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摘要：建立了S-诱抗素的高效液相色谱检测方法，采用Pgrandsil-STC-C18分离，紫外检测器检测，
以甲醇＋甲酸水溶液为流动相，在260 nm波长条件下测定S-诱抗素质量分数。 在质量浓度为1.0～
100.0 mg/L时，S-诱抗素线性关系良好，回收率为100.08%～100.40%，标准偏差为0.08～3.33，变异
系数为0.88。 98% S-诱抗素原药对藻类生长抑制试验、溞类急性活动抑制试验和鱼类急性毒性试验
结果表明供试物的实测浓度均不低于设计浓度的80%，可用设计浓度计算EC50值和LC50值。
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Determination of S-ABA and Design Concentration by High Performance Liquid Chromatography
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Abstract: A method for separation and quantitative analysis of S-ABA was established by HPLC, using methanol and

water (volume ratio of 60:40) as mobile phase, on Pgrandsil-STC-C18 column and PDA. At the concentration of 1.0-100.0

mg/L, the average recoveries were 100.08% -100.40% , the relative standard deviations were 0.08-3.33, the variation

coefficient was 0.88. During the alga growth inhibition test, the daphnia acute activity inhibition test and the fish acute

toxicity test, the water sample test data showed that the measured concentration of the test substance was not less than 80%

of the design concentration. The EC50 and LC50 could be calculated using the design concentration.
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农药对控制作物病害、保证农作物的高产丰收
发挥着重要作用[1]，但农药的不合理使用也会对生

态环境造成危害[2]。农药进入田间后，一部分会通过
不同环境介质汇集到水体中，降低水生生态环境的

质量，影响水生生态系统，甚至整个生态系统的结

构和功能[3]。在我国未来，现代农业仍离不开农药。
为了将农药使用造成的危害与风险降到最低，对农

药进行毒性检测已经成为评价水环境质量的重要

环节。目前，生态风险评价已成为农药环境安全管
理的有力技术支撑，是我国农药登记管理中必不可

少的环节[4]。

斜生栅藻（Scenedesmus obliquus）是水体的初
级生产者，它对生态系统的平衡和稳定起着十分重

要的作用[5]。大型溞（Daphnia Magna Straus）属于浮
游甲壳类动物，以藻类为食，是水生生态系统中物

质循环和能量流动的重要环节。因其生活周期短、
繁殖快、对毒物敏感及易于在实验室培养等优点，
目前已被广泛应用于水体环境污染监测和水生

生物毒性试验和评价中[6]。鱼类是水生生态系统的
消费者，在食物链上与人类的关系最密切。斑马鱼
（Barchydanio rerio var）是一种小型热带淡水鱼，因
其价格低廉、容易获得、管理饲养易行等诸多因素
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引起环保组织重视，现已经将化学品对其急性、慢
性毒性作为评价污染物对水生环境危害程度的

指标[7]。
S-诱抗素（abscisic acid）是活性高、功能强大的
植物内源生长调节物质[8-9]。其具有调节植物生长，
改善农作物品质，提高作物生存能力等特性，广泛

用于农业生产的抗灾减灾、生态植被建设和农产品
安全生产等领域。
关于S-诱抗素对3种水生生物的环境毒性评价

尚未见报道，本试验根据国家《化学农药环境安全
评价试验准则》[10-13]研究S-诱抗素对3种水生生物的
抑制作用。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
1200 HPLC高效液相色谱仪（美国Agilent公
司）、KQ-500DB型数控超声波清洗器（昆山市定山
湖检测仪器厂）、QUINTIX125D-1CN型十万分之一
电子天平（德国赛多利斯公司）、甲醇（色谱纯，美国
Sigma公司）、98% S-诱抗素标准样品（四川龙蟒福生
科技有限责任公司）。
1.2 溶液配制
准确称取98% S-诱抗素标准样品0.025 51 g于

