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一、工作简况 
1.1 任务来源 

本标准根据国标委发〔2024〕25 号《国家标准化管理委员会关于下达 2024 年

第三批推荐性国家标准计划及相关标准外文版计划的通知》（项目编号为 20241560-

T-606）的要求，由全国肥料和土壤调理剂标准化技术委员会提出并归口，由山东省

产品质量检验研究院、上海化工院检测有限公司、上海化工研究院有限公司、山东

蓬勃生物科技有限公司、中国科学院生态环境研究中心、施可丰化工股份有限公司、

贵州省产品质量检验检测院、广东省科学院生态环境与土壤研究所、云南省化工产

品质量监督检验站、黑龙江省质量监督检测研究院、沃达农业科技股份有限公司、

四川润尔科技有限公司共同起草，制定周期 18 个月，计划完成时间 2025 年 11 月，

为首次制定。 

1.2 标准制定背景 

芸苔素内酯是一种高效、广谱、无毒的新型植物生长调节剂，其渗透强、内吸

快，在很低的浓度下，即能显著增加植物的营养体生长和促进受精作用，在有效增

加叶绿素含量、提高光合作用效率、促根壮苗、保花保果，提高作物的抗寒性、抗

旱性、抗盐碱性，显著缓解药害等方面发挥了重要作用。截至 2025 年 4 月，国内芸

苔素类农药产品登记共 199 个，剂型以可溶性粉剂和水剂为主，生产企业共 126 家，

主要分布于山东、河南、江苏、浙江等地；其中登记名称为 24-表芸苔素内酯、28-

高芸苔素内酯或 28-表高芸苔素内酯产品约 80%。近年来产品推广应用显示，芸苔

素内酯在农药减量控害等方面发挥了巨大潜力。 

芸苔素内酯与冲施肥、液体硼、磷酸二氢钾等肥料复配使用可显著提高肥料的

利用率，常被用作混配成分添加到肥料中，并以此开发出多功能肥料。统计显示，

目前芸苔素内酯已在粮食、蔬菜和水果等 20 余种作物取得农药登记证，登记作用主

要为增产和调节植物生长，但芸苔素内酯有一定的适宜使用浓度，使用浓度过高时

可能会对作物出现不同程度的抑制现象，甚至导致细胞分裂异常，产生落花落果、

果实畸形等药害。《农药管理条例》规定，未取得农药登记证的植物生长调节剂不
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得在肥料中添加使用。为引导肥料行业健康可持续发展，保护农民的合法权益，制

定高效、快捷的肥料中芸苔素内酯检测技术尤为重要。 

目前针对肥料中芸苔素内酯的测定缺乏统一的检测技术标准，相关文献报道较

少。芸苔素内酯类化合物沸点较高，难气化，无法用气相色谱检测；不含有共轭结

构及光电响应基团，常规液相色谱结合紫外、荧光及光电检测器无法检测；也不含

易离子化基团，无法使用质谱法检测。经研究可通过衍生化反应降低其沸点，或向

其分子结构中引入生色基团或易离子化基团，选择适用的检测器进行测定。 

本标准建立了肥料中芸苔素内酯的液相色谱-紫外检测法和液相色谱-电雾式检

测法，将进一步完善肥料中植物生长调节剂检测标准体系，保护农民的合法权益，

保障农作物质量安全，为规范市场良性竞争，保障我国肥料产品质量安全水平提供

有效技术支撑。 

1.3 主要工作过程 

国家标准《肥料中芸苔素内酯的测定 高效液相色谱法》制定任务下达后，山东

省产品质量检验研究院、上海化工院检测有限公司、上海化工研究院有限公司、山

东蓬勃生物科技有限公司、中国科学院生态环境研究中心、施可丰化工股份有限公

司、贵州省产品质量检验检测院、广东省科学院生态环境与土壤研究所、云南省化

工产品质量监督检验站、黑龙江省质量监督检测研究院、沃达农业科技股份有限公

司、四川润尔科技有限公司等单位共同成立标准起草工作组，制定工作方案，查阅

了大量文献资料，进行了样品收集、实验室内和实验室间方法验证工作，在此基础

上编写了本标准文本和编制说明。主要工作过程如下： 

2024 年 6 月-2025 年 3 月，主要进行了资料调研与收集，包括国家及行业有关

政策法规、国内肥料产业现状调研及现有国家标准、行业标准等的查阅，收集相关

实验用样品，依据实验结果优化了实验条件，及时编写了《肥料中芸苔素内酯的测

定 高效液相色谱法》征求意见稿及编制说明。 

2025 年 4～5 月，编制了《肥料中芸苔素内酯的测定 高效液相色谱法》（紫外

检测法）作业指导书及实验室间比对方案，选取验证样品，在国内 7 家实验室开展

样品比对工作，汇总比对数据。 
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2025 年 6 月，开发了肥料中芸苔素内酯的高效液相色谱-电雾式检测法，对主

