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摘!要!建立了快速'可同时测定复硝酚钠原药中 *!硝基!"!甲氧基苯酚钠$2M#%'二水合 -!硝基苯

酚钠$2M"%和 "!硝基苯酚钠$2M&% & 种有效成分的高效液相色谱$J:74%分析方法( 通过对流动

相和检测波长的优化&得到&种成分的最佳色谱体系( 采用 E/@>-B&VM?4

#,

色谱柱$"*$ 002

-*' 00&*

"

0%&以X$甲醇%3X$水% 4'$3-$ 为流动相进行洗脱&流速 #*$ 0750>"&柱温 &$ a&在

&&* "0波长下&& 种有效成分在 ( 0>"内能达到基线分离( 2M#'2M" 和2M& 的峰纯度因子均大于

%%%)线性范围分别为 $*' 0",'*('$** 0*#,** 和 $** 0"("*$ 0G57&相关系数 H均大于 $+%%%)定

量限$7QP%分别为 $*''$** 和 $** 0G57)其质量分数分别为 #**,Y'*$*$Y和 &&+$Y&标准偏差

分别为 #*(Y'#*$Y和 #*&Y( 该方法可在较短时间内使在色谱柱上不易保留和分离的复硝酚钠

中的 & 种组分同时分离&操作简单'快捷&结果准确'可靠&为复硝酚钠原药的质量控制提供了一种

准确可行的分析方法(

关键词!复硝酚钠)*!硝基 " 甲氧基苯酚钠)-!硝基苯酚钠)"!硝基苯酚钠)高效液相色谱)定量检测

70-##$*&%'%5R*>BB"*#$$,!(&$&*"$#&*$-*#"

中图分类号!2-,"*-(Q'*(*(#!!!文献标志码!8!!!文章编号!#$$,!(&$&!"$#&"$-!$-&%!$'
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#
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#

#!K83L2,&"G$>("G

"
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#
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#

!#QM-@26P1H6N1H@1.8'N-(H6N-F R-ANB6'6(-K-'N&' /H1OA#B&'&ANH@1.$(H&>,EN,H-Z

8'AN&N,N-1.RE6'NRH1N->N&1'#/$$)#L-&I&'( #$$#%&#/=&'6(

"Q8'AN&N,N-.1HN=-/1'NH1E1.$(H1>=-K&>6EA#B&'&ANH@1.$(H&>,EN,H-#L-&I&'( #$$#"*#/=&'6"
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=&+&C0>"(+>)" )DB)=>%0*!">+C)G%(>(/)@(+&!2M#"#B)=>%0-!">+C)-,&")$>=&=>,#=C(+&!2M"" ("= B)=>%0

"!">+C)-,&")$>=&!2M&" >" /)0-)%"= B)=>%0">+C)-,&")@(+&+&/,">/(@0(+&C>(@!O4" .(B&B+('@>B,&=*

O,&)-+>0%0/,C)0(+)GC(-,>//)"=>+>)"B,(I&'&&" B&+%- (D+&C&$(0>"G +,&0)'>@&-,(B&("= +,&=&+&/+)C

.(I&@&"G+,*O,&=&+&C0>"(+>)" .(B/(CC>&= )%+)" (E/@>-B&VM?4

#,

/)@%0" !"*$ 002-*' 00#*

"

0"
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&$ a ("= D@).C(+&#*$ 0750>"*4)0-@&+&B&-(C(+>)" )D+,&(')I&+,C&&/)0)%"=B.(B(/,>&I&= >"

(+$ 0>" %"=&C+,&)-+>0>9&= /)"=>+>)"B*O,&=&I&@)-&= 0&+,)= .(BD%@@# I(@>=(+&=*O,&-&(S -%C>+#

D(/+)C)DB)=>%0*!">+C)G%(>(/)@(+&#B)=>%0-!">+C)-,&")$>=&=>,#=C(+&("= B)=>%0"!">+C)-,&")$>=&.&C&
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C&B-&/+>I&@##.>+, +,&>C/)CC&@(+>)" /)&DD>/>&"+BGC&(+&C+,(" $*%%%*O,&@>0>+)DN%("+>+(+>)" !7QP"

