
书书书

第４３卷　第１２期

２０１６年１２月

湖 南 大 学 学 报 （自 然 科 学 版 ）

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ）

Ｖｏｌ．４３，Ｎｏ．１２

Ｄｅｃ．２０１６

文章编号：１６７４２９７４（２０１６）１２０１２８０６

高效液相色谱检测番茄与土壤中的

吩胺霉素残留

刘红玉１，２，陈梦现１，２，欧晓明３，４，付启明３，４，文　珊１
，２

（１．湖南大学 环境科学与工程学院，湖南 长沙　４１００８２；２．环境生物与控制教育部重点实验室（湖南大学），

湖南 长沙　４１００８２；３．湖南化工研究院 国家农药创制工程技术研究中心，湖南 长沙　４１００１４；

４．农用化学品湖南省重点实验室，湖南 长沙　４１００１４）

　　摘　要：吩胺霉素是我国具有自主知识产权的新型抗生素类杀菌剂．选取番茄及三类理

化性质不同的土壤为研究对象，建立了吩胺霉素在上述基质中的液相色谱检测方法．土壤中

吩胺霉素选择混合液（犞氨水∶犞乙醇∶犞二氯甲烷＝１∶２∶３）振荡提取，番茄中吩胺霉素采用乙

腈振荡提取，碱性氧化铝柱净化．土壤与番茄中的平均回收率分别为８０．２％～９５．７％和

８０．１％～８５．６％，ＲＳＤ（相对标准偏差）分别为２．１４％～４．１７％和４．１２％～５．１７％．吩胺霉

素的最小检出量为０．２ｎｇ，在基质中最低检测限为０．０１ｍｇ／ｋｇ．本方法简单可靠，基质效应

弱，符合农药残留分析要求，可用于土壤和番茄中吩胺霉素的残留检测．
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　　农药可以杀虫、杀菌、除草，改善作物的生长环

