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金银花中吡虫啉残留量的 HPLC测定方法
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摘要:采用 HPLC 外标法测定金银花 、土壤中吡虫啉的残留量 。样品用甲醇提取 ,石油醚反萃取 ,

二氯甲烷萃取 ,其中 ,金银花样品经弗罗里硅土与活性炭柱净化 ,使用 ZORBAX SB C18柱 ,流动相

为乙腈∶水(30∶70),流速 0.8 m l/min ,DAD检测器检测波长 270 nm 进行检测 。采用该方法 ,吡虫

啉回收率均大于 80%,最低检出量为 0.0212 ng ,最低检出浓度为 0.00265 mg/kg(花蕾)和

0.001325 mg/kg(土壤)。
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Abstract:A HPLC method was developed to determine imidacloprid residues in honeysuckle and soil.

Samples w ere ext racted by methanol , reversly purified by pet roleum ether , cleaned up by

dichloromethane.Furthermore ,honeysuckle samples w ere cleaned up on a column of F lorisil and acti-

vated carbon.The content of imidacloprid w as determined by external standard method ,ZORBAX SB

C18 column w as used with acetoni tritle and w ater solution (30∶70 ,V∶V)as mobile phrase at a f low

rate of 0.8 ml/min ,DAD detection w avelength at 270 nm.The recovery of more than 80%, the low est

limit of detectability of 0.0212 ng , the lowest concentrations of detectabili ty of 0.00265 mg/kg (in

flow er)and 0.001325 mg/kg (in soil)were obtained using this method.
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　　金银花具有清热解毒 、凉散风热之功效 ,是常用

的中药[ 1] 。在金银花生产管理中 ,常用吡虫啉防治

蚜虫 。由于金银花加工过程简单 ,周期短 ,烘干后即

作药用 ,吡虫啉在金银花药中的残留对人身健康造

成危害的可能性较大 ,因此 ,加强吡虫啉残留的检

测 ,制定该农药在金银花上的安全使用标准是十分
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必要的。吡虫啉(imidaclapaid)是一种新开发的吡啶

类杀虫剂 ,具有高效 、低毒 、广谱 、内吸 、残效期长等

特点[ 2] 。关于吡虫啉在金银花中的残留测定方法 ,

国内外尚未见报道 ,为此进行了研究。

1　材料与方法

1.1　试剂与材料

甲醇 、二氯甲烷 、石油醚(b.p.60 ～ 90 ℃)、丙

酮 ,均为 A.R.级 ,所用溶剂全部经过全玻璃蒸馏装

置重蒸馏 。

氯化钠 、无水硫酸钠 、盐酸 、经酸性处理过的活

性炭[ 3] 、装柱子用的无水硫酸钠(700 ℃灼烧 5h),

均为 A.R.级;蒸馏水脱活的弗罗里硅土:60 ～ 100

目 ,650 ℃灼烧 5 h ,用前于 130 ℃烘 5 h ,在干燥器

中冷却至室温 ,加 5%水脱活 ,备用;5%氯化钠水溶

液:称取 50 g 分析纯 NaCl ,蒸馏水溶解 ,并定容到

1 000 ml;1 mol/L 的 HCl溶液:量取 83.3 ml的浓

HCl ,用蒸馏水稀释 ,并定容到 1 000 ml。

色谱纯乙腈 ,二次蒸馏水 ,标样:吡虫啉标准品

(99.8%,由国家标准物质研究中心提供)。

样品:试验用金银花 、土壤样品取自河南省封丘

金银花田 。

1.2　标准溶液的配制

用电子天平(精确至 0.0001 g)称取约0.0106 g

的吡虫啉标准品 ,用甲醇溶解并定容至 100 ml ,则

所配母液浓度为 106 mg/ L ,放于冰箱中保存 。并用

甲醇将上述母液稀释成 0.106 , 0.53 , 1.06 , 2.12 ,

5.3 , 10.6 mg/L 系列浓度的标准液 ,制作标准曲线 。

1.3　仪器设备

美国 Agilent 1100 型高效液相色谱仪 , 配

G1315B DAD检测器 ,Agilent 化学工作站;色谱柱:

美国 HP ZORBAX SB-C18柱(4.6 mm ×150 mm

5μm);净化柱:选用内径 1 cm ,长 30 cm 的净化柱 ,

在净化柱内自下而上依次加入无水硫酸钠 3 ～ 4

cm 、活性炭∶弗罗里硅土(1∶4)1 g ,上端再加入 3 ～ 4

cm 的无水硫酸钠 。

1.4　样品的提取和净化

1.4.1　提取　准确称取粉碎的金银花(过 60目筛)

