
 

2005年 9月 

第 28卷 第 5期 

四川师范大学学报(自然科学版) 
Journal of Sichuan Normal University(Natural Science) 

Sept．，2005 

Vo1．28．No．5 

苯并噻二唑标样的制备及 Bion 50％ WG含量分析 

范志金 ， 艾应伟2， 陈建宇 ， 王海英 ， 刘凤丽 ， 鲍丽丽 ， 石祖贵 
(1．南开大学元素有机化学研究所 元素有机化学国家重点实验窜，天津 300071； 

2．四川大学 生命科学学院，四川 成都 610065) 

摘要：从 Bion 50％ WG中提取有效成分制备了苯并噻二唑(明1}{)标样，其结构经 H NMR谱 、IR、元素分 

析和ttPLC／MS的确证 ．利用制备的标样建立了 Bion 50％ WG的HPLC分析方法，用 250ITiln×4．6 nqln不锈钢 

ODS 5舢 球型硅胶填料色谱柱，甲醇(含 0．6％的冰醋酸)／水(含0．6％的冰醋酸)=85／15( )为流动相， 

1．0 mL·min 的流速和 254 Bin的检测波长能较好地分离 BTH与样本中的杂质．方法的平均添加回收率为 

99．91％，Bion 50％ WG的平均含量为 49．47％，变异系数为 0．30％，线性相关系数平方(r )为0．999 0． 
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植物通过外源化学物质的激活可以诱导植物 

的免疫系统，使植物产生对后继病原菌的入侵产生 

广谱和持久抗病性，这就是系统获得抗病性，能诱 

导植物产生系统获得抗病性的化学物质就是植物 

诱导抗病激活剂，它将是今后农药发展的主要方向 

之一⋯．已知的植物诱导抗病激活剂主要有内源的 

乙烯 (Et)、水杨酸(SA)、茉莉酸 (JA)和一氧化氮 

(NO)，外源的苯并噻二唑 (BTH)、DL广J3．氨基丁酸 

(BABA)、2，6一二氯异烟酸(INA)及其衍生物、N一氰甲 

基一2一氯异烟酰胺(NCI)、烯丙异噻唑(probenazole)、 

2，2一二氯一3，3一二甲基环丙羧酯(DDCC)、水杨酸甲酯 

(MeJA)衍 生物、茉莉 酸 甲酯 (MeJA)和磷 酸盐 

(K2HPO4)等_1 J．其中，BTH是商品化最成功的植 

物诱导抗病激活剂，可诱导植物对细菌、真菌和病 

毒等产生广谱的抗性⋯．BTH中文通用名称：活化 

酯；英文通用名称：acibenzolar-S—methyl；IUPAC名称： 

S一甲基苯并[1，2，3]噻二唑一7一硫代羧酸酯【引．由于 

植物诱导抗病激活剂本身及其代谢产物对病菌无 

杀菌或抑菌作用或仅有很低的杀菌或抑菌作用，但 

能诱发植物 自身的免疫系统抵御病害的侵袭，其作 

用机制完全突破了传统杀菌剂的作用机制，传统杀 

菌剂的研究方法不适合此类研究 ．因此，建立该类 

药剂生物活性筛选和评估体系、田问药效及混用效 

果的评价方法十分重要，作者已建立了从离体到活 

体以及诱导活性在内的生物测定筛选体系及生理 

生化指标的验证体系_6J6．合成了部分 BTH的衍生 

物，有些化合物显示出较好的诱导烟草抗烟草花叶 

病毒(TMV)的活性[7．8 3．本文旨在制备 BTH的标样， 

以建立 Bion 50％ WG的分析方法，为该药施药剂量 

的确定及其在植物体内代谢降解的研究奠定基础， 

为新农药的创制提供技术基础． 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

1．1．1 供试药剂 Bion 50％ WG，质量纯度 50％． 

先正达公司产品；甲醇，光谱纯，天津市康科德科技 

有限公司；乙腈，光谱纯，天津市康科德科技有限公 

司；水，双重蒸后使用；硅胶 G254、乙酸乙酯和石油 

醚以及甲酸等其他试剂均为国产分析纯． 

1．1．2 供试仪器 Agilent 11130高效液相色谱仪，配备 

紫外检测器及工作站；Yanaco CHN CORDER MT-3型自 

动元素分析仪；BRUKER ACP-200型核磁共振仪，TMS 

为内标；NICOLEr 5DX型红外光谱仪；Yanaco MP-500 

型熔点仪，温度计未经校正；'llnermo Finnigan液质联机 

(HPI．E／MS／MS)，Surveyor HPI／~配备 Diamonsil ClR，4．6 

Ⅲ ×250 mm不锈钢色谱柱和 IJCQ Advantage质谱仪， 

配备ESI离子源．电子天平Sartorius，精度为0．000 2 g． 

1．2 试验方法 

1．2．1 BTH标样的制备和结构鉴定 将2．0 g Bi0n 

50％ WG加入 15 nlL二氯甲烷中，经超声波震荡提 

取后过滤，沉淀用二氯甲烷洗涤 3次，每次 5 H ，合 

并滤液，35～40℃真空减压脱溶后，以石油醚 ：乙 

酸乙酯 =8：2( )经硅胶柱层析得产品，用乙腈 

重结晶得标样，然后测定熔点，进行元素分析和 
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H NMR谱及 IR分析． 

