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基于多孔石墨碳柱的高效液相色谱法测定电合成尿素产物

沈 睿 李泳谊 高晓静 施超欧

（华东理工大学分析测试中心，上海 200237)

摘要：利用多孔石墨碳柱建立了电合成尿素产物中尿素的高效液相色谱分析方法。选择

HypercarbTM多孔石墨碳柱，采用水-25 mmol/L甲基磺酸溶液为流动相进行梯度洗脱分离，柱温

为 30 ℃，流速为 1.0 mL/min，检测波长 190 nm，可实现不受电解液中其它杂质如 NO3-、NO2-、

CO32-等离子干扰的尿素测定。结果表明，尿素在 0.1~100 mg/L 质量浓度范围内线性关系良好，

相关系数（r2）大于 0.9988；相对标准偏差（RSD）小于 0.79%，低、中、高三个浓度下的加标

回收率在 112.0%~118.4%之间。最后对所接收的实际电解液样品进样分析，结果显示尿素色谱峰

峰形良好，且未受到其他杂质峰的干扰。该方法前处理简单，方便快捷，结果准确可靠，特异性

好，可用于实际电合成尿素电解液产物中微量尿素及其它相关离子的检测。
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Abstract：In this paper, a high performance liquid chromatographic method for the analysis of

urea in electrosynthesized urea products was established using a porous graphite carbon column.

The HypercarbTM porous graphite carbon column was selected, and water-25 mmol/L

methanesulfonic acid solution was used as the mobile phase for the gradient elution and separation,

with the column temperature of 30 ℃, the flow rate of 1.0 mL/min, and the detection wavelength

of 190 nm, which enables the determination of urea without the interference of other impurities in

the electrolyte, such as NO3-, NO2-, CO32-, and other ions. The results showed that the linearity of

urea was good in the mass concentration range of 0.1~100 mg/L with the correlation coefficient

(r2) greater than 0.9988; the relative standard deviation (RSD) was less than 0.79%, and the spiked

recoveries were in the range of 112.0%~118.4%. Finally, the actual electrolyte samples received
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were sampled and analyzed, and the results showed that the peak shape of the urea chromatogram

was good and was not interfered by other impurity peaks. The method is simple, convenient,

accurate, reliable and specific. It can be used for the detection of trace urea and other related ions

in the actual electrosynthesized urea electrolyte products.

Keywords：porous graphite carbon column; high performance liquid chromatography; urea;

anions

1前言

尿素（Urea），又称脲或碳酰胺，是最简单的有机化合物之一，其化学性质并不稳定，

在酸、碱或酶的作用下易水解，在高温下发生缩合反应。尿素广泛存在于自然界中，是哺乳

动物和两栖动物氮排泄的主要代谢产物，还可作为农作物肥料、动物饲料、日用品、炸药等

产品的原料；也是许多日常护肤产品的主要成分，可用于临床中各种皮肤病的治疗[1]，与日

常生活息息相关。

电化学合成尿素法可以在一定程度上弥补传统尿素制备所带来的的能源消耗和环境污

染问题[2]。该方法主要是以 N2或其它氮源和 CO2作为原料，在水中电耦合生成尿素[3]。由

于亚硝酸盐的解离能更低，在合成反应中有利于节约成本、降低能耗[4]，可采用碳酸氢根和

硝酸盐或亚硝酸盐电解液与 CO2一同反应进行制备[5]。在电化学合成法反应液中，鉴于方法

产率较低，除含有少量产物尿素外，还存在大量 NO3-、NO2-、CO32-等杂质离子，易对尿素

测定产生干扰。

目前国内外关于尿素，特别是微量及痕量尿素的检测方法，已有多项报道，主要有脲酶

法[6-8]、比色法[9,10]、红外光谱法[11]及高效液相色谱法[12,13]等等。刘灵辉等[7]采用脲酶-谷氨酸

脱氢酶偶联法，改进后可实现游泳池水中尿素含量的自动化分析；Chen等[9]和付智慧[10]分

别选取了二乙酰一肟和对二甲氨基苯甲醛为显色剂，使其与尿素发生显色反应后，利用分光

光度计进行测定；谭良锋等[14]采用中红外光谱法进行车用尿素的定量分析。其中，脲酶法

和比色法需要对样品进行复杂的预处理操作，灵敏度和精确度有所损失；红外光谱法一般可

直接进样，方便快捷，但灵敏度相对较低；高效液相色谱具有检测快速、便捷灵敏等优点，

由于尿素属于强极性化合物，难以在传统液相色谱柱上显著保留，常常采用亲水作用色谱柱

[15]、柱前衍生-荧光检测法[12,16]、串联质谱法[17]等来提高检测灵敏度。其中，Zhang[12]等人采

用荧光检测器对酒精饮料中尿素的进行测定，检出限为 0.003 mg/L；Kramer M[17]等人对比
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了串联质谱和荧光检测两种色谱方法检测饲料中的尿素含量，检出限分别为 3 mg/kg 和 2

