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对比分析不同方法提取土壤中的二氯喹啉酸
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摘要　本文采用４种常用方法分别对福建田土中添加的二氯喹啉酸进行了提取，并采用高效液相色谱法对其添加

回收率进行了测定，对比分析表明，当二氯喹啉酸添加浓度为１．２５μｇ／ｇ时，方法二即氢氧化钠溶液提取、乙酸乙酯

净化法回收率最高，约为７０％，且杂质峰较小，基线平稳，峰形较对称；重复性高，两次生物学试验的平均回收率无

显著差异，均略高于７０％。方法一即乙腈磷酸水溶液提取、氯化钠净化法，回收率较高，但杂质峰较高，基线不平

稳。方法三即硼砂甲醇溶液提取、二氯甲烷净化法，虽然杂质峰小、基线平稳、峰形较好、但回收率低，约为５０％。

方法四即甲醇磷酸水溶液直接提取法，因提取液难以在旋转蒸发仪中浓缩，因此未继续检测。综合结果表明，方法

二最适用于福建省水稻田二氯喹啉酸的提取。

关键词　二氯喹啉酸；　高效液相色谱法；　土壤
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　　二氯喹啉酸，即３，７二氯喹啉８羧酸，商品名为

快杀稗、杀稗灵和神锄等，是德国巴斯夫公司在１９８４

年开始推广的一种激素型喹啉酸类除草剂，对防除水

稻田稗草具有特效选择性［１］，在水稻田广为应用。目



２０１７

前，已登记的有效成分含二氯喹啉酸的除草剂厂家

及产品信息多达１５２条（中国农药信息网）。二氯

喹啉酸通过单子叶植物根部吸收进入植物茎部，并

在茎部诱导形成１氨基环丙烷１羧酸（ＡＣＣ），随

后ＡＣＣ在ＡＣＣ氧化酶的作用下转换成乙烯和氰

化物，随着乙烯和氰化物的积累最终毒害植物起到

杀灭植物的作用［２］。

二氯喹啉酸在水稻田防除稗草效果好，残效期

长，但是残留的二氯喹啉酸对后茬轮作作物尤其是

茄科和豆科植物容易产生药害［３４］。在美国阿肯色

州水稻田施用二氯喹啉酸后其附近水域二氯喹啉酸

的残留量可达μｇ／Ｌ级
［５］；利用测渗计模拟水稻田

施用二氯喹啉酸的环境行为，结果表明９５％二氯喹

啉酸残留在水稻田３０ｃｍ表层土壤中
［６］。１９９８年－

２００２年，广东省烟区出现了水稻田施用二氯喹啉酸引

发后茬烟草大面积生长畸形［７８］。有报道称土壤中危

害烟株生长的二氯喹啉酸阈值为０．０１μｇ／ｍｇ
［９］，而

我国水稻田的二氯喹啉酸除草剂的使用量远高于该

浓度。因此，检测农田土壤中的二氯喹啉酸残留量

在生产中具有重要意义。

二氯喹啉酸的常用测定方法有液相色谱法［１０１１］

和气相色谱法［７］，有些采用毛细管电泳法［１２］，但应

用很少。虽然气相色谱法的检测灵敏度高，但由于

其前处理较为复杂，因此液相色谱法应用更为广泛。

利用液相色谱法检测土壤中残留的二氯喹啉酸的方

法很多，但是不同土壤样品适合的方法有差异［１３］。

本文采用高效液相色谱测定法，以福建田土为样本，

对４种常用的从土壤中提取二氯喹啉酸的方法进行

对比分析，以期获得一种最适用于福建省水稻田土

壤的残留检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料

供试土壤：取自福建农林大学未施用过二氯喹

啉酸的试验田表层土壤。

１．２　试剂

二氯喹啉酸标准品（９９．９％）购自北京勤诚亦信

科技开发有限公司；蒸馏水购自屈臣氏公司；色谱级

甲醇（ＨＰＬＣ）购自默克公司；甲醇、磷酸、氢氧化钠、

