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1HNMR 法定量测定土壤中
除草剂 2,4-二氯苯氧乙酸
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摘要 建立了一种用内标法快速、简便检测土壤中2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxyaceticacid,2,4-
D)的1HNMR分析方法。土壤中样品经pH值2.0的酸性水溶液和丙酮提取、浓缩、定容,用布鲁克AV600核

磁共振仪检测;在25℃下,以甲醇为溶剂、内置氘代丙酮为锁场溶剂,均苯三甲酸为内标,观察频率在600.13
MHz,谱宽为9001.95Hz,90°脉冲宽度12.10μs,采集时间3s,延迟时间3s,累加次数128的条件下采集2,4-
D试样的氢谱。线性范围为30.00~200.00mg/L,最低检测限25.0mg/kg。稻田土和果园土的平均添加回收

率分别为83.54%~90.26%和85.26%~92.65%,变异系数分别为为3.82%~5.15%和2.32%~5.89%。
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  2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxyacetic
acid,2,4-D)是一类非常重要的除草剂,已被广泛地

应用于农业和林业中的杂草控制。虽然苯氧乙酸类

除草剂毒性较小,但仍对人畜有一定的毒副作用,且
能在土壤、水、作物、秸秆及果实中残留。2,4-D在

自然条件下不容易降解,水溶性低,进入人体后能引

起内分泌功能紊乱,对神经系统也有影响,并可能诱

发膀胱癌[1]。国外对2,4-D残留的研究包括环境中

2,4-D残留的迁移、降解规律以及在蔬菜和水果中

的残留检测[2-3]。
国内研究2,4-D检测方法的文献大多是用气相

色谱和液相色谱法检测[4-5]。耿志明等[6]建立了柑

桔中2,4-D残留的高效液相色谱测定方法,其样品

前处理较为繁杂,需经提取和硅胶固相萃取步骤。
常文宇等[7]研究豆芽中2,4-D残留量的凝胶渗透色

谱净化—毛细管柱气相色谱测定的方法,其样品前

处理亦较为复杂,需经提取、衍生化和净化等步骤。
气相色谱法测定2,4-D需要衍生化和净化,分离难

度较大,液相色谱法也需要较为复杂的分离净化步

骤。本文采用1HNMR法测定土壤中2,4-D,建立

了一种用内标法快速、简便检测土壤中2,4-D的分

析方法。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

甲醇、丙酮、二氯甲烷均为分析纯;2,4-D和均

苯三甲酸标准品均购自Sigma-Aldrich公司。布鲁

克AV600核磁共振波谱仪(配5mm-TXI反式三

共振探头),瑞士布鲁克-拜尔斯宾公司;旋转蒸发

仪,河南巩义市予华仪器有限责任公司。
标准溶液的配制:准确称取均苯三甲酸和2,4-D

标准品,用甲醇分别配制400.00mg/L标准溶液。
土壤样品采自华南农业大学农场稻田土(褐土)和华

南农业大学果园土(红土)。
1.2 样品采集及制备

1)样品采集。配制1%的2,4-D甲醇水溶液

5L,加 入 适 量 乳 化 剂,均 匀 喷 施 于 稻 田 和 果 园

15m2试验小区。采用5点法采集土壤样品,然后

混匀土壤样品。土壤样品除去石子和根等杂物,经
风干后,研磨粉碎,过0.500mm孔径筛,备用。

2)样品制备。称取搅细的土壤样品10.0g于

50mL离心管中,加入5mL水溶液,用1mol/L磷

酸溶液调节pH值至2.0,加入25mL丙酮,旋涡振

荡3min,4000r/min高速离心25min,取上清液
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至250mL分液漏斗中,加入适量 NaCl,分别用30
mL二氯甲烷萃取2次,振荡混匀,静置15min,合
并提取液,旋转蒸发器除去二氯甲烷,甲醇分次定容