mg/kg。

由于尿素的紫外吸收波长在 190 nm左右，处于远紫外吸收区，因此在使用紫外检测器

时，检测易受到干扰。多孔石墨化碳（Porous Graphitic Carbon，PGC）柱作为一种于上世纪

八十年代开始商品化的色谱柱，在色谱分析方面有着优于反相键合硅胶柱的一些独特性能。

填料 PGC 是一种多孔球形颗粒呈层状交织的特殊导电材料，具有高度稳定性和机械强度，

耐强酸强碱、耐高温，非常适用于严苛实验条件下的物质分离[18]。同时，其特殊的石墨极

性保留效应（PREG）使得在极性物质[19-21]的分离上有着极大的优势，将 PGC 柱用于电解液

体系下尿素的分离，并在 190nm低紫外波长下进行检测在理论上是可行的。

国内外已有相关文献报道了关于电合成尿素的反应液中微量尿素的分析方法。刘洋[22]

等人和Meng[4]等人均采用 NH2 Phenomenex 色谱柱，分别以乙腈水溶液和甲醇水溶液为流

动相，进行电解液中尿素含量的测定，但还未有利用 PGC柱进行分离检测的相关方法报道。

本研究利用 PGC 柱特殊的保留效应，且在低紫外吸收波长下柱流失远小于传统反相色

谱柱的特殊性能，探讨其应用于高效液相色谱并进行电解液体系下尿素检测的可行性。由于

电合成尿素产物中存在基体浓度高、离子干扰多等问题，通过对色谱条件的考察以及方法学

的验证，实现了实际电合成尿素的电解液中尿素的分离和检测，避免了高浓度杂质离子的干

扰。该方法操作简单，无需复杂的样品前处理过程，仅需过滤，为电解液中尿素含量的测定

提供一种全新独特且方便准确的检测方法。

2 实验部分

2.1 仪器、试剂与材料

U3000高效液相色谱仪（美国 Thermo公司）；；HypercarbTM多孔石墨碳柱，100 mm4.6

mm，（美国 Thermo 公司）；AL204 电子天平（梅特勒-托利多公司）；Millipore-Q A10超纯

水机（美国Merck Millipore公司）；100~1000 μL移液枪（北京大龙公司）；100mL容量瓶。

硫酸（96%，国药集团化学试剂有限公司）；磷酸（85%水溶液）、甲基磺酸（MSA，99.5%）、

尿素（99.5%，生物分子级）、无水碳酸钠（优级纯）、无水碳酸氢钠（优级纯）、氢氧化钠

（优级纯）均为上海阿拉丁生化科技公司； 水中 NO3-、NO2-、NH4+标准溶液，100 mg/L，

上海市计量测试技术研究院。

2.2溶液配制

2.2.1标准溶液的配制
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尿素标准溶液：准确称量 100.5 mg尿素至 100 mL容量瓶中并用超纯水定容，得到 1000

