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摘要：【目的】建立一种以 ASE-HPLC 法为基础的快速、高效测定果园土壤酚酸类物质含量的新方法。【方法】

以苹果特征酚酸类物质根皮苷为例，采用加速溶剂提取法（accelerated solvent extraction, ASE）和高效液相

色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)相结合的测定方法，对萃取溶剂、萃取温度、压力和

循环数等参数进行优化，寻找 ASE 法提取酚酸类物质的最佳工艺条件。【结果】ASE 法提取苹果园土壤酚酸类物质

的最佳工艺条件为：先以无水乙醇为萃取溶剂，再以甲醇为萃取溶剂，提取温度为 120℃，压强为 10.3 MPa，循

环 2次，每次静态提取时间为 5 min，吹扫体积为 60%，吹扫时间为 90 s。【结论】该方法样品处理简单，具有良

好的重现性和线性，相关性系数均达到 0.99，回收率在 83%—98%之间，检测限为 1.3×10
-4
—2.5×10

-2 μg·mL-1。

ASE-HPLC 法是一种简便、快速和高效测定土壤酚酸含量的新方法，具有推广应用价值。 
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Abstract: 【Objective】To establish a new protocol based on the ASE-HPLC method, which could determine the content of 

phenolic acids in orchard soil rapidly and efficiently.【Method】Phlorizin was set as an sample for analysis, which is one of the 

characteristic phenolic acids in apple orchard soil. Accelerated solvent extraction (ASE) combined with high performance liquid 

chromatography (HPLC) was used to assess it. Specifically, the parameters of extraction solvent, extraction temperature, pressure and 

number of cycles were optimized, aiming at exploring the optimal conditions of ASE extraction for phenolic acids.【Result】The 

optimal conditions of ASE extraction for phenolic acids were as follows: Ethanol as extraction solvent initially, and methanol was the 

subsequent extraction solvent，extraction temperature at 120℃, a pressure of 10.3 MPa, 2 cycles, every 5 min static time, 60% purge 

volume, and purge time for 90 s. 【Conclusion】The process was more simple, and with good reproducibility and linearity, correlation 

coefficient up to 0.99, recovery efficiency between 83% and 98%, detection limit to the amount of 1.3 × 10-4 -2.5 × 10-2 μg·mL-1. 

ASE-HPLC is an accurate and rapid new protocol to mensurate phenolic acids, which is an improved and practical method. 
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0  引言 

【研究意义】随着树龄的老化，果园更新是果园

经营的重要任务之一，由于受土地等因子的限制，在

更新的果园中，特别在传统的苹果产区，存在新建果

园的连作（重茬），进而面临连作障碍的发生。连作

障碍具有普遍性，是生产中的一大难题，给果农造成

巨大的经济损失，严重制约了果树生产的可持续发

展[1]。苹果园连作障碍原因复杂，其中，连作果园土

壤中由上茬根系分泌和上茬残根腐解产生的酚酸类物

质是引起连作障碍的重要原因之一[2-3]。早期研究发

现，苹果根产生的根皮素、根皮苷和苦杏苷等酚酸类

物质，能够强烈抑制苹果幼苗的生长[4] 。孙海兵等[5]

研究发现根皮苷、焦性没食子酸和绿原酸是环渤海湾

地区连作苹果园土壤中含量显著变化的酚酸类物质，

可能是促使苹果园出现连作障碍的关键的酚酸类物

质。张淑香等[6]研究认为，酚酸类物质是根系分泌物

中的主要毒性物质，并且是造成连作障碍的重要因子。

张江红等[3]研究认为，苹果幼苗分泌物中的酚酸类物

质主要有间苯三酚、根皮素和根皮苷，占分泌量的 80% 

以上，苹果根系浸提液中的酚酸类物质是苹果园土壤

中自毒物质的主要来源。植物通过地上部淋溶、根系

分泌和植株残茬腐解等途径释放出的酚酸类物质进入

土壤中[7-9]，可直接影响土壤养分状况，还可通过土壤

微生物活性和病虫害而间接地影响植物生长，从而导

致连作障碍[10-12]。因此，建立一种简便、快速和高效

测定连作苹果园土壤酚酸含量的新方法，对推进苹果

园连作障碍的研究具有重要意义。【前人研究进展】

土壤酚酸提取方法主要有NaOH溶液提取法[13]和二氯

甲烷有机溶剂提取法[3]。Hartley and Buchan[13] 研究发

现，利用 1 mol·L-1NaOH溶液能够对土壤中的对羟基

苯甲酸、丁香酸、肉桂酸、阿魏酸、咖啡酸等酚酸类

物质进行提取，提取时间约 15 h，提取液经离心调

pH 后的上清液就可直接进行 HPLC 检测。张江红[3]

