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固相萃取⁃高效液相色谱法测定胎菊中残留的胺苯磺隆
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［摘要］ 建立了测定胎菊中残留的胺苯磺隆的固相萃取⁃高效液相色谱法， 具体过程为： 样品粉碎， 经

乙腈提取， Ｅ１３⁃５００６ ＳＰＥ 固相萃取柱净化， Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ１８色谱柱 （５０ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， ５􀆰 ０ μｍ） 分离， 高效液相

色谱法检测， 外标法定量。 色谱条件为： 乙腈和水为流动相梯度洗涤， ０ ～ １９ ｍｉｎ： 体积分数为 ５％ ～ ２０％
的乙腈， ２０％ 乙腈保持 １ ｍｉｎ， 柱温为 ３５ ℃ ， 流速为 １􀆰 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 检测波长为 ２２０ ｎｍ。 结果表明， 当固

相萃取 ４ ｍＬ 甲醇作为洗脱液时， 回收率显著提高， 胺苯磺隆在 １０ ～ ２００ ｍｇ ／ Ｌ 范围内线性关系良好， 相关

系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ １， 方法的检出限 （Ｓ ／ Ｎ ＝ ３） 为 ０􀆰 ２０ ～ ０􀆰 ５０ ｎｇ ／ ｇ， 定量限 （Ｓ ／ Ｎ ＝ １０） 为 ０􀆰 ６６ ～ １􀆰 ６５ ｎｇ ／ ｇ。
在 ５０ ～ ２００ ｎｇ ／ ｇ 范围的室内回收实验中， 胺苯磺隆平均回收率为 ８６􀆰 ３％ ～ １０３􀆰 ２％ ， 相对标准偏差 （ ｒｅｌａ⁃
ｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ， ＲＳＤ） （ｎ ＝ ６） 为 ３􀆰 ７７％ 。 该方法前处理简单、 灵敏， 适用于胎菊中残留的胺苯磺隆

测定。
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０　 引言
近年来， 在花草茶种植过程中， 为减少病虫害造成的损失， 农药的使用非常广泛。 其中， 胎

菊作为典型的花草茶， 其农药残留问题已引起国内外研究者的普遍关注［１］ 。 胺苯磺隆别名油磺隆，
也称苯甲酸甲酯， 是一种选择性内吸传导性的新型超高效除草剂［２］ ， 其作用机制是通过抑制乙酰

乳酸合成酶而发挥除草作用， 具有高效、 广谱、 低毒、 高选择性等特点。 但微量胺苯磺隆残留即

可对后茬作物造成危害 ［３］ ， 而且在土壤中难降解， 半衰期长， 易于在环境中积累， 可通过食物

链在生物体内富集， 对生态环境、 动植物及人体健康造成较大的影响 ［４］ 。 胺苯磺隆作为常用除

草剂， 常残留于胎菊等花草茶和中药材中， 因此对禁用农药残留胺苯磺隆的检测方法研究具有

重要意义。
磺酰脲类除草剂残留的检测方法有高效液相色谱⁃质谱联用法［５］ 、 毛细管电泳法［６］ 和高效液相

色谱法［７］ 。 高效液相色谱⁃质谱联用技术是以高效液相色谱为分离手段， 以质谱为鉴定工具的一种

分离分析技术［８］ ， 具备高效分离、 高精确性、 高精密测试的功能， 但其结构复杂、 维护费用高，
对专业技术人员的操作要求也较高， 导致操作苛刻， 适用性不强。 毛细管电泳法具有高效、 快速

和微量的优点， 但在迁移过程中， 它的可靠性、 采集精度和检测灵敏度都低于高效液相色谱法［９］ 。
高效液相色谱法能够将样品中的各种化合物分开， 具有较高的分辨率和灵敏度， 操作自动化， 且

样品制备简单［１０］ ， 可以进行定量分析， 应用范围广。 魏一婷［１１］ 建立了一种高效液相色谱⁃串联质

谱法测定茶叶、 三七中胺苯磺隆和甲基胺苯磺隆的残留； 王英等［１２］ 利用高效液相色谱⁃串联质谱法

对三七中胺苯磺隆残留量的不确定度进行分析； 赵国栋等［１３］ 建立了一种利用高效液相色谱法测定

茶叶中磺酰脲类残留的方法。 前人的这些研究缺少对样品前处理条件的优化， 仅仅停留在色谱条

件和方法的建立上， 而目前针对胎菊中残留的胺苯磺隆高效液相样品前处理方法的研究却很少，
且胎菊比普通的茶叶基质相对更复杂。 因此， 本文通过研究胎菊样品前处理条件如提取剂种类、
固相萃取洗脱剂种类和洗脱体积等对样品分离效果和回收率的影响， 优化胎菊中胺苯磺隆的检测

