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摘要：采用高效液相色谱法测定吡虫啉农药制剂产品中有效成分含量，并对单点校正法、标准曲线
法和标准加入法3种不同方法进行分析，比较了3种方法的差异性。利用Excel对3种定量方法的标准
偏差、基质效应和测定结果进行F检验和t检验。结果表明，在显著性水平α=0.05时，单点校正法与标
准曲线法、标准加入法标准偏差有明显差别，标准曲线法和标准加入法之间无显著性差异。 对可湿
性粉剂产品，基质效应无法忽略，3种方法测定结果间均具有显著性差别；对乳油产品，标准曲线法
和标准加入法测定结果无明显差别，但单点校正法与其他2种方法具有显著性差异。 建议对可湿性
粉剂产品选择标准加入法定量，乳油产品选择标准曲线法定量。
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Abstract: The content of imidacloprid in pesticide product was determined by high performance liquid chromatography
(HPLC), and quantitatively analysed by single point calibration method, standard curve calibration method and standard
addition method. The significant differences of three methods were compared. The standard deviation, matrix effect and
measurement results of the three quantitative methods were analyzed by using Excel for F-test and t-test statistical analysis.
Results showed that the level of significance α=0.05, the significant differences of standard deviation were between signal
point calibration method and other two methods, and there were no significant differences between standard curve
calibration method and standard addition method. For wettable powder products, the matrix effect could not be ignored that
there were significant differences among the results of the three methods. There was no significant difference in the
measurement results of emulsifiable concentrate between the standard curve method and the standard addition method, but
the single point correction method was significantly different from the other two methods. It is suggested to determine
imidacloprid in wettable powder by standard addition method and in emulsifiable concentrate by standard curve calibration
method.

Key words: HPLC; imidacloprid; single point calibration method; standard curve calibration method; standard addition
method
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农药是人类生活中不可或缺的重要物资。近年
来，随着人们环保意识的增强和对食品安全与健康

的日益重视，农药生产不断发展和进步，农药在人

类社会经济活动中发挥着越来越重要的作用[1]，农

药质量也成为人们关注的焦点。农业农村部2018年
农药监督抽查结果表明，有效成分不符合要求是农

药质量不合格的主要问题之一，有效成分实际含量

高于标签标示值[2]。农药有效成分含量的增加不仅
会造成农产品中农药残留超标，危害人体健康，也

会对生态环境造成一定的威胁，因此农药有效成分

含量是监管的重点。
根据农药的物理化学及生物特性，农药产品的

检测方法主要有气相色谱法、液相色谱法、色谱质
谱联用法、光谱法等[3]。目前吡虫啉有效成分含量测
定的国家标准方法主要有GB 28126—2011《吡虫啉
原药》、GB 28142—2011《吡虫啉可湿性粉剂》、GB
28143—2011《吡虫啉乳油》、GB 28141—2011《吡虫
啉可溶液剂》、GB 28132—2011《吡虫啉微乳剂》，均
采用单点校正法定量高效液相色谱法测定。单点校
正法是通过已知浓度的标准样品与坐标原点做直

线，对未知浓度待测组分进行测定，当待测组分的

线性方程与坐标原点有较大差别时，单点校正法会

出现较大的误差，而且单点校正法对标样称取、溶
液配制、标样是否均匀的偶然误差无法分析，因此
单点校正法对其给出的结果无法放进行判断[4]。标
准曲线法通过配制标准工作曲线，定量时可以直接