要技术指标进行了优化及确定，开展了该方法的实验室内验证工作。起草了征求意

见稿及编制说明，并在全国标准信息公共服务平台开展广泛征求意见。 

2025 年 7 月，在黑龙江省同江市召开了标准工作会议，起草人员对标准制定的

背景、技术路线与主要技术指标进行了汇报，与会委员和代表对具体实验验证内容

提出了相关意见和建议。 

2025 年 8～10 月，针对《肥料中芸苔素内酯的测定 高效液相色谱法》（电雾

式检测法）在国内 5 家实验室开展实验室间比对，并汇总比对数据。 

2025 年 10 月底，汇总、处理征集到的意见，修改完善文本及编制说明，形成

《肥料中芸苔素内酯的测定 高效液相色谱法》送审稿及编制说明。 

二、标准编制原则、主要内容及确定的依据 
2.1 标准编制原则 

标准编制遵循“先进性，实用性，统一性，规范性”的原则，按照 GB/T 1.1-2020

《标准化工作导则第 1 部分：标准的结构和编写规则》和 GB/T 20001.4-2015《标准

编写规则第 4 部分：试验方法标准》进行编制。 

起草小组在充分收集、认真研究相关标准及资料的基础上，结合本实验室的条

件及方法的技术特点，按照 GB/T 27417-2017《合格评定 化学分析方法确认和验证

指南》对肥料中芸苔素内酯的检测方法各技术参数进行系统性试验，在论证方法的

灵敏度、准确性、线性范围和应用范围的前提下，通过系统性研究和考察，建立了

肥料中芸苔素内酯的高效液相色谱法，力求技术先进、经济合理，确保标准方法的

准确性、可靠性和通用性。 

2.2 主要技术内容及确定的依据 

本标准规定了方法的原理、试剂和材料、仪器设备、试样制备和试验步骤、试

验数据处理、回收率和精密度等主要内容，同时根据实验数据，确定了方法的检出

限和定量限。 

目前国内登记的芸苔素内酯类产品登记成分主要是 24-表芸苔素内酯、28-高芸
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苔素内酯和 28-表高芸苔素内酯，约占芸苔素内酯产品登记总数的 80%，因此选定

28-高芸苔素内酯、28-表高芸苔素内酯和 24-表芸苔素内酯为待测物，待测物信息见

表 1。 

表 1  待测物信息表 

化合物名称 CAS号 分子式 分子量 

24-表芸苔素内酯 78821-43-9 C28H48O6 480.68 

28-高芸苔素内酯 82373-95-3 C29H50O6 494.70 

28-表高芸苔素内酯 80483-89-2 C29H50O6 494.70 
 

国内芸苔素相关行业标准，主要包括 HG/T 4922-2016《芸苔素乳油》、HG/T 

4923-2016《芸苔素可溶粉剂》和 HG/T 4924-2016《芸苔素水剂》，该类技术标准中

样品方法原理主要是采用有机试剂溶解，衍生化反应后利用液相色谱仪外标法定量；

芸苔素内酯检测相关文献方面，定量方法主要涉及气相色谱法、液相色谱-质谱联用

法和液相色谱法。王明月等利用配有荧光检测器的液相色谱仪对苦瓜中的 24-表芸

苔素内脂进行了检测，但该方法样品处理过程操作繁琐，检出限偏高；龚丽文等用

气相色谱对丙酰芸苔素内脂进行了检测，该方法存在的主要问题也是检测灵敏度较

低；诸力等以分散固相萃取结合超高相液相色谱-串联质谱法测定了茶类中 24-表芸

苔素内脂的残留，实验数据显示，不同种类茶叶中目标物基质效应较大。目前国内

肥料产品中芸苔素内酯相关检测技术标准尚处于空白，本标准将以甲醇为溶剂进行

样品提取，采用高效液相色谱-紫外检测法或高效液相色谱-电雾式检测法测定待测

物含量，检测结果有争议时优先选择紫外检测法，主要技术路线如图 1。 

 
图 1 主要技术路线图 
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三、主要验证试验的分析及预期的经济效果 
3.1 方法一 高效液相色谱-紫外检测法 

该法以甲醇为溶剂提取样品后，采用高效液相色谱-紫外检测法测定待测物含量，

试验过程中优化了衍生化反应条件（包括反应温度、反应时间和衍生化试剂用量），

并确定了最佳色谱分离条件，通过紫外检测器在 222 nm 波长下进行定量分析。样品

经制备后提取过程为：称取 0.5 g 至 2.0 g（精确至 0.1 mg）样品于 50 mL 塑料离心

管中，准确加入 10 mL 苯硼酸甲醇溶液和 10 mL 甲醇，涡旋 1 min，室温超声 10 

min，静置反应 30 min，转移至 25 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，取上

清液 1 mL 过 0.45 µm 有机相微孔滤膜，待测。 

3.1.1 色谱条件的选择 

3.1.1.1 色谱柱的选择 

查询芸苔素内酯相关文献后发现，业内多使用 C18 色谱柱对芸苔素内酯衍生物

进行色谱分离，试验分别考察了 Column 1（C18, 4.6 mm×250 mm，5.0 μm）、Column 

2（C18, 4.6mm×150 mm，5.0 μm）、Column 3（C18, 4.6 mm×100 mm，2.7 μm）3 种

色谱柱对待测物的分离效果，优化色谱条件后，试验结果显示，以 Column 1 和

Column 2 为分离柱时，28-表高芸苔素内酯和 24-表芸苔素内酯衍生物因极性相似难

以分离，利用 Column 3 柱时 3 种芸苔素内酯衍生物的分离效果较好，最终确定

Column 3（C18, 4.6 mm×100 mm，2.7 μm）为色谱分离柱。 

 
（a）以 Column 1（C18, 4.6 mm×250 mm，5.0 μm）为分离柱 
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（b）以 Column 2（C18, 4.6mm×150 mm，5.0 μm）为分离柱 