方法， 提高胺苯磺隆的回收率。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 样品、 仪器与试剂

供试样品： 胎菊， 直径为 １􀆰 ５ ｃｍ， 总苞片为 ３ 层， 安徽三义堂中药饮片有限公司。
ＬＣ１６ 型高效液相色谱仪， 岛津 （上海） 实验器材有限公司； ＳＹ⁃２１１０ 型旋转蒸发仪， 上海亚荣

生化仪器厂； ＧＴＲ３１８Ｃ 型高速台式离心机， 湖南可成仪器设备有限公司； ＫＱ⁃８００ＤＥ 型数控超声波清

洗器， 昆山市超声仪器有限公司。
乙腈中的胺苯磺隆标液， 坛墨质检⁃标准物质中心， 质量浓度为 １ ｇ ／ Ｌ； 甲醇、 丙酮、 乙腈均为色

谱纯， 安徽同洲维普科技有限公司； 纯水， 娃哈哈饮用纯净水。

·８３２·
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１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 胺苯磺隆标准溶液的配制

准确吸取胺苯磺隆标准溶液 １００ μＬ， 置于 ２ ｍＬ 进样瓶中， 用流动相定容至 ０􀆰 ５ ｍＬ。 准确移取储

备液按梯度稀释配制成质量浓度为 １０、 ２０、 ５０、 ８０、 １００、 ２００ ｍｇ ／ Ｌ 的标准系列工作液， 储备于冰箱

中备用。

表 １　 胺苯磺隆梯度洗脱条件

Ｔａｂ． １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｔｈａｍｅｔｓｕｌｆｕｒｏｎ

梯度
种类

时间 ／ ｍｉｎ
流速 ／

（ｍＬ·ｍｉｎ － １ ）
φ（乙腈） ／ ％ φ（纯水） ／ ％

１
０ １． ２０ ５ ９５

１９． ０ １． ２０ ２０ ８０
１９． １ ～ ２０ １． ２０ ２０ ８０

２
０ １． ２０ ５ ９５

１９． ０ １． ２０ ３０ ７０
１９． １ ～ ２０ １． ２０ ３０ ７０

３
０ １． ２０ ５ ９５

１９． ０ １． ２０ ４５ ５５
１９． １ ～ ２０ １． ２０ ４５ ５５

４
０ １． ２０ ５０ 　 ９５

１９． ０ １． ２０ ６０ 　 ４０
１９． １ ～ ２０ １． ２０ ６０ 　 ４０

５
０ １． ２０ ５ ９５

１９． ０ １． ２０ ８０ ２０
１９． １ ～ ２０ １． ２０ ８０ ２０

１􀆰 ２􀆰 ２　 色谱条件优化

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 流动相梯度洗脱的确定

色谱柱为 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ１８色谱

柱 （５０ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， ５􀆰 ０ μｍ）； 流动相

的 Ａ 相为纯乙腈， Ｂ 相为纯水； 柱温为

３５ ℃ ， 检测波长为 ２２０ ｎｍ， 进样量为

１􀆰 ０ μＬ。 梯度洗脱程序设置 ５ 种不同梯

度变化， 具体见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 流速的确定

适宜的流速可以提高检测效果， 同时

也可以有效防止拖尾现象。 本实验选择

０􀆰 ２０、 ０􀆰 ５０、 ０􀆰 ８０、 １􀆰 ００、 １􀆰 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ
等 ５ 种不同流速， 观察流速对分离效果的

影响。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样品的处理条件优化

１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １　 提取剂的确定

采用小型高效的粉碎机对胎菊样品进

行细磨， 过筛。 采用 ３ 种提取剂分别对样

品进行提取。
　 　 １） 纯水。 通过冷凝回流方式提取样品 ２ ｇ， 胎菊⁃水的料液比为 １∶ １０， 提取 ２ 次。 第 １ 次提取时

间为 ２ ｈ， 第 ２ 次提取时间为 １􀆰 ５ ｈ。 ２ 次提取液使用旋转蒸发仪进行浓缩， 蒸发至近干。
２） 乙腈。 参照文献 ［１４］， 取样品 ２ ｇ 于 ５０ ｍＬ 离心管中， 加入 ２５ ｍＬ 乙腈， 功率为 ８００ Ｗ 超声

