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基质固相分散-高效液相色谱法测定玉米中

7种苯氧羧酸类除草剂的残留
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摘  要:采用基质固相分散-高效液相色谱法 (M SPD-HPLC )测定了 7种苯氧羧酸类除草剂在玉米

中的残留。玉米样品与基质固相分散介质 C18化学键合硅胶 ( OD S)一起研匀得到基质固相分散体

系,将其填入事前装有弗罗里硅土的净化柱中,以环己烷洗去油脂等杂质, 再用乙酸乙酯洗脱得到

分析液;在反相高效液相色谱 (RP-HPLC )柱上,分析液经 OD S柱以甲醇-水 (体积比 65B35)为流动
相洗脱,用紫外检测器检测,以外标法定量。在 0. 1和 1. 0m g /kg添加水平下, 7种苯氧羧酸类除

草剂在玉米中的添加回收率为 80% ~ 110% ,相对标准偏差 RSD 为 3. 6% ~ 10. 3%,检出限在 7. 9~

12. 6 Lg /kg之间。
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Residual analysis of 7 phenoxyacid herbicides

in corn byMSPD-HPLC
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Abstract: A rapidm ethod based on m atrix so lid phase d ispertion (M SPD ) ex traction w ith oc tadecy l

silane ( OD S ) and co-co lumn purif ication w ith f lo risil w as developed fo r the determ ination o f 7

phenoxyacid herbic ides in corn using reversed-phase h igh perfo rm ance liquid chroma tography ( RP-

HPLC ) w ith UV de tector, quan tif ied w ith ex ternal standard calibra tion me thod. The co lum n w as e luted

w ith cyclohexane to remove the im purit ies, and then e luted w ith ethy l acetate to get the ana ly tes w h ich

w ere ana lyzed by HPLC. The chrom atog raph ic separation w as perfo rmed on an ODS co lum n using

m obile phases based onm ix ture s o f m ethano:l w ater ( 35B65, V /V ) . A t the fo rtif ied leve ls of 0. 1 and

110 m g /kg, the average recoveries ranged from 80% to 110%, w ith re lative standard dev iat ions

betw een 3. 6% and 10. 3%. L im its o f detection fo r co rn ranged fo rm 7. 9 to 12. 6 Lg /kg.

Key words: m atrix so lid phase dispertion; h igh performance liquid chrom atog raphy; phenoxyac id

herbicide s; corn; residua l ana ly sis
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  苯氧羧酸类除草剂是第一类投入商业生产的选

择性除草剂,对植物有强烈的生理活性,至今仍占有

巨大市场
[ 1–2]
。该类除草剂易溶于地表水中, 导致

周围环境被污染进而危害人类安全。有研究表明:

2, 4-D类除草剂具有潜在致突变性,对内分泌系统

有干扰
[ 3]
,可损伤动物的肝脏和脑组织

[ 4 ]
; 2甲 4氯

类除草剂在土壤中持留时间较长, 对地下水存在潜

在污染
[ 5]
,可对人类造成危害

[ 6–7]
; 2, 4, 5-T在合成

中由于会产生致癌性杂质二噁英已被禁用, 许多国

家规定食品中不得检出
[ 8]
。目前各国都在努力开

发可靠的苯氧羧酸类除草剂残留的检测方法,并制

订了主要使用对象中的最大允许残留限量 ( MRL

值 )
[ 9]
。

国外对玉米中该类除草剂的残留限量已制订了

很多标准
[ 10]
, 而我国目前相关标准尚属空白。玉米

中有关苯氧羧酸类除草剂残留的研究在国内外亦未

见报道。有关该类化合物的残留分析方法, 通常可

以采用气相色谱法 ( GC )或者气相色谱-质谱联用

(GC /M S)检测技术, 但采用这两种方法测定的样品

需进行衍生化, 操作繁杂
[ 11]

; 也可以采用高效液相

色谱法 ( HPLC )或高效液相色谱-质谱联用技术

(HPLC-M S)
[ 12 ]

,但由于提取纯化多为常规方法,故

易造成被测残留物的流失
[ 13 ]

;也有报道可以采用酶

联免疫分析技术
[ 14]
, 如对 2甲 4氯的检测, 但其抗

体制备较困难。基质固相分散 (M atrix So lid Phase

D isperse, M SPD )是 Barker等
[ 15]
在固相萃取的基础

上提出的样品前处理方法。该方法集提取、过滤、净

化于一步完成,操作简单, 准确度和精密度较高。国

内外已将其应用于食品中药物和有害物质的残留分

析
[ 16–19]