 
（c）以 Column 3（C18, 4.6 mm×100 mm，2.7 μm）为分离柱 

图 2  20.0mg/L 混合标准溶液的色谱图 

3.1.1.2 流动相的选择 

将标准物质用甲醇溶解，经苯硼酸甲醇溶液衍生化后，以甲醇和水作为流动相，

对试样进行分离测定，色谱峰出峰时间较长，且三种芸苔素内酯衍生物无法完全分

离；以不同比例的乙腈和水为流动相，利用改变流动相配比和流速来观察三种待测

物的保留时间和分离度。实验发现，当乙腈和水体积比为 85:15、流速为 0.8 mL/min

时，各待测物峰形对称，分离效果较好，待测物检测时间可控制在 15 分钟之内，因

此选择体积比为 85:15 的乙腈和水为流动相，流速为 0.8 mL/min。 

3.1.1.3 检测波长的选择 

利用二极管阵列检测器，对浓度为 20 μg/mL 的三种芸苔素内酯衍生物进行 190 

nm~400 nm 全波长扫描，发现三种芸苔素内酯衍生物在 222 nm 处有较强吸收峰（待

测物紫外全波长扫描光谱图见图 3。因此确定检测波长为 222 nm，在试验确定的色

谱条件下待测物峰型对称，分离良好。 
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图 3  芸苔素内酯衍生物紫外全波长扫描光谱图 

通过以上试验验证，确定液相色谱条件如下： 

色谱柱；C18 色谱柱，长 100 mm，内径 4.6 mm，粒径 2.7 μm，或性能相当者； 

柱温：30℃； 

流动相：V（乙腈）：V（水）=85：15（体积比）； 

流速：0.8 mL/min； 

检测波长：222 nm； 

进样量：5 μL。 
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通过该色谱条件获得典型的芸苔素内酯衍生物色谱图见图 4。 

 
图 4  芸苔素内酯标准物质衍生物液相色谱图 

3.1.2 样品前处理条件的确立 

3.1.2.1 提取溶剂的选择 

芸苔素内酯属于酯溶性激素，常温下其在水中的溶解度相对较低，仅约为 5 

mg/kg，但它在有机溶剂如甲醇、乙腈中具有良好的溶解性。选取空白样品，进行加

标浓度为 0.025%的加标回收试验，考察了甲醇、乙腈、乙酸乙酯、丙酮四种溶剂对

3 种芸苔素内酯衍生物的提取效果（见图 5）。发现以丙酮为提取溶剂时，待测物的

回收率低于 40%；以乙腈为提取溶剂时，待测物的回收率小于 60%；以甲醇和乙酸

乙酯为提取溶剂时，待测物的回收率在 81%~123%之间，但以乙酸乙酯为提取溶剂，

需增加氮吹及复溶过程，为提高检测效率，实验最终选择甲醇为提取溶剂。 

 
图 5  不同提取试剂下三种待测物加标回收率 

3.1.2.2 衍生化条件的选择 
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硼酸类衍生剂作为环形衍生剂可与芸苔素内酯邻位的两个羟基形成五元环，是

芸苔素内酯类化合物理想的衍生化试剂，参照行业标准 HG/T 4923-2016《芸苔素可

溶粉剂》和 HG/T 4924-2016《芸苔素水剂》，选择苯硼酸作为衍生化试剂。因甲醇

对芸苔素内酯衍生物的提取效率较高，试验对比了以甲醇为反应溶剂，在 80℃水浴

和室温两种条件下苯硼酸对芸苔素内酯的衍生化效果。发现在 3 种芸苔素内酯浓度

相同的条件下，80℃高温水浴下的衍生物色谱响应远低于室温，室温使用苯硼酸衍

生化具有操作简便和衍生化效率高的优点，因此衍生化温度选择为室温。 

试验设定衍生化时间为 10 min、20 min、30 min、40 min、50 min、60 min，对

苯硼酸和 3 种芸苔素内酯的衍生化时间进行了研究（见图 6）。发现将已知含量的

芸苔素内酯标准品与苯硼酸室温下衍生化反应，以芸苔素内酯衍生物响应峰面积作

为衡量衍生反应的完成程度。28-表高芸苔素内酯、24-表芸苔素内酯和 28-高芸苔素

内酯在衍生时间为 10 min 时分别完成反应进程的 66%、63%和 71%，3 种芸苔素内

酯衍生化时间为 30 min 时可完成反应，因此衍生化时间确定为 30 min。 

 
图 6  不同衍生化时间下待测物液相色谱响应峰面积 

试验对衍生化试剂苯硼酸的用量进行了研究（图 7），发现苯硼酸浓度为 1.0 

mg/mL 时，将已知含量的 3 种芸苔素内酯标准品溶液分别添加 2 mL、4 mL、6 mL、

8 mL 和 10 mL 苯硼酸溶液进行反应，添加 8 mL 苯硼酸时衍生物色谱响应即可达到

峰值，为避免操作误差及其他影响，实验采用过量苯硼酸进行衍生化，衍生试剂用

量确定为 10 mL。 
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图 7  不同衍生化试剂用量下待测物液相色谱响应峰面积 

3.1.2.3 提取方式的选择 

考虑到不同肥料样品对提取溶剂的溶解性可能有差别，实验选择提取效率高、

操作简便的超声提取方式对待测物进行提取，并研究了超声时间对提取效果的影响。

设定超声时间分别为 3 min、5 min、10 min、15 min 进行平行实验，测定结果表明，

四组样品加标回收率分别为 73%~113%、92%~98%、95%~103%、75%~131%。超声

时间为 10 min时，样品测定准确度和稳定性最佳，因此确定超声提取时间为 10 min。 

3.1.3 试验数据处理 

试样中待测物含量 Xi，以质量分数计，数值用%表示，结果按式（1）计算： 

 
( ) 100

1000
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i ×
××−

=
m

DVX ii ρρ
 ···························· (1) 

式中： 

ρi——由标准曲线查得试样溶液中的待测物浓度，单位为毫克每升（mg/L）； 

ρ0——由标准曲线查得空白溶液中的待测物浓度，单位为毫克每升（mg/L）； 

Vi——试样的定容体积，单位为升（L）； 

Di——样品稀释倍数； 

m——样品质量，单位为克（g）。 

计算结果保留两位有效数字，取平行测定结果的算术平均值作为测定结果。 
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3.1.4 线性范围 