利用二氯甲烷代替氯仿作为提取溶剂对果园土壤中

的酚酸类物质进行提取，称取 100 g风干土样，加入

200 mL二氯甲烷，振荡过夜后，过 0.45 μm 滤膜，34℃

减压浓缩近干，加入 1 mL甲醇复溶，过 0.22 μm有机

相滤膜，待 HPLC 分析，但这些方法都存在提取效

率低、溶剂消耗量大、提取周期长、能源消耗大等

等缺点。高效液相色谱法具有分析时间短、结果准

确可靠等特点，近年来得到了迅速发展。Haghi等[14]

利用 HPLC方法分离鉴定了植物材料中没食子酸、原

儿茶酸、对羟基苯甲酸和间羟基苯甲酸 4种酚酸的含

量。Podsedek等[15]检测到苹果果实中含有绿原酸、儿

茶酚、槲皮素和根皮苷。【本研究切入点】到目前为

止，用加速溶剂萃取法提取土壤酚酸类物质的研究未

见报道。加速溶剂提取又称快速溶剂提取，是一种从

固体和半固体基质中提取分析物的新的样品萃取技

术[16]。与以往的提取方法相比，加速溶剂提取法可以

大幅缩短提取时间，并减少溶剂的消耗量，降低成本，

已在土壤、蔬菜、水果及生物样品残留农药提取中得

到广泛应用[17-18]。已有学者将这项技术应用于植物药

物定量和定性分析中样品的前处理[19-20]。酚酸类物质

种类多，结构极为相近，分离条件的优化非常重要。

本试验通过更改流动相 pH和流动相梯度，使 14 种酚

酸能够达到基线分离，拟建立能够同时检测 14 种酚酸

的 HPLC分离鉴定方法。【拟解决的关键问题】以苹

果特征酚酸类物质根皮苷为例，探讨 ASE-HPLC法提

取和测定酚酸类物质的最佳条件，建立一种快速、高

效测定连作苹果园土壤酚酸类物质种类和含量的分析

方法，为苹果园连作障碍防治提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

ASE350 快速溶剂萃取仪，配有 12个 100 mL萃

取池（美国 Dionex公司），小型旋转蒸发仪（国产），

Ultimate 3000 高效液相色谱仪（美国 Dionex公司），

DGP-3600 双低压梯度泵，WPS-3000TSL 自动进样

器，TCC-3000 柱温箱，DAD-3000 二极管阵列 UV

检测器。 

甲醇、无水乙醇、乙酸均为分析纯，乙腈（色谱

纯），实验用水为超纯水（Milli-Q，18.2 MΩ﹒cm）；

试剂和流动相以重蒸水配制，过 0.45 μm 滤膜并超声

处理后使用。酚类物质标样：没食子酸、对羟基苯甲

酸、儿茶素、咖啡酸、丁香酸、香草醛、阿魏酸、间

苯三酚、苯甲酸、水杨酸、根皮苷、槲皮素、肉桂酸、

根皮素，均购自美国 Sigma 公司。 

1.2  样品采集 

试验于2012年4月在山东农业大学园艺科学与工

程学院国家苹果中心实验室和赛默飞世尔科技（中国）

有限公司上海浦东新区张江高科技园区哈雷路实验室

进行，连作土样取自山东省泰安市宁阳县磁窑镇大磨

庄村的新建连作园，采用多点采样混合法，采取 0—

30 cm 土层土壤混合，四分法留取１kg，装入黑色塑

料袋带回实验室，在室温条件下风干，研磨过 12目筛，
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以备测定。土壤类型为褐土，土壤硝态氮含量为 11.39 