至2mL。取样加入5mm核磁管中,待1HNMR检

测。
1.3 NMR 分析方法

1)试验条件。测定温度25℃,观察频率600.13
MHz,谱宽9001.95Hz,90°脉冲宽度12.10μs,采集

时间3s,脉冲延迟时间3s,累加次数128。

2)2,4-D分析方法。取200μL样品溶液和200

μL均苯三甲酸标准溶液加入到5mm核磁管中,同
时在2.5mm核磁管中加入50μL含0.5% 四甲基

硅烷(tetramethylsilane,TMS)的氘代丙酮用于锁

场和校正化学位移,以TMS峰为δ=0.00ppm。已

知浓度的均苯三甲酸做内标物质。所有1HNMR谱

图都是在布鲁克 AV600超导傅里叶变换谱仪上进

行测定,按照本文“1.31)”中所述条件进行测定,用

TOPSPIN2.0处理,自由衰减信号经傅里叶转换,
线宽因子为1.0Hz,谱图相位和基线校准。在上述

试验条件下调整仪器参数,调谐、控温、匀场、采样,
得到1HNMR谱。对均苯三甲酸和2,4-D的定量峰

进行积分,取平均值,得到积分结果。按1HNMR内

标法,用以下公式计算样品的含量[8-9]。

WS =
(As/ns)×Ms×mr

(Ar/nr)×Mr×ms
×Wr

其中:As为被测样品定量峰的积分面积,ns为被

测样品定量峰包含的质子数,Ms为被测样品的分子

质量,Ar为内标物质定量峰的积分面积,nr为内标物

质定量峰包含的质子数,Mr为内标物质的分子质

量,mr为称取的内标质量,Wr为内标的质量百分含

量,ms为样质量。

2 结果与分析

2.1 样品前处理

以丙酮作为提取溶剂,在酸性条件下提取[5],分
别对稻田土和果园土进行提取试验,果园土中的回

收率较优于稻田土。
2.2 NMR 分析条件优化

1)内标物质与2,4-D定量峰的选择。核磁定量

的准确性与选作定量分析的特征峰质子的弛豫方式

有很大关系。在确保所选的内标定量峰与样品定量

峰完全分离的情况下,选择弛豫机制相同的质子作

为定量峰,可保证质子峰面积的一致性。2,4-D苯

环上3位碳上的质子在甲醇中化学位移为6.866
ppm,峰型为双重峰(d峰),较为靠近低场,与样品

中杂质分离较好,故可选为2,4-D的定量峰。均苯

三甲酸苯环质子在甲醇 中 的 化 学 位 移 为8.518
ppm,与样品定量峰完全分离且都为苯环上质子,故
选取为内标物质。

2)1HNMR采集条件的优化。为了提高灵敏

度,弛豫延迟时间必须满足质子完全弛豫。通过反

转恢复法,分别测定了均苯三甲酸和2,4-D定量质

子的自旋-晶格弛豫时间为3.529和6.032s。另外

增加采样次数亦可增加灵敏度。为了选择最优化的

采样时间、弛豫延迟和采样次数,用100.0mg/L的

2,4-D甲醇溶液进行3种影响因素的比较测试。如

表1所示,试验10和12为信噪比最大的,然而它们

耗费的时间却较长。因此,为选取最佳时效比的测

试条件,选择测试时间20min左右的试验采样参

数。其中试验2测试时间为13min,灵敏度较高,
符合要求。1个采样循环(采样时间与延迟时间之

和)为6s,非常接近2,4-D的定量峰的弛豫时间。
采样时间过长也影响谱图的数字分辨率。综上所

述,选择3个参数分别为采样时间3s,弛豫延迟时

间3s,采样次数128。
表1 影响2,4-D峰面积的仪器参数的优化1)

Table1 Threefactorsoptimizationof2,4-Ddetermination

试验编号

Experiment
No.

采样时间/s
Acquisition
time

延迟时间/s
Delaytime

采样次数

Scan
S/N

测试时间/
min

Testtime

1 3 2 128 527.86 10

2 3 3 128 661.01 13

3 3 4 128 575.75 15

4 3 5 128 539.67 17

5 3 7 128 551.69 21

6 3 10 128 582.77 28

7 5 2 256 693.47 30

8 5 3 256 744.13 34

9 5 4 256 681.44 38

10 5 5 256 745.79 43

11 5 7 256 729.02 51

12 5 10 256 744.48 64

 1)S/N:信噪比Signal/Noise.

2.3 2,4-D 波谱图谱分析

图2-A和图3-A分别为褐土和红土空白样品

在低场区1HNMR波谱图,说明在5.5~10.0ppm
无杂质的干扰。2,4-D的1HNMR谱峰归属为δH
(ppm):7.111(d,2.4Hz,H-3),6.990(dd,2.4Hz,

943
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图1 2,4-D标准样品1HNMR谱图

Fig.1 1HNMRspectraof2,4-Dstandardsample

 A.褐土 空 白 样 品1HNMR 谱 图 1HNMRspectraofblank

sampleforbrownsoil;B.褐 土 样 品1HNMR 谱 图 1HNMR

spectraofbrownsoilsample.