乙酸乙酯、硼砂、二氯甲烷均为分析纯，购自国药化

学集团有限公司。

１．３　仪器

高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型ＤＡＤ检测器）；

旋片真空泵（ＺＸＺ１型，浙江黄岩天龙有限公司）；全自

动高压灭菌锅（日本三洋公司）；离心机（Ｍｕｌｔｉｆｕｇｅ

Ｘ１Ｒ，Ｔｈｅｒｍｏ）；数控超声波清洗器（ＫＱ５００ＤＢ型，

昆山市超声仪器公司）；鼓风干燥箱（精宏有限公

司）；振 荡 器 （ＳＰＨ２１０２，Ｓｈｉｐｉｎｇ）；电 子 天 平

（ＦＡ１２０４Ｂ，上海精密仪器有限公司）。

１．４　试验方法

１．４．１　高效液相色谱法的检测条件

流动相为甲醇＋０．５％乙酸（体积比为６５∶３５）；流

速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为４０℃；检测波长为２４０ｎｍ；进

样体积为１０μＬ；色谱分离柱为Ｃ１８柱（４．６ｎｍ×

２５０ｎｍ，５μｍ，安捷伦）。在该条件下，二氯喹啉酸

的出峰时间为３．７ｍｉｎ。

１．４．２　制作标准曲线

以色谱级甲醇为溶剂配制５００μｇ／ｍＬ二氯喹

啉酸标准储备溶液，再用色谱级甲醇稀释得到０．１、

０．２、０．５、１．０、２．０、５．０和１０．０μｇ／ｍＬ二氯喹啉酸

系列标准工作溶液。将标准溶液分别进样，每个浓

度进样３次，求目标峰峰面积的平均值，将获得的峰

面积与药液浓度作图，求相关系数。

１．４．３　土壤样品的提取方法

采用下列４种方法分别提取土壤中的二氯喹啉

酸，每种方法重复２次，每重复进样２次。

方法一：称取１０ｇ土壤于１５０ｍＬ三角瓶中，加

入１ｍＬ１２．５μｇ／ｍＬ的二氯喹啉酸药液，于２０℃

１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床内振荡摇匀２４ｈ。然后加入

５０ｍＬ乙腈和０．０５％磷酸水溶液混合液（犞∶犞＝３∶２），

超声２０ｍｉｎ，然后置于摇床中振荡提取１．５ｈ（２５℃，

１５０ｒ／ｍｉｎ），随后将混合液转移到离心管中，５０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，取上清液转移到装有７ｇ氯化钠的具塞量

筒中，剧烈振荡３０ｓ，静置分层后取上清液。上清液

用旋转蒸发仪浓缩至近干，再用６ｍＬ蒸馏水超声溶

解，过预处理好的Ｃ１８固相萃取柱（预处理依次用

６ｍＬ甲醇和６ｍＬ超纯水淋洗），控制流速小于

０．５ｍＬ／ｍｉｎ；再用３ｍＬ蒸馏水清洗浓缩瓶并过Ｃ１８

柱；然后用３ｍＬ甲醇洗脱，重复２次，收集所有洗脱

液，用旋转蒸发仪于３５℃下浓缩至近干，最后用

１．０ｍＬ色谱级甲醇定容，过０．２２μｍ滤膜，收集滤液

供液相色谱测定。

方法二：参考郑雄志等［１４］的方法。称取１０ｇ土

壤样品于１５０ｍＬ三角瓶中，加入１ｍＬ１２．５μｇ／ｍＬ

的二氯喹啉酸药液，置于２０℃１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床

内振荡摇匀２４ｈ。然后加入３０ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ氢氧

化钠溶液，振荡提取２．５ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；
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取上清液用磷酸调ｐＨ约为２．５，加入１５ｍＬ乙酸