mg·kg-1，铵态氮含量为 2.32 mg·kg-1，速效钾含量为

70.0 mg·kg-1，速效磷含量为 25.4 mg·kg-1，有机质含

量为 5.1 g·kg-1。 

1.3  试验方法 

1.3.1  加速溶剂萃取法提取  加速溶剂萃取是在加

热加压条件下对样品进行萃取，影响加速溶剂萃取效

率的因子主要包括提取溶剂的选择、提取压力、提取

温度和提取时间，而提取时间的长短直接与提取时静

置时间及静态循环次数相关，本试验中采用优化后的

条件测定。 

准确称取过 12目筛的风干连作苹果园土壤 100 g，

加入适量硅藻土，于烧杯中混合均匀。在 100 mL 萃

取池底部垫上 1片纤维素膜，将混合均匀的样品装入

萃取池中，按优化好的 ASE条件萃取：先以无水乙醇

为萃取溶剂，温度 120℃，压强 10.3 MPa，静态萃取

时间 5 min，循环次数 2次，吹扫体积 60%，吹扫时

间 90 s；然后以甲醇为萃取溶剂对同一样品在相同条

件下再次萃取。萃取完成后，将两种萃取溶剂的收集

液混合，34℃减压浓缩近干，加入 1 mL 甲醇复溶，

过 0.22 μm有机相滤膜，待 HPLC分析。 

1.3.2  有机溶剂法提取  参照张江红[3]的方法进行。

称取过12目筛的风干连作苹果园土壤100 g于250 mL

棕色玻璃广口瓶中，加入 200 mL 二氯甲烷，震荡过

夜后过滤，34℃减压浓缩近干，1 mL 甲醇溶解，过

0.22 μm有机相滤膜，待 HPLC分析。 

1.3.3  色谱条件  色谱柱：Acclaim 120 C18（3 μm，

150 mm×3 mm），柱温 30℃（美国 Dionex公司）。

流动相 A：乙腈，流动相 B：水（乙酸调 pH至 2.6），

流速：0.5 mL·min-1；进样方式及进样体积：自动进样，

5 L；检测波长 280 nm。 

1.3.4  数据分析  数据采用Microsoft Excel 2003和

SPSS 19.0 统计软件进行统计分析。 

2  结果 

2.1  ASE 萃取条件的优化 

2.1.1  萃取溶剂的选择  本试验中选取了甲醇、无水

乙醇、丙酮及二氯甲烷 4 种有机溶剂对土壤中的根

皮苷及酚酸类物质进行提取。结果表明（图 1），

采用无水乙醇对土壤中的根皮苷提取效率最佳，其

次为甲醇，而采用丙酮和二氯甲烷对土壤中根皮苷

的提取效率较低，4 种溶剂对土壤中根皮苷的提取

量达显著性差异。考虑到酚酸标样都微溶于水，易

溶于甲醇、无水乙醇，本试验选取无水乙醇和甲醇

作为萃取溶剂。 

2.1.2  萃取温度的选择  对同一样品，分别以无水乙

醇和甲醇为萃取溶剂，采用不同的萃取温度（40、60、

80、100、120、140和 160℃）进行提取试验。结果

表明（图 2），随着萃取温度的升高，根皮苷的提

取率显著增高，于 120℃根皮苷的提取率达到最高。

当温度超过 120℃时，根皮苷提取率下降，可能是

因为高温下所得根皮苷易被破坏，或根皮苷发生了

热降解。综合考虑，选取 120℃作为最终酚酸的萃

取温度。 
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Duncan’s 检测，图中不同小写字母表示 0.05 水平上差异显著。下同 
Duncan's new multiple range test, Values followed by different letters in a 
figure are significant at the 5% level. The same as follows 

 

图 1  不同萃取溶剂对根皮苷的萃取效果 

Fig. 1  Effect of different extraction solvents to extract 

phlorizin 
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图 2  不同萃取温度提取效果比较 

Fig. 2  Comparison of extraction of different extraction 

temperatures  
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2.1.3  不同萃取循环比较  本试验采用恒定静态萃