mg/L的尿素标准溶液，备用；根据情况分别取适量标准储备液，用超纯水稀释成不同浓度

的标准溶液。

模拟电解液溶液：准确称取 1.011 g硝酸钾和 1.060 g碳酸钠至 100 mL容量瓶中用超纯

水定容，得到 0.1 mol/L电解液，备用。

模拟电解液尿素样品溶液：准确称取 1.011 g硝酸钾、1.060 g碳酸钠和 100.5 mg尿素至

100 mL 容量瓶中并用超纯水定容，再利用 0.1 mol/L 电解液逐级稀释得到 0.1 mol/L 电解液

背景下的系列浓度尿素样品溶液。

2.2.2样品前处理方法

电合成尿素的实际样品溶液以 0.22 μm的滤膜过滤，即得待测样品溶液。

2.3色谱条件

色谱柱：HypercarbTM多孔石墨碳柱（100 mm 4.6 mm，5 μm）; 柱温：30 ℃；流动相：

A：H2O；B：25 mmol/L MSA；流速：1 mL/min；进样量：25.0 μL；检测器：二极管阵列

检测器，190 nm；梯度洗脱程序：0-2 min，2% B；2-8 min，40% B；8-15 min，2% B。

3 结果与讨论

3.1色谱条件的优化

3.1.1色谱柱和检测波长的选择

参考文献[16,22]色谱条件利用 C18 柱对尿素进行测定，但在实际分析中发现，高浓度的

NO3-与尿素难以分离，干扰现象严重，如图 1所示。因此我们尝试选择 Hypercarb柱，发现

NO3-会受到 PGC 较强的保留作用，使得 NO3-出峰延后，远离尿素峰。这可能是由于 NO3-

所带孤对电子与 PGC表面产生电子间相互作用，在酸性条件下，阴离子的保留性增强，而

在碱性条件下反之。中
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图 1 C18柱下的尿素、硝酸钾及混合标样的色谱图

在对比了尿素以及其他相关杂质离子的紫外光谱图后发现，尿素紫外吸收小，而待测样

品中尿素浓度很低，在 190 nm这一极端波长下，尿素才有较大的响应，满足灵敏度的要求，

而在 195 nm 或更高波长下，难以检测到微量尿素，灵敏度有所欠缺。同时，在 190 nm 低

波长的极端检测条件下，PGC 柱的背景噪音相较于 C18 柱等传统色谱柱而言更小，可在尿

素检测时减少背景干扰。综合考虑选择 190 nm作为检测波长，而在通常情况下，小于 195 nm

是无法进行紫外检测的。

3.1.2流动相的选择

鉴于尿素在碱性环境下不稳定且易分解，需在中性或酸性流动相中进行分离。选择磷酸、

硫酸以及甲基磺酸三种常见酸性流动相，在相同色谱条件下，分别考察 10 mmol/L磷酸、硫

酸和 5 mmol/L甲基磺酸下的分离效果，见图 2。结果表明，磷酸洗脱得到的尿素峰值响应

较低，且噪音较大，影响检测灵敏度；而以硫酸为流动相时，在尿素保留时间附近出现倒峰，

干扰尿素测定。采用甲基磺酸溶液进行淋洗时，可得到基线平稳、峰形优良的尿素液相色谱

图。故最终选择甲基磺酸溶液作为流动相。
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图 2 三种酸性流动相下的尿素标样色谱图

3.1.3流速和柱温的优化

流动相的流速以及色谱柱的柱温均会对待测物的出峰时间以及峰宽造成影响，流速的提

高使得柱压增大，从而导致出峰提前；而柱温的改变也会影响待测物与固定相之间的相互作

用，发生出峰提前或延后的现象。为确立最佳流速及柱温，在 PGC柱上，以 5.0 mmol/L甲

基磺酸作为淋洗液，对所配制的 50 mg/L尿素标样进样，首先考察了 0.3~1.2 mL/min不同流

速对分离效果的影响，结果表明，随着流速增加，尿素保留时间缩短，且峰宽变窄；当流速

为 1.0 mL/min 时，有效塔板数较大，分离效果好。其次考察了 20~40 ℃不同柱温对检测结

果的影响，数据显示，柱温升高会导致保留时间略有前移，30 ℃下的有效塔板数最高。综

合考虑保留时间、塔板数以及分析效率、峰形等因素，最终确定流速为 1.0 mL/min，柱温为

30 ℃。

3.1.4浓度优化及干扰离子实验

在流动相淋洗浓度优化实验中，由于样品中除尿素外还含有大量 NO3-、NO2-、NH4+、

HCOO-、HCO3-等杂质离子，在选择流动相浓度时需考虑尿素与杂质的分离度。本研究初步

尝试等度淋洗的方法。分别选取了 10 mmol/L、5 mmol/L、2.5 mmol/L三个浓度的甲基磺酸

溶液作为淋洗液进行洗脱。检测结果表明，当淋洗液浓度不断降低时，尿素保留时间未有明

显变化，而 NO3-等离子的保留时间发生后移。当甲基磺酸浓度为 2.5 mmol/L时，NO3-的出

峰时间延长至 20 min，拉长了检测时间，影响检测效率。而以 5 mmol/L甲基磺酸溶液洗脱

时，NO2-和尿素的色谱峰产生部分重叠（图 2.a），影响尿素分析的准确性。
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鉴于此，为实现尿素与其他离子的完全分离，提高分析效率，进一步开发梯度洗脱的

方法。最终确定洗脱程序见 1.3。在此梯度淋洗条件下，对尿素混合杂质样品及杂质混合样

品分别进样分析。结果表明，尿素的检测未受到 NO2-等其他杂质离子的干扰（图 2.b），峰

形窄而尖，有利于定性定量分析，且分析时间仅 15 min，提高了检测效率。

图 3 尿素杂质混合样品（上）及杂质混合样品（下）色谱图 a等度洗脱 b梯度洗脱

色谱峰：1. urea；2. NO2-；3. NH4+；4. NO3-.