境，为作物生产带来效益，然而不合理地使用农药也

会带来环境风险和经济损失．生物农药活性成分属

于天然成分，具有对人类和动物安全、难产生生物抗

性、可有效控制病虫害等优点［１］，是未来农药发展的

趋势．

吩胺霉素是我国具有自主知识产权的新型抗生

素类杀菌剂．它由绿针假单胞菌ｎｌｓｙ００１（Ｐｓｅｕｄｏｍ

ｏｎａｓｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ）通过微生物培养、发酵、提取而获

得，是一种对多种真菌性植物病害具有良好抑制效

果的新型生物农药．吩胺霉素易溶于丙酮、二氯甲

烷、乙醇等有机溶剂，在水中的溶解性较差，化学性

质稳定，分子式为Ｃ１３Ｈ９Ｎ３Ｏ，分子量为２２３．２．

目前国内关于吩胺霉素的研究报告较少．熊件妹

等［２］曾研究了吩胺霉素对黄瓜枯萎病的抑制作用．

关于吩胺霉素在土壤以及农产品中的残留检测方法

尚未有报告．高效液相色谱已广泛应用于环境基质

中有机污染物质的检测［３］．本文选取番茄、３类土壤

为研究对象，初步研究吩胺霉素在上述基质中的提

取检测方法，以期为土壤以及农产品中的吩胺霉素

的残留检测提供科学依据．

１　材料与仪器

１）仪器：高效液相色谱仪，ＬＣ２０ＡＤＸＲ（日本

岛津公司）；ＡＵＷ２２０Ｄ型分析天平（日本岛津公

司）；ＳｃｏｕｔＳＥ型电子天平（奥豪斯仪器有限公司）；

ＲＥ５２Ａ型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；

ＨＹ１Ｂ型回旋振荡器（江苏金坛医疗仪器厂）；ＳＣ

３６１４型低速离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公

司），０．２２μｍ有机相膜．

２）试剂与样品：吩胺霉素标准品，９５％（农业部

农药检定所）；甲醇为色谱级；二氯甲烷、乙腈、正己

烷、乙酸乙酯、无水硫酸钠、无水硫酸镁、氯化钠均为

分析纯；碱性氧化铝（１００～２００μｍ）；稀氨水（犞浓氨水

∶犞纯水＝１∶９）；番茄来自湖南化工研究院未施用吩

胺霉素实验田；土壤选择未被吩胺霉素污染的吉林

黑土、北京潮土以及湖南红土，其理化性质见表１

（湖南省化肥农药质量监督检验授权站检测）．

表１　供试土理化性质

犜犪犫．１　犘犺狔狊犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊狅犳狋犲狊狋狊狅犻犾狊

项目
狑有机质

／％
ｐＨ

阳离子代换量

／（ｍｇ·ｋｇ－１）
狑砂粒

／％

狑粉粒

／％

狑黏 粒

／％

吉林黑土

北京潮土

湖南红土

２．９１

１．４２

１．０１

７．１２

８．１５

５．３０

２１．７０

１８．１５

１２．１５

５２．４

６６．６

６２．９

２１．９

１９．８

２６．９

２５．７

１３．６

１０．２

２　实验标准方法

２．１　标准曲线绘制

称取０．０２６３ｇ的吩胺霉素标准样品于５０ｍＬ

容量瓶中，乙腈定容，配制成５００ｍｇ／Ｌ的储备液，

使用前保存于４℃的冰箱．将储备液用乙腈配制成

质量浓度为０．０１ｍｇ／Ｌ，０．０５ｍｇ／Ｌ，０．１０ｍｇ／Ｌ，

０．５０ｍｇ／Ｌ，１．００ｍｇ／Ｌ，１０．００ｍｇ／Ｌ的系列标准

溶液，绘制标准曲线．

２．２　基质匹配标准溶液
［４］

将提取后的空白样品基质，添加０．０１ｍｇ／Ｌ，

０．０５ｍｇ／Ｌ，０．１０ｍｇ／Ｌ，０．５０ｍｇ／Ｌ，１．００ｍｇ／Ｌ，

１０．００ｍｇ／Ｌ系列标准溶液，配制基质匹配标准

溶液．

２．３　样品前处理

２．３．１　样品制备

用匀浆搅拌机将清洗后的番茄绞碎，用采样袋收

集；土壤取样深度１５ｃｍ，多点均质采样后混合，经

自然风干，过４０μｍ筛，用采样袋收集，样品使用前

均储存于４℃条件下．

２．３．２　土壤的提取净化

称取２０ｇ土壤于１５０ｍＬ塑料离心瓶，提取液

（犞氨水∶犞乙醇∶犞二氯甲烷＝１∶２∶３）６０ｍＬ振荡提取

４０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心８ｍｉｎ，将上清液过

脱脂棉转移至分液漏斗；残渣用２０ｍＬ二氯甲烷洗

涤，洗涤液并入分液漏斗，用二氯甲烷振荡萃取２

次，每次５０ｍＬ，分层，合并有机相．有机相过无水硫

酸钠后收集于圆底烧瓶，４５℃水浴旋转蒸发至近

干，冷却后用２ｍＬ乙腈＋甲醇（犞乙腈∶犞甲醇＝１∶

１）定容，过０．２２μｍ有机相膜待检测．

２．３．３　番茄的提取净化

称取２０ｇ番茄样品于１５０ｍＬ玻璃锥形瓶中，５０

ｍＬ乙腈振荡提取４０ｍｉｎ，将提取液过脱脂棉转移

９２１
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至分液漏斗，残渣用２０ｍＬ二氯甲烷洗涤，洗涤液

并入分液漏斗，用二氯甲烷振荡萃取２次，每次５０

ｍＬ，分层，合并有机相．有机相过无水硫酸钠后收集

于圆底烧瓶，４５℃水浴旋转蒸发至近干，５ｍＬ正

己烷溶解，待净化．

采用干法装柱，玻璃层析柱中依次装入２ｇ无水

硫酸钠、２ｇ碱性氧化铝和２ｇ无水硫酸钠，并不断

用吸耳球轻轻敲打至填充密实．１０ｍＬ正己烷预淋

层析柱后上样，用１５ｍＬ正己烷＋二氯甲烷（体积

比为８∶２）混合液淋洗，弃去淋洗液，继续用１５０

ｍＬ乙酸乙酯洗脱目标物，洗脱液收集于圆底烧瓶

中，于４５℃水浴旋转蒸发至近干，２ｍＬ乙腈＋甲醇

（体积比１∶１）定容，过０．２２μｍ有机相膜待检测．

２．４　仪器条件

２．４．１　高效液相色谱条件

色谱柱为 Ｗｅｌｃｈｏｌｔｉｍａｔｅ?ＡＱＧｇ，１５０ｍｍ×

４．６ｍｍ；柱温４０℃，检测器为ＰＤＡ，检测波长２５４

ｎｍ；流动相：甲醇 水（体积比４９∶５１，１０ｍｉｎ），甲

醇 水（体积比９５∶５，５ｍｉｎ），甲醇 水（体积比４９∶

５１，５ｍｉｎ）；进样量２０μＬ．吩胺霉素保留时间９ｍｉｎ

左右，标准品色谱图如图１所示．

时间／ｍｉｎ

图１　吩胺霉素（１ｍｇ／Ｌ）标准品色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｈｅｎａｚｉｎｅ１ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｓ（１ｍｇ／Ｌ）