.&C&$*'#$** ("= $** 0G57*O,&/)"+&"+B)D+,&+,C&&/)0-)B>+>)"B.&C&#**,Y#*$*$Y ("=

&&+$Y#.>+, +,&>CC&@(+>I&B+("=(C= =&I>(+>)"B#*(Y##*$Y ("= #*&Y#C&B-&/+>I&@#*O,&)-+>0>9&= ("=

I(@>=(+&= 0&+,)= >B&DD>/>&"+#(//%C(+&("= &(B# +) %B&#.,>/, -C)I>=&B+,&)C# '(B>B("= C&@>('@&0&+,)=

D)C=&+&C0>"(+>)" ("= N%(@>+# /)"+C)@)D/)0-)%"= B)=>%0">+C)-,&")@(+&O4*

P?DO9CE=$B)=>%0 ">+C)-,&")@(+&(B)=>%0 *!">+C)G%(>(/)@(+&(B)=>%0 -!">+C)-,&")$>=&(B)=>%0 "!

">+C)-,&")$>=&(,>G, -&CD)C0("/&@>N%>= /,C)0(+)GC(-,#(N%("+>+(+>I&("(@#B>B

!!复硝酚钠 !B)=>%0 ">+C)-,&")@(+&"是 "$ 世纪

'$ 年代由日本旭化学工业株式会社最先发现的一

种高效植物生长调节剂#由 *!硝基邻甲氧基苯酚

钠)-!硝基苯酚钠和 "!硝基苯酚钠按一定比例混配

而成#易溶于水#可溶于甲醇)乙醇)丙酮等有机溶

剂#常温下稳定*#+

% 复硝酚钠能促进植物细胞内原

生质流动#调节和控制植物体内核酸)蛋白质及酶的

合成#从而提高植物细胞活力和作物产量*"+

% 由于

其具有低毒)无残留)无公害的优势而被联合国粮农

组织!<8Q"指定为绿色食品工程推荐的植物生长

调节剂*&+

% 复硝酚钠可激活植物的多重活性#使植

物枝繁叶茂)根系发达#可显著提高植物抗逆性及抗

病虫害能力#增加产量和改善品质*-+

% 鉴于复硝酚

钠在农业生产中的重要地位#发展高效)快捷的分析

方法就显得尤为重要%

目前关于硝基酚类化合物的检测方法主要有$

电位法**+

)分光光度法*'+

)气相色谱法*(+

)气!质联

用法*,+

)液相色谱法*%

"

#,+和液!质联用法*#%

"

"$+等%

其中用电位法和分光光度法#检测前处理比较繁琐)

干扰较多)灵敏度较差(用气相色谱检测样品需进行

酸化或衍生化后才能测定#操作比较繁琐#准确率较

低(气!质联用法和液!质联用法的检测成本较高(相

比而言#高效液相色谱法!J:74"是目前比较常用

的方法% 然而复硝酚钠的 & 种有效成分均属于硝基

酚钠盐#结构相似#不适合在正相柱上分离(其在含

水流动相中可解离成钠离子及硝基酚阴离子#而这

些阴离子在反相柱上需要对流动相进行优化后才能

有效分离#并且 & 个化合物的紫外吸收差异很大#若

波长选择不当#则一些组分不易被检测到或响应值

很低% 因此#流动相和检测波长的选择对于复硝酚

钠有效成分的定量分析至关重要% 目前#在已报道

的采用J:74测定复硝酚钠有效成分含量的方法

中#在流动相和波长的选择上差别很大#普遍存在分

析时间长)所选波长一般只适用于单个组分的分析等

问题% 本研究采用常用的4

#,

色谱柱#通过对流动相

和检测波长的优化#建立了对复硝酚钠原药中 & 种

有效成分同时进行定量分析的J:74新方法%

!#材料与方法

!:!#仪器%药品与试剂

8G>@&"+#"'$ 高效液相色谱系统$包括 L#&##4

P%(+泵)L#&"%?自动进样器)L#&#'8柱温箱)

L#&#*M二 极 管 阵 列 检 测 器 ! M8M") 8G>@&"+

4,&02+(+>)" 色谱工作站 !美国 8G>@&"+公司 "(

A>@@>PC&D&C"/&超纯水纯化系统!美国 A>@@>-)C&公

司"(TP&"$$?型超声波清洗器!昆山市超声仪器有

限公司"(<E"$T:@%B实验室 -J计*梅特勒!托利多

仪器!上海"有限公司+%

*!硝基!"!甲氧基苯酚钠标准品 !2M##纯度

%,+#,Y#阿达玛斯!8=(0(B"试剂有限公司")二水

合 -!硝基苯酚钠标准品 !2M"#纯度 %,*"#Y#

8=(0(B试剂有限公司"( "!硝基苯酚钠标准品

*2M&#纯度 %%*%$Y#O41!上海"发展有限公司(复

硝酚钠原药!浙江天丰生物科学有限公司"(甲醇)