3.2方法学考察

3.2.1线性关系、检出限与定量限

根据 1.3所述色谱条件进行测定。待仪器稳定后，对配制好的 0.1、1.0、5.0、10、25、

50、100 mg/L 一系列电解液尿素线性标准溶液，浓度从低到高依次进样分析，每个浓度重

复测定 3次。分别以峰面积和峰高的平均值为纵坐标，尿素质量浓度为横坐标绘制标准曲线，

可得到对应的线性回归方程。结果表明，峰面积和峰高与浓度均呈现良好的线性关系，相关

系数 r2分别为 0.9997和 0.9988。同时取噪音 0.098 mAU，以 S/N=3计算方法的检出限为 0.028
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mg/L，以 S/N=10计算方法的定量限为 0.093 mg/L。

3.2.2重复性

为考察方法的重复性，同样在最佳色谱条件下，对配制好的 10 mg/L、50 mg/L、100 mg/L

三个浓度的标准溶液样品分别进行连续进样分析，每个浓度平行测定 8次，记录相应的峰面

积和峰高。结果见表 3，保留时间及峰面积、峰高的相对标准偏差（RSD）在 0.065%~0.79%

之间，说明该方法的检测重复性良好。

表 3 三种浓度下尿素标样的精密度（n=8）

No.

10 mg/L 50 mg/L 100 mg/L

tR/

min

峰面积/

(mAU*min)

峰高/

mAU

tR/

min

峰面积/

(mAU*min)

峰高/

mAU

tR/

min

峰面积/

(mAU*min)

峰高/

mAU

RSD

(%)
0.17 0.27 0.79 0.081 0.065 0.64 0.072 0.084 0.67

3.2.3加标回收率

通过对实际电解液样品进行加标回收实验，以考察方法的准确度。选取一个预处理后的

0.1 mol/L电解液体系下实际电合成尿素的样品溶液为基底，加入电解液标准样品，得到位

于线性范围内的低、中、高三个浓度待测样品，平行测定 6次，根据结果计算回收率和 RSD

值，具体见表 4。所得加标回收率在 112.0%~118.4%之间，RSD在 3.1%~4.6%之间，表明该

方法准确度良好，能满足实际样品基本检测需求。

表 4 电解液中尿素的加标回收率和相对标准偏差（n=6）

目标物 本底值/(mg/L) 加标量/(mg/L) 测定值/(mg/L) 回收率/% RSD/%

Urea 0.126

0.080 0.221 118.2 4.6

0.10 0.238 112.0 3.1

0.12 0.268 118.4 4.6

3.3实际样品检测

采用该创新性的分析体系，对所接收的 0.1 mol/L 硝酸钾和碳酸钾电解液体系下进行电

合成尿素的多个实际样品进行检测。由色谱图分析，在 1.5 min左右出现一较高色谱峰，在

对照了干扰离子实验的结果后难以对其进行归属，猜测其为在实际电解合成尿素过程中产生

的其他杂质。同时 NO2-以及高浓度的 NO3-等杂质离子的保留时间与标样存在差异，可能是

实际样品中的其他未知化合物对其在 PGC柱上的保留造成影响，但并未对低浓度的尿素测
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定造成干扰，并利用峰面积进行定量计算得该样品中尿素浓度为 0.126 mg/L，其余样品中尿

素浓度分别为 0.0963 mg/L、0.148 mg/L、0.152 mg/L。说明将该方法应用于实际电合成生产

尿素的产物检测是可行的。

图 4 电合成尿素实际样品色谱图

4 结论

本研究建立了将 PGC柱应用于高效液相色谱来测定电解液体系下微量尿素的分析方

法。针对电合成尿素样品的特点，选择 Hypercarb柱，其特殊的保留效应能将尿素与其它高

浓度干扰离子轻易分开，避免了高浓度基体的干扰，在 190 nm的超低检测波长下，既提高

尿素的灵敏度，并保证较低的背景噪音和基线的稳定性。该方法灵敏度高，准确性好，且前

处理步骤简单，检测效率高，为电合成尿素的测定提供了一种新的分析手段。
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