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　　摘要：为了监测土壤中有机化合物污染状况，建立同时测定土壤中联苯与间羟基苯甲酸残留量的高效液相色谱方
法。土壤样品以甲醇和水（４∶１）作为溶剂进行提取，漩涡混匀后再进行超声提取、离心过滤，在２４０ｎｍ波长下对样品
中联苯与间羟基苯甲酸进行测定。结果表明，间羟基苯甲酸与联苯得到很好的分离，标准曲线在０．３～１５．０μｇ／ｍＬ浓
度范围内呈线性关系，相关系数≥０．９９，保留时间分别为２．８、８．０ｍｉｎ；０．５～１０．０μｇ／ｍＬ添加浓度范围内，联苯、间羟
基苯甲酸在土壤中的平均回收率分别为８９．０３％～１０３．０４％、７９．８２％～１００．４８％，相对标准偏差为０．７６％ ～２．４９％、
１．１６～４．５７，该方法得到间羟基苯甲酸的定量限为０．１μｇ／ｍＬ，联苯为０．２μｇ／ｍＬ。该方法适用于土壤中联苯与间羟
基苯甲酸残留的同步快速检测。
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　　目前世界上化学农药年产量近２００万 ｔ，约有１０００多种
人工合成化合物被用作杀虫剂、杀菌剂、杀藻剂、落叶剂等类

农药。施用于作物上的农药将附着于作物上，或散落在土壤、

大气和水等环境中，环境残留农药中的一部分又会被植物吸

收，造成农药污染问题。其中，联苯与间羟基苯甲酸是农业和

化工生产中常用的一类有机物。联苯是２个苯基相连形成的
化合物，为重要的有机原料，衍生物包括联苯胺、联苯醚、八溴

联苯醚、多氯联苯等，其残留可对人体健康产生危害［１－３］，主

要损害人体的神经系统和消化系统，高浓度接触对呼吸道和

眼睛有明显刺激作用。间羟基苯甲酸用于制备除草剂、杀菌

剂，对人体健康及生态环境会造成一定危害。目前，关于联苯

与间羟基苯甲酸的液相、气相和质谱等检测方法主要集中在

蔬菜［４］、水果［５－６］、尿液［７］、化妆品［８］和食品［９－１１］中，且以单

成分测定为主，而有关土壤中联苯与间羟基苯甲酸残留的检

测方法少有报道。为了监测土壤中苯类化合物污染状况，本

研究建立了同时测定土壤中联苯与间羟基苯甲酸残留的高效

液相色谱方法，对农产品安全中关于苯类化合物污染问题的

研究以及评价土壤风险具有重要的学术价值和现实意义。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００Ｓｅｒｉｅｓ高效液相色谱系统，配备 ＤＡＤ和

ＶＷＤ检测器（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＫＱ－１００ＤＥ数控超声波仪
（昆山市超声仪器有限公司）；ＸＷ－８０Ａ涡旋混合器（上海琪
特分析仪器有限公司）；ＨＹ－４调速多用振荡器（江苏常州国
华电器有限公司）；ＤＥＬＴＡ３２０型ｐＨ计和ＡＬ２０４电子分析天
平（梅特勒一托利多仪器上海有限公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水仪

（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
联苯标准品，质量分数≥ ９９．０％；间羟基苯甲酸标准品，

质量分数≥ ９９．０％（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；甲醇，色谱纯（美国
ＴＥＤＩＡ公司）；乙腈，色谱纯（美国 ＲＯＥＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ．）；磷酸
二氢钠，分析纯（南京化学试剂有限公司）；磷酸，分析纯（江

苏南京化学试剂一厂）；蒸馏水为双蒸水。

联苯与间羟基苯甲酸混合标准储备液的配制：精确称取

联苯和间羟基苯甲酸标准品各１０．０ｍｇ于１００ｍＬ棕色容量
瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，配成标准储备液，质量浓度

