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基于超高效液相色谱-高分辨质谱快速筛查

绿茶中 12 种植物生长调节剂的方法研究
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农业部农产品质量安全风险评估实验室(成都)，成都 610066；3. 中国科学院大学，北京 100049)

摘   要：建立了超高效液相色谱-高分辨质谱 (ultra performance liquid chromatography-high
resolution mass spectrometry, UPLC-HRMS) 快速筛查绿茶中 2,4-滴、对氯苯氧乙酸、吲哚丁

酸、氯吡脲和吲哚乙酸等 12 种植物生长调节剂的方法。采用 CAPCELL PKA-C18 色谱柱 (100 mm ×
2.1 mm，2 μm)，正离子模式下以体积分数为 5% 的甲醇水溶液 (含有 5 mmol/L 乙酸铵和体积分

数为 0.1% 甲酸) 为流动相；负离子模式下以体积分数为 5% 甲醇水为流动相，梯度洗脱。在全

扫描采集模式下，基于化合物的保留时间、准分子离子峰的精确质量数、碎片离子的精确质量

数和同位素分布匹配指数，对目标物进行筛查分析。结果表明：12 种植物生长调节剂在绿茶中

的报告限 (RL) 为 0.01 mg/kg；在 0.01、0.1 和 0.5 mg/kg 3 个添加水平下，其回收率在 61%~
130% 之间，相对标准偏差在 1.8%~17% 之间。该方法简便快捷，可用于绿茶中常用植物生长

调节剂的筛查。
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Development of a screening method for twelve plant growth
regulator residues in green tea by ultra performance liquid

chromatography-high resolution mass spectrometry
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Abstract: A screening method was established for the determination of twelve plant growth regulators
(PGRs) in green tea using ultra performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry
(UPLC-HRMS), including 2,4-dichlorophenoxy acetic (2,4-D), 4-chlorophenoxy-acetic acid (4-CPA),
4-(3-indolyl) -butyric acid (IAA), forchlorfenuron (CPPU) and 4-indoly-3-ylbutyric acid (IBA), etc. The
extract was measured directly by UPLC-HRMS with electrospray ionization in both positive and
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negative modes. The analytes were separated on CAPCELL PKA-C18 column (100 mm × 2.1 mm, 2 μm)
with gradient elution．In the positive mode, the mobile phase was methanol-water containing 5 mmol/L
ammonium acetate and 0.1% formic acid, while, in the negative mode, methanol-water was used as the
mobile phase. The confirmation analysis was based on accurate mass measurement of all compounds
(scan mode) and their fragment ions, retention times (RTs) and isotopic patterns (target MS/MS mode).
The report limits (RLs) of twelve plant growth regulators were validated as 0.01 mg/kg. At 0.01, 0.1 and
0.5 mg/kg spiked levels, the recoveries and the relative standard deviations (RSDs) were 61%-130% and
1.8%-17%, respectively. This method was simple, quick, and can be applied as a screening method for
PGRs detection in green tea.

Keywords: ultra liquid chromatography-high resolution mass spectrometry (UPLC-HRMS); green tea;
plant growth regulators (PGRs); screening method

