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摘要： 建立了能同时测定水稻及环境中恶唑酰草胺及其 3种代谢物残留量的高效液相色谱(HPLC)法。以 

乙腈和水的混合液作为提取溶剂，硅胶层析柱净化，采用高效液相色谱法以乙腈一水作为流动相，梯度洗脱，紫外检 

测器224 nm检测。结果表明：恶唑酰草胺及其3种代谢物的线性范围为0．5～20．0 mg／L，相关系数达 0．999 3～ 

0．999 9；4种化合物在土壤、稻秆、糙米和稻壳中的最低检测浓度均为0．10 mg／kg，在稻田水中的最低检测浓度为 

0．02 mg／kg，平均回收率均为78．2％～106．9％，变异系数为2．0％～11．7％，符合农药残留测定要求。 
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Residues Analytical M ethods for M etamifop and Its M etabolites 

LU0 Jing， SHI Hai—yan， PENG Wen—tao， WANG Ming—hua 

(Department ofPesticide Science，College ofPlant Protection，Na ng Agricultural University，Key Laboratory ofMonitoring and Manageme~ofCrop Dis— 

eases and Pest Insects，Ministry ofAgriculture，Nanjing 210095，China) 

Abstract： The high performance liquid chromatographic method was developed for the simultaneous determination of 

metamifop and three major metabolites in rice and environment．Residues were extracted with a mixture of acetonitrile and 

water，followed by cleanup with a silica gel column and determined by HPLC with a linear gradient elution program of ace- 

tonitrile and water as the mobile phase and uhraviolet detection at 224 nm．The results showed that the linear range of met— 

amifop and its metabolites were from 0．5 mg／L to 20 mg／L，with the correlation coefficients being 0．999 3 to 0．999 9．The 

minimum detectable concentration of the 4 analytes in soil，rice straw，rice hulls and unpolished grain samples were all 0．10 

ms／kg and 0．02 mg／kg in paddy water samples．respectively．Average recoveries were 78．2％ to 106．9％，with the coeffi- 

cients of variation ranging from 2．0％ to 1 I．7％ ．The results meet the requirement of pesticide residue analysis． 

Key words： metamifop；rice；high performance liquid chromatography(HPLC)；residue analysis 

恶唑酰草胺(Metamifop)是由韩国Dongbu Han— 

nong化学公司报道的一种新的芳氧苯氧丙酸酯类 

除草剂，可极好地防除大多数一年生禾本科杂草，并 

且对水稻安全，可有效防除水稻田中的主要杂草，如 
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稗草、千金子、马唐和牛筋草，重点用于移栽和直播 

稻田除草 1。』。恶唑酰草胺低毒，对环境安全，有广 

泛的可混性，是一个很有发展前景的除草剂，其在环 

境中主要有 3个代谢产物，分别为 HFMPA、HPFM— 

PA和6-CBO(图1)。目前恶唑酰草胺的相关报道 

很少，曾仲武等曾报道过恶唑酰草胺的合成方 

法 J，恶唑酰草胺的作用机制也有一些报道 ；但 

是关于恶唑酰草胺及其代谢产物的残留分析方法国 

内外均未见报道。探明恶唑酰草胺在稻田中的残留 

动态和水稻植株中的残留，可为注册登记提供科学 
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1 材料与方法 