提取 ２０ ｍｉｎ， 离心。 将上清液在漏斗中过滤， 将残渣按上面步骤重复提取 １ 次， ２ 次的滤液收集到旋

蒸瓶中， 在旋转蒸发仪中旋转蒸发至近干。
３） 乙腈和甲醇。 参照文献 ［１５］， 取样品 ２ ｇ 于 ５０ ｍＬ 离心管中， 加入 ２５ ｍＬ φ（乙腈） ∶ φ（甲

醇） ＝ ９∶ １ 的混合液， 在温度为 ３０ ℃ 、 功率为 １００ Ｗ 条件下超声提取 ２０ ｍｉｎ， 在温度为 ４ ℃ 、 转速为

４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １５ ｍｉｎ。 取上清液在漏斗中过滤， 将残渣按上面步骤重复提取 １ 次， ２ 次滤液

收集到旋蒸瓶中， 在旋转蒸发仪中蒸发至近干。
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２　 净化方法的优化

１） 固相萃取洗脱液种类的确定。 参照文献 ［１６］， １０ ｍＬ 的 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水溶液） ＝ １∶ ４ 混合液

预淋洗活化 ＳＰＥ 柱， 弃去流出液， 然后将含有胺苯磺隆的胎菊阳性样品粗提液经 ＳＰＥ 柱净化， 选用

不同种类洗脱液、 甲醇、 乙醇、 丙酮和乙腈进行等体积洗脱。 收集其余洗脱液， 水浴蒸近干， ２ ｍＬ
乙腈溶解过滤膜待测， 观察不同种类洗脱液对胺苯磺隆回收率的影响。

２） 固相萃取洗脱液体积的确定。 参照文献 ［１６］， １０ ｍＬ 的 Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（水溶液） ＝ １∶ ４ 混合液

预淋洗活化 ＳＰＥ 柱， 弃去流出液， 然后将含有胺苯磺隆的胎菊阳性样品粗提液经 ＳＰＥ 柱净化， 选用

２、 ４、 ８、 １２、 １６、 １８ ｍＬ 不同体积的甲醇进行洗脱。 收集其余洗脱液， 水浴蒸近干， ２ ｍＬ 乙腈溶解

过滤膜待测， 观察不同洗脱体积对胺苯磺隆回收率的影响。

·９３２·
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２　 实验结果及其分析
２􀆰 １　 色谱条件

２􀆰 １􀆰 １　 流动相梯度的确定

使用乙腈⁃水作为流动相时， 胺苯磺隆标准物出峰的峰形尖锐， 不拖尾。 但不同体积比的乙腈和

水会引起其他杂质的出现， 梯度洗脱较等度洗脱的出峰效果更好， 故本实验选择梯度洗脱。 由图 １ 可

见， 当乙腈⁃水的梯度洗脱 φ（乙腈） ＝ ５％ ～ ２０％ 时， 分离的效果较好， 峰形尖锐且对称， 周围未见其

他杂峰， 这也与候新茹等［１７］的超高效液相色谱⁃串联质谱法测定环境水中 ７ 种新烟碱类农药研究结果

相符。 而当梯度洗脱 φ（乙腈） ＝ ５％ ～ ３０％ 、 ５％ ～ ４５％ 、 ５％ ～ ６０％ 、 ５％ ～ ８０％ 时， 目标物周围出现

溶剂杂峰， 可能是过高的乙腈比例作为流动相有助于易溶于乙腈的杂质保留， 导致干扰基质较多， 影

响目标物分离及回收率。

a) φ(乙腈)=5%~20% b） φ(乙腈)=5%~30%

胺苯磺隆 胺苯磺隆
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c) φ(乙腈)=5%~45%

图 1 不同流动相梯度洗脱比例色谱图
Fig.1 Chromatograms of gradient elution ratios for different mobile phases

d) φ(乙腈)=5%~60% e) φ(乙腈)=5%~80%
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２􀆰 １􀆰 ２　 流速的确定