在优化的实验条件下，对质量浓度分别为 1.0 mg /L、2.0 mg /L、5.0 mg /L、10.0 

mg /L、20.0 mg /L 的 3 种待测物混合标准工作溶液按浓度从低到高依次分析测定。

以芸苔素内酯衍生物的峰面积(y)为纵坐标，对应质量浓度(x)为横坐标，绘制标准曲

线。待测物线性范围、线性回归方程、相关系数见表 2。 

表 2  待测物线性范围、线性方程、相关系数（液相色谱-紫外检测法） 

化合物名称 标准溶液系列(mg /L) 标准曲线回归方程 相关系数 r 

28-表高芸苔素内酯 1.0、2.0、5.0、10.0、

20.0 

y=10.46040x-2.14145 0.9998 

24-表芸苔素内酯 y=8.73765x-0.93777 0.9990 

28-高芸苔素内酯 y=8.94655x-0.34157 0.9997 

3.1.5 方法检出限 

本方法中，以空白肥料样品为基质进行加标实验，加标浓度范围为 1~50 mg/kg, 

考察方法检出限和定量限，按 3 倍信噪比(S/N=3)和 10 倍信噪比(S/N=10)计算方法

的检出限和定量限，经试验确定，当称样量为 1.0 g，定容体积为 25 mL 时，本文件

的方法检出限为：28-表高芸苔素内酯 3.75 mg/kg，24-表芸苔素内酯 3.75 mg/kg，28-

高芸苔素内酯 5.0 mg/kg；方法定量限为：28-表高芸苔素内酯 11.25 mg/kg，24-表芸

苔素内酯 11.25 mg/kg，28-高芸苔素内酯 15.0 mg/kg。 

3.1.6 方法回收率 

根据实际样品检出浓度情况，称取空白样品，分别设高、低两个添加水平，每

个水平重复测定六次。按优化后的方法进行样品前处理，采用选定的液相色谱条件

依次对样品进行检测。分别计算两个浓度的加标回收率，实验数据见表 3~表 5，3 种

待测物不同添加水平的平均添加回收率在 94.4%～101.7%之间，RSD 值范围为

3.52%～8.16%，满足定量分析检测要求。 
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表 3  28-表高芸苔素内酯加标回收率数据表 

平行样编号 

28-表高芸苔素内酯测定结果 

低水平 高水平 

添加量/µg 测定值（µg） 添加量/µg 测定值/µg 

1 

50 

46.85 

125 

118.08 

2 44.95 126.72 

3 43.96 117.56 

4 43.57 116.57 

5 52.16 129.62 

6 51.73 129.18 

测定平均值
/µg / 47.20 / 122.96 

回收率/% 94.40 98.37 

RSD/% 8.16 5.03 

 

 

表 4  24-表芸苔素内酯加标回收率数据表 

平行样编号 

24-表芸苔素内酯测定结果 

低水平 高水平 

添加量/µg 测定值/µg 添加量/µg 测定值/µg 

1 

50 

45.05 

125 

121.12 

2 49.23 132.87 

3 46.56 129.23 

4 48.64 126.99 

5 50.82 131.68 

6 52.42 132.83 

测定平均值
/µg / 48.79 / 129.12 

回收率/% 97.58 101.70 

RSD/% 5.53 3.52 
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表 5  28-高芸苔素内酯加标回收率数据表 

平行样编号 

28-高芸苔素内酯测定结果 

低水平 高水平 

添加量/µg 测定值/µg 添加量/µg 测定值/µg 

1 

50 

46.17 

125 

116.94 

2 44.63 114.82 

3 46.45 127.81 

4 47.68 131.29 

5 52.14 117.21 

6 50.83 126.83 

测定平均值
/µg / 47.98 / 122.48 

回收率/% 95.96 97.98 

RSD/% 6.07 5.68 

3.1.7 重复性试验 

选取 9 批次实际样品，利用高效液相色谱-紫外检测法测定芸苔素内酯的含量，

对肥料中芸苔素内酯测定结果的实验室内误差进行综合统计，统计数据见表 6。计

算每组平行的算术平均值以及相对相差（相对相差表示两次测定差值的绝对值与算

术平均值的比值）。按照相对相差由大到小排序，发现最大相对相差为 18.9%。因

此，同一实验室进行样品测定时，两次独立测试结果的绝对差值应不大于这两个测

定值的算术平均值的 20%。 

表 6  芸苔素内酯重复性数据（紫外检测法） 

待测物 样品

编号 

平行 1
（%
） 

平行 2
（%） 

平行 3
（%
） 

平行 4
（%） 

平行 5
（%） 

平行 6
（%） 

平行 7
（%
） 

算术平

均值

（%） 

最大相

对相差

（%） 

28-表
高芸苔

素内酯 

yp-1 0.0091 0.011 0.0091 0.0092 0.0094 0.0094 0.0096 0.0095 18.9 

yp-2 0.0092 0.0090 0.0092 0.0094 0.0097 0.0096 0.0095 0.0094 7.5 

yp-3 0.0203 0.0211 0.0194 0.0188 0.0184 0.0191 0.0193 0.0195 13.7 
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待测物 样品