小烧杯中，加入甲醇，移至50 mL容量瓶，定容，得
500.0 mg/L的S-诱抗素储备液。用甲醇稀释配制成
质量浓度为100.0、50.0、20.0、10.0、2.0、1.0 mg/L的S-
诱抗素标准溶液。
1.3 水样采集与处理
藻类生长抑制试验各浓度处理重复3次，分别
于0 h、72 h在水体中部取样；溞类急性活动抑制试
验各浓度处理重复4次，分别于0 h、48 h水体中部取
样；鱼类急性毒性试验各浓度处理重复3次，分别于

0 h、96 h水体中部取样，重复混合后过0.22 μm水系
滤膜，直接进样，分别检测不同时间水中样品含量。
1.4 HPLC液相色谱条件
液相色谱柱：Pgrandsil-STC-C18（250 mm×4.6

mm，5 μm）；流动相：甲醇＋水（体积比60∶40），甲
酸调溶液pH值为3；检测波长：260 nm；柱温：25℃，
流速：1.0 mL/min，进样量：20 μL。所用试剂和溶液
进入色谱系统前经0.22 μm微孔滤膜过滤。
1.5 测定
在上述操作条件下，待仪器基线稳定后，注入

数针标样溶液，计算各针相对响应值的重复性，待

相邻2针S-诱抗素响应值变化≤1.5%时，再按照标样
溶液、试样溶液、试样溶液、标样溶液的顺序进行
测定。
1.6 数据处理
将待测样品溶液的峰面积值代入下列公式计

算，得溶液中的有效成分质量分数。

X/%= S1×C
S2
×100

式中：X为待测样品溶液中有效成分质量浓度，单位为

mg/L；C为标准样品溶液中有效成分质量浓度，单位为mg/L；

S1为待测样品溶液峰面积值；S2为标准样品溶液峰面积值。

2 结果与讨论

2.1 方法的线性关系
S-诱抗素标准样品色谱图如图1-A所示，出峰
时间为9.283 min。以S-诱抗素标准溶液质量浓度为
横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线，S-诱抗素
线性回归方程为y=100 982 x＋6 935.1，相关系数
R2=0.999 8，结果见图1-B。试验结果表明，在质量浓
度为1.0～100.0 mg/L时，S-诱抗素的质量浓度与相
应的峰面积呈现的线性关系良好。

图 1 S-诱抗素标准样品色谱图及标准曲线

y=100 982 x＋6 935.1
R2=0.999 8
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2.2 精密度、准确度的测定
试验期间，空白对照中未检测出待测样品。精

密度的测定方法为：称取空白样品1.0 g，分别加入
质量浓度为2.0 mg/L的S-诱抗素标准溶液，每个添加
水平下每个样品平行测定3次，结果见表1。S-诱抗素
的标准偏差为0.86，变异系数为0.88%。

准确度测定方法为：称取空白样品1.0 g，分别
加入质量浓度为2.0、50.0、100.0 mg/L 3个添加水平
的S-诱抗素标准溶液，每个添加水平下每个样品平
行测定2次，结果见表2。S-诱抗素平均添加回收率为
100.08%～100.40%。

2.3 藻类生长抑制试验水样检测结果
在98% S-诱抗素原药对藻类生长抑制试验期
间，设计质量浓度为2、3、4.5、6.75、10.125、15.188
mg/L时，S-诱抗素72 h实测浓度与设计浓度比值分
别为91.35%～94.68%，结果见表3。S-诱抗素72 h的
实测浓度均高于设计浓度的80%，因此该设计浓度
可用于计算藻类生长抑制EC50值。

质量浓度/
(mg·L-1)

质量分数/% 平均值/
%
标准

偏差

变异

系数/%1 2 3

2 99.02 97.29 98.22 98.18 0.86 0.88

表 1 98% S-诱抗素原药精密度测定结果

质量分数/(mg·L-1) 回收率/% 平均回收率/%

2.0
100.22

100.08
99.95

50.0
100.17

100.40
100.64

100.0
100.25

100.19
100.13

表 2 98% S-诱抗素原药准确度测定结果

设计质量浓度 /
(mg·L-1)