乙酯激烈振荡萃取２次，每次振荡５ｍｉｎ；收集合并

乙酸乙酯相，用旋转蒸发仪于３５℃下浓缩至近干，

最后用１．０ｍＬ色谱级甲醇定容，过０．２２μｍ滤膜，

收集滤液供液相色谱测定。

方法三：参考陈泽鹏等［１５］的方法。称取１０ｇ土

壤样品于１５０ｍＬ三角瓶中，加入１ｍＬ１２．５μｇ／ｍＬ

的二氯喹啉酸药液，于２０℃１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床

内振荡摇匀２４ｈ。然后加入１２ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ的

硼砂缓冲液和２０ｍＬ甲醇，于２５℃摇床中振荡提取

５ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液用盐酸调ｐＨ

值到１～２，加入１０ｍＬ二氯甲烷萃取３次，弃去水

层，合并二氯甲烷相并用旋转蒸发仪于３５℃下浓缩

至近干，最后用１．０ｍＬ色谱级甲醇定容，过０．２２

μｍ滤膜，收集滤液供液相色谱测定。

方法四：参考张倩等［１１］的方法。称取１０ｇ土壤

样品于１５０ｍＬ三角瓶中，加入１ｍＬ１２．５μｇ／ｍＬ

的二氯喹啉酸药液，置于２０℃１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇

床内振荡摇匀２４ｈ。然后加入３０ｍＬ甲醇和

０．０１％磷酸水溶液混合液（犞∶犞＝３∶１），振荡提取

１ｈ，将提取液转移到离心管中，于５０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，取上清液用旋转蒸发仪于３５℃下浓缩至近干，

最后用１．０ｍＬ色谱级甲醇定容，过０．２２μｍ滤膜，收

集滤液供液相色谱测定。

１．４．４　提取方法的稳定性

将原浓度１２．５μｇ／ｍＬ及低浓度１．０μｇ／ｍＬ二

氯喹啉酸药液１ｍＬ添加于土壤中，选择上述回收

率最高的一种方法，再次测定不同浓度药剂的添加

回收率，每个处理重复２次。

１．４．５　数据分析

二氯喹啉酸的回收率按下面公式计算，其中

Ａ２和Ａ１分别是不同处理提取的二氯喹啉酸浓度

的峰面积和标准溶液二氯喹啉酸的峰面积。不同

处理之间的回收率差异采用ＳＰＳＳ软件中的ＬＳＤ

方法进行比较。

回收率（％）＝Ａ２／Ａ１×１００。

２　结果与分析

２．１　标准曲线制作

按１．４．１的分离条件，测得在０．１～１０μＬ／ｍＬ

之间二氯喹啉酸浓度与峰面积间的线性相关系数狉

为０．９９；表明二氯喹啉酸浓度在０．１～１０μｇ／ｍＬ之

间与响应值具有良好的线性关系（图１）。

图１　高效液相色谱法检测二氯喹啉酸的标准曲线

犉犻犵．１　犜犺犲狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳狇狌犻狀犮犾狅狉犪犮犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱狑犻狋犺

犺犻犵犺狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲犾犻狇狌犻犱犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔

２．２　不同提取方法对二氯喹啉酸的分离情况

利用方法一、二和三提取土壤样品中的二氯喹

啉酸，并采用１．４．１的液相色谱的检测条件可以有

效地将二氯喹啉酸与土壤中的其他杂质分离开（图

２）。其中，方法一的杂质含量较高，目标峰较小且峰

形不对称；方法二杂质峰较小，目标峰形状较对称，

峰度最高；方法三杂质峰小，但目标峰较小即回收率

较低；方法四在提取过程中，由于最后浓缩一步很难

在短时间内完成，放弃继续检测。综合认为方法二

的提取方法效果最佳。

图２　利用高效液相色谱对不同方法提取的土壤中

二氯喹啉酸进行分离的色谱图

犉犻犵．２　犎犘犔犆犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳狇狌犻狀犮犾狅狉犪犮狊犲狆犪狉犪狋犲犱犳狉狅犿

狊狅犻犾狌狊犻狀犵犱犻犳犳犲狉犲狀狋犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊

２．３　不同提取方法对二氯喹啉酸的回收率

方法一、二和三对添加浓度为１．２５μｇ／ｇ的二氯

喹啉酸的回收率分别为６６．１３％、７１．１８％和４９．２９％
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（表１）。可以看出，不同方法的出峰时间均比较稳

定；方法一和方法二的回收率高于方法三，但是方法

二和方法三的重复性高于方法一。因此，综合认为

方法二是最佳的提取方法。

表１　不同土壤提取方法的二氯喹啉酸回收率１
）

犜犪犫犾犲１　犚犲犮狅狏犲狉狔狅犳狇狌犻狀犮犾狅狉犪犮犲狓狋狉犪犮狋犲犱犳狉狅犿狊狅犻犾犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲狋犺狅犱狊