取时间（5 min），对同一样品先以无水乙醇再以甲醇

为萃取溶剂分别进行二次单循环萃取，共 4次循环，

分别收集在 4个收集瓶中，将各循环萃取液浓缩、定

容后经 HPLC分析，比较各循环萃取液中目标组分的

含量。结果（图 3）表明，无水乙醇对根皮苷的提取

效率优于甲醇，且达显著性差异，但无水乙醇不能实

现对土壤中酚酸的充分提取，需用甲醇再次提取。以

无水乙醇为萃取溶剂时，第 1次萃取的根皮苷占二次

萃取总量（以无水乙醇为萃取溶剂的萃取总量）的

96.2%，第 2 次萃取的根皮苷占二次萃取总量（以无

水乙醇为萃取溶剂的萃取总量）的 3.7%；以甲醇为萃

取溶剂时，第 1次萃取的根皮苷占二次萃取总量（以

甲醇为萃取溶剂的萃取总量）的 94.8%，第 2 次萃取

的根皮苷占二次萃取总量（以甲醇为萃取溶剂的萃取

总量）的 5.0%，4次循环萃取率高达 99.9%，而以无

水乙醇和甲醇各进行一次循环的萃取率为 95.5%。因

此，为节省时间和溶剂，本试验采用 2次萃取循环（无

水乙醇和甲醇各一次循环）作为循环次数。 

2.2  HPLC 色谱条件 

2.2.1  HPLC 方法、线性及检出限  本试验中对液相条

件进行了优化，通过更改流动相 pH 和流动相梯度使对

羟基苯甲酸和儿茶素，苯甲酸和水杨酸达到基线分离。

流动相组分为乙腈和水（用乙酸调节 pH2.6），柱温 30℃，

流速 0.5 mL·min-1，进样量 5 μL。采用A、B 双泵系统，

梯度洗脱，0—35 min，乙腈从 5%提高到 35%，35—40 

min，乙腈保持 35%，40—42 min，乙腈从 35%下降到 
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图 3  不同萃取循环次数提取率比较 

Fig. 3  Comparison of extraction rate of different extraction 

cycles 

 

5%。每个分析周期结束后基线平稳 10 min 后进样，

以去除干扰成分，保证分析结果的稳定性和重复性。 

酚酸标样的配制：准确称量 10 mg 没食子酸、对

羟基苯甲酸、儿茶素、咖啡酸、丁香酸、香草醛、阿

魏酸、间苯三酚、苯甲酸、水杨酸、根皮苷、槲皮素、

肉桂酸、根皮素，分别置入 10 mL 容量瓶，用甲醇溶

解并定容至 10 mL。配制混合标准溶液：取适量各标

准品储备液，用甲醇稀释至 30 μg·mL-1后，采用流动

相配置成 0.3、1.5、3.0、6.0 和 9.0 μg·mL-1的工作溶

液，采用 HPLC分析，测定谱图、线性方程、相关系

数及检出限（S/N=3）结果见图 4和表 1。 
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1. 没食子酸；2. 对羟基苯甲酸；3. 儿茶素；4. 咖啡酸；5. 丁香酸；6. 香草醛；7. 阿魏酸；8. 间苯三酚；9. 苯甲酸；10. 水杨酸；11. 根皮苷；12. 
槲皮素；13. 肉桂酸；14. 根皮素 
1. Gallic acid; 2. P-hydroxybenzoic acid; 3. Catechin; 4. Caffeic acid; 5. Syringic acid; 6. Vanillic aldehyde; 7. Ferulic acid; 8. Phloroglucinol; 9. Benzoic acid; 
10. Salicylic acid; 11. Phlorizin; 12. Quercetin; 13. Cinnamic acid; 14. Phloretin 

 

图 4  14 种酚酸标准品测定谱图 

Fig. 4  The phenolic standard measurement spectrum of 14 kinds of phenolic acids 
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表 1  保留时间、线性方程、相关系数及检出限 

Table 1  Retention time, linear equation, correlation coefficient and detection limit 

序号 

Number 

酚类化合物 

Phenolic Compound 

保留时间 

Retention time (min) 

线性方程 

Linear equation 

决定系数（R2） 

Correlation coefficient 

检出限 

Detection limit (μg·mL-1)

1 没食子酸 Gallic acid 2.95 y=2.652x+2.0981  0.9999 0.0061 

2 对羟基苯甲酸 P-hydroxybenzoic acid 10.38 y=1.1476x+0.4557 0.9963 0.0153 

3 儿茶素 Catechin 11.63 y=0.5233x+0.3277 0.9981 0.0254 

4 咖啡酸 Caffeic acid 13.28 y=6.4564x+1.8327 0.9991 0.0027 

5 丁香酸 Syringic acid 14.03 y=14.453x+0.1651 0.9999 0.0013 

6 香草醛 Vanillic aldehyde 15.97 y=8.9167x-0.4102 0.9999 0.0020 

7 阿魏酸 Ferulic acid 18.19 y=3.1315x+0.3994 0.9976 0.0054 

8 间苯三酚 Phloroglucinol 19.13 y=0.5513x-0.0432 0.9973 0.0215 

9 苯甲酸 Benzoic acid 20.23 y=0.2194x-0.0068 0.9979 0.0413 

10 水杨酸 Salicylic acid 20.94 y=0.2223x+0.0017 0.9998 0.0463 

11 根皮苷 Phlorizin 21.95 y=3.3742x+0.0382 0.9987 0.0055 

12 槲皮素 Quercetin 25.20 y=0.5518x-0.0412 0.9974 0.0223 

13 肉桂酸 Cinnamic acid 26.13 y=6.4602x+1.7775 0.9993 0.0028 

14 根皮素 Phloretin 27.94 y=4.4998x-0.3590 0.9996 0.0040 

 