植物生长调节剂根据其来源可分为天然植物

激素和人工植物激素[1-3]。由于其能够促进植物生

长、提高产量、改善品质等[4-6]，使其在茶叶生产

中的使用日益广泛，如：赤霉素可促进细胞分裂

与伸长，提高茶叶产量及品质；吲哚乙酸可促进

芽的生长以提高产量等[7]。此外，植物生长调节剂

还可增强茶树的抗逆性[8]。但滥用或盲目使用，也

会对人体产生一定的副作用[9]，如造成人体免疫及

造血系统紊乱、慢性肾病、消化及分泌系统失调、

癌症等[10-12]。因此，很多国家对允许使用的调节剂

种类和浓度有明确规定，如欧盟规定茶叶中的农

药最大残留限量 (MRL) 标准达 172 项，且 93% 以

检测方法的检测下限作为最高残留限量[13-14]，其中

规定 2,4-滴在茶叶中的 MRL 值为 0.1 mg/kg；日

本规定茶叶中矮壮素的 MRL 值为 1 mg/kg；但目

前中国对茶叶中植物生长调节剂的限量值还未有

明确规定[15-16]。

目前，关于植物生长调节剂的检测方法主要

有气相色谱法、液相色谱法、气相色谱-质谱法和

液相色谱-串联质谱法等[17-19]。采用单一的色谱法

检测，基质干扰严重，仅以保留时间作为定性标

准，易出现假阳性结果[20-21]，而串联质谱法除了保

留时间外，阳性结果还必须满足离子对及离子比

率符合相关要求。高分辨质谱优越的扫描速率及

分辨率，不仅能提供化合物的精确质量数，还能

基于母离子触发子离子扫描，获得特定母离子

的碎片信息，从而进一步提高了定性结果的准确

性[22-23]。欧盟 2002/657/EC 指令[24]规定：农药残留

的确证分析最少需要 4 个识别点，而高分辨质谱

所获得的母离子为 2 点，其子离子为 2.5 点。按照

此项规定，高分辨质谱的确证方法，至少包含两

个母离子或者一个母离子及其对应的子离子。另

一方面，欧盟 SANTE/11945/2015[25]法规也规定，

基于高分辨质谱的定性方法，至少要有包括碎片

离子在内的 2 个诊断离子 (即：至少为 1 个母离子

和 1 个碎片离子，或 2 个碎片离子)，其质量偏差

< 5 × 10–6。

茶叶中含有茶碱、咖啡碱、嘌呤碱、可可碱、

酚类、多种维生素，以及痕量元素和微量元素等

300 多种有效成分[26]，其基质复杂，对分析结果干

扰严重。为此，本研究拟建立绿茶中 12 种植物调

节剂的超高效液相色谱-高分辨质谱分析方法，以

期用于大量绿茶样品中植物调节剂的快速筛查。

1    材料与方法

1.1    仪器与试剂

UltiMate3000 UPLC 液相色谱仪和 Thermo Q
Exac t ive  Focus 高分辨质谱仪  (美国 Thermo
Fisher 公司)。

1 2 种植物生长调节剂标准品，纯度均  >
97%：赤霉酸 (gibbereuic acid, GA)、对硝基苯酚

钠 (sodium para-nitrophenolate, SD2)、5-硝基邻甲

氧基苯酚钠 (sodium 5-nitroguaiacolate, 5-NG)、吲

哚丁酸 (4-indol-3-ylbutyric acid, IBA)、氯吡脲

( f o r c h l o r f e n u r o n ,  C P P U )、 2 , 4 -滴  ( 2 , 4 -
dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D)、吲哚乙酸

( i n d o l - 3 - y l a c e t i c  a c i d ,  I A A )，购自 D r .
Ehrenstorfer 公司；胺鲜酯  (diethyl aminothyl
hexanoate, DA6)，购自 Adamas 公司；烯腺嘌呤

( i s o p e n t e n n y l a d e n i n e ,  Z - I P )、羟烯腺嘌呤

(oxyenadenine, ZT)、苄氨基嘌呤 (6-benzylamino
purine, 6-BAP)，购自 Sigma-Aldrich 公司；对氯苯

氧乙酸  (4-chlorophenoxyacetic, 4-CPA,) 购自
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AccuStandard 公司。乙腈、甲醇、甲酸和乙酸铵