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

保留时间／ｍｉｎ　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

重复１Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ１ 重复２Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ２

回收率／％　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

重复１Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ１ 重复２Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ２

平均回收率／％

Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

方法一 ３．５４３ ３．５４７ ６１．７７ ７０．４８ ６６．１３

方法二 ３．５７５ ３．５７２ ７１．９７ ７０．３８ ７１．１８

方法三 ３．５７５ ３．５４９ ５０．８９ ４７．６９ ４９．２９

　１）方法四因在提取过程提取液难以浓缩，因此弃之不再检测。

Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｑｕｉｎｃｌｏｒａｃｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｆｏｕｒｔｈｍｅｔｈｏｄｗａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｂｅｃａｕｓｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙｉｎｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｒｏｔａｒｙｅｖａｐｏｒａｔｏｒｓ．

２．４　方法二回收率的稳定性

根据２．２和２．３试验结果可知方法二是最优的

提取方法，因此通过再次测定原浓度的添加回收率

及低浓度的添加回收率确定该方法的稳定性，结果

表明相同浓度的两次生物学重复试验回收率没有差

异，回收率稳定在７０％以上。添加低浓度的二氯喹

啉酸，其回收率为４６．７５％，显著低于高浓度的回

收率。

表２　利用方法二提取对不同添加浓度二氯喹啉酸的回收率１
）

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狉犲犮狅狏犲狉狔狅犳狇狌犻狀犮犾狅狉犪犮狊狆犻犽犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犻狀狋犺犲狊犲犮狅狀犱犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱

试验

Ｔｅｓｔ

添加浓度／μｇ·ｇ
－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

保留时间／ｍｉｎ　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

重复Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ１ 重复２Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ２

回收率／％　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

重复Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ１ 重复２Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ２

平均回收率／％

Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

试验一 １．２５ ３．５７５ ３．５７２ ７１．９７ ７０．３８ （７１．１８±１．１２）ａ

试验二 １．２５ ３．４７１ ３．４６０ ６８．２７ ７３．６０ （７０．９４±３．７７）ａ

试验二 ０．１ ３．４７８ ３．４８２ ４７．３８ ４６．１１ （４６．７５±０．９０）ｂ

　１）同列数据后跟有不同字母表示存在显著差异（犘＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｈｅｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５）．

３　结论与讨论

本研究对福建土壤中的二氯喹啉酸进行分离的

色谱条件为：流动相为甲醇＋０．５％乙酸（体积比为

６５∶３５）；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为４０℃；检测波

长为２４０ｎｍ；进样体积为１０μＬ；色谱分离柱为Ｃ１８

柱（４．６ｎｍ×２５０ｎｍ，５μｍ），采用该条件可以将土

壤中的二氯喹啉酸和其他杂质分离开来。也有其他

研究报道采用不同的流动相组分［１１］，或者不同的甲

醇乙酸比例［１０，１３］进行分离，但是共同点都是流动相

为甲醇酸性水溶液，因此不同的试验条件和不同的

样品，在应用分离条件前应进行测试，选用分离效果

最优的方法。

在上述检测条件下，本研究使用的方法二，即氢

氧化钠溶液提取、乙酸乙酯净化法回收率最高，约为

７０％，且杂质峰较小、基线平稳、峰形较对称，而且重

复性高。当二氯喹啉酸浓度低至０．１μｇ／ｇ时，该方

法回收率有所降低，但依然可达到５０％左右。因

此，本方法可作为检测田间土壤二氯喹啉酸残留量

的参考方法。采用该方法提取不同土壤样品时，需

要注意调节ｐＨ值，以保证离心过程杂质充分沉淀。

方法一，即乙腈磷酸水溶液提取、氯化钠净化

法，虽然也有较高的回收率，但杂质峰也比较高，基

线不平稳，同时在过Ｃ１８固相萃取柱时，流速不同对

回收率的影响极大，流速快的回收率远低于流速慢

的，因此若采用此方法试验过程中应尽量减缓流速，

以保证提取质量。方法三，即硼砂甲醇溶液提取、二

氯甲烷净化法，虽然回收率低，约５０％，但杂质峰

小、基线平稳、峰形较好，如果是检测二氯喹啉酸含

量较高的样品时，也可考虑采用此方法。
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