乙腈为色谱纯!<>B,&C2/>&"+>D>/"(水为色谱用超纯

水(其余试剂均为国产分析纯%

!:%#标准溶液的配制

分别准确称取经干燥剂干燥至恒重的 *!硝基!

"!甲氧基苯酚钠 !2M# ")二水合 -!硝基苯酚钠

!2M""和 "!硝基苯酚钠!2M&"标准品各 *$ 0G!精

确至 $*$$$ " G"#用甲醇超声溶解并定容至 *$ 07#

作为标样储备液% 用甲醇进行梯度稀释#配制成系

列标样溶液#用于 & 个化合物标准工作曲线的绘制

和定量限!7QP"的测定%

!:'#样品溶液的配制

将复硝酚钠原药充分混匀后#准确称取约 *$ 0G

!精确至 $*$$$ " G"置于 *$ 07容量瓶中#用甲醇

溶解并定容#配制成质量浓度为 # $$$ 0G57的母

液#作为样品溶液%

!:$#,53"检测条件

色谱柱$8G>@&"+E/@>-B&VM?4

#,

柱!"*$ 002

-*' 00#*

"

0(超密键合和双封端(-J" 0%"(柱温

$--
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&$ a(流速 #*$ 0750>"(进样量 *

"

7(检测波长

&&* "0(流动相$X!甲醇"3X!水" 4'$3-$%

%#结果与讨论

%:!#流动相的选择

不同流动相模式!

!

0

&

"及各模式下复硝酚

钠中 & 种有效成分的保留时间见表 #%

以乙腈!甲酸水溶液为流动相!模式
!

"#当乙腈

体积分数达 "$Y且至少保持 "" 0>" 时才能使复硝

酚钠中2M# 和2M" 分离开#此后将乙腈的体积分数

调整为 ($Y且保持 " 0>"后#2M& 可被洗脱出来#整

个样品的分析过程需 &* 0>"完成#色谱图见图 #%

表 !#,53"分离复硝酚钠中 ' 种成分的流动相模式和各模式下的保留时间

O('@&#!:C)GC(0B)D=>DD&C&"+0)'>@&-,(B&B("= +,&>CC&+&"+>)" +>0&D)C+,&B&-(C(+>)"

)D+,&+,C&&+&B+!/)0-)%"=B'# J:74

模式

A)=&

流动相及梯度洗脱程序

A)'>@&-,(B&fGC(=>&"+-C)GC(0

保留时间

F&+&"+>)" +>0&50>"

运行时间

+

F

50>"

体积分数

'

!A)'>@&-,(B&"5Y

体积分数

'

!A)'>@&-,(B&"5Y

2M# 2M" 2M&

!

$ "$!?" ,$!M" "$*(*# #%*(#" "(*-*,

"" "$!?" ,$!M"

"* ($!?" &$!M"

&$ ($!?" &$!M"

&" "$!?" ,$!M"

&* "$!?" ,$!M"

#

( '$!8" -$!4" -*$'' -*-,* '*#*#

(

( '$!8" -$!M" -*$$% -*-&" '*$(%

)

( '$!8" -$!E" -*$*% -*-%* '*#(#

*

( '$!8" -$!<" -*$'$ -*-%( '*#(*

&

( '$!8" -$!L" -*$'& -*-%' '*#,#

!!流动相$8*甲醇(?*乙腈(4*水(M*甲酸水溶液!-J&*$"( E*乙酸水溶液!-J&*$"( <*磷酸水溶液!-J&*$"( L*磷酸5磷酸二氢钾缓冲溶

液!-J&*$"% 2M#**!硝基!"!甲氧基苯酚钠(2M"*二水合 -!硝基苯酚钠(2M&*"!硝基苯酚钠%

A)'>@&-,(B&B$8*A&+,(")@(?*8/&+)">+C>@&(4*K(+&C(M*8=R%B+>"G -JI(@%&.>+, D)C0>/(/>= +) &*$(E*8=R%B+>"G -JI(@%&.>+, (/&+>/(/>= +)