编号 

平行 1
（%
） 

平行 2
（%） 

平行 3
（%
） 

平行 4
（%） 

平行 5
（%） 

平行 6
（%） 

平行 7
（%
） 

算术平

均值

（%） 

最大相

对相差

（%） 

24-表
芸苔素

内酯 

yp-4 0.0102 0.0104 0.0113 0.0102 0.0103 0.0101 0.0114 0.0106 11.2 

yp-5 0.0124 0.0103 0.0121 0.0112 0.0123 0.0104 0.0113 0.0114 18.5 

yp-6 0.0193 0.0184 0.0191 0.0183 0.0201 0.0212 0.0203 0.0195 14.7 

28-高
芸苔素

内酯 

yp-7 0.0042 0.0043 0.0041 0.0042 0.0042 0.0044 0.0043 0.0042 7.1 

yp-8 0.0039 0.0044 0.0041 0.0042 0.0043 0.0038 0.0041 0.0041 14.6 

yp-9 0.0094 0.0097 0.0099 0.0095 0.0094 0.0089 0.0091 0.0094 10.6 
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3.1.8 再现性实验 

选取 5 个芸苔素内酯肥料样品，利用高效液相色谱-紫外检测法测定芸苔素内酯的含量，按实验方法在 7 家单位开展实验

室间比对验证试验，所得数据见表 7 所示。对肥料中芸苔素内酯检测结果进行实验室间误差统计。计算每个样品中待测物质

的不同实验室间最大相对相差，按照相对相差由大到小排序（相对相差=|A - B| / [(A + B)/2]×100%），得出最大相对相差为

26.8%。考虑众实验室间操作人员技术水平及设备精密度差异，不同实验室测定时，两次独立测试结果的绝对差值不大于这两

个测定值算术平均值的 30%。 
表 7  芸苔素内酯再现性试验数据汇总表（紫外检测法） 

样品 
编号 检验项目 

实验室 A
检验结果

/% 

实验室 B
检验结果

/% 

实验室 C
检验结果

/% 

实验室 D
检验结果

/% 

实验室 E
检验结果

/% 

实验室 F
检验结果

/% 

实验室 G
检验结果

/% 

最大相对

相差/% 

0320-A 
24-表芸苔素内酯 0.0152 0.0147 0.0154 0.0178 0.0177 0.0168 0.0171 19.1 

28-高芸苔素内酯 0.0186 0.0157 0.0180 0.0176 0.0198 0.0178 0.0182 23.1 

0320-B 
24-表芸苔素内酯 0.0071 0.0087 0.0093 0.0092 0.0084 0.0076 0.0076 26.8 

28-高芸苔素内酯 0.0092 0.0080 0.0085 0.0092 0.0080 0.0085 0.0085 14.0 

0320-C 28-表高芸苔素内酯 0.0084 0.0089 0.0090 0.0081 0.0091 0.0079 0.0079 14.1 

0320-D 
24-表芸苔素内酯 0.0165 0.0178 0.0194 0.0192 0.0186 0.0161 0.0162 18.6 

28-高芸苔素内酯 0.0206 0.0186 0.0200 0.0204 0.0208 0.0184 0.0183 12.8 

0320-E 28-表高芸苔素内酯 0.0192 0.0192 0.0184 0.0192 0.0198 0.0166 0.0174 17.6 
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3.2 方法二 高效液相色谱-电雾式检测法 

试样中 24-表芸苔素内酯、28-高芸苔素内酯和 28-表高芸苔素内酯以甲醇为提

取溶剂，在选定的工作条件下，用液相色谱仪-电雾式检测器进行测定，以保留时间

定性，外标法定量。试验过程中研究确定了提取溶剂、色谱分离柱，优化了流动相

比例、流速等色谱分离条件以及检测器参数。确定样品经制备后提取过程为：称取

0.5 g 至 2 g（精确至 0.0001g）样品于 50 mL 塑料离心管中，准确加入 20 mL 甲醇，

涡旋 1 min，室温超声 10 min，转移至 25 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，

取上清液 1 mL 过 0.45 µm 有机相微孔滤膜，待测。 

注：电雾式检测器（CAD）是一种新型质量型检测技术，其工作原理为液相色谱洗脱由氮气分

散雾化，排出较大的雾滴后，其余较小的雾滴在干燥管中受热迅速干燥形成溶质颗粒。溶质颗粒与

带正电荷的氮气发生逆向碰撞并使其表面带上正电荷，再经过负电荷离子阱，使电迁移率较大的氮

气与易挥发溶剂颗粒的表面的正电荷被中和，最后，电迁移率小的带电溶质颗粒进入收集器，由高

灵敏度的静电检测计测量其电信号，该信号强度与溶质的质量成正比。 

3.2.1 色谱条件的选择 

3.2.1.1 色谱柱和流动相的选择 

28-表高芸苔素内酯、24-表芸苔素内酯和 28-高芸苔素内酯因自身结构的特异性，

可被 C18 色谱柱分离，试验分别考察了 Agilent Zorbox SB-C18（4.6 mm×100 mm，2.7 

μm）色谱柱和 ThermoFisher FOODKIT1&2 ADE（4.6×100mm，2.6 μm）色谱柱对

待测物的分离效果（图 8）。优化色谱条件后，发现利用 ThermoFisher FOODKIT1&2 

ADE 色谱柱，三种待测物可快速出峰，但分离效果远低于 Agilent Zorbox SB-C18 柱，

且 Agilent Zorbox SB-C18 柱条件下检测基线噪音较低，因此选定 Agilent Zorbox SB-

C18（4.6 mm×100 mm，2.7 μm）柱为色谱分离柱。 

前期利用高效液相色谱-紫外检测法测定 3 种待测物时，选定液相色谱流动相为

乙腈和水体积比为 85:15，试验分别尝试了乙腈水体积比为 85:15、65:35、55:45 和

35:65 四种液相色谱流动相体系。发现待测物的出峰时间对流动相中乙腈的体积变

化较为敏感，流动相体系中随着乙腈体积的减小，待测物的出峰时间逐渐变快；当



 

 

 

 