２．４．２　检测条件的确定

通过检测器全扫描发现吩胺霉素在２５４ｎｍ处

有较强的吸收峰，且对目标物没有干扰，故选择为检

测波长．

以甲醇与水体积比为４９∶５１，目标物可以较早出

峰，峰型较好，且能与杂质完全分离，故选择为流动相．

３　结果与讨论

３．１　标准曲线

取０．０１ｍｇ／Ｌ，０．０５ｍｇ／Ｌ，０．１０ｍｇ／Ｌ，０．５０

ｍｇ／Ｌ，１．００ｍｇ／Ｌ，１０．００ｍｇ／Ｌ质量浓度的系列

标准溶液，在测定条件下，以峰面积（狔）进样质量浓

度（狓）作标准曲线，得到仪器对吩胺霉素响应的线

性关系．测得吩胺霉素标准曲线方程为狔＝２３４５７８

狓－１２５３．５（犚２＝１）．

３．２　添加回收实验

称取番茄及３类土壤空白样品，添加吩胺霉素标

准品，分别做０．０１ｍｇ／ｋｇ，０．１０ｍｇ／ｋｇ，１．００ｍｇ／

ｋｇ三个添加水平，每个水平重复５次，按上述分析

方法提取、净化并做ＨＰＬＣ测定，计算添加回收率，

结果见表２．在上述检测条件下，吩胺霉素各样本典

型色谱图见图２．

表２　吩胺霉素在土壤和番茄中的添加回收

犜犪犫．２　犚犲犮狅狏犲狉犻犲狊犪狀犱犚犛犇狊狅犳狆犺犲狀犪狕犻狀犲１犮犪狉犫狅狓犪犿犻犱犲

犻狀狊狅犻犾狊犪狀犱狋狅犿犪狋狅

项目
添加水平

／（ｍｇ·ｋｇ－１）

吉林

黑土

北京

潮土

湖南

红土
番茄

平均回收率／％

０．０１

０．１０

１．００

８０．２

８２．５

８４．６

８３．８

８４．２

８７．１

９２．２

９３．６

９５．７

８５．６

８２．４

８０．１

相对标准偏差／％

０．０１

０．１０

１．００

３．２４

３．１２

２．１７

４．１７

３．２６

２．９７

４．０５

３．２１

２．１４

４．１２

５．１７



５．０５

根据上述检测条件，得到吩胺霉素最小检出限为

０．２ｎｇ，在土壤和番茄中的最低检测限为０．０１ｍｇ／

ｋｇ．３类土壤与番茄中的平均回收率分别为８０．２％

～９５．７％和８０．１％～８５．６％，ＲＳＤ分别为２．１４％

～４．１７％和４．１２％～５．１７％．采用的方法满足农药

残留分析标准［５］，为该农药检测提供了参考方法．

３．３　土壤的提取

依据地理位置、物理化学性质的不同，选取了吉

林黑土、北京潮土和湖南红土３种典型土壤，确定了

适合３类土壤的吩胺霉素提取方法，并探讨了土壤

性质与称样量对回收率的影响．

３．３．１　提取溶剂的选择

吩胺霉素在丙酮、乙醇、甲醇、乙腈中的溶解性较

好，但单独使用以上溶剂，回收率均低于５５％（表

３），这可能是由于极性较强的单一溶剂不能解吸出

土壤中的吩胺霉素．使用二氯甲烷作为提取溶剂，回

收率有所增加，但仍低于６０％，可能是因为土壤中

含有一定量的水分，二氯甲烷无法完全浸入土壤孔

隙．使用极性溶剂乙醇或甲醇与二氯甲烷的混合提

取剂可有效浸入土壤，溶解农药，回收率明显增加

（见表３）．由于乙醇毒性低，且与二氯甲烷混合后回

收率更高，故作为最终提取溶剂．

０３１
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时间／ｍｉｎ
（ａ）吉林黑土空白

时间／ｍｉｎ
（ｂ）吉林黑土添加

时间／ｍｉｎ
（ｃ）北京潮土空白

时间／ｍｉｎ
（ｄ）北京潮土添加

时间／ｍｉｎ
（ｅ）湖南红土空白

时间／ｍｉｎ
（ｆ）湖南红土添加

时间／ｍｉｎ
（ｇ）番茄空白

时间／ｍｉｎ
（ｈ）番茄添加

图２　各种基质空白及吩胺霉素添加（０．１ｍｇ／ｋｇ）谱图

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｓａｎｄｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｓｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｐｈｅｎａｚｉｎｅ１ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄｓａｔ０．１ｍｇ／ｋｇ
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　　 表３　吉林黑土中吩胺霉素添加回收