均为色谱纯 (美国 Fisher Scientific 公司)。
绿茶样品 (毛峰) 采自四川省雅安市名山区。

将 300 g 绿茶样品用混合研磨仪加工至粉末状，备用。

1.2    标准溶液配制

分别准确称取 12 种植物生长调节剂标准品，

用甲醇溶解，配成质量浓度为 200 mg/L 的标准储

备液，于–18 ℃ 储存。再移取 12 种植物生长调节

剂标准储备液各 1 mL 于 50 mL 容量瓶中，用甲醇

定容，配制成 4.0 mg/L 的混合标准溶液。

1.3    样品前处理

准确称取 4 g 绿茶样品于锥形瓶中，加入 5 mL
水和 20 mL 的 V(甲酸) : V(乙腈)=1 : 99 的混合溶

液，振荡 30 min 后，过滤；取上清液，按体积比

1 : 1 的比例加水稀释后，过 0.22 μm 滤膜，待测。

1.4    检测条件

色谱条件：CAPCELL PKA-C18 色谱柱 (100 mm ×
2.1 mm，2 μm)；正离子模式：流动相 A 为体积分

数为 5% 的甲醇水溶液 (含 5 mmol/L 乙酸铵和体

积分数为 0.1% 甲酸)，流动相 B 为含 5 mmol/L 乙

酸铵和体积分数为 0.1% 甲酸的甲醇溶液；负离子

模式：流动相 A 为体积分数为 5% 的甲醇水溶

液，流动相 B 为甲醇。流速 0.4 mL/min；进样量

5 μL；柱温 35 ℃。梯度洗脱程序见表 1。

质谱条件：电喷雾离子源 (ESI)；毛细管温度

320 ℃；喷雾电压正离子+3.2 kV，负离子–2.8 kV；

辅助气温度 350 ℃；辅助气流速 10 L/h；鞘气流

速 40 L/h；分辨率 R=70 000；m/z 150~2 000。
1.5    数据处理

用空白样品基质溶液稀释标准储备液，按

1.3 节和 1.4 节的方法测定。采用 TraceFinder 软件

进行数据处理，设定母离子精确质量分数允许偏

差范围 < 5 × 10–6；碎片离子精确质量分数允许偏

差范围 < 1 × 10–5；同位素分布匹配指数 > 80 分。

2    结果与分析

2.1    色谱和质谱条件的选择及优化

色谱柱及流动相的选择是目标物峰形及分离

度的重要影响因素。液相色谱法分析，流动相一

般采用乙腈或甲醇，同时也会添加一定量的酸和

盐以减少峰拖尾、改善峰型并达到良好的分离效

果。此外，加入乙酸铵也可增强某些化合物的离

子化效果[27-28]。本研究在正离子模式下，采用体积

分数为 5% 的甲醇水溶液 (含 5 mmol/L 的乙酸铵

及体积分数为 0.1% 的甲酸) 为流动相；负离子模

式下以体积分数为 5% 的甲醇水溶液为流动相。

在此优化梯度洗脱程序下，在空白茶叶基质中添

加 12 种植物生长调节剂的混合标准溶液，其出峰

时间均在 3 min 以上，有效避免了前端水溶性物

质对目标物的干扰 (图 1)。
2.2    12 种植物生长调节剂数据库的建立

在全扫描采集模式下，对比正、负离子模式下

12 种化合物的响应。结果表明：正离子模式下，

可检测到 DA6、Z-IP、ZT、6-BAP、IBA、CPPU
和 IAA 的[M+H]+准分子离子峰，选定[M+H]+为

DA6、Z-IP、ZT、6-BAP、IBA、CPPU 和 IAA 在

正离子模式下的母离子；负离子模式下，可检测

到 G A、S D 2、5 - N G、Z - I P、Z T、6 - B A P、

CPPU、2,4-D 和 4-CPA 的[M-H]–准分子离子峰，

选定[M-H]–为负离子模式下 GA、SD2、5-NG、Z-IP、
ZT、6-BAP、CPPU、2,4-D 和 4-CPA 的母离子。

在 Target MS/MS 模式下，分别以[M+H]+和

[M-H]–离子为母离子得到二级碎片离子的全扫描

质谱图，选择丰度相对较高的特征碎片离子作为

诊断离子，二级质谱图及结构信息见图 2。由此建

立 12 种植物生长调节剂的数据库，该数据库包含

保留时间、母离子精确质量数、特征碎片离子精

确质量数等信息 (表 2)。
2.3    定量分析结果

12 种植物生长调节剂中，赤霉酸、吲哚丁

酸、吲哚乙酸属于内源性植物激素。因此，定量

分析前需排除内源性植物激素的干扰。

准确称取绿茶样品 500 g 粉碎，按 1.3 节的方

法步骤处理，按 1.4 节的条件测定。选定目标植物

生长调节剂检出值低于 0.01 mg/kg 的样品作为空

白样品 (图 3)，由此排除部分内源性激素对方法证

表 1    流动相梯度洗脱程序