。本研究建立了一种先利用 M SPD进行样

品前处理,再采用反相高效液相色谱 ( RP-HPLC )检

测玉米中 7种苯氧羧酸类除草剂残留的分析方法,

方法准确度、精密度等均较理想。

1 材料与方法

1. 1 仪器与试剂

LC-10AT高效液相色谱仪 (日本岛津公司 ) ,配

有紫外检测器 ( SPD-10AT )和 N 2000 工作站;

SK 1200H超声波清洗器 (上海科导超声仪器有限公

司 ) ; ZK-82B型电热真空干燥器 (上海实验仪器厂

有限公司 ) ; FW-100型高速万能粉碎机 (天津市泰

斯特仪器有限公司 ); DELTA 320精密酸度计 (梅特

勒-托利多仪器有限公司 )。

2, 4-二氯苯氧乙酸 ( 2, 4-D, 98. 0% )、2-甲基-

4-氯苯氧乙酸 (M CPA, 98. 0% )、2, 4-二氯苯氧丙酸

( 2, 4-D P, 9810% )、 2-甲 基-4-氯 苯 氧 丙 酸

( mecoprop, 99. 0% )、2, 4-二氯苯氧丁酸 ( 2, 4-DB,

99. 0% )、2-甲基-4-氯苯氧丁酸 (M CPB, 99. 5% ),

2, 4, 5-三氯苯氧乙酸 ( 2, 4, 5-T, 98. 5% )均购于德国

D r公司; 甲醇为色谱纯,乙酸乙酯、二氯甲烷为分析

纯, 使用前重蒸; 水为超纯水; C18化学键合硅胶

(W aters公司, 40~ 55 Lm ), 使用前依次用正己烷、

二氯甲烷和甲醇洗涤,真空干燥,贮于磨口玻璃干燥

器内备用;弗罗里硅土, 650 e 灼烧 4 h,冷却后加入

质量分数为 5%的水减活, 贮于磨口玻璃干燥器内

备用;无水硫酸钠, 620 e 灼烧 4 h,用前 140 e 烘干
2 h,趁热加 5%水减活,贮于磨口玻璃干燥器内备用。

1. 2 苯氧羧酸类除草剂标准溶液的制备

分别准确称取 2, 4-D、MCPA、2, 4-D P、2-甲基-

4-氯苯氧丙酸、MCPB、2, 4-DB和 2, 4, 5-T标准品各

0. 01 g, 置于 7个 100 mL 容量瓶中,用甲醇稀释并

定容,得到质量浓度为 100 mg /L的各样标准储备

液,将储备液逐级稀释至 2. 0, 1. 0, 0. 50, 0. 25和

0110 mg /L制得各种标准品工作液,于 4 e 冰箱中

保存备用。

1. 3 样品前处理方法

取干玉米样品约 500 g用万能粉碎机粉碎, 过

40目 (孔径 0. 425mm )筛后混合均匀,密封于广口

瓶中于 4 e 冰箱中保存备用。准确称取 0. 125 g

(精确至 0. 001 g )粉碎的玉米样品于玻璃研钵中,

加入 0. 5 g C18化学键合硅胶, 研磨均匀得分散体

系。在玻璃注射器中加入适量玻璃棉挡住出口, 依

次装填 0. 5 g无水硫酸钠、0. 5 g 弗罗里硅土、

0. 625 g C18键合硅胶与玉米的均匀混合物和 0. 5 g

无水硫酸钠, 不断敲打, 用真空泵抽实, 加盖滤纸。

先用 10 mL环己烷分 3次洗涤研钵和研锤,用洗涤

液 (环己烷 )淋洗,控制淋洗速度约 1 mL /m in, 弃去

洗脱液;再用 15mL乙酸乙酯洗脱, 收集洗脱液, 室

温下用干净的空气流吹干,用甲醇定容至 0. 25mL,

过 0. 45 Lm滤膜后得分析液,进行高效液相色谱分析。

1. 4 色谱条件

W aters OD S 色谱柱 ( 250 mm @ 3. 9 mm

( i. d ) , 5. 0 Lm ); 柱温 30 e ;流动相为甲醇-水 (体

积比 65B35,磷酸调 pH值为 4. 8),流速 0. 5mL /m in;

检测波长 230 nm;进样量 20 LL。在此色谱条件下,

2, 4-D、M CPA、2, 4, 5-T、2, 4-DP、mecoprop、MCPB

和 2, 4-DB 的保留时间分别为 11. 3, 13. 6, 15. 1,

1618, 20. 4, 41. 2和 42. 8 m in。经过上述前处理后
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的空白玉米样品和添加 0. 1m g /kg该类除草剂标准