2.2.2  样品测定及加标回收  首先利用有机溶剂提

取法对连作土壤样品进行提取测定，结果见表 2（B）。

该提取方法只能检测到儿茶素、香草醛和苯甲酸 3种

酚酸类物质，其它酚酸类物质都低于检测限，且该方

法检测的酚酸浓度均低于加速溶剂萃取法。同时对根

皮苷和根皮素两种酚酸进行加标试验，加标 1.00 mg，

结果提取测定时根皮苷和根皮素的浓度仍低于检测

限。 

 
表 2  连作苹果园土壤样品的测定结果及加标回收试验结果 

Table 2  Determination results of apple replanted orchard soil and recovery test 

序号 

Number 

酚类化合物 

Phenolic compound 

A含量 

Count 

(mg·kg-1) 

B含量 

Count 

(mg·kg-1) 

添加回收率 Recovery（%） 相对标准偏差

RSD 

(% n=5) 
0.25 mg·kg-1 0.50 mg·kg-1 1.00 mg·kg-1 

1 没食子酸 Gallic acid 0.005g ND 85.8 88.7 91.2 3.05 

2 对羟基苯甲酸 P-hydroxybenzoic acid 0.066f ND 88.5 87.0 93.2 3.61 

3 儿茶素 Catechin 0.047fg 0.021b 87.9 90.6 89.9 1.57 

4 咖啡酸 Caffeic acid 0.068f ND 83.2 86.7 89.1 3.44 

5 丁香酸 Syringic acid 0.041fg ND 88.9 90.1 92.5 2.03 

6 香草醛 Vanillic aldehyde 2.208a 0.031a 89.9 93.6 98.8 4.75 

7 阿魏酸 Ferulic acid 0.065f ND 83.2 87.9 92.8 5.46 

8 间苯三酚 Phloroglucinol 0.055fg ND 82.5 86.8 89.3 3.99 

9 苯甲酸 Benzoic acid 0.036fg 0.015c 88.7 90.2 96.7 4.63 

10 水杨酸 Salicylic acid 1.859b ND 89.5 92.1 97.5 4.39 

11 根皮苷 Phlorizin 0.212e ND 89.2 90.2 96.8 4.49 

12 槲皮素 Quercetin ND ND 83.1 93.2 92.8 3.10 

13 肉桂酸 Cinnamic acid 0.273d ND 88.7 89.9 92.3 2.03 

14 根皮素 Phloretin 0.489c ND 84.6 88.7 94.2 5.40 

ND：未检出，A：加速溶剂萃取法提取，B：有机溶剂法提取  ND: not detected, A: ASE extraction method, B: Organic solvent extraction method 
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利用建立的提取和分析方法，对同一份连作土样