从标准曲线上读出含量，适合于大量样品分析，但

如果用纯溶剂配置标准溶液来定量分析目标物，由

于基质效应会造成检测结果与实际值之间会有偏

差[5]，标准曲线法无法消除基质效应影响。标准加入
法可以避免基质干扰，但操作比较复杂，对样品需

求量较大[6]。
本文选取吡虫啉农药产品为研究对象，采用

HPLC测定，采用单点校正法、标准曲线法和标准加
入法3种方法定量，比较了不同定量方法对测定结
果的影响。

1 材料和方法

1.1 仪器与试剂
仪器：Agilent1200高效液相色谱仪（配紫外检测

器），安捷伦科技有限公司；ML204T/02电子天平，瑞
士梅特勒-托利多集团。
试剂：甲醇（色谱纯），上海安谱实验科技股份

有限公司。
标准物质：吡虫啉，德国Dr.Ehrenstorfer公司。

1.2 液相色谱条件
Thermo Hypersil Gold C18柱（250 mm×4.6 mm，
粒径5 μm），流动相甲醇∶水=40∶60，流速0.8
mL/min，进样体积10 μL，紫外检测器，检测波长
260 nm。
1.3 标准溶液配置
1.3.1 单标储备液
称取0.1 g（精确至0.000 1 g）吡虫啉标准物质于

100 mL容量瓶中，加入甲醇溶解，并定容至刻度线，
配制成1 mg/mL的单标储备液。
1.3.2 标准使用液
准确移取5.0 mL 1.3.1标准储备液于50 mL容量
瓶中，加入甲醇定容至刻度线，配制成0.1 mg/mL的
标准使用液。
1.3.3 标准曲线法标准工作液
取1.3.1单标储备液和1.3.2标准使用液用甲醇
逐级稀释成0.02～0.8 mg/L的标准工作液。
1.4 样品前处理
共选取7个不同厂家吡虫啉农药产品，包括10%
可湿性粉剂4个，25%可湿性粉剂1个，5%乳油1个，
10%乳油1个。
1.4.1 单点校正法前处理
分别称取2.0 g（标准质量分数5%）、1.0 g（标准

质量分数10%）和0.4 g（标准质量分数25%）样品于
100 mL容量瓶中，加入甲醇溶解并定容至刻度线，
然后准确移取5.0 mL于50 mL容量瓶中，用甲醇定
容至刻度线，稀释10倍，过滤待测。取1.3.2标准使用
液，按照标样溶液、样品溶液、样品溶液、标样溶液
的顺序进行测定。
1.4.2 标准曲线法前处理
分别称取1.0、2.0、3.0 g（标准质量分数5%）；

0.5、1.0、2.0 g（标准质量分数10%）；0.2、0.4、0.6g（标
准质量分数25%）样品于50 mL容量瓶中，然后准确
移取5.0 mL于50 mL容量瓶中，用甲醇定容至刻度
线，稀释10倍，过滤待测。
1.4.3 标准加入法前处理
分别称取1.0、2.0 g（标准质量分数5%）；0.5、1.0

g（标准质量分数10%）；0.2、0.4 g（标准质量分数
25%）各3组样品于50 mL容量瓶中，加入甲醇溶解定
容至刻度线。准确移取5.0 mL于50 mL容量瓶中，第
2和3组样品再分别准确加入0.1 mg/mL标准使用
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液（1.3.2）2.5、5.0 mL，用甲醇定容至刻度线，过滤
待测。

2 结果和讨论

2.1 方法重复性标准偏差
标准曲线法配制0.02～0.8 mg/L的标准曲线，以

峰面积为纵坐标，浓度为横坐标进行线性回归分

析，线性回归方程为y=46 466.76 x＋296.01，线性相
关系数R2大于0.99。结果表明，在所测定浓度范围
内，标准曲线线性良好。取10%吡虫啉乳油样品连续
测定10次，结果见表1。单点校正法、标准曲线法和
标准加入法重复性标准偏差分别为0.092、0.087和
0.307，表明3种方法都适用于吡虫啉含量测定。

对表1中的数据进行单因素方差分析（F检验），
F值为35.1，显著大于临界值（F (2,27)=3.35），表明3种
定量方法间存在显著差异。采用F检验对上述3种方
法的检测重复性标准偏差进行两两比较，结果发现

