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［摘要］& 研究了烟碱类杀虫剂 ’(’ 及其微生物转化产物 )*+,-./0, ’(’ 的反相高效液相色谱分析方法1 采用

2/.3/0 456 反相柱，水和乙腈（%)7 !)）（ ! " !）为流动相，流速为 " 89 : 8;<，检测波长为 !=$ <8，’(’ 和 )*+,-./0,

’(’ 得到较优分离1 在 #> ) ? )# 8@ : 9 的浓度范围内，两种物质的色谱峰面积和浓度之间呈线性关系，’(’ 和 )*+,*

-./0, ’(’ 的标准工作曲线分别为 # A ""!> !B$ C "> %%% ) 和 # A $D> #B$$ C "%> )#D；相关系数为 #> $$$ $ 和 #> $$$ %1

转化产物的样品中 ’(’ 和 )*+,-./0, ’(’ 添加的回收率分别为 $$> BE 和 $%> FE 1
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/836(176：W+O <O/<;L/V;</;- ;<UOLV;L;-O ’(’ Q<- ;VU 8;L./3;QM V.Q<UN/.8QV;/< X./-YLV )*+,-./0, ’(’ ZO.O

Q<QM,[O- Z;V+ .OTO.UO X+QUO GH9I ;<UV.Y8O<V1 W+OUO VZ/ L/8X/Y<-U ZO.O XO.NOLVM, UOXQ.QVO- 3, YU;<@ /N

2/.3/0 456 .OTO.UO X+QUO L/MY8<，OMYVO- Z;V+ 8/3;MO X+QUO L/<VQ;<;<@ %)E ZQVO. Q<- !)E QLOV/<;V.;MO

（! " !），QV NM/Z .QVO /N " 89 : 8;< Q<- 8/<;V/.O- QV !=$ <81 \;V+;< V+O .Q<@O /N #> ) ? )# 8@ : 9 /N L/<LO<*

V.QV;/<，V+O .OMQV;/<U+;X 3OVZOO< V+O Q.OQ /N XOQ] Q<- L/<LO<V.QV;/< ZQU M;<OQ.；V+O UVQ<-Q.- M;<OQ.;V,

LY.TOU /N ’(’ Q<- )*+,-./0, ’(’ ZO.O # A ""!> !B$ C "> %%% ) Q<- # A $D> #B$$ C "%> )#D .OUXOLV;TOM,；V+O

.OMQV;TO L/ONN;L;O<VU ZO.O #> $$$ $ Q<- #> $$$ % .OUXOLV;TOM,；V+O .OL/TO., L/ONN;L;O<VU ;< V+O 3;/V.Q<UN/.8Q*

V;/< UQ8XMOU Q--O- Z;V+ V+O ]</Z< Q8/Y<V /N ’(’ Q<- )*+,-./0, ’(’ ZO.O $$> BE Q<- $%> FE .OUXOLV;TO*

M,1

<=& >)(’3：;8;-QLM/X.;-，)*+,-./0, ;8;-QLM/X.;-，8;L./3;QM V.Q<UN/.8QV;/<，GH9I Q<QM,U;U
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& & 吡虫啉（ ’8;-QLM/X.;-，’(’）是拜尔公司开发的一种新型高效内吸烟碱类杀虫剂，其化学名称为 "*（=*
氯*B*吡啶甲基）*P*硝基*咪唑啉*!*亚胺［"］1 目前，’(’ 已经在 "!# 多个国家登记并在 "F# 多种作物上使

用［!］1 PQYO< 等人报道 ’(’ 的植物代谢产物之一 /MON;< ’(’（ 图 "）对白飞虱的杀虫活性是 ’(’ 的 "# 倍［B］，

对桃蚜与棉蚜的杀虫活性是 ’(’ 的 "= 倍［F］1 由于 /MON;< ’(’ 在光照下不稳定，而其前体 )*+,-./0, ’(’ 稳定

并可在酸性条件下转变为 /MON;< ’(’［F］1 本实验室采用微生物转化法将 ’(’ 转化成 )*+,-/.0, ’(’，)*+,-./0,
’(’ 作为先导化合物用于合成 /MON;< ’(’ 以及其他新农药品种，而开展这方面的工作必需建立合适的检测

方法1 目前，国内外没有 ’(’ 的代谢产物的 GH9I 分析方法的公开文献报道，本试验对 )*+,-./0, ’(’ 和 ’(’
的分析方法进行研究，建立了简便、准确和快速的 GH9I 分析方法1
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!" 材料和方法

!# !" 仪器与试剂

!" !# !$ 仪器

$ $ %& !!’’ 型高效液相色谱仪（()*+,-.，/,012-3）配有脱气器（/!455(）、四元泵（/!4!!(）、可调波长

紫外检测器（/!4!6(）、手动进样器（7758*）和色谱工作站（9:,1;.2.*<-）等；4=4’ 型离心机（>*)12 公司）；

%?@A4’ 型全温控摇床（博莱特仪器厂）；B-*C<@5D’5; 型紫外分光光度计（B-*C< 公司）#
!" !" 5$ 试剂

乙腈和甲醇为 E# F,0CG（/,012-3）产品；8@:3H0<I3 JFJ 为本实验室采用微生物转化法制备，样品经质

谱、核磁共振、元素分析和单晶 K@射线衍射分析确认为 8@:3H0<I3 JFJ，%&L9 纯度为 ADM；JFJ 由江苏省农

药研究所提供，纯度为 A7M #
!# $" 色谱柱和流动相

色谱柱为 ()*+,-. N<O2I P>? 柱（58’ Q 6" R !1）；进样体积为 5’ !L；柱温为室温；流动相：(：经 ’" 55
!1 微孔过滤膜过滤的双蒸水，加入 ’" !S（ ! " !）色谱级乙酸，T：色谱级乙腈，加入 ’" !S（ ! " !）色谱级乙