 
17 

流动相中乙腈-水体积比为 85:15 时，待测物检测时间超过 35 分钟；当乙腈-水体积

比流动相比例为 65:35 和 55:45 时，三种待测物无法实现完全分离；当乙腈-水体积

比为 35:65 时，三种待测物出峰时间适中，基本实现分离。进一步优化调整色谱流

动相条件，确定最佳液相色谱检测条件为乙腈-水体积为 38:62，该条件下三种待测

物可实现完全分离，且测定时间控制在 30min 以内。 

 
图 8  不同色谱分离柱条件下 100.0mg/L 混合标准溶液的色谱图 

注：A、B 为利用 ThermoFisher FOODKIT1&2 ADE 柱获得的色谱图，C 为利用 Agilent Zorbox 

SB-C18 柱获得的色谱图。 

3.2.1.2 进样体积的选择 

基于电雾式检测器的特点，高进样量可能导致溶剂蒸发不完全，降低灵敏度，

同时，色谱进样体积需考虑到色谱柱载样能力。实验选定的 Agilent Zorbox SB-C18

（4.6 mm×100 mm，2.7 μm）色谱柱属于粒径小的填料，载样量较低，需适当考虑

减少进样体积。试验分别考察了进样体积为 5μL、8μL 和 10 μL 下三种待测物的分

离效果及检测灵敏度（见图 9），发现质量浓度为 20 μg/mL 的标准溶液进样体积为

10 μL 时，28-表高芸苔素内酯和 24-表芸苔素内酯分离度小于 1.0，未达到检测要求；

进样体积为 5 μL 和 8 μL 时，三种待测物分离度均大于 1.5，考虑到尽可能提高检测

方法灵敏度，实验选择色谱进样体积为 8 μL。 
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图 9  不同进样体积下待测物液相色谱图 

3.2.1.3 雾化温度的选择 

在液相色谱-电雾式检测器中，雾化温度的选择直接影响检测灵敏度、基线稳

定性和溶剂蒸发效率。雾化温度过低，溶剂蒸发不全，可能导致基线噪音大；雾化

温度过高，可能导致化合物分解，导致待测物响应峰面积下降。试验分别考察了质

量浓度为 2 μg/mL 的混合标准溶液在雾化温度为 35℃、50℃和 70℃条件下的色谱

响应值（见图 10），发现随着雾化温度的升高，3 种待测物的色谱响应呈下降趋

势；雾化温度为 35℃时，3 种待测物的色谱响应最高，但此条件下基线波动较大，

影响待测物检测灵敏度。综合考虑，选定电雾式检测器的雾化温度为 50℃。 

 
图 10  不同雾化温度下待测物液相色谱图 
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通过以上试验验证，确定检测条件如下： 

色谱柱；C18 色谱柱，长 100 mm，内径 4.6 mm，粒径 2.7 μm，或性能相当者； 

流动相：V（乙腈）：V（水）=38：62（体积比）； 

柱温：30℃； 

流速：0.6 mL/min； 

进样量：8 μL。 

采集频率：5 Hz； 

雾化温度：50℃。 

通过该色谱条件获得典型的芸苔素内酯标准物质液相色谱图见图 11。 

 
图 11  芸苔素内酯标准物质液相色谱图 

3.2.2 样品前处理条件的确立 

液相色谱-电雾式检测法中，除了色谱柱和流动相的选择外，前处理过程中试样

溶液的制备需重点考察，根据芸苔素内酯液相色谱-紫外检测法提取溶剂选择试验结

果，选择甲醇为芸苔素内酯的有机相提取溶剂。称取 1.00 g 空白样品于 50 mL 离心

管中，进行 0.02%的加标回收试验，分别准确加入 20 mL10%甲醇、30%甲醇、50%

甲醇、70%甲醇、90%甲醇和甲醇，涡旋 1 min，常温下超声 10 min，转移至 25 mL

容量瓶中，用甲醇定容至刻度后摇匀，取上清液 1 mL 过 0.45 µm 有机相微孔滤膜，

待测液上机进行测定，计算各个样品的加标回收率。试验表明，采用 10%甲醇、30%
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甲醇、50%甲醇为提取溶剂时，3 种待测物的加标回收率均低于 40%，采用 70%甲

醇、90%甲醇为提取溶剂时，3 种待测物的加标回收率在 52.7%~64.8%之间；随着提

取溶剂中水相比例增加，待测物的峰型和响应变差；采用甲醇为提取溶剂时，3 种

待测物的加标回收率在 79.5%~112.3%之间，因此最终选择甲醇为提取溶剂。 

3.2.3 试验数据处理 

试样中待测物含量 Xi，以质量分数计，数值用%表示，结果按式（2）计算： 

 
( ) 100

1000
i0

i ×
××−

=
m

DVX ii ρρ
 ···························· (2) 

式中： 

ρi——由标准曲线查得试样溶液中的待测物浓度，单位为毫克每升（mg/L）； 

ρ0——由标准曲线查得空白溶液中的待测物浓度，单位为毫克每升（mg/L）； 

Vi——试样的定容体积，单位为升（L）； 

Di——样品稀释倍数； 

m——样品质量，单位为克（g）。 

计算结果保留两位有效数字，取平行测定结果的算术平均值作为测定结果。 

3.2.4 线性范围 

在优化的实验条件下，对质量浓度分别为 1.0 µg/mL、2.0 µg/mL、5.0 µg/mL、

10.0 µg/mL、20.0 µg/mL 的 28-表高芸苔素内酯、24 表芸苔素内酯和 28-高芸苔素内

酯标准工作溶液按浓度从低到高依次分析测定。以芸苔素内酯的峰面积(y)为纵坐标，

对应质量浓度(x)为横坐标，绘制标准曲线，3 种待测物线性曲线图见图 12，试验结

果表明 3 种待测物在 1 µg/mL~20 µg/mL 质量浓度范围内线性关系良好，相关系数

在 0.9985 以上。 
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图 12  3 种待测物标准曲线图 