Table 1    Mobile phase gradient

时间Time/min A/% B/%

0 100 0

1 100 0

3 50 50

8 5 95

10 5 95

10.1 100 0
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实试验的干扰。

12 种植物生长调节剂添加回收试验结果 (表 3)

表明：在 0.01、0.1 和 0.5 mg/kg(对应样品浓度分

别为：0.001、0.01 和 0.05 mg/L)3 个添加水平下，

12 种植物生长调节剂的回收率在 61%~130%

之间，RSDs 位于 1.8%~17 % 之间。其中在 0.01 mg/kg
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图 1    12 种植物生长调节剂的提取离子流图

Fig. 1    Extraction ion chromatograms of 12 plant growth regulators
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添加水平下，12 种植物生长调节剂均能实现准确

定量分析，因此确定方法的报告限为 0.01 mg/kg。
2.4    筛查方法的实际应用

随机抽取四川省成都市市场的绿茶样品共计
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图 2    12 种植物生长调节剂的二级质谱图及结构信息

Fig. 2    MS/MS spectra and structure elucidation of 12 plant growth regulators
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90 个，采用本研究建立的方法进行筛查，筛查流

程见图 4。确证参数包括保留时间、母离子精确质

量数、特征碎片离子精确质量数和同位素分布匹

配指数，其中设定母离子精确质量数允许偏差范

表 2    12 种植物生长调节剂的相关质谱参数

Table 2    MS parameters of 12 plant growth regulators

分析物
Analyte

分子式
Formula

ESI 模式
ESI mode

[M+H]+ [M–H]–

保留时间
Retention time/min

母离子
Precursor ion, m/z

子离子
Fragment ion, m/z

保留时间
Retention time/min

母离子
Precursor ion, m/z

子离子
Fragment ion, m/z

DA6 C12H25NO2 ESI+ 5.90 216.195 81 55.054 23 – – –

Z-IP C10H13N5 ESI+/ ESI– 4.84 204.124 37 136.061 77 4.88 202.109 82 134.047 22

ZT C10H13N5O ESI+/ ESI– 3.50 220.119 29 136.061 77 3.61 218.104 73 134.047 22

6-BAP C12H11N5 ESI+/ ESI– 4.87 226.108 72 91.054 67 4.89 224.094 17 133.039 39

CPPU C12H10ClN3O ESI+/ ESI– 6.31 248.058 52 129.021 27 6.31 246.043 96 127.006 85

IBA C12H13NO2 ESI+ 5.60 204.101 91 186.091 34 – – –

IAA C10H9NO2 ESI+ 4.69 176.070 61 130.065 13 – – –

GA C19H22O6 ESI– – – – 4.34 345.134 36 143.085 33

SD2 C6H4NNaO3 ESI– – – – 4.84 138.018 63 108.020 58

5-NG C7H6NNaO4 ESI– – – – 4.75 168.030 23 153.005 66

2,4-D C8H6Cl2O3 ESI– – – – 6.76 218.962 12 160.956 64

4-CPA C8H7ClO3 ESI– – – – 5.92 185.001 1 126.994 52

表 3    12 种植物生长调节剂的添加回收率和相对标准偏差 (n=5)