酸；流速为 ! 1L U 1*-#
!# %" 标准溶液的配制

精确称取 8@:3H0<I3 JFJ 和 JFJ 样品 8’" ’ 1)，加热溶于磷酸盐缓冲液（’" 5 1<+ U L，V% 7" ’）中，冷却后

用磷酸盐缓冲液定容至 ! ’’’ 1L，将母液稀释至系列浓度# 根据不同浓度及其对应的峰面积，利用化学工

作站计算出工作曲线#
!# &" 培养和转化

菌种为 #$%&’$(’)*’+’&,- +,.$’)*/./, 9/F99 !" !7D D# 培养和转化方法参照陆伟宏等人方法［8］#

$" 结果

$# !" 色谱条件的选择

5" !" !$ 最佳检测波长的选择

$ $ 用 B-*C<@5D’5; 分光光度计，分别将 JFJ 和 8@:3H0<I3 JFJ 的标

准溶液在 !A’ W 6’’ -1 范围内扫描，两者在 5RA -1 处有最大吸收

（图 5），因此选择 5RA -1 作为检测波长#
5" !" 5$ 流动相的选择

本实验曾选择了多种流动相，发现当用甲醇和水作为流动相

时，出峰时间较慢，且分离效率不好，而用乙腈和水时，色谱峰分离

较好# 改变流动相中乙腈的比例时，随着乙腈比例增加，JFJ 和 8@:3@
H0<I3 JFJ 的保留时间减少，以乙腈 水的体积比为 58X 78 的条件下，

色谱分离结果最好，8@:3H0<I3 JFJ 和 JFJ 的峰能完全分开# 在上述

色谱条件下，测得 8@:3H0<I3 JFJ 和 JFJ 的保留时间分别为 8" 7 和

A" ’ 1*-#
$# $" 标准校正曲线

分别取不同浓度的标准 8@:3H0<I3 JFJ 和 JFJ 溶液进行色谱分析，在上述色谱条件下，以峰面积为纵

坐标（0），浓度为横坐标（1）得出线性回归方程和相关系数，结果见图 4# 在 ’" 8 W 8’ 1) U L 浓度范围内，8@
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!"#$%&" ’(’ 和 ’(’ 的标准校正曲线线性关系良好，相关系数分别

为 )* +++ , 和 )* +++ -. 以二倍噪音峰面积计算两者的最低检测限

为 )* ))/ 0 12 3 4.
!" #$ 重现性和回收率试验

取相同浓度的 05!"#$%&" ’(’ 和 ’(’，每种进样 6 次，

测得保留时间与峰面积的相对偏差结果见表 /.
表 %$ &’( 标准品的重现性 ) *

标准品 保留时间 峰面积

05!"#$%&"7 ’(’ )* / /* )
’(’ )* 8 /* 0

9 9 将样品溶液中加入已知量标准品，经过相同处理，在前述色

谱条件下进行测定，结果见表 8. ’(’ 和 05!"#$%&" ’(’ 的回收

率分别为 ++* : ; )* - 和 +,* < ; )* +.
表 !$ 样品的回收率试验（! +,）

组分 加入量 3（!2 3 14） 测得量 回收率 3 = >?@ 的质

量分数 3 =
05!"#$%&"7 ’(’ 80* )) 8<* :6 ; )* 8: +,* < ; )* + )* +

’(’ 80* )) 8<* -: ; )* 8/ ++* : ; )* - )* -

!" ,$ -.- 微生物转化产物溶液的色谱分离

在 AB4C 线性分析范围内，依据转化产物的浓度将

转化液作适当稀释，在选定条件下进行色谱分析，转化

液的 AB4C 分析结果见图 <，产物峰出现在 0* , 1DE 的位

置，这与 05!"#$%&" ’(’ 标准品的保留时间一致，证明产

物为 05!"#$%&" ’(’. 底物峰出现在 +* ) 1DE 与 ’(’ 标准

品的保留时间一致，而菌体对照在 0* , 1DE 和 +* ) 1DE 均未出峰. 在此色谱条件下进行定量检测，!" #$%&’(
)*+%+$ CF(CC /. /,- - 菌株转化 ’(’ 为 05!"#$%&" ’(’ 的效率可达到 <)= 以上. 为利用 ’(’ 合成 05!"#$%&"
’(’，并结合化学合成的方法获得更高活性的 %7GHDE ’(’ 以及以 05!"#$%&" ’(’ 为先导化合物合成新农药奠

定了坚实基础.

#$ 小结

本方法采用国内外广泛使用的 I2D7GEJ AB //)) 系列高效液相色谱仪，建立了分离 ’(’ 及其微生物转

化产物 05!"#$%&" ’(’ 的方法. 采用乙腈和水为流动相，05!"#$%&" ’(’ 和 ’(’ 得到了较好地分离，洗脱峰形

好，不产生拖尾现象. 样品的重现性好，转化液中 ’(’ 和 05!"#$%&" ’(’ 的添加回收率分别为 ++* := 和

+,* <= . 因而该方法具有分离效果好、快速、简便和准确的特点，对于研究 ’(’ 的环境代谢以及创制新农药

具有较强的借鉴意义.
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