品的玉米样品的液相色谱图分别为图 1和图 2。

图 1 空白玉米样品液相色谱图

Fig. 1 HPLC chroma tog ram of the contro l samp le

图 2 玉米样品添加 0. 1m g /kg 7种除草剂液相色谱图

F ig. 2 HPLC chrom atog ram o f co rn fortif ied

w ith 0. 1m g /kg o f herbic ide s

1. 5 回收率和检出限的测定

称取玉米样品 0. 125 g (精确至 0. 001 g ), 添加

适量各标准储备液, 使样品中 7种除草剂的质量分

数均分别为 1. 0和 0. 1 m g /kg, 每个处理重复 5次,

按样品前处理方法处理后进行液相色谱分析,测得

各组份峰面积,根据工作方程计算出分析液质量浓

度 ( mg /L ), 求出回收率及相对标准偏差; 分别以信

噪比的 3倍和 10倍确定方法的检出限 ( LOD )和定

量限 ( LOQ )。

1. 6 固相分散基质及其用量的研究

实验比较了 C18键合硅胶和弗罗里硅土两种固

相分散剂对回收率和净化效果的影响,最终确定以

C18键合硅胶为分散剂, 以弗罗里硅土为净化固定

相。固定弗罗里硅土的质量为 0. 5 g,以及 C18键合

硅胶和玉米样品的质量比为 4B1不变, 选择 C18键合

硅胶和弗罗里硅土的质量比分别为 1B2, 2B3, 1B1和

2B1, 考察其对回收率及净化效果的影响, 最终确定

C18键合硅胶和弗罗里硅土的质量比。固定 C18键合

硅胶的质量为 0. 5 g, C18键合硅胶和弗罗里硅土的

质量比为 1B1,选择 C18键合硅胶与玉米样品的质量

比分别为 6B1, 4B1和 2B1, 考察其对回收率的影响,

以确定 C18键合硅胶与玉米样品的质量比。

1. 7 洗脱剂及其用量的研究
按上述前处理方法装好基质柱, 用 10 mL环己

烷洗去油脂等杂质,考察甲醇、乙酸乙酯和二氯甲烷

3种不同极性洗脱剂及其用量对苯氧羧酸类除草剂

洗脱效果的影响,确定合适的洗脱剂及其用量。

2 结果与讨论

2. 1 紫外检测波长的选择
据文献报道

[ 20]
,苯氧羧酸类除草剂在波长 220

和 230 nm下有两个吸收峰,其中后者的吸收强度大

于前者。在本研究选定的色谱条件下,分别在波长

220和 230 nm 下进行检测。结果表明, 在 230 nm

下检测的峰型尖锐对称, 较 220 nm下的效果好, 故

选 230 nm为检测波长。

2. 2 标准曲线
在上述色谱条件下, 分别测定各工作液的色谱

图,以工作液质量浓度为横坐标 x ( m g /L ) , 对应各

组份色谱峰面积为纵坐标 y ( LV # s), 绘制标准曲

线,得到 7种除草剂的线性回归方程及其相关系数

R
2
, 结果见表 1。可以看出 7种除草剂在质量浓度

0. 008~ 10 mg /L范围内具有良好的线性关系。

表 1 7种苯氧羧酸类除草剂的线性回归方程

Table 1 L inear reg ression equations o f 7 phenoxyac id herb icides

除草剂

H erbicides

线性回归方程

L inear reg ression equation s

相关系数 R 2

C orrelative coeff icien ts

2, 4-D y= 8 335x + 510. 31 0. 994 6

M CPA y = 300 642x + 2051. 2 0. 999 9

2, 4-DP y = 901 1x - 1. 921 5 0. 998 8

2-甲基-4-氯-苯氧丙酸 m ecop rop y = 255 502x - 2 368. 5 0. 999 6

MCPB y = 304 886x + 4 888. 6 0. 998 6

2, 4-DB y= 8 442. 7x + 334. 35 0. 995 1

2, 4, 5-T y = 237 831x + 7 971. 5 1. 000 0
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2. 3 固相分散基质及其用量的选择