标准加入法与单点校正法（p<0.001）和标准曲线法
（p<0.001）有显著差异，单点校正法和标准曲线法两
者间无显著差异（p=0.440＞0.05）。对任意2种不同
定量方法测试结果的一致性采用t检验方法进行比
较。有显著差异的2种定量方法，采用异方差假设的
t检验方式；无显著差异的定量方法，采用等方差假
设的t检验方式。检验结果表明，单点校正法与标准
曲线法、标准加入法检测结果间存在显著差异（显
著性水平α=0.05），标准曲线法和标准加入法之间无
显著差异（显著性水平α=0.05）。
2.2 基质效应
基质效应是指样品中的其他成分对待测组分

的影响。本文通过单点校正法、标准曲线法和标准

加入法标准曲线来考察7种吡虫啉产品的基质效
应，并对可湿性粉剂和乳油2种剂型不同的产品进
行分析。采用t检验分析不同剂型的3种定量方法斜
率的一致性，标准加入法、单点校正法与标准曲线
法斜率比较的t值根据式（1）计算。结果表明，可湿性
粉剂标准加入法、单点校正法与标准曲线法斜率统
计量t值分别为4.36（＞t（25）0.05临界值=2.06）、13.49
（＞t（16）0.05临界值=2.12）；乳油标准加入法、单点校
正法与标准曲线法斜率统计量t值分别为1.01（＜t
（17）0.05临界值=2.11）、17.18（＞t（15）0.05临界值=2.13）。
标准加入法与单点校正法的斜率利用F检验和t检验
进行分析（表2和表3）。结果表明，可湿性粉剂和乳
油的p值均小于0.01。

t= X軍-μ
σX

n-1姨

（1）

式中：t为标准加入法或单点校正法与标准曲线

法斜率的统计量；X軍为标准加入法或单点校正法斜
率平均值；μ为标准曲线法斜率；σX为标准加入法或

单点校正法斜率标准差；n为标准加入法或单点校正
法斜率测定次数。

测定次数
样品含量/%

单点校正法 标准曲线法 标准加入法

1 10.41 11.02 11.12

2 10.45 11.06 11.33

3 10.21 10.86 11.05

4 10.21 10.82 10.61

5 10.23 10.85 10.87

6 10.23 10.84 11.17

7 10.22 10.84 10.85

8 10.22 10.84 10.26

9 10.18 10.80 10.76

10 10.23 10.86 10.82

平均值 10.26 10.88 10.88

重复性标准偏差 0.092 0.087 0.307

表 1 单点校正法、标准曲线法和标准加入法重复性标准偏差

剂型及方法
可湿性粉剂 乳油

标准加入法 单点校正法 标准加入法 单点校正法

平均 47 016 48 649 47 074 49 101

方差 412 822 444 947 301 262 334 167

观测值 26 17 10 9

df 25 16 9 8

F 0.93 0.90

P（F≤f）单尾 0.42 0.44

F单尾临界 0.48 0.31

表 2 标准加入法和单点校正法斜率 F 检验

剂型及方法
可湿性粉剂 乳油

标准加入法 单点校正法 标准加入法 单点校正法

平均 47 016 48 649 47 074 49 101

方差 412 822 444 947 301 262 334 167

观测值 26 17 10 9

合并方差 425 359 316 747

假设平均差 0 0

df 41 17

t Stat -8.02 -7.84

P（T≤t）单尾 3.07×10-10 2.40×10-7

t单尾临界 1.68 1.74

P（T≤t）双尾 6.14×10-10 4.80×10-7

t双尾临界 2.02 2.11

表 3 标准加入法和单点校正法斜率 t 检验
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表 4 吡虫啉可湿性粉剂 3 种定量方法测定结果 t 检验