在同种流动相下， 同一物质不同的流速在色谱柱中的保留时间也不同， 流速增加有助于缩短保留

时间， 提高检测效率， 同时还可以有效防止峰的拖尾， 但是流速过快会导致目标峰的分离度降低［１８］ 。
故本实验选取 ０􀆰 ２０、 ０􀆰 ５０、 ０􀆰 ８０、 １􀆰 ００、 １􀆰 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 等 ５ 种不同流速， 观察流速对基线稳定性和目

标物出峰时间的影响。
由图 ２ 可见， 当流速为 ０􀆰 ２０、 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 出峰时间延后， 溶剂峰和目标峰没有分离， 峰形

较宽； 当流速为 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 目标峰和溶剂峰完全分离， 且随着流速的增加， 出峰时

间靠前， 峰形对称。 相比之下， 当流速为 １􀆰 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 出峰时间适宜， 峰形尖锐， 且无拖尾， 峰

形独立。 因此， 本实验最终选择流速为 １􀆰 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。

·０４２·



　 第 ３ 期 高倩妮， 等： 固相萃取⁃高效液相色谱法测定胎菊中残留的胺苯磺隆

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

胺苯磺隆+溶剂 胺苯磺隆+溶剂

a) 流速为 0.20 mL/min b） 流速为 0.50 mL/min
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c） 流速为 0.80 mL/min d） 流速为 1.00 mL/min e） 流速为 1.20 mL/min
t/min t/mint/min

图 2 不同流速下的色谱图
Fig.2 Chromatograms at different flow rates
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图 3 乙腈作为提取液胎菊阳性样品色谱图
Fig.3 Chromatogram of fetal chrysanthemum samples

with acetonitrile as extraction solution

t/min

２􀆰 ２　 样品前处理优化

２􀆰 ２􀆰 １　 提取剂的确定

以胎菊为原料， 选择水、 纯乙腈和乙腈⁃甲
醇作为提取液。 由图 ３、 图 ４ 可见， ３ 种提取剂

对胺苯磺隆检测影响不显著， 但目标物在水中溶

解性不好， 而纯乙腈作为提取液相对较简单， 且

用乙腈作为提取剂的阳性样品， 其出目标物峰值

高度适宜， 峰形尖锐， 且基线相对稳定， 加标回

收率达到 ５４􀆰 ９％ 。 故本实验最终选择乙腈作为

提取液提取样品， 但需要进一步净化处理。

a) 水 b) 纯乙腈 c) 乙腈鄄甲醇
t/min t/mint/min

图 4 不同提取剂下胎菊空白色谱图
Fig.4 Blank chromatogram of fetal chrysanthemum with different extractants
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２􀆰 ２􀆰 ２　 ＳＰＥ 柱净化处理

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 固相萃取洗脱液种类的确定

固相萃取洗脱液的种类对目标物影响较大， 本文选用甲醇、 乙醇、 丙酮和乙腈 ４ 种洗脱液进行洗

脱， 平行实验 ３ 次。 由表 ２ 可见， 随着洗脱液种类的变化， 阳性胎菊样品中胺苯磺隆回收率差异显

著， 其中丙酮作为洗脱液的回收率只有 ５４􀆰 ６％ ， 而甲醇作为洗脱液的胺苯磺隆回收率可达 ８６􀆰 ３％ ，
故本实验选择纯甲醇作为洗脱液。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 固相萃取洗脱液体积的确定

