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超声萃取-高效液相色谱测定土壤中的氯硝柳胺
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[摘要 ] 目的 建立土壤中氯硝柳胺的超声萃取-高效液相色谱检测方法。方法 土壤样品经风干研磨过筛后, 称取 10

g加入 90 m l甲醇超声萃取 3次, 应用高效液相色谱分离, 紫外检测器检测氯硝柳胺含量。结果 方法线性范围为 1~ 100

g /m ,l 检出限为 50 g /kg, 相对标准偏差为 4. 6% ( n= 7) ,样品加标回收率为 73. 0% ~ 77. 4% , 平均回收率为 75. 1%。

结论 应用超声萃取-高效液相色谱检测土壤中氯硝柳胺含量, 操作简便,定量准确, 仪器要求低, 易于普及。
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[Abstract] Objective To establish a me thod for dete rm ina tion o f n iclosam ide in so il by h igh-per fo rm ance liquid chrom atog ra-

phy (H PLC) w ith u ltrasonic ex traction. M ethods The so il w as firstly dried at room temperature and then g rounded down to a

fine granularm ater ia,l and furthe r sieved by using a coppermesh of 90 m. The s ieved so il sam ple ( 10 g) was ex tracted u ltrason-

ica lly w ith 90 m lm ethano l thrice fo r17 m in each tim e. F inally the ex tractw as concentra ted and ana ly zed byHPLC w ith an ultrav-i

o let detec to r. R esu lts The ana ly tica lm ethod w as shown to be linear in the range o f 1 100 g /m l and reached the lim it of de-

tection o f 50 g / kg. The re la tive standard dev ia tion ( RSD ) w as 4. 6% ( n = 7). The me thod accuracy w as also assessed and good

recove ry rates ( 73. 0% 77. 4% ) w ere obta ined. Conclusion The proposed m ethod based on ultrason ic ex traction w ith HPLC is

a sim ple and accurate me thod for ana ly sis of n ic losam ide in so i.l

[Key w ords] N ic losam ide; U ltrason ic extraction; H igh-perfo rmance liqu id chrom atography; Response surface m e thodo logy;

So il

氯硝柳胺 (N iclosam ide) , 化学名 4-硝基-2, 5-二氯

水杨酰苯胺, 为无臭无味的黄色粉末。氯硝柳胺对螺

类的毒性很大, 约为五氯酚钠的 5 ~ 8倍
[ 1]
。它是世

界卫生组织 (WHO )惟一推荐使用的化学灭螺药
[ 2 ]

,目

前在我国血吸虫病流行区被广泛使用
[ 3]
。虽然施药后

氯硝柳胺在土壤中持续时间及其持效时间已有报

道
[ 4-5]

,但都是定性结果, 氯硝柳胺的有效灭螺浓度、降

解情况和环境残留量等尚不清楚。因此, 建立土壤中

氯硝柳胺的检测方法十分必要。目前, 国内外分析氯
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硝柳胺的方法主要有分光光度法
[ 6]
、气相色谱法

[ 7]
和

高效液相色谱法
[ 8-10]
等。其中高效液相色谱法因操作

简单、分离效果好而使用最广。但是基于土壤样品的

氯硝柳胺分析尚未见报道。土壤中有机物的提取常采

用索氏萃取技术
[ 11]
。虽然索氏萃取法的提取效率较

高,但提取时间长 (约 12 h)。与常规的索氏萃取技术

相比, 超声萃取技术具有快速和高效的特点
[ 11]
。本研

究采用超声萃取技术提取土壤中的氯硝柳胺, 然后用

高效液相色谱法进行分析,以建立土壤中氯硝柳胺的

检测方法。

材料与方法

1 主要仪器和试剂

HP 1100型高效液相色谱仪包括 DAD紫外检测

器 (美国 Ag ilent公司 ); CSF-1A超声波发生器 (上海超
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声波仪器厂 ) ; RE 52-99旋转蒸发仪带恒温水浴 (上海

亚荣生化仪器厂 ) , SHZ-3循环水多用真空泵 (上海沪

西分析仪器有限公司 ) ; PTFE微孔滤膜 ( 0. 45 m, 美

国 A gilent公司 ) ;氯硝柳胺标准品 (纯度 > 98%, 美国

S igma公司 ) ;甲醇 (HPLC级,美国 Merck公司 ) ; M ill-i

pore超纯水 (美国 M illipore公司 )。氯硝柳胺标准储

备液 ( 1 mg /m l): 精确称取 10 mg氯硝柳胺标准品, 加

入适量甲醇作溶剂,超声浴中溶解 10m in,然后用甲醇

定容至 10m l。

2 样品制备

将风干土壤研磨后过 180孔 /25. 4 mm铜丝筛于

铝箔纸上。称取 10 g于 250 m l锥形烧瓶中, 用 90 m l

甲醇分次进行超声萃取。萃取次数和萃取时间用 Doe-

hlert
[ 12 ]
实验设计进行优化 (表 1 )。萃取物以 3 000

r/m in离心 10 m in, 合并上清液; 将上清液转移至鸡心

瓶中 (在转移过程中过 0. 45 m滤膜 ) , 在旋转蒸发仪

上浓缩至 2 m l左右,转移至 10 m l离心管中, 同时用 4

m l甲醇分两次清洗鸡心瓶, 清洗液一同加入离心管

中,然后继续在旋转蒸发仪上浓缩至 1m ,l 4 保存待

分析。

表 1 Doeh ler t设计矩阵和实验条件

Tab le 1 Doeh lert s experim en tal matrix and correspond ing experimen tal cond itions