&+$(<*8=R%B+>"G -JI(@%&.>+, -,)B-,)C>/(/>= +) &*$(L*8=R%B+>"G -JI(@%&.>+, J

&

:Q

-

5TJ

"

:Q

-

+) &*$*2M#*2)=>%0*!">+C)G%(>(/)@(+&(2M"*

2)=>%0-!">+C)-,&")$>=&=>,#=C(+&(2M&*2)=>%0"!">+C)-,&")$>=&*

图 !#以乙腈%甲酸水溶液为流动相"模式
"

#时

复硝酚钠样品溶液的色谱图

<>G*#!4,C)0(+)GC(0)D+,&+,C&&+&B+!/)0-)%"=B

%B>"G (/&+)">+C>@&!D)C0>/(/>= B)@%+>)" (B0)'>@&

-,(B&!A)'>@&-,(B&-C)GC(0

!

"

!!当以X!甲醇"3X!水或 -J4&*$ 的酸" 4'$3

-$ 为流动相!模式
#

0

&

"时#只需 ( 0>" 即可完成

整个分析过程#且在上述混合溶剂中# 无论用水还

是用 -J4&+$ 的不同类型的酸!甲酸)乙酸)磷酸水

溶液和磷酸5磷酸二氢钾缓冲溶液"#& 组分的保留

时间均无明显变化% 从经济和环保的角度出发#最

终选择以X!甲醇"3X!水" 4'$3-$ 的混合溶剂为

流动相!模式
#

"% 色谱图见图 "%

图 %#以甲醇%水为流动相"模式
#

#时

复硝酚钠样品溶液色谱图

<>G*"!4,C)0(+)GC(0B)D+,&+,C&&+&B+!

/)0-)%"=B%B>"G 0&+,(")@(N%&)%B

(B0)'>@&-,(B&!A)'>@&

-,(B&-C)GC(0

#

"

%:%#检测波长的选择

通过二极管阵列检测器!M8M"的光谱扫描功

#--
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能对复硝酚钠中 & 种组分进行光谱扫描#叠加图见

图 &% 从中可知$2M# 的波峰在 "#*)"-$)&#$ 和

&-* "0处(2M" 的波峰在 "&$ 和 &#* "0处(2M& 的

波峰在 "(* 和 &*$ "0% 2M# 和 2M" 的紫外性质比

较相近#在色谱上不易分离#交叉处波长是 &&* "0%

结合文献中曾报道过的波长 "#$)"&*)"*-)",$)",*)

"%$)&$" "0

*%

"

#,+

#对以上 #'组波长进行了优化%

图 '#复硝酚钠 ' 种组分的紫外吸收叠加图

<>G*&!H@+C(I>)@&+('B)C-+>)" )D

+,C&&+&B+!/)0-)%"=B

由于甲醇的截止波长为 "#$ "0#为避免流动相

对样品的干扰#一般选择比流动相波长大 "$ "0以

上#由此可排除 "#$) "#* 和 "&$ "0% 色谱峰响应值

越高对定量分析所带来的误差越小#波长与 & 个化

合物峰面积的关系见图 -%

图 $#不同波长下复硝酚钠 ' 个组分的峰面积

<>G*-!:&(S (C&()D+,C&&+&B+!/)0-)%"=B

(+=>DD&C&"+.(I&@&"G+,

从图 - 可以看出$2M# 在 "(*)",$)",* "0#2M"

在 "*- "0#2M& 在 "-$)&$")&#$ 和 &#* "0处色谱

响应值比较低(而由图 & 可看出#这几个波长分别在

& 个组分的波谷附近#因此这几个波长也可排除%

对剩余的波长!"&*)"%$)&&*)&-*)&*$ "0"做进一

步分析% 按照 #*" 节对照品溶液的配制方法对复硝

酚钠中 & 个组分的标准溶液分别进样#确定信噪比

!)Z!"为 #$ 的浓度为定量限!7QP"#结果见表 "%

表 %#不同波长下复硝酚钠 ' 种组分的定量限

O('@&"!O,&@>0>+)DN%("+>+(+>)" )D

+,C&&+&B+!/)0-)%"=B

组分

4)0-)%"=

定量限 7>0>+)DN%("+>+(+>)"#7QP5!0G57"