5.0 g 或土壤 10.0 g(过 40目筛),分别置于 250 ml

具塞三角瓶中 ,加入 3 ml的 1 mol/L HCl ,再用 80

ml甲醇浸泡过夜。超声提取 60 min ,真空抽滤 ,滤

渣再用 50 m l甲醇 、20 ml蒸馏水超声提取 30 min ,

并进行抽滤。合并 2次的滤液 。

1.4.2　净化　(1)液—液分配[ 4 , 5] :将 2次滤液转

移至500 ml分液漏斗中 ,加入100 ml 5%NaCl水溶

液混匀 ,再加入 100 ml石油醚 ,振荡 2 min ,静止分

层 。下层水相放入另一分液漏斗中 ,石油醚液用

50 ml 5%NaCl水溶液反萃取 1 次 ,弃去石油醚相 ,

合并水溶液 。在水溶液中加入 40 ml、40 ml 、20 ml

二氯甲烷分 3次萃取 ,合并萃取液 ,经无水硫酸钠过

滤 ,在旋转蒸发器上(40 ℃)减压浓缩至干。土壤样

品用 5 ml色谱纯甲醇定容 ,过 0.45 μm 的滤膜 ,上

液相测定。

(2)柱层析:用 20 ml甲醇湿润净化柱 ,再用 30

ml甲醇将上述金银花提取液冲入柱内 ,弃去甲醇 ,

用丙酮∶甲醇(40∶60)120 ml洗脱样品 ,用 250 ml茄

形瓶收集。在旋转蒸发器上(35 ℃)将溶剂蒸至近

干 ,待其自然蒸发干后 ,用 5 ml色谱纯甲醇定容 ,过

0.45μm 的滤膜 ,上液相测定。

1.5　液相色谱条件

柱温:室温;检测波长:270 nm;流动相:V(乙

腈)∶V(水)=30∶70(流动相经过 0.45μm 的微孔滤

膜过滤和超声波脱气处理);流速:0.8 ml/min;进样

量:8 μl;在上述条件下测得吡虫啉的保留时间约为

4.2 min 。

2　结果与分析

2.1　标准工作曲线

分别取系列浓度 0.106 ,0.53 , 1.06 , 2.12 ,5.3 ,

10.6 mg/L 吡虫啉标准溶液 ,进样测定 。以峰面积

为纵坐标 ,以进样量为横坐标绘制标准曲线 。吡虫

啉标准曲线的回归方程:y = 5.5917x +0.4062 , r

=0.99985(图 1)。

图 1　吡虫啉标准曲线

2.2　检测波长的确定

通过二极管阵列检测器的光谱扫描功能 ,进行

波长扫描 ,吡虫啉在 270 nm 处有最大吸收 ,见图 2 ,

因此 ,选择 270 nm作为检测波长[ 6] 。

2.3　色谱条件的选择

吡虫啉为一种极性较强的农药 ,选用反相液相

色谱进行测定 , 采用美国Agilent的HP ZORBAX
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图 2　吡虫啉紫外光谱图

SB-C18柱(4.6 mm ×150 mm 5 μm)。金银花提

取液中含有的成分复杂 ,当选用流动相甲醇和水时 ,

无论如何调节流动相的比例与流速 ,都不能将吡虫

啉与杂质分开。当选用体积比为 7∶3水和乙腈作流

动相 ,流速为 0.8 ml/min 时 ,样品中的吡虫啉与其

他干扰物质分离的效果非常好 ,增加乙腈的含量或

加大流速 ,吡虫啉保留时间变小不能与杂质完全分

开。在本试验条件下 ,吡虫啉标准品及金银花 、土壤

样品的液相色谱分离情况见图 3 ～ 7。

图 3　吡虫啉标液 10.6 mg/ L液相色谱图

图 4　花蕾空白样液相色谱图

图 5　花蕾样品液相色谱图

图 6　土壤空白样液相色谱图

图 7　土壤样品液相色谱图

2.4　回收率及最低检出限测定

在空白样品中分别加入相当于测试样品中含吡

虫啉 0.1 , 0.5 , 5 mg/kg 的标准溶液 ,按上述提取 、

净化 、测定操作程序进行 。平均回收率及变异系数

(CV)见表 1。

表 1　样品在不同吡虫啉添加浓度下的回收率

添加浓度
(mg/ kg)

花蕾(%)

回收率 CV

土壤(%)

回收率 CV

0.1 82.5 8.88 80.9 14.94

0.5 84.6 18.15 81.4 9.71

5.0 83.8 8.96 81.2 7.74

　　将标准溶液 0.106 mg/L 稀释成一系列浓度 ,

以 2倍的噪声作为方法最低检出限 ,(下转第 63页)
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3)初步判断 ,从马桑中分离得到的化合物 ,氯

仿相的主要活性成分为三萜类 ,水相为倍半萜类 、乙

酸乙酯相为黄酮类 ,这些分离得到的化合物将是下

一步活性跟踪的重点 。
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(上接第 59页)　以花蕾 5 g 或土壤 10 g 计算出最

低检出浓度
[ 7]
。最低检出量为 0.0212 ng ,最低检

出浓度:金银花花蕾为 0.00265 mg/kg , 土壤为

0.001325 mg/kg 。

3　讨论

吡虫啉属极性农药 ,易溶于强极性溶剂 ,在样品

提取过程中 ,加入 3 ml 、pH 为 1 的盐酸溶液 ,有助

于样品中吡虫啉的提取 ,大大提高回收率。金银花

提取液极易产生乳化现象 ,先加入 5%NaCl溶液 ,

再加二氯甲烷来萃取 ,能更好地防止乳化现象 。样

品提取液中的水经无水硫酸钠干燥后 ,不影响测定

结果 ,同时可减少农药的损失 。

农残分析中的净化柱主要为氟罗里硅土柱 ,而

用氧化铝和硅胶柱的较少 。选择净化柱填料时 ,由

于硅藻土及活性炭在去除杂质 、消除干扰方面效果

较差;而中性氧化铝活性太强 ,吸附作用太大 ,待测

组分无法完全洗脱;降低氧化铝活性时 ,色素容易洗

脱而无法达到净化的目的[ 8] 。考虑到待测组分与

干扰组分的分离以及待测组分在净化过程中的回收

率 ,选用氟罗里硅土/活性炭混合填充为宜。用此法

可有效地去除金银花样品中的绿色色素 ,避免对色

谱柱造成污染。

本试验建立的金银花中吡虫啉残留量测定方

法 ,添加回收率在 80%以上 ,符合农药残留分析要

求 ,适用于金银花中吡虫啉残留的检测和金银花质

量的评价。
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