1．2．2 BTH标样的HPLC／MS分析 将 BTH用乙腈 

配成约20 ·mL 溶液，进样进行 HPLC／MS分析． 

液相色谱条件为：色谱仪：Survyer高效液相色 

谱；流动相：CH3OH：H2O：HCOOH=86：24：0．1 

( ／ )；流速：1．0 mL·min～；柱温：18℃；检测波 

长：254 nm；进样量：20 【“ 

质谱条件为：离子源：电喷雾源(ESI)；峭气流量： 

50 L·min～；辅气流量：10 L·min～；毛细管温度：275 

℃；毛细管电压：4．49 V；质量范围：1(30～500 g． 

1．2．3 BTH标样的配制 准确称取 25 mg BTH标 

样(精确到0．000 1 g)于 25 mL容量瓶中，用乙腈溶 

解并定容，再配制成 800，400，200，100，50 g·mL 

的浓度梯度，待 HPLC测定后以峰而积对浓度制作 

标准曲线． 

1．2．4 BTH样本的 HPLC分析 准确称取 12．5 mg 

Bion 50％ WG(精确到 0．000 1 g)于 25 mIJ容量瓶 

中，加入乙腈，超声波溶解样本，过微孔滤膜后待 

HPLC测定，以峰面积定量，外标法计算样本浓度． 

同样条件下在 12．5 mg Bion 50％ WG样本中添加 5 

mg标样 ，溶解并定溶于25 mL容量瓶中，HPLC测定 

添加后样本中 BTH的浓度，计算样本的添加 回收 

率，确定方法的准确度和精密度． 

1．2．5 BTH含量的 HPLC测定条件 色谱柱为 Dia． 

monsil C18柱，250 mlTl×4．6 matt；柱温：40℃；流动相：甲 

醇(含 0．6％的冰醋酸)／水(含 0．6％的冰醋酸)=85／ 

15( ／ )；流速 ：1．0 mL·min_。；检测波长：254 nlT1． 

2 结果与讨论 

2．1 BTH标样的制备和结构鉴定 将 BTH 50％制 

剂用二氯甲烷提取后，以石油醚 ：乙酸乙酯 =8：2 

( ／ )经硅胶柱层析，再经乙腈重结晶可以得到纯 

度很高的 BTH标准样品，提纯后的标样的有关理化 

参数和结构鉴定的数据见表 1．由表 1可见，标样的 

有效成分元素分析测定值与计算值十分接近，在允 

许的误差范围内； H NMR谱中 H原子的数 目和化 

学位移与其化学结构完全一致；IR特征峰显示有苯 

环和噻二唑环的骨架以及羰基的存在． 

表 1 苯并噻二唑标样的定性鉴定数据 

Table l Identification data of Acibenzolar-S-methyl standard 

HPLC／MS分析仅出现一个组分紫外吸收峰，其 

保留时间为 6．7 min；该组分的 M+1的 m／z为 

210．8(其分子量为：210．27)，该质谱信息所在的峰 

是基峰 ． 

2．2 BTH分析方法的线性范围 HPLC／MS在线紫 

外扫描分析表明，BTH有 4个紫外吸收峰值，分别 

在 227．0、252．0、289．0和 324．0 nlTl，最大吸收峰在 

252．0 nlTl处，为此本研究选择常用的 254 nm为检 

测波长．将 BTH稀释成一定浓度梯度，在上述色谱 

条件下进样测定，其保留时间为：6．34±0．01 min． 

以峰面积定量，BTH在 50～800 mg·L 浓度范围内 

线性相关性很好，相关系数平方值为 

r ： 0．999 0． 

回归方程为 

Y = 27．45x +470．65． 

2．3 Bion 50％WG分析方法的精密度 对 5份不 

同 Bion样本的测定结果(表 2)表明，同一条件下的 

测定结果之间的差异很小，方法的精密度高，标准 

偏差为：0．15％，变异系数为：0．30％，Bion 50％ WG 

的平均含量为：49．47％． 

表 2 BTH测定方法的精密度 ％ 

Table 2 Precision of ana]yacal method for Acibenzolar-S-melhyl 

2．4 添加回收率的测定 在已知含量的 Bion 50％ 

WG样本 12．5 mg中加入5 mg BTH标样，在同样条件 

下进行4次重复测定，测得样本的回收率在 99．19％ 

～ 100．64％之间(表3)，平均添加回收率为99．91％． 
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表3 BTH测定方法的准确度 3 结语 
Table 3 Accuracy of analytical method for Acibenzolar-S-methyl 

利用 Bion 50％ WG提取 的 BTH标样 经熔 点 、 

H NMR谱、IR和元素分析确定其化学结构为 S一甲 

基苯并[1，2，3]噻二唑一7一硫代羧酸酯，该结果得到 

了HPLC／MS分析结果的确证 ，有效成分测定的分 

子量与理论值一致．本文建立的Bion 50％ WG的反 

相 HPLC分析方法可将有效成分和杂质进行有效的 

分离，分析方法的精密度好，准确度高，是 Bion 50％ 

WG中 BTH含量分析的有效测定方法． 
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Preparation of BTH Standard and HPLC Analysis of Bion 50％ WG 
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Abstract：The analy~cal standard ofbenzothiadiazole(BTH)is prepared from Bion 50％ WG，and its structure is determined bv elenaen． 

tal analysis， H NMR，IR and HPLC／MS．Th e method of ItPLC analysis of Bion 50％ WG is established by the prepared standard
． Unde rlhe 

condition of 250 inln x 4．6 inln stainless ODS 5／xm colunm，1．0 nLL·min一 of methanol(containing 0．6％ of CH1COOH)／water(containing 

0．6％ of CH3COOH)as mobile phase，254 nnl UV as determination wave length，BTH can be separated from impurity in Bion 50％ WG ef- 

fectively．The average recovery and coefficient of variation ofthis method ale 99
．91％ and 0．30％ respectively，the sqtrare oflinear correla． 

tion coefficient iS 0．999 0，the average concentration of Bion 50％ WG is 49．47％ ． 
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