表 8  待测物线性范围、线性方程、相关系数（液相色谱-电雾式检测法） 

待测物名称 标准溶液系列(mg /L) 标准曲线回归方程 相关系数 r 

28-表高芸苔素内酯 

1.0、2.0、5.0、10.0、

20.0 

y=0.1299x-0.0048 0.9983 

24-表芸苔素内酯 y=0.1285x-0.0027 0.9991 

28-高芸苔素内酯 y=0.1455x-0.0195 0.9989 
 

3.2.5 方法检出限 

本方法中，以空白肥料样品为基质进行加标实验，加标浓度范围为 1~50 mg/kg, 

考察方法检出限和定量限，按 3 倍信噪比(S/N=3)和 10 倍信噪比(S/N=10)计算方法

的检出限和定量限。试验结果表明，当称样量为 1.0 g，定容体积为 25 mL 时，本文

件的方法检出限为：28-表高芸苔素内酯 5.0 mg/kg，24-表芸苔素内酯 5.0 mg/kg，28-

高芸苔素内酯 6.25 mg/kg；定量限为：28-表高芸苔素内酯 15.0 mg/kg，24-表芸苔素

内酯 15.0 mg/kg，28-高芸苔素内酯 18.75 mg/kg。 
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3.2.6 方法回收率 

根据实际样品检出浓度情况，称取空白样品，分别设高、低两个添加水平，每

个水平重复测定六次。按优化后的方法进行样品前处理，采用选定的液相色谱条件

依次对样品进行检测。分别计算两个浓度的加标回收率，实验数据见表 9~表 11，3

种待测物不同添加水平的平均添加回收率在 82.96%～102.49%之间，RSD 值范围为

4.75%～9.61%，满足定量分析要求。 

表 9  28-表高芸苔素内酯加标回收率数据表 

平行样编号 

28-表高芸苔素内酯测定结果 

低水平 高水平 

添加量/µg 测定值（µg） 添加量/µg 测定值/µg 

1 

50 

45.93 

125 

105.36 

2 41.31 103.74 

3 46.25 101.22 

4 50.67 98.57 

5 51.74 96.45 

6 48.29 109.58 

测定平均值
/µg / 47.36 / 102.49 

回收率/% 94.72 102.49 

RSD/% 8.16 5.03 

 

表 10  24-表芸苔素内酯加标回收率数据表 

平行样编号 

24-表芸苔素内酯测定结果 

低水平 高水平 

添加量/µg 测定值/µg 添加量/µg 测定值/µg 

1 

50 

42.51 

125 

96.27 

2 41.87 85.35 

3 40.92 93.48 

4 45.69 86.36 
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平行样编号 

24-表芸苔素内酯测定结果 

低水平 高水平 

添加量/µg 测定值/µg 添加量/µg 测定值/µg 

5 43.74 106.25 

6 52.63 98.47 

测定平均值
/µg / 44.56 / 94.36 

回收率/% 89.12 94.36 

RSD/% 9.61 8.32 

 

表 11  28-高芸苔素内酯加标回收率数据表 

平行样编号 

28-高芸苔素内酯测定结果 

低水平 高水平 

添加量/µg 测定值/µg 添加量/µg 测定值/µg 

1 

50 

41.73 

125 

89.43 

2 47.85 85.35 

3 52.41 80.14 

4 43.39 83.27 

5 49.84 80.62 

6 44.75 78.97 

测定平均值
/µg / 46.66 / 82.96 

回收率/% 93.32 82.96 

RSD/% 8.74 4.75 

3.2.7 重复性试验 

选取 4 批次实际肥料样品，利用高效液相色谱-电雾式检测法测定芸苔素内酯的

含量，对其中芸苔素内酯测定结果的实验室内误差进行综合统计，统计数据见表 12。

计算每组平行的算术平均值以及相对相差（相对相差表示两次测定差值的绝对值与

算术平均值的比值）。按照相对相差由大到小排序，最大相对相差为 24.0%。因此，

在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平
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均值的 25%。 

表 12  芸苔素内酯重复性数据（电雾式检测法） 

待测物 样品

编号 

平行 1
（%
） 

平行 2
（%） 

平行 3
（%
） 

平行 4
（%） 

平行 5
（%） 

平行 6
（%） 

平行 7
（%
） 

算术平

均值

（%） 

最大相

对相差

（%） 

28-表
高芸苔

素内酯 

yp11 0.0101 0.0099 0.0112 0.0099 0.0098 0.0094 0.0093 0.0099 18.5 

yp12 0.0202 0.0215 0.0177 0.0181 0.0185 0.0191 0.0187 0.0191 19.4 

24-表
芸苔素

内酯 

yp13 0.0103 0.0107 0.0109 0.0103 0.0107 0.0117 0.0108 0.0108 12.7 

yp14 0.0224 0.0215 0.0206 0.0198 0.0192 0.0201 0.0193 0.0204 15.4 

28-高
芸苔素

内酯 

yp13 0.0091 0.0089 0.0088 0.0095 0.0112 0.0094 0.0098 0.0095 24.0 

yp14 0.0228 0.0216 0.0209 0.0205 0.0197 0.0191 0.0213 0.0208 17.7 

 