品进行测定。结果见表 2（A），该提取方法可实现对

土壤样品酚酸的提取，且提取效果较好，并能实现对

酚酸各组分的检测，没有出现色谱峰干扰情况，同时

本试验对加标回收率进行考察。对连作土壤样品添加

混合标准溶液（加标浓度为 0.25、0.50、1.00 mg·kg-1），

考察 14种酚酸的加标回收情况。结果表明，各组分的

加标回收率在 83%—98%之间，符合分析检测要求。

对同一样品重复进样 5次，RSD在 1.57—5.46之间，

仪器精密度符合检测要求。 

3  讨论 

Hartley 和 Buchan[13] 研究发现，利用 1 mol·L-1 

NaOH 溶液对土壤中的对羟基苯甲酸、丁香酸、肉桂

酸、阿魏酸、咖啡酸等酚酸类物质进行提取，提取液

经离心调 pH值后的上清液就可直接进行HPLC检测，

缺点是他用氢氧化钠提取的方法，可能提取出与化感

无关的结合态酚类，与加速溶剂萃取法相比存在提取

周期长，操作繁琐等缺点。王西奎等[21]研究发现，

NaOH 提取体系不仅提取效率偏低，而且数据波动较

大，重现性差。这是由于在碱性条件下，酚以苯氧负

离子的形式存在，电荷密度较高，易于发生各种化学

变化所致，而用加速溶剂萃取法提取时提取效率高，

且具有良好的重现性和线性。王西奎等[21]还研究发

现，以氯仿作为提取溶剂时，以分子形式存在的酚类

化合物相对较稳定，因而氯仿是提取土壤中酚类化合

物的适宜溶剂。考虑到氯仿的高毒性，张江红[3]利用

二氯甲烷代替氯仿作为提取溶剂对果园土壤中的酚类

物质进行提取，但此法与加速溶剂萃取法相比存在提

取时间长（12 h），溶剂用量大（200 mL），操作繁

琐（需人工过滤，操作误差大），室温提取不需加热，

效率较低等缺点。使用加速溶剂萃取法提取土壤中的

酚酸，操作简单快捷（无需人工过滤，全自动化，操

作误差小），提取时间短（25 min），提取效率高，

以低毒性的无水乙醇和甲醇为萃取溶剂，就可达到良

好的萃取效果，具有更好的安全实用性。因此，

ASE-HPLC法是一种简便、快速和高效测定土壤酚酸

含量的新方法。 

由于加速溶剂萃取法具有所需仪器设备简单、自

动化程度高、安全性好、溶剂用量少、萃取完全、效

率高、操作快速简便等突出优点，已被广泛应用于分

析检测各类样品中不同目标物。如加速溶剂萃取法可

用于分析检测水体、土壤、底质、矿物、化工产品、

生物样品(蔬菜、水果、动物肉类、鱼体、茶叶)中的

各种有害物质 (如各种农药成分、烃类污染物、化学

物等)[22-25]。相关研究表明，采用加速溶剂萃取法分离

萃取目标物具有比常规萃取法更快、萃取率更高的效

果[26-28]。本研究采用加速溶剂萃取法分离萃取连作果

园土壤中的酚酸，同样显示出加速溶剂萃取法的优越

性。由于所要提取的目标物具有不同的特点和特性，

在加速溶剂萃取法的应用中应当根据实际情况设置萃

取处理参数，以便获得有实用价值的最佳萃取条件。 

HPLC 的原理是根据样品分子的性质选择合适的

流动相 pH、分离温度、分析柱类型和流动相添加剂，

利用溶质在化学性质上的差异分离化合物，在酚酸类

物质的分离和鉴定方面已经得到广泛应用。刘江云等[29]

对 12 种天然酚酸的 HPLC 分离条件进行了优化，发

现流动相和梯度洗脱影响试验的结果。Hilt[30]利用

HPLC测定草莓果实中根皮苷的含量，进一步利用MS

和 NMR 确定其构造。苹果酚酸类物质含量丰富，种

类多，结构极为相近，分离条件的优化非常重要。

Schieber 等[31]测定了苹果和梨果实中的酚类物质含

量，60 min分离一个样品。张江红[3]在前人研究的基

础上，将样品分离时间缩短为 42 min，并且建立 10

种酚酸 HPLC的定量测定方法，该方法操作简便，重

现性好，适合苹果酚酸定量检测。本试验中的液相条

件在张江红[3]所建立的方法上进行了再次优化，通过

更改流动相 pH（用乙酸调节 pH 2.6）和流动相梯度使

对羟基苯甲酸和儿茶素，苯甲酸和水杨酸能够达到基

线分离，建立了 14种酚酸 HPLC的定量测定方法。 

4  结论 

使用加速溶剂提取法提取土壤酚酸，操作简单快

捷，提取时间短，提取率较高。提取土壤酚酸类物

质的最佳工艺条件为：先以无水乙醇为萃取溶剂，

再以甲醇为萃取溶剂，提取温度为 120℃，压强为

10.3 MPa，循环 2次（无水乙醇和甲醇各一次循环），

每次静态提取时间为 5 min，吹扫体积为 60%，吹扫

时间为 90 s。HPLC 色谱条件为：流动相组分为乙

腈和水（用乙酸调节 pH 2.6），柱温 30℃，流速    

0.5 mL·min-1，进样量 5 μL。采用 A、B 双泵系统，

梯度洗脱，0—35 min，乙腈从 5%提高到 35%，35—

40 min，乙腈保持 35%， 40—42 min，乙腈从 35%

下降到 5%。每个分析周期结束后基线平稳 10 min 后

进样，以去除干扰成分，保证分析结果的稳定性和重

复性。方法回收率在 83%—98%之间，检测限为
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1.3×10-4—2.5×10-2 μg·mL-1，且重现性好，具有推广

应用价值。因此，ASE-HPLC法是一种简便、快速和

高效测定土壤酚酸含量的新方法。 
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