犜犪犫．３　犚犲犮狅狏犲狉犻犲狊狅犳狆犺犲狀犪狕犻狀犲１犮犪狉犫狅狓犪犿犻犱犲

犻狀犑犻犾犻狀狊狅犻犾

溶剂类型
添加水平

／（ｍｇ·ｋｇ－１）

回收率

／％

ＲＳＤ

／％

丙酮

乙腈

甲醇

乙醇

二氯甲烷

甲醇＋二氯甲烷

乙醇＋二氯甲烷

水＋乙醇＋二氯甲烷

氨水＋乙醇＋二氯甲烷

０．１

０．１

０．１

０．１

０．１

０．１

０．１

０．１

０．１

４５．２

４３．４

５２．１

５４．１

５８．２

６７．１

６８．５

６９．１

８２．５

４．１８

３．５７

３．８３

４．３６

４．５３

３．０５

３．４１

３．２４

３．１２

上述实验表明，无论单独使用极性还是非极性溶

剂提取，回收率均较低，采用极性与非极性溶剂混合

液有利于提取，结论与 Ｇａｎｓ
［６］和 Ｈｕｓｓｅｎ

［７］的结果

一致．

土壤ｐＨ值对农药的吸附也存在影响
［８］．为了进

一步提高回收率，本文对比了中性条件与碱性条件

下的提取，发现碱性条件有利于提取（见表３）．最终

确定混合液（犞氨水 ∶犞乙醇 ∶犞二氯甲烷 ＝１∶２∶３）６０

ｍＬ作为提取溶剂．

３．３．２　土壤性质对回收率的影响

回收率与土壤的有机质含量有关，有机质含量越

高对农药的吸附性越强［９－１０］，越不利于提取．吩胺

霉素在３种土壤（理化性质见表１）中的添加回收

率，从低到高的顺序为吉林黑土＜北京潮土＜湖南

红土；有机质含量从高到底的顺序为吉林黑土＞北

京潮土＞湖南红土，两者呈负相关性，犚
２为０．５８４７

～０．７３０１．

Ｋｏｄｅｓｏｖａ等
［１１］发现农药在土壤中的吸附与阳

离子代换量有显著的正相关性，影响回收率．吩胺霉

素在土壤中的回收率与阳离子代换量也成反比关

系，黑土的阳离子代换量最高，回收率最低，湖南红

土的阳离子代换量最低，回收率最高，犚２为０．９４６３

～０．９９３６．

土壤黏粒对某些农药的吸附影响甚至比有机质

等其他因素的影响更大［１２］．本研究发现回收率与土

壤黏粒呈负相关性，犚２为０．５９０６～０．７３５４，黏粒含

量增加会导致土壤中吩胺霉素的吸附性增大，造成

回收率降低．

３．３．３　土壤质量对回收率的影响

研究了５ｇ，１０ｇ，２０ｇ吉林黑土添加０．１ｍｇ／

ｋｇ吩胺霉素的添加回收．发现土壤称样量越大，回

收率越低，５ｇ样品的回收率为８６．１％，１０ｇ样品的

回收率为８４．６％，２０ｇ样品的回收率为８２．５％．原

因可能在于土壤越多，不饱和吸附位点越多，被吸附

的农药越多；同时相同体积的提取剂无法有效浸入

质量较大的土壤空隙，解吸出农药．

３．４　番茄的提取

３．４．１　提取溶剂的选择

由于乙腈提取时的共萃物较少，且在盐溶液中与

水容易分离，经常作为首选提取溶剂［１３］．实验对比

了乙腈、甲醇、丙酮的提取结果，在回收率相近的情

况下，乙腈提取杂质最少，最终确定乙腈为提取

溶剂．

３．４．２　净　化

吸附剂的选择：试验对比了弗罗里硅土、硅胶、碱

性氧化铝、活性炭／碱性氧化铝（１∶２００）对番茄样品

的净化效果．结果发现：弗罗里硅土与硅胶作为吸附

剂，乙酸乙酯洗脱出杂质产生干扰．活性炭／碱性氧

化铝（１∶２００）虽然可以去除杂质，但活性炭的吸附