波长 K(I&@&"G+,5"0

"&* "%$ &&* &-* &*$

2M# #*# -** $*' $*' $*'

2M" -*# $** $** $** #*$

2M& #(*$ $** $** $** $**

从表 " 可以看出#"%$ "0对于 2M#)"&* "0对

于2M" 和2M& 来说定量限均比较高#因此排除 "&*

和 "%$ "0" 个波长% 从图 - 可以看出$同一浓度的

2M# 和2M& 在 &&*)&-* 和 &*$ "0下的峰面积变化

不明显#而同一浓度的2M" 在这 & 个波长下峰面积

逐渐降低#比例约等于 -3"3##可见随着波长的增加

2M" 的响应灵敏度降低#因此最终选择 &&* "0为复

硝酚钠含量测定的最佳波长%

%:'#特异性

特异性通常是指对被分析物质进行峰纯度检

测#以确定在出峰位置是否有其他未分开物质的干

扰% 利用色谱工作站的色谱峰纯度检测功能可得到

色谱峰纯度因子#当纯度因子大于阈值 %%$*$$$ 时#

工作站即认为该位置的峰是纯净的% 复硝酚钠原药

中 & 个组分的纯度因子分别为 %%%*"*,)%%%*&"* 和

%%%*%#'#均超过阈值#证明 & 个组分分离效果很好#

且没有其他物质的干扰%

%:$#标准曲线

按照 #*"节的方法配制标样溶液#按照 #*- 节的

条件进行测定% 以峰面积!@"对质量浓度!5#0G57"

进行线性回归#得到 2M#)2M")2M& 各组分的线性

回归方程和相关系数!H"#结果见表 &%

表 '#复硝酚钠中 ' 种组分的线性关系

O('@&&!7>0&(CC&@(+>)" )D+,C&&+&B+!/)0-)%"=B

组分

4)0-)%"=

线性范围

7>"&(CC("G&5

!0G57"

回归方程

F&GC&BB>)"

&N%(+>)"

相关系数!H"

4)CC&@(+>)"

/)&DD>/>&"+

2M# $*' 0",'*( @4"*(%* (5.#*-#' * $*%%% %

2M" $** 0*#,** @4***(& #5.&*$&- " $*%%% ,

2M& $** 0"("*$ @4#*-&' $5.#*#"& - $*%%% ,

%:"#精密度

按照 #*& 节方法#同一样品连续称取 ( 次#在

#*- 节的条件下连续进样#待相邻 " 针的相对响应

"--



!3)*- 杨!晶等$复硝酚钠原药中 & 种有效成分的高效液相色谱分析

值变化小于 #**Y时#按照标样)试样)试样)标样的

顺序进行测定% 计算测定结果的相对标准偏差

!C)75Y"#与由 J)C.>+9公式*"#+计算得出的 2Y

C)7H3进行比较% 结果发现#测定的2C)73均小于

2YC)7H3#表明该方法是准确可靠的#符合定量分

析的要求*""+

% 测定结果见表 -%

表 $#复硝酚钠中 ' 种组分的精密度及测定结果!' 4("

O('@&-!:C&/>B>)" ("= +,&C&B%@+B)D

+,C&&+&B+!/)0-)%"=B!' 4("

组分

4)0-)%"=

平均含量

8I&C(G&

/)"+&"+B5Y

标准偏差

)75Y

相对标准

偏差

C)75Y

J)C.>+9#

C)7HZY

2M# #**, $*& #*( #*,

2M" *$*$ $** #*$ #**

2M& &&*$ $*- #*& #*'

'#结论

建立了高效)快捷)能同时测定复硝酚钠中 *!

硝基!"!甲氧基苯酚钠)二水合 -!硝基苯酚钠和 "!硝

基苯酚钠 & 种有效成分的高效液相色谱分析方法%

通过考察不同流动相和检测波长下的分离效果及色

谱响应情况#确定了最佳的流动相*X!甲醇"3X

!水" 4'$3-$+和检测波长!&&* "0"% 采用优化的

色谱条件能同时分离复硝酚钠中的 & 种成分#且在

( 0>"内能达到基线分离#灵敏度显著增强% 该分

析方法操作简便)灵敏度高)结果准确可靠#同时可

节省分析成本和时间% 所得结果不仅为复硝酚钠的

检测提供了一定的理论依据#同时为其质量控制提

供了一种准确可行的方法%
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