实验

Exper iment

编码矩阵

Coded m atrix

萃取时间

Extraction time( m in)

萃取次数

Ex traction tim es

实验条件

Experim ental cond ition

萃取时间

Extraction time ( m in)

萃取次数

Extraction times

1 - 0. 50 0. 87 10 3

2 - 0. 50 - 0. 87 10 1

3 0 0 15 2

4 0. 50 - 0. 87 20 1

5 1. 00 0 25 2

6 - 1. 00 0 5 2

7 0. 50 0. 87 20 3

8 0 0 15 2

9 0 0 15 2

10 0 0 15 2

3 色谱条件

ZORBAX Ec lipse Plus C18型色谱柱, 大小为 150

mm 4. 6 mm 5 m; 选用乙腈和乙酸缓冲溶液
[ 8 ]
、乙

腈和磷酸缓冲溶液
[ 9]
、甲醇和水

[ 10]
等 3种流动相进行

实验, 流速 1. 0 m l/m in; 检测波长为 330 nm; 柱温为

40 ;进样体积 20 l。外标法峰面积定量
[ 13]
。

4 样品分析

采集 6份施用氯硝柳胺后不同时间间隔的土壤样

品, - 20 保存待分析。

结 果

1 色谱流动相的选择

用甲醇和水 ( 3 1)作流动相时, 氯硝柳胺的峰形

对称, 且保留时间较短。如图 1所示,氯硝柳胺的保留

时间为 10. 194 m in。

图 1氯硝柳胺标准品的色谱图

Fig. 1 HPLC chrom atogram of n iclosam ide

2 超声萃取条件的优化

利用响应曲面法
[ 14]
对超声萃取次数和萃取时间

进行实验。两因素的 Doehlert设计矩阵被用于实验设

计。所有实验均随机进行以减少系统误差。加标回收

率作为响应值来评价萃取效率。通过最小二乘回归,

可得到一个二阶回归模型:
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加标回收率 = - 94. 740 63 + 6. 538 08X 1 +