能力过强，乙酸乙酯、甲醇或二氯甲烷均无法有效地

将目标物洗脱下来．碱性氧化铝可以有效地吸附杂

质，同时乙酸乙酯可以将目标物洗脱，最终确定碱性

氧化铝作为吸附剂．

洗脱溶剂：用碱性氧化铝作吸附剂，正己烷无法

有效洗脱出杂质；用二氯甲烷预淋洗时，会将部分目

标物与杂质共同洗脱；使用正己烷＋二氯甲烷

（犞正己烷∶犞二氯甲烷＝８∶２）混合液可以洗脱杂质，同

时目标物可以保留于层析柱中，达到目标物与杂质

分离的效果．预淋后，用二氯甲烷和乙酸乙酯继续洗

脱，均可将目标物洗脱，不产生干扰；而甲醇作洗脱

溶剂，能洗脱出乙酸乙酯无法洗脱的杂质，产生干

扰．由于乙酸乙酯洗脱效果较二氯甲烷好，所以选择

乙酸乙酯作为洗脱溶剂．

淋洗体积：对比了１２０ｍＬ和１５０ｍＬ的乙酸乙

酯洗脱回收率．当用１２０ｍＬ乙酸乙酯洗脱时，平均

回收率为８４．７％，用１５０ｍＬ乙酸乙酯洗脱时，平均

回收率为９２．７％，所以最后以１５０ｍＬ乙酸乙酯淋

洗目标物．

３．５　基质效应

采用色谱检测时，可能会产生基质效应．本文使

用相对响应值法来评价基质效应．计算公式如下：

基质效应值＝犅／犃×１００％．

式中：犃 为溶剂中农药的响应值；犅为空白基质中

农药的响应值．

提取后的基质空白分别添加了０．０１ｍｇ／Ｌ，０．０５

ｍｇ／Ｌ，０．１０ｍｇ／Ｌ，０．５０ｍｇ／Ｌ，１．００ｍｇ／Ｌ和１０．

００ｍｇ／Ｌ标准溶液，图３为２种空白基质效应值．土

壤（吉林黑土）基质中，基质效应值为８４％～１１４％，

在０．０５ｍｇ／ｋｇ呈现弱的基质减弱作用，其他浓度

呈现弱的基质增强作用．番茄基质效应值为９８％～

１０８％，０．０５ｍｇ／ｋｇ呈现弱的基质减弱作用，其他浓

２３１
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度呈现弱的基质增强作用．基质效应与浓度之间没

有线性关系，２种基质效应总体较弱．

相对响应值法表明基质效应对 ＨＰＬＣ检测番茄

与土壤中吩胺霉素干扰较小，用土壤和番茄基质匹

配溶液校正后的回收率与用乙腈溶剂校正的回收率

相比偏离较小．

图３　基质效应

Ｆｉｇ．３　Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓ

４　结　论

本文建立了高效液相色谱检测吩胺霉素在土壤

和番茄中残留的方法．实验发现，３类土壤对吩胺霉

素的吸附性较强，选取提取液 （犞氨水 ∶犞乙醇 ∶

犞二氯甲烷＝１∶２∶３），可以达到良好的提取结果；番

茄对吩胺霉素吸附性较弱，采用乙腈提取，以碱性氧

化铝为吸附剂，正己烷＋二氯甲烷（体积比８∶２）为

预淋洗剂，乙酸乙酯为洗脱溶剂，可以达到良好的杂

质去除效果．土壤有机质含量、阳离子代换量、黏粒、

称样量均对回收率产生一定影响．土壤和番茄中平

均回收率分别为８０．２％～９５．７％和８０．１％～

８５．６％，ＲＳＤ分别为２．１４％～４．１７％和４．１２％～

５．１７％，在基质中最小检出量为０．２ｎｇ，最低检测

限`为０．０１ｍｇ／ｋｇ，本方法基质效应弱，符合农药残

留分析的要求．
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