3.2.8 再现性试验 

选取 5 个芸苔素内酯肥料样品，利用高效液相色谱-电雾式检测法在 5 家单位开

展实验室间比对验证试验，所得数据见表 13 所示。对肥料中芸苔素内酯检测结果进

行实验室间误差综合统计。计算每个样品中待测物质的不同实验室间最大相对相差，

按照相对相差由大到小排序，得出最大相对相差为 28.2%。考虑众实验室间操作人

员技术水平及设备精密度差异，不同实验室测定时，两次独立测试结果的绝对差值

不大于这两个测定值的算术平均值的 30%。 

表 13  芸苔素内酯再现性试验数据汇总表（电雾式检测法） 

样品

编号 检验项目 
检测结果/% 

实验室
a 

实验室
b 

实验室
c 

实验室
d 

实验室
e 平均值 最大相

对相差 

A 
24-表芸苔素内酯 0.0172 0.0148 0.0157 0.0176 0.0183 0.0167 21.1 

28-高芸苔素内酯 0.0189 0.0167 0.0182 0.0205 0.0217 0.0192 26.0 

B 
24-表芸苔素内酯 0.0102 0.0082 0.0092 0.0083 0.0091 0.0090 21.7 

28-高芸苔素内酯 0.0089 0.0084 0.0082 0.0078 0.0102 0.0087 26.7 
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样品

编号 检验项目 
检测结果/% 

实验室
a 

实验室
b 

实验室
c 

实验室
d 

实验室
e 平均值 最大相

对相差 

C 28-表高芸苔素内酯 0.0097 0.0082 0.0073 0.0077 0.0088 0.0084 28.2 

D 
24-表芸苔素内酯 0.0206 0.0175 0.0191 0.0198 0.0186 0.0191 16.3 

28-高芸苔素内酯 0.0223 0.0184 0.0205 0.0227 0.0228 0.0213 21.4 

E 28-表高芸苔素内酯 0.0182 0.0183 0.0163 0.0174 0.0195 0.0179 17.9 

 

3.2.9 方法比对数据 

选择 4 个实际肥料样品，按照选定的试验方法进行前处理，采用高效液相色谱

紫外检测法和高效液相色谱-电雾式检测法分别测定，进行方法比对试验，并对不同

样品中 3 种待测物的检测结果进行比对（见表 14）并计算相对相差（相对相差=|A - 

B| / [(A + B)/2]×100%）。检测结果显示，两种方法的测定结果相对相差为

4.3%~16.6%，说明利用高效液相色谱-电雾式检测法和利用高效液相色谱-紫外检测

法测定肥料中芸苔素内酯的含量，结果具有一致性。 

表 14  方法比对数据汇总表 

样品编号 检验项目 高效液相色谱-紫外检

测法检验结果/% 
高效液相色谱-电雾式

检测法检验结果/% 相对相差/% 

0320-B 
24-表芸苔素内酯 0.0086 0.0094 8.9 

28-高芸苔素内酯 0.0091 0.0084 8.0 

0320-C 28-表高芸苔素内酯 0.0083 0.0098 16.6 

0320-D 
24-表芸苔素内酯 0.0182 0.0164 10.4 

28-高芸苔素内酯 0.0191 0.0183 4.3 

0320-E 28-表高芸苔素内酯 0.0182 0.0204 11.4 

 

电喷雾检测是一种通用型高效液相色谱检测方式，通过雾化和电荷化样品颗粒

实现检测；该法无需对样品衍生化即可对待测物进行检测，在一定程度上提高了检
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测效率，但在基质复杂的肥料样品中，待测物可能会受到轻微干扰。相比之下，紫

外检测法在定性分析时具有一定优势，其不仅可通过保留时间定性，还可利用二极

管阵列检测器采集待测物的全波长扫描光谱图，通过比对浓度相当的标准溶液和待

测液的光谱图，有效排除假阳性干扰。因此，检验结果有争议时，优先选择高效液

相色谱-紫外检测法作为肥料中芸苔素内酯的测定方法。 

3.3 预期的经济效果 

国家标准《肥料中芸苔素内酯的测定 高效液相色谱法》可对肥料中 28-表高芸

苔素内酯、24-表芸苔素内酯和 28-高芸苔素内酯进行准确定性和定量，完善了肥料

中植物生长调节剂检测技术标准体系，将为政府部门对作为重点工业产品之一的肥

料产品进行监管提供重要技术支撑；该标准的发布实施，可增强肥料产品检验机构

的服务能力，促进肥料检测行业技术升级，有效提升肥料产品质量安全水平及风险

预警能力，为肥料行业高质量发展提供有力技术支撑；可进一步规范肥料产品贸易

市场，保障农业生产安全，具有明显的社会效益。标准实施后，将助力生产企业研

发新型药肥产品，促进企业发展产生直接经济收益；检测机构将承担政府、生产企

业、销售企业或个人委托的检测业务，产生事业收益；对产品质量问题产生的纠纷

进行仲裁、维权的质量鉴定等服务，也将带来显著的经济效益和社会效益。 

四、采用国际标准和国外先进标准的程度 
编制本标准前详细查阅了国内外标准发布部门的相关信息，至标准编制之日尚

未发现与计划编制标准类同或相似标准。 

可在国标发布实施后，向 ISO/TC134 提案国际标准。 

五、与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系 
本标准符合现行法律、法规和规章的要求，与其它相关标准之间不存在矛盾之

处。本标准的制定会进一步推动肥料行业的规范与自律，为行业的健康发展提供必

要的依据。 

六、重大分歧意见的处理经过和依据 
无。 
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七、标准性质的建议说明 
本标准为方法标准，标准属性建议为推荐性标准。 

八、贯彻标准的要求和措施建议 
为贯彻好本标准，建议标准起草单位，及时通过行业协会网站、社交媒体平台

等渠道，发布国家标准的解读文章、宣传视频，深入解读标准的编制背景、主要技

术指标，使相关单位全面准确了解标准技术要求，推动标准有效实施。 

九、废止现行相关标准的建议 
该标准为首次制定，与现行国家标准和行业标准协调一致，不涉及标准废止建

议。 

十、其它应予说明的事项 
无。 
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