为１００μｇ／ｍＬ，－２０℃避光存放。
１．２　样品前处理

准确称取２．０ｇ试样于５０ｍＬ具塞离心管内，加入２ｍＬ
水和８ｍＬ甲醇，涡旋１ｍｉｎ后，超声提取２０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液过０．２２μｍ微孔滤膜后供高效液
相色谱测定。

１．３　色谱条件
色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８（４．６ｍｍ ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流

动相：０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠（磷酸调ｐＨ值至３．５）∶甲醇＝
３５∶６５（Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ。检测器：二极管阵列检测
器，波长为２４０ｎｍ；柱温：３０℃；进样体积：２０μＬ。上述液相
色谱操作条件，可根据不同仪器特点，适当调整操作参数以期

获得最佳效果。

１．４　样品添加回收率和精密度测定
准确称取２．０ｇ空白土壤样品，置于５０ｍＬ具塞离心管

内，分别加入一定体积的联苯与间羟基苯甲酸的混合标准溶

液，配成０．５、１．０、１０．０μｇ／ｍＬ的加标样品，混匀后静置，按照
“１．２”节的提取方法进行加标回收试验。

２　结果与分析

２．１　色谱条件优化
２．１．１　检测波长的确定　利用紫外分光光度计对联苯和间
羟基苯甲酸标准品溶液进行全波长扫描（２００～４００ｎｍ）。结
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果表明，联苯与间羟基苯甲酸在２２０ｎｍ处有最大吸收峰，通
过在二极管陈列检测器（ＤＡＤ）上设定２２０、２４０、２６０、２８０ｎｍ
对样品进行测定，发现２４０ｎｍ作为检测波长时，样品基质干
扰少，而仪器的响应值也较高。因此，为了获得准确的目标物

和降低样品检测限，最终选择检测波长为２４０ｎｍ。
２．１．２　流动相的选择　试验比较了乙腈 －磷酸二氢钠
（００５ｍｏｌ／Ｌ）和甲醇－磷酸二氢钠（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）二元体系作
为流动相对目标化合物分离效果的影响。结果表明，在乙

腈－磷酸二氢钠（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）体积比为６５∶３５时，联苯的出
峰时间在２．４ｍｉｎ左右，间羟基苯甲酸的出峰时间在４．７ｍｉｎ
左右，分离度一般。当加大磷酸二氢钠的比例后，联苯的出峰

时间往后推移，而间羟基苯甲酸的出峰时间提前；当流动相乙

腈－磷酸二氢钠（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）体积比为４０∶６０时，组分未能
出峰。在甲醇－磷酸二氢钠（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）体积比为７０∶３０
时，联苯的出峰时间在７．９ｍｉｎ左右，而间羟基苯甲酸则没有
分离出来；在甲醇 －磷酸二氢钠（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）体积比为
６５∶３５时，间羟基苯甲酸和联苯的出峰时间分别为２．８ｍｉｎ
和８．０ｍｉｎ左右；当甲醇－磷酸二氢钠（０．０５ｍｏｌ／Ｌ）体积比
为６０∶４０时，联苯的出峰时间在１１．４ｍｉｎ左右，分析时间较
长。流动相的ｐＨ值对目标化合物的分离有影响，用磷酸调
整流动相中磷酸二氢钠溶液的 ｐＨ值至３．５时，各组分保留
时间稳定，且峰形好，分离度佳，１０ｍｉｎ内２组分可完全分离，
有效地缩短了分析时间，因此选用甲醇 －磷酸二氢钠
（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为３．５）体积比为６５∶３５作为流动相组
成，以提高检测的灵敏度和效率。

２．２　样品前处理条件的选择
２．２．１　提取溶液的选择　本研究参考文献［６，１１－１３］以及
联苯、间羟基苯甲酸的理化性质，采用了多种溶剂及其组合对

土壤添加样品进行提取效果比较。样品用体积比为４∶１的
乙腈和水提取时，提取液中杂质较多，杂质峰干扰严重；用体

积比为３∶２的甲醇和水提取时，提取率和回收率较低；用体
积比为４∶１的甲醇和水提取时，样品提取回收率高，杂质干
扰少。根据上述结果，试验选择体积比为４∶１的甲醇和水组
合作为提取溶剂进行研究。