0 h实测/(mg·L-1) 72 h实测/(mg·L-1) 72 h实测浓度与0 h
实测浓度比值/%

72 h实测浓度与
设计浓度比值/%质量浓度 质量浓度平均值 质量浓度 质量浓度平均值

2.000
1.974

1.948
1.822

1.827 93.80 91.351.923 1.814
1.946 1.845

3.000
2.874

2.884
2.758

2.789 96.71 92.982.885 2.826
2.894 2.784

4.500
4.412

4.432
4.262

4.257 96.05 94.594.412 4.226
4.471 4.282

6.750
6.562

6.610
6.410

6.391 96.68 94.686.644 6.387
6.625 6.376

10.125
9.787

9.835
9.606

9.533 96.93 94.169.966 9.465
9.752 9.529

15.188
14.984

15.076
14.011

14.253 94.54 93.8415.127 14.424
15.117 14.324

表 3 藻类生长抑制试验各处理药液浓度测量数据

2.4 溞类急性活动抑制试验水样检测结果
在98% S-诱抗素原药对溞类急性活动抑制试验

期间，当设计质量浓度为8、12、18、27、40.5、60.75
mg/L时，S-诱抗素48 h实测浓度与设计浓度比值分
别为92.77%～95.42%，结果见表4。供试物48 h实测
浓度均高于设计浓度的80%，因此此设计浓度可用
于计算溞类急性活动抑制EC50值。

2.5 斑马鱼急性毒性试验水样检测结果
在98% S-诱抗素原药对斑马鱼急性毒性试验期
间，设计质量浓度为100 mg/L时，0 h、96 h实测浓度
与设计浓度比值分别为98.646%和96.673%，结果见
表5。供试物96 h的实测浓度均高于设计浓度的80%，
因此可用设计浓度为100 mg/L为计算溞类急性活动
抑制LC50值。
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3 结论

本研究采用高效液相色谱法，以甲醇＋水（体
积比为60∶40）为流动相，使用Pgrandsil-STC-C18液

相色谱柱分离，紫外检测器测定S-诱抗素质量浓度。
试验结果表明，本分析方法准确度、灵敏度良好。
在98% S-诱抗素原药对藻类生长抑制试验、溞

类急性活动抑制试验和鱼类急性毒性试验期间，结

果表明供试物的实测浓度均不低于设计浓度的

80%，可用设计浓度来计算藻类生长抑制EC50值、溞
类急性活动抑制EC50值和鱼类急性毒性LC50值。
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设计质量浓度/
(mg·L-1)

0 h实测/(mg·L-1) 48 h实测/(mg·L-1) 48 h实测浓度与0 h
实测浓度比值/%

48 h实测浓度与
设计浓度比值/%质量浓度 平均值 质量浓度 平均值

8.00
7.708

7.657
7.655

7.587 99.09 94.847.615 7.522
7.647 7.584

12.00
11.718

11.776
11.272

11.140 94.59 92.8311.866 11.001
11.745 11.146

18.00
17.734

17.508
16.899

16.698 95.37 92.7717.303 16.533
17.487 16.662

27.00
25.956

25.710
25.075

25.204 98.03 93.3525.515 25.382
25.659 25.154

40.50
40.272

40.016
38.340

38.158 95.36 94.2239.560 38.036
40.215 38.098

60.75
60.693

60.487
57.813

57.968 95.84 95.4260.121 57.938
60.648 58.154

表 4 溞类急性活动抑制试验各处理药液浓度试验数据

设计质量浓度/
(mg·L-1)

0 h实测 /(mg·L-1) 96 h实测 /(mg·L-1) 96 h实测浓度与 0 h
实测浓度比值 /%

96 h实测浓度与
设计浓度比值 /%质量浓度 平均值 质量浓度 平均值

100
98.223

98.646
97.089

96.673 97.99 96.6799.258 96.180
98.457 96.749

表 5 斑马鱼急性毒性试验各处理药液浓度实验数据
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