图2 褐土样品与对照样品 1HNMR谱图

Fig.2 1HNMRspectraofsampleandCKforbrownsoil

 A.红土 空 白 样 品1HNMR 谱 图 1HNMRspectraofblank

sampleforredsoil;B.红土样品 1HNMR谱图 1HNMRspectra

ofsampleforredsoil.

图3 红土样品与对照样品 1HNMR谱图

Fig.3 1HNMRspectraofsampleandCKforredsoil

9.0Hz,H-5),6.730(d,9.0Hz,H-6)。
2.4 线性与最小检测限

分别 配 制2,4-D 标 准 液 质 量 浓 度 为30.0、

60.0、80.0、100.0、200.0mg/L进行测定,峰面积A
对质量浓度ρ(mg/L)回归计算,结果表明线性良

好。其线性方程为y=0.0954x +0.3972(r=
0.9986)。在所设定的仪器条件下,2,4-D最小进样

表2 稻田土和果园土中不同添加量下2,4-D的回收率(n=3)
Table2 Therecoveryof2,4-Dinpaddysoilandgardensoil(n=3)

土壤类型

Soils
样品加标质量浓度/(mg/L)
Spikedconcentration

实际测定质量浓度/(mg/L)
Measuredconcentration

平均回收率/%
Meanrecovery

变异系数/%
Coefficientofvariation

稻田土

Paddysoil

10.0 8.354 83.54 4.63
20.0 17.624 88.12 5.15
40.0 36.104 90.26 3.82

果园土

Gardensoil

10.0 8.576 85.76 5.34
20.0 17.538 87.69 5.89
40.0 37.061 92.65 2.32

量峰高为仪器噪音的3倍时,其最低检测限为25.0
mg/kg。
2.5 精密度和回收率

应用本法对同一样品进行5次测定,计算得出

2,4-D的测定结果的相对标准偏差为2.46%。准确

添加2,4-D标准溶液至土壤中,经过提取后进行样

品处理,然后利用设定的NMR分析条件进行测定,
得到样品加标回收率,结果见表2。
2.6 样品测定

施药后3d取样,按照本文“1.2”中所述制备样

品测定。通过对稻田土和果园土的测试分析,稻田

土和 果 园 图 样 品 中 检 出 2,4-D 的 含 量 分 别 为

105.05、123.62mg/kg。

3 讨 论

在农药残留检测试验中样品的前处理较为复

杂[10-11],对于一些农药还需衍生化才能进行色谱检

测。本文用pH为2.0的酸性水溶液和丙酮提取土

壤中2,4-D,回收率较高,简化了样品前处理的过

程。采用1HNMR法以均苯三甲酸为内标分别检测

053
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稻田土和果园土中2,4-D的含量,在一定浓度范围

内适用于土壤中2,4-D含量的测定,有较好的准确

度和精密度,方法简便、省时。随着仪器技术的发

展,更高磁场强度的谱仪和高性能探头的应用,
1HNMR法在农药残留特别是在复杂基质上农药残

留检测方面的应用将会越来越广泛。
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Quantitativedetectionof2,4-dichlorophenoxyacetic
acidresidueinsoilusing1HNMR

YANGXiao-yun MAOQiu-ping HUANGQi-liang XUHan-hong

KeylaboratoryofNaturePesticideandChemicalBiology,MinistryofEducation,

SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China

Abstract An1HNMRmethodforquantitativedetecting2,4-dichlorophenoxyaceticacidinsoilwith
1,3,5-benzenetricarboxylicacid(BTC)asinternalstandardwasdeveloped.Protonnuclearmagneticreso-
nancespectroscopy(1HNMR)spectrawereobtainedinmethanolandacetone-d6withaBrukerAV600
MHzspectrometerat25℃.Foreachsample,128scanswererecordedwiththefollowingparameters:ob-
servingfrequency(600.13MHz),spectrawidth(9001.95Hz),90°pulseswidth(12.10μs),acquisition
time(3s)anddelaytime(3s).Thelinearityrangeis30.00-200.00mg/L,theminimumdetectionof
2,4-Dwas25.0mg/kg.Theaveragerecoveriesof2,4-Dinpaddysoilandgardensoilwere83.54%-
90.26%and85.26%-92.65% withCVsof3.82%-5.15%and2.32%-5.89%,respectively.

Keywords 2,4-dichioropheroxyaceticacid;protonnuclearmagneticresonancespectroscopy;quan-
titativeanalysis;soilsample
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