDM S衍生物质谱的特点是具有因失

去特丁基而生成 [ M - 57]
+
的基峰离子

[ 13]
。在

DEA、D IA、DDA和内标 AMMP的质谱图中分别

出现 m /z 244、 230、 316、 197的基峰离子, 由此

推断各衍生物的相对分子质量分别为 301、 287、

373、254。根据相对分子质量可推断各衍生物中

分别含有 1、 1、 2和 1个 TBDM S基团。DEA、

DIA、DDA和 AMMP分子中可能发生 TBDM S衍

生化的基团是伯氨基和仲氨基, TBDM S基团体积

大, 对位阻敏感, 伯氨基较仲氨基易衍生化。生

成的各衍生物中所含 TBDM S基团的数目正好与各

被衍生物中伯氨基的数目相同, 所以推断衍生物中

TBDMS基团的位置在被衍生物的伯氨基上, 各衍

图 2� DEA( A )、 DIA ( B)、DDA( C)和内标 AMM P( D )

的 TBDM S衍生物及原体莠去津 ( E)的结构式和质谱图

F ig� 2� S tructure form ulas and m ass spectra o f TBDM S

de rivatives o f DEA ( A ), D IA ( B ), DDA ( C),

AMM P( D ) and or ig ina lATRZ ( E)

生物的化学结构式见图 2。TBDM S衍生化与 TM S

衍生化相似, 由于 TBDMS衍生物的 [M - 57]
+
离

子强度大, 所以 TBDM S衍生化分析方法比 TM S

衍生化分析方法更灵敏。

2�2� 色谱分离
本方法中 DEA和 D IA衍生物的色谱峰未能

完全分离 (图 3)。但由于这两者衍生物的定量离

子和辅助定性离子均互不干扰, 所以不完全分离
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并不影响分析。可在一次进样中共同的监测时间窗口内选择监测两者的离子, 然后抽取各自的特征离

子质量色谱图进行分析; 也可进样两次, 分别监测两种衍生物各自的特征离子进行分析, 两种方法灵

敏度无差别, 本文采用较简便的前一种方法。

2�3� 分离提取
文献报道的水、尿、血等检材中 3种代谢物和 ATRZ同时分离的方法主要为液液萃取法和固相萃

图 3� 空白尿样 ( A )及 100 �g /L加标尿样 ( B)中

定量离子和辅助定性离子监测分析的色谱图

F ig�3� Chrom atogram s of m on itoring targ et ion and qualifier

ion for ana lysis o f blank ur ine( A ) and 100�g /L

sp iked b lank urine samp le( B)
1�AMM P- TBDM S, 2� ATRZ, 3� DEA- TBDM S,

4� DIA - TBDMS, 5� DDA- d iTBDMS

取法。DDA的极性大, 较难提取, 液液萃取法需

用极性大的乙酸乙酯多次萃取
[ 6]

, 提取液中杂质

较多。固相萃取方法中用烃基键合相硅胶
[ 7, 9]
和

大孔树脂
[ 4]
均不能对 DDA实现满意的固相萃取,

仅采用石墨化碳黑
[ 8 ]
或亲脂性阳离子交换材

料
[ 10]
时才能获得包括 DDA在内的满意萃取效率。

上述材料中大孔树脂最廉价易得, 但报道中所用

大孔树脂均为非极性或弱极性, 树脂极性较小可

能是萃取 DDA失败的原因。本文建立了用国产

高极性 GDX501大孔树脂进行萃取的方法, 结果表

明几乎没有干扰杂质进入萃取液 (见图 3)。

2� 4� 方法的萃取率
取空白尿 10 mL, 添加 10 g /L的 DEA、D IA和 DDA混合标准液 50 �L及 10 g /L的 ATRZ标准液 50

�L, 然后进行萃取、衍生化、监测定量离子进样分析, 测得经过萃取的分析物色谱峰面积。另取空白

尿 10 mL, 不添加分析物进行萃取, 得到空白尿的萃取液, 在此萃取液中添加 10 g /L的 DEA、DIA和

DDA混合标准液 50 �L及 10 g /L的 ATRZ标准液 50 �L, 进行衍生化、监测定量离子进样分析, 测得

未经过萃取的分析物色谱峰面积。每种分析物经萃取的色谱峰面积与其未经萃取的色谱峰面积的比值

为其萃取率 (见表 2)。

2�5� 方法的线性关系与灵敏度
取空白尿 7份, 分别添加 D IA、DEA、DDA各 0�5、 1、 5、 10、 20、 50、 100 �g /L和莠去津 5、

10、50、 100、 200、 500、 1 000 �g /L, 均加入内标 AMMT 50 �g /L, 萃取并衍生化后以监测定量离子

进行分析。以分析物与内标色谱峰面积的比值 (y )和分析物浓度与内标浓度比值 ( x )进行线性回归, 方

法的线性方程及相关系数见表 2。

取空白尿添加每种分析物各 2 m g /L, 萃取并衍生化后以监测定量离子进行分析, 以各分析物色谱

峰的信噪比 S /N = 3确定检出限 (表 2)。结果表明, 3种代谢物的灵敏度均高于 TM S衍生化分析法, 原

体 ATRZ灵敏度低于 TM S衍生化分析法
[ 12]
。这是因为 ATRZ不能进行 TBDM S衍生化, 而以非衍生化

形式进行分析。

2�6� 方法的回收率与相对标准偏差

取空白尿 5份, 分别加入 D IA、DEA、DDA各 1 �g /L, 莠去津 10 �g /L, 内标 50 �g /L。另取空白

尿 5份, 分别加入 D IA、DEA、DDA各 50 �g /L, 莠去津 500 �g /L, 内标 50 �g /L。各样品进行定量分

析, 各分析物的平均回收率及相对标准偏差见表 2。从表 2数据可见, 本方法的准确性和精密度均较为

满意。

表 2� 方法的萃取率、线性范围、检出限、回收率与相对标准偏差
Tab le 2� Ex traction effic iency, linea r range, detection lim it, recovery and RSD of the me thod

A nalyte
Extract ion eff iciency

(% )

Lin ear range

�/ ( �g� L- 1 )
Lin ear equation r

LOD

�/ (�g� L- 1 )

Added

�/ ( �g� L
- 1

)

Recovery

R /%

RSD

sr /%

DEA 80 0�5~ 100 y= 0�742x- 0�010 0�998 0�2 1, 50 97, 98 10�9, 8�9

D IA 78 0�5~ 100 y= 0�710x+ 0�023 0�995 0�2 1, 50 97, 98 9�2, 5�2

DDA 71 0�5~ 100 y= 1�011x+ 0�003 0�998 0�1 1, 50 103, 101 11�7, 6�7

ATRZ 85 5~ 1 000 y= 0�255x+ 0�012 0�994 1 10, 500 101, 99 12�7, 6�7
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2�7� 灌服莠去津家兔尿样分析
取体重 2�3 kg的家兔 1只, 插胃管灌服莠去津 10 mg, 灌服后未观察到中毒表现, 分别收集灌服

后 2、6、 19、29 h排泄的尿液, 用本方法进行分析 (稀释后分析 ) , 结果如表 3所示。

表 3� 灌服莠去津家兔的尿样分析结果
Tab le 3� Concentration of DEA, D IA, DDA and ATRZ in ur ine sam ples obta ined from a rabbit ingested a trazine

T im e of u rine excretion t /h
Con cen tration of com pound �/ (�g� L- 1 )

DEA DIA DDA ATRZ

2 420 110 154 23�1

6 512 122 530 6�3

19 103 12�2 184 - *

29 24�2 2�1 112 -

� * no detected
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