C18键合硅胶和弗罗里硅土两种固相分散剂对

回收率和净化效果的影响实验结果表明: 使用 C18

键合硅胶时回收率较高 (达 80%以上 ), 但对样品中

色素等杂质的吸附效果较差;弗罗里硅土对样品中

色素等杂质的净化效果较好,但研磨后粒径减小,吸

附能力增强, 回收率仅约 35%。故确定以 C18键合

硅胶为分散剂,以弗罗里硅土为净化固定相。

C18键合硅胶和弗罗里硅土的质量比对回收率

及净化效果的影响实验结果见图 3。结果表明, 随

着 C18键合硅胶质量分数的增大, 添加回收率不断

增加, 但干扰杂质同时增多; 仅当比例为 1B1时, 回

收率及净化效果均满足分析要求。故确定 C18键合

硅胶和弗罗里硅土的质量比为 1B1。

图 3 C18键合硅胶和弗罗里硅土的

质量比对回收率的影响

F ig. 3 E ffect o f m ass ra tio o f octadecy l silane

to F lo risil on recovery

C18键合硅胶与玉米样品的质量比对回收率的

影响实验结果见图 4。结果表明, 当质量比为 6B1

时,回收率仅 50%左右; 质量比为 4B1时, 回收率达
80%以上;质量比为 2B1时, 回收率符合要求, 但净

化效果差。故确定 C18键合硅胶与玉米样品的质量

比为 4B1。

图 4 C18键合硅胶和玉米的质量比对回收率的影响

F ig. 4 E ffect o f m ass ra tio o f octadecy l silane

to co rn on recovery

2. 4 洗脱剂及其用量的选择

当洗脱剂体积为 15 mL 时, 甲醇淋洗液颜色

深,杂质多,对分析产生干扰; 乙酸乙酯淋洗液中杂

质较少,回收率符合要求; 用二氯甲烷洗脱时, 回收

率较低,这可能是由于二氯甲烷的极性较小,无法完

全将除草剂洗脱下来。故确定用乙酸乙酯作为洗

脱剂。

图 5为不同体积乙酸乙酯对 7种供试除草剂

( 1. 0 mg /kg )回收率的影响。可见:回收率均随洗

脱剂体积的增大而增加; 当洗脱剂体积为 10 mL

时,只有 MCPA和 2, 4-DP基本满足分析要求, 其他

除草剂回收率均低于 60% ;当洗脱剂体积为 15mL

时,回收率有所提高;当洗脱剂体积为 20 mL时, 会

洗下过多杂质而使分析受到干扰。故确定洗脱剂乙

酸乙酯的体积为 15mL。

图 5 不同体积乙酸乙酯对 7种苯氧羧酸类

除草剂回收率的影响

Fig. 5 E ffect o f e thy l acetate vo lum es on the

recoveries o f 7 phenoxyacid herbicide s

2. 5 回收率和检出限

由表 2可知,样品中 7种除草剂的添加回收率

在 80% ~ 110%之间,相对标准偏差 RSD 在 3. 6% ~

10. 3%之间, 方法的检出限在 7. 9 ~ 12. 6 Lg /kg之

间。

3 结论

本研究建立了用 M SPD-HPLC方法测定 7种苯

氧羧酸类除草剂在玉米中残留的分析方法。采用

M SPD方法,集提取、过滤、净化于一步完成,样品预

处理简单,避免了样品乳化等操作带来的损失,提高

了方法的准确度和精密度。 7种苯氧羧酸类除草剂

在 0. 1~ 2. 0mg /kg范围内具有良好的线性关系, 在
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表 2 7种苯氧羧酸类除草剂在玉米中的添加回收率 ( n = 5)

Table 2 Sp iked recovery o f 7 phenoxyacid herbic ide s in co rn(n = 5)

除草剂

H erb icides

添加水平

Fortif ied level/ ( m g /kg)

回收率 (平均值 ?标准偏差 )

Recovery( A verage? SD ) /%

相对标准偏差

RSD /%

检出限

LOD / ( Lg /kg)

定量限

LOQ / (L g /k g)

2, 4-D

 

1. 0

0. 1

88. 5 ? 4. 9

85. 7 ? 6. 1

5. 6

7. 2
11. 9 39. 6

MCPA

 

1. 0

0. 1

100. 8 ? 7. 8

93. 2 ? 8. 5

7. 7

9. 1
12. 6 41. 5

2, 4-DP 1. 0

0. 1

96. 7 ? 3. 5

96. 8 ? 5. 4

3. 6

5. 5
7. 9 26. 1

2-甲基-4-氯-苯氧丙酸

m ecoprop

1. 0

0. 1

90. 8 ? 4. 9

91. 1 ? 7. 8

5. 4

8. 6
12. 4 41. 3

MCPB 1. 0

0. 1

84. 9 ? 4. 9

86. 4 ? 6. 2

5. 5

7. 2
8. 7 28. 7

2, 4-DB 1. 0

0. 1

90. 0 ? 4. 1

89. 5 ? 9. 2

4. 6

10. 3
10. 6 34. 8

2, 4, 5-T 1. 0

0. 1

87. 3 ? 4. 8

90. 8 ? 4. 3

5. 5

4. 7
9. 6 31. 4

0. 1和 1. 0 mg /kg添加水平下, 回收率为 80% ~

110%, RSD 在 3. 6% ~ 10. 3%之间,检出限在 7. 9~

12. 6 Lg /kg之间。
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