水体、土壤、稻秆、糙米和稻壳中的残留分析方法。 

一 HO 。 向  

图1 恶唑酰草胺及其代谢产物的化学结构式 

Fig．1 Chemical structures of metamifop and its metabolites 

1．1 仪器与试剂 

Agilent 1200高效液相色谱仪(带可变波长紫外 

检测器，美 国 Agilent公司)；色谱柱，即 Eclipse 

XDB—C18柱(15．0 cm x4．6 mm×5．0 Ixm)；HY-6双 

层调速多用振荡器(江苏金坛市荣华仪器有限公 

司)；R-200旋 转蒸发仪 (瑞士 BUCHI公司)；N— 

EVAP 111氮吹仪 (美 国 Organomation公 司)； 

BS110S电子天平(北京塞多利斯天平有限公司)； 

玻璃层析柱(10 mm×140 mm)。 

乙腈(色谱纯，Fisher Chemicals公司)；水为超 

纯水；丙酮、乙腈、二氯甲烷、氯化钠、无水硫酸钠 

(130 oC下烘5 h，置于干燥器内备用)均为分析纯； 

柱层析硅胶(200～300目，130℃活化 4 h)。恶唑 

酰草胺标准品(质量分数 97％)、HPFMPA标准品 

(质量分数 99．0％)、HFMPA标准 品(质量分数 

99．0％)、6．CBO标准品(质量分数 99．0％)均由韩 

国Dongbu Fine化学公司提供。 

1．2 分析步骤 

1．2．1 样品前处理方法 稻田水：量取 100 ml水 

样于分液漏斗中，加入 5 g NaC1，分别加入50 ml、40 

ml二氯甲烷萃取 2次，合并提取液，经无水硫酸钠 

过滤，旋转蒸发仪浓缩近干，氮吹仪吹干，乙腈定容 

5 ml。土壤：称取样品20 g，加人50 ml乙腈和l0 ml 

水，振荡提取 1 h，抽滤(乙腈 10 ml洗涤滤渣)至盛 

有5 g氯化钠的具塞量筒中，剧烈震荡 1 min，静置 

15 min，吸取上层有机相经无水硫酸钠过滤，旋转蒸 

发仪浓缩近干，氮吹仪吹干，乙腈定容至2 ml。稻 

秆、糙米、稻壳：称取样品(稻秆2O g、糙米20 g、稻壳 

10 g)，加入乙腈(稻秆 100 ml、稻壳100 ml，糙米50 

m1)，lO ml水，振荡提取 l h，抽滤(乙腈 10 ml洗涤 

滤渣)至盛有5 g氯化钠的具塞量筒中，剧烈震荡 l 

min，静置 15 min，吸取上层有机相经无水硫酸钠过 

滤，旋转蒸发仪浓缩近干，氮吹仪吹干，2 ml二氯甲 

烷溶解待柱层析净化。依次用2 cm无水硫酸钠、3 

g硅胶、2 cm无水硫酸钠装柱，先用 l0 m1二氯甲烷 

预淋柱子，待溶剂液面到达柱吸附层表面时立即将 

2 ml二氯甲烷溶解后的样品溶液加到层析柱上，当 

液面到达柱吸附层表面时再用 2 ml二氯甲烷洗涤 

烧瓶倒人层析柱中，加入 2O ml二氯甲烷淋洗层析 

柱，弃去淋出液。加入 20 ml二氯甲烷 ：丙酮(体积 

比 8：2)洗脱，收集淋出液，旋转蒸发仪浓缩近干， 

氮吹仪吹干，乙腈定容至2 ml。 

1．2．2 高效液相色谱分析条件 以乙腈、水为流动 

相，采用梯度洗脱程序(表 1)，流速为 0．8 ml／min， 

进样量 20 l，紫外检测波长为224 nm。在此色谱 

条件下，恶唑酰草胺及其 3种代谢物的保留时间为： 

HFMPA，9．4 min；6一CBO，12．8 min；HPFMPA，13．6 

min；Metamifop，22．8 min。色谱峰形及 4种化合物 

分离度均较好(图2)。 

表 1 梯度洗脱程序 

Table 1 Gradient elution program 

静 一 H ∞ 
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2 结 果 

一  

喜 

星 

时间 (min) 

1：HFMPA；2：6-CBO；3：HPFMPA；4：恶唑酰草胺。 

图2 恶唑酰草胺及其代谢物混合标样色谱图 

Fig．2 HPLC chromatogram of the mixed sample of metamifop and its metaboli~  

2．1 标准曲线与最小检出量 

分别准确称取 50．0 mg(精确至 0．000 2 g)恶 

唑酰草胺及其代谢物 HFMPA、HPFMPA、6-CBO的 

标准样品至 100 ml容量瓶中，用乙腈溶解定容配制 

成标准储备溶液。再用乙腈梯度稀释为0．5 mg／L、 

1．0 mg／L、5．0 mg／L、10．0 mg／L、20．0 mg／L的系列 

混合标准工作溶液，在1．2．2所述色谱条件下进行 

测定，以浓度为横坐标，色谱峰面积为纵坐标绘制标 

准曲线。由标准曲线(图 3)可见，恶唑酰草胺及其 

代谢 物 HFMPA、HPFMPA、6．CBO 在 0．5～20．0 

mg／L时，色谱峰面积与农药浓度呈线性关系，恶唑 

酰草胺及其代谢物 HFMPA、HPFMPA、6．CBO的标 

准曲线回归方程分别为：Y=60．385 0x一5．609 9 

(r=0．999 9)、Y = 26．708 0 +0．673 0(r= 

0．999 7)、Y=64．178 0x+2．303 3(r=0．999 6)、 

Y=43．138 0x+17．051 0(r：0．999 3)；按 3倍噪 

音计算，最小检出量分别为 0．432 ng、0．502 ng、 

0．268 ng、0．317 ng，可满足定量分析需要 J。 

2．2 添加回收率与相对标准偏差 

在空白样品中添加恶唑酰草胺及其代谢物标准 

溶液，稻 田水 添 加 浓 度 为 0．02 mg／kg和 1．00 

mg／kg，土壤、稻秆、糙米和稻壳添加浓度均设置 0． 

10 mg／kg和2．00 mg／kg 2个浓度，按照 1．2所述提 

取及测定步骤，每个浓度设5个重复，进行添加回收 

率试验。结果(表2)表明，恶唑酰草胺及其代谢物 

在稻田水、土壤、稻秆、糙米和稻壳中的平均回收率 

为78．2％ ～106．9％，变异系数为 2．0％ ～11．7％， 

在稻田水 中的最低检测浓度为 0．02 mg／kg；在土 

壤、稻秆、糙米和稻壳中的最低检测浓度均为0．10 

mg／kg，符合农药残留分析要求 。 

一  

童 

量 

5 l0 l5 2O 

浓度 (mg／L) 