101. 632 50X 2 - 0. 199 23X 1
2
- 21. 681 87X 2

2
。

图 2 萃取时间和萃取次数的响应曲面图

Fig. 2 R esponse surface p lot of extraction tim e

and extraction cycle

X 1、X 2分别代表萃取时间和萃取次数。方差分析

显示该模型具有统计学意义 ( P < 0. 01)。基于模型方

程得到响应曲面图如图 2所示,图中 X、Y、Z轴分别代

表萃取时间、萃取次数和萃取效率。由图 2可见, 在实

验范围内萃取效率存在最大值。运用 Design-Expert

7. 0软件得到最大萃取效率对应的最佳萃取时间为

16. 4 m in, 萃取次数为 2. 3次,此时萃取效率为 78%。

3 线性范围和检测限

配制 1. 0、5. 0、10、20、50、100 g /m l不同浓度的

氯硝柳胺标准溶液, 在优化后的色谱条件下测其峰面

积,对所测数据进行回归分析,氯硝柳胺线性范围为 1

~ 100 g /m ,l 其线性回归方程为: Y = 77. 187X +

85. 065,相关系数 r
2
= 0. 999 8。以 3倍的信噪比 ( S /

N)计算,方法的检测限为 0. 05mg /kg。

4 精密度和回收率

取同一个样品, 按上述提取方法进行 7次平行实

验, 求得相对标准偏差为 4. 6%。向同一个样品加入

不同浓度标准溶液进行回收率实验, 结果见表 2, 平均

回收率为 75. 1%。

表 2 加标回收率实验

Tab le 2 Resu lts of recovery test

样品 Samp les 1 2 3 4 5 6

本底值 Background amoun ts ( g) 5. 60 5. 60 5. 60 5. 60 5. 60 5. 60

加标量 Added am ounts ( g ) 2. 00 2. 00 10. 00 10. 00 50. 00 50. 00

检测量 Detected am ounts ( g) 7. 10 7. 06 13. 34 13. 17 42. 79 43. 05

回收率 Recovery rate(% ) 75. 0 73. 0 77. 4 75. 7 74. 4 74. 9

5 样品分析

用本研究建立的方法分析了 6份在撒药后不同时

间段采集的土壤样本, 测定结果在 0. 42 ~ 33. 90

mg /kg之间。

讨 论

氯硝柳胺常用高效液相色谱法进行分析。使用

的流动相主要有乙腈和乙酸缓冲溶液
[ 8]
、乙腈和磷酸

缓冲溶液
[ 9]
以及甲醇和水

[ 10]
。由于样品性质不同,使

用的流动相种类或配比就会有差异。因此, 本研究参

照文献分别使用上述流动相进行分析。结果显示, 在

乙腈和乙酸缓冲溶液以及乙腈和磷酸缓冲溶液组成

的流动相中氯硝柳胺峰型漂移严重,而且出峰时间较

长;甲醇和水流动相能很好地分离氯硝柳胺, 且出峰

时间短,因此,本研究使用甲醇和水作为流动相。接

着使用了不同比例的甲醇和水进行实验, 结果发现,

当比例为 3 1的甲醇和水作流动相时,氯硝柳胺的峰

形对称,且保留时间较适宜。

与常规萃取技术相比, 超声波辅助萃取具有快

速、价廉、高效等特点
[ 11]
。就超声萃取技术而言, 萃取

时间和萃取次数是影响目标成分提取效率的重要因

素
[ 15]
。常用的优化实验采用的是单因素分析,费时且

不能研究因素间的交互作用。响应曲面法不仅能够

反映出各个研究因素对响应值的影响,亦能反映出因

素间交互作用, 并以三维立体图像揭示出这种内在联

系。Doehlert设计是一种响应面设计, 对于两因素而

言,它是效率最高的实验设计方法。本研究利用响应

曲面法对萃取时间和萃取次数这两个因素进行研究,

分别得到二阶回归模型和响应曲面图,清楚显示萃取

时间和萃取次数对萃取效率有显著影响, 且两因素间

无交互作用。

在优化的萃取条件和色谱分析条件下, 方法在

1~ 100 g /m l浓度范围具有良好的线性关系, 且方法
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的精密度和加标回收率均满足痕量分析要求。

本研究首次建立了土壤中氯硝柳胺的超声萃取-

高效液相色谱检测方法。样品前处理方法简单、操作

快速、定量准确, 是检测土壤中氯硝柳胺残留量的可

行方法,而且仪器要求低, 具有一定的应用推广价值。
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为了系统、准确掌握山区血吸虫病流行动态和趋势, 为制

定山区血吸虫病防治策略提供科学依据, 2005~ 2007年选择西

昌市川兴镇新农村为血吸虫病疫情监测点进行血吸虫病监测。

1 内容与方法

1. 1 螺情调查 每年春季对监测点内各类环境采用系统抽样

结合环境抽查法普查 ,框距 5~ 10 m,捕获框内全部钉螺用压碎

法检查有无血吸虫感染。

1. 2 人群病情调查 每年对监测点 6岁以上全部常住居民采

用间接血凝试验 ( IHA )进行筛查,阳性者 ( IHA滴度 1 10)采

用 Kato-Katz法 ( 1粪 3检 )进行病原学检查。

1. 3 家畜病情调查 以在有螺地带敞放的家畜为监测对象,

采用塑料杯顶管孵化法进行检查。

2 结果

2. 1 人畜病情 2005 ~ 2007年人群血吸虫感染率分别为

2. 57%、1. 67% 、0. 27% (表 1)。年龄分布以 60岁以上年龄组

为最高,职业分布以农民为最高。 2005~ 2007年共检查水牛、

马、骡、驴等家畜 16头 (匹 ) ,均未发现阳性。

表 1 2005~ 2007年西昌市血吸虫病监测点人群血吸虫感染率和感染度

年份
检查

人数

血检

阳性人数

血检阳性率

(% )

粪检

人数

粪检

阳性人数

感染率

(% )

病人

EPG

人群

EPG

2005 778 205 26. 35 198 20 2. 57 20. 43 0. 13

2006 779 128 16. 43 128 13 1. 67 10. 66 0. 04

2007 739 97 13. 13 97 2 0. 27 17. 89 0. 01

表 2 2005~ 2007年西昌市血吸虫病监测点螺情

年份
调查面积

( m2 )

有螺面积

( m2 )
活螺数

阳性

螺数

活螺密度

(只 /0. 1 m2 )

感染螺密度

(只 /0. 1 m2 )

钉螺感染率

(% )

灭螺面积

( m2 )

2005 37 620 16 240 4 247 0 1. 13 0. 00 0. 00 10 780

2006 37 770 15 060 4 238 0 1. 12 0. 00 0. 00 17 430

2007 38 650 13 030 3 304 0 0. 85 0. 00 0. 00 39 090

2. 2 螺情 2005~ 2007年钉螺面积、活螺密度略有下降 ,未查

见阳性钉螺 (表 2)。

3 讨论

西昌市属大山型血吸虫病重流行区, 经过连续 3年人畜防

治, 人群血吸虫感染率从 2. 57%降至 0. 27% , 下降明显。 3年未

查见阳性钉螺,这可能与沟渠硬化及加强灭螺有关。今后要进

一步改造有螺环境, 加大防治力度, 以尽早达到血吸虫病传播

控制标准。
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