２．２．２　提取条件的选择　参照文献［１４］，比较加入提取溶
液的土壤样品在振荡器振荡２０ｍｉｎ和超声波提取２０、３０ｍｉｎ
条件下的提取效果，结果表明超声波提取的效果要优于振荡

器振荡，而超声波２０ｍｉｎ和３０ｍｉｎ的提取效果并无显著差
异。试验采用超声波提取的方法。

２．３　方法的线性与样品色谱图
２．３．１　标准曲线和线性关系　将配置好的１００μｇ／ｍＬ联苯
及间羟基苯甲酸的标准储备液稀释为 ０．３、０．５、１．０、２．０、
４０、１０．０、１５．０μｇ／ｍＬ的系列标准工作液，按“１．３”节所选
定的色谱条件进行检测分析，每个浓度梯度的标准液重复测

定３次，取平均值。以峰面积定量，对所测数据进行线性回
归，结果见图 １和图 ２，表明联苯和间羟基苯甲酸在 ０．３～
１５．０μｇ／ｍＬ质量浓度范围内，峰面积（ｙ）与进样浓度（ｘ）线
性关系良好，相关系数≥０．９９。
２．３．２　色谱图和保留时间　在试验选定的色谱条件下，测得
间羟基苯甲酸与联苯的保留时间分别为２．８、８．０ｍｉｎ。色谱
峰形较好，杂质峰与分析物峰分离度较好（图３）。
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２．４　方法的回收率、精密度和定量限
样品添加按照“１．４”节所述方法进行，每个浓度设４个

重复。按“１．２”节所述前处理方法制备样品，按“１．３”节所述
方法进行分析，结果见表 １、表 ２，联苯回收率为 ８９．０３％ ～
１０３．０４％，间羟基苯甲酸回收率为７９．８２％ ～１００．４８％，相对
标准偏差均小于５％。分析方法在不同加标浓度下具有很好
的回收率和稳定性。按照定量限的定义，即分析方法能够以

合理的精确度和回收率从样品的背景信号中检测出待测物存

在时需要的最低浓度［１５－１６］，本方法得到间羟基苯甲酸的定量

限为０．１μｇ／ｍＬ，联苯为０．２μｇ／ｍＬ。
表１　土壤样品中联苯的添加回收率

添加浓度

（μｇ／ｍＬ）
测定浓度

（μｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
相对标准差

（％）

０．５ ０．４８４８ ９６．９６ ２．４９
０．５０３４ １００．６７
０．５０８４ １０１．６９

１．０ １．０２５３ １０２．５３ ０．７６
１．０３０４ １０３．０４
１．０１５２ １０１．５２

１０．０ ８．９０３４ ８９．０３ １．２４
８．９６７６ ８９．６８
９．１２１３ ９１．２１

表２　土壤样品中间羟基苯甲酸的添加回收率

添加浓度

（μｇ／ｍＬ）
测定浓度

（μｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
相对标准差

（％）

０．５ ０．４９０２ ９８．０５ １．４１
０．５０２４ １００．４８
０．５０２４ １００．４８

１．０ ０．９７６４ ９７．６４ １．１６
０．９６４２ ９６．４２
０．９５４１ ９５．４１

１０．０ ７．９８１６ ７９．８２ ４．５７
８．０１６２ ８０．１６
８．０７２０ ８０．７２

３　结论

本研究建立了同步快速测定土壤中联苯与间羟基苯甲酸

残留的高效液相色谱方法，用甲醇－水（体积比４∶１）和超声
波的方法提取试样中残留的目标物，离心分离后供仪器测定，

该方法前处理步骤简单，净化效果理想，分离度和重现性好。

通过对实际样品的检测，验证了本方法的实用性，能为土壤中

该类化合物残留检测新方法的建立提供参考价值。
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