标准曲线法 标准加入法 标准曲线法 单点校正法 标准加入法 单点校正法

18.54 18.35 18.54 17.69 18.35 17.69

方差 59.66 57.62 59.66 52.29 57.62 52.29

观测值 16 16 16 16 16 16

泊松相关系数 0.999 3 0.999 8 0.999 1

假设平均差 0 0 0

df 15 15 15

t Stat 2.56 6.64 5.50

P（T≤t）单尾 0.011 3.91×10-6 3.08×10-5

t单尾临界 1.75 1.75 1.75

P（T≤t）双尾 0.022 7.82×10-6 6.16×10-5

t双尾临界 2.13 2.13 2.13

方法

平均

表 5 吡虫啉乳油 3 种定量方法测定结果 t 检验

标准曲线法 标准加入法 标准曲线法 单点校正法 标准加入法 单点校正法

10.05 10.05 10.05 9.51 10.05 9.51

方差 4.59 4.55 4.59 3.96 4.55 3.96

观测值 14 14 14 14 14 14

泊松相关系数 0.994 7 0.999 8 0.994 2

假设平均差 0 0 0

df 13 13 13

t Stat 0.06 12.74 7.62

P（T≤t）单尾 0.47 5.10×10-9 1.90×10-6

t单尾临界 1.77 1.77 1.77

P（T≤t）双尾 0.95 1.02×10-8 3.80×10-6

t双尾临界 2.16 2.16 2.16

方法

平均

统计发现，对于可湿性粉剂，标准加入法的斜

率与标准曲线法、单点校正法的斜率有显著差异（置
信水平α=0.05），说明可湿性粉剂的基质效应对定量
结果的影响不可忽略，标准加入法定量可湿性粉剂

的检测结果更可靠；对于乳油，单点校正法与其他

两种方法的斜率有显著性差异（置信水平α=0.05），
这可能是由于单点校正法在测量过程中根据产品

标签确定称样量，但样品标称含量与实际含量是有

差别的，实际测量过程中待测组分与标准样品的响

应值不可能完全一致，采用单点校正法会产生较大

误差[4]。标准加入法的斜率与标准曲线法的斜率没
有显著差异（置信水平α=0.05），说明本文检测的乳
油基质效应对测定结果的影响不显著，但标准加入

法操作过程较为复杂，样品需要量大，在处理大量

样品或者对农药产品进行监督抽查时，会影响检测

效率，同时需要大量的标准品，可采用标准曲线法

定量更快速准确。

2.3 3种定量方法测定结果t检验
为了研究3种定量分析方法在检测不同产品时
的差异，本文对7个不同厂家的产品分别用单点校正
法、标准曲线法和标准加入法进行了检测，检测结
果采用成对二样本平均值的t检验两两进行显著性
检验。结果表明，在显著性水平α=0.05时，可湿性粉
剂产品3种方法定量结果都有显著性差异（p＜0.05）
（表4）；乳油产品标准曲线法和标准加入法定量结
果没有显著差异（p=0.95＞0.05），但单点校正法与
另外2种方法测试结果都存在显著差异（p＜0.01）
（表5）；这可能是单点校正法会受到标样称取、配置
等操作引起的偶然误差，部分产品还会受到组成、
待测成分等因素导致相应信号与其量的线性关系

与标物响应与标物量的线性关系偏离；标准曲线法

受环境影响较大，其截距偏离较大时会与单点校正

法有显著差异，标准加入法解决了样品组分、基质
等因素的影响[4]。
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3 结 论

本文利用HPLC法对不同剂型不同含量的吡虫
啉农药产品进行测定，通过单点校正法、标准曲线
法和标准加入法进行定量分析，对3种方法的标准
偏差、基质效应和测定结果进行了F检验和t检验。结
果表明，对吡虫啉可湿性粉剂产品，标准加入法曲

线斜率与单点校正法和标准曲线法具有显著性差

异，为消除基质效应对检测结果准确性的影响，建

议选择标准加入法进行定量分析；对吡虫啉乳油产

品，由于单点校正法与标准曲线法和标准加入法的

标准偏差具有显著性差异，单点校正法只有在标准

曲线截距较小时才可使用，应用受限，且标准加入

法操作较为复杂，因此选择标准曲线法进行定量分

析，以节省时间，同时满足各类检测要求。不同定量
分析方法对农药制剂产品有害成分的检测有影响，

相关农药产品的国家、行业标准在制定过程中需要

考虑不同定量分析方法对测定的影响，以确保农药

有效成分检测的准确性。
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