+ HFMPA；—◆一6-CBO；+ HPFMPA；+ 恶唑酰草胺 

图3 恶唑酰草胺及其代谢物的标准曲线 

Fig．3 The standard curve ofmetamifop and its metabolites 

3 讨 论 

3．1 检测波长的选择 

对恶唑酰草胺及其3种代谢物的乙腈溶液分别 

进行紫外扫描，得 HFMPA的 A =223 nm、6-CBO 

的A =234 nm、HPFMPAd的A =225 nm、恶唑酰 

草胺的A =238 nm。分析紫外吸收光谱图，在224 

nm处恶唑酰草胺及其3种代谢物均有很好的吸收， 

而且灵敏度高，故兼顾4者选择224 11131作为恶唑酰 

草胺及其 3种代谢物的最佳检测波长。 

3．2 流动相配比的选择 

常用的流动相为甲醇／水 加 或乙腈／水 “-13]， 

本研究在Eclipse XDB．C 色谱柱上，选用了不同比 

∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ 0 4 2 O 8 6 4 2 
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例的甲醇+水、乙腈+水、乙腈+甲醇+水作为流动相， 

对样品进行分离度试验，同时尝试在流动相中加入 

少量四氢呋喃或磷酸来改善峰形以及4种化合物之 

间的分离，但是流动相中加入四氢呋喃或者磷酸的 

效果并不理想。结果表明，用乙腈+水作流动相泵 

的操作压力低，色谱峰尖锐，分离时间短，并且分离 

效果较甲醇+水和乙腈+甲醇+水好。由于恶唑酰草 

胺与其3种代谢物之间的极性差异，导致恶唑酰草 

胺的保留时间太长，而其3种代谢物出峰又较早，并 

且保留时间彼此比较接近容易造成出峰重叠，因此 

表2 恶唑酰草胺及其代谢物的添加回收率(n=5) 

Table 2 Recovery rates of metamifop and metaboli~s(n=5) 

采用等度洗脱很难找到一个适宜的溶剂强度使极性 

相差很大的这 4个化合物在合理的时间内全部流出 

色谱柱，并具有良好的分离度。所以，采用梯度洗脱 

不但使保留时间比较接近的3种代谢物能够很好地 

分离，而且能避开样品中杂质的干扰。为了在达到 

有效分离的情况下尽可能缩短分析时间，可在洗脱 

14 min后将乙腈比例加大至75％，使恶唑酰草胺能 

较快出峰(出峰时间为22．8 min)，峰形尖锐，并且 

基线比较平稳，与其他杂质峰没有重叠。 

3．3 样品前处理方法的优化 

3．3．1 提取溶剂的选择 根据恶唑酰草胺及其3 

种代谢物的性质，水样中分别选用二氯甲烷和乙酸 

乙酯进行液．液萃取。结果表明，使用二氯甲烷作提 

取溶剂时样品的添加回收率高于乙酸乙酯，提取液 

中的杂质峰较少，对目标峰无干扰，并且液一液萃取 

过程较简单，故选择二氯甲烷作为水样的提取溶剂。 

土壤、稻秆、糙米、稻壳样品分别选用丙酮一水、甲醇一 

水、乙腈．水的混合液进行振荡提取，试验结果表明， 

前2种提取剂对样品中的色素、脂类等杂质提取较 

多，而选用乙腈．水的混合液作提取剂可大大降低色 

素等杂质的提取量，既减少了杂质的影响，又具有较 

高的回收率。 

3．3．2 净化方法的选择 在农药残留测定中，常用 

的净化方法有液．液分配法、柱层析法、固相萃取 

(SPE)法等 。液一液分配法简单，但对植物样品 

的净化效果较差，因为稻秆、糙米和稻壳样品提取液 

中干扰杂质太多。本研究曾用c (500 mg)固相萃 

取小柱，以甲醇／水的体系进行淋洗，但不能从柱上 

完全洗脱恶唑酰草胺，回收率不理想。本研究选用 

硅胶柱层析进行净化，根据恶唑酰草胺及其3种代 

谢物的极性选用了二氯甲烷-丙酮、二氯甲烷一甲醇 

混合液进行淋洗试验。结果表明，二氯甲烷-甲醇混 

合液虽然能将恶唑酰草胺及其 3种代谢物淋洗下 

来，但由于甲醇为强极性溶剂，淋洗下来的杂质对样 

品的干扰严重，影响样品的回收率；而采用二氯甲 

烷．丙酮混合液淋洗效果较好，反复试验，最后确定 

采用二氯甲烷 ：丙酮(体积比 8：2)2O ml洗脱，不 

但净化效果比较理想，而且4种化合物均得到了比 

较满意的回收率。 

本研究采用高效液相色谱法同时测定稻田水、 

土壤、稻秆、糙米和稻壳中的恶唑酰草胺及其3种代 

谢物的残留。该方法操作简便、快速，能同时提取、 

净化和检测恶唑酰草胺及其3种代谢物，且重现性 

好。该方法的灵敏度和准确度均能达到农药残留分 

析的要求。 
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