洗脱液体积对目标物回收率影响较大， 本实验选择 ２、 ４、 ８、 １２、 １６、 １８ ｍＬ 不同体积甲醇进行

洗脱。 由表 ３ 可见， 随着洗脱液体积的增加， 胺苯磺隆回收率先增加后降低， 最大达到 ８６􀆰 ３％ ， 故

本实验选择甲醇洗脱液体积为 ４ ｍＬ。

表 ２　 不同种类洗脱液胎菊阳性样品的回收率

Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｅｎｔｓ

单位：％

洗脱液种类 平均回收率 相对标准偏差

甲醇 ８６． ３ ２． ５６

乙醇 ６６． ５ ３． ５５

丙酮 ５４． ６ ３． ８２

乙腈 ８０． ４ ４． １３

表 ３　 不同体积洗脱液胎菊阳性样品的回收率

Ｔａｂ． ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔｓ

洗脱液体积 ／ ｍＬ 回收率 ／ ％ 相对标准偏差 ／ ％
２ ７７． ２ ４． ３７
４ ８６． ３ ２． ５６
８ ７０． ７ ３． ５９

１２ ３０． ４ ４． １０
１６ ３１． ４ ３． ８４
１８ ２６． ８ ５． １５

胎菊阳性样品提取浓缩液经过已活化好的 ＳＰＥ 固相萃取柱， 弃去流出液， 用 ４ ｍＬ 甲醇洗脱净化

后， 降低了原样品基质干扰， 结果如图 ５ 所示。 可见， 样品色谱图基线相对稳定， 且胺苯磺隆目标物

出峰位置不再漂移， 加标回收率为 ８６􀆰 ３％ ， 显著高于净化前阳性样品胺苯磺隆的回收率。
２􀆰 ３　 仪器方法验证

２􀆰 ３􀆰 １　 标准曲线及线性范围

将胺苯磺隆标准溶液逐步稀释为 １０、 ２０、 ５０、 ８０、 １００、 ２００ ｍｇ ／ Ｌ， 以目标峰面积为纵坐标、 进

样浓度为横坐标进行线性拟合， 得到的标准曲线如图 ６ 所示。 可见， 在 １０ ～ ２００ ｍｇ ／ Ｌ 的范围内， 标

准曲线的方程为 ｙ ＝ ７ ９２９􀆰 ２ ｘ － ３５ ５２５， 其线性良好 （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ １）。 以添加回收实验的信噪比考察

方法的检出限为 ０􀆰 ２０ ～ ０􀆰 ５０ ｎｇ ／ ｇ， 定量限为 ０􀆰 ６６ ～ １􀆰 ６５ ｎｇ ／ ｇ。

图 5 乙腈作为提取液胎菊阳性样品过 SPE 固相萃取柱色谱图
Fig.5 Chromatographic diagram of fetal chrysanthemum samples

through solid phase extraction column when acetonitrile was
used as extraction liquid

图 6 胺苯磺隆的标准曲线
Fig.6 Standard curve of

ethametsulfuron
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　 第 ３ 期 高倩妮， 等： 固相萃取⁃高效液相色谱法测定胎菊中残留的胺苯磺隆

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

２􀆰 ３􀆰 ２　 回收率实验

本实验的室内回收率和精密度实验以不含胺苯磺隆残留的胎菊为空白样品基质， 添加 ５０、 １００、
２００ ｍｇ ／ Ｌ 等 ３ 个不同质量浓度的胺苯磺隆标准液， 进行 ６ 次重复实验， 测得的胎菊阳性样品胺苯磺

隆的平均回收率为 ８６􀆰 ３％ ～ １０３􀆰 ２％ ， 相对标准偏差为 ３􀆰 ７７％ ， 方法重现性好， 可满足线性分析的

要求。

３　 结论
通过考察流动相不同梯度洗涤和不同流速对色谱分离效果的影响， 得到的色谱条件为： 乙腈和水

作为流动相， 梯度洗涤 ０ ～ １９ ｍｉｎ， 乙腈体积分数为 ５％ ～ ２０％ ， ２０％ 乙腈保持 １ ｍｉｎ， 流速为 １􀆰 ２０
ｍＬ ／ ｍｉｎ， 分离效果好且保留时间短。 在此条件下， 考察了样品前处理条件如提取剂种类、 固相萃取

洗脱剂种类和洗脱体积对样品分离效果和回收率的影响， 发现样品经过固相萃取柱净化后， 目标物回

收率由 ５４􀆰 ９％ 显著提高到 ８６􀆰 ３％ 。 使用固相萃取⁃高效液相色谱法测定胎菊中胺苯磺隆的残留， 胺苯

磺隆的保留时间为 １２􀆰 ０２８ ｍｉｎ， 胺苯磺隆在 １０ ～ ２００ ｍｇ ／ Ｌ 范围内线性关系良好， 相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ １，
方法检出限 （Ｓ ／ Ｎ ＝ ３） 为 ０􀆰 ２０ ～ ０􀆰 ５０ ｎｇ ／ ｇ， 定量限 （Ｓ ／ Ｎ ＝ １０） 为 ０􀆰 ６６ ～ １􀆰 ６５ ｎｇ ／ ｇ。 在 ５０ ～ ２００ ｎｇ ／ ｇ
范围内的室内回收实验中， 胎菊中胺苯磺隆平均回收率为 ８６􀆰 ３％ ～ １０３􀆰 ２％ ， 相对标准偏差 （ｎ ＝ ６）
为 ３􀆰 ７７ ％ ， 可满足定量分析要求。
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