Table 3    Recoveries and RSDs of 12 plant growth regulators (n=5)

分析物
Analyte

ESI 模式
ESI mode

添加水平 Spiked level/(mg/kg)

0.01 0.1 0.5

平均回收率
Average recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

平均回收率
Average recoverys/%

相对标准偏差
RSD/%

平均回收率
Average recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

DA6 ESI+ 79 11 73 8.4 80 5.4
Z-IP ESI+/ ESI– 90 5.3 87 5.5 89 1.7
ZT ESI+/ ESI– 70 7.7 61 1.8 76 3.7

6-BAP ESI+/ ESI– 82 13 85 7.2 80 2.4
CPPU ESI+/ ESI– 121 5.4 116 10 130 2.1
IBA ESI+ 101 5.9 107 6.3 106 4.1
IAA ESI+ 125 7.7 127 7.2 106 3.9
GA ESI– 103 6.3 119 8.2 109 4.2
SD2 ESI– 100 14 102 2.8 107 3.2
5NG ESI– 113 17 104 3.7 107 4.2
2,4-D ESI– 89 16 98 5.8 105 8.4
4-CPA ESI– 113 11 109 5.9 116 5.8
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A：正离子模式 Positive mode；B：负离子模式 Negative mode

图 3    空白绿茶基质中 12 种植物生长调节剂的总离子流图

Fig. 3    Total ion chromatograms of 12 plant growth regulators in blank green tea
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围 < 5×10-6；碎片离子精确质量数允许偏差范围 <
1×10-5；同位素分布匹配指数 > 80 分。

基于数据库的筛查结果发现：(1) 90 个茶叶样

品中，第 76 号样品检出 2,4-D，其母离子、子离

子、保留时间和同位素分布匹配指数均满足要

求，因此该样品最终筛查结论为 2,4-D 阳性结

果；(2) 第 48 号样品检出 SD2，母离子、子离

子、保留时间均满足要求，但同位素分布匹配指

数 < 80 分，未能匹配，因此该样品最终筛查结论

为对硝基苯酚钠阴性结果；(3) 第 12 号样品初步

发现 IAA，母离子、保留时间和同位素分布匹配

指数均满足要求，但碎片离子未能匹配，因此该

样品最终筛查结论为 IAA 阴性结果。汇总结果见

表 4。

3    结论

本研究采用超高效液相色谱-高分辨质谱建立

了绿茶中 12 种植物调节剂的快速筛查方法。首先

根据 12 种植物生长调节剂标准品得到母离子、子

离子的精确质量数、保留时间以及同位素分布匹

配指数建立数据库，然后根据所建立的数据库对

大量的茶叶样品进行快速筛查。该方法快速、简

便、高效、准确，能够适用于绿茶中植物生长调

节剂的筛查。

表 4    筛查结果判定汇总表

Table 4    Summary table of screening results

样品编号
Sample No.

保留时间
Retention time/min

母离子
Precursor ion, m/z

子离子
Fragment ion, m/z

同位素分布匹配指数
Isotopic pattern index/%

结论
Conclusion

76 Yes Yes Yes Yes 2,4-滴阳性 2,4-D: Positive

48 Yes Yes Yes No 对硝基苯酚钠阴性 SD2: Negative

12 Yes Yes No Yes 吲哚乙酸阴性 IAA:Negative

Retention time

Retention time

Sample pretreatment

UPLC-HRMS analysis

UPLC-HRMS 

Data processing

Database searching

Precursor ion

Precursor ion

No

No

No

No

Positive samples

Yes

Yes

Yes

Yes

Negative samples

Negative samples

Build database

Fragment ion

Fragment ion

Isotopic

Isotopic

Negative samples

Negative samples

图 4    茶叶样品中 12 种植物生长调节剂筛查流程图

Fig. 4    Workflow of the screening of twelve plant growth regulators in tea
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